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OZET

Mesane Kanserli Hastalarda Kanda Dolasan Tiimor Hiicrelerinin
Akan Hiicre Olger Cihaz ile Tespiti

Mesane kanseri Urotelyumdan kaynakli kanserler iginde en sik goriilen
malignitedir. Diinya genelinde yasa bagli goriilme orani; erkeklerde 100 000°de 10.1,
kadinlarda ise 100 000°de 2.5’tir.

Invaziv olmayan mesane kanseri, tiimdr derinligine baglh olarak, cogunlukla
transiretral rezeksiyon (TUR) ile tedavi edilir. Yuksek dereceli, invaziv olmayan ve
tekrarlayan mesane kanserleri radikal sistektomi (RC) ile tedavi edilir. Invaziv olan

mesane kanserlerinde de radikal sistektomi altin standart tedavi seklidir.

Metastaz; periferik kan dolasimindaki tiimor hiicrelerinin varligi ile dogrudan
iliskilidir ve kanserden Oliimlerin baslica sebebi; dolasimdaki tiimor hiicrelerinin
(CTC’ler) primer tiimorden ayrilarak diger organlara yayilarak metastaza sebep
olmasidir. CTC’lerin varligi ve sayisi ile metastaz goriilme durumu iliskilidir.
Radikal sistektomi sonrast CTC varhg: kotii sagkalimi gostermektedir. Son derece
heterojen bir dogaya sahip CTC’ler olduk¢a nadir bulunduklarindan dolay: kantitatif

analizleri daha avantajhdir.

Calismamizda, TUR veya RC ile tedavi edilen mesane kanserli hastalarin 7.5
ml kan orneklerinde CTC saptanmasi hedeflenmistir. 10 mesane kanserli hastada;
akan hicre 0Olger cihazinda belirtecler EpCAM, CK 14, 15, 16, 19 ve CK 7, 8 ile
pozitif secilim, CD45 negatif secilim ile CTC tespit edilmistir. 10 hastanin 5’inde
(%50) CTC sayilar1 opere Oncesi ve opere sonrast olarak degerlendirilmistir. Opere
sonrast CTC sayilarinda anlamli disiis gozlenmistir (Z=2.032; p=0.042).

Calismamiza dahil edilen 10 kontrol bireyinde CTC’ye rastlanmamustir.

Anahtar Kelimler: Akan Hiicre Olger Cihazi, Dolasimdaki Tiimér Hiicreleri,

Mesane Kanseri



ABSTRACT

Determination of Circulating Tumor Cells by Flow Cytometry
in the Bladder Cancer Patients

Bladder cancer is one of the most common malignancies of the urinary
system and causes to 15,500 deaths every year. The worldwide age standardized rate
(ASR) is 10.1 per 100 000 for men and 2.5 per 100 000 for women.

Non-muscle invasive disease is usually treated with transurethral resection of
bladder tumor (TUR-BT), depending on the depth of invasion and tumor grade.
Radical cystectomy (RC) with or without perioperative chemotherapy is the gold
standard treatment in muscle invasive and recurrent high-grade non-muscle invasive

urothelial carcinoma of the bladder (UCB).

The deaths in most cancer are dependent on metastasis to distant organs due
to disease dissemination by Circulating Tumor Cells (CTCs) spread out from the
primary tumor. Metastasis is related to the presence and number of CTCs in the
vasculature. The presence of CTCs preoperatively was an independent adverse
prognostic factor for cancer-free survival in patients undergoing cystectomy. Highly
sensitive, real-time monitoring of CTCs can be carried out with flow cytometry using

diverse detection systems without the need of extracting blood samples.

The current study aimed to detect of CTCs in 7.5 mL blood sample in
bladder cancer patients treated with TUR or RC. CTCs were detected in peripheral
blood of 10 bladder cancer patients with flow cytometry using biomarkers EpCAM,
CK 14, 15, 16, 19 and CK 7, 8 for positive selection and CD45 for negative selection.
The blood samples obtained before and after operation were studied in 5 out of 10
patients. The number of CTCs decreased significantly on patients (Z=2.032;
p=0.042) after the operation. No CTCs were detected in control group.

Keywords: Bladder Cancer, Circulating Tumor Cells, Flow Cytometry



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

% > Ylzde

°C : Santrigrat Derece

g - Relatif Santrifiij Kuvveti (RCF)

mL . Mililitre

mm : Milimetre

mM : Milimolar

Na : Sodyum

pH - Potansiyel Hidrojen

uL : Mikrolitre

ALT . Alternative Lengthening of Telomeres
APC-H7 : Allophycocyanin-Hilite-7

BCG - Bacillus Calmette-Guerin

BLCA-4 : Bladder Cancer Antigen-4 (Mesane Kanseri Antijeni-4)
BSA : Sigir Serum Albiimini

BT : Bilgisayarli Tomografi

BVD : Blood Vessel Density (Kan Damar Yogunlugu)
BTA : Bladder Tumor Antigen (Mesane TUmaori Antijeni)
CD : Cluster of Differentiation

cfDNA : Serbest Dolasan DNA

CIS : Carcinoma in situ (Karsinoma in situ)

CK : Sitokeratin

CTC : Circulating Tumor Cell

CTCs : Circulating Tumor Cells

CYFRA 21-1  : Sitokeratin-19 Fragmentleri

DAPI : 4,2-Diamidino-2-Fenilindol Dihidroklorir
DNA : Deoksiribonukleik Asit

ECM : Ekstraselller Matriks

EDTA : Etilendiamin Tetraasetik Asit

EGFR : Epidermal Blylme Faktor Reseptori
ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
EMT : Epitelyal Mezenkimal Doniisiim

EpCAM . Epitelyal Hiicre Adezyon Molekili

Vi



FACS
FBS

FC

FDA
FISH
FITC
FSC
H-RAS
HA-HAase
HER-2
IHC

Ig

IvP
LOH
MACs
mAb
MDR
miRNA
MMP
mMRNA
MUC-1
NMP-22
p53
PBMC
PBS
PCR

PE

RB

RC
RNA
RT-PCR
RT-gPCR
SSC
TCC

: Floresan Aktive Hiicre Ayirma

: Fetal S1gir Serumu

: Flow Cytometry (Akan Hiicre Olger)

: Amerika Gida ve Ila¢ Dairesi

: Floresans in situ Hibridizasyon

: Fluorescein Isothiocyanate

: Forward Scatter Channel (ileri Sag1lim Grafigi)
: Harvey Virlisu Ras

: Hyaluronik Asit-Hyaluronidaz

: Epidermal BlylUme Faktor Reseptori-2

: Immiin-histokimya

: Immiinglobulin

. Intravendz Pyelografi

- Loss of Heterozygosity (Heterozigotluk Kaybi)
: Manyetik Aktif Hiicre Siralama

: Monoklonal Antikor

: Coklu ilag Direng Proteini

: Mikro RNA

: Matriks Metalloproteinaz

: Mesajc1 Riboniikleik Asit

: Misin-1

: Nukleer Matriks Proteini-22

: TUmar Protein 53

: Monontkleer Hiicreler

: Phosphate Buffered Saline

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Phycoerythrin

: Retinoblastoma

: Radikal Sistektomi

: Ribonukleik Asit

: Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
. Ters Transkriptaz Kantitatif PCR

: Side Scatter Channel (Yana Sag¢ilim Grafigi)

: Transitional Cell Carcinoma (Degisici Epitel Hlcreli Karsinom)
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TNM

TRAP
TUR
TURBT
UBC
VEGF

: Primer TUmor Durumu, Bolgesel Lenf Bezlerine Tutulum, Uzak

Metastaz Varligi

: Telomerase Repeat Amplification Protocol

: Transiretral Rezeksiyon

: Transurethral Resection of Bladder Tumors

- Urinary Bladder Cancer (Uriner Mesane Kanseri)

: Vaskuler Endotelyal Blylme Faktori
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1. GIRIS

Viicudun herhangi bir bolgesinde hiicreler kontrol dis1 cogalmaya baglar ise
kanser gelisir. Kanser hiicresi ¢gogunlukla 6liimsiizlesir, sinirsiz biiyiime ve bdliinme
yetenegi kazanir. Normal biiylime kisitlamalarimi algilayamaz hale gelir. Tiimor,
biiylimesi i¢in gerekli olan kani, anjiyogenez (yeni kan damar1 olusumu) sayesinde

temin eder (1).

Metastaz sirasinda kanser hiicreleri, olustuklar1 yerden ¢ikip, viicudun bagka
bolgelerine go¢ eder ve burada ¢ogalip normal dokunun yerini alir. Hicrelerin
yayilabilmesi i¢in hiicre-hiicre baglantilarin1 kaybetmeleri ve hareketli olmalari
gerekmektedir. Hiicreler bu siirecte kan dolasimina, lenf damarlarina veya diger
dokulara girme kabiliyeti kazanirlar. Metastaz, bu hastaligin yasami en ¢ok tehdit

eden yonudur (1).

