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OZET

MESANE KANSERLI HASTALARDA SERUM HYALURONIDAZ
AKTIVITESI

Amag¢: Mesane kanseri (MK), iiriner sistemin en sik goriilen malignansisidir.
Hyaliironidaz (HYAL), ekstraselliller matriksin yapisal bileseninden biri olan
hyaliironik asidi (HA) pargalar. Calismada amacimiz MK ile HYAL aktivitesi
arasindaki iliskiyi arastirmak ve serum HYAL aktivitesi 6lglim yonteminin klinik ve

analitik performansini degerlendirmektir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamiz 43 MK hastas1 ve ayn1 semptomlara sahip ama MK
tanis1 almamigs 43 kontrol hastasini igermektedir. Gruplarda yas dagiliminin esitlenmesi
icin ug¢ degerler atildi. Sonugta 39 MK hastas1 ve 38 kontrol grubu ¢alismaya dahil
edildi. MK’nin prognostik parametrelerle iliskisi 43 MK hasta verisinden yapildi. MK
hasta ve kontrol gruplarinin karsilagtirmasi ise yas ve cinsiyet bakimindan eslestirilmis
grupta yapildi. Serum HY AL aktivitesi 6lglimiinde Morgan-Elson kolorimetrik tayin
yontemi kullanildi. Bu yontemde HA, HYAL ile pargalanir, kromojen 1 ve 2 olusur.
Dimetilamino benzaldehit ayiracinin eklenmesi sonucu kromojen 3 meydana gelir.

Olusan renk degisikligi 585 nm’de spektrofotometrik olarak tayin edilir.

Bulgular: MK hastalarinda serum HYAL aktivitesinin kontrol grubuna gére anlaml
yikseklik gosterdigi bulundu (p <0.05). Serum HYAL aktivitesinin MK’nin klinik
ve/veya patolojik evresi ile uyumlu olarak anlamli artig gosterdigi saptandi (p <0.05).
Serum HYAL aktivitesi sigara igenlerde, igmeyenlere gore daha yiiksekti (p <0.05).
Hasta ve kontrol gruplarini birlestirdigimizde (n = 86), serum HYAL aktivitesinin 55
yasin altinda, 55 yasindan biiyiik olanlara gore fark olmadig1 saptandi (p >0.05). Olgiilen
diger parametrelerde anlamli bir farklilik saptanmadi (p >0.05).

Sonu¢: Yontemin klinik performanst MK hastalarinin degerlendirilmesinde yararlh

olabilir. Yontem analitik performans agisindan da yeterlidir.

Anahtar Kelimeler: Hyaliironidaz, Hyaliironik asit, Mesane kanseri
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ABSTRACT

SERUM HYALURONIDASE ACTIVITY IN PATIENTS WITH BLADDER
CANCER

Aim: Bladder cancer (BC) is the most common malignancy of the urinary system.
Hyaluronidase (HYAL) degrades hyaluronic acid (HA), one of the structural
components of the extracellular matrix. Our aim is to investigate the relationship
between BC and HYAL activity and to evaluate the clinical and analytical performance

of serum HYAL activity measurement method.

Materials and Methods: Our study consisted 43 BC patients and 43 control groups
with the same symptoms but without BC. After the removal of outliers of the age data
of the groups, remained 39 BC patients and 38 control patients in the study. The
association between BC and prognostic parameters was obtained from 43 BC patient
data. All parameters were compared between age- and sex matched MK and control
groups. HYAL activity was measured by Morgan-Elson colorimetric method. In this
method, HA is degraded with HYAL, chromogen 1 and 2 are formed. Addition of
dimethylamino benzaldehyde solution was allowed to form chromogen 3. The resulting

color change was measured spectrophotometrically at 585 nm.

Results: Serum HYAL activity in BC patients was found to be significantly higher than
control group (p <0.05). Serum HYAL activity was found to be significantly increased
proportionally with the clinical and / or pathological stage of BC (p <0.05). Serum
HYAL activity was significantly higher in smokers than non-smokers (p <0.05). When
we combined the patient and control groups (n = 86), serum HYAL activity was no
significant difference in participants younger than 55 years old than those older than 55

years old (p >0.05). There was no significant difference in other parameters (p >0.05).

Conclusion: The clinical performance of the method may be useful in the evaluation of
BC patients. The method is also sufficient in terms of analytical performance

caharacteristics.

Key Words: Hyaluronic acid, Hyaluronidase, Bladder cancer
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1. GIRIS VE AMAC

Mesane kanseri (MK), mesanedeki normal transizyonel hiicrelerin malign
fenotip kazanarak kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi sonucu olusur (1). MK, iiriner
sistemin en sik goriilen kanseri olmakla birlikte diinya ¢apinda kansere bagli 6liimler
arasinda dokuzuncu sirada yer almaktadir (2). Bat1 lilkelerinde yapilan ¢aligmalara gore
MK siklik siralamasinda erkeklerde dordiincii sirada yer almakta ve tiim kanserlerin %5-
10’unu olusturmaktadir. Kadinlarda ise siklik bakimindan sekizinci sirada yer almakta
ve tiim kanserlerin %4’linii olusturmaktadir (3). MK, sanayilesmenin artmasi ve insan
omriiniin uzamasi ile birlikte insidansi artan kanser tiirlerinden biridir. MK nin, diinya
capinda erkekler icin 100.000'de 9 ve kadmlar i¢in 100.000’de 2 iken Avrupa
Birligi’nde bu oran, erkekte 27 ve kadinlarda 6 bulunmustur. 2008 yilinda, MK
Avrupa'da kansere bagli 6liimlerin en sik sekizinci nedeni olmustur (4). Tiirkiye’de ise
MK, tilke genelinde 6liime neden olan hastaliklar arasinda, 60 yas istii erkeklerde
onuncu (%]1.6), ayn1 yas grubundaki kadinlarda ise on dokuzuncu (%0.4) sirada yer
almaktadir (5).

Mukoza veya submukozaya smirli MK mevcut hastalarin yaklasik %75’ini
olusturur ve bunlara yiizeysel MK denir. Bu evrede olmayan MK’leri kas invaziv
mesane tiimorleri olarak isimlendirilmistir. Yiizeysel mesane tiimorlerinin yiiksek
prevalans ve diisiik progresyona sahip olmasi uzun siireli sagkalim olusturmaktadir. Kas
invaziv MK olan hastalar kansere 0zgii mortalite agisindan daha yiiksek risk
olusturmaktadir (6). Ik tan1 aninda MK’ nin %60-75’1 yiizeysel, %30’u kas invaziv ve
%15’inde metastaz saptanmasina ragmen, yiizeysel tiimorler her zaman invaziv hale
gecip yasami tehdit edebilecek duruma gelebilir (7).

Yiizeysel lezyonlar tedavi sonrasi tekrarlama egilimi gosterebilir. MK’nin
oldukga agresif dogasi sik takipleri zorunlu kilmaktadir (8). MK’li hastalarin tan1 ve
takibinde kullanilan rutin yontemler sistoskopi ve ultrasonografi (USG) esliginde
stipheli alan biyopsileridir. Sistoskopi ve biyopsi sayisini azaltmak, hastanin hayat
kalitesini bozmamak i¢in MK tanisinda invaziv olmayan tani ydntemlerinin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur (9-11).

Bir glikozaminoglikan olan hyaliironik asit (HA) fizyolojik 6zelliklerinin yan1

sira spesifik hiicre yiizey reseptorlerine (CD44, hyaluronektin vb.) baglanarak hiicre



adezyon, migrasyon ve proliferasyonunda rol alir. HA, hidrate edilince genisler, timor
hiicresinin migrasyonu i¢in bosluklar olugmasini saglar. HA ile zenginlesmis timor
matriksi i¢inde tiimor hiicresi, hiicre ylizey reseptorlerini kullanarak goc eder. Ayrica
timor hiicrelerini ¢evreleyerek immiin sistemden izole eder ve kemorezistan hale
gelmelerini saglar (12). HA'in bir endoglikozidaz olan hyaliironidaz (HYAL) (bir
glikozid hidrolaz ailesi (EC 3.2.1.35) tarafindan pargalanmasi sonucu anjiyogenik
ozellige sahip kii¢iik fragmanlar ortaya ¢ikmaktadir. HY AL, bircok hastalik ve kanserde
doku, serum ve idrarda farkli diizeylerde tespit edilmistir (13-16). HY AL tiimor dokusu
tarafindan salgilanir ve HYAL seviyesi tiimorlin invaziv potansiyeli ile korelasyon
gosterir (14, 15). Derece 2 (G2) ve Derece 3 (G3) MK’li hastalarin idrarlarinda HY AL
seviyelerinin 3-7 kat arttigi gosterilmistir (16).

Hyaliironidaz-1 (HYAL-1 ), MK’de salinan major HY AL’dir ve yiiksek dereceli
(G2, G3) MK ’lerde giivenilir bir belirtectir (17-19). HYAL-1; serum, plazma ve idrarda
tespit edilebilir (20). Mesane ve prostat kanserlerinde HYAL-1 mRNA ekspresyonunun
ve HYAL-1 akivitesinin arttig1 saptanmustir (21-24).

Bu caligmanin amaci; MK’de prognostik parametrelerle (tiimoriin klinik evresi,
timor boyutu, timor sayisi, tiimdoriin patolojik evresi) serum HYAL aktivitesi
arasindaki iliskiyi incelemektir. Ayrica HY AL 6l¢iim yonteminin dogrusallik, kesinlik,
duyarlilik, saptama sinir1, geri kazanim gibi analitik performans 6zellikleri ile receiver
operating curve (ROC) analizi, kesim degeri, duyarlilik, 6zgiilliik, olabilirlik oranlar

(likelihood ratio) gibi klinik performans 6zelliklerini degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. MESANENIN EMBRIYOLOJiSI, HISTOLOJISi VE ANATOMISI

Embriyonel hayatin dordiincii ve yedinci haftalar1 arasinda iirogenital septum,
kloakay1 anorektal kanal ve primitif iirogenital siniis seklinde boler. Kloakal membranin
kendisi de, onde iirogenital membran, arkada anal membran kalacak sekilde ikiye
boliiniir. Primitif tirogenital siniis li¢ kistmdan olusmakta olup, iistte olan en biiylik
pargast mesanedir (25).

Mesane icten disa sirasiyla epitelyal tabaka, lamina propria, muskularis propria
ve adventisya tabakalarindan olusur. Epitelyal tabaka endodermal, diger tabakalar
splanknik mezenkim kokenden gelisir (25).

Mesanede biri muskularis mukozaya digeri lamina propriaya yakin iki farkli
kapiller sistem vardir. Mesane epitelinde kapiller sistem bulunmaz (26). Bu durum
mesane tiimorlerinde, lamina propria invazyonunun énemini gostermektedir.

Mesanenin posterior yiizeyi, kadinlarda uterus serviksi ve vajina st kismu ile
komsudur. Erkeklerde, rektumla aralarinda vezika seminalisler ve vas deferensin
ampullalar1 bulunur.

Mesane tiimorlerinde, mesaneye komsu anatomik yapilarin (6zellikle posterior
yiizeyin komsulugu) kansere tutulmasi prognozu etkilediginden, mesanenin anatomik

iliskileri klinik agidan 6nemlidir.

2.2. MESANE KANSERLERI

2.2.1. Mesane Kanserinin Epidemiyolojisi, Insidans1 ve Prevalansi

MK, tiim diinyada goriilen kanserlerin %3.2’sini olusturan en sik goriilen yedinci
kanser olup, erkeklerde dordiincii, kadinlarda ise sekizinci sik goriilen organ kanseridir
(27). En yiiksek insidans gelismis iilkelerde goriilmekle birlikte, insidansi cografi
bolgeler arasinda degisiklik gostermektedir (2).

Tiirkiye’de ise, MK erkeklerde en sik gériilen iiciincii kanserdir (28). Ulkemizde
Kanser izleme ve Denetim Merkezi tarafindan izmir bélgesinde yapilan kanser insidans

ve epidemiyoloji ¢calismasinda MK insidansi erkeklerde %6.8 ile 2. sikliktaki kanser



olarak bulunmus; yine aynmi ¢aligmada erkek: kadin insidans oranlari 8.6: 1 olarak
bulunmustur (29).

MK c¢ocukluk donemi dahil her yasta goriilebilmektedir. Ancak genel olarak orta
ve ileri yaslarin hastaligidir. MK’ nin tan1 yasi erkeklerde ortalama 69, kadinlarda ise
71°dir. Ayrica MK insidans1 yasla birlikte artig gdsterir. Amerikan verilerine gore 60-
69 yas aras1 erkeklerde ve kadinlarda sirasi ile invaziv MK goriilme olasiligt %0.26 ile
%0.96 iken; 70 yas tizeri erkek ve kadinlarda oranlar sirasi ile %0.96 ile %3.41 dir (30).

Bir kanserin mortalite orani, o kansere bagli olarak 100.000 kiside o yil i¢ginde
gerceklesen Oliimlerin sayisidir. ABD’de 2015 yili igin tahmini yeni vaka sayis1 74.000
ve MK’den 6lecegi dngoriilen muhtemel vaka sayis1 16.000°dir. Yaslilardaki mortalite
oram daha yiiksektir. Ornegin; Amerika’da hastaliga baglh 6liim orani1 65-69 yaslari
aras1 erkeklerde %14, kadinlarda %18 iken, 80-85 yaslar1 arasindaki erkeklerde %30;
kadinlarda %37°dir. SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results Program)’e
gore MK’ nin bes yillik yasam beklentisi %79 dur (31).

Tan1 aninda vakalarin %35°1 lokalize evrede yakalanir ve %98’i epitelyal
kaynaklidir ve bunlarin da %90’1 iirotelyal (transizyonel) karsinomlardir. Yeni tan
almig vakalarin %70-80’1 non-invaziv veya erken invazivdir. Non-invaziv vakalar %50-
70 oraninda rekiirrens ve %5 oraninda kas invaziv hastaliga progresyon gosterir. Bu
nedenle 6miir boyu takip, ¢cok sayida endoskopik rezeksiyon ve intravezikal tedavi
gerektirdikleri i¢in, diinyada tiim kanserler i¢inde hasta bagina maliyeti en yiiksek

kanserlerden biridir (32).

2.2.2. Mesane Kanserinin Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

MK’nin etiyolojisine yonelik ilk tanimlamalar ve gozlemler 19. yiizyilin
sonlarinda sanayilesmenin artmasiyla ortaya ¢ikmistir. Agir ¢alisma sartlarinin yani sira
sanayilesme ile birlikte, bazi is kollarinda kimyasallara yogun maruziyet ve bu donemde
vakalarin artmasi endiistriyel kimyasallara olan ilgiyi 6n plana ¢ikarmistir. Buradan yola
cikarak MK ile iligkili tanimlanmis ilk etiyolojik faktor boya sanayisinde kullanilan
anilindir. Yirminci yiizyilla birlikte sigara kullaniminin artmasi ve zamanla tiitiindeki
toksik maddelerin onkojenik etkilerinin daha acgik bir sekilde tanimlanmasi ile
giiniimiizde tiitiin ve tiitlin mamiilleri MK etiyolojisinde en onemli faktor olarak

tanimlanmistir. Bunlarin diginda MK’nin gelisimi ve progresyonuna yol acan bir¢ok



faktor bulunmaktadir. Bunlari; hayat tarzi ile iligkili faktorler, ilaglar, cevresel faktorler,
mesleki maruziyet ile iligkili faktorler, tibbi 6zgegmis, herediter ve enfeksiyonlarla

iligkili faktorler olarak siralayabiliriz.

2.2.3. Mesane Kanserinin Semptomlari

MK’nin en sik goriilen semptomu agrisiz hematiiri olup, hastalarin %85'inde
gortiliir (33). Hematiiri, gros (makroskobik) veya mikroskobik olabilir. Mikroskobik
hematiiri hemen hemen biitiin hastalarda mevcuttur. Ileri yastaki ve 6zellikle erkek
hastalarda agrisiz gros hematiiri oncelikle akla MK’yi getirmelidir.

Bazi hastalar irritatif mesane semptomlari ile gelebilir. Bunlar sik idrara ¢ikma,
acil iseme hissi ve diziiri gibi semptomlardir. Irritatif mesane semptomlar1 ikinci en sik
goriilen gelis seklidir ve hastalarin %20'sinde goézlenir. Bu semptomlarin varligi
karsinoma in situ (CIS) ya da invazif MK’yi diistindiiriir (34).

Ureteral obstriiksiyona bagl siddetli bogiir agris1 ve akut piyelonefrit, iisiime
titreme goriilebilir. Diger semptomlar ise pelvik kitle ve lenfatik obstriiksiyona baglh
olarak goriilen lenfédemdir (35).

Cok nadir olarak da hastalar basvuru aninda ilerlemis hastalik belirtileri olan kilo

kaybi, abdominal agr1 ya da kemik agris1 ile bagvurabilirler.

2.2.4. Mesane Kanserinin Tanisi

Makroskobik hematiiri ve iirotelyal tiimor sliphesinde standart goriintiileme
caligmasi eskiden ekskretuvar tirografi iken giiniimiizde USG gibi kesitsel yontemlere
donlismiistiir. Mesane tiimoriinde standart degerlendirme yontemleri sistoskopi ve
biyopsi olmasina ragmen kesin evreleme ve tedavi plani i¢in goriintiileme yontemleri
onemlidir. Mesanedeki yiizeysel tiimorleri saptamak zor oldugundan radyolojik olarak
evrelendirmeleri zor olabilir. Bununla birlikte invaziv tirotelyal tiimoérlerde pelvik yan
duvar invazyonunun olmasi ya da lenfadenopatinin saptanmasi kritiktir ve bu hastalarin
klinik olarak evrelenmesi tek basina yeterli olmadigindan radyolojik goriintiileme

yontemlerine bagvurulmasi gerekmektedir.

2.2.5. Mesane Kanserinde Tiimor Belirtecleri
Tiimor belirteclerinin kullanim amact MK tedavisinde ve izleminde yarar

saglayarak sagkalimi arttirmaktir. Timor belirtecinin  klinik yarart prospektif,



randomize kontrollu ¢aligmalar ile kanitlanabilir. MK’ye yo6nelik bdyle bir biyobelirteg
heniiz tanimlanmamuistir. Bugiin MK ’nin noninvaziv bir fizik muayene yontemi yoktur.
Heniiz MK igin prostat kanseri tarama ve takibinde kullanilan prostat spesifik antijen
gibi bir biyobelirte¢ de yoktur. MK’lerin genel olarak gros hematiiri ile erken belirti
vermesi erken tespit agisindan yararlidir. Ancak risk gruplarinda, gerek aile hikayesi
olanlarda gerekse uzun yillar sigara i¢enlerde tarama yapilabilir. Bunun i¢in en faydali
ve noninvazif olan testler tam idrar tetkiki ve sitolojidir.

MK leri noninvaziv yoldan tespit etmek amaciyla idrara salgilanan protein ve
dokiilen hiicreleri inceleyen cesitli idrar belirtecleri vardir. Bu testlerin duyarliligi ve
ozgilligu aktif timorii olmayan ancak rekiirrens icin takip edilen hastalar ile diisiik
dereceli kanserli hastalarda daha diisiik bulunmustur (36). Viriesema ve ark., idrar
belirteglerinin sistoskopinin yerini alabilmesi i¢in en az %90 duyarliliga sahip olmasi
gerektigini bildirmistir. (37). Gliniimiizde mevcut idrar belirteglerinden higbiri %95
given araliginda %90 duyarliligi karsilamamaktadir. Tablo 1°de idrarda bakilan
belirteclerin duyarlilik ve 6zgiilliikleri gosterilmistir.

MK i¢in kullanilan veya kullanilma potansiyeli olan tiimdr belirtecleri asagida

verilmektedir.

Idrar sitolojisi:

Uriner sitoloji, diger tan1 ydntemlerine gére daha ucuz ve invaziv olmayan bir
yontemdir. Idrar sedimenti ya da mesane yikamasmnin mikroskobik incelenmesi ile
malign trotelyal hiicreler goriilebilir. Bununla birlikte idrar sitolojisi yliksek dereceli
timorii olan hastalarda bile %20 oraninda yanlis negatif sonug¢ verebilmektedir.
Urotelyal atipi, enflamasyon, pelvik radyoterapi ya da kemoterapiye bagl degisiklikler

idrar sitolojisini degerlendirirken yanlis pozitiflige neden olabilir (38).

Mesane tiimor antijeni (BTA):
Bu test kompleman faktoér H ile iligkili proteini belirler. Hasta basi test olarak
kullanilan formlar1 gelistirilmistir (39). Intravezikal tedavi, enfeksiyon ve tas yanlis

pozitif sonuca neden olabilir.



Niiklear matriks proteinleri (NMP):

Mitoz boliinme esnasinda hiicre ¢ekirdeginin seklini korumada gorevli niikleer
matriks proteinidir. Mitoz boliinmenin sik gergeklestigi epitelyal hiicrelerde ve agresif
olarak hizli ¢ogalan tiimor hiicrelerinde yaygin bulunur. MK, ¢ogunlukla iiroepitel
kaynaklidir ve NMP’nin hastalarin idrarinda saglikli bireylere gore 20 kat fazla
bulundugu gosterilmistir (40). Immiinokimyasal tekniklerle Slgiilebilmektedir. Aktif
iriner sistem enfeksiyonunda, bobrek tasinda, benign prostat hiperplazisinde, ve gross

hematiiride yalanci pozitif sonuglar vermesi testin duyarliligini diisiirtir (41).

Floresan in situ hibridizasyon (FISH):

Tlimor hiicrelerinin intraniikleer kromozamlara baglanan floresan olarak isaretli
DNA problari ile boyanarak tespit edilmesine ydnelik bir tekniktir. idrara dékiilen MK
hiicreleri floresan ile boyanir ve floresan mikroskopi ile incelenir. Andploidili hiicrelerin
sayisinin %10-20’den fazla olmasi durumunda FISH testi pozitif kabul edilir. MK
rekiirrensinin izlenmesinde FDA onayr almig olmasina ragmen, MK tanisi i¢in
anoploidili hiicre sayisinin kag olmasi gerektigi tartigilmaktadir. FISH testinin temeli
kromozomal anomolilige dayandigindan inflamatuar hiicre ile malign hiicre ayrimini

cok giizel degerlendirir (42).

Survivin:
Apopitozu inhibe ederek hiicrenin dmriinii uzatan bir proteindir. FISH teknigi

kullanilarak saptanabilir.

Urovisin:
FISH testinde oldugu gibi kromozom andploidi ve tiimor siipresor 9p21 gen
lokusunun kaybini saptamaya yoneliktir. FISH testinden farki, 6l¢iim mekanizmasinin

hibridizasyon yontemine dayanmasidir.

Telomeraz:
Kromozomlarin uglarinda bulunan telomerleri onaran bir enzimdir. Normalde
her hiice siklusundan sonra telomerin boyu kisalir ve hiicre 6liime dogru giderken,

telomeraz hiicrenin 6lmesini engellemek i¢in yikilan telomerlerdeki DNA’lar1 tamir



eder. Normal hicrelerde telomeraz inaktif iken kanserli hicrelerde aktivitesi
artmaktadir. Telomeraz aktivitesi molekiiler tani yontemleriyle (PCR, RT-PCR)

saptanmaktadir.

