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KISALTMA LISTESI

BCG: Bacillus Calmette Guerin

BT: Bilgisayarli Tomografi

BTA: Mesane tumar antijeni (Bladder Tumor Antigen)
cDNA: Komplenmenter DNA

CIS: Karsinoma in situ

DEHK: Degisici Epitel Hiicreli Kanser

DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

EAU: Avrupa Uroloji Dernegi (European Association of Urology)
EDTA: Etilendiamin Tetraasetik Asit Dihidrat

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EMT:Epitelyal-Mezenkimal Gegisi

EORTC: Avrupa Kanser Aragtirmalar1 ve Tedavi Organizasyonu (European Organization for
Research and Treatment of Cancer)

ISUP: Uluslararas1 Urolojik Patoloji Cemiyeti

KIMK: Kasa Invaziv Mesane Kanseri

KIOMK: Kasa Invaziv Olmayan Mesane Kanseri
MMP:Matiks Metalloproteinaz

MR: Manyetik Rezonans

NMP: Nukleer Matriks Proteini

PPM1a: Protein Fosfataz, Mg2 +/ Mn2 + bagimli 1A
RNA: Ribo Nukleik Asit

ROC:Receiver Operating Characteristic

RS: Radikal Sistektomi

RT-PCR: Gergek-Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RT: Radyoterapi

SCC: Skuamdz Hucreli Karsinom
TIMP:Metalloproteinazlarin Doku inhibitérii

TGFp: Transforming Growth Factor f3

TNM: Tumdr Nod Metastaz

TURT: Transuretral Timor Rezeksiyonu

USG: Ultrasonografi

WHO: Diinya Saglik Orgiitii



1. OZET

Girig: Mesane tiimdrlerinin prognozunda lamina proprianin tiimor tarafindan
gecilmesi ile tiimor evresi bir ileri sathaya gegmis olur. Tiimoriin lamina propriayr gegip
gegmedigi ancak transuretral rezeksiyon sonrasi anlasilmaktadir. Calismamizda ameliyat
yapilmadan tiimoriin lamina propriay1r gecerken yaptigi hasarin molekiiler diizeyde
belirlenmesi amaciyla lamina proprianin gecilmesi sirasinda olusan yikim iriinleri tespit
edilerek ameliyat 6ncesi bu evrenin belirlenmesi amaglandi. Bu yikimda rol alan MMP-9 ve
SMAD-2"nin mRNA ekspresyon ve protein diizeyleri incelenerek lamina proprianin gegisini
anlamak istedik.

Hastalar ve Yontem: Anabilim Dalimizda degisi epitel hiicreli mesane timdrii tanisi
alan 57 hastanin transuretral timor rezeksiyonu oncesi kan serum oOrnekleri ¢alisma grubu
olarak tanimlandi. 20 saglikli kontrol grubu olarak ¢alismaya alindi. Hastalardan alinan kanlar
4000 rpm’de 10 dakika santrifiij (Hettich Universal 32) edildikten sonra, ayrilan serumlar test
sayis1 tamamlanincaya kadar -80°C’de saklandi. Hastalarin patolojik T evreleri belirlendi.
Buna gore, Ta ve T1 evreleri kasa invaze olmayan mesane kanseri; T2 ve ileri evre olanlar ise
kasa invaze mesane kanseri olarak gruplandirildi. MMP-9 ve SMAD-2 molekullerinin mRNA
ekspresyon ve protein diizeyleri sirasiyla Real time PCR ve ELISA yontemleri ile analiz
edildi.

Bulgular: Kontrol ve ¢alisma grubu arasinda yas, cinsiyet ve sigara kullanimi
acisindan anlamli bir farklilik saptanmadi. Mesane timorlt hastalarda MMP-9 veSMAD-2
protein duizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak arttigi (MMP-9 igin
p=0.0001, SMAD-2 i¢in p=0.0001) bulunmustur.

Yukarida bahsedilen iki grup arasinda protein diizeylerinden farkli olarak gen
ekspresyon lriinii olan mRNA diizeylerinin arasindaki farkin istatistiktel olarak anlamli

olmadigimi saptadik. (MMP-9icin p=0.89, SMAD-2 icin p=0.99) Hastalarin patolojik T

1



evreleri arasinda olan incelemede MMP-9 protein dlzeyinin pT1 hastalarda pTa ve
pT2hastalara gére anlamli olarak arttigi bulunmustur (sirasiyla p=0.018, p=0.02).SMAD-2
protein diizeyinde ise bu gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmamustir. Gen
ekspresyon driini olan mMRNAdiizeyleri arasindaise MMP-9 ve SMAD-2 i¢in gruplar arasinda
anlaml1 fark bulunamamuistir.

Sonu¢: MMP-9 ve SMAD-2 protein duzeylerinde mesane timorli hastalarda kontrol
grubuna gore artmaktadir. MMP-9 protein diizeyi lamina proprianin invazyonunu gosteren

pT1 evresini saptamada fayda saglayacaktir.

2. ABSTRACT

Introduction: In the prognosis of bladder tumors, the tumor stage upgrades when the
lamina propria passes through the tumor. The tumors passing the lamina propria is understood
after transurethral resection. In our study, mRNA expression and protein levels of the
molecule SMAD-2 which is involved in the adhesion of the cells and molecule MMP-9
involved in the destruction of lamina propria in the basal membrane were investigated in

order to determine the molecular damage of the tumor as it passed through the lamina propria.

Patients and Methods: Blood samples of 57 patients with diagnosis of a changing
epithelial cell bladder tumor before transurethral tumor resection were defined as the study
group. 20 healthy control groups were included in the study. After blood collection from
patients they were centrifuged at 4000 rpm for 10 minutes (Hettich Universal 32), the
separated serum were stored at -80 ° C until the number of tests was completed. Pathologic T
stages of the patients were determined. Accordingly, Ta and T1 stages are non-muscle

invasive bladder cancer; T2 and advanced stage were grouped as muscle invasive bladder



cancer. MRNA expression and protein levels of MMP-9 and SMAD-2 molecules were

analyzed by Real time PCR and ELISA methods, respectively.

Results: No significant difference was found between the control and study groups in
terms of age, gender and smoking status. MMP-9 and SMAD-2 protein levels were found to
be significantly increased in patients with bladder tumors compared to the control group. (p =

0.0001 for MMP-9, p = 0.0001 for SMAD-2).

We found that the difference between the levels of MRNA, which is a gene expression
product, is not statistically significant. (p = 0.89 for MMP-9, p = 0.99 for SMAD-2) MMP-9
protein level was found to be significantly increased in pT1 patients compared to pTa and pT2
patients. (p = 0.018, p = 0.02 respectively) Difference between SMAD-2 protein levels were
not statistically significant. There was no significant difference between mRNA levels for

MMP-9 and SMAD-2.

Conclusion: MMP-9 and SMAD-2 protein levels increase in patients with bladder
tumors compared to the control group. The level of MMP-9 protein would be useful in

detecting the pT1 phase, showing the invasion of lamina propria.



3. GENEL BILGILER

3.1. Mesanenin Morfolojisi

3.1.1. Anatomi

Mesane, pelvistepubis kemiklerin hemen arkasinda yer alan i¢i bos, kas yapisinda
duvari olan bir organdir. Bos mesane eriskinlerde simfizispubisin arkasinda yer alirken, yeni
dogan ve cocuklarda desensus tamamlanmadigi i¢in daha yukari konumdadir. Dolu iken
pubisin Ustiine yiikselir ve kolaylikla ele gelebilir.(1) Mesanenin en iist noktasini olusturan
apeks, simfizispubisin hemen yukarisinda karin 6n duvarina dogru uzanir ve embriyolojik
donemdeki urakusun bir artig1 olan fibroz bantla (urakus) gobege baglanir. Urakus; mesane
duvarindan kaynaklanan longitlidinal diiz kas liflerini igermektedir. Umblikusun yaninda
fibroz bir yapiya doniismiis ve oblitereumblikal arterlerden biri ile istirak halindedir.
Urakusun mesaneye baglandigi noktada mesane duvar kasi diger kisimlara gore daha zayiftir.
Urakusepitel ile doseli limeni devamlilik gosterir ve c¢ok nadir olarak agresiv seyir
gosterebilen urakaladenokanser olusumuna neden olur.(2)

Mesane, kadinda uterus ve vajinanin 6niinde, erkekte prostatin siiperiorunda vesikula
seminalislerin anterosuiperiorunda bulunur. Siperior yizey pelvikparietal peritonladrtiliddir.
Posterior ylizey taban olarak da bilinir, inferior ve posterior yizleresahiptir. Trigon mesanenin
tabaninda olup, mesane boynu ile devamlilik gostererek tiretraya acilir. Mesanenin Uretraya
acildigi yere ostium 0retra internum denir. Mesane boynu erkeklerde rektum, kadinlarda

vajina lizerindedir. Mesanenin posterior anatomik komsuluklar: klinik olarak ¢ok 6nemlidir.



CUnku posterior duvardan kaynaklanan timdrler, invazyonla bitisik yumusak dokuya ve
komsu organlara yayilabilirler.(3)(4)(5).

