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OZET

invaziv Olmayan Diisiik M alignite Potansiyelli M esane Tiimoér leriyle, invaziv
Y uksek Malignite Dereceli Tumorlerin Genetik Agidan Farkhilhiklary

Amag: Bu calismada, invaziv olmayan disuk dereceli timorler ile invaziv yiksek
dereceli tumdrler arasindaki genetik farkliliklarin, sitogenetik ve molekiler sitogenetik
yontemlerle gosterilmesi amaclandi.

Yontem ve Geregler: Mayis 2009 ile Mayis 2010 tarihleri arasinda 34 mesane
kanserli hastadan es zamanli1 alinan mesane kanser dokusu ile kan érneklerinin kalttrt
yapildi. Kan ve doku kulttrlerinden Uretilen hiicrelerin kromozomlarinda olusan yapisal
ve sayisal degisikliklerin tespiti igin sitogenetik yontemler kullanildi. Saglikli oldugu
bilinen ayn1 sayida kontrol grubunun kan kultdrleri de kromozom hasarlar1 bakimindan
incelendi. Ayrica, hastalarin kanserli mesane doku Ornekleri pl6 ve p53 genlerinin
analizi FISH yontemiyle yapildi. Kontrol grubu ile hastalarin kromozom diizensizlikleri
acisindan karsilastirildi. Ayrica, histopatolojik incelemeye gore hastalar diisik dereceli
ve yiksek dereceli tumorl olanlar olmak Uzere iki ayr1 gruba ayrildi. Yas, vicut kitle
indeksi, sigara icme siresi, kromozomal dizensizlikleri, pl6 ve p53 degisimleri
yonunden karsilastirildh ve istatistiksel olarak degerlendirildi.

Bulgular: Yas ortalamasi 60,6+14,2 (26-81) yil olan 30'u (%88,2) erkek ve 4'(i
(%11,2) kadin toplam 34 mesane kanserli hastamin ortalama kromozom diizensizlik
sayisi [20+36,2 (0-182)] ile kontrol grubu [1,3+1,6 (0-5)] karsilastirildiginda bu fark
mesane kanserli hastalarda anlamli sekilde yiksekti (p=0,0001). Histopatolojik
inceleme sonrasi 11 (%32,3) hastada, diusik dereceli papiller trotelyal karsinom, 22
(%64,7) hastada yiksek dereceli papiller Urotelyal karsinom ve 1 (%3) hastada CIS
(karsinoma in situ) timér oldugu saptandi. Distk dereceli ve yuksek dereceli ttimor
olan hastalarimizin yas, vicut kitle indeksi ve sigara igme stiresi agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklhilik bulunmadi (p=0,971, p=0,106, p=0,561). Bu iki grup,
kromozom dizensizlikleri agisindan karsilastirildiginda aralarindaki farkin anlamli
olmachigr gordldu (p=0,714). Ancak, pl6 ve p53 gen degisiklikleri agisindan
degerlendirildiginde tUmor derecesi yiksek olanlarda gen hasarlarimin 6nemli derecede
yuksek oldugu goruldi (p=0,002 ve p=0,039). En ¢ok yapisal duzensizlikler 1, 2, 3, 5, 9
ve 15. kromozomlarda, sayisal dizensizlikler ise 8, 17, 21, 22, X ve Y
kromozomlarinda gozlendi. Bu diuzensizlikler arasinda 6zellikle 1921, 1932, 2922,
2032-35, 3p21, 5031, 5033, 9pll ve 9932 bholgelerinde bozukluklarin daha sik
gorildugi tespit edildi.

Sonug: Mesane kanserli hastalarimizin etiyolojisinde, 1921, 132, 2922, 2g32—
35, 3p21, 5031, 5033, 9p1l ve 9932 kromozom bdlgelerinin ve 8, 17, 21, 22, X ve Y
kromozomlardaki sayisal dizensizliklerin dnemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Bununla
birlikte, p16 ve p53 genlerindeki hasarin yuksekligi ile timdrin yiksek dereceli olmasi
arasinda paralellik oldugu rapor edildi. Buradan da bu genlere bakilarak hastalarin
prognozunun tahmin edilebilecegini sdyleyebiliriz.

Anahtar Sozctikler: kromozom diizensizlikleri mesane kanseri, , p16, p53.
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ABSTRACT

Genetic Differences Between Low Grade and High Grade Urothelial Cancer in
Bladder

Purpose: Comparing the genetic differences between low grade and high grade of
urethelial cancer in bladder by using cytogenetic and molecular cytogenetic methods.

Method and Materials. Between May 2009 to May 2010, blood and tissue
samples were collected from 34 patients who have bladder cancer. Structural and
numerical abnormalities of chromosomes were detected in blood and tissue samples
from both patients and control groups with the method of cytogenetic. p16 and p53
genes were also identified in the tumor samples of the bladder by using FISH methods.
The numbers of chromosomal abnormalities were compared for patients and control
group. We divided the patients into two groups according to histopathological features.
The patients with low grade urothelial cancer composed the first group and with high
grade urothelial cancer composed the second group. We compared the two groups
according to age, body mass index, smoking time, number of chromosomal
abnormalities and differences in p16 and p53 genes and than assessed with statistical
methods.

Findings: Thirty (88,2%) male and four (11,2%) female patients with bladder
cancer recruited the study and the mean age was 60,6 + 14,2 ( 26 — 81) year. The mean
number of chromosomal abnormality in patients with bladder cancer and control group
were 20 £+ 36,2 (0 — 182), 1,3 £ 1,6 (0 —5), respectively and difference was significant
(p= 0,0001). Histopathologic examination reveals that 11 (32,3%) patients had low
grade urothelial cancer, 22 (64,7%) patients had high grade urothelial cancer and 1(3%)
patient had carcinoma in situ. The patient with CIS was assessed as a high grade and
added the second group. There were no statistically differences between the first group
which including the patients with low grade papillary urothelial cancer and second
group with high grade according to age, body mass index and smoking time ( p=0,971,
p=0,106, p=0,561). There was also no different between the two groups according to
number of chromosomal abnormalities (p=0,714), however when we considered the
changes of the p16 and p53 genes differences were significant (p=0,002 and p=0,039).
The most structural abnormalities were seen in chromosome 1, 2, 3, 5, 9 and 15, and
numerical in chromosome 8, 17, 21, 22, X and Y. Regions of 1921, 1932, 2922, 2932 —
35, 3p21, 50931, 5033, 9p11, 9932 were detected as a most affected areas.

Result: The most structural abnormalities were seen in chromosome 1, 2, 3, 5, 9
and 15, and numerical in chromosome 8, 17, 21, 22, X and Y. Regions of 1g21, 1932,
2022, 2932 — 35, 3p21, 5931, 5933, 9p11, 90932 were detected as a most affected areas.
The region of 5031 may be research adversly. Changing of p16 and p53 genes were
more frequent detected in patients with high grade papillary urotelial cancer.

Key Words:. bladder cancer, chromosomal abnormalities, p16, p53
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1. GIRIS

Mesane kanseri genitoUriner sistem timorleri icinde en sik gortlen ikinci kanser
turidir.® Diinyada tim kanser tirleri icinde erkeklerde 4. kadinlarda ise 10. sirada
goriilmektedir.? Ulkemizde ise Kanser izlem ve Denetim Merkezi verilerine gére 2006
yilinda izmir’ de yapilan degerlendirmede erkekler arasinda en sik gorilen 3. kanserdir
ve erkeklerde insidanst yuzbinde 27,5 iken kadinlarda ytuzbinde 3,8 oldugu rapor
edilmistir.®> Mesane kanseri gorilme oram erkeklerde kadinlara oranla 3 kat daha
fazladhr.* Tekrarlayan tiimérlerin ve komplikasyonlarinin tedavisi icin yasam boyu takip
gerektirmesi nedeniyle mesane kanseri ciddi bir ekonomik yik olusturmaktadir.

Yeni tam alan mesane kanseri olgularinin yaklasik %70 kasa invaze olmayan
hastalik seklindedir.” Endoskopik ve intravezikal tedavilere razmen %50 — 70 tekrar
eder ve %10 — 30'u kasa invaze hale gelir. Reklrrenslerin ¢cogu 5 yil icinde gordlar.
YUksek dereceli lezyonlar tiumor progresyonunda yiksek riske sahiptirler. Genel
populasyonda mesane kanserinin disik prevalansindan dolayr tarama program

onerilmemektedir.*



2. GENEL BILGILER

2.1. Etiyoloji

Mesane kanseri etiyolojisinde;
Sigara
Genellikle boya fabrikalarinda kullanilan anilin boyalar1
Siklofosfamid
Benzidin, beta naftilamin ve 4 aminobifenil gibi aromatik aminler
Icme Sularindaki yiiksek arsenik seviyeleri
Pelvik radyoterapi
Kronik idrar yolu enfeksiyonu veya kronik irritasyon
Schistosoma haematobium parazitinin neden oldugu mesane enfeksiyonu
gibi faktorler yer alir.**®

2.2. Tan

2.2.1. Semptomlar

Hematlri mesane kanserinde en sik bulgudur. Sik sik idrara gitme, diziri gibi
irritatif iseme semptomlar: da uyarici olmalidir.® Hastalarda hidronefrozla iliskili olarak
yan agrisi veya diger semptomlar gorulebilir. Kilo kaybi, kemik agrilari, alt
ekstremitelerde dem gorilmesi daha cok ileri evredeki bir hastalig: diistiindurir.*

2.2.2. Radyoloji

Mesane kanserli hastalarda tedavi plamim belirlemek icin dikkatli bir evreleme
Onemlidir. Bu evrelemede radyolojik gorinttlemenin dnemli bir yeri vardir. Radyolojik
yontemler icinde ulasilmast en kolay ve en ucuz olan ultrasonografinin yamnda klinik
evreleme iginde kullamlabilecek bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans (MR),
volumetrik MR veya BT temelinde mesanenin 3 boyutlu gorintisinin elde edildigi

sanal sistoskopi ve pozitron emisyon tomografisi (PET/CT) vardir.”®



2.2.3. Sistoskopi

Sistoskopi mesane kanseri tamsi icin en 6énemli muayene sekillerinden biridir.
Ancak yluzeyel veya karsinoma in situ (CIS) gibi lezyonlar klasik sistoskopi sirasinda
atlanabilir. Bu tip timorleri saptayabilmek igin 5 — aminolevulinik asit (5 — ALA) ile
yapilan fltioresan sistoskopi gelistirilmistir.

2.3. Evreleme

2.3.1. Patolojik Evreleme
Mesane kanseri icin TNM siniflamast asagida gosterilmistir.®
Primer TUmoér (T)
TX :Primer timér degerlendirilemiyor.
TO: Primer timore ait kanit yok.
Ta:Invazif olmayan papiller karsinom.
Tis:Karsinomain situ.
T1:TUmor epitel alti dokuyu tutmus.
T2 :TUmor kas dokusunu (muskularis propria) tutmus.
T2a Tumor yizeyel kas (i¢ yar1) dokusunu tutmus.
T2b: TUmadr derin kas (dis yar1) dokusunu tutmus.
T3: TUmor perivezikal dokuyu tutmus.
T3a Mikroskopik olarak.
T3b: Makroskopik olarak (ekstravezikal kitle).
T4: TUmor; prostat, uterus, vajen, pelvik duvar, abdominal duvar gibi
yapilari tutmus.
T4a TUmor prostat, uterus veya vajeni tutmus.
T4b: Tumadr pelvik duvar veya abdominal duvar: tutmus.
N — Lenf Nodlari
NX:Bolgesel lenf nodlar: degerlendirilemiyor.
NO :Bolgesel lenf nodu metastaz: yok.
N1 : Gergek pelviste tek bir bolgesel lenf nodu metastazi (hipogastrik,
obturatuar, eksternal iliak veya presakral lenf nodu).



N2 : Gercek pelviste birden fazla bolgesel lenf nodunda metastaz
(hipogastrik, obturatuar, eksternal iliak veya presakral lenf nodu).
N3 : Lenf nodu metastazlari anailiak lenf nodlarinda.
M —Uzak Metastazlar
MX:Uzak metastazlar degerlendirilemiyor.
MO: Uzak metastaz yok.
M1:Uzak metastazlar.

Daha 6nceden kullamlan yizeysel terimi artik kullamlmamaktadir. Bunun yerine
kasa invaze olmayan hastalik terimi kullanilmaktadir. Kasa invaze olmayan tumarler
muskularis propriayi invaze etmezler. Bunlar mukozada sinirli kalan lezyonlar (Ta ve
CIS) ve lamina propriay1 invaze eden lezyonlardir (T1). Karsinoma in situ (CIS veya
Tis) yuzeysel, yuksek dereceli, invaziv olmayan mesane kanseridir ve eger tedavi
edilmezse 5 yil icinde cok yiiksek oranda rekiirrens ve progresyon gosterir.*

Organa sinirli hastalik (T2a ve T2b), mesane duvarim asip perivezikal yaga
uzanan hastaliktan (T3) daha iyi prognoza sahiptir. Prostat1 invaze eden Uretelyal
karsinomlar (T4a) klinik agidan problemli olgulardir ve genellikle birden ¢ok tedavi
modeline ihtiyag duyulur. Calismalar yiksek evreli hastaliklarda sag kalimin da
kotllestigini gostermistir. Lenf nodu tutulumunun insidans: primer mesane tumaoruniin
patolojik evresinin artmasiyla artmaktadir ve 5 yillik sagkalim (%34) lenf nodu pozitif
hastalarda belirgin sekilde kétudir. TNM siniflamasina gore ana iliak arterler ikincil
drengj bolgeleridir ve metastaz olarak degerlendirilmemelidir. Eski siniflama sistemine
gore gercek pelvisin disindaki lenf nodlari uzak metastaz olarak degerlendirilmekteydi.
Primer lenf nodlari; eksternal iliak, hipogastrik, obturator ve presakral lenf nodlaridir.
Ikincil lenf nodlar; anailiak lenf nodlaridir ve primer lenf nodlarinin drenaj bolgesidir.
Leissner ve ark. mesane kanserinde lenfatik yayilim haritasim gikarmislardir ve en sik
lenf nodu metastazinin obturator boslukta ve komsu iliak damarlar ¢evresinde oldugunu
gosermislerdir. Ayrica lenf nodu metastazlarinin %16'simin aortik bifurkasyonun
Uizerinde, %8'inin presakral bélgede oldugunu belirlemislerdir.”