Sitokeratinler:

Epitel hiicrelerinin iskeletini olustutan hiicre i¢i proteinlerdir. Dolayisiyla epitel
hiicre farklilagsmasin1 gosteren belirteclerdendir. Mesane epitelinin idrara dokiilmesi
sonucunda idrarda yiiksek saptanabilir. Sitokeratin tespit yontemi, PCR ile mRNA

ekspresyonunun belirlenmesine dayanmaktadir.

Fibrin yikim iiriinleri:

Kanserli hiicrelerde damar duvar1 gegirgenligi normal hiicrelere oranla artmistir.
Bu gecirgenlik artisi, plazminojen ve fibrinojen gibi hiicre i¢i proteinlerin idrara
geemesini saglar. Ayrica fibrini yikan enzimlerden iirokinaz da idrarda bulunur.
Urokinazin gorevi, plazminojeni aktif formu olan plazmine déniistiirmektir. Plazmin,
fibrin ve fibrin yikim tirlinlerini pargalar. Fibrin yikim ftrlinleri lateks-agliitinasyon

analizi ile idrarda kalitatif olarak tespit edilebilir (43).

Tablo 1. Yiizeysel mesane kanserlerinde idrar belirteglerinin duyarlilik ve

ozgiilliiklerinin karsilagtirilmasi - Van Rhijn BW. et al’den.

Belirteg Medyan Duyarlilik Aralik( min. %- maks%) Medyan Ozgiilliik Aralik( min. %- maks%)

Sitoloji 48 31-100 94 62-100
BTA 50 28-80 86 66-95
BTA stat 70 24-89 75 52-93
BTATRAK 69 57-19 65 48-95
NMP-22 73 47-100 80 56-95
Telomeraz 75 7-100 86 24-93
Sitokretin-20 91 82-96 84 67-97
FISH 84 73-92 95 92-100



2.3.6. Mesane Kanserinin Siniflandirilmasi

MK ’leri mesaneyi olusturan tiim katlardan gelisebilir. Genel olarak epitelyal ve
nonepitelyal (mezenkimal) olarak siniflandirilirlar ve %95°1 epitelyal kokenlidir. Tablo

2’de mesanede goriilen epitelyal ve mezenkimal tiimorler gosterilmektedir.

2.3.7. Mesane Kanserinin Patolojik (Histolojik ) Evrelendirmesi

Histolojik derece, MK’de en Onemli prognostik faktordiir (44). Histolojik
derecelendirme nispeten siibjektiftir ve ayni1 patologun dahi aym tiimori farkl
zamanlarda farkli derecelendirebilmesi olasidir. Bu nedenle iirotelyal karsinomlarin
derecelendirilmesinde, subjektiviteyi azaltmayi amaglayan ve nispeten metrik verilere
dayandirilan ¢esitli derecelendirme sistemleri 6nerilmistir (45).
Tablo 2. Mesane kanserlerinin siniflandirilmasi - European Association of Urology
Guidelines 2016 edition’dan.

MEZENKIMAL
EPIiTELYAL TUMORLER TUMORLER
BenignTimorler Benign Tiimorler
Papilloma Leiomyom

Diisiik malignite potansiyelli papiller iirotelyal | Paragangliyom
timor Plazmositom
Hemanjiom

Soliter fibroz timor

Norofibrom

Lipom
Malign Tiimorler Malign Tiimorler
Urotelyal karsinom Rabdomyosarkom
Skuamdz hiicreli karsinom Leiomyosarkom
Adenokarsinom Lenfoma
Kiigiik hiicreli karsinom metastazlari Osteosarkom
Noroendokrin karsinom metastazlari Anjiosarkom
Karsinoid melanom Malign fibroz histiosarkom




WHO, 1973 yilinda, transizyonel hiicreli tiimorleri hiicresel atipi oranina gore
ti¢ derecede toplamistir. Bu sistem, genis ¢apli kabul goren ilk siniflama olmustur (46).

WHO/ISUP 1998 siniflama sistemine gore, papiller tirotelyal tiimoérler; DMP-
PUN (Diisiik Malign Potansiyelli Papiller Urotelyal Neoplazi), DD-PUK (Diisiik
Dereceli Papiller Urotelyal Karsinom) ve YD-PUK (Yiiksek Dereceli Papiller Urotelyal
Karsinom) olmak iizere ii¢ alt grupta toplanmistir. Bu siniflamaya yonelik, yeterince
kuvvetli veriler ile desteklenmedigine yonelik elestiriler tizerine, 1999°da WHO/ISUP
konsensus ¢aligmasi tekrar gerceklesmis ve papiller tirotelyal timérler igin; DMP-PUN,
derece 1, derece 2 ve derece 3 alt siniflarindan olusan siniflama sistemi kabul edilmistir.

Cheng ve arkadaglari, 2012 yilinda dort asamali bir derecelendirme
onermislerdir. Bu Oneriye gore, invaziv olmayan papiller iirotelyal karsinomlar dort
kategoriye ayrilmaktadir: Derece 1 {lirotelyal karsinom (diisiik derece), derece 2
iirotelyal karsinom (diisiik derece), derece 3 iirotelyal karsinom (yiiksek derece) ve
derece 4 iirotelyal karsinom (yliksek derece). DMP-PUN, bu dortlii siniflama igerisinde
grade 1 (diisiik dereceli) lirotelyal karsinom olarak tanimlanmustir (47). Farkli yillarda
yapilan ve yaygin kullanilan MK’nin histolojik siniflandirmasi tablo 3’te gosterildi.
Tablo 3. Mesane firotelyal karsinomlarinda farkli histolojik derecelendirme
sistemlerinin karsilagtirilmas1 - European Association of Urology Guidelines 2016

edition’dan.

1973 1998 1999
2004 WHO | 2012 Cheng ve Ark.
WHO WHO/ISUP WHO
Papillom | Papillom Papillom | Papillom Papillom
Derece1 |DMP-PUN DMP-PUN | DMP-PUN Derece 1
Derece 2 (Diisiik Derece)
Derece 1
Derece 2 | Diisiik Derece Diisiik Derece | Derece 3 (Yiksek
Derece 2
Derece)
Yiiksek Derece 4  (Yiiksek
Derece 3 | Yiiksek Derece |Derece 3
Derece Derece)
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DMP-PUN Dvisiik dereceli Yiiksek dereceli
2004 WHO [ T L ) |

Derece-1 Derece-2 Derece-3

1973 WHO [ I T 1

Sekil 1. WHO 1973-2004 patolojik evrelemelerinin karsilastirilmas1t — European
Association of Urology Guidelines 2016 edition’dan.

Tablo 4. 2009 TNM evrelemesi - European Association of Urology Guidelines 2016

edition’dan.

T-Primer Timor

Ta: Invaziv olmayan papiller karsinom
CIS: Karsinoma in situ

T1: Tiimor subepitelyal bag dokuya invaze
T2: Tiimor kas dokusuna invaze

T2a: Yiizeysel kas dokusu (i¢ yar1)

T2b: Derin kas dokusu (dis yar1)

T3: Timor perivezikal dokuya invaze

T3a: Mikroskobik olarak

T3b: Makroskobik olarak

T4: Timor asagidakilerden herhangi birine invaze
T4a:Prostat-uterus-vajina

T4b: Pelvik duvar-abdominal duvar

N: Lenf Nodiilleri

Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemez
NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: Pelviste tek lenf nodu metastazi var

N2: Pelviste birden ¢ok lenf nodu metastazi1 var

N3: Ortak iliak lenf nodlarina metastaz

M: Metastaz

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var
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2.3.8. Mesane Kanserinin Klinik Evrelemesi

Tedavi ve prognozun degerlendirilmesinde evreleme 6nemli bir yer tutmaktadir
(26). Evreleme hem homojen hasta popiilasyonundan olusan klinik ¢alismalarin dizayn
edilmesini, hem de farkli merkezlerden elde edilen klinik ve patolojik bulgularin
karsilastiritlmasini miimkiin kilar (48).

MK ’lerde evreleme, tiimoriin invazyon yapip yapmamasina ve bu invazyonun
derinligine gore belirlenir (49). “Union Internationale Contre le Cancer” (UICC)
tarafindan uygun bulunan ve genel olarak kabul géren 2002 TNM evrelemesi, 2009°da
giincellenmistir ve tablo 4’te gosterildi. Bu giincelleme lenf nodu tutulumu,

lokalizasyon ve tek/multiple tutulumu temelinde yeniden sekillenmistir (50).

2.4. HYALURONIK ASIT

Hyaliironat, hyaliironan olarak da bilinen HA yiiksek molekiil agirlikli, non
stilfate (siilfatsiz), lineer, dalsiz bir glikozaminoglikandir (51). HA; Karl Meyer ve John
Palmer tarafindan, 1934 yilinda ilk olarak sigir goziiniin vitr6z humorundan izole
edilmis ve adin1 yunanca camsi anlamina gelen hyaloid ve yapisinda bulunan tironik asit
kelimelerinden almistir (52). Takip eden yillarda HA hem cesitli 6karyot yapilarindan
hem de prokaryotlardan izole edilmistir. Biyokimya literatiiriinde viicutta mevcut
oldugu polianyonik formunu ifade etmek i¢in ‘hyaliironan’ terimi tercih edilir (53). HA,
sodyum tuzu olan sodyum hyaliironat adiyla ticari olarak da mevcuttur. Bununla beraber
genel olarak hyaliironan, sodyum hyaliironat ve HA literatiirde ayn1 anlami ifade etmek
icin kullanilir.

Glikozaminoglikan ailesinin bir {iyesi olan hyaliironan, birbirine glikozidik
baglarla bagli olan f-1,3-N-asetil-glukozamin  ve  f-1,4-D-glukronik  asit
molekiillerinden olusan bir makromolekiildiir (54,55).

HA’nin, diger glikozaminoglikan i{iyelerden bazi farklari vardir (56). Bu farklar
asagidaki gibi siralayabiliriz:

1) HA ¢ok uzun bir zincir yapisina sahiptir. 25 000 kez kadar tekrar edebilen
disakkarit birimi ile viicutta oldukca biiyiik boyutlarda bulunabilir. Degisik

uzunluklarda olabilen bu polimer, yiiksek molekiil agirlikli (YMA) hyaliironan zinciri
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ve YMA zincirin degisik boyutlarda par¢alanmasiyla diisiik molekiil agirlikli (DMA)
fragmanlara ayrilir (56-57).

2) Bir protein ¢ekirdege baglanma gostermediginden proteoglikan yapisi
olusturmaz.

3) Siilfat grubu icermez.

4) Diger glukozaminoglikanlar Golgi cisimciginde sentezlenirken HA, plazma

membraninin sitoplazmasinda sentezlenir (58).

2.4.1. Hyaliironik Asidin Sentezi

Viicutta hemen hemen biitiin hiicreler tarafindan sentezlenmesine ragmen
HA'nin sentezlenmesinde rol alan en Onemli hiicreler fibroblastlar, kondrositler,
sinoviyal hiicreler ve karaciger hiicreleri gibi mezensimal hiicrelerdir (59). Hiicre
membraniin i¢ kisminda yer alan hyaliironan sentaz (HAS) olarak adlandirilan
enzimler tarafindan tretilir. Sentezlenen HA, hiicre zarindaki por benzeri yapilardan

ekstraseliiler matrikse (ESM)'e salinir (54,60-62).

2.4.2. Hyaliironik Asidin Bulundugu Doku ve Organlar

Viicutta her yerde dagilmis olmasina ragmen en yiiksek oranda tiim dokularda
ESM’de bulunan diger glikozaminoglikanlar ile beraber ESM'nin temel zemin
maddesini olusturur ve tiim tiirlerde ayni, basit kimyasal yapiya sahiptir (56). Ayrica
periseliiler ve intraseliiler alanlarda da mevcuttur (63-64).

Ortalama 70 kiloda olan bir yetigkinin viicudunda yaklasik 15 g HA vardir.
Yapilan calismalarda tiim HA’nin yaklasik olarak yarisinin deride, %4’liik kisminin da
iskelet ve eklemlerde oldugu, geri kalaninin ise kaslar ve i¢ organlara esit miktarlarda
dagilmis olarak bulundugu gosterilmistir. En yiiksek HA derisimi gobek bagi, sinoviyal
stvi, deri ve vitreus cisimcigi gibi bag dokularinda bulunur. Akciger, bobrek, beyin ve
kaslarda da kayde de§er miktarlarda bulunurken karacigerde az oranda bulunur. En
diisiik derisim kan serumunda olmasina ragmen siroz, romatoid artrit, skleroderma gibi
enflamatuvar hastaliklarda ve gesitli kanser tiirlerinde serum HA seviyelerinde patolojik
artiglar olabilmektedir (64- 66).
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2.4.3. Hyaliironik Asidin Fizyolojik Onemi ve Fonksiyonu

HA’nin molekiil agirligi farkli doku ve sivilarda 1x10° ile 10" Da arasinda
degisiklik gostermektedir. Bu farkli molekiiler agirlik sayesinde HA bazi
makromolekiiller icin filtre olarak gorev yaparken aymi zamanda hiicre yiizey
proteinlerine ve diger matriks proteinlerine baglanabilmektedir.

Hacminin 1000 kat1 kadar su baglama kapasitesi sayesinde asir1 derecede
hidrofilik 6zelligi olan HA, su bagladik¢a viskoelastik 6zellik kazanir ve jelimsi bir hal
alir. Sahip oldugu bu benzersiz reolojik 6zelligi molekiile lubrikasyon 6zelligi de
kazandirir (54). Sok emici ve lubrikasyon saglama o6zelliklerinin yani sira polimere
oranla 1000 kat daha fazla su tutabilmesiyle HA; dermisin hacmini ve esnekligini artirir
(53, 54). ESM'nin ve periseliiler ortamin yapisal biitiinliigiiniin korunmasina yardimci
olur, vitr6z humorda ise su baglayarak kazandig1 genis hacim ve yogun kivam, yiizey
doldurucu 6zelligi saglamaktadir (57).

HA, sadece hiicresel davranislarda ve ESM biitiinliigiinii saglamada degil
hiicrelerin korunmasinda da etkili bir molekiildiir. Viral ve bakteriyel etkenlere karsi
hiicreleri korudugu goézlenmistir (56). Bunun disinda kartilaj gelisiminde, sinoviyal
stvinin devamliliginda ve yara iyilesmesinde 6nemli rolii vardir (55).

HA, hiicre yiizeyinde yer alan bir takim hiicre ylizey reseptorleri araciligi ile
hiicre-hiicre, hiicre-matriks etkilesimini saglayarak ve hiicre i¢i reaksiyonlari
tetikleyerek fonksiyonlar1 diizenler (57). HA igin spesifik olan CD44, Toll-4,
hyaliironan-media motilite reseptorii (RHAMM), lenfatik damar endotelial HA
reseptorii-1, endositoz i¢in hyaliironan reseptorii, ve layilin gibi ¢esitli hiicre yiizey
reseptorleri tanimlanmistir. Bu reseptorler i¢inde en fazla bilinenleri ise CD44 ve
RHAMM dir.

HA ayni zamanda aktif bir sinyal molekiildiir. Hiicrelerin; proliferasyonu,
apopitozu, migrasyonu, diferansiyasyonu ve morfogenezi i¢in ideal ortam olusturur.
Hiicrelerde migrasyon ve proliferasyon gibi fonksiyonlar1 6zel membran proteinleri
veya hyaladherin olarak adlandirilan 6zel proteinler ile gergeklestirir (65, 67). Dokular
arasinda molekiil transportunu kolaylastirir, molekiil agirlig1 yiiksek olan proteinlerin
dagilimin1 ve ozmotik basinci dengeler (56-57, 67).

HA ve fragmanlarinin tiimor gelisiminde de dnemli gorevleri vardir. Saglikl

epitel doku ile timor gelisiminin goriildiigli epitel doku arasinda HA yogunlugu ve
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molekiil agirlig agisindan ciddi fark oldugu goriilmiistiir. Ortamda HY AL enzimlerinin
artmas1 molekiiliin fragmanlarinin artmasi1 anlamina gelir. Bu fragmalarin artmasi timor
gelisimini tetikler ve artmis HA fragmanlarinin anjiyojenik etkisi tiimor metastazinin
gerceklesmesinde rol alir (62).

HA'nin eksikligi ise oOzellikle yogun ve molekiil agirligr yiiksek olarak
bulundugu dokularda, fonksiyon kaybina ve yapisal dejenerasyona neden olur.

Ozetleyecek olursak, onceleri HA ekstraselliiler matriksin pasif, yapisal bir
bileseni olarak disiiniilmekle birlikte, gilinlimiizde hiicre migrasyonu ve
morfogenezisinin de i¢inde bulundugu bazi biyolojik olaylarda dinamik olarak yer
aldigi bilinmektedir. HA aktif hiicre biiylime bdlgelerinde lokalize olan spesifik
reseptorlere de baglanabilmektedir. Bu reseptdrlerin, hiicre siklusunun ayrilma
periyoduyla iligkili oldugu ve bdliinmeyen hiicrelerde hi¢ bulunmadigi bilinmektedir.
Matriks polisakkariti olan HA hiicre farklilagsmasi, motilitesi ve hiicrelerin adherensi

(baglanmasi) iizerinde ¢ok onemli bir etkiye sahiptir.

2.4.4. Hyaliironik Asidin Metabolizmasi

HA, HYAL adi verilen enzimler tarafindan parcalanir. HY AL enzim grubunda
HYALL, HYAL2, HYALS3, P1ve PH20 gibi ¢esitli iiyeler mevcuttur (57). Her bir enzim
farkli molekiil agirhigina sahip HA'min farkli bolgelerde yikilmasinda rol alir. HYAL
enzimleri ile HA, DMA oligosakkarit birimlerine pargalanir. Tetrasakkarit seviyesinde
parcalanan HA lizozomda bulunan B-glukuronidaz ve [-N-asetil-glukozaminidaz
enzimleri vasitasiyla en kiigiik (monosakkarit) birimine ayrilir (54).

Lokal metabolizma ile HA yikiminin %20-30 kadar1 deri ve eklemlerde, geri
kalan1 ise lenfatik yolla olmaktadir. Kan dolagimina ulasan HA nin yaklasik %85-90’1
hepatik siniisoidal hiicrelerde katabolizmaya ugratilir. Bobreklerde yaklasik %10 kadar1

elimine edilir. Bununla birlikte, yalnizca %1-2 kadari idrarla birlikte atilir.

2.5. HYALURONIDAZLAR (HYAL)

1941 yilinda, Karl Meyer tarafindan HA’y1 parcalamasindan dolay1 enzime
HYAL ismi verilmistir (68).

Bunu izleyen yillarda HY AL’lar ¢ok sayida dokularda ve organizmalarda tespit

edildi. Ornegin bunlar baz1 bakteriler (bakteriyofaj-bakteriyel), patojenik mantarlar
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(Candida, Streptomisisler) ve omurgasiz hayvanlardir (kabuklular, bdcekler).
Omurgalilardaki HY AL’lar kertenkele ve yilan zehrinde, testislerde, karaciger, bobrek
ve lenfatik sistem gibi cesitli somatik dokularda bulunmaktadir. Izole edilmis
enzimlerin molekiiler kiitlesi, substrat spesifikligi, optimum pH’s1 ve substrat bozunum

mekanizmalari farklidir (69-71).

2.5.1 Hyaliironidazlarin Siniflandirilmasi

HYAL’lar i¢in ilk smiflandirma semas1 Karl Meyer tarafindan 1971 yilinda
kurulmustur. Katalitik mekanizmalarina gére HY AL tiirleri {i¢ ana aileye ayrilmaktadir.

1) Memeli HYAL’lar1 (EC 3.2.1.35)

2) Bakteriyal HY AL’lar (EC 4.2.2.1)

3) Siiliik, diger parazit ve kabuklu HY AL’lar1 (EC 3.2.1.36)

Meyer tarafindan kurulan HYAL’larin siniflandirilmasi enzimler ve tepkime
triinlerinin biyokimyasal analizine dayaniyordu (72). Molekiiler genetik analizi,
alternatif olarak, HY AL’larin amino asit dizisi homolojisine gore iki ana grup altinda

okaryotlar ve prokaryotlar olarak toplanabilirligini gostermistir.

Okaryot hyaliironidazlar:

Memeli Hyaliironidazlar1 (EC 3.2.1.35):

Son yillarda, insan genomunda birbirine yaklasik %40 benzer kimlige sahip alt1
HYAL gen dizisi, tespit edilmistir. Ug gen (HYAL1, HYAL2 ve HYAL3) 3p21.3
kromozomu {iizerinde Hyal-1, Hyal-2 ve Hyal-3 enzimlerini kodlarlar. Diger iki gen
(HYAL4 and PH20 (SPAM1)), Hyal-4 ve PH-20’yi kodlamak i¢in ve psddogen (yalanci
sozde gen) olarak ifade edilen (HYALP1) benzer sekilde 7q31.3 kromozomu iizerinde

yer alirlar.
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Hyaliironidaz-1 (HYAL-1):

HYAL-1 ilk kez insan plazmasindan izole edilmistir. HYAL-1 memeli
HYAL’larinin i¢inde baskin olan HYAL’dir ve plazmada, idrarda, yiliksek miktarda
karacigerde, bobreklerde, dalakta ve kalpte bulunmaktadir. HYAL-1 enzimi
lizozomlarda lokalizedir ve asidik pH’larda aktiftir (73).

2.6. KANSER VE HYALURONIDAZLAR

HYAL’lar, HA metabolizmasinda diizenleyici islevlerinden dolay:1 dikkat ve
Oonemi lizerine ¢ekmistir.

HYAL tarafindan yikilan HA oligosakkaritlerinin veya HA fragmanlarinin
anjiyogenezi arttirdigi gosterirmistir (74). Timor ekstrelerinde HA bozulmasindan
kaynaklanan daha kisa HA fragmanlar1 bulunmustur. Bu ¢alismalar, HA'nin sadece
kanser hiicrelerindeki habis oOzellikleri uyarmadigini, ayni zamanda bozunma
iirlinlerinin de anjiyogenezin uyarilmasi yoluyla tiimor ilerlemesini destekleyebilecegini
diistindiirmektedir (75).

Embriyonik gelisim, rejenerasyon ve iyilesme, kanser ve vaskiiler hastaliklarla
ilgili ¢alismalar, ¢ogalan ve go¢ eden hiicreleri ¢evreleyen periselliiler matrikslerin

HA'da oldukga zengin oldugunu gostermistir (76, 77). Buradan anlasilacagi iizere
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normal doku organizasyonu ve islevi igin HA sentezi ve yikimi arasindaki denge
onemlidir. HA yikimmin diger ESM molekiillerine kiyasla nispeten hizli oldugu
bulunmustur (77, 78). Bu gbézlemlerden yola ¢ikarak, patolojik kosullarda hizlanan HA
katabolizmasinin, HYAL aktivitesindeki artisa ve katabolik yol boyunca iiretilen
iirinlere bagli oldugu sonucuna varilabilir.

Yiiksek molekiiler agirlikli doku HA’lar1; kimyasal, mekanik veya normal doku
organizasyonunda gortildiigi gibi HYAL enzimleri ile yikilabilir. Reaktif oksijen tiirleri
(stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, 6zellikle hidroksil (OH) radikali) HA’nin
enzimatik olmayan yikiminda rol alirlar. Bu tip bozunma genellikle enflamasyon, doku

hasar1 ve kanserde ortaya ¢ikar (79, 80).