Mesanenin superior yizeyi (kubbesi) pariyetal periton ile ortuliddr. Anteriorda
periton karin 6n duvarina dogru kivrilip uzanir. Mesane doluyken pelvisten disar1 dogru
cikmakta ve peritonu karin 6n duvarindan ayirmaktadir. Posteriorda erkeklerde periton
seminal vezikiil seviyesinden geger ve anterior rektumda sonlanir.(2) Kadinlarda ise
posterioryiizey, uterusserviksive vajina tst kismi ile komsuluk gosterir. Kadinda superior
yiizeyde periton uterus lizerine dogru refleksiyon gosterir ve bdylece uterovezikal alani,
uterusunposterioruna dogru ilerleyerek de rektouterin alani olusturmaktadir.(2)Posterior
ylizeyin anatomik iliskileri mesane tiimorlerinde bu anatomik yapilarin tutulumu prognozu
etkilediginden dolayr klinik 6neme sahiptir.Trigon mesane tabanina lokalizedir ve mesane
boynunun arkasma uzanir. Ureterlertrigonda mesaneye oblik olarak girerler. Mesanenin en
distal kismi olan mesane boynu pelvikfasya ile sabitlenmis haldedir ve erkeklerde prostat ile
birlesip devamlilik gosterir.(2)(6)(7)

Mesane duvari dort tabakadan olusmaktadir epitel (Urotelyum), laminapropria,
muskularis propria ve adventisya. Mesane i¢ yiizeyi degisici epitelyum ile kaphdir. Bu yiizey
hiicre katmanlarindan olusmakta ve ince bir bazal membran iizerinde yer almaktadir. Bu
ylzeyin derininde lamina propria tabakasi yer almakta ve yogun kan damarlar ile ince bir
miiskiilaris mukozay:1 icermektedir. Mesane duvar1 diiz kas tabakasi ise lamina proprianin
hemen altinda yer almaktadir. Kas tabakasi i¢te ve dista longitiidinal ortada ise sirkiiler
sekilde siralanmaktadir. Bu siralama mesane {ist kisminda tam segilememekte ve kas lifleri
birbiri icine girmektedir.(2)

Mesane, internal iliak arterden ¢ikan superior ve inferior vezikal arterler ile obturator
ve gluteal arterlerin kiiclk dallariyla beslenir. Kanlanmasi iyi bir organ olup damarlar

arasinda zengin anastomozlar vardir. Cevresi ve adventisyast altinda ¢ok zengin



venpleksuslar1 bulunur. Bu pleksuslar, mesane ve prostatin 6n, yan ve arka yiizlerini kusatan
genis vezikal ve prostatikvenozpleksuslara, 6n taraftan penisin dorsalvenini de alip v.iliaca
internaya agilirlar. Lenfatikleri ise sirasiyla vezikal, eksternal ve internaliliak ve ana iliak lenf
nodullerine bosalir. (8)

Mesanenin sempatik lifleri, torakal 11-12. ve lomber 1-2. segmentlerden gelir ve
sonlanmalari alfa veya beta adrenerjiktir. Mesane tabani ve proksimal (retrada alfa adrenerjik
reseptorler, mesane kubbesi ve yan duvarlarda beta adrenerjik reseptorler daha yogun olarak
bulunur. Parasempatik lifler ise sakral 2-4. segmentlerden gelirler ve afferent ve efferent

motor ve duyu liflerini tagirlar. (9)

3.1.2. Embriyoloji

Mesane tirogenital siniis ve onu ¢evreleyen mezensimden gelisir. 4.haftada kloaka
mezoderminden gelismeye baslar, 6n primitif Orogenital siniisden gelisimini strdirr.
Bobreklerin pelvisden ¢ikisi esnasinda, 6-9.haftada da iireter alt ucu ilebirlesir. Kloaka
dordiincii ve yedinci haftalar arasinda irorektal septum tarafindan anorektal kanal ve
Urogenital siniis diye adlandirilan iki ayr1 bosluga béliiniir. Urogenital siniisiin en biiyiik
pargasi {irogenital siniisiin yukar1 kesiminde yer alanmesanedir. Onceleri allantoisle baglantili
olan mesanenin bu baglantis1 onbesinci ve yirmiikinci haftalar arasinda oblitere olur ve urakus
ad1 verilen fibroz yapi halini alir. Mesane biiytidiikkce mezonefrik kanallar emilir ve Ureterler

kendi agikliklarina sahip olur.(10)

3.2 Mesane Kanseri
Mesane kanseri diinya genelinde tim kanserler icinde erkeklerde dordiincii, kadinlarda
sekizinci sikliktadir.(11) Ulkemizde de Saglik Bakanligi 2008 istatistiklerine gore erkeklerde

liglincii kadinlarda onbirinci sirada yeralmaktadir.(12)2006 yilinda iilkemizde yasa bagl



insidansta erkeklerde 9,6/100.000, kadinlarda 2,5/100.000 olarak bildirilmistir.(13)
Erkeklerde kadinlara gore 3-4 kat daha fazla gorlilmektedir. Mesane kanseri olgularinin
yaklasik %90-95°1 degisici epitel hiicreli kanserdir. Yeni tani alan mesane kanserli hastalarin
yaklasik %75’i KIOMK iken, %25’i KIMK veya metastatik hastaliktir.(14)(15) Mesanede
DEHK disinda skuamo6z hicreli karsinom, adenokarsinom, undiferansiye karsinom,
mikstkarsinom (degisici, glandular, skuamoz ya daundiferansiye) goriilmektedir.

Mesane tUmorl insidansi yagla birlikte artar ve 60 yasindan sonra en yiiksek orana
ulagir. Stiphesiz ki mesane tiimorii goriilme siklig1 yas, cinsiyet, irk gibi genetik ve ¢evresel

faktorlerden etkilenmektedir.(16)

3.2.1. Epidemiyoloji

Mesane kanseri dinya genelinde tim kanserler icinde erkeklerde dordiincii, kadinlarda
sekizinci sikliktadir. 2006 yilinda iilkemizde yasa bagh insidansta erkeklerde 9,6/100.000,
kadinlarda 2,5/100.000 olarak bildirilmistir.(13) Makroskopik hematlri mesane kanserinin en
sik (%78.3) semptomudur.(17) Yeni tan1 alan mesane kanserili hastalarin yaklasik %75’ inde
KIOMK, %25’inde ise KIMK veya metastatik hastalik gériilmektedir.(14)(15) Kas invazyonu
olan veya metastatik hastalarin yaklasik % 60’1 5 y1l i¢inde 6lmektedir.(18)

Mesane kanseri tedavi boyunca bilinen en pahali maliyete sahiptir ve Tirk saglik
ekonomisi Uzerinde ciddi bir yike sahiptir.(19)Mesane tiimérleri siklikla 50 yas istiinde
goriilir ancak geng eriskin vegocuklarda da goriilmektedir. Genglerde goriildiigiinde
genellikle daha diisiik dereceli ve daha iyi prognoz gosterme egiliminde olmakla birlikte, asirt
agresiv timorlerde buyas grubunda rapor edilmistir.(4) Otuz yasin altindaki kisilerde
timorlerin daha iyi prognoza sahip olduklari ancak 31-40 yas arasindakilerin daha yaslh

bireylerden prognoz agisindan bir farki olmadig: diistiniilmektedir.(20)



Sagkalim oranlar1 erkeklerde daha yiiksek iken kadinlarda mesane kanserine bagli
olum riski erkeklerden %30 daha fazla oldugu saptanmistir. Mesane kanseri insidansi son elli
yilda %50 artmustir.(17) Bu siire zarfinda mesane kanseri mortalite orani ise yaklasik %30

azalmistir.(21)

3.2.2. Etyoloji ve Risk Faktorleri

Mesane kanseri gelisiminde bir¢ok etyolojik faktor vardir.

Sigara: Sigara i¢imi mesane kanseri gelisiminde en dnemli risk faktoriidiir. Erkeklerde
mesane kanserlerinin %50-66’smin ve kadinlarda %25’inin sigaranin etkisiyle olustuguna
inanilmaktadir.(20) Genel populasyona gore risk 2-4 kat artmaktadir.(7)(22) Sigaranin
miktarma ve kullanim miktarina bagh olarak risk artar. Artmis riskten sorumlu tutulan en
olast faktor sigaranin igerdigi aromatik aminlerdir.(23)(20) Sigara i¢imi ile sadece
tirotelyalkarsinom degil ayn1 zamanda skuamoz hiicreli karsinomve adenokarsinomda da
artmis risk s6z konusudur. Sigaranin birakilmasiyla mesane kanser riski azalir. Bu azalma 15
yillik siirede igmeyenlerle esitlenir.(23)

Mesleki kimyasallarla maruziyetin mesane kanserlerinin  %5-25‘inde rol oynadigi
diigtiniilmektedir.(24) 1895 yilinda Rehn tarafindan boya endiistrisinde galisanlar arasinda
mesane kanser insidansinin yiikseldigini gosterilmistir. Bu boyalarin igerdigi anilin diginda, 2-
naftilamin, 4-aminobifenil, 4-nitrobifenil 4-4 diaminobifenil 2-amino-1-naftol ve bazi yanici
gazlarin karsinojen olduklar1 gosterilmistir.(3)(25)

Meyve ve sebzeden fakir diyet ve kentsel hayat artmig mesane kanseri riski ile iliskili
bulunmustur.(26)(27)

Bir analjezik olan fenasetinin aktif metaboliti asetaminofen yapi1 olarak anilin boyasina
benzemekte, renal pelvis ve mesane transizyonel hiicreli  karsinomuyla

iliskilendirilmektedir.(28)



Birinci derece akrabalarda mesane kanseri olmasi riski 2 kat arttirmaktadir. Bu artmis
riski agiklayacak net bir mendeliyan gegis paterni bulunamamustir.(29)
RB1 ve CDCOIIL1 yiiksek penetransli genlerin iirotelyalkarsinomlarla iligkili

olabilecegi belirtilmektedir.(30)(31)

Mesane tas1 ve kalici kateterizasyona bagli kronik sistitte skuamdz hiicreli kanser i¢in
risk bulunmaktadir. Sistozoma hematobiyum sistiti de Skuamdoz hucreli kanser (SCC) igin risk
faktoridiir. Misir’da endemik olan sistozomiazise bagli olarak en sik goriilen mesane kanseri
SCC’dir. Sistozomiazis ayn1 zamanda mesane iroepitel karsinom riskini de artirmaktadir.
Sistite bagli karsinogenezde mesanede nitrit ve N-nitrozo bilesikleri formasyonunun etkili
oldugu diistintilmektedir.(18)(32)Kadinlarda jinekolojik malignite, erkeklerde prostat kanseri
nedeniyle pelvik radyoterapi alan hastalarda mesane kanseri riski 2-4 kat
artmistir.(33)(34)(35) Kemoterapotik ajan olarak kullanilan siklofosfamid siire ve doz bagimli
olarak mesane kanserine sebep olabilmektedir. Sorumlu metabolit olarak akrolein

gosterilmektedir.(36)

3.2.3. Tam

3.2.3.1. Bulgu ve semptomlar

Mesane kanserinde en sik goriilen semptom agrisiz makroskopik pihtili hematiri
olmakla beraber hastalarin tamamina yakininda en azindan mikroskopik hematiri bulgu
olarak rastlanmaktadir.(37) Tekrarlayan hematiiri varliginda mesane kanseri on tanis1 mutlaka
diistintilmeli ve ileri tetkik yapilmalidir. Bunun disinda sik idrara ¢ikma, disiiri, urgency gibi

irritatifsemptomlar gorulebilir.(38)



Ureteralorifis tutulumunda yan agris1, kitle etkisine bagli alt ekstremite ddemi ve
pelvik kitle gézlemlenebilmektedir. Daha nadir olmakla birlikte hastalar ilerlemis hastalik
belirtisi olarak kilo kayb1, abdominal agr1 veya kemik agrisi ile bagvurabilirler.(21)

Mesane tumorlu hastalarda genellikle tipik bir fizik muayene bulgusu yoktur. Fakat
anestezi altinda bos mesane ile yapilacak bimanuel muayenede varsa pelvik kitle ve fiksasyon
belirlenebilir. Metastatik hastalik diisiiniilen olgularda hepatomegali, supraklavikular veya

inguinallenfadenopati yéninden hastalar incelenmelidir.