Mesane kanseri diinyadaki en yaygin malignitelerden biridir. Diinya
genelindeki kanser vakalarinda goriilme siklig1 akciger, meme, kolon, prostat, mide,
karaciger, serviks ve 6zofagus kanserlerinden sonra 9. sirada yer alir (2). Mesane
kanserinin en yaygin tlr(l ise mesanenin Urotelyal karsinomudur (3). Urotelyal
kanser, en sik goriilen ikinci iirolojik malignitedir ve mesane kanseri tedavisindeki
gelismelere ragmen, genel prognozda belirgin bir iyilesme heniiz yoktur (4). Mesane
kanseri tanisi sistoskopi ve biyopsi ile yapilabilmektedir. Ancak sistoskopi olduk¢a
pahali bir yontem olup ayrica invazivdir. Bu nedenle farkli tiimor belirteci bulmaya

yonelik ¢aligmalar artmustir (5).

Metastazin periferik kan dolagimindaki kanser hiicrelerinin varhigi ile
dogrudan iligkili oldugu gosterilmistir ve bu hiicreler dolasimdaki tumadr hucreleri
(CTCs) olarak adlandirilmistir (6). Periferik kanda CTC’nin ortaya ¢ikisindan,
dolagima katilan primer timor hiicreleri veya metastatik hiicreler sorumludur (7).
CTC’nin tespit oraninda glin boyunca bir degisikligin olmamasi ile CTC’nin timor

aktivitesinde giivenilir bir parametre oldugu varsayilmaktadir (7). Buglne kadar



yapilan CTC c¢alismalarinda sayiya odaklanilmistr. 10°- 10® beyaz kan hiicresi
basima yaklagik olarak 1 CTC bulunusu, bu hiicrelerin tespitini zorlastirmaktadir. Bu
nedenle sayim Oncesi zenginlestirme ve tespit etme adimlar1 uygulanmaktadir.
CTC’nin tespiti i¢in niikkleik asit bazli teknikler (RT-PCR, RT-qPCR, mikroarray,
sekanslama) ve/veya protein bazli teknikler (immunofloresan, akan hicre dlger
cihazi-antikor bagimli saptama) en sik kullanilanlardir (6). Bunlarin yani sira boyut
bazli teknikler (mikropor filtrasyon) ve goriintiileme bazli teknikler (taramali

mikroskop, floresan aktif hiicre ayrimi) de mevcuttur (8).

Calismamizda, akan hiicre Olger cihaziyla evrelendirilmis vakalarda CTC
sayisinin belirlenmesi, hastaligin metastaza gidip gitmeyecegi hakkinda 6ngorii elde
edilmesi amaclanmaktadir. Hasta tam1 ve tedavisinde proaktif yaklasim
gerceklestirmek hedeflerimizden birisidir. Bu yontemin en énemli tercih sebebi ise

ekonomik olarak diger yontemlere gore daha ucuz ve noninvaziv olmasidir.

Mesane kanserli hastalarda opere dncesi ve sonrasi CTC sayisinin saptanmasi
ile hem hastaligin prognozu hakkinda, hem de modifiye etmis oldugumuz bu yontem
kullanilarak ilerleyen zamanlarda hastaligin niiks edip etmeyecegi hakkinda on

bilgiye sahibi olunmas1 planlanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, diizensiz hiicre boliinmesiyle karakterize bir grup hastaligm ve asil
baslangi¢ yerlerinden ayrilip viicudun diger bolgelerini istila eden hiicrelerin genel
adidir. Kanserin 100’den fazla tipi tanimlanmustir. Kanseri karakterize eden ise
koken aldig1 dokudur. Asagi yukar: tiim kanserlerin %85°1 epitelyal kokenli olup
“karsinoma” olarak adlandirilir. Kemik, kas gibi mezoderm kokenli kanserlere

“sarkoma”, meme gibi beze kokenli kanserlere ise “adenokarsinoma” ad1 verilir (9).

Kanser hiicreleri hizli bolinme kapasiteleri, canli kalma siireleri, istila ve
metastaz yetenekleri ile kanserlesmeye sebep olurlar. Kanserin Kkarakteristik
Ozellikleri arasinda blyume sinyallerinden bagimsizlik (6rn. epidermal biylme
faktori reseptori-EGFR ile blylime), bliyimeyi inhibe eden sinyallerden kacabilme
(6rn. Siklin bagimh kinaz ile), bagisiklik sisteminden kagabilme , replikatif hiicre
Olimiinden kagabilme (6rn. Telomeraz aktivitesi ile kromozom uglarma surekli
telomer eklenmesi ile), timoér olusumuna tesvik etme, invazyon ve metastaz
yapabilme, anjiyogenezi uyarma (6rn. vaskuler endotelyal bulyiime faktéri-VEGF
ile), genomik kararsizlik ve mutasyonlar barindirma, hicre 6limdnden kacgabilme,
enerji metabolizmasini yeniden programlayabilme (Warburg etkisi), kontrolsiiz
cogalma, boliinme i¢in dis sinyallerden bagimsizlik, ¢ogalmay1 baskilayan sinyallere
kars1 duyarsizlik vardir (Sekil 2.1) (10, 11). Ayrica, inflamasyon, genetik ¢esitliligin
sebep oldugu genom kararsizlii ve mutasyonlar da tiimor tesvik edici role sahip

olduklarindan dolayi, kanserin karakteristik 6zellikleri arasinda sayilabilir (11).
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Sekil 2.1. Kanserin ayirict 6zellikleri (9, 11).

2.1.1. Karsinogenez

Karsinogenez;  proto-onkogenlerin  ve  tiimor baskilayict  genlerin
degistirilmesini gerektiren, prokarsinojenlerin metabolik aktivasyonundan baslayip,
bircok onkogenin aktivasyonuna ve tiimdr baskilayici genlerin inaktivasyonuna
kadar uzanan ¢ok asamali bir siirectir (Sekil 2.2). Normal proto-onkogenler; biylime
faktorleri, bliylime faktorii reseptorleri, sinyal doniistiiriiciileri ve hiicre dongiisii
proteinleri gibi kodlanmis proteinlerin araciligi ile hiicrenin normal olarak
biiyiimesini ve gelismesini diizenleyen onkogenlerin bir parcasidir. Sayet bu proto-
onkogenler; virlsler, kimyasallar ve/veya radyasyon gibi spontan veya eksojen
mutajenik faktorler tarafindan aktive edilirse, onkogenlere doniisiirler. Bu
onkogenler ise; ayn1 fonksiyonu gosteren ama i¢ diizenleme kontrolii bulunmayan
protein Urdinlerini kodlayan onkoproteinlerini iiretir. Bu onkoproteinler; ¢esitli sinyal
yolaklarina etki ederek, hiicrenin normal hiicre dongiisiine girmesine engel olur ve
bdylece otonom disregiile hiicre bdlunmeleri ile malign transformasyon iceren

hiicreler meydana gelir (12).
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Sekil 2.2. Karsinogenez sireci (13).

2.1.2. Kanserli Hiicrelerin Karakteristik Ozellikleri

Kanser, somatik hiicrelerdeki genetik degisiklikler sonucu elde edilen
Ozellikler ile karakterizedir: dis biiyiime sinyallerinden bagimsizlik, dis anti-biyime
sinyallerine kars1 duyarsizlik, apoptozdan kagma yetenegi, devamli ¢ogalma yetenegi,
anjiyogenez ve vaskilariteyi tetiklemek i¢in hiicre yigini1 olusturma yetenegi, ikincil
timorleri olusturabilme ve diger dokular1 istila edebilme yetenegi. Her kanser

hiicresi kendine 6zgudur ve bu 6zelliklerden birine ya da birkagina sahiptir (14).

Biyime Sinyal Otonomisi: Normal hicreler bolinebilmek icin eksternal

uyarilara (biiyiime faktorleri gibi) ihtiyag duyarken, kanser hiicreleri genellikle
normal biiyiime faktorii sinyal mekanizmasmdan bagimsizdirlar. Biiyiime faktori
yolaklarindaki mutasyonlar, kontrolsiiz biiyiimeye sebebiyet verir (9, 15). Ornegin;
insan melanomlarinin yaklagik %40’inda B-Raf proteininin yapisini etkileyen

mutasyonlar mevcuttur (11, 16).



Biiyiimeyi Inhibe Eden Sinyallerden Kacma: Vicutta hiicre bdliinmesi

homeostazinin saglanabilmesi adina inhibitor sinyallere cevap verir niteliktedir, lakin
bircok hiicre aktif olarak boliinememektedir. Kazanilmis mutasyonlar ve gen
susturulmasi sonucu inhibitor yolaklar diizenli calisamaz, kanser hiicreleri de
inhibitor sinyallere yanit veremez (9, 15). Ornegin; BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki
germline mutasyonlar meme ve over kanseri icin risk teskil eder. Bu genlerdeki
ikincil bir kazanilmig mutasyon sonucu BRCA1 ve BRCA2 genleri tiimor siipresor

genlere doniigiir ve genomik istikrarsizliga ve karsinojeneze sebep olur (9).