2.7. HYAL OLCUM YONTEMLERI

HYAL aktivite dl¢limleri; biyolojik, fizikokimyasal ve kimyasal yontemlere
ayrilabilir (81).

Biyolojik degerlendirmede, HY AL’in hayvan cildinde gec¢irgenligi arttirmasina
bagli olarak spesifik bazi boyalarm dokuda yayilma etkisi belirlenir (82). Bir
fizikokimyasal yontem olarak miisin piht1 6nleme testi, ¢ozeltilerde fibr6z piht1 halinde
bulunan hyaliironanin HYAL ile inkiibasyonundan sonra HYAL tarafindan yikimina
bagli olarak pihtilasmanin engellenmesi esasina dayanir (83). Her iki yontem de HYAL
aktivitesinin kantitatif tayini i¢in uygun degildir. Bu yontemler giiniimiizde olduk¢a eski
ve egzotik olarak kabul edilir ve bugiin artik kullanilmamaktadir.

Vizkozimetre, HY AL aktivitesinin 6l¢iilmesi ve hyaliironanin ortalama molekiil
agirliginin tahmini i¢in hala yaygimn olarak kullanilan bir fizikokimyasal yontemdir.
Yaygin kullanilmasina ragmen vizkozimetre tekniginin bazi dezavantajlari vardir.
Bunlar, viskozimetrede belirlenen HYAL aktivitesinin baglangictaki viskoziteye baglt
olmasi ve yontemin 1500 disakkarit tinitesinin altindaki HA’lar1 saptayamamasi, ayrica
viskozimetrinin hassasiyetinin kullanilan HY AL tiiriine bagli olarak degismesidir (84).

Tirbidimetrik yontemler, HYAL aktivitesinin ve enzim inhibisyonunun
belirlenmesinde kullanilan fizikokimyasal analizlerden biridir. ilk olarak 1944 yilinda
Kass ve Seastone tarafindan tanimlanmistir. Serumda enzimatik olarak yikilamayan
materyalin ¢okeltisi ve buna bagli olusan bulaniklik 6l¢iilerek HYAL aktivitesi
hesaplanir (85).
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Kimyasal olarak karbonhidrat polimerlerinin HYAL aktivitesi sonucu aciga
cikan indirgeyici uglar, sekerlerin indirgenmesine yonelik geleneksel kimyasal
analizlerle belirlenebilir (86). Daha spesifik olarak, indirgeyici ugta N-asetil-D-
glukozamin pargasinin saptanmasi da miimkiindiir. EIson ve Morgan 1933'te, asidik bir
p-dimetilaminobenzaldehit ¢ozeltisi  (Ehrlich reaktifi) ile kolorimetrik olarak
glukozamin ve kondrosaminin (galaktosamin) miktar tayinini yapmislardir (87). Bir yil
sonra, yazarlar yontemi modifiye etmislerdir (88). Bu nedenle yontem yaygin olarak
“Morgan-Elson reaksiyonu” veya “Morgan-Elson testi” olarak adlandirilmaktadir.
Reissig ve ark., Morgan-Elson yontemini pH, substrat konsantrasyonu ve kromojen
konantrasyonu degisiklikleriyle optimize etmislerdir (89). Bu degistirilmis versiyon,
temel olarak, bugiin hala sik kullanilan versiyonudur. Ozellikle serum veya plazmada
HYAL aktivitesini belirlenmek amaciyla bu protokole daha sonra bazi1 degisiklikler
yapilmistir (90, 91). Daha yeni modifikasyonlar, numunelerde proteinlerin neden
oldugu bulaniklig1 gidermeye yoneliktir veya alternatif olarak daha hassas olan floresan
6lgtimiine dayanmaktadir (92, 93).

HYAL derisiminin ELISA yontemi ile immiinokimyasal olarak tayin
edilebilmektedir (94). ELISA yontemi ile idrarda, dokuda, serumda MK ile HYAL
aktivitesini arastiran ve hastalarin HA diizeyleri ile kombine ederek degerlendiren
birgok ¢alisma vardir (14, 17-18). ELISA prensibinde monoklonal antikorlarla kapli
reaksiyon plagina numunedeki 6l¢iilecek ligand baglanir. Bu ortama daha sonra HRP
(Horseradish Peroxidase) enzimiyle isaretli ikinci bir monoklonal antikor baglanir.
Ortama kromojenik sollisyon eklenir. Enzim etkilesimi
sonucu olusan rengin siddeti ile Olgiilmek istenen HYAL’in konsantrasyonu
dogru orantilidir. ELISA yontemiyle HY AL sonuglari kiitle konsantrasyonu tizerinden

ng/mL olarak standart grafikten belirlenir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. HASTA VE KONTROL GRUPLARI

Calisma, Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Saglik Uygulama ve Arastirma
Merkezi T1bbi Biyokimya Béliimii’nde yapildi ve Uroloji Klinigi isbirligiyle yiiriitiildii.
Calisma protokolii hastane Tipta Uzmanlik Egitim Kurulu tarafindan onaylandi1 (Karar
No: 0575; ve 24.12.2014) (EK-1). Tiim hastalara ve kontrol bireylerine ¢alisma hakkinda
bildirim yapilds, tiim katilimcilarin s6zIi ve yazili onaylari alindi (Ek-2).

Calismanin hasta grubu, Temmuz 2017-Mayis 2018 tarihleri arasinda hematiiri,
irritatif mesane semptomlar1 veya alt {iriner sistem sikayetiyle Uroloji Klinigi’ne
basvuran ve ileri incelemelerinde MK tanisi konulan kisilerden segcildi. Calismaya yeni
tan1 almis veya tekrarlayan MK’si (rekiirrensi) olan 43 MK hastasi dahil edildi.
Karsilagtirma grubuna ise, klinige yine ayni semptomlarla basvuran ancak ileri
incelemelerinde MK tanis1 dislanan 43 kisi dahil edildi.

Baslangigta topladigimiz 43 hasta ve 43 kontrol grubunun demografik
ozelliklerinden yas dagilimi disinda benzerdi. Yas dagilimi HY AL aktivite diizeylerini
etkileyeceginden ve hasta ile kontrol grubunun ayni demografik 6zelliklere sahip olmasi
icin u¢ degerde bulunan yaslar ¢alismadan ¢ikarildi. Sonugta 39 MK hastast ve 38
kontrol grubu ¢alismaya dahil edildi. Tablo 5’de kontrol grubunun ve Tablo 6’da hasta
grubunun hem baglangigtaki [kontrol (n = 43) ve hasta (n = 43)], hem de yas dagilimini
bozan ug degerler ¢ikarildiktan sonraki [kontrol (n=39) ve hasta (n =38)] demografik
ozellikleri gosterilmektedir.

Kontrol ve MK hasta gruplarinin karsilastirilmasi ise yas ve cinsiyet bakimindan
eslestirilmis grupta yapildi. Hastalar1 evrelere ayirdigimizda bu sayilar daha da
azalacagindan hasta grubununun kendi ig¢inde karsilastirilmasi baglangicta topladigimiz
43 hasta lizerinden gergeklestirildi.

MK disinda baska kanseri olan ve HY AL aktivitesi yiiksek olabilecek karaciger
hastalig1, romatolojik hastaliklar, transplant, kollajen doku hastaligi, dermatolojik
rahatsizlig1 olanlar hasta ve kontrol grubuna dahil edilmedi. Ama serum HYAL
aktivitesini yiikseltme olasilig1 olan diabetes mellitus, hipertansiyon ve koroner arter
hastaligi, mevcut 43 MK hastamizin 27’sinde vardi. MK hasta sayimiz azalacagindan
baslangigta bu tli¢ hastaligi diglamadik. Kontrol grubunda ise bu ii¢ hastaligi disladik.

Calismanin sonunda kontrol ve hasta gruplari arasinda spektrum bias’in1 6nlemek i¢in
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bu ii¢ hastaligi da disladik. Sonucta 16 MK’I1 hasta kaldi. Yasa gore eslestirdigimiz 38
kontrol grubu ile 16 MK hastasinin serum HY AL aktivitesini karsilastirdik.

Ayrica 18 yas alt1 ve 80 yasin lstiinde olan hastalar ile hemolizli, lipemik ve
ikterik numuneler de ¢calismaya dahil edilmedi.

Kirk ti¢ MK hastasinin TNM evresi (klinik evre), grade evresi (patolojik evre);
TUR-M (trans iiretral rezeksiyon - mesane) ile tutulan odak sayisi ve kitlenin boyutu
bakildi. Hastalar tutulan odak sayisina gore multipl veya fokal; kitlenin boyutuna gore
>3 cm ve <3 cm seklinde siniflandirildi. Ayrica Avrupa Kanser Aragtirma ve Tedavi
Toplulugu (EORTC), kasa invazif olmayan MK’leri diisiik, orta ve yiiksek riskli olmak
tizere ti¢ grupta toplamistir. Tablo 7, EORTC risk simiflandirmasimi gostermektedir.
Kasa invazif olmayan MK’ler (n = 32), EORTC risk grubuna gore de gruplandirildu.

Tablo 5. Kontrol grubunun demografik 6zellikleri

KONTROL GRUBU n=43* n=3g**
Kadm; n (%) 7(16.28) 2 (5.26)
Erkek; n (%) 36 (83.72) 36 (94.74)
Yas, yil, x£s 52 £17yl 55 £17yl
Erkek vyas, yil; x £ s 59 £15yl 59 £15yl
Sigara paket yil, n (x + s) 28 (25 +23) paket/yl 25 (26 £ 21) paket/yll
Kilo x+ s 68.2£20.4 kg 69.4+17.5kg
Boyx£s 171£25.71 cm 170.3 +£22.18 cm
Viicut kitle indeksi x + s 23.32+£7.58 kgm2 24.02 + 6.82 kg/m2
ILK MUAYENEDEN SONRA PRIMER TANILARI

Uriner sistem enfeksiyonu (n) 13 10

Uriner sistem tag hastalig (n) 12 11

BPH (n) 5 5
Norojenik mesane (1) 4 4

Uretre darhg (n) 4 4

Aspirin kullanm sonrasi hematiiri () 3 2

Egzersiz hematiirisi () 2 2 J

* Baslangictaki hasta sayisi

** Yag dagilimindan ug veriler ¢ikarildiktan sonraki hasta sayist
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Tablo 6. MK hastalarinin demografik 6zellikleri

Kadin; n (%) 3 (6.98) 3 (7.69)
Erkek; n (%) 40 (93.02) 36 (92.31)
Yas, yil; x £ 63+ 13 y1l 61+ 13 yil
Erkek yas, y1l; x£ s 62+ 13 y1l 60+ 12 y1l
Sigara paket yil; n (X £ s) 33 (30 £ 25) paket/yil 30 (30 £ 26) paket/yil
DM (n) 6 5

HT (n) 17 16

KAH (n) 10 8

Astim (n) 3 2

KOAH (n) 3 2

Gut (n) 2 2
Hiperkolesterolemi (n) 4 3
Hipertrigrisedemi (n) 2 2

Bening prostat hiperplazisi 1 1

Anemi (n) 1 1

Inguinal herni ameliyati (n) 7 5
TUR-Prostat ameliyati (n) 1 1

FAKO ameliyati (n) 2 2
Kolesistektomi (n) 1 1

Giinliik su tiiketimi (L) x + s 1.82+0.82 L 1.78 £0.94 L
Kilox +£s 76.2 + 14.68 kg 74.1 +£12.87 kg
Boy x+s 159.8 + 34.22 cm 162.7 £ 28.76 cm
Viicut kitle indeksi x + s 28 +5.39 kg/m? 26,37 + 4,49 kg/m?
Tekrarlayan TUR-Mesane 6ykiisii (n) 10 9

Dengeli beslenen (n) 39 34

Et agirlikli beslenen (n) 3 3

Bitkisel agirlikli beslenen (n) 1 1

Ailede kanser 6ykiisii olan (n) 4 4

Yogun egsoz dumanina maruz kalan (n) 1 1
MESLEKLERINE GORE HASTA GRUBU

Ciftci 5 3

Mobilyaci 2 2

Marongoz 1 1

Kiimes hayvancilig1 (tavukculuk) 2 2
Benzinlikte isci 1 1

Kaynake1 1 1

Radyoloji teknisyeni 2 2

Insaat iscisi 3 3

Boyaci 2 2

Kuru temizlemeci 1 1

Serbest meslek 11 9

Diger meslekler™** 12 12

* Baslangictaki hasta sayist
** Yag dagilimindan ug veriler ¢ikarildiktan sonraki hasta sayist
***(antrendr, bahgivan, 6gretmen, astsubay, firinci, as¢1, veznedar, ev hanimi, aktarcrt)
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Tablo 7. EORTC risk siniflandirmasina gore disiik, orta, yiiksek riskli timorler -

European Association of Urology Guidelines 2016 edition’dan.

Primer, tek, Ta, G1 (diisiik dereceli), <3 cm,

Diisiik riskli timorler

CIS yok

Diger iki kategoride tanimlanmayan tiim tiimorler
Orta riskli timorler (diisiik ve ytiksek riske girmeyen)
Yiksek riskli timorler Asagidakilerden herhangi biri:

-T1 timor
-G3 (yliksek dereceli) timor
-CIS

-Cok sayida ve tekrarlayan ve >3cm olan

Ta, G1, G2 timorler

43 MK hastasi klinik evreye gore Ta (n=17), CIS (n=5), T1 (n =10), T2 (n =
9), T3 (n = 2) ve patolojik evresine gére (2004 WHO) papillom (n = 10), DMP-PUN (n
= 15), diisiik derece (n = 12), yliksek derece (n = 6) olarak gruplara ayrildi. Klinik
evreyle patolojik evrenin birlikte degerlendirilmesi Tablo 8’de gosterildi.

Tablo 8. Hasta grubunun klinik evresi (TNM) ve histolojik (patolojik) evresinin birlikte

degerlendirilmesi
Papillom (n:10) 9 1 0 0 0
DMP-PUN (n:15) 6 2 6 1 0
Diisiik derece (n:12) 2 2 3 5 0
Yiiksek derece (n:6) 0 0 1 3 2
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3.2. NUMUNELERIN ALINMASI VE HAZIRLANMASI

Kan numuneleri (serum ve plazma) hasta ve kontrol grubunda 10-12 saat a¢lig1
takiben serum icin jel ayiraghh 16x100 mm’lik Vacutainer SST tiiplerine (Becton
Dickinson); plazma i¢in EDTA igeren Vacutainer tiiplere (Becton Dickinson) alindi.
Hasta ve kontrol grubundan alinan kan numuneleri 30 dakika icerisinde 1300 g’de 10
dakika santrifiij edildikten sonra glikoz, iire, kreatinin, total protein, albiimin, ALT,
AST, sodyum, potasyum, kalsiyum, PSA ve hemogram testleri ¢alisilip, geri kalan

serum ve plazma numuneleri, HY AL aktivite 6l¢timii i¢in -80 °C’de saklandi.

3.3. KULLANILAN KiIMYASALLAR VE CIHAZLAR

e Rutin biyokimya testleri Roche Diagnostics-Cobas 8000 ¢702 analizoriinde
fotometrik yontemle calisildi.

e PSA testi, Roche Cobas 6000 e601 analizériinde immiinokimyasal olarak
elektrokemiliiminesan yontemle calisildi.

e Hemogram testleri Sysmex XN-3000 analizériinde ¢alisildi.

e Tiim bu testlerde tiretici firma kitleri kullanildi. Diizenli kalite kontrol islemleri
yapildi.

e HYAL aktivite 6l¢timii icin Novaspec 1l Spektrofotometre kullanildi.

3.3.1. KULLANILAN KiMYASALLAR
HYAL aktivite 6l¢limii i¢in gerekli kimyasal listesi asagidaki gibidir.

o D-Sakkarik asit 1,4-lakton (Sigma Aldrich, Kod: S0375, 2 g)

¢ %99 N-Asetil-D-gukozamin > %99 (Sigma Aldrich, Kod: A8625, 5 g)
¢ Hyaliironik asit sodyum tuzu F. streptococcus equi sp. (Sigma Aldrich, Kod:
H9390, 1 g)

e Potasyum tetraborat tetrahidrat (Sigma Aldrich, Kod: P5754, 500 g)

e DMAB (dimetil amino benzaldehid) (Merck Schuchardt, 250 g)

e Formik asit (Sigma Aldrich, Kod: F0507, 1000 mL)

eAsetik asit

eKonsantre hidroklorik asit (10 N)

eSodyum kloriir
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3.4. HYALURONIDAZ AKTIVITESI OLCUMU

Serum ve plazmada kolorimetrik HY AL aktivitesi 6lgiimii ilk kez, Morgan ve
Elson tarafindan yapilmistir (1933). Reissig ve ark. Morgan-Elson kolorimetrik tayin
yontemini 1955°te modifiye etmistir. Takahashi ve ark. 2003 yilinda Reissig yontemini
optimize etmislerdir. Biz ¢alisgmamizda, Takahashi ve ark.’nin optimize ettigi yontemi
kullandik.
Prensip: Substrat olarak kullanilan HA, numunedeki HYAL ile 37 °C ‘de 15 dakika
inkiibe edildi ve enzim reaksiyonunu durdurmak icin 5 dakika boyunca kaynar su
banyosunda isitildi. Reaksiyon ortami oda sicakligina getirildikten sonra iizerine alkali
ortamda tetraborat ayiraci eklendi, ardindan tekrar kaynar su banyosunda 3 dakika daha
tutularak Morgan-Elson renk reaksiyonuna gore kromojen 1 ve 2 konfigiirasyonunun
olusmasi saglandi. Tekrar soguk su banyosu ile oda sicakligina getirildikten sonra,
asidik ortamda kromojen 1 ve 2 konfigiirasyonu, kromojen 3 konfigiirasyonuna donerek
DMAB ayrrac ile tepkimeye girdi ve 20 dakika boyunca 37 °C'de inkiibe edildi.
Bulaniklig1 gidermek i¢in 10 dakika boyunca 4 °C'de 1500 g'de santrifiijden sonra, temiz
siipernatanin 585 nm'deki absorbansi, kore (blank) karsi olgiildii. Koriin hazirlanmasi
enzim reaksiyon karisiminin (numune) 0. dakikada inkiibe edilmesi disinda ayni sekilde

gerceklestirildi. HYAL ile HA’nin 37 °C'de olusturdugu renk Sekil 3’te gosterilmistir.

CH_OH CH, OH \ -
__OH OH 4 HO - OH
A " o - 100 °C, pH: 10,5
—_— — ¢
-ROH
HO HO H—0O MNH
MHCOCH., MNHCOCH,
i H,C =
[»]
W-Asetil glukozamin Morgan-Elson Reaksivonu
HCL ASIT N
ASETIK ASIT A S REs S
” Al N g s P 3
\/\\{ z' \)\« 7 2%, L NF - o
B R B Sy,
. -~ = = - - - \ /
w—L e . D .
Kromojen 1. 2 Kromojen 3 EKirmizi-Mor Renkli Uriin

Sekil 3: Hyaliironidaz ile hyaliironik asidin olusturdugu tepkime — Takahashi ve

ark.’dan.



3.5. AYIRACLARIN, SUBSTRAT VE STANDARTLARIN
HAZIRLANMASI

0.1 M tampon icinde 1.5 mg/mL HA iceren 0.1 M NaCI ve 1.5 mM D-

sakkarik asit 1,4-lakton pH: 3.9 substrat tamponunun hazirlamsi:

150 mg HA sodyum tuzu F. streptococcus equi sp, 584.4 mg NaCl (MA: 58.44
g/mol), 31.5 mg D-sakkarik asit 1,4-lakton (MA: 210 g/mol ) tartild1. 0.1 M formik asit
ile pH 3.9’a ayarlandi. Son hacim deiyonize su ilavesiyle 100 mL’ye tamamlandi.

0.8 M Tetroborat ¢ozeltisi PH 10.5 hazirlanisi:
12.22 g potasyum tetraborat tetrahidrat (MA: 305.5 g/mol) tartilarak 50 mL
deiyonize suya tamamlandi. Ek hig bir islem yapilmadan pH yaklagik 10.5 idi

DMAB ayiracinin hazirlanisi:

Stok DMAB ¢ozeltisi hazirlamak i¢in, 10 g DMAB tartilarak 100 mL (12,5 ml’si
konsantre (10 N) hidroklorik asit ve 87.5 mL’si asetik asitte ¢6ziildii. Stok DMAB 2
°C'de 1 ay stabildir. Her calismadan Once stok cozelti 1/9 oraninda asetik asitle

seyreltirerek taze DMAB ¢ozeltisi hazirlandi.

Standart hazirlanis:

25 mg N-Asetil D-Glukozamin 25 mL deiyonize suda ¢oziilerek 1000 mg/L
konsantrasyonda On standart hazirlandi. Bu standarttan seri diliisyonlarla 500, 200, 100,
50 mg/L N-Acetyl-D-glukozamin igeren standartlar hazirlandi. Sifir standardi sadece

deiyonize su igermekteydi.

3.6. HYALURONIDAZIN SPEKTROFOTOMETRIK OLCUMU

e Dondurulan serum ve plazma numuneleri oda sicakligina getirildikten sonra
vorteks karistirici ile karistirildi.

e 50 pL hasta serumu {izerine 250 pL substrat tampon eklenerek karigtirildi ve 37
°C'de 15 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda enzim reaksiyonunu durdurmak i¢in
5 dakika boyunca kaynar su banyosunda (95 — 100 °C'de) tutuldu.

e Ornekler soguk su ile sogutularak oda sicakligina getirildikten sonra alkali

ortamda tetraborat ayiraci ilave edilip karistirilmasinin ardindan tekrar kaynar
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e su banyosunda (95-100 °C'de) 3 dakika daha tutularak kromojen 1 ve 2
konfigiirasyonun olugmasi saglandi.

e Omnekler soguk su ile sogutularak oda sicakligma getirildikten sonra asit
cozeltisi icinde DMAB ayiraci eklendi ve karistirildi, 37 °C'de 20 dakika inkiibe
edildi.

e Bulaniklig1 gidermek i¢in 10 dakika boyunca 4 °C'de 1500 g'de santrifiij
edildikten sonra, temiz siipernatanin 585 nm'deki absorbansi, ayirag koriine karsi
olgtldi.

e Olgiilen standart absorbansi kullanilarak HYAL aktivitesi hesaplandi.

Serum ve plazma HY AL aktivite ¢calisma prensibi aynidir ve hem serum hem de plazma

icin HY AL aktivitesi ¢alisma prosediirii Tablo 9°da gosterilmistir.

Tablo 9. Serum ve plazma HY AL aktivitesi ¢alisma prosediirii

Numune (pL) Kor (uL) Standart (pL)

Numune (nL) 50 - -
Standart (pL) - - 50
Deiyonize su (pL) - 50 -
Substrat ¢ozelti 250 250 250
Inkiibasyon 37 °C, 15 dk

Su banyosu 95 -100 °C, 5 dk

Tetraborat ayiraci 100 100 100
Su banyosu 95 -100 °C, 3 dk

Dimetilamino benzaldehit ayiraci 1500 1500 1500
Inkiibasyon 37 °C, 20 dk

1500 g'de santrifiigasyon 4°C, 10 dk

585 nm' de kore karsi okuma
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Hesaplama:

€: NAG’nin 585 nm’deki molar absorbtivite katsayisinin hesaplanmasi:
A=ax b x ¢ formiiliinden
A: Absorbans
a: Molar absorbtivite katsayisi (g)
b: Isik yolu
C. Konsantrasyon
100 mg/L NAG standartimin absorbansi = 0.248 bulundu.
100 mg/L NAG (MA: 221.2 g/mol ) 452 umol gelir ve diliisyon orani da goz Giine
alindiginda (1900 pL toplam hacim, 50 uLL standart hacmi) 11.894 umol bulunur.
A=a X b x ¢ formiiliinden esitlige konuldugunda molar absorbtivite katsayis1 20 850

L.molt.cm™ olarak hesaplandi.