3.2.3.2. Degerlendirme ve tani

Mesane kanseri agisindan hasta degerlendirilirken iyi bir anamnez alinmali, sigara,
mesleki maruziyet, aile oykiisti ve alt Griner sistem semptomlar1 iyi sorgulanmalidir. Ilk
olarak tam idrar tahlili, idrar sitolojisi istenmeli ve radyolojik olarak Uriner sistem
degerlendirilmelidir. Yuzeyel timorleri saptamada goriintiileme yontemleri yetersiz kalabilmektedir.
19.ylizyilin sonlarinda uygulanmaya baslayan sistoskopide temel amag tiimori gozle gormektir.
(39)En 1iy1 tan1 yontemidir. Sistoskopi esliginde yapilan biopsi ile tam1 kesin olarak konur.
Ancak yizeyel veya Kkarsinoma in situ (CIS) gibi lezyonlar Kklasik sistoskopi
sirasindaatlanabilir. Bu tip timorleri saptayabilmek icin 5 — aminolevulinik asit (5 — ALA)
ileyapilan fluoresan sistoskopi gelistirilmistir. Giincel veriler incelendiginde sistoskopinin
yerini alabilecek, sistoskopiden daha duyarli ve daha 6zgiil olan {iriner kaynakli tiimor
belirtegleri bulunmamaktadir.(40)(41) Idrar sitolojisi mesane yiizeyinden dokiilmiis hiicrelerin
mikroskopik olarak incelenmesidir. Dokiilen hiicreler arasinda normal veya neoplazik
hicreler olabilir. Yuksek gradeli timorlerde duyarlilign daha yuksek olup %80’ler
civarindadir.

Noninvaziv ve ucuz olmasi, yiiksek gradeli timérlerde ve 6zellikle karsinomainsituda

duyarliliginin yiiksek olmasi bu testi tan1 ve takiplerde vazgecilmez yapmaktadir.
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Mesane kanseri siiphesi olan veya mesane kanseri tanili hastalara {ist liriner sistem
degerlendirmesi i¢in USG, BT iirografi veya MR iirografi yapilmalidir. Senkronize {ist iiriner
sistem tiimoOri diisiik oranda da olsa ¢ikabilmektedir. Mesane kanseri ve iist liriner sistem
taramasinda USG yeterli oldugu savunulmakla birlikte BT ve MR iirografi ile tanmin
dogrulugunun desteklenebilecegi belirtilmistir.(42)(43) Kasa invaze mesane kanseri tanili
hastalarda evrelendirme ve uzak yayilimi degerlendirmek i¢in BT goriintiileme yapilmasi
gerekir.(42)

Bilgisayarli tomografi (BT) tiimoriin yaygmligini, derinligini gostermede, uzak
metastazlart ve lenf nodu metastazi degrlendirilmesinde oldukga etkili bir yontemdir.
Manyetik rezonans goriintiillemenin BT ye ¢ok istiinliigi yoktur. Kemik veya karaciger
metastazi varliginda BT nin yetersiz kaldigi durumlarda istiinliigi vardir. Ayrica kontrast

alerjisi olanlarda tercih edilebilir.

3.2.3.3. Evrelendirme ve prognoz

Evrelendirme mesane karsinomlarinda tedavi veprognozun degerlendirilmesinde
onemli bir faktordur.(44)(45) Rezeksiyon tiimor boyutuna gore degisebilmektedir, komplet
veya inkomplet olabilir. Rezeksiyon kas dokusu icermelidir ve rezeksiyon sirasinda
koterizasyondan kaginilmalidir.(42) Timoér (T), nod (N), metastaz (M) siniflama sistemine
gore mukozayr tutan, lamina propria invazyonu yapmayan tumor Ta, lamina propria
invazyonu yapan timor T1, detrusorli invaze eden timorler T2 olarak bilinmektedir.
Evrelendirme sistemi 1973 ile 2004 yillar1 arasindaki siniflandirmalar sonras1 2016 yilinda

giincellenmistir ve bu yeni giincelleme ag¢ik tanimlamay1 ve standart terminolojiyi olagan

kilmaktadir.(46)(47)
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Sekil 1-1 Normal mesane mukoza, lamina propria ve muskularis propria

(LU. 1.T.F Patoloji A.D. Prof. Dr. Isin KILICASLAN n1n izniyle)

Sekil 1-2 Mesane kanseri lamina propria invazyonu

(L.U. I.T.F Patoloji A.D. Prof. Dr. Isin KILICASLAN n1n izniyle)



3.2.3.4. Reklrrens ve progresyon

Kasa invaze olmayan mesane tiimorii,Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi
Organizasyonu  (EuropeanOrganizationforResearchandTreatment of  Cancer-EORTC)
tarafindan rekiirrens ve progresyon agisindan diisiik, orta ve yiiksek risk olmak iizere 3 gruba
ayrilmistir. Bu skorlama sistemi klinik ve patolojik faktérler g6z Oniine alinarak
gelistirilmistir. Bunlar; tiimor sayisi, timor ¢api, rekiirrens sayisi, T kategorisi, eszamanli CIS

varlig1 ve histolojik grade’dir.

Tablo 1: Rekiirrens ve progresyon skor hesaplamasi:

FAKTOR REKURRENS PROGRESYON
TUMOR sAYISI

TEK 0 0
2-7 3 3
>8 6 3
TUMOR CAPI

<3cm 0 0
>3cm 3 3
ONCEKi REKURRENS SAYISI

PRIMER 0 0
< 1 REKURRENS/YIL 2 2
> 1 REKURRENS/YIL 4 2
KATEGORI

Ta 0
T 1 4
KONKOMITAN CIS

HAYIR 0 0
EVET 1 6
Grade (1973 WHO)

G1 0 0
G2 1 0
G3 2 5
TOPLAM SKOR 0-17 0-23

CIS = Karsinoma in situ
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Tablo 2. .EORTC Rekiirrens ve Progresyon Skoru Degerlendirme Tablosu

Rekirrens | 1 yildarekiirrens S yildarekiirrens Rekurrens
Skoru olasihig1 (%95 CI) | olasih@ (%95 CI) | risk grubu
0 %15 (%10, %19) %31 (%24, %37) Disiik risk
1-4 %24 (%21, %26) %46 (%42, %49) Orta risk
5-9 %38 (%35, %41) %62 (%58, %65) Orta risk
10-17 %61 (%55, %67) %78 (%73, %84) Yuksek risk
Progresyon | 1 yildaprogresyon | 5 yildaprogresyon [Progresyon
Skoru olasihigi (%95 CI) | olasihgi (%95 CI) |risk grubu
0 %0,2 (%0, %0.7) %0.8 (%0, %1,7) Diisiik risk
2-6 %1 (%0.4, %1,6) %6 (%5, %8.0) Orta risk
7-13 %5 (%4.0, % 7.0) %17 (%14, %20) Y uksek risk
14-23 %17 (%10, %24) %45 (%35, %55) Yuksek risk

3.2.4. Siniflandirma

3.2.4.1. Tiimor, Nod, Metastaz Simiflamasi1 (TNM)

2017 TNM Klasifikasyonu yaygin kabul goren siniflama sistemidir.

T PRIMER TUMOR

Tx =>Primer tiimor degerlendirilememis

TO => Tiimore ait kanit yok

Ta =>Noninvazivpapillerkarsinom

Tis =>Karsinomainsitu

T1 =>Laminapropriainvazyonu

T2 => Kas dokusu invazyonu

T2a =>Ylizeyel kas dokusu (kasin i¢ yarisi)
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- T2b=>Derin kas dokusu (dis yaris1)
T3 =>Perivezikal yayilim
- T3a=>Mikroskopik
- T3b =>Makroskopik (ekstravezikal kitle mevcut)
T4 =>Ekstravezikal komsu organ tutulumu
- T4a=>Prostat, uterus veya vajina invaze
- T4b =>Pelvis duvar veya karin duvariinvaze
LENF NODU INVAZYONU
Nx=> Lenf nodu degerlendirilemiyor
NO=>Invazyon yok
N1=> Gergek pelviste tek lenf nodu metastazi
N2=> Gercek pelvistemultiple lenf nodu metastaz1 (hipogastrik, obturator, eksternaliliak,
presakral)
N3=> Ana iliak lenf nodu metastaz
METASTAZ
MO=> Uzak metastaz yok
M1=> Uzak metastaz var
-M1la=> Bolgesel lenf diigiimleri disinda lenf diiglimlerine metastaz

-M1b=> Diger uzak metastazlar

3.2.4.2. Histolojik Derecelendirme

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve Uluslararast Urolojik Patoloji Cemiyeti (ISUP)
tarafindan yeni derecelendirme sistemi hazirlanarak 2004 yilinda yaymlanmis ve 2016 yilinda
giincellenmistir. Onceki derecelendirme sistemine gore daha detayli histolojik tanimlar

kullanilmastir.
1973 WHO derecelendirme sistemi:

Uretelyalpapilloma
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Grade 1: lyi differansiye
Grade 2: Orta differansiye

Grade 3: Koéti differansiye

2004-2016 WHO/ISUP derecelendirme sistemi:
Urotelyalpapilloma

Diisiik malign potansiyelli papilleriirotelyalneoplazm
Diisiik gradelikarsinom

Yiksek gradelikarsinom

3.2.5. Tedavi

Mesane kanserinde uygulanacak tedavi sekli tiimdriin derecesi, evresi ve davranisina
gore farkliliklar gostermektedir. Tedavide altin standart olarak tliimoriin transuretral
rezeksiyonu (TUR-T) ile baslanir. Mesaneyi tam olarak gérmek ve uygun evrelendirme igin
kas dokusu igerecek sekilde rezeksiyon yapmak i¢in gereklidir. Daha sonra tiimdr evresine
gore tedavi plan1 yapilir. Bu dogrultuda; yiizeyel (kasa invaziv olmayan (Ta, T1, Tcis)), kasa
invaziv (T2, T3a, T3b, T4a) ve metastatik (T4b, N+, M+) mesane kanseri olarak ¢ gruba
ayrilabilir.

Genel olarak klavuzlarda KIOMK olgularinda endoskopik rezeksiyon ve risk
gruplarina bagl olarak intravezikal tedavi dnerilirken, KIMK olgularinda kemoterapili veya

kemoterapisiz sistektomi dnerilmektedir.