Sinirsiz Replikasyon Potansiyeli: Normal hiicrelerde boliinme sayisi belli bir

seviyeye ulastig1 anda yaslanma siireci baglar. Boliinmenin sayilmasi ise kromozom
uclarinda bulunan ve telomer olarak adlandirilan bolgelerin kisalmasi ile gerceklesir.
Ozel bir DNA polimeraz olan telomeraz enzimi, DNA uglarma telomer tekrar dizileri
ekleyerek, telomerlerin  kisalmasina engel olur. Kanserlesen hiicrelerin
yaklasik %90’inda telomerazin asir1 sentezlenmesinden dolay1 telomer uzunluklari
degismez (11). Bu sorun dolayisiyla kanserli hiicreler smirsiz replikasyon

potansiyeline sahip hale gelirler (9, 15).

Apoptotik Hiicre Oliimiinden Kacma: Normal hiicreler apoptoz ile yok

olurlar, lakin kanserlesmis hiicreler apoptotik sinyallerden kagma potansiyeline
sahiptir. Tiimdr gelisimi sirasinda bir¢ok sinyal molekiil veya olay apoptozu uyarir.
Apoptozu uyaran sinyaller arasinda; DNA hasar1 (hiicre dongiisii kontrol noktalar
hasar1 veya ekzojen toksinler tarafindan gelistirilen), telomer malfonksiyonu, hatali

proliferatif sinyallerin onkojenik mutasyonlar tarafindan iiretilmesi sayilabilir (15).

Tiimor gelisiminde apoptozun engellenmesi metastaza yol agar. Timor
hiicresinin metastaz yapabilmesi i¢in, kan dolasiminda yasayabilmesi ve diger

dokulara girebilmesi gerekmektedir (15).

Tumorlerin Isimlendirilmesi: Tiimorler koken aldiklar: parankimal dokunun
histogenetik orijini (tiimoriin gelistigi doku veya hiicre tipi) ve biyolojik davranisi

(timoriin farklilasma derecesi ve biiyiime paterni) ile isimlendirilmektedir (15).



Neoplastik hticreler invaziv hale gelmedikleri siirece benign (iyi huylu)
tiimorler olarak adlandirilir ve cogunlukla tedavi ile ortadan kaldirilirlar. Bir timd&riin
kanser olarak adlandirilmas: icin iggal yetenegi kazanmasi sonucu malign (koti
huylu) olarak adlandirilan tiimorlere doniismesi gerekir (Sekil 2.3). Invaziflik kanser
hiicrelerinin énemli bir 6zelligidir. Bu 6zellik ile hiicreler kan veya lenf damarlari
yoluyla viicudun diger bolgelerinde ikincil timdrleri olustururlar. Bu silire¢ metastaz

olarak adlandirilir (17).

Bir kanser metastaz yapmis olsa bile genellikle ortaya cikisi spesifik bir
organda tek bir primer tiimore dayanir. Primer tiimoriin baslangicta tek bir hiicrenin
boliinmesinden koken aldigr ve bir takim kalitsal degisikliklere bagli olarak ortaya
ciktig1 disliniilmektedir. Daha sonra bir¢ok ilave degisiklikler ile komsu hiicrelere
nazaran daha hizli biiyiime, daha hizli boliinme ve daha uzun yasama kabiliyetleri

kazanirlar (17).

bazal lamina

normal kanal

Sekil 2.3. Benign ve malign timérler (17).

Benign timorler adlandirilirken, hiicre orijininin sonuna —oma eki getirilir
(6rnegin; adenoma, osteoma gibi). Malign tiimorler adlandirilirken de —karsinoma ya
da —sarkoma eki getirilir (6rnegin; adenokarsinoma, osteosarkoma gibi). Istisnai
olarak glioma, melanoma, seminoma, hepatoma malign tiimorlerdir. Bazi malign
timorler de hastalig1 simgeleyen isimlerle anilmaktadir: Ewing sarkomu, Brenner

tumaord, Hodgkin lenfoma gibi (18).

Adenoma ve papilloma, epitelyal timorlerin benign formlaridir, malign
formlar1 ise koken aldiklari epitele gore adenokarsinoma veya skuaméz hiicreli
karsinoma olarak adlandirilir. Fibroma veya leiyomiyoma ise mezenkimal tiimorlerin

benign formlar1 olup, malign formlar1 fibrosarkoma veya leiyomiyosarkoma olarak



adlandirilir. Lenfoid dokudan koéken alanlar her zaman lenfoma olarak adlandirilir.
Melanositlerin  benign formlar1 neviis, malign formlar1 melanoma olarak

isimlendirilir (18).

Benign ve Malign Ttimarlerin Genel Ozellikleri: Benign tiimorler genellikle
koken aldiklar1 dokunun yapisina benzer 6zellikte olup, iyi diferansiye gorunimla,
anaplazi icermeyen ya da az oranda igeren morfolojiye sahiptir. Malign timorler ise
genellikle farklilasma hasarina, yapisal atipiye ve anaplaziye sahiptir. Benign
tiimorler yavas biiyiirler ve mitotik figiirleri nadir bulundururlar. Malign timérler ise
yavas ya da hizli bliyliyebilir ve ¢ok sayida mitotik figlir icerir. Benign tiimorler
genellikle bir kapsiil ile kapli olup, koheziv ve ekspansil buylime paterni gosterir,
invazyon yapmazlar. Malign timorler ise kapsiil icermez, infiltratif bilylir ve diger
dokulara invazyon yaparlar. Benign tlimorler metastaz yapmazken malign timorler
metastaz ile karakterizedir. Tiimor yayi1limi1 dogrudan invazyon, viicut bosluklari, kan

damarlar1 ve lenfatikler araciligiyla gergeklesmektedir (18).

2.1.3. Hiicre Farkhlasmasi

Kanser hucrelerinin  buytimesi genellikle hiicre 6limindeki ve hicre
farklilasmasindaki hatali kontrollere dayanmaktadir. Mutasyonlardan ve epigenetik
degisikliklerden ortaya ¢ikan kalitsal degisimler kanser gelisimine sebep olur.
Boylece, kanser gelisimindeki her evrede, degismis hiicrelerin sayismin artisi,

tumaordn ilerlemesine sebebiyet verir (17).

Kanser hiicrelerinin biiyiimesine katkida bulunan bir¢ok 6zellik vardir. Bu
Ozelliklerin farkli kombinasyonlar1 ile de farkl tiirde kanserler ortaya ¢ikmaktadir.
Bunun yani sira tiim kanserlerde ortak olan 6zellikler de bulunmaktadir: olmasi
gereken kontrolleri engeller ve normal hiicrelerin gitmeyecegi kisimlarda ¢ogalir ve
yayilirlar. Lokalize olduklar1 bdlgelerde aerobik glikoliz ile biiyliyemedikleri
takdirde oksidatif fosforilasyon ile metabolize olurlar, gerektiginde hiicre bdlinme
dongiisiinden de gegerler. Invazif tiimorler koken aldiklar1 dokudan uzaklasir,
metastaz yaparak diger bolgelerde prolifere olur ve hayatta kalirlar. Anormal stres

kosullar altinda normal hiicreler apoptoza giderken, tiimor hiicreleri hayatta kalmaya



devam eder. Telomeraz (reterek ve telomerlerini stabilize ederek, replikatif

oliimsiizliikk kazanirlar (17).

Kanser Gelisiminde TimoOr Mikrocevresinin Etkisi: Tumordeki kanserli

hlcreler tehlikeli mutasyonlarin tasiyicist olabilmektedir. Normal gelisimde goriilen
epitel hiicreleri ile mezenkimal hiicreler arasindaki iletisimin bir benzeri, timor
gelisiminde timor hiicreleri ile timdr stromasi arasinda mevcuttur. TUmor stromasi
fibroblastlar1 iceren normal bag dokusu hiicrelerinden ve inflamatuar akyuvarlardan
olusmus olup, tiimor igin gergeve gorevi gormektedir. Tumdrler, kanser hiicreleri de
dahil olmak izere bircok hicre tipinden meydana gelirler. Bunlar endotelyal hticreler,
perisitler (vaskiiler diiz kas hiicreleri), fibroblastlar ve inflamatuar akyuvarlardir. Bu
hiicreler ile diger hiicre tipleri arasindaki iletisim, timor gelisiminde onemli rol
oynar (Sekil 2.4). Kanserlesme siirecinde, salgilanan sinyal proteinler sayesinde
olusan stromadaki degisiklikler ve ekstaseluler matriksi diizenleyen proteolitik
enzimler gorevlidir. Timor ve stromasi birlikte geliserek, tipki yabani otlarin
ekosistemi iggal edisi gibi, kendine 6zgii stromal hiicreler ile birlikte gelisir, bagka

cevrelere yerleserck orada prolifere olurlar (19).
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Sekil 2.4. Mikrogevre elemalar (19).