HYAL aktivitesi U/L (umol/dk/L)= (AA585/dk x 10% x VT) / (¢ x d x VS)
AA585/dk: dakikadaki absorbans degisikligi (AANUMUNE/dk — AAKOR/dk)
10%: mol/L’den pmol/L’ye déniistiirme faktorii

&: NAG nin 585 nm’deki molar absorbtivite katsayisi; 20 850 L.molt.cm™

d: 151k yolu (cm)

VT: toplam hacim

VS: numune hacmi

Verilen degerler denkleme yerlestirildiginde;

HYAL aktivitesi U/L (umol/dk/L)= (AA585/15 x 10° x 300) / (20 850 x 1 x 50)
HYAL aktivitesi U/L (umol/dk/L)= AA x 19.18

Sonuglar U/L olarak hesaplandi. Bir enzim {initesi 37 °C’de 1 umol substrati (NAG) 1

dk’da tiriine doniistiiren enzim aktivitesi olarak tanimlandi.
3.7.METOT PERFORMANSI CALISMALARI

Dogrusallik Calismasi
Dogrusallik caligmasinda yiiksek HYAL ve diisik HYAL igeren serum
havuzlar1 kullanildi. Yiiksek havuz, diisiik havuz ile 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 oraninda

karistirildi. Sonuglar lineer regresyon grafigi ve formiilii ile verildi.
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Kesinlik Calismasi

HYAL 6l¢iim yonteminin giin i¢i ve giinler arasi kesinlik (presizyon) ¢aligsmasi
icin diisiik, orta ve yiiksek diizeyde analit igeren serum havuzu olusturuldu. Serum
havuzlar1 40 es numuneye ayrilarak -80 °C’de saklandi. Kesinlik ¢alismasinda her giin
sabahtan 1 ¢ift numune (diisiikk, orta ve yiliksek konsantrasyondaki HYAL serum
havuzu) ve aksam 1 ¢ift numune (diisiik, orta ve yiliksek konsantrasyondaki HYAL
serum havuzu) ¢o6ziilerek (sabah — aksam farki 4 saat arayla) giinde iki kez ve her
caligsma ¢ift kez olacak sekilde yapildi. Bu islem art arda yirmi giin boyunca tekrarlandi.
Tim sonuglarin ortalama, standart sapma ve % varyasyon Katsayilari (%VK)

hesaplandi.

Geri Kazanim Calismasi

HYAL geri kazanim ¢alismasi i¢in diisiik ve yiliksek diizeyde HY AL igeren iki
ayr1 serum havuzu kullanildi. Diisiik ve yiliksek havuzlarin HY AL aktivitesi sirasiyla,
747 mU/L ve 8679 mU/L idi. Havuzlar 3Y:1D, 2Y:1D, 1Y:1D, 1Y:2D ve 1Y:3D
oraninda karistirilarak ayni anda ¢ift olarak calisildi ve % geri kazanim (recovery)
hesaplandi. Hesaplamada %R = olgiilen analit konsantrasyonu/beklenen analit

konsantrasyonu * 100 formiilii kullanildi.

Saptama Simirlar1 (Limit of Blank, LOB; Limit of Detection, LOD; Limit of
Quantification LOQ)
LOB, LOD, LOQ hesaplanmasinda 20 kez calisilan kér numune sonuglarindan
elde edilen ortalama (xkdr) ve standart sapmalar (skor) kullanildi.
LOB = xkor + 1.645*skor
LOD = xkor + 3.3*skor
LOQ = xkor + 10*skdr formiili ile hesaplandi.

Serum HYAL Aktivitesinin Receiver Operating Curve (ROC) Analizi,

Kesim Degeri, Duyarhlik, Ozgiilliik ve Olabilirlik Oranlar1 (Likelihood

Ratio)

ROC egrisinden Youden indeksi kullanilarak en uygun kesim degeri saptandi;
biyopsi sonuglar1 ve kesim degeri esas alinarak klinik duyarlilik, 6zgiilliik ve olabilirlik

oranlar1 hesaplandi.
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3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tanimlayic istatistiksel analizler [X, s, standart hata (SH), ortanca (M), ¢ceyrekler
arasi aralik (IQR), en kii¢iik ve en biiyiik degerler] yapildi. Gruplarin normal dagilim
gosterip gostermedigi Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi. Hasta ve kontrol
grubu arasindaki karsilagtirmalar, normal dagilim gosteren parametreler i¢in bagimsiz
Student t testi ile yapildi. Hasta ve kontrol i¢in serum-plazma arasinda anlamli fark olup
olmadig1 eslestirilmis Student t testi ile yapildi. Hasta verilerindeki degiskenlerin
cogunun normal olmayan dagilim gostermesi ve hasta grubunda alt gruplara ayirma
sonucu azalan hasta sayisi sebebiyle parametrik olmayan testler kullanildi. Klinik ve
patolojik evreleme ile risk skorlar1 arasindaki ¢oklu karsilastirmalar Kruskal-Wallis testi
ile ikili karsilastirmalar Mann Whitney U testi ile yapildi. Kategorik verileri
karsilastirmak i¢in Ki-Kare analizi yapildi. Istatistiksel anlamlilik igin p <0.05 kabul
edildi. Degiskenler arasindaki iliski Pearson korelasyon katsayisi ile degerlendirildi.
Tiim bu islemler i¢in "IBM SPSS for Windows versiyon 22.00" istatistik paket programi
kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. MK VE NORMAL BIiREYLERDE OLCULEN DEGiSKENLERIN

KARSILASTIRILMASI

MK ve kontrol grubunda glukoz, iire, kreatinin, total protein, albiimin, ALT,
AST, sodyum, potasyum, kalsiyum, hemoglobin ve total prostat spesifik antijen (PSA)
degerleri Ol¢iilmiistiir. Gruplarda bakilan tiim analitlerin normal dagilim gosterdikleri
Kolmogorov-Smirnov testi ile belirlendikten sonra (p >0.05) bagimsiz t-testi ile dlgiilen
analitller arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (p >0.05). MK ve normal bireyler
arasinda olgtilen degiskenlerin karsilastirilmasi ve tanimlayici istatistikleri Tablo 10°da

gosterilmistir.

42. MK VE KONTROL GRUPLARININ YAS VE CINSIYET

ACISINDAN DEGERLENDIRILMESI

Calismamizda MK ve kontrol gruplarinin yas dagilimi ve demografik bilgileri
Tablo 11°de verilmistir. Kolmogorov-Smirnov testi ile hasta ve kontrol grubunun yas
degerleri normal dagildigi belirlendikten sonra (p >0.05) parametrik testlerden bagimsiz
t-testi yapildi ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p >0.05).

Calismamizda MK ve kontrol gruplarinin cinsiyet dagilimi ve demografik
bilgileri Tablo 11°de verilmistir. Kolmogorov-Smirnov testi ile hasta ve kontrol
grubunun cinsiyet sayilariin dagilimmin normal oldugu belirlendikten sonra (p >0.05)
parametrik testlerden bagimsiz t-testi ile karsilastirildi ve gruplar arasinda yas acisindan
istatistiksel anlamli fark goriilmedi (p >0.05).

Gruplardaki kadm-erkek sayilar1 Ki-kare testi ile karsilastirildi ve gruplar

arasinda cinsiyet agisindan anlaml fark gériilmedi (p >0.05).
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Tablo 10. MK ve normal bireyler arasindaki degiskenlerin karsilastirilmasi

Glukoz (mg/dL) 94 + 10 mg/dL 104 + 44 mg/dL >0.05
Ure (mg/dL) 33 +21 mg/dL 42 + 22 mg/dL >0.05
Kreatinin (mg/dL) 1.13+£0.99 mg/dL  1.16 + 0.80 mg/dL >0.05
Total protein (g/dL) 7.33 £ 0.45 g/dL 7.26 £0.51 g/dL >0.05
Albumin (g/dL) 4.46 +0.35 g/dL 441 +0.46 g/dL >0.05
ALT (U/L) 25+ 29 U/L 18 + 10 U/L >0.05
AST (U/L) 21+ 13 U/L 20+ 16 U/L >0.05
Na (mmol/L) 139 + 3 mmol/L 140 + 2 mmol/L >0.05
K (mmol/L) 4.34 £ 0.36 mmol/L 4.43 £+ 0.43 mmol/L >0.05
Ca (mg/dL) 9.37+0.51 mg/dL  9.43 + 0.7 mg/dL >0.05
Hb (g/dL) 14.7 + 1.8 g/dL 14.1 +2.3 g/dL >0.05
Total PSA (ug/L)* 1.48 £ 0.80 ug/L 2.42+291 ug/L >0.05

X: ortalama, s:standart sapma
* Sadece erkeklerde bakildi MK (n = 36), konrol grubu (n =36).

Tablo 11. MK ve kontrol gruplarindaki hastalarin yas ve cinsiyet dagilimlar

MK (n=39) Kontrol (n=38) p
Yas, y1l; x+ s 61+ 13 yil 55+ 17yl >0.05
Kadin; n(%) 3(7.69) 2 (5.26) >0.05
Erkek; n(%) 36 (92.31) 36 (94.74) >0.05
Erkek yas, yil; x+'s 60 + 12 yas 56 + 14 yas >0.05

X: ortalama, s:standart sapma

32



4.3. MK VE KONTROL GRUBUNUN SiGARA ICiMi YONUNDEN

DEGERLENDIRILMESI

43 MK ve 43 kontrol grubunda sigara i¢en sirasiyla 33 ve 28 kisiydi. Sigara
kullannm1 yoniinden Ki-kare testi ile gruplar karsilastirildiginda sigara igen birey
sayisinda anlamli fark yokken (p >0.05) tiim gruplar birlestirerek serum HYAL
aktivitesi ile sigara kullanimi1 bagimsiz t-testiyle degerlendirildiginde sigara igen grupta
serum HYAL aktivitesi (mU/L ) daha yiiksek bulunmustur (p <0.05). Tablo 12°de MK
ve kontrol grubunun sigara kullanimi yoniinden demografik bilgileri verildi. Tablo 13°te
ise tiim gruplar birlestirildiginde sigara ile serum HY AL aktivitesi arasindaki iligki ve
Sekil 4°te de box-plot grafigi gosterildi.

Ug degerde gelen yas verileri ¢calismadan ¢ikarildiktan sonraki 39 MK ve 38
kontrol grubunda sigara igen sirastyla 30 ve 25 kisiydi. Sigara kullanimi1 y6niinden Ki-
kare testi ile gruplar karsilastirildiginda sigara icen birey sayisinda anlamli fark yoktu
(p >0.05) ve Tablo 11°de gosterildi. Baslangigtaki veriler hasta (n= 43) ve kontrol (n=
43) ile ug degerler atildiktan sonraki hasta (n= 39) ve kontrol (n= 38) gruplari
birlestirilerek sigara ile serum HY AL aktivitesi arasindaki iliski Tablo 12°de gosterildi.

Tablo 12. MK ve kontrol grubunun sigara kullanimi yoniinden degerlendirilmesi

MK (n:43) Kontrol (n:43) p MK (n:39) Kontrol (n:38) p
Sigara iciyor 33 28 >0,05 30 25 >0,05
Sigara i¢miyor 10 15 >0,05 9 13 >0,05
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Tablo 13. Tiim grubunun sigara kullanim1 yoniinden degerlendirilmesi ve serum HY AL

aktivitesi ile karsilastirilmasi

TUM GRUPLAR (n=86)*

SIGARA ICMEYEN (n:25) iCEN (n:61) P
SERUM HYAL(MU/L) x + s 1655 + 1062 2154 + 1146 <0.05
TUM GRUPLAR (n=77)**

SIGARA ICMEYEN (n:22) ICEN (n:55) P
SERUM HYAL(MU/L) x + s 1645 + 885 2140 + 1103 <0.05

X: ortalama, s:standart sapma
* baslangigtaki veriler n= 86 (43 MK, 43 Kontrol hastasi)
** ug veriler atildiktan sonra n=77 (39 MK, 38 Kontrol hastasi)
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4000,00=

3000,00—

2000,00-]

Serum HYAL aktivitesi (mUIL)

1000,00-

00—

i(;r-.ﬂEl‘v'EN i(;lIEN
SIGARA

Sekil 4: Tiim gruplardaki (n=86) sigara aligkanligi ile serum HY AL aktivitesi

arasindaki iliski

4.4. MK VE KONTROL GRUPLARI ARASINDA SERUM HYAL
AKTIiVITE OLCUMLERI VE KARSILASTIRILMASI

MK ve kontrol grubuna ait serum HY AL aktivitesi (mU/L) ortalamalari, standart

sapmalar1 ve p degeri Tablo 14’te gosterilmistir.
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Gruplar arasinda HYAL aktivitesi bagimsiz t-testiyle karsilastirildi ve
istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p <0.01) (Sekil 5).

Yasa gore eslestirdigimiz 38 kontrol grubu hastasi ile 16 MK hastasinin serum
HY AL aktivitesini karsilagtirdik. Tablo 14’te gruplarin ortalama serum HY AL aktivitesi
ve p degeri gosterildi.
Tablo 14. MK ve kontrol gruplarindaki serum HY AL aktivitesi

HYAL (mU/L) 2866 + 497 1109 + 683 <0.01
HYAL (mU/L) 2911 + 688 1109 + 683 <0.01

*Kontrol grubunda 16 hastanin HY AL aktivitesi <LOD (LOD = 901,05 mU/L) idi.

X: ortalama, s:standart sapma

5000,00

4000,00 =]

- -

2000,00
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T T
KONTROL HASTA

Sekil 5. MK ve kontrol gruplarindaki serum HY AL aktivitesi

° Kutudan 1.5 — 3 IQR (ceyreklikler aras1 aralik) uzaktaki degerler: u¢ deger



Tablo 15. MK ve kontrol gruplarindaki plazma HY AL aktivitesi

HYAL (mU/L) 2862 + 533 1088 + 606 <0.01

4000,00-] —_

o -

2000,00—
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1000,00-]

00|

T T
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Sekil 6. MK ve kontrol gruplarindaki plazma HY AL aktivitesi
° Kutudan 1.5 — 3 IQR (ceyreklikler aras1 aralik) uzaktaki degerler: u¢ deger

45. MK VE KONTROL GRUPLARI ARASINDA PLAZMA HYAL

AKTIVITE VE KARSILASTIRILMASI

MK ve kontrol grubuna ait plazma HY AL aktivite (mU/L) ortalamalari, standart
sapmalar1 ve p degeri Tablo 15°te gosterilmistir.

Gruplar arasinda HYAL aktivitesi bagimsiz t-testiyle karsilastirildi ve
istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p <0.01) (Sekil 6).

4.6. SERUM VE PLAZMA ARASINDA HYAL AKTIVITESI

MK’li hastalarin hem serum hem de plazma HYAL aktivite 6l¢iimii (mU/L)
arasinda anlamli fark olup olmadig1 bagimli grup t-testi ile degerlendirildi ve istatistiksel
olarak serum ve plazma HYAL aktivitesi arasinda anlaml fark saptanmadi (p >0.05).
Gruplarin ortalamalari, standart sapmalari ve p degeri Tablo 16’da gosterilmistir. Ayrica

box-plot sekli de Sekil 7°de gériilmektedir.
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Ayni sekilde kontrol grubundaki bireylerin serum ve plazmasi ele alindiginda,

serum ve plazma HYAL aktivitesi (mU/L) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi1 (p >0.05). Gruplarin ortalamalari, standart sapmalari ve p degeri Tablo

16’da gosterilmistir. Ayrica box-plot sekli de Sekil 8’de goriilmektedir.

Tablo 16. MK ve kontrol gruplarindaki serum ve plazma HY AL aktivitesi

Kontrol (n: 38)
Hasta (n: 39)

SERUM HYAL (mU/L) PLAZMA HYAL (mU/L) p
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2000,00—

1500,00—

HYAL aktivitesi (mUIL)

1000,00—

S00,00—

00—

1109 + 683 1088 + 606 >0.05
2866 + 497 2862 + 533 >0.05
SERLUM CONTROL PLAZMA

Sekil 7. . Kontrol grubunda serum ve plazma HY AL aktivitesi

4000 00—

=000 ,00—

HYAL aktivitesi (mUIL)
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T
SERLUM
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Sekil 8. MK hastalarinda serum ve plazma HY AL aktivitesi

° Kutudan 1.5 — 3 IQR (geyreklikler aras1 aralik) uzaktaki degerler: uc deger
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Sekil 9. TNM evresine gore MK’li hastalarin serum HYAL aktivitesi
° Kutudan 1.5 — 3 IQR (geyreklikler arasi aralik) uzaktaki degerler: u¢ deger

4.7. MK HASTALARININ HYAL AKTIVITESI iLE KLINIK EVRE

KARSILASTIRILMASI

43 MK hastasi klinik evreye gore Ta (n = 17), CIS (n=5), T1 (n=10), T2 (h =
9) ve T3 (n=2) olmak iizere 5 gruba ayrildi. Gruplarin serum HYAL aktivitesi (mU/L)
Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark saptandi (p <0.05). TNM Klinik evresine gore gruplar Sekil 9’da goriilmektedir.

4.8. MK HASTALARININ HYAL AKTIVITESI iLE PATALOJIK EVRE

KARSILASTIRILMASI

43 MK hastas1 2004 WHO patolojik evre siniflandirmasina gore papillom (n =
10), DMP-PUN (n = 15), diisiik dereceli (n = 12) ve yiiksek dereceli (n = 6) olmak iizere
4 gruba ayrildi. Gruplarin serum HYAL aktivitesi (mU/L) Kruskal Wallis testi ile
degerlendirildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptandi (p <0.05).

Patolojik evresine gore gruplar Sekil 10°da goriilmektedir.
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Sekil 10. Patolojik evresine gore MK’li hastalarin serum HY AL aktivitesi
° Kutudan 1.5 — 3 IQR (ceyreklikler aras1 aralik) uzaktaki degerler: u¢ deger

49. MK HASTALARININ HYAL AKTIVITESI ILE TUMOR

BOYUTUNUN KARSILASTIRILMASI

43 MK hastasina yapilan TUR-M sonuglarindan elde edilen verilerle timor
boyutu 3 cm’den biiyiikk (n = 16) ve kiigiik (n = 27) olmak tizere 2 alt gruba ayrildi.
Gruplarin serum HY AL aktivitesi (mU/L) Mann Whitney U testi ile degerlendirildi ve
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p >0.05). Timor boyutuna
gore gruplar Sekil 11°de goriilmektedir.

4.10. MK HASTALARININ HYAL AKTIVITE OLCUMLERI iLE

TUMOR SAYISININ KARSILASTIRILMASI

43 MK hastasina yapilan TUR-M sonuclarindan elde edilen verilerle tiimor
tutulum sayis1 ¢cok odakli (multipl) (n = 22) ve tek odakli (fokal) (n =21) olmak lizere
2 alt gruba ayrildi. Gruplarin serum HYAL aktivitesi (mU/L) Kruskal Wallis testi ile
degerlendirildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p >0.05).

Tlimoriin tutulum sayisina gore gruplar sekil 12°de goriilmektedir.
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Sekil 11. Tiimor boyutuna gore MK’li hastalarin serum HY AL aktivitesi

° Kutudan 1.5 — 3 IQR (geyreklikler arasi aralik) uzaktaki degerler: u¢ deger
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Sekil 12. Tiimdriin tutulum sayisina gére MK’li hastalarin serum HY AL aktivitesi

° Kutudan 1.5 — 3 IQR (¢eyreklikler aras1 aralik) uzaktaki degerler: u¢ deger

4.11. MK HASTALARININ HYAL AKTIVITESI iLE EORTC RiSK
SKORUNUN KARSILASTIRILMASI
Avrupa Kanser Arastirma Ve Tedavi Toplulugu (EORTC) kasa invaze olmayan

MK ’leri diisiik, orta ve yiiksek riskli olmak {izere 3 gruba ayirmaktadir.
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Sekil 13. EORTC risk skoruna gore serum HYAL aktivitesi

° Kutudan 1.5 — 3 IQR (ceyreklikler aras1 aralik) uzaktaki degerler: u¢ deger
* Kutudan 1.5 — 3 IQR (¢eyreklikler arasi aralik) uzaktaki degerler: asir1 u¢ deger

Bizim ¢alismamizda orta derece riskli grup yoktu. 32 MK hastasi diisiik riskli (n=11)
ve yiiksek riskli (n = 21) olmak iizere 2 gruba ayrildi. Gruplarin serum HY AL aktivitesi
(mU/L) Mann Whitney U testi ile degerlendirildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptandi (p <0.05). EORTC risk skoruna gore gruplar Sekil 13°te

goriilmektedir.

412. TUM GRUPLAR BIRLESTIRILDIGINDE OLCULEN

DEGISKENLER ARASINDAKI KORELASYONLAR

Hasta (n = 43) ve kontrol (n = 43) gruplarinda degiskenlerin ayr1 ayri ve
birlestirilerek hesaplanan korelasyon katsayilar1 ve istatistiksel onemleri EK 3, 4, 5 ve
6’da verildi.

MK hasta grubu (n = 43) kendi iginde degerlendirildiginde bulunan
korelasyonlar asagidaki gibidir:

Serum HYAL aktivitesi ile total PSA arasinda pozitif yonde zayif korelasyon
saptand1 (r = 0.257, p = 0.12). Serum HYAL aktivitesi ile aloumin (r =-0.226, p = 0.15)

ve potasyum (r = -0.309, p = 0.04) arasinda ise negatif korelasyon bulundu.

41



Klinik evre ile ALT (r = 0.230, p =0.14), AST (r = 0.232, p = 0.13) ve paket/y1l
sigara (r = 0.210, p = 0.18) arasinda pozitif yonde zayif korelasyon saptandi. Klinik evre
ile potasyum arasinda negatif yonde zay1f korelasyon bulundu (-0.256, p = 0.1).

Patalojik evre ile igilen paket/yil sigara arasinda pozitif yonde anlamli
korelasyon saptandi (r = 0.495, p <0.01). Patalojik evre ile potasyum arasinda negatif
yonde zayif bir korelasyon saptandi (r = -0.273, p = 0.08).

Timoriin tutulan odak sayisi ile sodyum arasinda negatif yonde bir korelasyon
izlendi (r =-0.252, p = 0.10).

Tiimdriin boyutu ile yas arasinda pozitif yonde zayif bir korelasyon vardi (r =
0.237, p=0.13). Tiimoriin boyutu ile {ire, kreatinin arasinda negatif bir korelasyon vardi
ve sirastylar =-0.204, p = 0.19r=-0.247, p = 0.11 dir.

EORTC risk skoru ile total PSA (r = 0.401, p = 0.03) ve viicut kitle indeksi (r =
0.308, p = 0.09) arasinda pozitif yonde korelasyon bulundu. EORTC risk skoru ile yas
(r =-0.277, p = 0.13) ve potasyum (-0.374, p = 0.04) arasinda negatif yonde zayif bir
korelasyon bulundu.