3.2.5.1. KIOMK Tedavi
Tan1 aninda hastaligin %70-80’ini olusturan bu gruba kasa invaze olmayan mesane

kanseri tanim1 son zamanlarda kullanilmaktadir.
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Burada ilk tedavi yaklagimi ylizeyel kas tabakasini da igerecek sekilde TUR-T
uygulanmasidir.  Rezidl  timor  hicrelerine  yonelik  intravezikal  tedaviler de
uygulanmaktadir.(48)

Intravezikaladjuvan tedavi orta ve vyiiksek riskli hastalarda onerilmektedir.
Tiiberkiiloza karst kullanilan bir as1 olan BacillusCalmetteGuérin (BCG)’nin mesane
tumorunde hem rekiirrensi azalttigi hem de progresyonu geciktirdigi ve kemoterapiden daha
tistiin oldugu bir¢ok randomize kontrollii ¢alismada ve metaanalizde bildirilmistir.(49)(50)

BCG tedavisi igin bircok protokol bildirilmistir. Idame BCG tedavisi; orta riskli hasta
grubunda 1 yil, yliksek riskli hasta grubunda tolere edilebilirse 3 yil tam doz olacak sekilde
uygulanmalidir. Idame BCG tedavisi uygulanan hasta grubunda uygulanmayanlara gore %37
azalmig progresyon riski bildirilmistir.(51)(52)

BCG basarisiz ve tedaviyi tolere edemeyen hastalara radikal sistektomi (RS)
onerilmelidir.

Intravezikal kemoterapétik ajanlar (mitomisin, doksorubisin, epirubisin ve pirarubican)
TURT sonrasi ilk 24 saatte uygulanmalidir. Intravezikalkemoterapi diisiik riskli hastalarda
onerilmektedir. Hemen uygulanan intravezikal kemoterapi sonrasi ilk 1 yilda %40, 5 yilda
%15 oraninda rekiirrens riskinde azalma bildirilmistir.(53)(54)

Intravezikal kemoterapi artmis komplikasyon riski nedeniyle TURT sirasinda

perforasyon veya KIMK siiphesi varsa uygulanmamalidir.

3.2.5.2. KIMK Tedavi

Lokalize kas invaziv mesane kanserinde amag¢ tam kiir saglamaktir, altin standart
yaklasim radikal sistektomidir. Ancak secilmis hastalarda parsiyelsistektomi gibi mesane
koruyucu yaklasimlar uygulanabilmektedir. Bunlara ilave olarak saptanamayan

mikrometastazlar icin kemoterapi ve radyoterapi verilebilir.(55)
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Sistektomi Oncesi verilen neoadjuvan veya sonrasinda verilen adjuvan kemoterapinin
sag kalimi arttirdig1 diisiiniilmektedir.(56)

Transiiretral rezeksiyonuyla da tek basina kanser kontrolii saglanabilmektedir. Yapilan
iyl rezeksiyon sonrasi %78 re-TUR gerektirirken %26 hasta radikal sistektomi ihtiyaci
duymamaktadir.(57) Yakin ve iyi takip edilebilen uygun hastalarda tek basina TUR yeterli
tedavi olabilmektedir.(58)

Radyoterapinin primer mesane kanseri tedavisinde tek basina etkinligi tartismalidir,
yeterli ¢alisma yoktur. Mesane koruyucu yaklasimlar yasl, sistemik sorunlari olan, uzun

sureli anestezi alamayacak veya sistektomi istemeyen hastalarda tercih edilebilir.

3.2.5.3. Metastatik Hastahk

Metastatik hastalikta standart tedavi sisplatin iceren kemoterapi kombinasyonlaridir.
MVAC (metotreksat, vinbastin, doksorubisin, sisplatin) ve GC (gemzar, sisplatin)
tedavilerinin birbirine Ustiinliigli gosterilememistir.(59) PCG (paclitaxel, cisplatin and
gemcitabine) protokolii de yeni segeneklerden olup ilaca yanit iyi olsa da MVAC veya GC

protokollerine ortalama sagkalim siiresinde tistiinliik saglamamaktadir.(55)

3.2.5.4. Multimodal (Trimodal) Yaklasim

KIMK’ne yonelik giincel mesane koruyucu tedavi yaklasimi TUR, radyoterapi ve
kemoterapinin kombinasyonu seklindedir. Bu protokolde, maksimal TUR ve radyoterapi ile
hastaligin lokal olarak kontrolii amaglanirken, sistemik kemoterapi ile var olan
mikrometastazlar tedavi edilmeye calisilir. Indiiksiyon radyoterapisi ve yapilan kemoterapi
sonrasiTURT ile yapilan ara degerlendirmede veya tedavinin timii tamamlandiktan sonra 3 ay
icerisnde yapilan degerlendirmede tedavi basarisizlig1 saptanirsa, hastaya RS onerilmelidir.

Multimodal tedavide indiiksiyon radyoterapisi 40 Gy’dir.Bununla birlikte birgok protokolde
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doz 65 Gy’e tamamlanmaktadir. Multimodal tedavide kemoterapi rejiminin temelini sisplatin
olusturmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada 331 multimodal tedavi hastasi ile 142 maksimal TUR + RT
hastas1 karsilastirilmisve multimodal tedavinin daha fazla sagkalim avantaji (70’e karsi, 28.5

ay, p<0.001) sagladig: bildirilmistir.(60)

3.3.3.Mesane Tumori Belirtecleri

Mesane tiimorii tanisinda ve takibinde altin standart sistoskopi olsa da invaziv ve
pahali bir islem oldugundan dolayr kullanimi kolay, ucuz ve noninvaziv yontemler
arastirllmaktadir. Yiiksek prevelans ve rekiirrens oranlarindan dolayr sik girisimsel
islemdense yiiksek duyarlilik ve 0Ozgiilliige sahip bir molekiiler belirtecin varligit hem
klinisyene kolaylik saglar hem de hastanin hayat kalitesini yiikseltebilir. Bunlar asagida

siralanmustir.

3.3.1.1. idrar Sitolojisi

Malign Grotelyal hicrelerin idrarda veya mesane yikama sivisinda mikroskobik olarak
goriilme esasina dayanir. Bu hiicreler biiyiik, irregiiler nlkleusu olup niikleus/sitoplazma orani
artmustir. lyi diferansiye tiimér hiicrelerinin daha iyi tutunmasi nedeniyle iyi farklilasmus,
diistik gradeli tlimorlerde duyarliligt diismektedir. Yapilan calismalarda yiiksek gradeli
timorlerde %38-65 arasinda pozitif olarak saptanmistir. Bu oran G3 timor rekiirrensinde
%33-95, evre T2 Ustu timorlerde %37-100 olarak raporlanmistir.(61) Deneyimli sitolojistler
tarafindan yapildiginda iyi sonuclar vermekte olsa da diisiik gradeli tlimorlerde %4-31lere
varan diisiik duyarlilik nedeniyle tek basma yeterli degildir. Sistoskopinin tamamlayicist

olarak disiiniilmelidir.(61) Sonuglanmasi 1 hafta gibi siire almasi dezavantajlarindandir.
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Inflamasyon, iirotelyalatipi, kemoterapi veya radyoterapiye bagl degisiklikler nedeniyle %1 -
12 yanlis pozitif sonug vermektedir.(62) Ozgiilliigii en yiiksek belirte¢ olarak belirtilebilir.
3.3.1.2. Diger Tiimor Belirtecleri

Timor belirteglerinin mantig1 idrarda ¢oziinen maddeleri veya dokiilen hiicreleri
inceleme esasina dayanir. BTA Stat (BladderTumorAntigen) ve BTA TRAK, mesane kanserli
hastanin idrarinda insan kompleman faktér H iliskili proteini saptamaya yonelik
immunokromatografik bir testtir.(63) %73 duyarliligi ve %83 6zgiilliigii saptanmaktadir ve
grade yiikseldikce sensitivitenin de arttig1 raporlanmistir.(64) intravezikal tedavi, enfeksiyon
ve tas yanlis pozitif sonuca neden olabilir. BTA TRAK kantitatif bir yontemdir ve alt sinir
14U /ml olarak kabul edilir.(65)

Niikleer matriks proteinleri (NMP) hiicre c¢ekirdeginin yap: taslaridir ve g¢ekirdegin
seklinin korunmasini saglarlar. Bu protein ailesinden NMP-22 Uroepitelyal hiicrelerde daha
sik izlenmektedir. Armis apoptozis ile birlikte NMP-22 idrara daha ¢ok salinir, idrarda
saglikli kisilere gore daha fazla izlenir. Yapilan ¢alismalarda duyarliligi % 47-100, 0zgilligi
%60-90 olarak bulunmustur.(66) Inflamatuar ve enfeksiydz durumlarda, iiriner tas, diger
genitoliriner kanserler gibi hiicre yikimiin arttigt durumlarda yalanci pozitiflige neden
olabilmektedir. Pozitif deger olarak 10 U/ml st kabul edilmektedir.(67)

UBC (UrinaryBladderCancer) idrarda sitokeratin 8 ve 18’in saptanmasina yonelik bir
testtir. Sitokeratinler hicre ici proteinlerdir ve hicre 6limuyle birlikte idrarda yuksek
saptanabilir. Smur degeri 9,7ug/l kabul edildiginde duyarliligi ve 6zgilinliigii %87 olarak
bildirilmistir.(68) Ancak c¢esitli ¢alismalarda smir deger 0,16ug/l ile 15ug/l arasinda
degerlendirildiginden ve metaanaliz yapilamadigindan klinik kullanim i¢in heniiz elverisli
degildir.

Mikrosatellit analizi son yillarda insan genomundaki mutasyonlar1 saptamaya yonelik

yapilmaktadir. En sik goriilen kromozom 9’daki heterojenite kaybidir. Bunun disinda
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kromozom 4p, 8p, 9p, 11p ve 17p ‘deki heterojenite kaybi sik goriilmektedir. Yapilan sinirl
caligmalarda en yiiksek duyarlilik ve 6zgiinliige ragmen maliyetinin yiiksek olmasi ve egitimli
personel gerektirmesi dezavantajlaridir.(69)

Urovysion, kromozom 3, 7 ve 17’deki andpoidi ve bunun yaninda P16 tUmor
stipressor gen lizerindeki 9p21 lokusunun kaybin1 saptamaya yonelik hibridizasyon
yontemidir. Sitolojiden daha iyi sonuglari olmasina ragmen yiiksek yalanci pozitif sonuglar
saptanmaktadir. Ancak yapilan bir ¢calismada yanlis pozitif olarak degerlendirilen hastalarin
%89’unun 12 ay i¢inde tiimor gelistirdigi ve rekiirrens gelisen hastalarin %85’inde pozitif
saptandigi goriilmiistiir.(70)

Bu belirtecler disinda bircok belirte¢ arastirilmis ve ideal belirteci bulabilmek adina
arastirilmaya devam etmektedir. Bunlardan bazilari;

BLCA-4 ve BLCA-1 (BladderCancerSpecificNuclearMatrix Protein), c¢ekirdek
transkripsiyonunda gorev alan nikleer matriks proteinleridir. BLCA-4 normal dokularda
bulunmaz,(71) mesane kanserinde idrarda bulunmaktadir.