TNM siniflamasi rekirrens riskini ve sagkalim sonuglarini tahmin etmede yararl
bilgiler saglamaktadir, ancak timor biyolojisinin ve hastalarin dzelliklerinin heterojen
olmasi herbir TNM grubu icinde belirgin farkliliklarin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. TNM siniflamasi hastanin sonuclarini etkileyecek yas, cinsiyet, ek hastalik



ve oOnceden alinmig tedavi gibi faktorleri icermemektedir. Kasa invaze olmayan
hastalikta rekirrens ve progresyonu tahmin etmede hastaligin evresi, patolojik evre,
multifokal olma, 3 ay icinde rektrrens, CIS varlig1 ve ilk tumdrin boyutu (> 3 cm) gibi
guvenilir birkag faktor tammlanmistir. Klinik evrelemenin yetersizligi, T1 evrede olan
hastalarin yaklasik tcte birinin radikal sistektomi sirasinda aslinda daha ileri bir evrede
olmasi, ayrica kasa invaze tumdrlerin yaklasik %50 — 60'1nin organa sinirl olmasiyla
gogerilmistir. Lenfovaskiler invazyon ve farkli histolojik tipler (mikropapiller veya
kuctk hicreli karsinom gibi) sagkalim slresini olumsuz etkileyebilmektedir. Kisisel
hatalar1 engellemek icin nomogramlarin kullarim: faydal: olacaktir.*

TNM siniflamasi faydal: bilgiler saglamakla birlikte, hastalarin asir1 tedaviye
maruz kalmamalar1 i¢in dusUk rekurrens riski olanlari, daha agresif tedavi gerektiren
progresyon riski yuksek hastalardan ayirabilmek icin dahaiyi degerlendirme kriterlerine
ihtiyag vardir.

2.4. Patoloji

2.4.1. TUmor Dereces

Urotelyal neoplazilerde en sk kullamlan siniflandirma sistemi Diinya Saglik
Orgiitiiniin 1973 yihinda yayinlamis oldugu simiflandirma sistemiydi. 2004 yilinda
Dinya Saghk Orgitii (WHO) ve Ulusrarast Urolojik Patologlar Birligi papiller
neoplaziler igin siniflandirma sistemini revize ettiler.

1973 ve 2004 WHO Siniflamasi
1973 WHO siniflamasi
Urotelyal papillom
Derece 1: lyi diferansiye
Derece 2: Orta diferansiye
Derece 3: Kot diferansiye
2004 WHO siniflamasi
Urotelyal papillom
Dusik malignite potansiyeline sahip papiller Urotelyal neoplazi
(PUNLMP)



DusUk dereceli papiller Urotelyal karsinom
Y Uksek dereceli papiller Urotelyal karsinom

Papillom; ince fibrovaskiler bir ¢ekirdegin Utzerini orten normal Urotelyumun
olusturdugu yapiya denir. PUNLMP papiller olarak gelismis fibrovakiler bir yapinn
Uzerini normalden daha kalin olacak sekilde oOrten prolifere olmus Urotelyumun
olusturdugu yapiya verilen isimdir. PUNLMPnin Onemsenmeyecek kadar az
progresyon riski vardir, tamamen iyi huylu degildir ve tekrarlama riski vardir. Daha
onceki siniflamada Derece 1'lerin hepsi ve Derece 2'lerin bir kismu yeni siniflama
sisteminde dustk dereceli papiller trotelyal karsinom olarak siniflandirilmistir. Ayrica
eski siniflamaya gore Derece 2'lerin bir kismu ve Derece 3'lerin hepsi yeni siniflama
sisteminde yiiksek dereceli papiller trotelyal karsinom olarak siniflandirilmustir.®

2.4.2. Tumér Histolojisi®

Son vyillarda birkag degisik morfolojide tUmadr tipi tammlanmistir. Degisici
hicreli karsinom (TCC) mesane kanserlerinin yaklasik %901 olusturmakla birlikte
diger histolojik tipleri agresif davramslar: ve alternatif tedavi gerektirmeleri nedeniyle
tammlanmalidir. Tamamen TCC olmayan tiumorler daha agresif davranmslidir, tam
aninda yuksek tiimor evresindedir ve kot yasam beklentisine sahiptirler.

TCCllerin yaklasik %10'u glandular odak icerir ve yaklasik %601 fokal skuamdz
diferansiyasyon gosterir. Glandular diferansiyasyon genellikle kiicik tibtler veya gland
benzeri bosluklar seklindeyken, skuam6z diferansiyasyon hiicre ici keratin ve hiicreler
arast kopruler olusturan skuamdz Uretimi seklindedir ve skuamdz diferansiyasyon
tumOrin derecesini yansitir. Skuamé6z veya glandular diferansiyasyonun prognostik
Onemi net olarak belli degildir. Karisik histolojik komponent tipleri; %40 skuamdz,
%18 glandular, %11 sarkomatoid, %10 mikropapiller, %9 kigik hicreli ve %1
plazmasitoiddir ve ayrica %11'i birden gok karisik histolojik komponent igerir. Bu tip
histolojisi olan hastalar daha agresif tedaviden fayda gorebilir.

Skuamdz hiicreli karsinom diinya genelinde mesane kanserli erkek hastalarin
%1,3'Unde, kadin hastalarin ise %3,4'tnde gorulur. Sigara icimi SCC iginde 6nemli risk
faktorlerindendir. Schistosomalar insan ve hayvanlarin  kaninda yasayabilen
trematodlardir ve insan enfeksiyonlarimn ¢ogundan sorumlu S, mansoni, S.



haematobium ve S.japonicum olmak Uzere U¢ turd vardir. Mesane kanseriyle S.
haematobium'un neden oldugu enfeksiyonun iliskili oldugunu gosteren ¢ok sayida yayin
vardir. Kronik irritasyon ve inflamasyon hiicre dongusini arttirarak mutajenik
olaylarin, genotoksik etkilerin ortaya ¢ikmasini ve inflamatuar hiicrelerden salinan
nitrik oksitin etkisiyle karsinogenlerin aktive olmasim saglamaktadir. S. haematobium
ile enfekte olan hastalarda triptofan metabolizmasindaki degisiklikler indican, antranilik
asit glukoronid, 3-hidroxiantranilik asit, L-kynurenin gibi bazisi karsinojenik olan
metabolitlerin idrarda yiksek konsantrasyonlarda birikmesine neden olur. Immunolojik
degisikliklerde rol oynayabilir. Ikincil bakteriyel enfeksiyonlarda nitrézaminler
araciligryla SCC olusumunda rol oynayabilirler.

Adenokarsinomlar histolojik olarak tamamen glandiler fenotipte olan
Urotelyumdan koken alan kot huylu neoplazilerdir. Tum kot huylu mesane kanserleri
icinde adenokarsinomlar %2'den daha az gorullrler. Erkeklerde kadinlara gore 2,6 kat
daha ¢ok gorunir ve 6. dekatta pik yapar. Makroskobik olarak bu timoérler ekzofitik,
papiller, sesil, Ulsere, infiltre veya jelatinGz gorunimde olabilirler. Histolojik olarak
mesanenin saf adenokarsinomlar1 farkli blydme paterni gosterebilirler. Bunlar;
enterik(kolonik), simflandirilamayan (NOS), yuzik hicreli, misindz, seffaf hicreli,
hepatoid ve karigik tiplerdir. Ayirici tamda metastazi ya da kolorektum veya prostat
kaynakli direk yayilimi g6z Onlnde bulundurmak gerekir. Sekonder tutulumlar
mesanenin  primer  adenokarsinomlarindan daha siktir.  Ekstrofili  hastalarda
adenokarsinom gelisme riski %4,1 ile %7,1 arasindadir. Bu tUimorler mesanenin
herhangi bir yerinde gorulebilmesine ragmen genellikle mesanenin tabaninda veya
tavamnda ortaya cikarlar. YUzUk htcreli karsinom mukus treten nadir bir formdur ve
mesanede linitis plastika olusumuna neden olur. Histolojik tipler icinde saf yizik
hicreli karsinom en kot prognoza sahiptir. Adenokarsinomlarda 5 yillik beklenen
yasam siiresi %31 - %35 oramndadhr.

Seffaf hicreli adenokarsinom mesane kanserlerinin farkli bir varyantidir ve
mezonefrik karsinom olarakta adlandirilir. Nadir gorulir, hastalar tipik olarak kadindir
ve ortalama gorilme yas1 57 (22 — 83)'dir. Dis goruntist spesifik olmamakla birlikte
genellikle polipoid, papiller gériniimdedir. Histopatolojik olarak tubulo-kistik, papiller
vel/veya diffiz tiplerden bir veya daha cogu gorultr. En sik iyi huylu olan nefrojenik
adenomla, ayrica metastatik seffaf hticreli renal karsinom, servikal veya vajinal seffaf



hicreli karsinom ve nadirende prostatin adenokarsinomu ile karisabilir. Lezyonlar
bazen endometriozisten ya da Miullerian kanal artigindan koken alabilir nadirende
urotelyal displazi ile birlikte olabilir. Bu timorlerin gogu ekzofitik blylme paterni
gogerdiginden erken evrede saptanabilirler ve bu durum goreceli olarak iyi prognoza
neden olur. ileri evredeki timorler ise kétl prognoza sahiptir.

Villéz adenom iyi huylu glandiler neoplazi olup ortalama 65 (23 — 94) yas
civarinda gordlor. Dis goruntisii papiller Urotelyal karsinomaya c¢ok benzer.
Mikroskobik olarak timér merkezinde fibrovaskiler yapisi olan papiller goruntmdedir.
Sitokeratin 20 (%100), sitokeratin 7 (%56), karsinoembriyonik antijen (%89), epitelyal
membran antijeni (%22) asit musin periodik asit — Schiff boyasi (%78) ile pozitif
boyanr.

Kucik hicreli  karsinom, 0Orotelyumdan koken alan malin  ndroendokrin
neoplazidir ve histolojik olarak pulmoner lezyonlara benzer. Y aklasik olarak hastalarin
%56'st ilk tam amnda metastatiktir. Makroskopik olarak solid, izole, polipoid,
Ulserasyonun eslik edebildigi noduler goriniimdedir ve yaygin olarak mesane duvarini
infiltre eder. Bu timorler agresiftir ve 5 yillik sag kalim oram %8 olarak bildirilmistir.

Paraganglioma mesane duvarindaki paraganglion hicrelerinden kdken alan bir
neoplazidir. Oldukga nadir goralir. Kadin erkek oram 1,4:1'dir. Klinik triadi; devamli
ya da paroksismal hipertansiyon, ara ara gorilen masif hematiri ve bas agrisi,
anksiyete, titreme, gbrme bulanikligi, terleme, senkop gibi ataklarin isemeyle ortaya
¢ikmasidir. Yillar sonra metastazlarin ortaya ¢iktigi goraldiginden uzun donem takip
bu hastalara 6nerilmektedir.

Karsinoid timér, rabdomyosarkom, leimyosarkom, anjiyosarkom, osteosarkom,
malin fibroz histiyositom, leimyom, grandler hicreli tumdr, ndrofibrom, hemanjiom,

malin melanom ve lenfoma gibi mesanenin nadir gorulen kanser tipleri de mevcuttur.

2.5. Tumor Genetigi

Onkolojik caligmalarda malin transformasyon olmasi igin genetik degisikligin
olmasi gerektigi bildirilmistir.’® Bu degisiklize ugrayan genler onkogenler, timor
stipresor genler ve asirt ifade olan genler olarak temelde 3 gruba ayrilmistir. Normal
calisan genlerin degisiklige ugrayarak onkogen haline gelmesi malign fenotipte trtinler

Uretilmesine ve hicrelerin blytdme kontroltinin normal mekanizmadan kagmasina



neden olmaktadir. Mesane kanseriyle iliskili onkogen p21 RAS onkogenidir. Bazi
yayinlarda RAS mutasyonunun mesane kanserlerinin %50'sinde bulundugu rapor
edilmistir.

Asagidaki sekilde mitotik hiicre dongust gorulmektedir. Hicreler mitoz ile
boliinirken G1, S, G2 ve M fazlarindan gegerler.™* Bazi genler bu fazlar arasinda gegis
sirasinda kontrol noktas olarak gorev yaparlar. iste bu timor slpresor gen dedigimiz
genler karsinogenezde o©nemli molekiler mekanizmalari yonlendirir ve hiicre
blyUmesini, DNA tamirini veya apoptozisi dizenleyen proteinleri kodlar. Bu genlerde
delesyon veya inaktivasyon kontrolsiiz biytimeye, hasarli DNA'st olan hiicrelerde
programli hiicre Olimunin olmamasina ve sonugta genetigi degismis klonlarda

kontrolsiiz proliferasyona neden olur.
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Sekil 1. Mitotik hiicre déngusi™

Geleneksel molekiler ve sitogenetik yontemler kullanarak bazi slipresdr gen
bdlgelerinin mesane kanseri gelisimiyle yakin iliskili oldugu gosterilmistir. Bunlar p53
(kromozom 17p), retinoblastoma (RB) geni (kromozom 13q), p16 ve pl9 proteinlerini
kodlayan 9p21 bdlgesi ve 9. kromozom Uzerindeki baska bir bolge 9q 32-33'dir. Ayrica



1. kromozomun kisa kolunun distal kisminda p73 ve RIZ (retinoblastomlailigkili ginko
geni) gibi timdr stipresdr genlerin bulundugu dilstiniil mektedir.*

p53 geni insan kanserlerinde en sik degisen gendir. p53 hiicre proliferasyonunu
baskilayan transkriptor faktér olarak rol oynar. DNA'st hasarlanmis hiicreyi hiicre
dongusiinde DNA replikasyonundan (S fazindan) Once apoptozise yonlendirir.
Nukleusta deoksiribonukleotid trifosfataz'in tretimini uyararak DNA hasarimin tamirine
katkida bulunur. Hasarli DNA'nin tamirinde rol oynadig: i¢in p53 mutasyonu genomik
instabilite ile iliskilidir ve daha baska mutasyonlarin da ortaya ¢ikmasina neden olur ve
sonucta kanser daha agresif seyreder. p53 anjiogenezin potent inhibitorlerinden biri olan
thrombospondin-1 (TSP-1)'in ekspresyonunu uyarir, ancak mutant p53 bunu yapmaz.