En solid tiimorler farkli hiicrelerin bir araya gelmesiyle olusur. Timor
parenkimasi ve stromasi, timdoriin biiylimesi ve ilerlemesi icin gerekli olan farkli
hiicre tiplerinden olusur. Ozellikle immiin inflamatuvar hiicreler hem tiimor
gelisimde hem de tiimoriin yok edilmesinde gorev alan alt tipler icermektedir (Sekil
2.5). Stroma hiicre tiplerinin ¢oklugu, histolojik organizasyonu, fenotipik 6zellikleri,

invaziv hale gelirken ve metastatik siirece girerken zamanla degisir (Sekil 2.5) (11).

Kanser kok hiicresi

Kanser-iliskili fibroblast —‘“i | 4 Kanser hiicresi

Immiin inflamatuvar
hiicreler
=
L Y e o.’*‘w"
© | Lokal & Kemik iligi
'8 kokenli stromal kok &
itor hiicrel :
o progenitor hucreler Invaziv kanser hiicresi

S’ e
< P &
L [ | J
Primer tumor Invaziv timér Metastatik timér
mikrogevresinin 6z kism mikrogevresi mikrogevresi

Sekil 2.5. Mikrogevrenin degisimi (11).

2.1.4. Hucrelerin Olumsuzlik Kazanmasi

Kanserli hicrelerin, hicresel stresten ve DNA hasarindan kagabilme
yetenekleri mevcuttur. Gelismis organizmalar hasarl hiicrelere karsi giiglii giivenlik
mekanizmalar1 barmdirir ve hiicreyi apoptoza siiriiklerler. Kanser hiicreleri bu
mekanizmalardan kurtulmak ve hayatta kalabilmek igin mutasyon gelistirirler.
Kanser hiicrelerinin metabolik siirecleri dengesiz hale geldiginde ve temel hiicre

bilesenleri uyumsuzluk gdsterdiginde anormal durum ilan edilir ve mutasyonlar
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meydana gelir. Hucrenin homeostazisinin yetersiz oldugu bu durumlar, zayif
(gevsek) hiicre stres durumlari olarak adlandirilir. Bu duruma 6rnek olarak; kanserde
gelisen kromozom kirilmalart ve DNA hasar1 verilebilir (19). Ornegin; komiiriin
yanmasiyla ortaya ¢ikan Benzo(a)piren, mutajenik ve oldukca etkili bir karsinojen
olup kromozom kirilmalarina neden olmaktadir (20). Boyle durumlarda prospektif
kanser hiicresi hayatta kalabilmek ve sinirsiz boliinebilmek i¢in mutasyon
gelistirerek normal giivenlik mekanizmalarin1 devre dis1 birakir. Kanser hiicresinin
en onemli 6zelligi olan apoptozdan kagabilme yetisi bu sekilde kazanilir. Normal
dokularda homeostazi koruyabilmek adina, hiicre boliinmesi apoptoz sayesinde
dengeli bir sekilde gergeklesir. Tiimor olusumu sirasinda ise apoptoz inhibisyonu ile
birlikte hiuicre bolinmesi kontrolsiiz bir artisa gider. Sekil 2.6’daki gri hucreler
apoptoza giden hicreleri temsil etmektedir. Hem hicre boltinmesindeki kontrolsiiz
artitk hem de apoptozdaki azalma, tiimor biiylimesine katkida bulunmaktadir (Sekil

2.6) (19).
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Sekil 2.6. Tiimor olusumu siirecinde hiicre boliinmesinin artigi ve apoptozdan kagis (19).

Daha o6nce yapilan c¢aligmalarda goriilmiistiir ki, normal insan hiicreleri
kiiltiirde ¢ogaltildiginda belirli bir limitle sinirlanmaktadir. Hiicre bdliinmesini sayan
bu mekanizma “replikatif hiicre yaslanmasi” olarak adlandirilir ve kromozom
uclarinda bulunan telomerlerin kisalmasma baglidir. Normal hiicre dongiisiiniin S
fazinda, telomeraz enzimi sayesinde telomer DNA’s1 replike olur ve kromozom
uclar1 korunur. Cogalmakta olan insan hiicrelerinde telomerazda herhangi bir
bozukluk olmasi durumunda, telomerler her hiicre bolinmesinde kisalir ve DNA

hasar sinyali olusur (19).
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Insan kanser hiicreleri su iki yoldan biriyle replikatif hiicre yaslanmasimni
Onleyebilmektedir: bolinme esnasinda telomeraz aktivitesini koruyarak telomer
kisalmasini Onlerler ya da kromozom uglarini uzatmak icin “Alternatif Uzatilan
Telomerler” (alternative lengthening of telomeres-ALT) olarak adlandirilan homolog
rekombinasyona dayali bir mekanizma gelistirirler. Bu nedenle, tiimor hiicrelerinin
hiicre dongu suresi de normal hiicrelere oranla ¢ok daha uzun strebilmektedir (19,
21).

Kanser hiicrelerinde 6liim ¢ogunlukla programlanmis hiicre 6liim tiplerinden
olan apoptoz, otofaji ve programlanmis nekroz ile gergeklesmektedir (22).
Apoptozdan kacan kanser hiicresi, daha ¢ok besine ve oksijene gereksinim duyacagi
icin yasam kosullar1 giiclesir. Bu nedenle apoptozdan ziyade nekroz ile Oliime
gitmelerine ragmen, hiicre dogum orani hiicre 6liim oranindan fazla oldugu i¢in yine

de bliyumeye devam ederler (19).

Anjiyogenez: Tipki normal hiicrelerde oldugu gibi kanser hiicreleri de oksijen
ve besin ihtiyaglarini karsilamak i¢in kan damarma ihtiya¢ duyarlar. Apoptozdan
kacan ve sinirsiz boliinme yetisine sahip olan kanser hiicresi, biiyiiyebilmek ve

yasamini siirdiirebilmek i¢in, kan damari olusumunu yani anjiyogenezi uyarir (15,

23).

Tumorler anjiyogenez gergeklestiremedigi durumlarda 1-2 mm c¢aptan fazla
blylyemez. Bu cap, diflizyonla oksijen ve besin alabilmek icin gerekli olan
maksimal uzakliktir. Hipoksi durumunda, apoptoz uyarilir ve damarlanma olmadikga

tumaor buylyemez (15).

Anjiyogenez var olan damarlardan yeni kan damarlarmm olusmasi ile
gerceklesir (24). Anjiyogenez esnasinda hiicre dis1 matrikste degisiklikler oldugu
gibi, hiicrelerin ¢ogalmasi, go¢ etmesi ve tiip olusumu da gergeklesir. Anjiyogenez
icin bir belirte¢ olan kan damar1 yogunlugu (blood vessel density-BVD), hastalarin
malign potansiyeli ve kotii prognozu ile iligkilidir. Kanser hucrelerinin yayilmasimni
ve yeni damar olusumunu hedef alan ilk anti-anjiyojenik tedavi 1971 yilinda
uygulanmistir (25). O zamandan bu yana ¢ok sayida arastirmaci, anjiyogenezin
molekiiler mekanizmasi1 tiizerine odaklanmigtir. Anjiyogenezin dizenlenmesi

karmagik bir mekanizma olup, anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler arasindaki
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dengeye baghdir (26, 27). Tiimor hiicrelerinde, makrofajlarda yapilan ve kapiller
olusumu saglayan ¢ok sayida anjiyojenik faktdr bulunur. En iyi bilinen anjiyojenik
faktorler; VEGF ve bazik fibroblast biiyiime faktoriidiir. Cogu insan tiimoriinde
bliylimenin erken donemlerinde anjiyogenez uyarilamaz, tiimor vaskiiler sessizlikte

senelerce in situ kalir (15).

Anjiyogenez uyarici faktorler arasinda; hipoksi, glikoz ve demir eksikligi,
reaktif oksijen veya asidoz olusumu, onkogenlerin aktivasyonu, tiimor baskilayici

genlerin deaktivasyonu sayilabilir (27).

2.2. Invazyon ve Metastaz

Normal hicreler vicutta bulunduklar1 lokasyonu korurken, kanser
hiicrelerinin baska yerlere go¢ edisi kanserden 6liimlerin major nedenidir (15, 28).
Malign tiimorlerin diger bolgelere giderek, orada ikincil tiimdr olusturmalari

metastaz olarak adlandirilir (28).

Timor hiicresinin  metastaz  yapabilmesi i¢in bir¢ok engeli asmasi
gerekmektedir. Hem hicre icerisinde (intrensek) hem hiicre disarisinda (ekstrensek)
bircok koruyucu sistemi ge¢mek zorundadir. Intrensek koruma mekanizmalari;
apoptoz sinyal yolagi, telomerlerin kisalmasi ve biiylime Onleyici faktorlerin
ekpresyonudur. Tumorin ilerlemesini  6nleyebilecek ekstrensek faktorler ise;
ektraseliiler matriks elemanlari, bazal membran, reaktif oksijen, immiin sistem
korumasi, besin ve oksijen yetersizligidir. Tiim bu engeller, DNA mutasyonlari,
kromozom diizenlemeleri, epigenetik degisiklikler ile genomik kararsizligin
(instabilitenin) gelismesiyle asilir. Metastaz ve genetik instabilite arasinda dogru
orant1 vardir. Cifone ve arkadaslarinin hiicre hatlarinda yapmis oldugu bir ¢calismada

gorililmiistiir ki; metastaz yapmayan hatlara gore yiiksek metastaz oran1 bulunan

hatlarda genetik kararsizlik da daha yiksektir (23, 29).