Survivin, normalde fetal dokulardan salgilanan apoptozis inhibitdrii bir proteindir.
Cesitli  kanserlerde yiikseliyor olmasi1 potansiyel bir tiimor belirte¢i olabilecegini
diistindirmektedir.(71)

Sitokeratin-20, hiicre iskeletini olusturan proteinlerdir ve PCR ile mRNA ekspresyonu
saptanir.(71)

CYFRA 21-1 (cytoceratinfragments), hiicre iskeletini olusturan sitokeratin-19’un
¢Oziinebilir pargasini idrarda saptamaya yonelik testtir.(71)

HA-HAase testi, hyaluronik asit tiimdr metastazinda rol oynadigi diisliniilen bir
glikozaminoglikandir. Hyaluronidaz ise bu molekiili pargalar. Testin pozitif kabul

edilebilmesi i¢in ikisinin de referans degerlerinin lizerinde olmasi1 gerekmektedir.(71)
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Telomeraz; telomerlerdkaryotik hiicre kromozomlarinin sonunda bulunan tekrarlaryan
serilerdir(6r. TTAGGG). Bu telomerlerin yikimiyla hiicre yaslanmasi saglanir ve apoptozis
gergceklesir. Telomeraz kanserli hiicrelerden salinan bir riboniikleoproteindir  ve
kromozomlarin sonuna telomer ekleyerek hiicreyi 6liimstizlestirir.(71)

DD-23, normal dokulara baglanmayan, kansere 0zgii bir protein dimerini taniyan
monoklonal bir antikordur.(71)

Quanticit Niikleer Karyometride hiicre ¢ekirdeginin 6zellikleri (sekil, DNA yapisi vs.)
151k mikroskopisi araciligiyla bilgisayara aktarilir. Bu ¢ekirdek yapisi 6zel programlarla analiz
edilerek mesane kanseri riski tayin edilir.(71)

Levis-X antijeni hiicre yuzeylerinde bulunan kan grubu antijenidir. Normal mesanede
sadece semsiye hiicrelerinde bulunur. Transizyonel hiicreli karsinomda evre ve gradeden

bagimsiz olarak epiteldeeksperese edilir.(71)

3.3.1.3. MMP-9 ve SMAD-2 molekdllerinin mesane kanserindeki yeri
» MMP-9

Hiicre matriks etkilegsmeleri, ekstraselliiler matriks (ESM) bilesenlerinin hidrolizinden
sorumlu olan MMP-9'un da iginde bulundugu proteolitik enzimler tarafindan diizenlenir. Bu
enzimler ESM yapisinin bilesimini ve biitiinligiinii diizenleyerek matriks molekiilleri
tarafindan olusturulan sinyallerin denetlenmesi, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve hiicre
6luminde de temel rol oynar. Bu enzim sistemlerinin icinde Matriks Metalloproteinazlar
(MMP) 6nemli bir yer tutar. MMP’ler, ESM bilesenlerini yikima ugratan Zn++ ve Cat++
bagimli endopeptidaz ailesidir. Tiirlerine gore; endotel hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar,
damar diz kas hicreleri, T lenfositler, trombositler, kondrositler, keratinositler, epitel
hiicreleri mezensimal hiicreler, notrofiller, trofoblastlar ve osteoblastlar gibi ¢ok ¢esitli hiicre

tipleri tarafindan iretilirler.(72)MMP’ ler doku yeniden yapilanmasi, morfogenezis, yara
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iyilesmesi ve normal gelisimsel siire¢ gibi fizyolojik durumlarda 6nemli rol oynadiklar1 gibi
tiimor hiicresi invazyonu, anjiyogenezis ve metastaz gibi patolojik siire¢lerde de yer alirlar.
MMP’lerin ekspresyon diizeyleri saglikli yetiskinlerde genel olarak diisiiktiir. MMP gen
ekspresyonu TNF-o, TGF-B, IL-6 IL-1 gibi inflamatuar sitokinlerle, trombosit kaynakli
blytme faktorli (PDGF) ve epidermal buyime faktéri (EGF) gibi bircok buyime faktoru ve
hormonlar ile uyarilir. Artrit, kanser, ateroskleroz, iilser, fibrozis ve anevrizma gibi
patolojilerde MMP ekspresyonunda artis goriilmektedir.(73)

MMP enzim ailesi, kollojenazlar (MMP-1, -8, -13, -18), stromelizinler (MMP-3, -7, -
10, -11, -12), jelatinazlar (MMP-2, -9) ve membran tip MMP’ler (MT-MMP-14, -15, -16, -17)
olmak tizere 4 farkli gruptan olugsmaktadir. Ayrica yeni tanimlanan MMP-4, -5, -6, -19 ve -20
bu gruplarin igerisinde degerlendirilmemektedir.(73)

Tip IV kollajen, bazal membranlarin ana bilesenidir ve bazal membran toplam
proteininin %40-65’ini olusturur. Tip IV kollajenin pargalanmasinda gorevli ana enzim
jelatinaz B(MMP-9) dir.(74)(75)

» SMAD-2

Karsinogenezde TGF-B’ nin antitiimoral immun cevabi baskilanir. TGF- bir onkogen
gibi davranmaya baglar. PPM1A ((protein fosfataz, Mg2 + / Mn2 + bagimli 1A); serine /
threonine protein fosfatazlarimin PP2C ailesinin bir iiyesi); TGF-B ile fosforile edilmis
SMAD-2-3'U defosforilleyerek aktif SMAD kompleksinin miktarini ve niikleustan salinimini
artirir. Boylece TGF-P nin hiicre/hiicre etkilesimi tizerindeki kontrol mekanizmasi bozulur ve
TGF-B nin etkisi ile hiicre/hiicre adezyon reseptorii olan E-cadherin sentezi baskilanir.
Hicreler arasinda adezyonun bozulmas: ile birlikte hiicreler hareketlilik kazanir, epitelyal -
mezenkimal gecisin uyarilmasiyla kanser hiicresi motilitesi, invazivligi ve metastazi artmisg

olur.(76)(77)(78)(79)
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Arastirmada Kullanilan Ornekler

Calismaya 2017-2018 yillar1 arasinda 1.U Istanbul Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim
Dali’nda takipli; klinik, radyolojik ve patolojik olarak mesane kanseri tanisi alan 57 hasta ve
20 sagliklt kontroldahiledilmistir. Calismaya dahil olan mesane kanseri tanili hastalar
oncesinde degerlendirilmis olup baska primer malignitelerinin olmadigi, ¢alisma sirasinda
idrar yollar1 enfeksiyonu olmadiklar1 ve serum MMP-9 ve SMAD-2 degerlerini
yukseltebilecek patolojilerinin bulunmadig: teyit edilmistir. Mesane kanserli hastalarin yas
ortalamas1 68 (46-81) olarak belirlendi. 57 mesane kanserli hastanin 44’si KIOMK, 13’ii
KIMK olarak tanimlanmistir. 44 KIOMK hastanin 28’i pTa, 16’s1 pT1 ve 13’ii pT2 olarak
siniflandirilmistir. Mesane kanserli hastalarin 6zellikleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Hastalardan alinan kanlar 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij (Hettich Universal 32)

edildikten sonra, ayrilan serumlar test sayis1 tamamlanincaya kadar -80°C’de saklanmistir.
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Tablo 4-1: Mesane kanserli hastalarin ozellikleri

N(%)
Hasta sayisi 57(100)
Yas ortalamasi (yil)
28(49)
68 (46-81)
Cinsiyet E/K 53/4(93/7)
Siniflandirma
e KIOMK 44(77)
e KiMK 13(23)
Patoloji (pT)
pTa 28(49)
pT1 16(28)
pT2 13(23)

4.2. Gen Ekspresyon Duzeylerinin Belirlenmesi

4.2.1. RNA izolasyonu

1.5 ml ependorf tiplere 200 pl serum Gzerine 800 pl Trizol eklenerek homojenize

edildi. 5 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi. Tiiplere 200 pl kloroform eklenerek 5 dk. oda
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sicakliginda inkiibe ediltikten sonra 12000x g’ de 15 dk santrifiij edildi. Fazlara ayrilan
homojenattan iist s1v1 aliarak yeni 1.5 ml’lik ependorf tliplere aktarildi. 550 pl izopropanol
eklenerek 5-10 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi. 12000x g’ de 10 dk santrifiij edildi. Ust
stv1 atilarak peletin tizerine 1 ml %75’lik soguk etanol eklenerek vortekslendi. 7500xg’ de 5

dk santrifiij edildi. Ust s1v1 atilirak elde edilen RNA RNaz igermeyen su icerisinde ¢ziildii.

4.2.2. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Yukarida anlatilan protokolle elde edilen total RNA’lardan cDNA sentezi
gerceklestirildi. Bunun i¢in ticari olarak temin edilen kit kullanildi. cDNA sentezi i¢in, 0,5
ml’lik PCR tiiplerine 6 pl total RNA, 0,5 pl random hekzamer primeri ve 6 pl dH20 eklendi.
Daha sonra, Tablo 4-2°de gosterilen reaksiyon bilesenleri sirasiyla karigtirilarak
konvansiyonel PCR’ayerlestirildi. ¢cDNA sentezinin reaksiyon kosullar1 Tablo 4-3’de

verilmistir. Elde edilen cDNA 6rnekleri —20°C’de muhafaza edildi.

Tablo 4-2: cDNA sentezi reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon Bilegenleri 1 Ornek
SCRIPT RT Reaksiyon Tamponu 4 ul
10 mM Deoksintikleotid Karisimi1 1 pul
DTT stok solsyonu 1l
RNaz inhibitori 1l
SCRIPT Reverse Transkriptaz 0,5 ul
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Tablo 4-3: ¢DNA sentezinin gerceklestirildigi reaksiyon kosullar:

Sicaklik (°C) Siire

42 10 dk.
50 60 dk.
70 10 dk.