Retinoblastom geni (RB) hiicrenin G1 fazindan sentez (S) fazina gegmesini
saglar. RB' nin genetik delesyon veya mutasyonla inaktivasyonu, hicrenin kontrol
olmaksizin G1 den S fazina gegmesine neden olur ve hiicre proliferasyonunu uyarir. p15
ve pl6 gibi bazi regulatorler, kromozom 9p'nin komsu bdlgelerinde protein kodlarlar.
Normalde siklin-bagimli kinaz 4 ve 6 ile kompleks yaparlar ve RB'nin fosforilasyonunu
inhibe ederler. p21 ve p27 de RB'nin fosforilasyonunu inhibe ederler. Bu proteinlerdeki
degisiklikler RB'nin fosforile olmasina neden olur ve sonugta G1 den S fazina gegis
olur. Bu yuzden pl5, pl6, p21, p27 veya RB'yi kodlayan genlerde anormal
ekspresyon/fonksiyon malin transformasyona ve timér progresyonuna yol acar.™

Karsinojenik genetik mekanizmalarin Uguncisti de buyime faktorlerini veya
reseptorlerini kodlayan normal genlerin amplifikasyonu ya da asir1 ekspresyonudur.
Mesane kanseri hiicrelerinde Epidermal buyume faktérti (EGF) reseptoriinin anormal
ekspresyonu goérulir ve bu hicrede agresif biyolojik davrarmglara neden olur. EGF
reseptor sinyalleri hem biyumeyi uyarir hem de kanser hicresinin motilitesini ve
matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) ekspresyonunu saglar, bunlar invazyon ve
metastaza neden olur. EGF (ERBB1) ile fonksiyonel ve anatomik iliskisi olan, blyime
faktor reseptorlerini kodlayan ERBB2 onkogenindeki degisiklikler mesane kanserini de
iceren degisik malignitelerle iliskilidir.*

Urotelyal karsinomlarin 2 ayri mekanizmayla ortaya ciktigi distinilmektedir.
Dusuk dereceli papiller ile invaziv timor olmak Uzere birbirinden belirgin biyolojik
davramis ve prognoz farkliligi gosteren 2 ana fenotipik varyant mevcuttur. Disik
dereceli invaziv olmayan timorlerde HRAS ve fibroblast biytime faktori reseptor 3

10



(FGFR3) genlerinde mutasyon goérilmekteyken, yiksek dereceli invaziv timorlerde
siklikla p53 ve pRb timér sipresor yolaklarinda defektler vardir. Asagida bu yolaklar
gosteren sekil gorulmektedir.*®

Yiizevel oy 9g- invaziv
FGFR3 po3
H-BAS
Genetik

Diizensizlik

Diisiik derece

Cyclin D1

11p-

plg

Yiiksek derece
Lamina propria
Muskularis propria
Perivezikal yag

Prostat

Uretra

Sekil 2. Y lizeyel veinvaziv mesane kanserinde gézlenen farkl genetik yolaklar™®

Yiksek dereceli mesane kanserlerinin  cogunda p53 geninde degisiklik
gorildugunden, p53 ekspresyonunun diger belirteclerle kombinasyonu arastirilmaktadir.
Cok merkezli bir calismada radikal sistektomi ve lenf nodu diseksiyonu yapilan
ilerlemis mesane kanseri olan hastalarda klinik sonuglar: tahmin etmede p53, pRB, p21
ve p27'nin kullamlabilirligini degerlendirilmistir. Bu molekiler belirtecler sistektomi
sonrast hastalik rekirrensi ve kansere bagli mortaliteyi tahmin etmede faydali olmustur.
Kasa invaze olmayan ve kasa invaze hastaligin tedavisinde p53'tin prognostik belirteg
olarak kullammnin tek basina mi yoksa diger belirteclerle birlikte mi olacagi
konusunda daha fazla calismaya ihtiyag vardir.**

p53 veya Rb gibi timér stpresdr genlerin timor stpresyon fonksiyonlarini
onaran ganlarin tedavi edici rolt olabilir. Pagliaro ve ark. vahsi tip p53 (Ad5CMV-p53)
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kodlu replikasyon defekti olan adenoviral parcalari ile mesane kanserli hastalari tedavi
etmisler ve intravezikal uygulamamin hastalar tarafindan iyi tolere edilebildigini ve
hedeflenen mesane dokusunda vektorlerin saptandigin bildirmiglerdir. Gen tedavisinin
baska bir yolu yapilandirilmis virts ile viral replikasyonun timérin iginde olmasini
saglayip tim timor kitlesi boyunca viriisiin yayilmasim saglamaktir. Ayrica pargalanan
tumor hicrelerinden yayilan antijenlerin sistemik antitimor immin yanita yol agacagi
hipotezi de ortaya atilmistir.™

Son zamanlarda tizerinde durulan konulardan biride mesane kanserinin erkenden
tamnmasim saglayacak velveya sistoskopi sikligim azaltacak genetik belirteclerdir.
Mesane kanserinde en sik gortlen genetik degisiklikler timorin derecesine ve evresine
bakmaksizin kromozom 9p ve 9qdaki heterozigot kaybidir (LOH).! Diger
kromozomlardaki LOH daha ¢ok yilksek dereceli ve evreli tumorlerde goraltr. DNA
mikrosatellitler genom boyunca bulunan oldukga polimorfik tekrarlardir ve mikrosatellit
instabilitesini ve LOH'yi iceren kanserle iliskili genetik materyaldeki degisiklikler
mikrosatellit belirteglerle saptanabilir. Guncel, prospektif cok merkezli bir calismada
mikrosatellit analizinin gelecekteki rekirrensi gostermede gucli bir belirte¢c oldugu
fakat duyarliligimin gunlik pratikte uygulamak igin yeterli olmadigi gosterilmistir.
Guncel bir analiz yontemi kigik nukleotid polimorfizmlerini kullanarak (SNPs)
idrardaki DNA'dan genomik instabiliteyi saptamak igin gelistirilmistir. SNP cgiplerinin
bir seferde 13 ile 20 bolge taramasi yapan mikrosatellit analizine gére bir seferde 300
genetik bolgeyi tarayabilmesi molekiler degisiklikleri saptamadaki yiksek duyarliligin
gosterir.'®

Flloresan in situ hibridizasyon (FISH) testi idrardaki hticrelerde 6zellikle 3, 7,
17 ve 9. kromozomlardaki degisiklikleri saptama temeline dayanan bir testtir ve
duyarliigi ve 6zginltgli %69-87 ile %85-97 arasindadir.” Sistoskopik olarak timér
gOsterilmeden 6nce de bu test pozitif olabilmektedir.”

Mesane timor belirtegleri icinde en sik galisilan epigenetik degisiklikler DNA
metilasyonu ileilgilidir. Lin ve ark. mesane kanserli 57 hastada E-cadherin, p16, pl4 ve
RASSF1A'min ilerletici metilasyonunu degerlendirmisler ve RASSF1A'nin %65
duyarliik ile en iyi belirtec oldugunu, RASSF1A, pl4 ve E-cadherinin

kombinasyonunun mesane kanserini  saptamada duyarliliginin - %83 oldugunu
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bulmuslardir. Saglikli kontrol grubunun 20 idrar 6rneginin hicbirisinde bu genlerde
hipermetilasyon saptamarmslardir.*

Sistoskopi mesane kanseri saptamada altin standart olmakla birlikte invaziv ve
goreceli olarak pahali bir islemdir. idrar sitolojisi mesane kanseri tamsi ve takibinde
standart invaziv olmayan bir yontemdir. Hasta hazirligi gerekli degildir ve CISnun
saptanmasinda en guvenilir belirtectir. idrar sitolojisinin gergek guicli mesane kanserini
saptamadaki %90'in zerindeki yuksek Ozgulltgudur. Idrar sitolojisinin dezavantajs;
dustik dereceli hastaliktaki zayif duyarlilig: ve patologun deneyimine bagimli olmasidir.

NMP-22 hicre replikasyonu sirasinda yeni olusan hiicrelere kromatinin uygun
dagilimint saglayan nikleer mitotik proteindir. NMP-22'nin ortanca duyarliligi ve
Ozgunligu timorun evre ve derecesine bagli olarak sirasiyla %71 (% 47-100) ve %73
(%55-98) olarak bildirilmistir.”

BTA stat ve BTA-TRAK testleri idrardaki kompleman faktor H ile iliskili
proteini tespit ederler. BTA stat immun bazli bir yontem olup 5 dakika iginde
uygulanabilirken, BTA-TRAK testinde standart ELISA yontemiyle idrardaki
kompleman H ile iliskili proteinin ve kompleman faktor H'nin kantitatif olarak dlgimu
yapilabilir. Kompleman faktor H insan serumunda yuksek konsantrasyonlarda bulunur
ve bu yuzden hematiriye neden olan bircok iyi huylu durumda yanlis pozitif olabilir.
Saglikl1 populasyonda bu testlerin 6zgulltgl %90'1n Gzerinde olmakla birlikte, degisik
iyi huylu genito-Uriner hastalig1 olanlarda bu yaklasik olarak %50 — 60 arasindadir.’

FGFR3 tirozin kinaz reseptor ailesinden bir glikoproteindir. FGFR3 mutasyonlari
mesane kanserli hastalarin yaklasik %50'sinde gordlur ve bu mutasyonlar cogunlukla
kasa invaze olmayan hastalikta disuk rekirrens oramyla goraldiglinden iyi prognozun
gostergesi olarak diistinil mektedir.*®

Gunumuizde sistoskopinin yerini alacak herhangi bir belirteg hentiz yoktur.

2.6. Tedavi
2.6.1. Kasa Invaze Olmayan Hastalik
Kasa invaze olmayan hastalikta tedavinin amaci kansere bagli mortaliteyi

azaltmak icin reklrrensi ve progresyonu onlemektir. Reklrrens riskini azaltmak icin
TUR (Trans Uretra rezeksiyon) sonrasi intravezikal kemoterapi uygulanmaktadir.
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Tekrarlayan disik dereceli Ta timort ve yiuksek dereceli Ta ve T1 lezyonlar: olan
hastalarda TUR sonrasi adjuvan intravezikal kemoterapi ve CIS olan hastalarda da
rezeksiyon sonrasi Bacillus Calmette-Guerin (BCG) ile intravezikal kemoterapi
Onerilmektedir.

2.6.2. Kasa invaze M esane K anseri

2.6.2.1. Neoadjuvan K emoterapi

Kasa invaze mesane kanseri olan hastalarda standart tedavi radikal sistektomidir.
Ancak bu tedavi ile hastalarin yaklasik olarak %50'sine 5 yillik yasam
saglanabilmektedir. Bu nedenle neoadjuvan kemoterapi kullanimi guindeme gelmistir.
Bu baglamda kas invazyonu olan mesane kanserli hastalarda mikrometastazlari yok
etmek, tUmorin evresini distirmek, cerrahi sirasinda yayilan hicrelerin ekimini
azaltmak ve yasam siresini uzatmak amaciyla neoadjuvan sistemik kemoterapi
arastirilmaktadir. Bazi hastalar icin gereksiz asir1 tedavi olmasi ve sistektomi zamanini
geciktirmesi  neoadjuvan  kemoterapinin  dezavantgjlaridir.  Ancak MVAC
kemoterapisinin ciddi granulositopeni, bulanti, kusma, stomatit, diyare veya
konstipasyon yaptigi gosterilmistir ve toksik etkilerine bagli % 3- 4 mortalite oran
bildirilmistir.*

Sisplatin igerikli neoadjuvan kemoterapi 5 yillik yasam sliresini % 5-7 oraninda
arttrmaktadir. Ancak performanst kotl ve renal yetmezligi olan hastalarda

onerilmemektedir.®

2.6.2.2. Radikal Sistektomi

Tek merkezli genis serilerde radikal sistektomi sonrast 5 yillik yasam %45 -
%66 olarak rapor edilmistir. Yakin zamanli calismalarda radikal sistektomi sonrasi
mortalite oram %3 civarinda, cerrahiden sonraki ilk 30 gin igindeki komplikasyon
oramida %25 ile %57 arasinda bildirilmistir. Yalmz cerrahi uygulanan T2 evreli
hastalarin %20 — 30'unda, T3 evreli hastalarin %40 — 60'1nda ve T4 evreli hastalarin
%70 — 90'1nda uzak metastaz veya lokal rekurrens gorilmuistr ve bu hastalarda kansere
bagli 6lim olmustur. Ayrica 5 yillik ortalama yasam oranlar1 T2 hastalikta %66, T3
hastalikta %35 ve T4 hastalikta %27 olarak belirlenmistir.*
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Radikal sistektomi T2-T4a, NO-Nx, MO evresi olan, yuksek riskli ve tekrarlayan
ylzeyel tumaori olan, BCG tedavisine direncli CIS olan, yiksek dereceli T1 timéri olan
ve TUR veya intravezikal tedaviyle kontrol altina alinamayan yaygin tumord olan
hastalarda endikedir.®

Bir retrospektif calismada lokal ileri mesane kanseri olan 153 hasta
degerlendirilmis ve 90 glinden fazla gecikmenin hastalikta belirgin ilerlemeye neden
oldugu rapor edilmistir.°

2.6.2.3. MesaneKoruyucu Tedavi

TUR tek basina cogu hastada kiratif tedavi secenegi olmamakla birlikte,
timorin yizeyel kas tabakasina sinirli kaldigi ve tekrarlanan biyopsilerde timérin
gorulmedigi durumlarda ya da hastamn radikal sistektomiye uygun olmadig: veya kabul
etmedigi durumlarda bir tedavi secenegi olabilir. Radyoterapi de sistektomiye uygun
olmayan hastalarda bir segcenek olabilir ancak kiratif tedaviye gore daha az etkilidir.
Secilmis hastalarda TUR ile birlikte MVAC gibi sisplatin iceren bir kemoterapi rejimi
uygulamas: sistektomi yapmadan uzun yasam siiresi saglayabilir ancak bu rutin olarak
Onerilmemektedir. Ayrica kemoterapi mesaneye lokalize hastalikta yalmz basina primer
tedavi olarak Onerilmemektedir. Bu tedavilerin kombinasyonu medikal ya da sosyal
nedenlerden dolay: radikal sistektomi uygulanamayan hastalar icin bir tedavi secenegi
olabilir.?

2.6.2.4. Adjuvan K emoterapi

Kesin patolojik evre belirlendikten sonra uygulanmasi, mikrometastazlar igin
dustk riski olan hastalarda asir1 tedaviden kagimilabilmesi, Ozellikle kemoterapiye
yanitsiz hastalarda cerrahi tedavinin geciktirilmis olmamast adjuvan kemoterapinin
avantgjlarindandir. Timorin kemoterapiye in vivo yanmtimin degerlendirilememesi ve
operasyon sonrast donemde gelisebilen morbid olaylara bagli olarak kemoterapinin
gecikmesi ya da tolere edilememesi ise dezavantajlaridir. Adjuvan kemoterapi hala
arastirilmaktadir ve rutin kullammi hakkinda yeterli veri heniiz yoktur.®
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2.6.2.5. Meastatik Hastalk

Mesane kanserli hastalarin yaklasik %30'unda kas invazyonu vardir ve bunlarin
yarisinda radikal sistektomi sonrasi relaps gorulir. Bu relapslarin yaklasik %30'u lokal
olmakla birlikte uzak metastazlar daha sik gorultr. Tam amnda hastalarin yaklasik %10
-15'inde de metastaz vardir. Metastatik hastalikta prognoz kétldir ve ortalama yasam
siresi yaklasik olarak 12 — 15 aydwr. Metastatik hastalarda sisplatin igerikli
kemoterapilerin standart tedavilere gore daha etkin oldugu gorulmuistir. Boébrek
fonksiyonlar1 kétl olan hastalarda sisplatin yerine daha az etkili olsa da karboplatin
kullanilabilir. Paklitaksel ve Dosetaksel'in metastatik hastalarda  kullanimi  da
arastirilmaktadir.