Invazyonda gérevli enzimlerin, hiicre-hiicre ya da hticre-ekstraseltler matriks
adhezyonunda gorevli molekiillerin aktivitesinin veya diizeylerinin degisiklige
ugramasindaki sebep genomdaki degisikliklerdir. Tiimdrlerin metastaz yapmasi

cesitli sirali basamaklardan olusan kompleks bir olaydir (15).
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Metastatik siire¢ iki evrede ele alinabilir: Birincisi ekstraseliiler matriksin
(ECM) invazyonudur. Insan dokular1 bazal membran ve interstisyel bag dokusu
bolimleri ile organizedir. ECM bilesenlerinin herbiri kollajen, proteoglikanlar ve
glikoproteinler icerir. Ikincisi ise tiimdr hiicrelerinin vaskiiler yayilimi ile gittikleri

bolgeye yerlesmeleridir (15).

Metastatik Siirecte Invazyon ve Vaskiiler Yayilim Basamaklari:

TUmor hucrelerinin birbirlerinden ayrilmasi su sekildedir; E-kaderin hiicreler
arasindaki yapismayi saglar ve sitoplazmik parcast [-katenin’e tutulu haldedir.
Epitelyal kanserlerde genellikle E-kaderin genleri inaktive olur ve [-katenin

genlerinin aktivasyonu ile E-kaderin fonksiyonu kaybolur (15, 30).

Tumar hicrelerinin ECM proteinlerinden laminin ve fibronektine tutunmasi:
Normal epitel hiicreleri bazal membran yiizeylerinde bazal membranin laminini i¢in
reseptorler bulundurur. Kanser hiicreleri ise, tiim yiizeylerde ¢ok sayida laminin

reseptoriine sahiptir (15, 20).

Tumor hiicreleri proteolitik enzim salgilar veya fibroblast gibi konak
hlcrelerinden proteaz salgilanmasini uyarir. Matriksin par¢alanmasini saglayan ve
metalloproteinazlardan olan jelatinaz, kollajenaz ve stromelizin enzimleri de bu

sirada salinirlar (15).

Tumor hdcrelerinin  parcalanan bazal membran ve matriks proteoliz
bolgelerinden ayrilmalari, salgiladiklar1  “otokrin  motilite  faktérii” olan

sitokeratinlerce saglanir (15, 31).

Tiimor hiicrelerinin vaskiiler yayilimi ve lokalizasyonu: TUmdr hucreleri
dolagmma katildiklarinda immiin hiicreleri tarafindan yok edilebilir, ya da lokosit ve
plateletlere yapisarak, kiime halinde “timér embolisi” olusturur ve bu sayede naturel
Killer hucrelerinden kagabilirler. Tiimor hiicreleri ¢ogunlukla tek dolasir ve damar

disina ¢ikabilmek i¢in vaskiiler endotele yapisip bazal membrani gegerler (15, 32).

Damar digina c¢ikan tiimor hiicresi baska bir bdlgeye gidebilmek i¢in

hareketlilik kazanmalidir. Bu asamada tek bir hiicre olarak ya da hiicre grubu olarak
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hareket edebilirler. Tek bir hiicrenin temel hareket mekanizmasi mezenkimal
invazyon ve ameboid invazyondur. Epitelyal hicreler mezenkimal invazyon sonucu,
epitelyal-mezenkimal doniisiim (epithelial-mesenchymal transition EMT) adi verilen
stirece girerler. Bu asamada hiicreler, bir veya daha fazla psédopod sahibi olur ve
aktince zengin bu psddopodlar sayesinde hareketlilik kazanirlar. Ameboid
invazyonda ise hiicreler kiiresel sekilli olup, daralma ve genisleme hareketi yaparak

ilerlerler (31).

Primer tiimorden ayrilan, kan damar1 ya da lenfatik yollarla baska bolgeye
tagman tUmor hucreleri gittikleri bolgeye nifuz edebilmek igin, oradaki bazal
membrant da kirmali ve stromaya varmalidir. Ekstraseliiler matriks proteazlarin
aktivitesini proteoliz ile kirip vakit bazal membrana ulasir ve oradan igeri girerler.
1889 yilinda Stephen Paget’in One siirdiigii “tohum ve toprak™ teorisine gore,
yerlesen tiimor hiicreleri (tohum) yalnizca onlar icin en elverigli organlara (toprak)
lokalize olurlar (28). Ornegin Sekil 2.7.’de mesane timoriuniin karacigere metastaz

stireci gosterilmistir (19).
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Sekil 2.7. Metastaz basamaklari (19).

2.3. Mesane ve Mesane Kanseri

2.3.1. Mesane

Idrarin depolanmasinda ve bosaltilmasinda gérevli olan, pelvik yerlesimli, ici
bos muskuler bir organdir. Bosken eriskinlerde simfiz pubisin arkasinda yer alirken,
yeni doganlarda ve c¢ocuklarda dessensus tamamlanmadigindan daha yukaridadir
(33). Pubis ile arasindaki bosluga spatium retropubicum (Retzius araligi)
denilmektedir. Retzius araliginda Santorini plexus’u denilen zengin ven pleksus’u
yer almaktadir. Mesane, dolu oldugu durumda karmn 6n duvarmin extraperitoneal
dokusu i¢inde yukariya yiikselir. Kadinlarda mesane, erkelerdeki gibi yerlesimlidir
ama prostat olmadig1 i¢in daha asagida bir konumdadir. Cocuklarda ise 5-6 yasina
kadar daha yukarida yerlesmis durumdadir. Mesane kapasitesi yetiskinlerde ortalama

220 mL’dir, maksimum kapasitesi ise 400-500 mL kadardir (34).
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Mesanenin Bélimleri:

Apex vesicae: Mesanenin tepe kismi1 olup tamamen periton ile rtiiliidiir. ince
bagirsak, colon sigmoideum ile komsudur. Ayrica, kadinlarda uterus’un fundus’u ile
komsudur. Apex vesicac’dan baglayan lig.umbilicale mediana, gobege kadar

uzanmaktadir ve i¢erisinde urachus’un kalintist bulunur (34).

Fundus vesicae: Mesanenin arkaya ve asagiya bakan konveks kismidir.
Erkeklerde prostata komsu olup, sikica baglidir. Prostatin {ist kisminda yer alan ve
mesanenin yan kisimlarinda bulunan erkek i¢ genital organi bezine vesicula
seminalis denilmektedir. Arka kisimda rektum ile komsuluk yapar. Kadinlarda ise,

cervix uteri, vajinanin 6n yiizii ve her iki tireterin son pargalari ile komsudur (34).

Corpus vesicae: Apex ile fundus arasinda yer alan biiyiik bolimdiir (34).

Cervix vesicae: Altta kalan dar kisim olup hareketsizdir. Erkeklerde glandula

prostatica tizerine yerlesmistir. Kadinlarda ise fascia pelvis ile kaplanmistir (34).

Mesanenin Yapisi: Mesanenin i¢ ylizeyinde en igte tunica mucosa’nin
kivrintilar1 olan plikalar mevcuttur. Bu plikalar mesane doldukga gerilerek kaybolur.
Mesanenin tabanma dogru iiggen bir alan vardir ve bu kisim trigonum vesicae
(Liteuaud tiggeni) olarak adlandirilir. Trigonum vesica’da tela submucosa bulunmaz
ve bu kisim diizdiir. Trigonum vesicae’nin arka lateral koselerinde {ireterlerin
acildig1 delikler (ostium ureteris) goriiniir. Uggenin 6n alt kdsesinde de mesanenin

tiretraya acildig1 ostium urethra internum bulunmaktadir (34).

Mesanenin bos oldugu durumda iki Ureter agiklig1 arasinda yaklasik 2.5 cm
mesafe vardir. Trigonum’un iki ostium ureteris arasindaki kenar1 plika interureterica
olarak adlandirilir ve klinik olarak sistoskopi esnasinda ostium uteris’lerin
bulunmasinda 6nem tasir. Bu plakanin arkasinda bulunan fossa retroureterica’da
ozellikle yashlarda rezidiiel idrar kalmaktadir. Erkeklerde ostium urethra
internum’un arkasinda prostat tarafindan olusturulan bir kabarti (uvula vesica)
bulunur. Bu kabart1 urethraya dogru daha asagilarda crista urethralis adim alir ve
devam eder (34).
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Mesane diiz kas yapisindadir. Kas tabakalar1 sirasiyla; en dista longitudinal,
ortada sirkuler, en icte de tekrar longitudinal seklindedir. Mesanenin kaslart m.
detrusor vesicae olarak adlandirilmaktadir ve bu kaslar mesane boynunda sirkuler

tabaka m. sphincter vesica’y1 olusturmak tizere kalinlagir (34).