Tablo 4-4: Kullanilan primerler

Gen Ad1 | Tleri yonlii primer F (5'-3") Ters yonlii primer R (3'-5)

MMP-9 | AACCAATCTCACCGACAGG | CGACTCTCCACGCATCTC

SMAD-2 | CTTTGTGCAGAGCCCCAATT | CTTGTTACCGTCTGCCTTCG

4.2.3. Gercek-Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

MMP-9 ve SMAD-2 molekullerinin ekpresyon diuzeyleri SYBR GreenMaster PCR
Kit (Jena Bioscience) kullanilarak LightCycler 480 (Roche) cihazinda gergcek zamanli PCR ile
analiz edildi. mRNA ekspresyonu normalizasyon islemi GADPH ile ger¢eklestirildi. RT-PCR
kosullar1 GreenMaster PCR protokoliine gore se¢ildi.

RT-PCR konumunu takiben, “erime egrisi analizi” (melting curve analysis)
gergeklestirildi. Bunun amaci olusan RT-PCR urunlerinin istenilen gercek urtnler olup
olmadiginin teyit edilmesidir ve 6zgiil olmayan {riinler ile primer dimerleri gibi ikincil
yapilarin diglanmasidir. Bu yontem RT-PCR iiriinlerinin erime sicakliklart (Tm) analiz
edilerek yapilmaktadir. Bunun igin érnekler, 55 ‘C’den 95 "C’ye kadar saniyede 0.2 'C’de
artan bir 1s1 yilikselmesine tabi tutulur. Bu siirecte, RT-PCR {iriiniin bilesenine bagli olarak,

yaklasik 75-80 “C araliginda erime egrileri ortaya ¢ikmaktadir.
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RT-PCR reaksiyonunda, floresan dlizeyinin cihaz tarafindan olgiilebilen esik degeri
astign dongii Ct (cycle treshold) olarak adlandirilir. Elde edilen Ct degerine gore, 2744¢
metodu kullanilarak gen ifadeleri hesaplandi ve degerlendirildi.

AACt = ( Cthedef - Ctreferans )drnek - (Cthedef - Cttreferans )kontrol

2-AACt — 2-[( Cthedef - Ctreferans )drnek — (Cthedef - Ctreferans )kontrol]

Tablo 4-5: Gergek-Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyon Kosullari

Polimeraz

95 2 dak.
Aktivasyonu
Denatiirasyon 95 15 sn
Baglanma 55 20 sn
Sentez 72 30 sn

Tablo 4-6: Gergek-Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyon Bilesenleri

RT-PCR reaksiyon

bilesenleri Ornek
Qpcr GreenMaster 10 pl
Primer F 0.6 ul
Primer R 0.6 pul
cDNA 3ul

d H,0 5.8 pl
TOPLAM 20 pl
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4.2.4. Arastirmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

» cDNA Kit (Jena Bioscience Gmbh ,Germany)

4.3.Protein Dizeylerinin Belirlenmesi

4.3.1. ELISA Yontemi

ELISA terimi “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” soziiniin bas harflerinden
olusur. Ayrica EIA Enzmye Immunoassay olarak da bilinmektedir. Bu ydntem, kantitatif
olarak protein miktarini belirlemek i¢in kullanilan yontemlerden biridir. ELISA ydnteminde
protein miktarin1 belirlemek i¢in yapilan isaretleme radyoaktif maddelerle degil, enzim
araciligtyla yapilmaktadir.

Bu yoOntemin temelinde bilesenlerinden biri solid faza kaplanmistir. Bu solid faz kiigiik
kiirecikler veya mikrotiter plaklar olabilir. Bu o6zellik serbest veya baglanmis isaretli
molekiillerin ayrilmasina yardimci olur. Bilinen miktarda antijen ihtiva eden standartlar ve
ornekler kuyucuklara eklenip bunlarin antikor kapli ylizeye baglanmasi saglanir.
Baglanmayan antijenin yikama islemi ile uzaklastirilmasindan sonra baglanan antikordan
farkli enzim isaretli ikinci bir antikor ortama ilave edilir. Bu sekilde olusan komplekse
Antikor- Antijen- Antikor “enzim solid faz sandvi¢ kompleksi” denir. Baglanmamis
durumdaki sekonder antikorlar yikama islemi ile uzaklastirilir ve sonraki asamada renk ile
miktar Ol¢limii i¢in enzimin substrati ortama eklenir. Enzim substrat1 ile etkilestiginde
ornekteki antijen miktar1 ile dogru orantili renk reaksiyonu olusur. Bu renk reaksiyonun
absorbans1 spektrofotometrede belli dalga boyunda okunur ve konsantrasyonu bilinen

standartlarla ¢izilen standart egri yardimiyla 6rneklere ait konsantrasyonlar belirlenir.
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4.4 Arastirmada Kullanilan Kimyasal Maddeler

» MMP-9 Elisa Kit (YH Biosearch Laboratory, Co.,Ltd ,Abbkine Inc China)

» SMAD-2 Elisa Kit (YH Biosearch Laboratory, Co.,Ltd , Abbkine Inc China)

¢ Testlerin Yapihisi

Hastalarin serum MMP-9 ve SMAD-2 (Yehua Biological Technology Co.,Ltd ,
Abbkine Inc China) protein diizeyleri 450nm’de absorbans ve otomatik konsantrasyon
okunmasi ELISA okuyucusunda (ChroMate 4300 Microplate Reader,USA), gen ekspresyon

seviyeleri (Jena Bioscience Gmbh,Germany) RT-PCR ile gergeklestirildi.

Serum ornekleri -80°C’den ¢ikartilarak oda sicakligina getirildi.

4.4.1. MMP-9 Duzeylerinin Belirlenmesi

MMP-9 diizeylerini belirlemek i¢in kullanilacak 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml,
125 pg/ml, 62.5 pg/ml ve 31.25 pg/ml degerlerinde standartlar 2000 pg/ml stok standarttan

Standard Diluent Buffer kullanilarak hazirlandi.

Tiim antikor kapli kuyucuklara 100 uL serum 6rnekleri ve 100 uL MMP-9 antikoru
otomatik pipet yardimiyla uygulandi. 37°C sicakliklikta 2 saat inkiibasyon uygulandi. 3 kez
yikama islemi yapildi. 100 uL MMP-9 antikoru otomatik pipet yardimiyla uygulandi. 37°C

sicakliklikta 1 saat inkiibasyon ve sonrasinda 3 kez yikama islemi yapildi.

Tidm mikrokuyucuklara 100 uL streptavidin-HRP eklendi. Antikor- antijen-antikor
kompleksinin olugsmast i¢in mikrokuyucuklar 37°C sicakliklikta 30 dakika boyunca
inkiibasyona birakildi. 300 uL yikama soliisyonu ile 5 kez yikama yapilip iyice kurutulduktan

sonra 100 uL durdurma solisyonu ilavesiyle durduruldu. 15 dakika boyunca 37°C
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sicakliklikta ve karanlikta inkiibasyona birakildi. 50 pL durdurma solusyonu ilavesiyle 450
nm’de ELISA okuyucuda (ChroMate 4300 Microplate Reader) orneklerin absorbanslari
vekonsantrasyonlar1 ayr1 ayri okundu. Absorbanslart okunan ve degerleri bilinen standartlar
yardimiyla cizilen standart egriden hesaplanan konsantrasyon degerleri otomatik olarak

okunan konsantrasyonlarla karsilastirildi.

Sekil 4-1: MMP-9’un Cizilen Standart Grafigi

4.4.2. SMAD-2 Duzeylerinin Belirlenmesi

SMAD-2 diizeylerini belirlemek i¢in kullanilacak 32 ng/ml, 16 ng/ml, 8 ng/ml, 4
ng/ml ve 2 ng/ml degerlerinde standartlar 64 ng/ml stok standarttan Standard Diluent Buffer

kullanilarak hazirlanda.

Tim antikor kapli kuyucuklara 40 uL serum ornekleri ve 10 uL SMAD-2 antikoru
otomatik pipet yardimiyla uygulandi. Diger kuyucuklara 50 pL hazirlanan standartlar

konuldu. Tum mikrokuyucuklara 50 pL streptavidin-HRP eklendi. Antikor- antijen-antikor
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kompleksinin olusmasi i¢in mikrokuyucuklar 37°C’de 1 saat boyunca inkiibasyona birakildi.
300 pL yikama soliisyonu ile 5 defa yikama yapilip iyice kurutulduktan sonra ilk 6nce 50 pL
kromogen reagent A, daha sonra 50 uL. kromogen reagent B eklenip, 10 dakika boyunca 37°C
sicakliklikta inkiibasyona birakildi. Olusan renk reaksiyonu 50 pL durdurma soliisyonu
ilavesiyle durduruldu. 450 nm’de ELISA okuyucuda (ChroMate 4300 Microplate Reader;
Palm City, FL, USA ) orneklerin absorbanslar1 ve konsantrasyonlari ayri ayr1 okundu.
Absorbanslar1 okunan ve degerleri bilinen standartlar yardimiyla ¢izilen standart egriden

hesaplanan konsantrasyon degerleri otomatik olarak okunan konsantrasyonlarla karsilastirildi.

OD. Value

T
10

Concentration

Sekil 4-2: SMAD-2nin Cizilen Standart Grafigi

4.5.Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullanilan istatistiksel Yontemler

Siklik tablolar1 ve istatistiksel analizler SPSS Software (SPSS 16, Chicago, IL, USA)
kullanilarak yapilmistir. Degiskenlerin normal dagilima uygun olup olmadigi Kolmogorov-
Smirnov ve Shapiro-Wilk testleri ile incelendi. Parametreler arasindaki istatistiksel
anlamliligin Mann- Whitney U testi ile belirlenmesine karar verildi. Anlamlilik sinir1 p<0.05
olarak kabul edildi. Medyan degerlerini gosteren boxblot tipi grafikler ¢izildi. Korelasyon
katsayilar1 ve istatistiksel anlamliliklar pearson testi ile hesaplandi.Duyarlilik ve 6zgiilliik

testleri ROC egrisi kullanilarak hesaplandi. (80)
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5. BULGULAR

Calismamizda yer alan mesane kanserli hastalarda ve saglikli kontrollerde MMP-9ve
SMAD-2 protein seviyelerinin aritmetik ortalama (x), standart sapma (sd) ve medyan (m)
degerleri tablo 5.1 de gosterilmistir.

Mesane kanserli hastalarda serum MMP-9 ve SMAD-2 protein diizeyleri saglikli
kontrol grubuna gore yliksek bulunmus ve istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir
(MMP-9 icin p=0.0001, SMAD-2 i¢in p=0.0001)(Tablo 5.2).

Mesane kanserli hastalarda ve saglikli kontrollerde MMP-9 ve SMAD-2 mRNA gen
ekspresyon dizeylerinin aritmetik ortalama (x), standart sapma (sd) ve medyan (m) tablo 5.3
te gosterilmistir.