Sonug olarak metastatik mesane kanseri mortal bir hastalik olup mevcut
tedaviler yetersiz kalmaktadir. ileri calismalara ve yeni ajanlara ihtiyag vardir.*
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arag ve Geregler

3.1.1. Kimyasal Malzemeler
Ham's F-10 medyum (Biological Industries, Cat. No: 01-090-1A)
Chang in situ medyum (Irvine Scientific Cat. # T104)
Bio-AMF medyum (Biological Industries Cat. No: 01-190-1B)
Gentamisin (Biological Industries Cat. No: 03-035-1C)
Amfoterisin-B (Fungizone)
RPMI 1640 Medyum (Sigma, R 0883)
Kolsisin (Seromed Cat No. L6210)
M199 Besiyeri (Biological Industries)
Heparin (Panpharma)
Phytohemaglutinin (Biochrom AG Cat. No: M 5030)
Penisilin-streptomisin (Seromed Cat. No: A2212)
Fetal Calf Serum (Gibco)
L-Glutamin (Biochrom KG Cat. No: K 0282)
Fetal bovine serum (Biochrom AG Cat. No: S0113)
Sodyum Klorid (NaCl) (Merck)
Potasyum Klorid (KCl) (Sigma)
di-Sodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat ( NapHPO.. 2H,0)(Merck)
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO,4)(Merck)
Tripsin (Difco Cat. No: L-000403 (1298))
Glasiyel Asetik Asit (Merck)
Metanol (Merck)
Etanol (Merck)
Xylol (Merck)
Aseton (Merck)
Immersiyon yag1 (Merck)
Giemsa (Merck)
Entellan (Merck)
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Serumfizyolojik (Eczacibasi-Baxter)
Hidroklorik Asit (HCI) (Merck)
20xSSC (Abbott Moleculer Inc.)
Sodyum Tiyosiyanit (NaSCN) (Riedel-de Haen Ag Seelze Hannover)
Formaldehit (Merck)

PBS

Probe (Poseidon)

Proteaz (Sigma)

Tween 20 (American Bioanalytical)
DAP! (Abbott)

Rubber Cement (Marabu)

. Ayaitlar

Etlv (Heraeus, Dedeoglu)

Inkiibator (Nemlendirilmis ve %5 CO,’li ortam, Sanyo marka)
Bistiri (AE)

Bistlri sapi

Steril kiltur flask: (Orange Scientific, Cat. No: 2010100)
Santriftjj (Nuve CN180)

Steril Kabin (Kojair KR-125 Safety)

Derin Dondurucular (Siemens, Bosch)

Buzdolab (Argelik)

Mikroskop (Olympus BX51 ve Olympus CH40)

Cytovision Gorunttleme Sistemi (Applied |maging)

Steril Kultdr TUpt (Greiner)

Hassas Terazi (Sartorius)

pH Metre (inolab)

Steril Plastik Pipet

Steril Disposable Farkli Buyuklikte Enjektor (2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)
Otomatik Pipetler (Gilson, Biohit ve Socorex)

Mezur

Sale (Y atay- dikey)
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Lam (Rodajli, Pozitif sarjl)
Lamel (24x32)
Thermobrite (Stat Spin)

Su Banyosu (Gen-Probe)
Firin (NUve FN 500)

3.2. Orneklerin Saglanmas Icin Kullanilan Y éntemler

Calisma, Mayis 2009 ile Mayis 2010 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi,
Tip Fakiiltesi, Uroloji Anabilim Dali ve Tibbi Biyoloji Anabilim Dalrnin ortak
calismasiyla gergeklestirildi. Uroloji klinigine mesane kanseri 6n tams veya tams ile
bagvuran 34 hastadan etik onay alindiktan sonra, kan ve mesane dokusu 6rnekleri alind.
Her hastaya dnceden hazirlanmis “Hasta Onam Formu” doldurularak imzalattirildi.
Mesane kanser dokusu transiretral rezeksiyon (TUR) ya da radikal sistektomi
materyalinden elde edildi. Es zamanl: olarak kan kuiltlrd igin heparinize enjektdre 2 ml
kan alindi. Doku ve kan kuilturt yapilmasinda ve kromozom eldesinde standart
sitogenetik yontemlerden yararlamldi. Kromozomlarda gorilen sayisal ve yapisal
bozukluklar ve kromozomlar Uzerindeki dagilimi Uluslararast insan Sitogenetik

Isimlendirme Sistemine (ISCN) gore isimlendirilerek kaydedildi.

3.3. Sitogenetik Calismalar
Hastalardan alinan kan dokularina 72 saatlik kiiltiir yontemi uygulands.**?°

3.3.1. Mesane Dokusu Materyali Orneklerinden Kromozom Analizi

Analiz yontemi olarak uzun sureli kdltdr yontemi tercih edildi. CUnkid son
yillarda yapilan calismalarda, uzun sireli kaltirin prediktif degerinin daha yuksek
oldugu (%78) bildirilmistir.?** Ornekler hastalardan alinirken kontamine olmamasina
Ozen gosterildi. Dokular alinirken makroskobik olarak tumdr gorintisii olan yerlerden
alindu.

Hastalardan alinan dokular, transport medyum ortamina aktarilarak, sitogenetik
laboratuvarina ulastirildi. Her hastaya Onceden hazirlanmis “Hasta Onam Formu”
doldurularak imzalattirildi. Ornekler, ekilmek (izere Lamin air flow icinde, steril
kosullarda, icerisinde bulunduklar: transport medyumu ile birlikte steril petri kabina

19



aktarildi. Bundan sonra, igerisinde 1'er cc yikama medyumu (zenginlestirilmis Ham’'s
F10 medyumu) bulunan Ug¢ petri ka1 hazirlandi. Bu petri kaplarinin birincisine tam
zenginlestirilmis yikama medyumu (Tablo 1), ikincisine yar1 zenginlestirilmis yikama
medyumu (/1 oraminda tam zenginlestirilmis Ham’'s F10 medyumu ile bazal Ham's
F10 medyumu karigimi)

Tablo 1. Transport ve yikama medyumunun hazir lanis

1 |500 ml Ham's F10 medyum

2 | 25 ml Fetal Calf serum

3 | 5ml Heparin

4 | 1 ml Gentamisin

5 1150 m Amfoterisn B (kullanma

sol lisyonundan)(EK-4)

6 |5 ml Penislin-Streptomisin

ve Ucglncisiine de bazal Ham's F10 medyumu kondu. Transport medyumu icerisinde
bulunan materyal 6nce iki bistiri yardimiyla ayristirildi. Sonra olusan kiigik materyal
parcalar: bir pens yardimiyla ilk basamak yikama medyumu ortamina alindi. Y eterli
miktarda materyalin alinmasina 6zen gosterildi. Quilter ve ark. gore uzun sireli kaltur
icin yeterli materyal, 20 mg ve lizeri miktarda olmalidir.?® Daha sonra ilk basamak
yikama medyumu icerisindeki doku parcalari, invert mikroskop altinda disseksiyon
islemine tabi tutuldu.

Doku pargalar: ikinci basamak medyum (yari zenginlestirilmis transport veya
yikama medyumu) ortamina alindi. Kiguk doku parcalari, ikinci basamak medyum
ortaminda 10 dk tutulduktan sonra, tigiincii basamak medyum ortamina alindi. Uglincii
basamak medyumda doku parcalari olabildigince kicik parcalara bolindld. Bu
basamakta da 10 dk bekletilen doku pargalari, baska bir petri kabi icerisindeki 1cc'lik
Tripsi/EDTA soluisyonu igerisine aktarildi. Bu soliisyonda 2 saat bekletilen doku

parcalarinin hicrelerine ayrisip ayrismachgi, invert mikroskop atinda kontrol edildi.
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Calismamizda Tripsin/EDTA ile 2 saatlik muamelenin yeterli oldugu gozlendi. Daha
sonra Tripsi/EDTAmin etkisini durdurmak igin serumsuz Ham's F10 medyumundan
(seyreltme medyumu) (Tablo 2) 2cc, icerisinde Tripsin/EDTA-doku-hiicre karisimi

bulunan petriye ilave edildi.
Tablo 2. Seyreltme medyumunun hazirlanist

1 |100 ml Ham's F10 medyum

2 | 1 ml Penislin-Streptomisin

Bundan sonra 6rnek steril bir tipe aktarildi. Igerisinde 6rnek bulunan tip, steril sartlarda
1000 rpm’de 10 dk santrifdlj edildikten sonra olusan slipernatant uzaklastirildi. Dipteki
pellet esit iki parca halinde, icinde 2'ser cc medyum bulunan iki ayr1 kultar flaskina (25
cm? lik) ekildi. Hiicre kiiltiirii icin, Bio-AMF ve Chang In Situ (Tablo 3) medyumlar:
kullanildi. Ekimi yapilan ornekler, %5'lik CO, ortaminda, 37°C’ de ve uygun nem
sartlarinda inkibasyona birakildi.

Tablo 3. Chang In Situ medyumunun hazirlamsi (kiltir medyumu olarak kullamlmstir)

1 | 100 ml Chang In Situ medyum

2 | 1 ml Penidlin-Streptomisin

3 | 1ml L-glutamin

Orneklerin ekiminden 6-7 giin sonra flasklar invert mikroskop altinda kontrol
edildi. Bu sire zarfinda, doku parcalarinin gevresinde Uremenin basladigi gozlendi.
Bundan sonra flasklarin medyumlar: degistirildi ve o©rnekler tekrar inkibasyona
birakildi. Bundan 2-3 giin sonra flasklar tekrar kontrol edildi ve 1cc taze medyum ilave
edildi. Her 2-3 glnde bir kontrol edilen flasklardaki hiicre odaklar1 ve mitoza girmis
hiicre sayilar1 gozlendi. Yeterli miktarda hicrenin (6zellikle mitoza girmis hticrenin)
Uredigi dusunilen flaskin (hasat islemine hazirlik olarak) medyumu son olarak
degistirildi. Ertes giin bu flaskin hasat islemine gegildi.

Bu amagla flaska son konsantrasyonu 0.045 ng/ml olacak sekilde kolsemid
soltisyonu ilave edildi ve flask 3 saat slreyle tekrar inklibasyona birakildi. Bu siirenin
sonunda flaskin icerigi bir tUpe aktarildi. Daha sonra flaska, iki defa 1’er cc Trypsin-
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EDTA uyguland:. Ikinci uygulamada flask, 37°C’ de 3-5 dakika inkubasyona birakildi.
Bu slire sonunda, invert mikroskop altinda flaskin tabanina yapisnis olan hiicrelerin
serbest hale gelip gelmedigi kontrol edildi. Yeterli miktarda hiicrenin serbest hale
geldigi gozlendiginde serumsuz seyreltme medyumundan 2 cc flaska ilave edildi.
Boylece Trypsin-EDTA'min enzim aktivitesi yavaslatildi. Sonra bir pipet yardim ile
flaskin igerigi ikinci kez olarak tlpe aktarildi ve tiip 1000 rpny de 10 dk santrifuj edildi.
TUpteki stipernatant bir pipet yardimiyla uzaklastirildi. TUptn dibinde kalan pellet’in
Uzerine 4-5 ml hipotonik solusyon ilave edildi (EK-2). Daha sonra, tupler 25 dk
37°C’ de inkubasyona birakildi. Stirenin sonunda 13-15 damla fiksatif (EK-2) damlatma
yontemi ile hipotonik ¢ozeltinin Uzerine ilave edildi (damlatma islemi, hafifce
karistirma islemi esliginde yapildi). Tupler tekrar santrifijde cevrildikten sonra
hipotonik ¢ozelti uzaklastirildi. Bundan sonra 4-5 ml fiksatif ¢ozelti ilave edilerek tekrar
santrifligasyon islemi uygulandi. Sire sonunda tipte bulunan fiksatif ¢ozelti
uzaklastirildi, yeni fiksatif ¢Ozelti ilave edildi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Son
fiksasyondan sonra stipernatant seklindeki fiksatif ¢cozelti uzaklastirildi ve kalan pellet
onceden hazirlanmis soguk lamlara yayildi.®* Kurutulan lamlar, 1 gece 60°C’de
tutulduktan sonra, ertesi giin “GTG” bantlama ve solid boyama yontemleri ile boyandh
ve incelemeye hazir hale getirildi.”> Lamlar mikroskop altinda incelenerek karyotip
analizi yapildi. Her Ornek igin en az 20 metafaz alanina bakildi. Ancak supheli
durumlarda bu say1 50’ ye kadar ¢ikarildi.

3.3.1.1. Kan Kltirunun Yapiimas

Kromozom analizi icin hasta ve kontrol grubundan steril sartlarda heparinle
yikanmis enjektdre 2 ml kan alindi. Her birey icin, igerisinde 3'er ml normal (RPMI-
1640, R0883) (EK-1) besiyerinin bulundugu steril kultir tlplerine her olgunun
kanindan 3'er damla ilave edilerek ekim yapildi. isim karisikhigini 6nlemek amaciyla
tuplerin Uzerine Onceden bireyin ismi yazildi. Ekim islemi yapildiktan sonra kuilttr
tipleri hafifce karistirildh. Daha sonra, tUpler 37°C’de 72 saat sireyle inkubatorde
tutuldu. Kaltire alinmus ttplerin her birine 70 saat sonra final konsantrasyonu 10 pg/ml
olacak sekilde 30 ul kolsisin (EK-2) eklendi ve iki saat daha kilttire devam edildi. Stire
sonunda, tdpler hafifce karistirildiktan sonra 1200 rpm’de 10 dakika santriftij edildi.
Daha sonra, tuplerin Ustinde kalan slipernatan pastor pipeti ile atildi. Dipte kalan
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cOkleti, tUpln alt kismina parmakla hafifce vurarak karstirildi. Tlplere 6'sar ml
hipotonik soltisyonu (0.075 M KCI) (EK-2) ilave edildi ve 13 dakika etlivde bekletildi.
Sire sonunda, her tipe 6 damla soguk fiksatif soltisyonu (EK-2) eklenerek karistirildh.
TUpler 1200rpm’ de 10 dakika santrifilj edildi. Slpernatan atildiktan sonra ¢okelti tekrar
hafifce karistirildi ve Gizerine taze hazirlanmis 6 ml fiksatif soltisyonu ilave edildi. 1200
rom'de 10 dakika santriflj edildi. Fiksatif ile yikama 3 kez tekrarlandiktan sonra,
cOkeltinin miktarina gore ¢ok az fiksatif birakilip pipetajlanarak hiicre stispansiyonu
elde edildi. Daha dnceden, temizlendikten sonra asetonda bekletilen ve yaymadan 24
saat Once saf sudan gegirilerek buzdolabinda sogutulmus olan lamlar tzerine 30°*lik bir
egimle hiicre stispansiyonu damlatilarak yayma yapildi. Lamlara hastamn ismi yazilarak
havada kurutuldu. Yayilan preparatlar yaslandirmak amaciyla 3 gin 37°C'de
inktbatorde bekletildi. Yaslanan preparatlar mikroskopta incelenmek lzere asagida
aciklandig gibi Giemsa-Trypsin-Giemsa (GTG) bantlama yontemiyle boyand:.