Sigara (paket/yil) ile kilo (r = 0. 284, p = 0.07) arasinda pozitif yonde zayif bir
korelasyon vardi. Buna ragmen sigara (paket/yil) ile albumin diizeyleri arasinda negatif
yonde zayif bir korelasyon bulundu (r =-0.215, p = 0.17).

Tiim gruplar birlestirildiginde (n = 77; 39 MK hastasi, 38 kontrol grubu) serum
HYAL aktivitesinin, tire (r = -0.247, p <0.05), potasyum (r = -0.253, p <0.05) ve
paket/yil olarak sigara kullanimi (r = 0.211, p >0.05) ile zayif bir korelasyon oldugu

goriildil.

413. YAS ILE HYAL AKTIVITE ARASINDAKI ILISKININ

KARSILASTIRILMASI

Tiim gruplar birlestirildiginde (hem MK (n=43) hem de kontrol grubu (n= 43))
yas ile HY AL aktivitesi arasinda korelasyonu yapildigina zayif pozitif yonde korelasyon
saptand1 (r=0,274; p = 0,01).

Tiim gruplardaki yaslar dekadlar halinde 20-30 (n = 11 ), 30-40 (n = 3 ), 40-50
(n=10), 50-60 (n =17 ), 60-70 (n = 23 ) ve 70-80 (n = 22 ) olmak {izere 6 gruba
boliinlip serum HYAL aktivitesinin normal dagildigi Kolmogorov-Smirnov testi ile

saptandiktan sonra (p >0.05) grup karsilagtirilmasi Anova testi kullanilarak yapildi ve
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gruplar arasinda serum HY AL diizeyleri arasinda anlamli fark bulunmadi (p >0.05) ama
gruplar 55 yastan biiyiik ve kiigiik olacak sekilde 2 alt gruba ayrilip bagimsiz t-testi ile
degerlendirildiginde de iki grup arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmadi (p

>0.05). Tiim gruplardaki serum HY AL aktivitesinin dekadlarla iliskisinin demografik

5000,00-

4000,00=

3000,004
2000,00
1000,00— *

iy

Serum HYAL aktivitesi (mUIL)

T T T T T T
20-30 30-40 40-50 S0-60 G0-70 T0-80
YAS

Sekil 14. Dekadlar ile serum HY AL aktivitesinin tiim gruplardaki iligkisi

ozellikleri Tablo 17°de ve box-plot grafigi Sekil 14’te gosterildi. Tim gruplar
birlestirildiginde 55 yas alt1 ve Gistiiniin serum HY AL aktivitesinin demografik bilgileri
Tablo 18’de ve box-plot grafigi Sekil 15°te gosterildi.

Tablo 17. Tiim gruplardaki serum HY AL aktivitesinin dekadlarla iligkisi

Yas Aralig 20-30  30-40 40-50 50-60 60-70 70-80

Yas Arahigi ortalama 27 35 45 55 66 75

Serum

HYAL(mU/L) 1473 1062 1924 1858 2134 2434 >0,05
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Tablo 18. Tiim gruplar birlestirildiginde 55 yas alt1 ve tistli serum HYAL aktivitesi

<55 yas (n:32) >5S5yas (n:54) p
yasx s 40+ 11 68+ 7 <0.05
SERUM HYAL (mU/L) 1838 +958 2110+ 1143 >0.05

X: ortalama, s:standart sapma

5000,00
g S
E
2
; 2000,00
s

YAS

Sekil 15. Tiim gruplar birlestirildiginde 55 yas alt1 ve {istiiniin serum HY AL aktivitesi

4.14. CINSIYET ILE SERUM HYAL AKTIVITE (mU/L) ARASINDAKI
TLISKININ KARSILASTIRILMASI

Tiim gruplar birlestirildiginde kadin (n = 10) ve erkek (n = 76) birey vardi. Kadin
ve erkek sayisi Kolmogorov-Smirnov testiyle normal dagilmadigi (p <0.05) ama serum
HYAL aktivitesinin normal dagildigi (p >0.05) bulunduktan sonra serum HYAL
aktivitesinin cinsiyet tizerindeki iliskisi Mann Whitney U testi ile degerlendirildi ve
istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p >0.05). Tablo 19’da serum HYAL aktivitesi
(mU/L) ve her iki cinsiyetin demografik bilgilerini icermekte ayrica Sekil 16’da box-
plot grafigi goriilmektedir.

44



Tablo 19. Tiim gruplar birlestirildiginde cinsiyete gére serum HYAL aktivitesi

Serum HYAL(mU/L)

Xt s 1893 + 999 20244 1095 >0.05
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E
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©
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1000,00—]
00—
KAIDIN ERI’(EK
CINSIYET

Sekil 16. Tiim gruplar birlestirildiginde cinsiyete gore serum HYAL aktivitesi

4.15. SADECE ERKEKLER ELE ALINDIGINDA SERUM HYAL

AKTIVITESININ MK VE KONTROL GRUBUNDA

KARSILASTIRILMASI

Caligmamizda kadin birey sayisi kontrol ve MK’li hasta grubunda sirasiyla 7 ve
3’tiir. Calismadan kadinlar1 ¢ikarip sadece erkekleri ele alacak olursak kontrol ve MK’li
hasta grubunda sirasiyla 36 ve 40’dir. Kolmogorov-Smirnov testiyle erkek sayisinin
normal dagildigi gozlendikten sonra (p >0.05) bagimsiz t-testi ile iki grubun serum
HYAL (mU/L) aktivitesi incelendiginde MK’li erkek hasta ile saglikli erkekler arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark bulundu (p <0.01). Tablo 20°de 40 MK ‘li erkek hasta
ile 36 saglikli erkek hastanin serum HYAL aktivitesini gostermektedir. Sekil 17°de ise
iki grubun box-plot grafigi goriilmektedir.
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Tablo 20. MK ve kontrol grubunda erkekler degerlendirildiginde serum HYAL
aktivitesi

ERKEK KONTROL x +5s (n:36) HASTA x + s (n:40) p
Serum
HYAL(mU/L) 1083 £ 705 2872 + 556 <0.01

X: ortalama, s:standart sapma
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Sekil 17. Sadece erkeklere bakildiginda MK ve kontrol grubunda serum HYAL
aktivitesi

° Kutudan 1.5 — 3 IQR (¢eyreklikler arasi aralik) uzaktaki degerler: u¢ deger

4.16. SERUM HYAL AKTIVITESI OLCUMUNUN PERFORMANS
OZELLIKLERI

4.15.1. Dogrusallik Calismasi

HYAL yiiksek serum havuzu (5872 mU/L) ve bundan elde edilen seri diliisyonlu
numuneler (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) dogrusallik ¢alismasi i¢in kullanildi. Yaptigimiz
dogrusallik ¢alismasinda yontemin 142-5872 mU/L arasinda lineer oldugu saptandi.

Sonuglar ve lineer regresyon grafigi tablo 21 ve sekil 18’de verilmistir.
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Tablo 21. Dogrusallik ¢alismasinda elde edilen HY AL aktivitesi ve seyreltme oranlari

HYAL aktivitesi (mU/L) Seyreltme oranlari
5872 1/1
2833 1/2
1455 1/4
721 1/8
464 1/16
142 1/32
7000
6000 y = 5833,2x

= R?=0,9991 ..

E 0007 e

oo T

E 3000 o

< e

22000 1 e

> R

T 1000 | e

. ®
0 [ ]
0 0,2 0,4 0,6 08 1 1,2

Diltisyon Orani
Sekil 18. Dogruluk ¢aligmasi sonuglarinin Lineer regresyon grafigi ve denklemi

y =0,0017x + 0,0448
R*=0,9932

2
1,8
1,6
1,4
1,2
1 o,
08 | e
o6 | e
0,4 R
0,2 _...'""'
0oe

0 200 4G0aG Konsanf™yonu (mg/BPO 1000 1200

Absorbans

Sekil 19. NAG konsantrasyon-absorbans lineer regresyon grafigi ve denklemi
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4.16.2. N-Acetyl-D-Glukozamin’in Standart Absorbans Egrisi
Seri diliisyonlarla hazirlanan N-Acetyl-D-glucosamine (NAG) standart

Olclimlerinin absorbans konsantrasyon grafigi Sekil 19°da gdosterildi.

4.16.3. HYAL Kesinlik Calismasi

CLSI EP-5A onerileri dogrultusunda HYAL aktivitesi kesinlik ¢alismast igin
hazirlanan ii¢ farkli konsantrasyondaki numuneler (diisiik, orta, yliksek) 20 giin boyunca
her giin 2 kez tekrarlanarak cift ¢alisildi. Ayn1 kilavuzdaki formiillerle giin ici, glinler
aras1 ve laboratuvar i¢i standart sapmalar1 ve %VK hesaplandi. Sonuglar diisiik seviye
icin; Tablo 22 ve 23’te ve 20 giinliikk dagilimlar1 Sekil 20’de orta seviye igin; Tablo 24
ve 25°de ve 20 giinliik dagilimlar1 Sekil 21°de yiiksek seviye i¢in; Tablo 26 ve 27°de ve
20 giinliik dagilimlar1 Sekil 22°de gosterilmistir.
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Tablo 22. HY AL diisiik seviye havuz kesinlik ¢alismasi ve sonuglari

SABAH AKSAM

Gunler 1-1. 6lcum | 1-2.6Icim JOCENEN 2-1. 6lcim [ 2-2.6lcim eI EEEMOMEIENE
1 2201,986755 2021,707138 2111,846946 2305,003679 2549,668874  2427,336277 | 2269,591611
2 2292126564 | 2382,266372 |  2337,196468 2343635026 2511,037528 2427,336277 | 2382,266372
3 1880,058867 | 1802,796174 [ 184142752 1931567329 1828,550405 1880,058867 | 1860743194
4 2279,249448 1931,567329 r 2105,408389 1983,075791 2124,724062  2053,899926 | 2079,654157
5 2626,931567 2562,54599 r 2594,738779 2124,724062 2279,249448  2201,986755 | 2398,362767
6 2807211185 | 2614,054452 [ 2710632818 3000,367918  2614,05445) 2807,211185 | 2758,922001
7 2253495217 | 2305003679 [ 2279249448 2626,931567 2562,54509 2594,738779 | 2436,994113
8 2420,897719 233075791 [ 2375827815 2227,740986 1841,42752 2034,584253 | 2205,206034
9 1854,304636 1789,919058 r 1822,111847 2201,986755 1905,813098 2053,899926 | 1938,005887
10 1918,690213 2060,338484 r 1989,514349 2021,707138 2111,846946  2066,777042 | 2028,145695
11 2279249448 | 2382,266372 [ 233075791 2253,495217 2356512141 2305003679 | 2317,880795
12 2562,54599 2433,774834 M 2498,160412 2227,740986 2408,020603  2317,880795 | 2408,020603
13 2330,75791 2549668874 |  2440,213392 2536791759 2472406181  2504,50897 | 2472,406181
14 2343,635026 2408,020603 r 2375,827815 2446,65195 2446,65195  2446,65195 2411,239882
15 2240,618102 2292,126564 r 2266,372333 2395,143488 2459,529065  2427,336277 | 2346,854305
16 2433774834 | 2511,037528 [  2472,406181 2562,54509 2588300221 2575,423105 | 2523,914643
17 2305,003679 233075791 [ 2317,880795 2292,126564 2343635026 2317,880795 | 2317,880795
18 2240,618102 2292,126564 r 2266,372333 2253,495217 2317,880795 2285,688006 | 2276,030169
19 2266,372333 2305,003679 r 2285,688006 2305,003679 2330,75791 2317,880795 2301,7844
20 2279249448 | 2253495217 |  2266,372333 2356512141 2292,126564 2324,319352 | 2295,345843

Ortalama 2290,8 2278,0 22844 2319,8 2317,2 2318,5 23015
5SS 230,39 239,562 225,46 242,69 240,71 224,65 206,41
%CV 10,06 10,51 9,87 10,46 10,39 9,69 8,97

Tablo 23. HYAL diisiik seviye havuz kesinlik ¢alismasi ve sonuglari

DUSUK SEVIYE HAVUZ
Calisma ici %CV
Ginler arast %CV

Caligsmalar aras1 %CV
Toplam %CV

. T
2:500 ‘ s ¢ © 1-1. Blci
2.000 7- 3“5 il Qggbm%gge * 1-2.8l¢iim

Diisiik Havuz Olgiim Sonucu

it e ® 2-1. dlgiim
1.500 ® 2-2.6lciim
1.000
500
Giinler
0

0123456 7 8 9101112131415161718192021

Sekil 20. HY AL diisiik seviye havuz kesinlik calismasi ve sonuglari
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Tablo 24. HYAL orta seviye havuz kesinlik ¢alismasi ve sonuglari

SABAH (mU/L) AKSAM (mUI/L) Total (mUIL)
Gunler [1-1. 8lctim|1-2.6lcum [OJREIEIMEl 2-1. dlcim [2-2.61ciim KeISCIENENOISCIEInE]

1 4404 4327 4365 4172 4224 4198 4282
2 4146 4288 i 4217 4558 4314 4436 4327
3 4790 4971 " 4880 4327 4172 4249 4565
4 4327 4404 " 4365 3863 3696 3779 4072
5 3863 3644 i 3754 4224 3953 4088 3921
6 4301 4134 i 4217 3940 4121 4031 4124
7 4018 4172 " 4095 3799 4018 3908 4002
8 3953 4301 i 4127 4262 4533 4398 4262
9 3425 3721 i 3573 4365 4481 4423 3998
10 3541 3155 " 3348 3490 3129 3309 3329
11 3528 3541 i 3535 3696 3335 3515 3525
12 3786 4095 i 3940 3747 3361 3554 3747
13 3606 4340 i 3973 3889 3683 3786 3879
14 3953 4391 i 4172 3953 3992 3973 4072
15 4043 4043 i 4043 3889 3940 3915 3979
16 3837 3812 " 3825 3928 4018 3973 3899
17 3799 3825 i 3812 3606 3760 3683 3747
18 3850 3889 i 3870 3953 3863 3908 3889
19 3696 3928 " 3812 3850 3734 3792 3802
20 3747 3786 f 3767 3863 3928 3895 3831

Ortalama | 3930,7 4038,3 3984,5 3968,7 3912,7 3940,7 3962,6

SS 336,10 393,46 344,13 270,65 363,91 303,72 279,80
%CV 8,55 9,74 8,64 6,82 9,30 7,71 7,06

Tablo 25. HYAL orta seviye havuz kesinlik ¢alismasi ve sonuglari

ORTA SEVIYE HAVUZ
Calisma ici

Ginler aras1 %CV

Caligmalar aras1 %CV
Toplam %CV

6.000
:g 5.000
S oo 08
:O Py s
N _4.000 =" S il ¢ 1-1. dlgiim
S & % g sﬁﬁg * 1-2.8I¢iim
T G e
I 53.000 © 2-1. 6lglim
.°_>’. § ® 2-2.6l¢lim
> “2.000
n
©
£ 1.000
(o]

0 iinler
01234546 7 8 9101112131415161718192021

Sekil 21. Hyal orta seviye havuz kesinlik ¢alismasi ve sonuglari
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Tablo 26. HY AL yiiksek seviye havuz kesinlik ¢alismasi ve sonuglari

SABAH AKSAM Total
Gunler 1-1. 6lciim [ 1-2.6lcim O REEUEE 2-1. 6lcim | 2-2.6lcim [ e I EMOMCE e

1 11551 11448 11499 11860 11641 11750 11625
2 12040 11808 r 11924 9529 8782 9156 10540
3 10740 10340 r 10540 11100 11538 11319 10929
4 9169 9387 r 9278 9787 10070 9928 9603
5 10920 10495 r 10707 9413 8550 8982 9845
6 9181 8293 r 8737 8499 9091 8795 8766
7 10855 10701 r 10778 10405 10611 10508 10643
8 9851 10199 r 10025 10379 10224 10302 10163
9 9632 8692 r 9162 9568 8821 9194 9178
10 10276 9156 r 9716 9954 9684 9819 9767
11 10727 9400 r 10063 10263 9272 9767 9915
12 11164 9555 r 10360 10430 9671 10051 10205
13 11332 11345 r 11338 11280 11203 11242 11290
14 10946 10933 r 10939 11589 11164 11377 11158
15 11564 11615 r 11589 11203 11332 11267 11428
16 11255 11512 r 11383 11718 11680 11699 11541
17 10946 11074 r 11010 10817 10997 10907 10958
18 10855 10740 r 10797 10881 6954 8917 9857
19 11164 11461 r 11313 11345 11370 11358 11335
20 11203 11332 r 11267 11448 11589 11519 11393

Ortalama 10768,5 10474,2 10621 4 105734 10212, 103928 | 105071

SS 777,15 1056,61 881,29 906,76 1321,93 1028,19 847,85
%CV 722 10,09 8,30 8,58 12,94 9,89 8,07

Tablo 27. HY AL yiiksek seviye havuz kesinlik ¢alismasi ve sonuglari

YUKSEK SEVIYE HAVUZ
Calisma ici

Giinler aras1t %CV

Caligmalar aras1 %CV
Toplam %CV

14.000

12.000 y
. 9% o 009029
S £ 10.000 < Qg Q'a * 11. Glgiim
- Ts. 3.000 + 12.6l¢iim
g g ® @ 21. 6lgiim
q>) v 6.000 @ 22.6lgiim
“ E
< :5 4.000
w 2
= :0
2 2.000

0 Glinle
01234567 8 9101112131415161718192021

Sekil 22. HYAL yiiksek seviye havuz kesinlik ¢aligmasi ve sonuglari

51



Tablo 28. HYAL geri kazanim galigmasi

Oran Beklenen deger (mU/L) Olgiilen deger (MU/L) R (%)
Y 8679

3Y/1D 6696 6735 100,57
2Y/1D 6035 5898 97,72
1Y/1D 4713 4752 100,82
1Y/2D 3391 3451 101,77
1Y/3D 2730 2563 93,86
D 747

Ortalama 98,95

D: diisiik, Y: yiiksek
4.16.4. Geri Kazamim Calismasi

HYAL i¢in tiim havuzlarin ortalamalar: {izerinden % geri kazanim (recovery)

98.95 hesapland1. Sonuglar Tablo 28’de gosterilmistir.

4.16.5. Kor, Tayin ve Tespit Simir1 (LOB, LOD, LOQ)

LOB, LOD ve LOQ hesaplanmasinda 20 kez calisilan kor numune
sonuclarindan elde edilen ortalama ve standart sapmalar kullanildi. K6r numunenin
ortalama (xkor) ve standart sapmasi (skor) sirasiyla 788 mU/L ve 34 bulundu (Tablo
29) ve diger hesaplamalar agagidaki formiillere gore yapilda.

LOB = xkor + 1.645*skor

LOD = xkor + 3.3*skor

LOQ = xkor + 10*skor

LOB, LOD ve LOQ degerleri sirastyla 844, 901, 1129 mU/L olarak hesaplandi.
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Tablo 29. HY AL kor okuma sinir1 (LOB) belirleme ¢alismasi

BLANK (mU/L)

1. 6l¢lim 759
2. 6l¢lim 824
3. 6l¢iim 772
4. 6l¢iim 772
5. Olglim 785
6. 6l¢liim 849
7. 6lgiim 811
8. Ol¢lim 786
9. 6l¢lim 746
10. 6lgiim 811
11. 6lgiim 862
12. 6lgiim 824
13. 6l¢lim 798
14. 6lgiim 734
15. 6lgiim 759
16. 6lgiim 786
17. 6lgiim 811
18. 6lgiim 746
19. 6lgiim 772
20. ol¢im 759
X 788,72
S 34,04
% VK 4,32

X: Ortalama, S: Standart sapma, VK: Varyasyon katsayisi
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4.16.6. Serum HYAL Aktivitesinin Receiver Operating Characteristics
(ROC) Grafigi, Kesim Degeri, Duyarhiig, Ozgiilliigii, Olabilirlik Oranlari
(Likelihood Ratio)

Biyopsi sonuglarina gore serum HY AL aktivitesinin (mU/L) ROC egrisi Sekil
23’te gosterildi. Egri altinda kalan alan (AUC) 0.97 bulundu. Tablo 30’da ise ROC
egrisinin koordinatlar1 verildi. Bu tablodan optimum cut-off degeri Youden’s indeksiyle
(( spesifite+ sensitivite)-1) belirlendi ve 2235 mU/L olarak bulundu. Bu kesim degerine
gore HY AL aktivitesinin hem duyarliligi hem de 6zgilligi %90°dir.

LR(+) = Sensitivite / (1-Spesipite); LR(-) = (1-Sensitivite) / Spesifite
formiiliinden hesaplanir LR(+) 9 ve LR(-) 0,1 bulundu.

Ayrica MK dis1 tiim hastaliklar dislandiginda kalan MK (n = 16) hastalari ile
yasa gore eslestirdigimiz kontrol grubu (n = 38) hastasinda da ROC analizini yaptik.
Biyopsi sonuglarina gore serum HYAL aktivitesinin (mU/L) ROC egrisi Sekil 24’te

gosterildi.
ROC EGRISi
1,0 -
0,8
X
E 0,6
g
T
o
5 0.4
0:27] AUC =0.970
(%95 CI = 0.94 — 1.00)
0,0 T T T T

0,0 0,2 0.4 086 08 1,0

1-Ozgiilliik

Sekil 23: Serum HYAL aktivitesinin (mU/L) ROC grafigi (n = 86; 43 MK, 43 kontrol

hastast)
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Sekil 24: Serum HYAL aktivitesinin (mU/L) ROC grafigi (n = 54; 16 MK, 38 kontrol

hastast)

Tablo 30. Serum HY AL aktivitesinin (mU/L) ROC grafiginin koordinatlari (n = 86)

ROC egrisinin koordinatlar

serumHYAL (mU/L) Duyarhhk 1- Ozgulluk serumHYAL (mU/L) Duyarhilik 1- Ozgulluk
114 1,00 1,00 2072 0,93 0,14
125 1,00 0,98 2235 0,91 0,09
163 1,00 0,95 2283 0,88 0,09
201 1,00 0,93 2312 0,88 0,07
240 1,00 0,91 2331 0,86 0,07
307 1,00 0,88 2417 0,84 0,07
365 1,00 0,86 2532 0,84 0,05
412 1,00 0,84 2580 0,79 0,05
460 1,00 0,81 2600 0,77 0,05
518 1,00 0,79 2619 0,72 0,05
576 1,00 0,77 2638 0,70 0,05
624 1,00 0,74 2676 0,67 0,02
662 1,00 0,72 2715 0,65 0,02
691 1,00 0,70 2744 0,60 0,02
729 1,00 0,67 2772 0,58 0,02
796 1,00 0,65 2820 0,58 0,00
892 1,00 0,60 2878 0,56 0,00
959 1,00 0,58 2907 0,53 0,00
998 1,00 0,56 2926 0,49 0,00
1036 1,00 0,53 2945 0,47 0,00
1074 1,00 0,51 2993 0,44 0,00
1103 1,00 0,49 3051 0,40 0,00
1132 1,00 0,47 3079 0,35 0,00
1161 1,00 0,42 3098 0,33 0,00
1180 1,00 0,40 3118 0,30 0,00
1247 1,00 0,37 3146 0,26 0,00
1324 1,00 0,35 3194 0,21 0,00
1362 1,00 0,33 3233 0,19 0,00
1410 1,00 0,30 3252 0,16 0,00
1449 1,00 0,28 3319 0,14 0,00
1468 1,00 0,26 3396 0,12 0,00
1487 1,00 0,23 3511 0,09 0,00
1525 0,98 0,21 3799 0,07 0,00
1631 0,98 0,19 4000 0,05 0,00
1717 0,95 0,16 4106 0,02 0,00
1832 0,95 0,14 4203 0,00 0,00,
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5. TARTISMA

Calisgmamizda MK hastalarinda ve ayni semptomlara sahip ama MK tanisi
almamis hastalarda serum HYAL aktivitesi 6l¢iildii. Bunun yani sira serum HYAL
aktivitesi Ol¢lim yOnteminin analitik ve klinik performansi degerlendirildi.
Calismamizda MK’s1 olan hastalarda serum HY AL aktivitesinin kontrol grubuna gore
yiiksek oldugu ve kanserin klinik ve/veya patolojik evresiyle uyumlu olarak artig
gosterdigi saptandi. Yontemin klinik performanst MK hastalarinin degerlendirilmesinde
yararli olabilir. Yontem analitik performans agisindan da yeterlidir.