Mesane kanserli hastalarda MMP-9 ve SMAD-2 gen ekspresyon diizeyleri saglikli
kontrol grubuna gore yiiksek bulunmus olup istatistiksel agidan anlamlilik bulunamamustir.
(MMP-9 icin p=0.98, SMAD-2 icin p=0.99) (Tablo 5.4).

Calismamizdaki mesane kanserli pTa, pT1 ve pT2 hastalarinin MMP-9 ve SMAD-2
protein diizeylerinin standart sapma (sd), minimum (min) ve maksimum degerleri (max) tablo
5.5 te gosterilmistir.

Mesane kanserli pTa, pT1 ve pT2 hastalarinin MMP-9 ve SMAD-2 mRNA gen
ekspresyon duzeylerinin standart sapma (sd), minimum (min) ve maksimum degerleri (max)
tablo 5.6 da gosterilmistir.

Calismamizdaki mesane kanserli hastalarihistolojik olarak yiiksek (n=38) ve diisiik
(n=20) dereceli oalarak smiflandirdigimizda MMP-9 ve SMAD-2 protein dizeyleri

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilik bulunamamastir.
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Tablo5-1: Mesane kanserli hasta ve saghikh kontrol gruplarinda protein duzeyleri

Protein Mesane kanseri (n=57) Kontrol (n=20)
Diizeyleri

X sd m min-max sd m min-max
MMP-9 2414.84 | 441.71 | 2448 | 800-2960 | 639.15 | 76.41 | 637.5 | 540-780
(pg/ml)
SMAD-2 3.88 6.85 2.14 1.5-35.04 1.65 0.16 1.61 | 1.42-2.1
(ng/ml)

Tablo 5-2: Mesane Kkanserli hastalar ile saghkli kontroller gruplarinda protein

diizeylerinin istatistiksel olarak anlamhliklar1 (p degerleri)

PROTEIN

MMP-9

SMAD-2

Mesane Kanseri/Kontrol

p=0.0001

p=0.0001

Tablo 5-3: Mesane kanserli hasta ve saghkh kontrol gruplarinda gen ekspresyon

duzeyleri

Gen Mesane kanseri (n=57) Kontrol (n=20)

Ekspresyon

Diizeyleri X sd m min-max X sd m min-max

MMP-9 0.00002 | 0.00001 | 0.00002 | 0.00001- | 0.00002 | 0.00001 | 0.00002 | 0.00001-
0.00009 0.00003

SMAD-2 0.00002 | 0.00001 | 0.00002 | 0.00001- | 0.00002 | 0.00001 | 0.00002 | 0.00001-
0.00004 0.00003

34




Tablo 5-4: Mesane kanserli hastalar ile saghkh kontroller gruplarinda gen ekspresyon

diizeylerinin istatistiksel olarak anlamhiliklar: (p degerleri)

GEN MMP-9 SMAD-2

Mesane kanseri/Kontrol p=0.98 p=0.99

Tablo 5-5: Mesane kanserli hastalarin patolojik T evre siniflamasina gore protein

duzeyleri
Protein pTa (n=28) pT1(n=16) pT2(n=13)
Diizeyleri sd min-max Sd min-max sd min-max
MMP-9 496.01 800-2945 320.322 1940-2960 362.25 1800-2960
(pg/ml)
SMAD-2 2.65 1.50-15.7 9.45 1.58-29.77 9.12 1.53-35.04
(ng/ml)

Tablo 5-6: Mesane kanserli hastalarin patolojik T evre smiflamasmma goére gen
ekspresyon duzeylerine ait standart sapma (sd), minimum (min) ve maksimum

degerleri(max)
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Gen pTa (n=28) pT1(n=16) pT2(n=13)

Ekspresyon sd min-max Sd min-max sd min-max

Diizeyleri

MMP-9 0.00001 0.00001- 0.00001 0.00001- 0.00002 0.00001-
0.00003 0.000082 0.000085

SMAD-2 0.00001 0.00001- 0.00001 0.00001- 0.00001 0.00001-
0.00003 0.00003 0.00004

Mesane kanserli pT1 hastalarinda serum protein MMP-9 diizeyleri pTa grubuna gore
yiiksek bulunmus ve istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p=0.018). Mesane kanserli
pT1 hastalarinda serum protein SMAD-2 diizeyleri pTa grubuna gore yiiksek bulunmus olup

istatistiksel agidan anlamlilik bulunamamustir . (p=0.464). (Tablo 5.7).

Tablo 5-7: Mesane kanserli hastalarda pT1 ile pTa gruplarinda protein diizeylerinin

istatistiksel olarak anlamhhklar (p degerleri)

PROTEIN MMP-9 SMAD-2

oT1ipTa p=0.018 p=0.464

Mesane kanserli pT2 hastalarinda serum protein MMP-9 dizeyleri pTa grubuna gore yiksek
bulunmus olup istatistiksel agidan anlamlilik bulunamamistir (p=0.793). Mesane kanserli pT2
hastalarinda serum protein SMAD-2 diizeyleri pTa grubuna gore yiiksek bulunmus olup

istatistiksel acidan anlamlilik bulunamamigtir. (p=0.353). (Tablo 5.8).

Tablo 5-8: Mesane kanserli hastalarda pT2 ile pTa gruplarinda protein diizeylerinin

istatistiksel olarak anlamhhklar (p degerleri)
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PROTEIN MMP-9 SMAD-2

oT2/pTa p=0.793 p=0.353

Mesane kanserli pT1 hastalarinda serum protein MMP-9 duizeyleri pT2 grubuna gore yuksek
bulunmus ve istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p=0.020). Mesane kanserli pT1
hastalarinda serum protein SMAD-2 diizeyleri pT2 grubuna gore yiiksek bulunmus olup

istatistiksel agidan anlamlilik bulunamamaistir (p=0.650). (Tablo 5.9).

Tablo 5-9: Mesane kanserli hastalarda pT1 ile pT2 gruplarinda protein diizeylerinin

istatistiksel olarak anlamhhiklar (p degerleri)

PROTEIN MMP-9 SMAD-2

oT1/pT2 p=0.020 p=0.650

Mesane kanserli hastalarinda serum MMP-9 ve SMAD-2 gen dizeyleri patolojik
invazyon derinligine gore simiflandirilmis gruplar arasinda yapilan degerlendirmede

istatistiksel agidan anlamlilik bulunamamuistir.
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Sekil 5.1°de goriildiigii gibi MMP-9 protein diizeyleri mesane kanserli hastalara ait
medyan degerinin (m=2448pg/ml) tizerinde bir dagihm gostermekte olup saglikli kontrol

grubunda medyan degerinin (m=637.5pg/mL) biraz tizerinde bir dagilim géstermektedir.
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Sekil 5-2: SMAD-2 Protein Duzeyleri Dagilim Grafigi (p=0.0001)
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Sekil 5.2°de gorildigi gibi SMAD-2 protein diizeyleri mesane kanserli hastalara ait
medyan degerinin (m=2.14ng/L) {izerinde bir dagilim gostermekte olup saglikli kontrol

grubunda medyan degerinin (m=1.61ng/mL) biraz iizerinde bir dagilim gostermektedir.
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Sekil 5-3: Mesane kanserli hastalarin ve saghkh kontrollerin MMP-9 gen ekspresyon

degerleri (p=0.98)
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6. TARTISMA

Mesane kanseri, invaziv biiyiime ve hizli niiks 6zellikleri tasir ve ayn1 anda birden
fazla yerde ortaya c¢ikma egilimi gosterir. Karmasik progresyon mekanizmasi nedeniyle,
patogenezinin spesifik molekiler mekanizmalari tam olarak anlasilamamistir.(81) Mesane
kanserini teshis ve tedavi etmek i¢in onaylanmis benzeri molekiler hedefli maddeler
olmadigindan, 6rnegin trozin kinaz inhibitorleri, Kanser Genom Atlas1 (TCGA) projesi, bu
hastalik i¢in potansiyel terapotik hedeflerin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilmistir.(82)
Molekiiler biyoloji, genomik, biyoinformatik ve immiinolojideki gelismelerin bu hastaligi
tedavi etmede terapotik gelismeler icin saglam bir temel saglayabilecegi gercegini
destekleyen kanitlar vardir.(83) Bu nedenle ¢alismadaki amacimiz mesane kanserli hastalarda
kanserininvazyon gostergesi olarak diisiiniilen serum MMP-9 ve SMAD-2 degerlerini
inceleyerek yeni biyobelirteclerin bulunmasini hedeflemektir.Bu tiir arastirmalarin, mesane
kanseri evreleme ve tedavis i¢in yeni molekiiler ve terapotik hedeflerin arastirilmasi igin
teorik bir temel saglayabilecegini ummaktayiz.

Tidmorin lokal invazyonunbilinen en klasik yolu spesifik proteolitik enzimlerle
ekstrasellilermatriks (ECM) degradasyonudur. Bu nedenle, ECM'nin biitiinligiinii ve
bilesimini diizenleyen ¢inko bagimli endopeptidazlar ailesi olan matriksmetalloproteinazlar
(MMP'ler) ailesi, mesane kanserinin biyobelirtecleri olarak kabul edilen en iyi adaylardir.(84)

Grignon ve dig. MMP-9'un immdinohistokimyasal ekspresyonunun (IHC) mesane
kanserinde prognostik bir rol oynadigini vurgulamistir.(85)

Bizim calismamizda mesane kanserli hastalarda serum MMP-9 protein duzeyleri
saglikli kontrol grubuna gore yiiksek bulunmus ve istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmuistir (p=0.0001).
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Calismamizda sptadigimiz 6nemli bir bulgu olarak serum MMP-9 protein dlizeyinin
800pg/ml Uzeri saptanmasi (bknz. Tablo 5.1) ¢alismamiza gére mesane tumorQ riski olan
kisilerde taniya yonelikileri tetkik yapilmasi konusunda yonlendirici olacaktir, drnegin sigara
icen populasyonlarda oldugu gibi.

Calismamiz ile uyumlu olan 2015 yilinda yapilan bir meta-analizde mesane timorli
hastalarin ve saglikli kontrol bireylerin serum MMP-9 protein ekspresyon oranlar
karsilastirilmisolup hastalarda saglikli kontrol bireylerine goére anlamli olarak arttig
gosterilmistir. (86)

Rekirren yiizeyel mesane timorlii hasta grubunda yapilan bir ¢aligmada idrarda
MMP-9 protein seviyeleri bakilmis.idrarda bakilan bu belirtecin evre ve tiimér biyiikligi ile
iliskili oldugu ileri suriilmistiir. (87) Bizim ¢alismamizda, bu ¢alismadan farkli olarak bu
belirteg srumda bakildi. hastalarin serum protein duzeyleri ile patolojik T evreleri arasinda
iliskiye bakildiginda, MMP-9 protein dlzeyinin pT1 hastalarda pTa ve pT2 hastalara gore
anlamli olarak arttig1 bulunmustur. (sirasiyla p=0.018, p=0.02) Ancak mesane kanserli pT2
hastalarda serum MMP-9 protein diizeyleri pTa grubuna gore yiiksek bulunmus olup
istatistiksel agidan anlamlilik bulunamamistir (p=0.793). pT1 hastalarda lamina propria
invazyonu ile yikim iriinlerinin artisi sonucu MMP-9 protein ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli artiy meydana gelmistir. Bu nedenle MMP 9 degerinin yiiksek olmasi
timoran lamina propria i¢inde oldugunun gostergesidir (Tablo 5.1).