3.3.1.2. Preparatlarin GTG (G-bands by Trypsin using Giemsa) Bantlama
Y dntemiyle Boyanmas
Analiz icin 3 gin oda 1sisinda bekletilen preparatlar GTG bantlama teknigi
uygulanarak hazir hale getirildi.?®
Bunu icin sirastyla su islemler yapild:
1,5 mI’lik tripsin stok solisyonu (EK-2) eritilerek bir sale icerisinde 75 ml
serum fizyolojik icerisine eklendi ve pH’s1 7.5-7.8' e ayarlandh.
Ikinci bir saleye 75 ml fosfat tamponu (EK-2) ilave edildi.
Uclincii bir saleyede fosfat tamponu igerisinde %7-10'luk olacak sekilde
giemsa boya ¢ozeltisi (EK-2) hazirlandh.
Metafaz kalitesine gore siralanan preparatlar, mikroskop atinda
metafazlarin agik ve koyuluguna goére degisik saniyelerde (35-40 saniye)
tripsinle muamele edilidi.
Preparatlar daha sonra fosfat tamponundan gegirildi. Hafifce calkalanarak
yikand.
Daha sonra Giemsa boya solUsyonu ile 3-5 dakika boyand:.
Akan musluk suyundan gegirilen preparatlar havada kurutuldu.
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Bantlar1 boyanmis metafaz kromozomlari mikroskop altinda sayisal ve
yapisal olarak incelendi.

Hazirlanan preparatlar 100x objektifte incelendi.

Her hastaicin 50 metafaz plag: incelendi. Ancak, mitotik indeksi disik olan
hasta preparatlarinda mevcut olan metafaz plaklari incelendi.

Preparatlar inceleme sonrasi, Xylol’den gegirilerek immersiyon yagindan
temizlendikten sonra entellan ve lamel ile kapatilarak devamli hale getirildi.

3.3.2. Molekiler Sitogenetik Calismalar

3.3.2.1. Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) Y 6ntemi

Preparatlarin hazirlanma asamasi asagidaki gibi yapilmistur.
Steril kiltur tuplerine 5’ er cc RPMI-1640 medyumu eklendi.
Y aklasik 15-20 damla kan ilave edildi ve karistirldh.
7dk 1500 rpm de santrift)j edildi ve Ust medyum atildi.
Altta kalan pellet kisim vorteksdendi ve homojen karisim sagland:.
Sonra 5 cc KCI (0,073 M) pellet Gizerine ilave edildi.
25 dk 37°C'lik etlivde bekletildi.
Sire sonunda 0,5-1cc fiksatif eklendi ve vortekslendi.
7dk 1500 rpm de santrif()j edildi ve siipernatan atildi.
Altta kalan pellet kisim vorteksdendi ve homojen karisim sagland:.
Sonra 5 cc fiksatif pellet Uzerine ilave edildi. Bu islem 3 kez tekrarlandh.
Son fiksatiften sonra Ustteki slipernatan atilch ve altta kalan pellet pipeta)
yapilarak dagitildh.
Sonralamin ortasina 10 ml kadar 6rnek mikropipet ile konularak yayildi.

Interfaz FISH’ in yapilmasi asamalar: asagidaki gibidir.

Hazirlanan preparatlar Uzerine oda 1sisinda 2ml 2XSSC ilave edildi ve 5 dk
bekletildi.
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Sire sonunda Ustteki ¢ozelti atildi ve 37°C'ye gelmis distile su + HCI
karisimi ve son anda Uzerine eklenen pepsin A ¢ozeltisi eklenerek 37°C’lik
etiivde 30 dk bekletildi.

Sire sonunda amlar 1 dakika sire ile distile su igeren salede oda
sicakliginda bekletildi.

Durulamadan sonra PBS de 2 dk oda sicakliginda bekletildi.

Sonra PBS/MQCI’ de 2 dk oda sicakliginda bekletildi.

Post fiksatif ¢ozeltisinde 10 dk oda sicakliginda bekletildi.

Preparatlar 3 dk %70, %85, %100’ 1Uk alkol serilerinde gegirildi.

Preparatlar kurutuldu.

Bundan sonraki asamalar karanlikta gergeklestirildi.

Onceden oda 1sisina getirilmis prob tiipi vortekslendi, mikrosantrifiijde spin
atildi ve tekrar vortekslendi.

Herbir lamin hedef alanina 10 pl prob (ON p16 (9p21)/(9921), Repesat Free
FISH Probe, Poseidon; ON p53 (17p13)/SE 17, Repeat Free FISH Probe,
Poseidon) damlatildi ve hemen uygun boyutta bir lamelle hava kabarcigi
kalmayacak sekilde kapatildi. Lamellerin etrafi rubber cement ile
cevrelendi.

Lamlar Thermobrite cihazina yerlestirilip kapagi kapatildi ve ©nceden
programlanan prosedir baglatildi. (denattirasyon 73°C-5 dk., Hibridizasyon
37°C -18 saat)

Bir gece hibridizasyondan sonra lamlarin tizerinden rubber cement ayrildi
ve oda 1sisindaki yikama solisyonu icerisinde calkalanarak lamellerin
ayrilmas: sagland:.

2 dk. sire ile su banyosunda 6nceden 73°C a getirilmis olan yikama
soltisyonu icerisinde bekletildi.

Lamlar oda 1sisinda distile su igeren saleye batirilip ¢ikarildiktan sonra
karanlikta kurumaya birakildi.

Herbir hibridizasyon alanina 10 pl. 4’,6-diamidino-2-phenylinodole (DAPI
Il Counterstain, Abbott Laboratories) damlatilarak uygun boyutta lamelle
kapatild.

Lamlar analiz 6ncesi en az 30 dakika buzdolabinda bekletildi.
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3.3.2.2. FISH Degerlendirmes

ON p16 (9p21)/9921 ve ON p53 (17p13)/SE 17 problar: icin her bir preparatta
100 timor hicresi sayilldi ve bu 100 hicre icinde pozitif hicrelerin yUzdeleri
hesaplandi. ON P16 (9p21)/9g21 probe icin hiicrede iki kirmiz: iki yesil sinyal varligi
normal, %10 Uzeri iki yesil ve bir kirmiz1 sinyal varligi delesyon kabul edildi. ON p53
(17p13)/SE 17 probe icgin hicrede iki kirmizi iki yesil sinyal varligi normal, %10 Uzeri
iki yesil ve bir kirmizi sinyal varligi delesyon kabul edildi.

3.4. igatistiksel Analiz

Normal dagilim gosteren stirekli degiskenlerin analizinde bagimsiz gruplarda t
testi ve tek yonltu varyans analizi, normal dagilim gostermeyen surekli degiskenlerin
analizinde ise Mann Whitney U veya Kruskall Wallis testi kullanilmigtir. Kategorik
degiskenlerin analizinde ise ki-kare testi kullamlmistir. Sonuglar ortalama+SH (Standart
Hata), medyan, n ve yizde olarak ifade edilmistir. p degerinin <0,05 oldugu durumlar
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismamizda, yas ortalamalar: 60,6 + 14,2 ( 26 — 81) yil olan 30'u (%88,2)
erkek, 4’0 (% 11,8) kadin olmak Uzere toplam 34 mesane kanserli hasta incelendi.
Hastalarin ortalama viicut kitle indeksi 27,3 + 4,4 (20,5 — 37,8) kg/n? olarak rapor
edildi. DOrt(% 11,8) hastada mesleki maruziyet saptandi. Bunlardan biri boyalarla
temasi olan tekstil fabrikasi calisani, diger Ucl ise pestisidlerle temasi olan ¢iftci meslek
grubundaydi. Hastalarin ortalama sigara i¢cme dizeyi 24 paket/yil olmakla birlikte 7’ si
(%20) hi¢ sigara icmemisti. Trans Uretral rezeksiyonla veya radikal sistektomi ile elde
edilen timor materyallerinin histopatolojik degerlendirme sonrast 11 (%32,3) hastanin
disUk dereceli papiller Urotelyal karsinomu, 22 (%64,7) hastamn yiksek dereceli
papiller Grotelyal karsinomu ve 1 (%3) hastamn da CI S timéri oldugu saptandr. Y Uksek
dereceli tumoru olan 3 (%8,8) hastada skuamdz diferansiyasyon gordlirken, 1 (%3)
hastada miisinéz komponent saptandi. Orneklerin alindigi dénemde hastalarin 3’
(%8,8) Ta, 17'si (%50) T1, 5'i (%14,7) T2a, 1'i (%3) T34, 4'i (%11,8) T3b, 3'Ui (%8,9)
T4a ve 1'i (%3) Tis evredeydi. Hastalarin 19'unda (%59,4) p16 ve p53 pozitif iken,
13’ inde (%40,6) her iki belirtecin negatif oldugu saptandi.

Dusuk dereceli papiller Urotelyal karsinomu olan hastalar birinci grup, yuksek
dereceli olanlar ikinci grup olarak alindi. Yas farklilig1 agisindan karsilastirdigimizda ilk
grubun yas ortalamasi 58,9+18,51 (26 — 81) yil ikinci grubun 61,5+12,03 (43 — 81) yildh
ve aralarindaki farkin istatistiksel olarak farkli olmadig: bulundu (p=0,971).

Vicut kitle indekslerine baktigimizda ilk grup icin ortalama 25,5+3,51 (22,2 —
32,5) kg/m? iken ikinci grup icin ortalama 28,1+4,73 (20,5 —37,8) kg/m? hesapland:. Bu
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmad (p=0,106).

Her iki grup ortalama paket/yil degeri Gzerinden sigara icme orant agisindan
karsilagtirilch. Ilk grup icin ortalama 20,6+15,8 (0 —40) paket/yil ve ikinci grup icin
ortalama 25,5+16,94 (0 —60) paket/yil hesaplandi. Ancak fark igtatistiksel olarak
anlamli bulunmad (p=0,561). Bu veriler Tablo 4’ de gosterilmektedir.
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Tablo 4. DUsUk dereceli ttimdr U olanlarla ylksek derecdilerin kar silastirilmasi

Parametreler Dusik derecdli Y Uksek dereceli p degeri

Yas(yil) 58,9+18,51 (26 —81) | 61,5+12,03(43-81) | (p=0,971)
VKI (kg/m2) 25,56+3,51 (22,2-32,5) | 28,1+4,73 (20,5-37,8) | (p=0,106)
Sigara (paket/yil) 20,6+15,8 (0-40) 25,5+16,94 (0-60) (p=0,561)
Kromozom Bozuklugu | 12,5+ 4,89 (4 - 18) 23,26 £ 43,19(0- 182) | (p=0,714)
pl16 6,30 +4,47 (0- 15) 13,18+ 5,65 (0-23) | (p=0,002)
p53 7,7+6,21 (2-22) 12,4 +5,99 (0- 25) (p=0,039)

Hastalara ait demografik bilgiler, kan ve doku kdltUrlerinin sitogenetik ve
molekiuler sitogenetik analiz sonrasi saptanan yapisal ve sayisal kromozomal
duzensizlikler Tablo 5’ de gosterilmistir.
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4.1. Sitogenetik Bulgular

Hastalardan es zamanli alinan doku ve kan Orneklerinin kilturleri yapildiktan
sonra karyotip analizleri sonucunda ortalama 20 + 36,2 (0 — 182) hiicrede kromozomal
duzensizlik saptandi. Bu oran saglikli kontrol grubunda ise 1,3 + 1,6 (0 — 5) idi.
Istatistiksel olarak bakildiginda bu fark anlamliyd: (p= 0,0001). Kromozomal bozukluk
icin sinir deger tespit etmek icin istatistiksel yontem kullanarak bir ROC egrisi ¢ikardik
ve asagisindaki tablo 6'da her bir simir degerin mesane kanserini yakalayabilme etkisi
icin spesifite ve sensitivite degerlerini verdik. Buna gore kromozom bozukluk sayisi
olarak sinir degeri 3,5 aldigimizda bu sayida kromozom bozuklugu saptanan hastada
kanser gorilme riski igin sensitivitesi %91 spesifitesi ise %85 olarak hesapland:.

ROC Egris
1,0,
81
@
=
= 5
31
0,0 . . . .
0,0 3 5 8 1,0
1- Spesifisite

Egri Altinda Kalan Alan = 0,93

Sekil 3. Kromozom bozuklugunun sinir deger lerini gésteren ROC egris
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Tablo 6. Kromozom bozuklugunun ssnir deger lere gor e spesifitesi ve sensitivites

Kromozom Bozuklugu
Sinir Deger (cutoff) | Senditivite | Spesifisite
0,5 %94 %44
15 %94 %65
25 %91 %74
3,5 %91 %85
4,5 %82 %94
5,5 %82 %100
6,5 %73 %100

Hastalar1 tumorin patolojik derecesine gore ayirip disiuk dereceli papiller
urotelyal karsinomu olan hastalar1 bir grup ve yiksek dereceli olanlar1 da ikinci grup
olarak alip kromozom bozuklugu sayisi agisindan karsilastirdigimizda ilk grupta
ortalama 12,5 + 4,89 (4 — 18) kromozom bozuklugu ikinci grupta ortalama 23,26 +
43,19 (0 — 182) kromozom bozuklugu saptandi. Bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmagh (p=0,714) (Tablo 4). Kan kilturleri icin RPMI ve M — 199 besiyerleri, hiicre
kilturt icin de Bio-AMF ve Chang In Situ medyumlar: kullamildi. RPMI besiyerinde
yapilan kan kdlturinde 1 (%3) hastada Greme olmazken, M — 199 besiyerinde yapilan
kan kultirinde 3 (%8,8) hastada Ureme gortlmedi. On alti (%47) hastanin doku
kultdrinde ise Greme olmadi. Hastalara ait kan ve doku kaltUrleri ile kontrol grubuna ait
kan kultdrlerinin yapisal ve sayisal diizensizlikleri Tablo 7’ de gosterilmistir.