MK, {riner sistemin en sik goriilen kanseri olmakla birlikte diinya ¢apinda
kansere bagli 6limler arasinda dokuzuncu sirada yer almaktadir (2).

MK, sanayilesmenin artmasi ve insan omriiniin uzamasi ile birlikte insidansi
artan kanser tiirlerinden biridir.

MK1i hastalarin tan1 ve takibinde kullanilan rutin yontemler sistoskopi ve USG
esliginde siipheli alan biopsileridir. Sistoskopi ve biyopsi sayisini1 azaltmak, hastanin
hayat kalitesini bozmamak i¢cin MK tanisinda invaziv olmayan tani yontemlerinin
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur.

Yiizeysel mesane tiimorlerinde progresyon ve rekiirensi Ongormek igin
kullanilan bir¢ok prognostik faktor test edilmistir (9-11). MK’de giiniimiizde mevcut
kullanilmakta olan belirteglerin basinda idrar sitolojisi, mesane tiimor antijeni, niikleer
matriks proteinleri, telomeraz, sitokeratinler (CK), fibrin ve fibrin yikim friinleri,
survivin, urovisin ve HA ile HYAL gelmektedir (95). Bu belirteglerin farkli avantaj ve
dezavantajlar1 vardir. Hepsinin de idrarda bakilmasi bir dezavantajdir. Idrar
toplamadaki standardizasyon zorlugu ve her bireyde idrarda atilan total protein miktari
farkli oldugundan idrarda bakilan belirtegler yaniltict sonug verebilir.

HA ile HYAL testi idrar, serum ve plazmada bakilabilmektedir (20). Birgok
hastalik ve kanserde doku, serum ve idrarda farkli diizeylerde HY AL tespit edilmistir
(13-15). Serum ve plazmada Olgiilen yiiksek duyarlilik ve ozgillige sahip MK
biyobelirteglerinin kullanilmasi MK’nin bilinen tani ve takibine yeni bir bakis agisi
kazandirabilir veya mevcut yontemlerle birlikte kullanilabilecegi gibi tek basina MK
tan1 ve takibinde daha etkili bir yontem olarak da calisilabilir. Giivenilir bir MK
belirteci, taramada, uygun tedavi yonteminin se¢iminde, tedaviye verilen yanitin

izlenmesinde, rekiirrensin takibinde ve prognozun 6ngoriilmesinde yarar saglayacaktir.
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HYAL’lar, HA metabolizmasinda diizenleyici islevlerinden dolay1 dikkat ve
Oonemi iizerine g¢ekmistir. HA'min bir endoglikozidazi olan HYAL (EC 3.2.1.35)
glikozaminoglikandaki B-1,4 glikozidik baglarin1 yikar, sonugta oligosakkaritler (tetra
ve hekza) olusur. En biiylik son ftriin olarak da indirgeyici terminalde N-
asetilglukozamin kalir.

En yaygin olarak kullanilan HY AL analizleri, N-asetil glukozamin olusumunun
veya HA yikimina bagh viskozite veya bulaniklik olusumunun OGlglimiine
dayanmaktadir.

Serum ve plazma HYAL aktivitesi i¢in biz bu ¢alismada, Takahashi ve ark.
kullandig1, indirgeyici terminalde olusan N-asetilglukozamin’in kolorimetrik yolla
saptanmasina dayanan yontemi kullandik (93).

Literatiirde, saglikli popiilasyon i¢in farkli serum HYAL aktivite degerleri
verilmektedir. Ornegin, Wilkinson ve ark. serum HYAL diizeylerini ortalama ve
standart sapma olarak 17.1 + 3.6 U/L olarak bulmusken, Natowicz ve ark. 4476 +1144
mU/L, Muckenschnabel ve ark. 1.4-1.8 U/L arasinda, Laudat ve ark. 9.3 + 1.7 UI/L,
Kucur ve ark. 2838 + 417.67 mU/L bulmuslardir (91, 96-99). Literatiirdeki bu
farkliliklar bizce kontrol grubunun 6zellikleri ve HY AL 6l¢iimiinde kullanilan yontem
farkliligindan kaynaklanmaktadir. Ayn1 yontemi kullanan (kolorometrik) makalelerde
bile ¢calisma prosediirleri arasinda fark vardir. Bu farkliliklar1 inkiibasyon siiresi ve
inkiibasyon sicakligi, substrat konsantrasyonu, unite hesapindaki kullanilan keyfi
birimler, ortamin pH’s1, santrifiij hiz ve siireleri, numune miktari olarak sayabiliriz.

Wilkinson ve ark. 37 °C'de inkiibasyon siiresini 24 saat tutmusken, Natowicz ve
ark., Laudat ve ark., Kucur ve ark. 37 °C'de 4 saat tutmuslardir (96-99). Takahashi ve
ark. ise 37 °C'de 15 dakika inkiibasyon siiresini kullanmiglardir (93). Cok uzun 6n
inkiibasyon siiresi enzimin inhibisyonuna yol agabilir ayrica sonu¢ verme siiresini
uzatarak tani ve tedaviyi geciktirebilir.

Makaleler arasindaki bir bagka farklilik ortamdaki substrat konsantrasyonudur.
HYAL enzimi substrat olarak HA’y1 kullanmaktadir. Wilkinson ve ark. 4 mg/mL;
Kucur ve ark., Natowicz ve ark., Laudat ve ark. 250 mg/L; Sharma ve ark. 50 mg/L ve
Takahashi ve ark. ise 1,5 mg/mL HA konsantrasyonu kullanmislardir.

Substrat konsantrasyonu enzim hizinmi etkiler. Enzimler igin rutin ¢alismalarda

yeterli substrat miktar1 10 Km’dir. HYAL 1, insan plazmasindan izole edilen ve
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karakterize edilen ilk somatik HY AL’dir ve tiiméorlerde eksprese edilen ve sadece asidik
pH'larda aktif olan ana HY AL’dir. HY AL enziminin pH= 3.9 daki Km’sinin 114 mg/L,
Vmax’1nin ise 5102 mU/L oldugu Natowicz ve arkadaslar1 tarafindan bulunmustur (97).
Buradan hareketle HYAL enzimi i¢in yeterli substrat konsantrasyonunun en az 1140
mg/L olacag diisiiniilebilir. Biz bu veriler dogrultusunda ¢alismamizdaki HA miktarini
1.5 mg/mL (1500 mg/L) olacak sekilde substrat tamponunu hazirladik ve 50 pL serum
ornegi kullandik. Bu miktar reaksiyon ortaminda 1250 mg/L substrat konsantrasyonuna
karsilik gelir.

Farkli makalelerde farkli serum HY AL aktivite degerleri bulunmasi yazarlarin
farkli tiniteler (keyfi iiniteleri, arbitrary units) kullanmasindan da kaynaklantyor olabilir.
Bonner ve Cantey yaptig1 bir calismada 0.1 mL hacimde 0.05 mg/mL bovine testikiiler
HYAL tarafindan ortaya cikan iirlin N-asetil glukozamin miktarma 1 U/L diye tarif
etmistir (91). Diger makaleler bir enzim tnitesini 37 °C’de 1 pumol substrat1 1 dk’da
tirline doniistiiren enzim aktivitesi olarak klasik tinite tarifini kullanmistir (89, 91, 97).
Biz de calismamizda bu tanimi kullandik ve iinite hesabini (HYAL aktivitesi U/L
(umol/dk/L))= (AAS585/dk x 10°® x VT) / (¢ x d x VS) formiiliinden yaptik.
Calismamizda € (NAG’nin 585 nm’deki molar absorbtivite katsayisi) 20 850 L.mol
!em™ bulundu. Buldugumuz molar absorbtivite katsayis1 Reissig ve ark. buldugu €
katsayis1 (21 000 L.molt.cm™) ile uyumludur (89). Wilkinson ve ark. 582 nm’de €
katsayisin1 1570 + 29.1 L.mol™.cm™ bulmuslardir (96).

Enzim analizlerinde enzimin optimum aktivitesi i¢in en uygun pH’da bir tampon
kullanilir. HY AL’in optimum pH’s1 i¢in yapilan ¢aligsmalarda kullanilan tampon pH’s1
2-5 arasinda degismektedir. Kucur ve ark.’lari, Natowicz ve ark.’lari, Laudat ve
ark.’lar’’da ¢alismalarinda pH: 3.9 kullanmislardir (97-99). Serum HY AL’1n optimum
pH’sinin, lizozomal enzimin pH’s1 (pH: 3.5) ile benzer oldugu ve testikiiler HY AL’ 1n
pH’sindan (pH: 4.5-6) farkli oldugu bildirilmistir (96). Biz yontemimizde pH: 3.9’u
kullandik. Serum HYAL aktivitesinin agirlikli olarak lizozomal kaynakli oldugunu
diistinerek bu pH’y1 tercih ettik. Farkli ¢aligmalarda testikiiler HY AL’ 1n aktif oldugu
pH araliginin kullanilmasi sonucu farkli degerlerin elde edilmesi olasidir.

Yine farkl ¢alismalarda 0.8 M tetraborat ¢6zeltisinin pH degerleri 9.5 ile 11
arasinda degismektedir. Calismamizda pH: 10.5 kullanildi. Kullandigimiz kimyasal ve

yapilan islem Takahashi ve ark. ile benzerdir (93). Muckenschnabel ve ark. alkali borat
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soliisyonunu borik asit (H3BO3), potasyum hidroksit (KOH) ve potasyum karbonat
(K2CO3) kullanarak hazirlamislar ve pH: 9.1°e ayarlamislardir (72). Reissig ve ark. ise
pH: 8.9’u tercih etmislerdir (89). Biz ¢alismamizda borat ¢6zeltisinin pH’sin1 9.1°¢
ayarladigimizda tetraborat ¢oziiniirliigiin daha az oldugunu goérdiik. Ayrica pH 9.1°de
saklama sirasinda kristallenme pH 10.5’e gore daha fazla idi.

DMAB ayiracinin  hazirlanisinda  da  farklilbiklar gbéze c¢arpmaktadir.
Inceledigimiz tiim makalelerde DMAB stok ¢ozeltisi, belli miktar DMAB’nin,
konsantre HCI asit ve asetik asit igceren ¢ozeltide ¢oziinmesiyle hazirlanir. Calisma
sirasinda stok ayirag, asetik asitle seyreltilerek taze kullanilir. Makaleler arasindaki
DMAB ayiracinin hazirlanisindaki fark DMAB miktarindan ve stoktaki konsantre HCI
asit ve asetik asit oranlarindan veya galisma ayiracinin seyretme oranindan kaynaklanir.
Sharma ve ark., 1 g DMAB’yi 1/9 oraninda HCl/asetik asit karisiminda ¢6zerek stok
hazirlamiglar ve ¢aligma sirasinda bu Stok’u 1/9 oraninda asetik asitle seyretmislerdir
(100). Reissig ve ark. 10 g DMAB’yi 12.5/87.5 oraninda HCl/asetik asit olacak sekilde
stok hazirlayip ¢aligma aninda stoktan 1/9 oraninda asetik asitle seyretmislerken (89),
Muckenschnabel ve ark. 20 g DMAB’yi 25/75 oraninda HCl/asetik asit olacak sekilde
stok hazirlayip ¢alisma aninda stoktan 1/4 oraninda asetik asitle seyretmislerdir (72).
Biz calismamizda stok ¢ozeltiyi 10 g DMAB’yi %12.5 10 N HCI ve %87.5 asetik asit
cozeltisinde ¢ozerek hazirladik, calisma sirasinda asetik asit ile 1/9 oraninda seyrelterek
kullandik.

Enzim reaksiyonunda tiirbiditeden kaynaklanan interferansi gidermek i¢in daha
onceki tiim makaleler santrifiigasyon yapilmasini Onermektedir. Ancak makaleler
arasinda santrifiij hizinda farkliliklar géze carpmaktadir. Muckenschnabel ve ark.
reaksiyon ortamini 4° C'de 6000 g’de 10 dakika santrifiij etmisken, Wilkinson ve ark.
1500 g’de 10 dakika, Takahashi ve ark. 18000 g’de 10 dakika santrifiij etmislerdir (91,
93, 96). Uzun siire yiiksek devirde ¢alismak hem zaman alicidir, hem de kullanilan
tiiplerin kirilma ihtimalini arttirabilir. Biz 6000 g’de 10 dakika ve 18000 g’de 10 dakika
santrifiij islemi sonrasinda siipernatanlarin spektrofotometrik okumalarinda fark
olmadigm tespit ettik; bu yiizden santrifiij hizinda Takahashi ve ark.’nin ¢alismasina
uymadik Wilkinson ve ark. gibi 10 dakika boyunca 4 ° C'de 1500 g'de santrifiij ettik.

Calismamizin hasta ve kontrol grubu, hematiiri, irritatif mesane semptomlari

veya alt iiriner sistem sikayetiyle Uroloji Klinigi’ne basvuran kisilerden segildi. Hasta
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grubu ileri incelemesinde MK tanis1 konulan 43 kisiden olusmaktaydi (40 E, 3K). Bu
kisilerin demografik 6zelliklerini inceleyecek olursak 17’sinde hipertansiyon, 10’unda
koroner arter hastaligi, 6’sinda diabetes mellitus, 3’iinde astim, 3’iinde kronik obstriiktik
akciger hastalig1 ve 2’sinde gut hastaligi mevcuttu. HY AL aktivitesi yiiksek olabilecek
bagka tiimor tanisi konulan, karaciger hastaligi, romatolojik hastaliklar, transplant
hastalari, dermatolojik rahatsizlig1 ve kollajen doku hastalig1 olanlar hasta ve kontrol
grubuna dahil edilmedi.

Calismamizin kontrol grubu, 7’si kadin, 36’s1 erkek olmak {izere 43 kisiden
olusmaktadir. Kontrol grubu da klinige ayni semptomlarla bagvuran hastalardan
olusturulmustur. ileri incelenmede, kontrol grubunda 13 iiriner sistem enfeksiyonu, 12
iriner sistem tas hastaligi, 5 bening prostat hiperplazisi, 4 nérojenik mesane, 4 iiretra
darligi, 3 aspirin kullanimina bagli hematiirii ve 2 egzersiz hematiirisi saptandi.

MK riskini arttirdigr bilinen meslekler; oto sanayi is¢ileri, boyacilar, kamyon
soforleri, matkap operatorleri, deri iscileri, metal is¢ileri, tornacilar ve organik
kimyasallar iceren mesleklerde calisan kuru temizleme is¢ileri, kagit sanayi calisanlari,
halat ve sicim yapim iscileri, dis teknisyeni, berber ya da giizellik uzmanlari, doktor,
giyim sanayi calisanlari ve tesisatgilardir (101). Bizim hasta grubumuzun meslekleri
sorgulandiginda risk grubuna giren mesleklerde ¢alisan 10 kisi vardi ve meslekleri
mobilyaci, marongoz, benzinlikte isci, kaynakei, saglik teknisyeni, boyaci, kuru
temizleme ¢aligsan1 idi. Ayrica 11 kisi meslegini serbest meslek olarak tanimlayip farkl
islerle mesgul olduklarmi ama genel olarak sanayide is¢i olarak ¢alistiklarin
belirtmistir. Az sayidaki hasta grubundan elde edilen bu veriler bile, MK’nin meslekle
iliskisinin ne denli biiyiik boyutlarda oldugunu gozler 6niine sermektedir.

Meslegi sanayide kantar iscisi olan bir MK hastasinin yogun egsoz dumanina
maruz kalma Oykiisii mevcuttu. Cevresel faktorlerden egsoz dumanina asirt maruz
kalmak da MK riskini arttirmaktadir. Ayrica sehirde yasamak da hava kirliligi yoniinden
MK riskini arttirmaktadir. Bizim hastalarimizin 33’ anamnezinde Ankara’da
ikametgah ettigini belirtmistir.

Radyasyon ve kemoterapiye bagl tespit edilen MK’larmn, ¢ogu zaman yiiksek
dereceli ve lokal invaziv oldugu goriilmiistiir (102). Hasta grubumuzdaki iki kisi emekli
radyoloji teknisyeniydi. Buradan yola ¢gikarak maruz kalinan radyasyon ile MK arasinda

iliski oldugu yorumu yapilabilir.
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MK’11 hastalarin birinci derece akrabalarinda MK gelisme riski, aile dykiisii
olmayan kisilere gore iki kat fazladir (103). Bizim hasta grubumuzdan 4 kiside birinci
derece akrabalarinda kanser tanis1 konulmustur. (iki hastanin babasinda, bir hastanin
agabeyinde, bir hastanin annesinde).

Tiiketilen toplam sivi miktart ile, MK gelisimi arasinda celigkili sonuglar
mevcuttur. Bazi calismalarda pozitif iligki saptanmisken, bazi c¢aligmalarda iligki
bulunmamasina ragmen yiiksek miktarlarda siv1 tiiketiminin, idrardaki metabolitleri
sulandirdigi ve idrara c¢ikma sikligimi arttirdigl, dolayisi ile mesane epitelinin
kanserojenlerle temasini azalttigindan MK ’ya kars1 koruyucu oldugu yoniinde yorumlar
yer almaktadir (104, 105). Bizim hasta grubumuzda giinliik tiiketilen su miktar
ortalama ve standart sapmas: 1.82 + 0.82 L’dir.

Yeni tan1 almis MK vakalarin %70-80’i non-invaziv veya erken invazivdir (27,
28, 32). Non-invaziv vakalar %50-70 oraninda rekiirrens ve %5 oraninda kas invaziv
hastaliga progresyon gosterir (32). Bizim ¢alismamizda yilizeysel MK tanisi alan 32
hastanin 8’inde (%25) rekiirrens mevcuttu. Calisma grubumuzda yiizeysel MK tanisi

alan hasta sayisi az oldugundan yiizdelik degerimiz literatiirden diisiik olabilir.

5.1. MK VE KONTROL GRUPLARINDAKI SERUM VE PLAZMA

HYAL AKTIVITESININ KARSILASTIRILMASI

MK (n= 39) ve kontrol grubuna (n=38) ait serum HYAL aktivite 6lgiimiiniin
ortalamalar1 ve standart sapmalari sirasiyla 2866 + 497 mU/L, 1109 + 683 mU/L
bulundu. Hasta grubunda serum HYAL aktivite diizeylerinin kontrol grubuna gore
anlamli yiiksek oldugu goriilmektedir (p <0.01).

Numune icindeki ¢ok diisiikk konsantrasyonlardaki analitin 6l¢iimiinden elde
edilen sinyallerin kdr numuneden ayriminin yapilmasi gerekir. LOD, kér numune veya
sifir kalibratér disinda tespit edilebilen en kiigiik konsatrasyondur. Bizim HYAL
performans ¢alismalarinda LOD degerimizi 901 mU/L bulduk. Kontrol grubumuzdaki
16 hastanin serum HYAL degeri LOD degerinin altindadir. Baz1 yazarlar saglikh
bireylerde serum ve plazmada HY AL diizeylerinin ¢ok diisiik hatta saptanamayacagini
belirtmistir (96).

MK’li hastalarin 27’sinde diabetes mellitus, hipertansiyon ve koraner arter

hastaligt mevcuttu. Bu ii¢ klinik durumda serum HYAL aktivitesinin arttig1
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belirtilmektedir (99). Bu {i¢ hastaligi ¢ikardigimizda 16 MK’l1 hasta kaldi. Bu 16 hasta
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda serum HY AL aktivitesinin hasta grubunda anlaml
yiikseklik gosterdigi goriildii (p <0.01). Bu bulgulardan serum HYAL aktivitesinin
kontrol grubu ile MK hastalar1 arasinda ¢ok iyi bir ayrim yaptigi1 anlasilmaktadir. Bu
bulgu, aynt zamanda, MK dis1 tiim hastaliklar dislandiginda (n = 16), herhangi bir
dislama yapilmadigi durumdaki (n = 39) bulguyla benzerdir. Bu da HY AL aktivitesinin
MK tanisi ve takibi i¢in degerini artirmaktadir.

MK (n= 39) ve kontrol grubuna (n=38) ait plazma HY AL aktivite 6l¢timlerinin,
ortalamalari, standart sapmalar1 sirasiyla 2862 + 533 mU/L, 1088 + 606 mU/L bulundu.
Hasta grubunda plazma HYAL aktivite diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli
yiiksek oldugu goriilmektedir (p <0.01).

MK’li (n = 39) hastalarin hem serum hem de plazma HYAL aktivite
Olgtimlerinin ortalamalar1 ve standart sapmalari sirasiyla 2866 + 497 mU/L, 2862 + 533
mU/L bulundu. Kontrol grubun serum ve plazma HYAL aktivite Olgtimlerinin
ortalamalari, standart sapmalar1 sirasiyla 1109 + 683 mU/L, 1088 + 606 mU/L bulundu
ve serum HYAL degerleri ile plazma HYAL degerleri arasinda anlamli bir iligki
bulunmadi (p >0.05). Bir¢ok calismada serum ve plazma HYAL 6l¢lim prensiplerinin
ayni oldugu goriilmektedir. Kucur ve ark., Takahashi ve ark., Natowich ve ark. da
yaptiklar1 caligmada serum ve plazma HYAL degerleri arasinda fark bulmamiglardir
(93, 97, 99). Natowich ve ark yaptig1 ¢alismada serum HYAL diizeyleri 3027 + 710
mU/L ve plazma HY AL diizeyleri 3280 + 526 mU/L’dir (97). Buradan serum ve plazma
HYAL aktivitesinin birbirinin yerine kullanilabilecegi yorumuna varilabilir ve biz de
calismamizda serum ve plazma HYAL aktivitesi arasinda yiiksek pozitif yonde
korelasyon bulduk ( r =0.975, p <0.01).

5.2. MK HASTA GRUBUNDA EVRELERE GORE SERUM HYAL

AKTIVITESI

Kirk ti¢ MK hastas1 klinik evresine gore Ta (n =17), CIS (n=5), T1 (n=10), T2
(n=9) ve T3 (n = 2) olmak tizere 5 gruba ayrirdi. MK hastalarinin klinik evreye gore
ortalama serum HYAL diizeyleri Ta = 2565 + 383 mU/L,; CIS = 2624 + 659 mU/L; T1
= 3100 £+ 436 mU/L; T2 = 3140 + 256 mU/L ve T3 = 4105 + 135 mU/L bulundu.