Mesane retroperitoneal bir organ olup, iist ylizeyi tamamen peritonla kaplidir.
Arka yliziin ise sadece yukari kismi peritonla ortiilii sekildedir. Diger yiizeyler
komsu organlara bag dokusu ile tutunmaktadir. Karin 6n duvarmmdan gobege dogru
uzanan 3 plika vardir: plica umbilicalis mediana, plika umbilicalis medialis ve plica
umbilicalis lateralis. Bu plakalar arasinda, karm 6n duvarmmn i¢ yiiziinde ve pubis
kemiklerinin iizerinde fossae supravesicalis ad1 verilen iki adet gukur bulunmaktadir
(34).

Litenaud tiggeni Ureterler
(trigonum vesicae) Taban
(fundus vesicae)'
Median umblikal igament
(lig. umbilicale mediana) / X

Mesane tepesi
(apex vesicae)

- Uretra
A
Ureterler
Ureter agikh
(ostium ureteris)
&
Litenaud tiggeni . _‘;“ S
(trigonum vesicae) & — Internal Giretral orifis

B relra 19 (ostium urethra internum)

Sekil 2.8. Mesane Anatomisi. (A) Superolateral gérinim. (B) Litenaud tggeni: Kesilmis

mesanenin énden gorinimu (35).
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2.3.2. Mesane Kanseri

2.3.2.1. Epidemiyolojisi

Mesane kanseri diinyadaki en yaygin malignitelerden biridir. Diinya
genelindeki kanser vakalarinda goriilme siklig1 akciger, meme, kolon, prostat, mide,
karaciger, serviks ve 6zofagus kanserlerinden sonra 9. sirada yer alir (2). Mesane
kanserinin en yaygm tiirii ise mesanenin iirotelyal karsinomudur (3). Urotelyal
kanser, en sik goriilen ikinci iirolojik malignitedir ve mesane kanseri tedavisindeki
gelismelere ragmen, genel prognozda belirgin bir iyilesme heniiz yoktur. 5 yillik
sagkalim orani ise %39-53 arasinda degismektedir (4). Diinyada kanser kaynakli
Oliimler igerisinde, mesane kanserinden 6liim erkeklerde 10., kadinlarda 14. sirada
yer almaktadir (36). 2013 yili i¢in tahmini kanserden Oliimlerde prostat, meme,
akciger, kolon ve melanomadan sonra gelerek 6. swrada yer almaktadir. Mesane
kanseri yaygin olarak 75-84 yaslar1 arasinda goriilmektedir (37). Hastalik, erkeklerde
kadinlardan 2,5 kat daha sik goriiliir. En sik goriildiigli yas donemi 60-70’1i yillardir
ve yasla birlikte siklig1 da artar (38).

Tirkiye’ de yapilan kanser istatistiklerine gore mesane kanseri; akciger,
prostat ve kolorektal kanserinden sonra erkeklerde en sik goriilen 4. kanser tirtdir
(39). 2009-2013 yillar1 igin erkeklerde yasa gore standardize edilmis hizi 100.000
kiside 21.4, kadinlarda ise 2.9’dur (40).

2.3.2.2. Risk Faktorleri

Mesane kanserlerinin ortaya ¢ikisindan, genetik faktorlerin disinda, mesleki
karsinojenler, sigara, kronik enfeksiyonlar, mesanede tas veya yabanci cisimler,

pelvik radyasyon, sitotoksik kemoterapi, bazi analjezikler ve gidalar da etkilidir (41).

Sigara, kullanim miktar1 ve siiresine bagli olarak mesane kanseri riskini
artiran en 6nemli etkendir. Mesane kanserinden Olen hastalarin yaklasik %90’ min

sigara kullandig1 bilinmektedir (38). Sigara kullananlarda mesane tiimori gelisme
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riski ortalama 4 kat daha fazladir ve latent period ise 20-30 yili bulabilmektedir.
Tutlnde bulunan karsinojenler nitrozaminler ve 2-naphtylamine’dir. Sigara ayni
zamanda mesane epitelinin proliferatif cevabimni arttirir ve bdylelikle karsinojenlerin

etkisini arttirir (41).

Mesleki kimyasallara maruziyet en sik goriilen ikinci faktordur. Butun
mesane kanserlerinin %20’si bu kimyasallardan kaynaklanmaktadir (41). Anilin
boya kullanilan mesleklerde ¢alismak mesane kanseri riskini 30 kat artirmaktadir. En
stk karsilasilan mesane karsinojeni kimyasallar aromatik aminlerdir ve bu
kimyasallar deri, boya, lastik endiistrisinde siklikla kullanilmaktadir (38). Bu
endustriyel karsinojenlerin etki stresi 40-50 yil kadardir, ancak yogun etki altinda bu
siire kisalabilmektedir (41).

Rekiirren tiriner sistem enfeksiyonlari, tas gibi yabanci maddelerin mesanede
bulunusu da kanser gelisiminde etyolojik rol oynamaktadir. Nitrit ve nitrozaminlerin
iiretimine bagli olarak, bakteriyel flora ve/veya enflamasyon etkisi gorilmektedir. Bu
maddeler hiicre proliferasyonunu arttirmakla birlikte spontan genetik bozukluklara
da yol agabilir. Bu tiir maligniteler daha ¢ok skuamoz karsinom olustururlar. Kuzey
Afrika Ulkelerinde siklikla goriilen Schistosoma haematobium isimli parazit
tarafindan olusan schistosomiasis, parazit kurtlarindan kaynaklanan bir enfestasyon

olup mesane kanserine sebebiyet vermektedir (38, 41).

Pelvik radyasyon alanlarda da mesane kanseri goriilme orami 4 kat daha
fazladir (38, 41). Radyoterapinin, kemoterapi ile birlikte verilmesi mesane kanseri
riskini daha da arttirmaktadir (41). Meme kanseri tedavisinde kullanilan alkilleyici
bir ajan olan siklofosfamid de mesane kanseri igin risk faktortdir ve mesane timaoru
riskini 9 kat arttirir (38, 41). Siklofosfamid’in yikim iriinii akrolein, akut mesane
toksisitesinden sorumludur ve kanserin gelismesindeki en Onemli etkendir. Bu

etkinin latent periodu 6 ile 13 yildir (41).

Tum bu karsinojenlerin mesane ile kontakt suresinin uzunlugu oldukca
onemlidir. Tim bunlardan kaynakli idrar stazi mesane tiimorii insidansini
artirmaktadir ve mesanenin idrarla en ¢ok temas ettigi orifis ¢evreleri ile trigon

bolgesinde tiimorler daha sik geligir (41).
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2.3.2.3. Patolojisi ve Tiimor Yayihm

Mesane kanseri, es zamanli olarak iriner sistemin diger boliimlerinde de
premalign olarak saptanabilmektedir. Hastalarin maruz kaldigi karsinojenlerin tima

uriner sistem igerisinde bir “alan karsinojenezine” sebep olurlar (38).

Mesane kanserinin histolojisine bakildiginda, %90 degisici epitel hiicreli
(transitional cell carcinoma; TCC) ve %8 skuamdz hiicreli karsinom oldugu goriiliir.
Oldukca nadir gorulen histolojik alt tipleri adenokarsinom, sarkomlar, karsinoid

tiimorler ve lenfomadir (38).

Karsinoma in situ (CIS); multifokal olan Groepitelyumu etkileyen yiiksek
dereceli bir malignitedir. Tedavi edilmedigi durumda, %80’i 10 yil igerisinde invaziv

kansere doniistir (38).

Yiizeyel karsinomlarm prognozu CIS’tan daha iyidir. Rekiirrens
orant %80’dir. Diisiik dereceli olanlar metastaz yapmazlar, ancak %10 kadar1 yiiksek

dereceli hale doniisiip metastaz yetenegi kazanirlar (38).

Mesane tiimorlerinde yayilim en c¢ok direkt invazyon yoluyla gergeklesir.
Genellikle kanser hiicreleri primer mukozal lezyonun hemen altmma blok olarak
infiltre olmaktadir. Submukozaya ve miiskiilarise, lamina propria yoluyla geger,
buradan da lenf nodlarina ve uzak alanlara yayilim gosterirler. Kas invazyonu ve
uzak metastaz arasinda baglant1 vardir. Lokal olarak prostat, vezikiila-seminalis,
uterus, vajina, rektum ve bagirsaklara da kanser infiltre olabilmektedir. Prostatin

stromas1 tutuldugu takdirde %80 uzak metastaz ortaya ¢ikmaktadir (41).