Calismamizda her bir hasta igin en fazla 50 metafaz plag: analiz edildi. Kan
dokusundan dretilen toplam 2344 hicre incelendi. Bu hicrelerden 363 (%13,6)
tanesinde yapisal, 213 (%8) tanesinde de sayisal dizensizlik olmak Uzere toplamda 576
(%21,6) hicrede kromozomal dizensizlik saptandi. Kanserli mesane dokusundan
Uretilen toplam 318 hiicre analiz edildi. Bunlarin icinde 24 (%0,9) hiicrede yapisal ve 38
(%1,4) hicrede say1sal diizensizlik olmak Uzere toplamda 62 (%2,3) dizensizlik tespit
edildi. Toplam incelenen hiicre sayisi 2662 ve bulunan toplam dizensizlik 638
(%24)'di.
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4.1.1. Kan Dokularinda Saptanan Y apisal Duzensizlikler

Kan dokusunda saptanan delesyon, translokasyon, insersiyon ve inversiyon
kromatid kirigi, kromozom kirigi, hsr bolgesi, duplikasyon, frajil bolge, gap bolgesi ve
asentrik bolge gibi yapisal bozukluklar, incelenen tiim hiicrelere ve diizensizlik saptanan
hiicrelere gore yizdelik degerleri ile her bir kromozom bdlges igin Tablo 8de
gogerildi. Calismamizda, kan dokularindan Uretilen hicrelerdeki 1. kromozomda
del(1)(p24-pter), del(1)(p32-pter), del(1)(g32-qter), del(1)(g4l-gter), chtb(1gll),
chtb(1)(g21), fra(1)(p36), fra(1)(p36.1), fra (1)(g21)x4, fra (1)(g22), fra(1)(g32)x3, fra
(1)(042), gap(1)(g21)[2] ve gap(1)(g36.1) yapisal dizensizlikleri saptand: (Tablo 8).
Ikinci kromozomda del(2)(p13-pter), del(2)(p23-pter), del(2)(p24-pter), 1(2;5)(p25;q14),
chtb(2)(g23), chtb(2)(g32.2), fra (2)(p23), chrb(2)(g31)x2, fra(2)(g2l), fra(2)(g31),
fra(2)(q33), fra(2)(q35), gap(2)(g23), gap(2)(935), hsr (2)(q22)x3 ve hsr(2)(g?)x2
yapisal dizensizlikleri saptand: (Tablo 8).
Uclincli  kromozomda  del(3)(p13-p14),  del(3)(p25-pter),  del(3)(qll-qter),
t(3;12)(p26;g15), chtb(3)(p21)x2, chtb(3)(p21.2), chtbr(3)(p21.3), chtb(3)(q26.2),
fra(3)(p21)x2, fra(3)(p25)x3, gap(3)(p21), ve hsr(3)(gll-g13) yapisal dizensizlikler
saptand: (Tablo 8).
Dorduncti  kromozomda chtb(4)(g31), chrb(4)(g31), chbr(4)(q?), fra(4)(g33),
0ap(4)(g31.3) ve gap(4)(q27) yapisal duzensizlikler saptand: (Tablo 8).
Besinci kromozomda del(5)(pl4-pter), del(5)(ql3-gl5), del(5)(g31-gter), chtb(5)(pl3),
chtb(5)(g15), chtb (5)(g33), fra(5)(q31)x4 ve gap(5)(g31) yamsal duzensizlikler
saptand: (Tablo 8).
Altinct kromozomda fra (6)(p21)x3, fra (6)(g23) ve gap(6)(g23) yapisal dizensizlikler
saptand: (Tablo 8).
Yedinci kromozomda del(7)(gll-g12), t(7;14)(p15;924) ve fra(7)(q?) yapisal
dizensizlikleri saptandi (Tablo 8).
Sekizinci kromozomda chrb(8)(g22) ve chrb(8)(g23) yapisal dizensizlikleri saptand:
(Tablo 8).
Dokuzuncu kromozomda del(9)(gl2-qter), del(9)(g22-qter), inv(9)(pll;912)x3,
inv(9)(p11;913)x100, chbr(9)(g32), fra(9)(g32), 9gh+x69 yapisal duzensizlikleri
saptand: (Tablo 8).
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Onuncu kromozomda del(10)(g23-qter), del(10)(g24-qter) ve t(10;14)(926;913) yapisal
duzensizlikleri saptand: (Tablo 8).

On birinci  kromozomda del(11)(g?), chtb(11)(g13.4) ve fra(11)(g23) yapisa
duzensizlikleri saptand: (Tablo 8).

On ikinci kromozomda t(12;17)(p13;012), chtb(12)(g13), fra(12)(p1l3) ve
fra(12)(q22)x2 yapisal diizensizlikleri saptandi (Tablo 8).

On Uclincti kromozomda del(13)(g32-qter), rbt(13;22)(p11;p1l) ve inv(13)(p13;ql14)
yapisal duizensizlikler saptand: (Tablo 8).

On dordincti kromozomda del(14)(qll.2-pter), t(14;22)(g32;911.2) ve chbr(14)(?)
yapisal duizensizlikler saptand: (Tablo 8).

On besinci kromozomda 15p+ x58 yapisal diizensizligi saptand: (Tablo 8).

On altinci kromozomda chtb (16)(g22) ve 16gh+ x14 yapisal dizensizlikleri saptandi
(Tablo 8).

On yedinci kromozomda del(17)(g11-qter), del(17)(g21-qter), ve chtb(17)(pll) yapisal
dizensizlikleri saptandi (Tablo 8).

On dokuzuncu kromozomda chtb(19)(q13) yapisal diizensizligi saptand: (Tablo 8).
Yirmi ikinci kromozomda 22p+ yapisal diizensizligi saptand: (Tablo 8).

X kromozomunda del(X)(p21-pter), izo(Xd/p), fra(X)(p22.1), fra(X)(ql3) ve
fra(X)(q26)x2 yapisal diizensizlikleri saptandi (Tablo 8).

Y kromozomunda Y g+ yapisal diizensizligi saptandh (Tablo 8).

4.1.2. Kanserli M esane Dokularinda Saptanan Y apisal Duizensizlikler

Kanserli dokulardan yapilan hicre kilturlerinin incelenmesi sonrasi Saptanan
delesyon, translokasyon, insersiyon ve inversiyon kromatit kirigi, kromozom kirigi, hsr
bdlgesi, duplikasyon, frajil bdlge, gap bolgesi, asentrik bdlge gibi yapisal bozukluklar
Tablo 8de gosterilmistir. Birinci kromozomda chtb(1)(g32), 2. kromozomda
chtb(2)(p15), 3. kromozomda del(3)(p23-pter) ve chtb(3)(g26.2), 5. kromozomda
gap(50)(31)[2]x2, 6. kromozomda gap(6)(gl5), 7. kromozomda t(7;15) (p22;026), 9.
kromozomda del(9)(g22-gter) ve 9gh+, 12. kromozomda chtb(12)(q14.1), chtb(12)(q13)
ve fra(12)(g24), 15. kromozomda 15p+ x10, 19. kromozomda t(19;19) (q13.4;q13.4)
,21. kromozomda t(21;22) (p13;p13)x2 ve X kromozomunda del(X)(g21-qter) yapisal
bozukluklar saptand: (Tablo 8).
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Bu bilgiler 1giginda 1, 2, 3, 5, 9 ve 15. kromozomlarda yapisal diizensizliklerin
daha sk oldugu ve oOzellikle 1921, 1932, 3p21, 5931, 9pll bdlgelerinde yapisal
bozukluklarin daha sik goruldigu ortaya gikmaktadr.

Tablo 8. Kan ve mesane dokusunda incelenen hicrelerde saptanan yamsal sitogenetik

diizensizlikler.

incelenen normal karyotipli hiicre sayis (%)

46, XXIXY 2024 (%76)
YAPISAL KROMOZOM YAPISAL KROMOZOM
DUZENSIZLiKLERI (KAN) DUZENSIZLiKLERI (DOKU) * (%) | ** (%)
Karyotip Duzensiz Karyotip Duzensiz
hiucre hiucre
say1s say1s

del (1)(p24-pter) 1 0.04 0.16
del (1)(p32-pter) 1 0.04 0.16
fra(1)(p36.1) 1 0.08 0.31
fra(1)(p36) 1
chtb(1)(gq11) 1 0.04 0.16
gap(1)(q21)[2] 1 022 | 094
chtb(1)(g21) 1
fra(1)(g21) 4
fra (1)(922) 1 0.04 0.16
fra(1)(q32) 3 chtb(1)(q32) 1 0.19 0.78
del(1)(g32-qter) 1
gap(1)(g36.1) 1 0.04 0.16
del(1)(g41-qter) 1 0.04 0.16
fra (1)(g42) 1 0.04 0.16
del (2)(p13-pter) 1 0.04 0.16

chtb(2)(p15) 1 0.04 0.16
fra (2)(p23) 1 0.08 0.31
del(2)(p23-pter) 1
del (2)(p24-pter) 1 0.04 0.16
t(2;5)(p25;q14) 1 0.04 0.16
fra(2)(q21) 1 0.04 0.16
hs (2)(q22) 3 011 | 047
gap(2)(q23) 1 0.08 0.31
chtb(2)(g23) 1
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Tablo 8 Devam

fra(2)(q31) 1 011 | 047
chrb(2)(gq31) 2
chtb(2)(g32.2) 1 0.04 0.16
fra(2)(g33) 1 0.04 0.16
fra(2)(g35) 1 0.15 0.63
gap(2)(g35) 1
hsr(2)(a?) 2
del (3)(p13-pl4) 1 0.04 0.16
chtb(3)(p21.2) 1 026 | 1.10
chtb(3)(p21) 2
gap(3)(p21) 1
fra(3)(p21) 2
chtbr (3)(p21.3) 1
del (3)(p23-pter) 0.04 0.16
fra(3)(p25) 3 0.15 0.63
del(3)(p25-pter) 1
t(3;12)(p26;915) 1 0.04 0.16
hsr(3)(g11-g13) 1 0.08 0.31
del(3)(qll-gter) 1
chtb(3)(q26.2) 1 chtb(3)(q26.2) 0.08 0.31
gap(4)(g27) 1 0.04 0.16
gap(4)(g31.3) 1 011 | 047
chrb(4)(g31) 1
chtb(4)(g31) 1
fra(4)(g33) 1 0.04 0.16
chbr(4)(g?) 1 0.04 0.16
chtb(5)(p13) 1 0.04 0.16
del (5)(p14-pter) 1 0.04 0.16
del(5)(q13-g15) 1 0.04 0.16
chtb(5)(q15) 1 0.04 0.16
gap(5)(q31) 1 gap(59)(31)[2] 0.3 125
fra(5)(q31) 4
del(5)(g31-qter) 1
chtb (5)(g33) 4 0.15 0.63
fra (6)(p21) 3 011 | 047
gap(6)(ql5) 0.04 0.16




Tablo 8 Devam

fra (6)(q23) 1 0.08 0.31
gap(6)(g23) 1
t(7;14)(p15;924) 1 0.04 0.16
t(7;15) (p22;q26) 1 0.04 0.16
del(7)(q11-q12) 1 0.04 0.16
fra(7)(q?) 1 0.04 0.16
chrb(8)(q22) 1 0.04 0.16
chrb(8)(q23) 1 0.04 0.16
inv(9)(p11;913) 100 3.87 | 16.14
inv(9)(p11;912) 3
del (9)(q12-qter) 1 0.04 0.16
del (9)(g22-qter) 1 del (9)(g22-qter) 1 0.08 0.31
fra(9)(032) 1 0.08 0.31
chbr(9)(g32) 1
9gh+ 69 9gh+ 1 2.63 | 10.97
del (10)(g23-qgter) 1 0.04 0.16
del (10)(g24-qgter) 1 0.04 0.16
t(10;14)(g26;q13) 1 0.04 0.16
chtb(11)(g13.4) 1 0.04 0.16
fra(11)(g23) 1 0.04 0.16
del(11)(g?) 1 0.04 0.16
fra(12)(p13) 1 0.08 0.31
t(12;17)(p13;912) 1
chtb(12q13) 1 chtb(12)(g13) 1 0.08 0.31
chtb(12)(g14.1) 1 0.04 0.16
fra(12)(q22) 2 0.08 0.31
fra(12)(q24) 1 0.04 0.16
rbt(13;22)(p11;pll) 1 0.04 0.16
inv(13)(p13;q14) 1 0.04 0.16
del (13)(g32-qgter) 1 0.04 0.16
del (14)(g11.2-pter) 1 0.04 0.16
1(14;22)(932;,911.2) 1 0.04 0.16
chbr(14)(?) 1 0.04 0.16
15p+ 58 15p+ 10 255 | 10.65
chtb (16)(q22) 1 0.04 0.16
16gh+ 14 0.52 2.19




Tablo 8 Devam

chtb(17)(p11) 1 0.04 0.16
del(17)(g11-qter) 1 0.04 0.16
del(17)(g21-qter) 1 0.04 0.16
chtb(19)(g13) 1 t(19;19) 0.08 0.31

(013.4;,913.4),

1(21;22) (p13;pl3) 0.08 0.31
22p+ 4 0.15 0.63
del (X)(p21-pter) 1 0.04 0.16
fra(X)(p22.1) 1 0.04 0.16
fra(X)(gq13) 1 0.04 0.16

del (X)(g21-qter) 0.04 0.16
fra(X)(g26) 2 0.08 0.31
izo(Xa/p) 1 0.04 0.16
Y+ 1 0.04 0.16

* = Incelenen tim hiicreler icindeki oran

** = TUm dizensizlikler icindeki oran

413. Kan ve Kanserli Mesane Dokularinda Saptanan Sayisal
Duzensizlikler

Kan ve doku hticrelerinde saptanan sayisal kromozom diizensizlikleri Tablo 9 ve
Tablo 10'da gosterildi. Bu sayisal kromozom dizensizlikleri icindeki monozomiler
siklik sirasina gore; kromozom Xx83, Y x30, 22x22, 21x16, 8x12, 17x12, 10x9, 18x8,
19x8, 20x7, 12x6, 14x6, 11x5, 13x5, 2x4, 3x4, 4x3, 15x3, 16x3, 1x2, 7x2, 9x2, 5x1 ve
6x1 seklinde gozlendi. Trizomiler de siklik sirasina gore kromozom 21x7, Y x4, 4x3,
15x3, 3x2, 4x2, 16x2, 1x1, 12x1, 14x1, 17x1, 19x1, 22x1, Xx1 ve seklinde gozlendi
(Tablo 10).