Gruplari serum HY AL aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p
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<0.05). Gruplar 2°1i incelendiginde grup 1 ile 2; grup 3 ile 4 arasinda anlamli fark yoktu.
T3 (n = 2) evresinde olan MK hastalarinin, serum HYAL diizeyleri, diger tim
evrelerden anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu sonuglara gore, HY AL aktivitesi hastalik
evresiyle orantil1 denilebilecek bir artis gdstermektedir. Ozellikle ileri evrelerde HYAL
aktivitesi biiylik artis gdstermistir. Dolayisiyla HY AL aktivitesi hastalik takibinde de
yararli olacak potansiyele sahiptir. Daha ¢cok hastada yapilacak ¢aligmalar evre ile serum
HYAL aktivitesi arasindaki iliskiyi kuvvetlendirecektir.

Ayrica 2004 WHO patolojik evre siniflandirmasina gére hasta grubu, papillom
(n =10), DMP-PUN (n = 15), diisiik dereceli (n = 12) ve yiiksek dereceli (n = 6) olmak
iizere 4 gruba ayrildi. Serum HYAL diizeylerinin ortalama ve standart sapmalari;
papillom’da = 2357 + 484 mU/L; DMP-PUN’da = 2795 + 325 mU/L; diisiikk dereceli
evrede = 3028 + 246 mU/L; ve yiiksek dereceli evrede = 3725 + 406 mU/L bulundu.
Gruplarm serum HY AL aktivitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptand1 (p
<0.05). Yiiksek dereceli evre (n = 6), diger tim evrelerden anlamli olarak yiiksek
bulundu. Bu bulgular da yukarida vardigimiz, klinik evrelendirme ile HYAL aktivitesi
arasindaki iliskiye yonelik sonuglar1 desteklemektedir. Nitekim, hastalarin serum
HYAL aktivitesi ile klinik evresi ve patolojik evresi arasinda pozitif yonde anlamli
korelasyon saptandi (sirasiyla r = 0.639, p <0.01; r =0.749, p <0.01).

Mukoza veya submukozaya sinirli MK mevcut hastalarin yaklasik %75’ini
olusturur ve bunlara yiizeysel MK denir. Bu evrede olmayan MK’ler kas invaziv mesane
tiimorleri olarak isimlendirilmistir. Yiizeysel mesane tlimorlerinin yiiksek prevelans ve
diisiik progresyona sahip olmasi uzun siireli sagkalim olusturmaktadir. Kas invaziv MK
olan hastalar kansere 6zgii mortalite agisindan daha yiiksek risk olusturmaktadir (6).
Bizim hastalarimizin 32’si (%74.42) yiizeysel MK’ye sahipti (Ta (n = 17), CIS (n =5),
T1 (n = 10)) ve 11 hasta ise (%25.58) yiizeysel olmayan (kas invaziv) MK tanisina
sahipti (T2 (n=9) ve T3 (n = 2)). Bizim hasta grubumuzdaki bu dagilim literatiir bilgisi
ile uyumlu bulunmaktadir.

EORTC, yiizeysel MK’leri, progresyon ve rekiirrensi degerlendirmek amaglh
diisiik, orta ve yiiksek riskli olmak iizere 3 gruba ayirmaktadir (106). Bizim
calismamizda EORTC risk grubuna gore orta derece riskli gruba giren MK hastasi
yoktu. Yiizeysel MK hastalarimiz (n = 32), diisiik riskli (n = 11) ve yiiksek riskli (n =
21) olmak iizere 2 gruba ayrildi. Gruplarin serum HY AL aktivitesi diisiik riskli olanlarda
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2587 + 437 mU/L iken yiiksek riskli olanlarda 3036 + 491 mU/L bulundu ve gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p <0.05). EORTC risk skoru ile
hastalarin serum HY AL diizeyleri arasinda pozitif yonde korelasyon saptandi (r = 0.435,
p = 0.01). Bu bulgular da yiizeysel MK hastalarinda HY AL aktivitesinin yiiksek risk
grubunda daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

MK hastalarina yapilan TUR-M sonuglarindan elde edilen verilere gore tiimor
tutulum sayisi ¢ok odakli (n=22) ve tek odakli (n=21) olmak tizere iki alt gruba ayrildu.
Gruplarin serum HY AL aktivitesi ¢ok odakli tutulumu olanlarda 2856 + 522 mU/L iken
tek tutulumu olanlarda 2922 + 578 mU/L bulundu ve gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p >0.05). Ayrica TUR-M sonuglarindan elde edilen verilerle
hasta grubu tiimor boyutu 3 cm’den biiyiik (n = 27) ve kiigiik (n = 16) olmak iizere 2 alt
gruba ayrildi. Timor boyutu 3 cm’den biiyiik olan grupta serum HY AL aktivitesi 2743
+ 425 mU/L iken, 3 cm’den kii¢iik olan grupta ortalama ve standart sapmasi1 2974 + 595
mU/L bulundu. Tiimoriin boyutu ile serum HY AL diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (p >0.05). Ancak, TUR-M’de bakilan tiimoriin tuttugu odak
sayist ile tiimoriin boyutu arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon bulundu (r = 0.367,
p = 0.02).

ELISA yonyemiyle idrarda HYAL (pn/mg) diizeylerine bakilan bir ¢alismada
evre arttikca (6zellikle G3) idrarda HYAL diizeylerininde artigini1 bulmuslardir. Ayni
caligmada yiizeysel MK i¢in HYAL diizeylerini %89 duyarlilik ve %83 ozgiilliikte
bulmuslardir (106).

ELISA yontemiyle dokuda yapilan bir ¢alismada hem patolojik hem de klinik
evre artttkca doku HYAL diizeylerininde arttigini1 bulmuslardir. Bu calismada doku
HYAL diizeyleri i¢in %78.3 duyarlilik ve %75.3 ozgiillik saptamislardir. Ayrica
timoriin rekkiirensi i¢gin HY AL-1’in bagimsiz prognostik faktor oldugunu bulmuslardir

(107).

5.3. HASTA VE KONTROL GRUPLARINDA YAS VE CINSIYET iLE

HYAL AKTIVITESI ARASINDAKI ILISKI

MK ¢ocukluk donemi dahil her yasta goriilebilmektedir. Ancak genel olarak orta
ve ileri yaglarin hastaligidir ve MK ’nin tan1 yas1 erkeklerde ortalama 69, kadinlarda ise

71°dir (30). Ayrica MK insidansi yagla birlikte artig gosterir. Hasta grubumuzun
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cinsiyet farki gézetmeden yas ortalamasi ve standart sapmasi 63 + 13 yil bulunmustur.
Hasta grubunda az sayida kadin vardi ve MK siklikla erkeklerde goriildiigiinden
beklenen bir dagilimdi. Cinsiyete gore yas ortalamasina da baktik. Erkekler igin 62 +
13 yil; kadinlar igin 73 + 1 y1l bulduk. Kontrol grubunun cinsiyet farki gézetmeden yas
ortalamasi 52 + 17 yil, erkekler i¢in 59 + 15 yi1l bulundu. Kontrol ve hasta grubunun yas
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 cinsiyet ayrimi yapilmadan karsilastirildiginda hasta
grubunun yas ortalamasi kontrol grubundan anlamli olarak yiiksek bulundu (p <0.05).
Bu bulgu da gostermektedir ki, MK siklig1 yas ilerledik¢e artmaktadir. Kontrol ve hasta
grubu cinsiyete gore karsilastirildiginda erkeklerde anlamli fark goriilmedi (p >0.05).
Ayrica kontrol ve hasta grubunda erkek ve kadin sayilar1 karsilastirildiginda da anlaml
fark saptanmadi (p >0.05). Baslangicta hasta ve kontrol grubunun yas ortalamasinda
anlamli fark oldugundan calismamizda ug¢ degerleri ¢ikardik. Boylece yas farki kalkti
ancak MK hasta sayimiz 39, kontrol sayimiz ise 38’¢ diistii. Calismamiz literatiirle
kiyaslandiginda erkeklerde yas ortalamasi daha diisiikk bulunmusken, kadinlarda yas
ortalamasi benzer bulunmustur. Bu farklilik tlkelerin gelismis derecelikleri ile
hastalarin farkli cografi bolgelerde yasamasindan kaynaklanabilir.

Tiim gruplar birlestirildiginde (n = 86) (hem MK hem de kontrol grubu) yas ile
HYAL aktivitesi arasinda zayif ama anlaml pozitif korelasyon bulundu (r = 0.274, p =
0.01). Ancak tiim denek grubu (n = 86) 10’ar yillik dilimlere béliindiigiinde, yas ile
birlikte HY AL aktivitesinde bir artig goriilmesine ragmen, bu artis istatistiksel olarak
anlamli degildi (p >0.05). Gruplar >55 yas (n = 54) ve <55 yas (n = 32) olacak sekilde
2 alt gruba ayrildiginda; 55 yasindan kiigiik olanlarda serum HYAL diizeylerinin
ortalamasi 1838 + 958 mU/L iken 55 yasindan biiyiik olanlarda 2110 + 1143 mU/L
bulundu. 55 yasin iizerinde serum HYAL aktivitesi daha yiiksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermemektedir (p >0.05). Sonug olarak, HYAL
aktivitesi artan yas ile birlikte yiikselmemektedir.

Tim gruplar birlestirildiginde 10 kadin ve 76 erkek birey vardi. Kadin serum
HYAL diizeyleri 1893 + 999 mU/L iken, erkek serum HY AL diizeyleri 2024 + 1095
mU/L Dbulundu. Erkek serum HYAL seviyeleri daha yiiksek olmasina ragmen
istatistiksel olarak cinsiyet ile serum HYAL aktivitesi arasinda anlamli bir iliski
bulunmadi (p >0.05). Bonner ve Cantey, 18 normal yetiskinde yaptigi ¢calismasinda yas

ve cinsiyet ile serum HYAL diizeyleri arasinda fark bulmamiglardir (91). Northup ve
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ark. tarafindan yapilan ¢alismada erkeklerde serum HY AL diizeyleri kadinlardan daha
yiiksek bulunmustur ancak yasla serum HYAL diizeyleri arasinda herhangi bir
degisiklik saptanmamustir (108). Wilkinson ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada 55 yas
altinda serum HYAL degerlerini 17.8 &+ 3.8 U/L bulmusken 55 yasin iistiinii 16.4 + 3.3
U/L bulmuslar ve bagimsiz t-testi ile karsilastirdiklarinda p degerini 0.05 ile 0.01
arasinda bulmuslardir (96). Bu ¢alismalarda yas ve cinsiyette serum HY AL diizeyleri
arasinda anlamli fark olmamasi serumdaki HYAL’in kaynagmin testikiiler doku
olmadigini goéstermektedir.

Calismamizda kadin sayis1 kontrol ve MK’li hasta grubunda sirasiylan=7 ve 3
kisi olmak iizere ¢cok az sayidaydi. MK siklikla erkeklerde goriildiigiinden ¢alismadan
kadinlar1 ¢ikarip sadece erkekleri ele alacak olursak kontrol ve MK’li hasta grubunda
erkek sayis1 sirastyla 36 ve 40 olur. iki grubun serum HYAL aktivitesi incelendiginde
MK’1i erkek hastalarda 2872 + 556 mU/L iken saglikli erkeklerde 1083 + 705 mU/L’dir
ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p <0.01). Bu bulgu da MK ’si
olan ve olmayan hastalarin ayriminda HYAL aktivitesinin degerli olabilecegini

gostermektedir.

54. MK VE KONTROL GRUBUNUN SIGARA iCiMi YONUNDEN

SERUM HYAL AKTIVITESI

Sigaradaki karsinojenik maddelerin yani sira, sigaranin kendisi de mesane
epitelinin proliferatif hizin1 arttirip diger karsinojenlerin etkisini tetiklediginden sigara,
MK etiyolojisinde en 6nemli faktor olarak tanimlanmistir. Hastalarimizdan 33’ sigara
icerken, 10’u igmiyordu. Sigara i¢en (n = 33) bireylerin yilda tiikettigi paket sayisi
ortalama 30 + 25’tir. Kontrol grubumuzdaki deneklerin 28’i sigara igerken, 15’i
icmiyordu. Sigara i¢en bireylerin ortalama paket /y1l degeri 25 + 23’tiir. Kontrol ve hasta
grubu sigara kullanimi1 yoniinden karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark bulunmadi
(p >0.05).

Tiim gruplar birlestirildiginde (n = 86) deneklerin 61’1 sigara igiyordu, 25’isigara
icmiyordu. Sigara i¢enlerin serum HYAL aktivitesinin ortalama ve standart sapmasi
2154 + 1146 mU/L iken igmeyenlerin serum HY AL aktivitesinin ortalama ve standart
sapmasi 1655 + 162 mU/L’dir. Sigara i¢enlerde serum HYAL aktivitesi igmeyenlere
oranla anlaml yiiksek bulundu (p <0.05). Serum HYAL diizeyleri ile, paket/yil olarak
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sigara kullanimi arasinda pozitif yonde anlaml1 korelasyon saptandi (r = 0.481, p <0.01).
Paket/y1l olarak sigara kullanimui ile hastanin klinik ve patolojik evresine gore siralanan
HYAL aktivitesi arasinda pozitif yonde bir korelasyon bulundu ve sirastyla, r = 0.210,
p =0.177; r = 0.495, p <0.01 bulundu. Buradan sigaranin klinik evreden ziyade daha
cok patolojik evreyle iliskili oldugunu soyleyebiliriz.

55. HYAL AKTIVITESI OLCUM YONTEMININ ANALITIK VE

KLINIK PERFORMANSI

Serum HY AL aktivitesi 6¢liimiiyle 6nemli noktalar1 sdyle siralayabiliriz:

Serum HYAL aktivitesi agirlikli olarak lizozomal kaynaklidir. Ama serumda
testikiiler kaynakli HY AL aktivitesi de bulunur. Bu iki farkli enzimin optimum pH’lar1
farklidir. MK acisindan lizozomal kaynakli enzim aktivitesindeki degisiklikler daha
anlamlidir. Bu bakimdan, reaksiyon ortaminin lizozomal enzimin optimum pH’sina
yakin olmas1 onemlidir. Biz de ¢alismamizda lizozomal enzim i¢in pH 3.9’u tercih ettik.

Yontemde olusan son renkli iiriin kararli degildir. Uriin zamanla heniiz
tanimlanmamis baska bilesiklere donistiiglinden, spektrofotometrik okumalarin
olabildigince hizli yapilmasi, (30 dakika iginde) gerekir. Calismamiz manuel
oldugundan bu siireye uymak i¢in bir seferde en fazla 40 numune calistik.

Yontemin analitik performansini degerlendirmek amaciyla kesinlik (giin i¢i,
giinler arasi, laboratuvar i¢i), dogrusallik, geri kazanim, tespit ve tayin sinirlar1 (LOB,
LOD, LOQ) belirleme galigmalar1 yaptik. Dogrusallik ¢calismasinda yontemin 142-5872
mUY/L arasinda lineer oldugu saptadik. Yontemin LOB, LOD ve LOQ degerleri sirasiyla
844, 901, 1129 mU/L olarak belirlendi. Calismamizda LOD degerinin altinda serum
HYAL degeri bulunan 16 kontrol numunesi vardi. Normalde saglikli bireylerde serum
HYAL aktivitesinin ¢ok diisiik oldugu hatta bazi yazarlarin saglikli bireylerde HY AL
aktivitesinin saptanamayacagindan bahsetmislerdir (96). Yontemimiz 142 mU/L’ye
kadar lineer oldugundan bu kadar diisiik aktiviteye sahip bireylerde ya da lizozomal
defekti (mukolipidozis) olan diisiik aktiviteye sahip bireylerin tespitinde 6nemli olabilir.
Kesinlik ¢aligmasinda ¢alisma ig¢i, gilinler arasi, calismalar arasi ve toplam % varyasyon
katsayilarii diisiik seviye icin sirasiyla %4.71, %8.09, %4.34 ve %10.32; orta seviye
icin %4.26, %5.76, %4.93 ve %8.69; yiiksek seviye i¢in sirasiyla %5.63, %6.85, %4.54
ve %9.96 bulduk. Yapilan bir ¢alismada diisiik havuz icin giin i¢i varyasyon katsayisi
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%4.6, yiiksek havuz i¢in %7.4 ve giinler arasinida %8.4 bulmuslardir (97). Manuel ve
enzimatik bir test i¢in buldugumuz bu veriler yontemin kesinliginin kabul edilebilir
oldugunu géstermektedir. Sonuglar, literatiir bilgisiyle de uyumludur.

HYAL aktivitesi i¢in heniiz referans 6l¢lim yontemi yoktur. Referans materyal
de gelistirilmemistir. Bu ylizden, yontemin dogrulugunu test etmek igin geri kazanim
caligmalar1 yaptik. Ortalama % geri kazanim 98.95 olarak hesaplandi. Mevcut
imkanlarla yaptigimiz ¢alisma sonuglarina gore yontemin dogrulugunun kabul edilebilir
oldugunu soyleyebiliriz.

HYAL yontemiminin klinik performansini degerlendirmek ig¢in, duyarhilik,
ozgiilliik, ROC analizi, kesim degeri ve olabilirlik oranlarina baktik. ROC egrisi altinda
kalan alan 0.97 (%95 CI: 0.94 — 1.00) bulundu ve 1’e yakin olmasi testin diyagnostik
giiciiniin ¢ok yiiksek oldugunu gostermektedir. Spektrum bias’1 diglamak i¢in 16 MK
hastasi ile yasa gore eslestirdigimiz 38 kontrol grubu hastasinda da ROC analizini
yaptik. ROC egrisi altinda kalan alani 0.965 (%95 CI: 0.92 — 1.00) bulduk. MK disinda
hastaliklar1 diglayarak buldugumuz AUC ile MK disinda hastaliklar1 dislamadan
buldugumuz AUC’yi benzer bulduk. Bu durum serum HYAL aktivitesinin
hastaliklardan bagimsiz olarak MK i¢in kullanilabilecegini gostermektedir.

ROC grafiginin koordinatlari {izerinden en uygun kesim (cutoff) degerini 2235
mU/L bulduk. Bu kesim degerine gére HY AL aktivitesinin hem duyarliligini hem de
ozgilligini %90 olarak hesapladik. LR(+) ve LR(-) oranlarini da sirasiyla 9 ve 0.1
bulduk. LR(+)’in 10’a yakin olmasi ve LR(-)’in de 0.1’e yakin olmasi testin klinik
performansinin 1yi oldugunu gostermektedir.

HY AL aktivitesinin laboratuvar kosullarinda 6lgiilebilmesi, hem analitik hem de
klinik performans oOzelliklerinin iyi olmasi rutin g¢aligmalar i¢in ydntemi uygun
kilmaktadir. Ancak c¢ok sayida islem basamaginin olmasi ve inkiibasyon siiresinin ve
sicakliginin fazla olmasi nedeniyle kolorimetrik yontemi otomatize etmek miimkiin
degildir.

Bir ¢alismada yiiksek glukoz konsantrasyonlarinin yontemi interfere edebilecegi
gosterilmistir. Glukozun baglandigi amino asitler (6zellikle lizin) renk olusumunu
arttirabilir. Ancak, sekere bagli amino asitlerin olusturdugu kromojenlerin spektrumu
farklidir ve bizim 6l¢tiiglimiiz absorbans olan 585 nm’de neredeyse minimal oldugunu

gosteren ¢aligmalar mevcuttur (89).
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Heparin, sitrat ve EDTA iceren 3 farkli antikoagiilanh tiip ve bu tiiplerin farkl
konsantrasyonlarinin plazma HYAL aktivitesi arasindaki iligkiye bakmislardir. En
diistik plazma HY AL aktivitesi heparin igeren tiipte, sonra sitrat i¢eren tiipte en yiiksek
aktiviteyi de EDTA igeren tiipte bulmuslardir (100). Heparinin HYAL’in HA’ya
baglandigi yerden baska yere baglanarak (yarigmasiz inhibisyon) HYAL aktivitesini
diistirdiigii literatiirde gosterilmistir. Ayrica, HY AL aktivitesi heparin ve sitrat ile doz
bagimli olarak inhibisyona ugrarken EDTA’nin bdyle etkisinin olmadigi da
gosterilmistir (80).

N-asetil glukozaminin verdigi rengin 0.03 M magnezyum iyonu tarafindan %2
oraninda engellendigini gosteren ¢alismalar vardir (89). EDTA, +2 degerlikli iyonlar1
baglar. EDTA, Mg iyonunu baglayacagindan Mg*?’un olusturdugu negatif interferans
ortadan kalkar. Sonucta EDTA igeren tiiplerde plazma HYAL aktivitesi daha yiliksek
bulunabilir.

Buradan da anlasilacag: iizere, plazma HYAL aktivitesi degerlendiriliyorsa
kullanilan antikoagiilanin tipinin 6nemli oldugu sonucuna varabiliriz. Biz ¢alismamizda

plazma HY AL aktivitesi i¢in EDTA igeren tiipleri kullandik.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda HY AL aktivitesinin MK hastalarinda yiiksek oldugu saptandi.
Ayrica MK etiyolojisinde yer alan risk faktorlerinden paket/yil sigara kullaniminin
HYAL aktivitesiyle pozitif yonde korelasyon gosterdigi bulundu.

Caligmamizda en goze carpan bulgu ise, MK’nin hem patolojik hem klinik
evresinin artmastyla serum HYAL aktivite diizeylerinin de artmasidir. Ayrica irritatif
mesane semptomlari ile klinige gelen hastalarda yapilacak serum HYAL 6l¢iimlerinin,
hastanin MK olma riski konusunda klinisyene yardimci olacagina inaniyoruz.

Calisma asamasindaki 6nemli bir zorluk, HA nin yapisinin ¢ok visk6z olmasidir.
Tez 6n galigsmalarinda 1 ile 5 mg/mL araliginda degisen farkli konsantrasyonlarda HA
denedigimizde Wilkinson ve ark.’nin da belirttigi gibi HA konsantrasyonu arttik¢a
(6zellikle >4 mg/mL konsantrasyonlarda) pipetlemede giigliik yasanmaktadir (96). Bu
durumda ters pipetleme igleminin yapilmasi gerekmektedir. Yiiksek HA
konsantrasyonlarinda yanlis pipetlemeye bagli analitik hata olusabilir. Bu yiizden biz
substrat tampon ¢ozeltisinin  hazirlamsinda HA  konsantrasyonunu — optimum
konsantrasyonda (1.5 mg/mL) tuttuk.

Ayrica dikkat edilmesi gereken farkli bir nokta da renkli son iiriiniin stabil
olmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu yiizden numunelerin santrifiij isleminden hemen
sonra spektrofotometrede okunmasi gerekir. Literatiirde absorbansin 30 dakikaya kadar
degismedigi belirtilmektedir (96-99).

MK hasta sayimiz 43’tii. Hastalarimizi evrelere ayirdigimizda bu sayilarin
azalmas1 ve yine HYAL aktivitesinin artabilecegi ¢ogu hastaligi (karaciger hastaligi,
romatolojik hastaliklar, transplant hastalar1, dermatolojik hastaliklar) diglamis olsak bile
toplumda sik goriilen diabetes mellitus, koraner arter hastalig1 ve hipertansiyonu hasta
grubumuzda diglayamamis olmak ¢calismamizin 6nemli bir kisitlamasidir. Buna karsilik,
caligmamizda kontrol grubunun, hasta grubunda belirtilenlerle ayn1 semptomlara sahip
olmas1 avantajtir.