Baz1 durumlarda lenfatik invazyon, hematojen yayilimdan 6nce ve ondan
bagimsiz olarak ortaya cikar, en ¢ok yayildigi yer pelvik lenf nodlar1 olmaktadir.
Burada da en siklikla obturatora, sonrasinda ise eksternal ilyak lenf nodlarina
yerlesirler. Hematojen metastazlar mesane tiimorlerinde daha nadir goriilmektedir.
Siklikla karacigere, akcigere, kemige ve siirrenale metastaz yapmaktadirlar (41).
Cogunlukla tiimoriin lokal olarak biiylimesi, idrar yollarina baski yapmasi, iiremi,

kansere bagli tiikkenmislik veya karaciger yetmezligi nedeniyle hastalar hayatini
kaybeder (38).
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2.3.2.4. Tani ve Evreleme

Hastalarin %90°1 hematiri, %20-30 kadar1 mesane irritasyonu sikayetiyle
bagvurur. Lokal ileri hastaligin isareti pelvis agrisidir. Alt ekstremite veya genital

bolgede 6dem, vendz ve lenfatik obstriiksiyon oldugunda gozlenebilir (38).

ilk yapilmasi gereken tetkikler idrar analizi, kan sayimi, akciger grafisi,
karaciger ve bobrek fonksiyonlaridir. Sistoskopi, tani i¢in en dnemli inceleme olup,
anormal goriilen bolgelerden biyopsiler alinmaktadir. Sistoskopi sonrasi bimanuel
muayene de olduk¢a ©Onemlidir. Cogunlukla sistoskopi endikasyonlar1i su
durumlardir; agiklanamayan veya kronik alt iiriner sistem yakinmalar1 goriilmesi,
kanser siiphesi tasiyanlarda idrar sitolojisi olmasi, iist iiriner sistem incelemeleri
normal olup gros veya makroskopik hematuri goriilmesi ve mesane kanseri hikayesi
olmasi (38).

Hematurinin  sebebi Dbilinmiyorsa, iist {riner sistemin arastirilmasi
gerekmektedir, bunun i¢in intravendz pyelografi (IVP) kullamilmaktadir. IVP, iireter
ve renal pelvis kaynakli tlimdrlerin saptanabilmesine olanak saglar ve sistoskopiden
once yapilmast Onerilmektedir. Gerekli durumlarda sistoskopi esnasinda retrograd
pyelografi ile Gst Uriner sistem tekrar incelenebilir. Tanisal olarak 1VP’den daha
ustin olan abdomino-pelvik bilgisayarli tomografi (BT Urografi) yodnteminde,
toplayic1 sisteme kontrast madde verilerek, dolum defektine neden olan anormallikler
tespit edilir; ayrica anormal biiylimiis lenf nodlar1, prevezikal yagl doku invazyonu
ve viseral metastazlar da saptanabilir. Bu yontem son zamanlarda en sik tercih edilen

ust driner sistem gorintileme modalitesidir (38).

Sistoskopi ile tani konulan mesane tlimdrlerinin 2/3°l idrar sitolojisi ile
saptanabilmektedir. Idrar sitolojisi; mesane kanseri hikayesi olan hastalarm takibinde,
cevresel karsinojenlere maruz kalan ama semptomu olmayan hastalarin taranmasinda,

kronik mesane irritasyonuna sahip hastalarda sistoskopi 6ncesinde faydali olmaktadir
(38).

Mesane kanserinde evreleme TNM (T=timér, N=nod, M=metastaz)
smiflandirilmasma (Tablo 2.1) gore kas tabakasina invaze olmayan (erken evre-

yuzeyel) ve kasa invaze olan (ilerlemis) seklinde yapilmaktadir. Hastalik evresi,
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histolojik  derece, CIS varligi Onemli

prognostik  faktorlerdendir.

TNM

evrelendirmesine gore, yalnizca 1 lenf nodu metastazi bile olsa hastalik evre 4 olarak

kabul edilmektedir. Yuzeyel timdrlerde histolojik derece sagkalimi belirler. Yiizeyel

ve yuksek dereceli timdrler tedavi edilmediklerinde invaziv tiimorlere doniistirler

(38). Prognostik gruplara gére mesane kanserinin anatomik evresi belirlenmektedir
(Tablo 2.2).

Tablo 2.1. Mesane kanserinin TNM evrelemesi (38, 42).

invazyonu
T4b: Pelvik duvar ve karin duvari

invazyonu

T Evresi N Evresi
TO Primer tiimor kanit1 yok NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
. . . . Gergek pelviste tek lenf nodu
Ta Invaziv olmayan papiller karsinom N1
metastazi
) ) o Gergek pelviste multipl bolgesel lenf
Tis Karsinoma in situ (CIS) N2
nodu metastazi
1 Tiimdr subepitelyal bag dokuyu invaze N3 Kommon iliak lenf nodlarina
etmistir metastaz

Tiimdr muskularis propriayl invaze etmistir
T2 | T2a: Yizeyel muskularis propria invazyonu M evresi

T2b: Derin Muskularis propria invazyonu

TUumor perivezikal dokulari invaze etmistir

T3a: Mikroskopik invazyon

T3 o ) MO Uzak metastaz yok

T3b: Makroskopik invazyon (ekstravesikal

kitle)
TUmor, prostatik stroma, seminal
vezikuller, uterus, vajen, pelvik duvar veya
karin duvarini invaze etmistir.

T4 T4a: prostatik stroma, uterus, vagina M1 Uzak metastaz var
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Tablo 2.2. Mesane kanserinin anatomik evreleri (38).

Anatomik Evre / Prognostik gruplar
O0a TaNO MO
Ois  Tis NO MO
I T1 NO MO
1 T2a NO MO
T2b NO MO
I T3aNO MO
T3b NO MO
T4a NO MO
IV T4b NO MO
Herhangi bir T N1-3 MO
Herhangi bir T, herhangi bir N, M1

Erken Evre Hastalik: Bu evre sadece iiroloji uzmanlari tarafindan sitoloji
veya sistoskopi ile tespit edilebilir diizeydedir. Sesil ya da yuksek dereceli siipheli

olgularda, Ust Uriner sistem gorintilemesi gerekmektedir (38).

Kasa invaze olmayan tlmérler, TO evre invaziv olmayan papillomalar (veya
karsinomlar), T1 evre lamina propriay1 invaze eden tiimorler ve Tis evre karsinoma

in situ (CIS) seklinde gruplandirilmaktadirlar. Bazi hastalarda bu durumlardan
birkag1 birlikte goriilebilir (38).

Ileri Evre Hastalik: Kas invazyonu ve ¢ogunlukla metastaz goriilen durumdur

(38). Invazyon, tiimor hiicrelerinin bazal membrana baglanmas: ile gergeklesir.
Hiicre ylizey proteini laminin, bazal membranin glikoprotein yapisindaki laminin
reseptoriine yapisir. Bu laminin reseptdrleri, invaziv tiimér hiicrelerinde daha fazladir.
TiimOr hiicreleri bazal membrana baglandiginda, proteazlar araciligiyla membran

yikimi gergeklesir, hiicrelerden salmman sitokinler hiicre motilitesini artirir ve

invazyon gergeklesir (41).
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2.3.2.5. Kullanilan Belirtecler

Klinikte erken tan1 olduk¢a 6nemlidir. Ideal bir belirteg, basitge dlciilebilmeli,
giivenilir, ucuz, tekrar edilebilir olmali, yiiksek duyarlilik ve o6zgilliige sahip
olmalidir. Klinik agidan belirtecin faydali olabilmesi igin; yiiksek pozitif prediktif
degere sahip olmali, boylece yanlis pozitif sonuglarin yol acacagi gereksiz tetkikler
Onlenebilmeli, ayn1 zamanda yiiksek bir negatif prediktif degeri de olmali, boylelikle
timOriin ~ saptanamamasina  bagli  olarak  olusacak  kanser  progresyonu
engellenebilmelidir. Pratikte bu sartlar1 tam olarak saglayan bir belirteg
bulunmamaktadir (43, 44).

Mesane Kanserinde Kullanilan Biyolojik Belirtecler: Biyolojik timor

belirtecleri, kanser hiicresinin olusmasi ile birlikte Olciilebilen, genellikle diizeyi
artan, protein, glikoprotein, enzim, karbonhidrat, DNA, RNA, gangliozid ve
immiinglobulin gibi molekiillerdir. Bu belirte¢ler kanda, idrarda ve diger viicut

stvilarinda saptanabilmektedir (43).

Potansiyel mesane timaori belirtecleri rekirrensin saptanabilmesi icin, idrar
sitolojisine tamamlayici bir test olarak, idrar sitoloji testine gore daha ucuz ve daha
objektif bir alternatif bulmak amaciyla ve hastayr sistoskopik degerlendirmeye

yonlendirmek igin kullanilmaktadir (44).

Tanisal belirleyicilere idrarda bakilirken, prognoz &ngorusi icin

kullanilanlara doku 6rneginden bakilmaktadir (41).