Genel olarak sayisal dizensizlikler srasiyla 8, 17, 21, 22, X ve Y
kromozomlarinda daha sik oldugu gézlendi. Ayrica sayisal ve yapisal dizensizlikler
diginda 9gh+, 15p+ ve 16gh+ da kromozomal poliformik yapilar sik olarak gozlendi.
Yapisal ve sayisal bozukluklarin mikroskobik goruntileri Sekil 2 ve Sekil 3'de
gosterilmistir.
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Tablo 9. Kan ve mesane dokusunda saptanan saptanan sayisal sitogenetik diizensizlikler

SAYISAL KROMOZOM
DUZENSIZLiK LERI (KAN)

SAYISAL KROMOZOM
DUZENSIZL iK LERI (DOK U)

42,7 (U8) 42,XY,-2,-11,-12,-22 (U12)
43,X,-1,-10,-Y (132) 43)Y, -11,-17,-X (1/20)
43)Y -22[2],-X (132) 43X ,-6,-8,-Y (1/14)
43.X,-21, -Y (1/20) 43,X,-18,-20,-Y (1/14)
43,XY,-15-18,-19 (1/50) 43 XYY, -2,-4,-8-15 (1/50)
43, XX, +15,-8,-10,-19,-21 (1/53)

43X,-Y -7,-18 (1/55)

44,XY -2x2 (1/50) 44,X 1(14;18)(p11;pll) (1/20)
44,XY -3,-18 (1/50) 44,XY -12,-20 (1/50)
44X ,-Y -8 (1/50) 44,XY ,-3,-21 (1/10)
44,XY -18,-21 (1/50) 44,XY -4,-14 (1/36)
44,XX,-12,-21 (152)

44X -Y -18,-13,+12 (1/50)

44,XY -21,-22 (2/65)

44,XY, +21,-13 (1/50)

44,XY -13,-22 (1/50)

44,XY ,-5,-17 (1/10)

44,XY -17,-20 (1/26)

44,XY -7,-22 (1/50)

44,XX,-4,-10 (153)

44X -8,-9,-Y +21 (1/50)

45, XY -3 (2/100) 45 XY -1 (1/19)
45,XX,-8 (6/273) 45 XY -12 (1/36)
45,XY -8,11p+ (1/100) 45,XY -13 (1/20)
45,XY -9 (1/10) 45 XY -14 (1/36)
45,XX ve XY ,-10 (5/187) 45, XY ,-17 (1/50)
45,XX,-11 (2/53) 45,XY -19 (1/20)
45,XX,-12 (1/14) 45,XY ,-20 (1/30)
45,XY -13 (1/50) 45,XX,-21 (1/10)
45,XY ve XX,-14 (4/100) 45 XY -22 (1/50)
45,XY -15 (1/55) 45X ,-Y (9/67)
45,XY -16 (3/150) 45X Aq+-Y (1/14)
45,XX ve XY -17 (9/89) 45X -Y (1/50)
45,XY -18 (2/60)

45, XX ve XY, -19 (5/180)

45,XY ,-20 (2/60)
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Tablo 9. Devam

45 XY ve XX, -21 (8/222)

45 XY ve XX,-22 (14/529)

45X (81/152)

45X,-Y (12/319)

45XY ,-D (1/30)

46,XY, -10, +3 (13) 46,X X +17,-20,9qh+ (1/50)

46,XY ,-11,+mar (1/50)

46,XX,?15p+ (1/54)

46 XYY ,-22 (1/30)

47 XY, 2+(p) (1/50) 47 XYY, (1/12)

47 XXX (2/80) 47 XX, +ace (1/12)

47 XY +4 (1/55) 47 XY +21 (1/12)

47 XY +15 (1/50) 47 XY +2 (2/19)

47,XY +21 (3/149) 47, XY +14 (v/17)

47XY, (?) (1/30) 47, XXX, 15p+ (1/50)

47 XY +ace (4/150)

47 XY +mar (4/170)

48, XY, +1,+19,+22 (1/50) 69,XXY (2/30)

48 XX +4,+21 (1/54)

48 XX ,+15,+16[2],-12 (1/53)

48,XY +3p,+ace (1/50)

92, XXYY (10/135) 92, XXYY (21/126)
92,XXXX (1/17)
dmin (10<) (1/10)
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Tablo 10. Her bir kromozomda gér Ulen yapisal ve sayisal diizensizliklerin sikhig

Y apisal Sayisal Duzensizlik Toplam
Diizensizlik Sikhk (%)
Kromozom | n Siklik (%) | Monozomi | Trizomi Siklik(%)

no

1 20 5.1 2 1 12 3.6
2 20 5.1 4 2 24 4
3 18 4.6 4 2 24 3.7
4 6 15 3 3 24 19
5 16 4.1 1 - 0.4 2.7
6 15 1 - 0.4 11
7 4 1 2 - 0.8 0.9
8 0.5 12 - 4.8 2.2
9 178 45.6 2 - 0.8 28.2
10 3 0.8 9 - 3.6 1.9
11 3 0.8 5 - 2 1.3
12 8 2 6 1 2.8 24
13 3 0.8 5 - 2 1.3
14 3 0.8 6 1 2.8 1.6
15 68 17,4 3 3 24 11.6
16 15 3,8 3 2 2 31
17 3 0.8 12 1 5.2 25
18 - - - 3.2 1.3
19 2 0.5 1 3.6 17
20 - - 7 - 2.8 11
21 2 0.5 16 7 9.2 3.9
22 4 1 22 1 9.2 4.2
X 7 1.8 83 1 33.6 14.3
Y 1 0.3 30 4 13.6 5.5

n= hiicre say1si
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Sekil 4. Yamsal bozukluklarin kromozom bélgeleri zerinde dagilim

(Yildiz: delesyon, trandokasyon, kromatit kirigi, kromozom kirigy, hsr bélges, frajil bdlge, gap

bdlges, asenstrik bdlge, insersyon ve inver siyon)

4.2. Molekiler Sitogenetik Bulgular

Calismamizda kanserli mesane dokularinda FISH yontemi kullanilarak pl6 ve
p53 gen bolgelerine bakildi. iki hastanin dokusu elde edilemediginden dolayr 32
hastanin dokusu ¢alismaya alindi. Histopatoloji sonucuna gore distk dereceli Urotelyal
karsinomu olan hastalar1 bir grup, yiksek dereceli Urotelyal karsinomu olan hastalar1 da
ikinci bir grup olarak ayirdigimizda ilk grupta ortalama p16 degisikligi 6,30 £4,47 (0 —
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15) hiicrede gozlenirken ikinci grupta ortalama 13,18 £ 5,65 (0 — 23) hiicrede goruldu.
Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,002) (Tablo4). Ay sekilde p5S3 genini
degerlendirdigimizde ilk grupta ortalama 7,7 £6,21 (2 — 22) hiicrede dizensizlik
saptanirken ikinci grupta ortalama 12,4 £5,99 (0 — 25) hiicrede diizensizlik saptandi. Bu
farkta istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,039) (Tablo4). Sinir deger olarak 10'un
Uzerini pozitif ve altim negatif aldigimizda 13 hastada p16 negatif ¢ikarken 19 hastada
p16 anlamli pozitif ¢ikti. p16 degeri pozitif ¢ikan 19 hastamin 17’ sinin (%89,5) tUmér
patolojisi yiuksek dereceli iken sadece 2 (%10,5) tanesinin dusik dereceli oldugu
gozlendi. istatistiksel olarak bu fark anlamli bulundu (p=0,002) ve Odds oram(%95 GA)
13,6 (2,2 —85,8) olarak bulundu.

Calismamizda sinir deger olarak 10'un Uzerini pozitif ve altim negatif
aldigimizda p53 13 hastada negatif ¢ikarken, 19 hastada pozitif bulundu. p53 degeri
pozitif olan 19 hastadan 16’ sinin (%84,2) timér patoloji sonucu yiuksek dereceli iken, 3
(%15,8) tanesinin distk dereceliydi. Istatistiksel olarak bu fark anlamli bulundu
(p=0,023) ve Odds orani(%95 GA) 6,22 (1,2 — 32,2) olarak bulundu. Bu iki gene ait
FISH gorunttleri sekil 5’ de gorulmektedir.

Sekil 5. FISH goruntileri

A Normal p53 gortiniimu
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B p53 amplifikasyonu, C p53 delesyonu

D Normal p16 gor tntusi

E p16 delesyonu, F p16 amplifikasyonu

Sekil 6. M esane dokusunda saptanan yapisal ve sayisal bozukluklarin karyotip gor intileri
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der(19)t(19;19)(q13.4:q13.4)

Sekil 7. Kan dokusunda saptanan yapisal ve sayisal bozukluklarin mikroskobik goruntuleri
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5. TARTISMA

5.1. Sitogenetik

Kromozomlarin belli bolgelerinde bulunan onkogen ve/veya tumdr slpresor
genlerin asir1 ifade edlmesi, baskilanmasi veya kayiplari, genetik dengesizliklere neden
olarak tumor gelisimine veya ilerlemesine neden olur. Mesane kanseri gelisiminden
sorumlu gen bolgelerinin  tespiti  konusunda yayinlanmis ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir. Kasa invaze olmayan mesane kanserli 41 hastada yapilan bir ¢alismada,
eski siniflama sistemine gore G3 timori olanlarda G1 ve G2 timoru olanlara gore
17921.31 ve 10p12.31 bolgelerinde DNA kopya sayisinda artis gorulirken, 8pl2,
11p15.1, 2qg37.3, 17p13.3, 14g32.33, 15012~gl3.1 ve 8p23.3 bolgelerinde kayip
gordlmustar. Ayrica 8p23.3 Gin kaybinin tumar rekirrensi, ileri evre ve yuksek timor
derecesi ile iliskili oldugu bildirilmistir.?” Chan ve ark. 21 mesane kanserli hastada
yaptiklar: calismada en sik allelik dengesizligi 1q, 2q, 3p, 4q, 8p, 9p ve q, 10p veq, 11p
ve g, 12q, 13q, 15, 17p ve 19q da gordiklerini sbylemislerdir.?® Baska bir calismada
3022-924, 50922-931, 9921-g22, 10926, 13ql4 ve 17pl3 gen bolgelerinin mesane
kanseri gelisiminde kritik bolgeler oldugu bildirilmistir.?®

Calismamizda; 1. kromozomda daha sik buldugumuz yapisal dizensizlikler
1p36, 1921 ve 1932 bolgelerinde yogunlasmaktadir. Ayrica 1p24, 1p32, 1911, 122,
1936, 1941 ve 1941 bolgelerinde de daha az siklikta dizensizlikler gozlendi. Birinci
kromozomun kisa kolunun distal kisminda p73 ve RIZ (retinoblastomla iliskili ¢inko
geni) gibi timér stpresdr genlerin bulundugu dustinilmektedir. Mesane kanserinde,
tumor gelisimi ve apoptoziste 6nemli olan p73 geni birinci kromozomun p36.3
bdlgesinde bulunmaktadir. Baz1 ¢alismalarda, p73’ Gn timor stipresor bir gen olmadig:
sessiz bir gen bdlgesinin aktivasyonuyla asirt ekspresyonunun mesane kanserinin
ilerlemesinde rolii olabilecegi 6ne suriilmistiir.*? Cin'de yapilan ve 46 mesane kanserli
hastanin degerlendirildigi bir calismada en sik degisikligin 1. kromozom Uzerinde
goruldigu bildirilmis  ve 0Ozellikle 1p32-pter ve 1021-24 bolgelerinin 6nemi
vurgulanmistir.®® Nitekim bulgularimizda da birinci kromozomdaki bu bolgelerde
hasarlara rastlanmustir.
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Ikinci kromozomda 2g22 ve 2g31 bolgelerindeki degisiklikler daha sik gézlendi.
Bununla birlikte daha az olarak 2pl13, 2p23, 2p24, 2p25, 2921, 2923, 2032.2, 2933 ve
2035 bolgelerinde de dizensizlikler tespit edildi. Ayrica 2. kromozom yapisal
diizensizligi en sik gozlemledigimiz kromozomlar arasinda yer almaktaydi. Rothman ve
ark. yaptiklar1 calismada 2937.1 kromozom bdlgesinin mesane kanseri ile iligkili
oldugunu bildirmislerdir®. Kasa invaze olmayan mesane kanserli 41 hastada yapilan bir
calisgmada, eski siniflama sistemine gore G3 evre timori olanlarda G1 ve G2 tUmori
olanlara gore 2g37.3 bolgesinin daha sk kayip gorulen bdlgelerden biri oldugu
bildirildi.?’

Uciincii kromozomda yilksek siklikta hasarlar 3p21, 3p25, 3gll ve 3026
bolgelerinde gozlendi. Renal hicreli karsinomda timdr sipresdr gen olabilecegi
dustinulen ve 3p21.1 bolgesinde bulunan TU3A ‘nin mesane ve testis gibi organlarin
kanserlerinde de rolii olabilecegi bildirilmistir.3* Lehmann ve ark. 3028 bélgesinde
bulunan TP63' iin tumdr stipresdr gen olan TP53 ile yakin benzerlik gosterdigini, hiicre
dongusi ve apoptozis ile iliskide bulundugunu ve bu gendeki degisimin mesane kanser
riskini arttirdigint bildirmislerdir.®® Yine GWAS (Genome Wide Association Studies)
calismasinda 3928 bolgesinin mesane kanseri ile iliskili oldugu bildirilmistir.** Ayrica
3pl3, 3p23 ve 3p26 bolgelerinde de yapisal dizensizliklere rastladik ve yapisal
diizensizlikleri stk gordigtimiz kromozomlardan biri de 3. kromozomdu.