Ancak pT2 hastalarda MMP-9 serum protein degerinin yiiksek pTa grubuna gore
yiiksek olup pT1 grubuna gore diisiik olmasini lamina proprianin tamamen yikilmig olmasina

ve dolayisiyla ortada yikilacak iiriin kalmamasina bagliyoruz.

MMP-9 ve MMP-2 serum protein duzeylerininileri evre mesane tumorli hastalarda

daha yuksek seviyelere sahip oldugu ve tanida metastatik hastalarda TIMP-2 seviyeleri arttig1
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gosterilmis. Bu sonuclarin ayni hastalardan periferal kan mononiikleer hiicrelerinde MMP-2,

MMP-9 ve TIMP-2 mRNA'lar1 saptanarak desteklemislerdir. (88)

Bizim ¢alismamizda yapilan RT-PCR incelemesinde mesane kanserli hastalarda serum
MMP-9 mRNA gen ekspresyon diizeyleri serum protein diizeylerinin aksine hastalik ve
kontrol grubu arasinda anlamli farklilik bulunmamustir. Protein dizeyleri yiksek oldugunda
es zamanlt mRNA diizeylerinin yiiksek olmasi gerekmedigi, ortamda mRNA varlig1 protein
sentezini artirarak diizeyini yiikseltebilecegi de bilinmektedir. Bu nedenle hasta ve saglikli
gruplar arasinda oldugu gibi patolojik T evreye gore siniflandirilmis (pT1-pTa, pT2-pTa, pT2-
pT1) gruplar arasinda yapilan serum MMP-9 mRNA incelenmesinde istatistiksel agidan

anlamlilik bulunamamustir.

Bir ¢aligmada mesane tiimorli hastalarin alinan patoloji dokularinda histolojik G1-G2
derecesinde MMP-9 ekspresyon oranlarinin G3 derecesine kiyasla 6nemli dl¢iide azaldigi
bulunmus.(86)

Bizim ¢alismamizda yukaridaki dokudan bakilan ¢alismadan farkli olarak biz serum
MMP-9 protein dizeylerine baktigimizda, diisiik-yiiksek histolojik grade gruplari arasinda
anlamli farklilik bulumadik.

SMAD2/3 proteinleri mesane tiimorii dokularinda saglikli dokulara kiyasla belirgin
olarak artmis olup yliksek SMAD2/3 molekiilleri hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri ile
istatistiksel olarak iligkili bulunmamus. (89) Calismamizda mesane kanserli hastalarda serum
protein SMAD-2 diizeyleri saglikli kontrol grubuna gore yiiksek bulunmus ve istatistiksel
olarak anlaml bir fark saptanmistir (p=0.0001). MMP-9 da oldugu gibi mesane kanseri i¢in
risk faktoru olan kisilerde taniya yonelik ileri tetkik yapilmasi konusunda yonlendirici
olacaktir.

TGF-B/Smad sinyal yolunun kanser hiicresi motilitesini, invazivligini ve metastazini

arttirarak ve epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT) indiikleyerek karsinom gelisimine katkida
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bulunduguna inanilmaktadir. (76)(77) SMAD sinyal yolu, niukleustaki genlerin
transkripsiyonunu etkileyerek TGF-f'in reseptoriiniin aktivasyonu ile EMT'nin baglatmasinin
altinda yatan ana mekanizma oldugu vurgulanmistir.(90) EMT ile E-kaderin'den N-kaderin'e
gecis, hiicrelerin bir malign ve invaziv kanser hiicresinedoniisiimiine nedenoldugu
gOsterilmistir.(91)(92)

Bizim ¢alismamizda sonuglar yukarida bahsedilen EMT teorisi ile orantili olmamustir.
Calismamizin 6zelligi olarak diger ¢alismalarin aksine SMAD-2 protein ve mRNA dizeyleri
dokuda bakilmayip serumda bakilmis olmasidir.

Yiiz kirkbes hastalik bir kohortta mesane timori doku oOrneklerinde, PPM1A'nin
timor hiicre gogiinii, invazyonu ve EMT gelisimini baskiladig: ve bu etkinin TGF-f / SMAD
sinyaline bagimli oldugu belirtilmis. PPMIA’ninmesane timord doku o6rneklerinde
ekspresyon kaybinin yiiksek p-SMAD 2/3 ekspresyonu ve diisiik E-kaderin ekspresyonu ile
korele oldugu ve kas invazyonu arasinda anlamli bir farklilik oldugu gozlemlenmis (p =
0.029). Mesane timoriinde PPM1A kaybi ve yilksek SMAD kompleksinin kotu diferansiye
tiimorlerle anlamli sekilde iliskili oldugu belirtilmis. (78)

Bizim c¢alismamizda serum SMAD-2 protein diizeylerinin grade gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamamistir. Bu durum yukarida belirtmis oldugumuz
gibi, yukaridaki ¢alismalarda belirteglerin dokuda bakilip bizim ¢alismamizda ise serumda

bakilmasinin buna neden olabilecegi disinda agiklanamamaktadir.

7. SONUC
Bu bulgulara gore, serum MMP-9 ve SMAD-2 protein diizeyinleri mesane timariinde
artis gostermektedir. Bununla birlikte MMP-9 protein diizeyi lamina proprianin invazyonunu
gosteren pT1 evresini saptamada fayda saglayacaktir. Sonug olarak, timor invazyonuna bagl

olan MMP-9 ve SMAD-2 gibimolekullerin protein ekspresyonunun incelenmesinin gelecekte
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mesane kanseri hastaliginin tanisi, operasyon oncesi klinik T evre gostergesi ve kisiye 6zgii
tedavisi i¢in onemli oldugunu ileri siirebiliriz.

Mesane tiimorii tan1 ve evrelemesinde kritik dnemi olan lamina proprianin
invazyonunu predikte etmede serum biyobelirteclerinin gelistirilmesinde 6rneklem sayisinin
fazla olduguyeni ¢alismalar re-TUR-T gibi tekrarlayan ameliyat gereksinimi azaltilabilir ve

risk grubundaki populasyonda tarama testi olarak kullanilabilir.
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9. GONULLU BiLGILENDIRME FORMU

Bu calismaya goniillii olmaya karar verirseniz bu bilgilendirilmis olur (onay)
formunu imzalamaniz gerekecektir. Sadece kendi rizaniz ile hi¢ bir baski ve zorlama
olmaksizin, tan1 ve tedaviniz esnasinda tarafinizdan alinacak 7-10 cc.’lik kan 6rneginiz ile bu
bilimsel caligmaya katilmis olacaksiniz. Caligma ilerlerken eger gerekli goriiliirse ayrilan kan
orneklerinizde basta belirtilen parametrelerin disinda baska biyokimyasal testler de
caligilacaktir. Kan alma sirasinda kan alinan bdlgede aci, morarma, kanama ya da diger
rahatsizliklar meydana gelebilir, fakat bu giiclikklerin en aza indirilmesi i¢in Onlemler
almacaktir. Etik kurullar inceleme amaciyla medikal kayitlardaki kisisel medikal bilgilerinize
ve bu caligmadan elde edilen bilgilere erigebilirler. Medikal bilgilerinize erisim ¢alisma i¢in
gereken verilerin toplanmasi ve islenmesi ile sinirli olacaktir.

Arastirma amagli bu calismanin sonuglar1 bilimsel toplantilarda ya da yayinlarda
sunulabilir, ancak bu sunumlarda sizin kimliginiz ac¢iklanmayacaktir. Ayrica sizden aragtirma
ile ilgili olarak herhangi bir maddi talepte bulunulmayacak ve size de herhangi bir Ucret
o0denmeyecektir. Katilmaya karar verdikten sonra da herhangi bir zamanda bu c¢alismaya
katilma i¢in olurunuzu geri ¢ekebilir ve ¢alismadan ¢ikabilirsiniz. Bu karar medikal tedavinizi
etkilemeyecektir. Ayrica bu arastirmaya katilmaya karar verdiginiz takdirde ileriye doniik
olarak hastaliginiz hakkinda elde edilecek bilgilerle bilim diinyasini konuyla ilgili olarak
onemli derecede katki saglayacaginiz kesindir. Goniillii olmaya karar verdiginiz ve bu

bilgilendirilmis goniillii onay ve riza formunu imzaladiginiz takdirde yukarida yazilanlari
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okuyup kabul ettiginizi ve hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin ailenizin bilgisi dahilindesadece
kendi rizaniz ile karar verdiginizi onaylamis olacaksiniz.

Sayin Dr. Yasin Yitgin tarafindan 1.U. Onkoloji Enstitiisii Temel Onkolojive Uroloji
anabilim dalinda tibbi bir aragtirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki
bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimc1” (denek) olarak
davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmas1 gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuclarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel
bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli gliven verildi. Projenin yiiriitiilmesi
sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan ¢ekilebilirim. (Ancak arastirmacilar
zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan ¢ekilecegimi dnceden bildirmemin uygun
olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla
arastirmaci tarafindan arastirma dis1 da tutulabilirim. Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla
ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.
Ister dogrudan ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana
gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin
saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da
parasal bir yiik altina girmeyecegim). Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile
karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr. Yasin Yitgin (D),4142000/31832, Istanbul Tip
Fakiiltesi Uroloji Anabili Dalindan arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya katilmak
zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir
davranisla karsilasmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve
hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Bana yapilan tiim

aciklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi bagima belli bir diisiinme siiresi
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sonunda ad1 gegen bu arastirma projesinde “katilime1” (denek) olarak yer alma kararini aldim.
Bu konuda yapilan daveti biiylik bir memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

10. GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniilliiye aragtirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni

okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu

klinik arastirmaya kendi rizamla hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul

ediyorum.

Goniilliiniin Adi-soyadi, Imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar igin veli veya vasinin Adi-soyadi, Imzasi,

Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Aciklamalari yapan arastirmacinin Adi-soyadi, imzasi

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin Adi-

soyadi, Imzasi, Gorevi
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