HYAL aktivitesinin daha biiyiik hasta gruplarinda, hastalardan periyodik
araliklarla numune alinmasi yoluyla hastaligin rekiirrensi ve progresyonuna yonelik

yeni verilerin elde edilmesi miimkiindiir.
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EK 1: Ankara Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Tipta Uzmanlik Egitimi
Kurulu Onay1

T.C.
Saglik Bakanhgi
Tiirkiye Kamu Hastaneleri Kurumu
Ankara ili Kamu Hastaneleri Birligi 1.Bolge Sekreterligi
Ankara Egitim ve Aragtirma Hastanesi
“Egitim, Planlama Kurulu Karar Defteri”

Toplanti No: 0626 27.01.2016
BASKAN
Dog.Dr.Recep Pekcici
Baghekim
EPKK ASIL UYELERI EPKK YEDEK UYELERI
Dog.Dr.Yalgin Aral Dog.Dr.Nadir Turgut Gavugoglu
Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklari Kinigi Genel Cerrahi Kinigi
Op.Dr.Firdevs Ornek : Dog.Dr.Ali Pekcan Demiréz
Goz Hastaliklar Klinigi Enfeksiyon Hastaliklari ve Klinik Mikrobiyoloji Klinigi
Dog.Dr.Hilya Bagar Dog.Dr.Necmi Arslan
Anestezi ve Reanimasyon Klinigi KBB Hastaliklari Klinigi
Dog.Dr.Glircan Aslan Dog.Dr.Meliha Korkmaz
Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Klinigi Nikleer Tip Klinigi
KARAR:

5243.Tibbi Biyokimya Klinigi doktorlarindan Dr.Tuba Ozgiin’iin 26.01.2016 tarihli
dilekgesi incelendi. Ankara Egitim ve Arastrma Hastanesi EPKK Kurulu’nun
24.12.2014-0575 tarih ve toplanti numarali 4744 nolu karar ile onay almug olan
“Mesane kanserli hastalarda serum hyaliironidaz aktivitesi” bashkli Prospektif
calismasi i¢in talep ettikleri materyaller (Ek-2 de sunulimugtur) igin sunduklar1
dosya ve proforma faturalar incelendi. Yaklagik 1563,5 TL oldugu beyan edilen
talebin Hastanemiz Satinalma Birimince karsllamﬁam"hususﬁfida Yoneticilik Makam

Onaymna Sunulmasi “OYBIRLIGI” / “O¥€eRE¥6l” ile “UYGUN”
“BULUNMUSTUR” / “BUEENMAMISHR”.

/‘\,V?
Diog. ( 41¢in Aral

Dog¢.Dr.Recep Pekcici
Bashekim

e

wes
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EK 2:

TEZ AMACLI CALISMA iCIN AYDINLATILMIS ONAM FORMU
(Hasta ve Kontrol Grubu i¢in)

Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Egitim, Planlama ve Koordinasyon Kurulu’nun 24.12.2014 tarih
ve 575 sayili karari ile onaylanmis T1bbi Biyokimya Boliimii tarafindan yiiriitiilecek olan tez
caligmasina davet edilmektesiniz.

(Hekimin A¢iklamast)

Mesane kanserli hastalarda TNM evreleme sistemi ile ameliyat O6ncesi ve ameliyat sonrasi serum
hyaliironidaz aktivitesini iki farkli yontemle (spektrofotometrik, florometrik) 6lgiilerek karsilagtiritlmasini
iceren tez calismasina katilmanizi Oneriyoruz. Bu arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz.
Calismaya katilim goniilliiliik esasina dayalidir. Kararinizdan dnce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek
istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya dahil olmak isterseniz formu imzalayiniz. Bu
arastirmaya sizi davet etmemizin nedeni, liriner sistem hastaliginiz nedeniyle hastanemize basvurmaniz
ve klinik doktorunuzun mesane kanseri 6n tanisi ile tedavi siirecinizi baslatmasindandir.

Bu arastirma Ankara Egitim ve Arastirma hastanesi Biyokimya Bdolimiin’de gergeklestirilecektir.
Katiliminiz arastirmanin basarist i¢in 6nemlidir. Bu caligmay1 yapabilmek i¢in kolunuzdan 1 tip (5
mililitre) ameliyat 6ncesi ve 1 tiip (5 mililitre) ameliyat sonrasi (hasta grubu i¢in gegerlidir) kan alinmast
gerekmektedir. Klinik doktorunuz ilk muayenizden sonra mesane kanseri siiphesinden uzaklagirsa
(kontrol grubu) ameliyat yapilmayacaktir dolayisiyla ameliyat sonrasi kan alim islemi
uygulanmayacaktir. Kan 0Ornegi yetkin saglik personeli tarafindan alinacaktir. Bu islem rutin
biyokimyasal analizler i¢in verilecek 6rnek toplanmasindan farkli degildir. Bu asamalarda basarisiz
olunmas1 durumunda bir kez daha kan verilmesi istenebilir. Kan drneklerinde hyaliironidaz testi ve rutin
biyokimya ile ilgili parametreler dlgiilecektir. Bu ¢aligmaya katilmaniz igin sizden herhangi bir {icret
istenmeyecektir. Caligmaya katildiginiz igin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Gondlli istedigi zaman, herhangi bir cezaya veya yaptirima maruz kalmaksizin, hi¢bir hakkini
kaybetmeksizin arastirmaya katilmay1 reddedebilir veya aragtirmadan g¢ekilebilir. Arastirmaya katilan
goniilliilerin herhangi bir sorumlulugu yoktur. Goniillii ve hastalar i¢in herhangi bir risk /rahatsizlik
bulunmamaktadir. Arastirmadan beklenen yararla ilgili olarak herhangi bir klinik yarar bulunmadiginda
g0niillii bu durum hakkinda bilgilendirilecektir. Goniilliilerin tibbi kayitlarina ¢alismay1 yapacak kisiler,
etik kurul, kurum ve saglik otoritelerinin erisimi bilgilerin gizli tutulmas: sart1 ve yazil bilgilendirilmis
goniillii olur formunun imzalanmasiyla izin verilmis olacaktir. Goniilliiniin kimligini ortaya g¢ikaracak
kayitlar gizli tutulacak, kamuoyuna agiklanamayacak; arastirma sonuglarinin yayimlanmast halinde dahi
goniilliiniin kimligi gizli kalacaktir. Arastirma konusuyla ilgili ve goniilliiniin arastirmaya katilmaya
devam etme istegini etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde goniillii veya yasal temsilcisi zamaninda
bilgilendirilecektir. Goniilliinlin arastirma, kendi haklar1 veya arastirmayla ilgili herhangi bir olumsuz
olay hakkinda daha fazla bilgi temin edebilmek i¢in Dr. Tuba Ozgiin’e 0544 449 3220 nolu telefondan
glinilin 24 saatinde erigebilirsiniz. Arastirma devam eden- siirekli bir caligsma degildir. Kan verme islemi
sonrasi goniilliiniin aragtirmaya katilimi sonlanmis olacaktir.

Kan alinmast sirasinda olusabilecek riskler:

Igne batmasina bagl olarak az bir act duyabilir. Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin
uzamasi veya enfeksiyon riski vardir. Bu ¢alismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak
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tamamen istege baglidir. Yine caligmanin herhangi bir asamasinda onayinizi ¢ekmek hakkina da
sahipsiniz.

(Goniilliiniin Beyani)

Sayin Asist.Dr.Tuba Ozgiin’iin Ankara Egitim ve Arastirma hastanesi Biyokimya boliimii tarafindan bir
arastirma yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgileri bana aktardi. Bu bilgilerden
sonra boyle bir arastirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam
hekim ile benim aramda kalmasi1 gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda biiyiik 6zen
ve saygl ile yaklagilacagina inantyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi
sirasinda kigisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi. Projenin
ylriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gdstermeden aragtirmadan ¢ekilebilirim. (Ancak arastirmacilar
zor durumda birakmamak icin arastirmadan c¢ekilecegimizi énceden bildirmemim uygun olacaginin
bilincindeyim). Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan
arastirma dis1 tutulabilirim. Arastirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana bir 6deme yapilmayacaktir. ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma
uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya
¢tkmasit halinde, her tiirli tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim). Bu arastirmaya katilmak zorunda
degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici bir davranisla karsilagsmadim.
Eger katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkimize herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum. Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamig bulunmaktayim.
Kendi basima belli bir diistinme siiresi sonunda adi1 gecen bu arastirma projesinde “katilimc1” (denek)
olarak yer alma kararimi aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde
kabul ediyorum.

Katihma1 =

Ady, soyadi:

Adres:

Tel: imza:
Goriisme tami@1 =

Ady, soyadi:

Adres:

Tel: Imza:
Katilimel ile goriisen hekim =

Ad1 soyadi,
Unvant:
Adres:

Tel: imza:
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Mesane Kanseri Risk Faktorleri Sorgulama Anketi

-BARKOD=

-AD=

-SOYAD=

-TEL=

-YAS=

-BOY=

-KILO=

-MESLEK=

-SIGARA=

- EK HASTALIK (HT, DM)=
-GECIRILMIS URINER ENFEKSIYON OYKUSU=
-ILAC KULLANIMI=
-RADRASYON MARUZIYETI=
-AILE OYKUSU=
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EK 3. Kontrol Hastalarinda Degiskenlerin Birbirleri ile Korelasyonlari

KORELASYON
Serum
Serum  Pearson Corre 1
Sig. (2-tailed)
N e}
Plazma  Pearson Corr¢,902%*
Sig. (2-tailed) 0
N K]
Yas Pearson Corre 0,114
Sig. (2-tailed) 0,466
N 83
Glukoz ~ Pearson Corr¢ 0,108
Sig. (2-tailed) 0492
N Vg]
Ure  PearsonCorre  -0,156
Sig. (2-tailed) 0,318
N IE]
Kreatinin Pearson Corr¢  -0,194
Sig. (2-tailed) 0,212
N K]
T.protein Pearson Corre 0,087
Sig. (2-tailed) 0,578
N Ug]
Albumin PearsonCorre 0,09
Sig. (2-tailed) 0,565
N 8
ALT Pearson Corre 0,073
Sig. (2-tailed) 0,644
N 83
AST Pearson Corre  -0,033
Sig. (2-tailed) 0,832
N Vg]
Na Pearson Corre 0,105
Sig. (2-tailed) 0,504
N IE]
K Pearson Corre  -0,225
Sig. (2-tailed) 0,147
N TE]
Ca Pearson Corre 0
Sig. (2-tailed) 0,998
N Vg]
Hb Pearson Corr¢ 0,045
Sig. (2-tailed) 0,775
N VK]
T.PSA PearsonCorre  -0,025
Sig. (2-tailed) 0,879
N 39

# <001 (tailed).
¥ p<0.05 (2-tailed).

Plazma

5]

-0,193

0,214
5]
0,166
0,288
5]

-0,131

0,402
5]

-0,157

0,316
]
0,203
0,193
5]
0,063
0,69
5]
0,146
0,35
5]
0,026
0,869
g
0,097
0,535
5]
023
0,138
8
-0,04
0,799
LS]
0,09
0,559
5]

-0,072

0,661
39

Yas

3

- J6l*
0,016
3
0,084
0,594
3
012
043
3
0,007
0963
3
0046
077
3

3
0,014
3
0217
0,161
3
021
0.7
3
0073
0642
3
0,051
0745
3
0184
0239
3
0,018
0913
3

Glukoz

1

VK]
01183 1

0,472
43 43

-0,113 892

0,469 0
3 3
-0067 0,022
067 0888
IE] Ig]
0,045 -029
0773 0139
TE] ]
0012 -0,082
0937 059
83 83
0038 -0,013
0806 0935
VK] IE]
-,355* 0,153
002 032
3 3
0,03 0,004
0849 098
3 ;3
004 008
079 0386
IE] g}
0192 -02%
0217 0,098
VK] TS|
046 014
0375 0397
39 39

1
8
-0,023 1
0,834
5] L§]
-0,203 442%*
0,192 0,003
5] L]
-0,194  -0,085
023 059
5] LS]
0,154 0,204
034 019
] LS]
0,224 0,054
0149 07
L] LS]
0,104 -0,003
0,508 0,983
8 L]
0049 0,011
0753 0942
L] LS]
0224 0,07
0,149 0,65
5] 5]
0176 0,275
023 009
39 39

84

Kreatinin T.protein Albumin ALT

1

8]
0,001 1

0,9%
5] LS]

-0,261 ,769**

0,091 0
e] ]
0012 012
094 0444
L] 5]
0,104 -0,051
0506 0744
e} 8
0,073 -0,089
0,641 0,569
[E] 5]
0154 028
0325 0,069
8] 5]
025 0,04
0125 0882
39 39

AST

e]
-0,175
0,262
LS}
-0,108
0,489
e}
-0,062
0,694
43
- 350*
0,021
8]
-0,009
0,95
39

5]

-0,198

0,204
5]
0,043
0,785
5]
0,101
0,518
5]
0,039
0813
39

@ hb
1
I8}
-0,156 1
0317
8 83
0,165 -,319* 1
0291 0,037
TE] VK] TE]

-0,188 ,734%* - 329

0,251 0 oo
39 39 39

39



EK 4. MK Hastalarinda Degiskenlerin Birbirleri ile Korelasyonlar:

KORELASYON

Serum

Plazma

Yag

Glukoz

Ure

Kreatinin

T.protein

Albumin

ALT

AST

Na

Ca

Hb

T.PSA

Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N
Pearson Corre
Sig. (2-tailed)
N

**p<0.01 (2-tailed).
*p<0.05 (2-tailed).

Serum
1

3

962+
0
3
0171
0,274
3
004
0,797
3
)
0473
3
0017
0912
3
0,097
0,53
3
0206
0,146
3
0,052
074
3
0,015
0,924
3
0,036
082
3

-, 309*
0,043
3
)
0,474
3
0,081
0,604
3
0,257
0,109
10

Plazma

1

B
012
0442
B
00
09
3

-0,121

044
5]

-0,037

03812
5]

-0,095

0,545
LS]

-0,169

028
5]
0,013
0,936
5]

-0,051

0,745
L&)
0,028
0,86
5]

-0.272

0,078
5]

-0,048

0,758
43

-0,064

0,683
5]
0,248
0123
40

]
0,194
0213

3
0,181
0,244

]
0114
0,465

3
0,045
0,774

3

-0,059

0,709
5]

-0,022

089
3
0,048
0761
3
0179
0,251
B
0212
0172
3

-0,031

0,846
3
0,073
0,682
5]
0,101
0,534
40

Glukoz  Ure
1
3
,381% 1
0,012
43 43
A8FF 67
0,003 0
3 ;3
- 358* -0,041
0018 0,79
3 ;3
-, 349% -0,197
0022 0205
43 3
0098 02
0531 0177
3 ;3
0,148 -0,2%9
0345 0,09
3 ;3
-0,056 427
0721 0,004
43 3
0,193 ,315*
0,216 0,04
3 i3
- 550%% - 626%*
0 0
;3 ;3
0039 005
0806 0751
83 3
0,203 0,065
0209 0,689
40 40

Kreatinin T.protein Albumin  ALT

1
5]
-0,168 1
0,281
LS} 43
-0,255 ,631**
0,09 0
5] 43
0202 -0,091
019 0563
5] 43
-019  -0,106
02 049
L] 3
0165 0263
0291 0,089
5] 43
0108 0131
0492 0403
5] 43
- 123 363
0 0017
L] 3
0106 0,291
05 0058
5] 43
0177 0,03
0275 0889
40 40

85

1

5]
-0,037 1

0,815
83 5]

-0,068 943**

0,664 0
43 43
0072 0014
0645 0928
43 5]
0054 0167
0729 028
§] 5]
443+ 0,182
0003 0243
3 43
0251 0,063
0105 0,686
5] 5]
-0,083  -0,302
0612 0,058
40 40

L&)

-0,028

0,858
43
0,07
0,615
8]
0,195
0,211
3
0,09
0,543
5]

-0,218

0177
40

43
0,285
0,064

43

-0,131

0,404
3

-0175

0,262
43

-0,104

0,521
40

5]

-0,021
0,89

43

-0,078

0,62

5]

- 317*

0,046

40

Hb
1
43
017 1
0277
5] 43
0,042 389
0795 0013
40 40

40



EK 5. MK Hastalarinin Klinik Parametre Degiskenlerinin Birbirleri ile

Korelasyonlar
KORELASYON
Serum
Serum  Pearson Corn 1
Sig. (2tailed)
N 8
Plazma  Pearson Corr 962**
Sig. (2-tailed! 0
N e}
Klinik ~ Pearson Corn 639**
Sig. (2-tailed! 0
N 8
Patolojik  Pearson Corr, 749%*
Sig. (2tailed! 0
N e}

Odak  PearsonCorr 0,054
Sig. (2ailed 073
N 3
Boyut  PearsonCorr 006
Sig. (2ailed 0,702
N 8
EORTCiski Pearson Corn 0,013
Sig. (2talled, 0983

N 3
Sigara  Pearson Corr 599

Sig. (2tailed! 0

N 8

PaketYll  Pearson Corn 481**
Sig. (tailed. 0,001
N 8
Giinlik su PearsonCorr 0,003
tiketimi Sig. (2tailed, 0,985
N e}
Kilo Pearson Corr 0,017
Sig. (2-tailed, 0912
N 8
Boy PearsonCorr ~ -0,25
Sig. (2tailed 0,106
N el
Vi Pearson Corr 0,091
Sig. (2tailed. 0,56
N 8
<001 (2tailed).
*<0.05 2-tailed).

Plazma

1

4

563+

0
4

T8

0

4
0,083
0,5%
4
0113
0471
4
0,022
0906
3

591

0
4

,504**

0,001
4
004
0,801
4
003
0882
4

-0,1%9

02
8
0111
0479
4

Klinik

1

4

675+

0

4
0,011
0%6
4
0,061
0,6%
4

0,179

0326
3

)
0134
039
)

Patolojik Odak

L)

0137 367

0,382
)
-0,119
0517
3

0207 463**

0182
4

0,002
3

021 4%5*

0177
4
0,029
0,905
4

019

041
4

021

0,078
8

-0,033

0,836
4

0,001
)
-(,054
0733
3
-0,046
0712
)
-(,204
0114
3
0,057
0,715
)

015
B
0152
0405
3

-0,097

053
B
0141
0367
B

-0,062

0692
L)

0,051

0,747
L)

0,139

0373
L)

-0,006

0971
L)

Boyut

4

0197

0,279
3

0,032

08
4
0,148
038
4
0077
0622
4
017
0,276
4

0,105

0,504
4

0179

0.5
4

86

EORTCriski Sigara

1

3
0114 1

0,53
3 4

005 p48*

0,78 0
3 4
009 0038
059 088
3 4
0259 004
012 0733
3 4
00% 0009
0619 095
3 4
0308 0048
00% 0762
3 4

4

018

0,268
4
0,284
0,065
4
0,149
0,339
4
0,258
0,09
4

Gilnliik su tiketimi Kilo

1
4
0153 1
0327
4 4
0071 ,629*
0,65 0
4 8
0136 919**
0,383 0
4 4

4
028
0,069
4

4



EK 6. Tiim Hastalarda Degiskenlerin Birbirleri ile Korelasyonlar:

KORELASYON
Serum  Plazma  Yag Glukoz  Ure Kreatinin T.protein Albumin ~ ALT AST Na K Ca Hb TPSA  Sigara  Cinsiyet

Serum  Pearson Corre 1

Sig. (2-tailed)

N 77
Plazma  Pearson Corre 976** 1

Sig. (2-tailed) 0

N 77 7

Yag PearsonCorre 0,165 0,115 1
Sig. (-tailed) 0,151 0,32

N 7 7 7

Glukoz ~ Pearson Corre  -0,079  -0,072 -,239* 1
Sig. (2-tailed) ~ 049% 053 0,037
N 77 7 77 77

Ure Pearson Corre-, 247 - 245% 0022 0,087 1
Sig. (2-tailed) 003 002 087 045

N 7 71 17 77 17

Kreatinin PearsonCorre  -0,089  -0,075 0,063  0,035,736** 1
Sig. (2-tailed) 0,444 052 058 0762 0
N 77 7 77 77 77 77

Tprotein PearsonCorre 0,049 0069 0041 0074 0001 -0,046 1
Sig. (2-tailed) 0673 052 072 052 03% 06%3

N 7 i 7 7 7 7 71
Albumin PearsonCorre 0,054 0057 0024 015 -0215 -0,181,518** 1
Sig. (2-tailed) 0641 0621 085 0179 0061 0114 0
N 7 7 7 7 7 7 7 7
ALT PearsonCorre 0,143 0142 0064 -0032 -0182 -0179 0103  -0,047 1
Sig.(tailed) 0215 0217 0578 0784 0114 012 037 0,685
N 7 7 7 7 7 7 7 7 7
AST PearsonCorre 0013 0023 -0075 009 -0119 -0158 -0187  -0,221,773* 1
Sig.(2ailed) 0912 083 0518 087 0301 017 0104 0053 0
N 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
Na PearsonCorre  -0092 -0079 0179 -0153 333** 023 0118  -0005 -0075  -0137 1
Sig.(tailed) 0427 0494 0119 0183 0003 0051 0308 0% 055 0236
N 7 71 77 7 77 7 77 i 7 i 7
K Pearson Corre-,253* -, 254* 007 0078 009 0,06 0,06 0,114 0087  -0,008 0,064 1
Sig.(-tailed) 0026 0026 058 0498 03% 0603 0604 033 0,452 0,946 0,582
N 77 7 77 77 77 77 7 77 7 77 7 77
Ca PearsonCorre  -0097 -0117 -0001 -0012 0026 -005 -0,002 006 -0042  -0045 0032  -0,106 1
Sig. (-tailed) 0401 0312 09 0917 083 0667 099 0,603 0,719 07 0,784 036
N 17 71 17 77 77 77 71 77 71 77 71 77 71
Hb PearsonCorre 0,078 0,087 0,07 001 -005% -0085 0203 0,168 0,07 0038 -0145  -0034 -0,04 1
Sig. (2-tailed) 05 0453 0502 093 0629 0464 0077 0,145 0,545 0,741 02 0772 0,729
N 77 7 77 77 77 77 7 77 7 77 7 77 7 77
TPSA  PearsonCorre  -0157 -0,68 0038 -0119 -0014 -0107 -01% -0226 0132  -0,074 004  -0126,729% 0,043 1
Sig. (2-tailed) 0,187 0,158 075 032 0909 039 009 0,056 0,268 0,536 074 0,293 0 0721
N n n n n n n n n n n n n n n n
Sigara  PearsonCorre 0211 0223 0107 -0111 -0,02L 003 0151 0,068 0,066 0,007 0034  -0126 008  -0,181 0,058 1
Sig. (2-tailed) 0,065 0051 03% 0335 088 0793 018 0,557 0,567 0,951 0,767 0,276 0,457 0,114 0,627
N 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 n 7
Cinsiyet PearsonCorre 0,063  0,0% -0065 -004 -0034 -0068 0203 0002 -0040 -0048 0120 0011 005 -0004.c 0,05
Sig. (2-tailed) 0585 0404 0577 073 077 055% 0077 0,939 0,725 0,678 0,295 0922 0,826 0971 0 0,666
N 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 n 7

¥ n<0.01 (2-tailed).
* p<0.05 (2-tailed).
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