Calismamizda 5. kromozomda 0Ozellikle 5031 ve 5033 bolgelerinde
duzensizliklere sik rastlandi. Ayrica daha az siklikta 5p13, 5pl4, 5913 ve 5ql15
bdlgelerinde de diizensizlikler gdzlendi. Literattre baktigimizda, bir galismada; 5p15 ve
15025 bolgelerindeki tek nilkleotid polimorfizmlerinin (SNPs) mesane kanseri
gelisiminde 6nemli rol oynadig: rapor edilmistir.>* Basgka bir calismada 5. kromozomun
kisa kolundaki translokasyon ve kayiplarin, uzun kolunda da g13.22 veya q11-31 gen
bolgelerindeki  degisikliklerin - mesane kanseri olan hastalarda gosterildigi
bildirilmistir.®® Yaptigimiz calismada 5031 bolgesindeki diizensizligin  tim
diizensizlikler g6z 6niine alindiginda nispeten yiksek oldugunu gordik ve literatiirde bu
bolge ile ilgili az sayida yayina rastladik. Bu bélgenin mesane kanseri ile iliskisi
acisindan 6nemli oldugunu ve gen calismalar1 bakimindan daha detayli incelenmesi
gerektigini sOyleyebiliriz. Kanetsky ve ark. germ hiicreli testis kanseri olanlarda 12p22
ve 5031 bolgelerinde genetik degisiklikleri sik gorduklerini bildirmislerdir.* Dallosso
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ve ark. Wilms timorli hastalarda yaptiklar: calismada 5931 bolgesindeki protokadherin
gen kimesinin malin donisum sirasinda sessiz kaldigim ve bu protokadherin
proteinlerinin timor stipresdr ozelligi  olabilecegini  sdylemislerdir.®” Ayrica 5.
kromozom yapisal diizensizlige sik rastladigimiz kromozomlardan biriydi.

Altinct kromozomda gordigiimiz en sk dizensizlik 6p21 bolgesindeydi.
Maleno ve ark. tumdr immunolojisinde rol oynayan HLA simif 1 molekullntn agir
zincirini kodlayan gen bolgesinin bulundugu 6p21 ile HLA kompleksinin hafif zincirini
kodlayan 32-mikroglobulin geninin bulundugu 15921 bdlgesini incelemisler ve 15921
bolgesindeki  heterozigot kaybinin  mesane kanserli hastalarda sk oldugunu
bildirmiglerdir. Ayrica 15921 ve 6p21 bolgelerindeki heterozigot kayip birlikteliginin
tumor immiinolojisinde énemli rol oynayabilecegini belirtmislerdir.®® Bu bolge disinda
6015 ve 6023 bolgelerinde de diizensizlikler rapor ettik.

Calismamizda yapisal diizensizlikleri 8. kromozomda 8722 ve 8923 bblgelerinde
gormekle hirlikte daha cok kromozom monozomisi seklinde sayisal andploidik
duzensizlikleri rapor ettik. Matsuda ve ark. 8g24.3 bolgesinde bulunan LY 6K geninin
onkogenik aktiviteye sahip oldugunu ve bu genin mesane kanseri gelisiminde dnemli
rolii olabilecegini gostermislerdir.®® Williams ve ark. 8p'nin proksimal bolgesindeki
amplifikasyonlarin, 8p’'nin distal bdlgesinde olan kayiplarla kombine oldugunda ve
ayrica 8p Uzerinde olan heterozigot kayiplarinin ve disik gen ekspresyonlarinin mesane
kanseriyle iliskili oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte 8pl11.21, 8p11.23, 8pl2,
8p21.3, 8p22, 8p23.2 ve 8p23.3 bdlgelerinin de 8. kromozom Uzerindeki 6nemli kirilma
noktalar: oldugunu vurgulamislardir.** GWAS (Genome Wide Association Studies)
calismasinda 8g24.21 ve 8g24.3 bolgelerindeki degisikliklerin mesane kanserinde riski
arttirdigi gosterilmistir.®* Tim bu bilgiler 8. kromozomun mesane kanseri 6ykiisiinde
Oonemli bir kromozom oldugunu gostermektedir.

Mesane kanseri ile ilgili yapilan calismalarda en sk degisiklik saptanan
kromozom 9. kromozom oldugu goériilmektedir.*? Calismarmizda da benzer sekilde en
cok yapisal dizensizlik tasiyan 9. kromozom oldu. 9pl1, 9qg+, 9912, 9922 ve 9932
bolgeleri yapisal dizensizligi en sik gordigimiz bdlgelerdi. Mesane kanserinin tim
evre ve derecelerinde gorulen en sik kromozomal degisiklik 9. kromozomda heterozigot
kaybidir. Dokuzuncu kromozomdaki kayibin histolojik olarak normal, hiperplastik veya
displastik Urotelyumda da gosterilmis olmast bu kaybin mesane tumoru gelisiminde
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erken gelisen olaylardan biri oldugunu distindirmektedir. Uzun kolda en sik etkilenen
bolgeler 9922, 9932 — 33 ve 9g34'dur. Knudson'un hipotezine gore 9. kromozomun
uzun kolunda bir veya daha ¢ok tumdr stipresdr gen bulunmaktadir. Bununla birlikte
kisa kolda da delesyonlar gorilmektedir ve Gizerinde en ¢ok calisilan bir tumdr stipresor
gen olan ve 9p21 boélgesinde bulunan CDKN2A genidir. Bu gen hiicre dongusi
diizenleyicileri olan p16 ve pl4 proteinlerini kodlar.! Bu da bize 9. kromozomun
mesane tumaorinde 6nemli yeri oldugunu isaret etmektedir.

On ikinci kromozomda 12p13, 12913, 12914.1, 12g22 ve 12¢24 bdlgelerinde
degisiklikleri saptadik. Vecchione ve ark. 1224 bdlgesinde bulunan mitostatin geninin
tuimor stipresdr gen olabilecegini ve mitostatin proteininin ilerlemis mesane ve meme
kanserlerinde belirgin derecede azaldigini veya olmadigini bildirmislerdir.**

Calismamizda yapisal dizensizlik olarak 15p+ ve 16gh+ yapisal dizensizlikler
nispeten sik rastlandi. Bu bolgeler fenotipik etkisi olamayan ve normal varyantlar olarak
kabul edilen bolgelerdi.

Y apilan galismalarda, invaziv mesane kanseri ile 17. kromozom arasinda yakin
iliskinin oldugu bildirilmektedir. ** ** Bunun, belki de en énemli nedenlerinden biri
onkogenezde kilit rollerden birini oynayan ve bir timér slpresdr gen olan p53'in bu
kromozom Uzerinde bulunmasidir. Calismamizda bu kromozomda 17p11, 17911 ve
17921 bolgelerinde az sayida yapisal degisiklik gérmemize ragmen monozomi 17
sayisal andploidik degisikligi en sik gordugimiz kromozomlardan biriydi. Bu da bize
17. kromozom kayiplartin  (p53) hastaligin  etiyolojisinde rol  oynadigin
gostermektedir.

Yirmi birinci ve 22. kromozomlarda 6nemli oranda sayisal dizensizlikler
gorduk. Her iki kromozomda da monozomi 6n plandaydi. Down sendromlu kisilerde
mesane ve bobrek timdrlerinin daha az goruldigl ve bunun 21. kromozomun koruyucu
etkisine bagl1 olabilecegi 6ne siiriilmiistir.*® Rothman ve ark. 22g13.1, 19912 ve 2¢37.1
kromozom bélgelerinin  mesane kanseri ile iliskili oldugunu bildirmislerdir.*
Calismamiza gore 22. kromozom ile kanser olusumu arasinda bir iliski oldugu ortaya
cikmaktadir.

X kromozomu Uzerinde yapisal diizensizlikleri Xp21, Xp22.1, Xgl13, Xqg21 ve
Xg26 bolgelerinde gorirken, sayisal dizensizlikler icinde en c¢ok monozomi
gordugumiz kromozomlardan biriydi. Cin’de yapilan ve 46 mesane kanserli hastamn
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degerlendirildigi calismada siklikla 20p’de kayip ve X kromozomunda tam kayip
gordiklerini ifade etmislerdir.®* Yapilan calismalarda X kromozomu ile malignite
arasinda biri iligki oldugu bildirilmektedir.

Y kromozomunda da monozomi tarzinda sayisal diizensizlik 6n plandayd:. Bir
calismada Y kromozomunun kaybinin mesane kanserli hastalarin %10 ile 40’ inda
goruldiigii ve bu kaybin her timér evre ve derecesinde olabilecesi rapor edilmistir.**

Ozet olarak calismamizda en cok yamsal diizensizliklerin 1, 2, 3, 5, 9 ve 15.
kromozomlarda goruldigu ve oOzellikle 1921, 1932, 3p21, 5931, 9pll bolgelerinde
bozukluklarin daha sik rastlandigini tespit ettik. Ayrica sayisal dizensizliklerin 8, 17,
21, 22, X ve' Y kromozomlarinda daha sik oldugunu rapor ettik.

5.2. Molekiler Sitogenetik

Invaziv ve CIS tumorlerinde yuzeyel tumdrlere gore 17p13.1 bolgesinde
bulunan p53 timor stpresor gende degisiklikler daha sik olmaktadir. Heterozigot
kayiplar1 ile ilgili calismalarda; invaziv kanserlerin %60 inda p53’Un bulundugu 17.
kromozomun kisa kolunun kaybir gosterilmistir. Bu kayip invaziv olmayan timadrlerde
nadir bildirilmistir.’® Bazi calismalarda mutant p53 ifadesinin hastaligin evresi ve
derecesi ile gucll iliskisi oldugu belirtilmis ve p53 mutasyonu olan hastalarda
progresyonsuz yasam siiresinin belirgin kisa oldugu rapor edilmistir.*** Ancak, Malats
ve ark. yaptiklari meta analiz calismasinda p53'deki degisikliklerin hastaligin
rekiirrensi, progresyonu ve mortalite oran ile zayif iliskisi oldugunu rapor etmislerdir.™

Calismamizda p53 degeri pozitif olan 19 hastadan 16’simin (%84,2) tUmor
patoloji sonucu yiksek dereceli iken, 3 (%15,8) tanesinin disik dereceli oldugu tespit
edildi. Istatistiksel olarak bu fark anlaml: (p=0,023) ve Odds oram(%95 GA) 6,22 (1,2 —
32,2) olarak bulundu. Calismamiz ve diger calismalar p53 mutasyonunun mesane
kanser Oykusinde ve ilerlemesinde 6nemli oldugunu gostermistir. Buda bize
hastalarimizin prognozunda p53 gen mutasyonunun rutin tamda kullanilabilecegini
ortaya koymaktadir.

p16 geni 9p21 bdlgesinde bulunur ve hiicre donguisiinde siklin bagimli kinazlar
araciligiyla dizenleyici rol oynar. Kawamoto ve ark. pl6 metilasyonunun mesane
kanserinin ortaya cikmasinda erken gelisen olaylardan biri olabilecegini 6ne strmustur.
Ayrica p16 metilasyonunu rapor ettikleri invaziv kanserli hastalarda ytizeysel olanlara
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gore belirgin bicimde daha sik rapor ettiklerini bildirmislerdir.* Baska bir calismada da
sitolojik orneklerde incelenen hiicrelerde malignite yoninde atipi gelistikge pl6 asiri
ifade edildigi bildirilmistir.*°

Calismamizda 19 hastada pl16 anlaml: olarak pozitif oldugu rapor edildi. pl6
degeri pozitif ¢ikan hastalarin 17'sinin (%89,5) timor patolojisi yiksek dereceli iken
sadece 2 (%10,5) tanesinin dustk dereceliydi. Istatistiksel olarak bu fark anlamliych
(p=0,002) ve Odds oranmi(%95 GA) 13,6 (2,2 — 85,8) olarak bulundu. Buda bize p16 gen
mutasyonu ile mesane kanseri arasinda onemli bir iligkinin bulundugunu hastaligin
ilerlemesi ile paralellik bulundugunu gostermektedir.
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6. SONUC

Sonug olarak en ¢ok yapisal duzensizligi 1, 2, 3, 5, 9 ve 15. kromozomlarda
gozlemledik.

Ozellikle 1921, 1932, 2022, 2932 — 35, 3p21, 5031, 5033, 9pll ve 9g32
bolgelerinde bozukluklarin daha sik gorildigini tespit ettik ve bu durum literatlr ile
uyumluydu. Farkli olarak dizensizlik gordigimiz 5931 bdlgesi icin literattrde az
sayida yaymna rastladik. Bu bolgenin mesane kanserinde yeri daha ileri dizeyde
incelenebilir. Bu kromozom bolgelerinin mesane kanseri ile iliskili oldugunu ve
kromozom bolgelerinin gen calismalarinda aday genlerin bulunmasi bakimindan 6nemli
sicak bolgeler oldugunu sdyleyebiliriz. Gozlenmis olan bir genetik hasarin hiicre
cogamasim Onemli oranda etkiledigini ve c¢ogalma yolaklarinda dengesizlik
olusturdugunu sdyleyebiliriz.

Ayrica, sayisal dizensizlik olarak oOzellikle 8, 17, 21, 22, X ve Y
kromozomlarinda gorilen monozomiler dikkat c¢ekicidir. Nitekim bu kromozom
kayiplarinin literattr bilgileri ile uyumlu oldugu gdzlendi. Buldugumuz kromozom
kayiplar1 ile mesane kanseri etiyolojisi arasinda 6nemli bir iligki bulunmaktadir. Bu
kromozomlardaki timor stipresor gen kayiplar: hastaligin dykisiinde yer almaktadir ve
bu 6nemli genetik dengesizlik kanserin olusumu ve ilerlemesinde rol oynamaktadir.

Molekller sitogenetik yontemler ile p16 ve p53'U degerlendirdigimizde her
ikisinin de patolojik olarak derecesi yuksek olan tumdrlerde anlamli bicimde daha fazla

oranda degisiklige ugradigini gorduk.
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8. EKLER

EK-1. Sitogenetik Calismalarda Kullamlan Besiyerleri

1. Normal Kultir Besiyeri
RPMI-1640, R0883 100 ml
Fetal calf serum 25 ml
Fitohemaglutinin 1,5 ml
Penisilin/ Streptomisin 1,0 ml
L-Glutamin 1,5 ml

EK-2. Sitogenetik Calismalarda Kullanilan Solisyonlar

1. Kolsisin (Seromed Cat. No. L 6210) 10 pl / ml
2. Hipotonik soliisyonu (0,075 KCI)
5,592 gr KCI (Potasyum klordir) tartilip 1000 ml’ ye distile su ile tamamlandh.
3. Fiksatif sollsyonu
3 birim metanol ile 1 birim glasiyel asetik asit karistirilarak her uygulama
Oncesi taze olarak hazirland:.
4. Tripsin soltisyonu (Stok soltisyonu, 30 mg / ml)
5. Serum fizyolojik
6. Fosfat tamponu
Iki ayr1 soltisyon halinde hazirlanr ve esit oranda karstirilir.
Soltisyon 1. 9,073 g KH,PO, tartilip 1000 ml bidistile suda ¢ozulir.
Soltisyon 2. 11,87 g NapHPO,4.2H,0 1000 ml bidistile suda ¢ozultr.
7. Giemsa boya soliisyonu
Fosfat tamponu igerisinde %7-10 olacak sekilde hazirlanir.
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