Kullanilan Tamisal belirtecler: Yizeyel mesane tlimorlerinin tedavisinden
sonra, hastalara belli araliklar ile sistoskopi, sitoloji ve {ist iiriner sistem incelemesi
ile takip yapilmaktadir. Sistoskopi oldukca invaziv ve takipte kimulatif olarak risk
ve maliyeti artiran bir yontemdir. Sitoloji ise bir laboratuvar testi degildir ve
patologun deneyimine bagli olarak degismektedir, bu da ornekleme ile ilgili
problemleri beraberinde getirir. Bu nedenle, invaziv olmayan ydntemlerden olan
idrardaki iiroteliyal hiicreler, proteinler ve metabolitlere bakilarak tani koyabilme ve
izlem yapabilme bugin yaygin olarak kullanilmaktadir. Mesane Kkanseri

belirteclerinin genel bir listesi Tablo 2.3’te verilmistir (41, 43).
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Tablo 2.3. Mesane kanserinde yaygin olarak kullanilan tanisal belirtecler ve

szellikleri (41).

Saptanan . Duyarhhk OngIIUk
Test o Ornek
Belirleyici (%) (%)
Kompleman
BTA-Stat faktor H-bagiml Idrar 38-89 50-70
protein
Kompleman
BTA-TRAK | faktor H-bagimli Idrar 57-83 50-90
protein
Nikleer mitotik ;
NMP-22 A Idrar 47-100 55-80
aparat proteini
Niikleer matriks )
BLCA-4 ] Idrar 96 81-100
protein
Sitokeratin 8 ve )
UBC Idrar 36-79 88-92
18
CYFRA 21-1 Sitokeratin 19 Idrar 75-97 67-71
Hyaluronik asit .
HA-HAase o Idrar 88-94 84
ve hyalurinidaz
) | Kromozomlardaki )
Mikrosatellit ) ) Eksfoliye
] mikrosatellit 72-97 >95
DNA Testi ] hucreler
belirtecler
Telomeraz ) o Eksfoliye
o Enzim aktivitesi 70-90 60-70
aktivitesi hucreler
CEA, timor )
Eksfoliye
Immuno Cyt | hiicrelerine bagh 38-90 73-80
] hucreler
masinler
3,7, 17 )
) ) Eksfoliye
UroVysion kromozomlardaki 68-87 >90
hucreler
alterasyonlar

Bu alanda kullanilan en eski yontemler; BTA stat ve BTA-TRAK testeleridir

ve idrarda H-bagimli bir kompleman faktoriinii monoklonal antikorlar sayesinde
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saptayarak sonug verir. BTA stat testi bir immiinoassay testi olup, idrar 5 dakika
boyunca reaksiyona tabi tutulur. BTA-TRAK testi ise bir ELISA testi olup,
kompleman faktorleri kantitatif olarak Olger. Bu iki testin de duyarliligi ¢ogunlukla
diisiik dereceli timorlerde azdir. Hastada ayni1 zamanda {iriner enfeksiyon, tas, sistit
ve hematiiri gibi durumlar olmasi halinde, diisiik 6zgiillik gosterirler (41, 44, 45, 46).
Duyarliliklarinin yalnizca yiiksek dereceli tiimorlerde fazla olmasi erken evre tespiti

icin bir dezavantajdir.

Niikleer matriks proteinleri hiicre c¢ekirdeginde bulunup nonkromatin
yapidadir. Bu proteinler DNA’y1r organize ederek DNA replikasyonu,
transkripsiyonu ve gen ekspresyonunda gorev alir. NMP-22 en yaygin kullanilan
tarama testlerinden biri olup, mesane kanserli hastalarda diizeyleri 25 kata kadar
yilikselir ama saglikli bireylerde diizeyleri diisiiktiir. NMP’nin duyarliligi tiimoriin
capma ve evresine bagli olarak yiikselmektedir. Her hiicrede yer alan bir protein
oldugu i¢in artmig apoptoz durumunda da diizeyleri yiikksek olmaktadir (41, 44, 45,
46, 47).

HA-Haase testi ise idrardaki hyaluronik asit (HA) ve hyalurinidaz
diizeylerinin ol¢iilmesiyle gergeklestirilir. HA bir glikoz aminoglikan olup tiimor
metastazini promote eder ve ¢esitli timdrlerde diizeyi artar. Mesane tiimorlerindeki

biiyiime ve invazyon bu test ile belirlenmektedir ve yiiksek evrelerde duyarliligi daha

yuksektir (41, 44).

Hiicre bazli bir belirleyici olan mikrosatellit analizi mesane tiimorlerinin tani
ve takibinde son yillarda siklikla kullanilmaktadir. Bircok kanserde 2 tiir
mikrosatellit instabilitesi bulunmaktadir. Bunlar; heterozigotluk kaybi (Loss of
heterozygosity-LOH) ve mikrosatellit tekrarlama uzunlugundaki somatik
alterasyondur (41, 48, 49). Mikrosatellit instabilitenin mesane kanseri ile iliskisini
ortaya koyan calismalardan birinde; mesane kanseri tanist koyulan 20 hastanin
19’unda idrar sedimentlerinde bu kararsizlik tanimlanmistir (50, 51). Mesane
kanserinde siklikla karsilasilan 9. Kromozomdaki LOH’dir, daha nadir olarak da 4p,
8p, 9p, 11p ve 17p’de de LOH goriilmektedir. Bu testteki duyarhlik da tiimor evresi
yiikseldikge artmaktadir (41, 48, 49). Bu test duyarlilik ve Ozgiillik agisindan
giivenilir olsa da, pahali bir yontem olmasi ve deneyimli personel tarafindan

degerlendirilmesi gerekmesi agisindan ¢ok sik kullanilamamaktadir (41).
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Telomerler kromozom uglarinda bulunan tekrarli dizilerdir ve normal
hiicrelerde her hiicre boliinmesinde kisalarak hiicreyi zamanla 6liime gotiiriir. Timor
hiicrelerinde ise telomeraz eksprese edilir ve kromozom uglarma yeni telomerler
eklenerek hiicre Olimsiizligi kazanilir. Mesane tumorlerinde de telomeraz
aktivitesinin Glgiilmesi hiicre bazli bir belirleyici olup tanida yaygin olarak
kullanilmaktadir (41, 44, 52). Aktivite Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) bazli
cogaltmaya dayanan TRAP (Telomerase Repeat Amplification Protocol) yontemi ile
saptanmaktadir. Bu test olduk¢a duyarli olmasina ragmen sadece nitel analize olanak

saglamaktadir (53).

Prognostik Belirtecler: Bu belirleyiciler rekirrens, progresyon, metastaz
gelisimi, tedaviye cevap, hasta sagkalimi gibi prognozu tayin etmeye yoneliktir.
Bunlar; mikrosatellit odakli belirleyiciler, proto-onkogenler/onkogenler, timor
baskilayic1 genler, hiicre donglisu diizenleyicileri, anjiyogeneze bagli faktorler ve

ekstraselliler matriks adezyon molekilleridir (41).

Mesane kanserindeki potansiyel tiimor baskilayici gen kayiplari; LOH analizi,
floresans in situ hibridizasyon (FISH) analizi ve komperatif genomik hibridizasyon
incelemeleri ile tespit edilmektedir. Yulksek dereceli ve ileri evre mesane
kanserlerinde 17p, 3p, 13q, 18q veya 19q gibi kromozom kayiplar1 goriilebilmektedir
(41, 52).

Yapilan ¢aligmalar bir onkogen olan EGFR’nin ekspresyonu ile mesane
kanseri arasinda pozitif bir iliski oldugunu gostermektedir. Proto-onkogenlerden olan
HER-2, H-RAS ve bcl-2 ile yapilan ¢alismalar heniiz ¢eliskili sonuglar icermektedir.
Bazi ¢alismalarda prognostik bir ilgi yakalanirken bazilarinda daha iyi ya da daha
kotli prognoza ulasilmaktadir (41, 48, 49).

Bir timor baskilayict gen olan p53, hiicre donglisu ve apoptozisi
diizenlemede rol oynar. p53 gen mutasyonu insan kanserlerinde goriilen en yaygin
genetik defekt olup, p53 birikimi mutasyona ugrayan pS53 geninin gostergesidir.
Yapilan caligmalar immiin-histokimya (IHC) ile gosterilen p53 pozitifliginin,
rekiirrens ve sagkalim i¢in bagimsiz bir 6ngdrii degeri tasidigini ispatlamustir.
Calismalar gostermistir ki; invaziv kanserlerde p53 pozitifligi olan tiimorlerin,

kemoterapiye cevabi diisiik olmaktadir. Ancak ayni sonuglar radroterapiye cevap
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acisindan gosterilememistir. Rb geni diger bir baskilayici gen olup, invaziv mesane
kanserlerinde sagkalimin Rb normal olan hastalarda, negatif veya zayif olanlara gore

daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (41, 44, 48, 54).

p21, p27 ve Ki-67 baslica hiicre siklusu diizenleyicileridir. p21-negatif
tumorlerin daha kot prognoza sahip olduklari, p27 diizeylerinin diisiik dereceli,
yuzeyel ve papiller timorlerde daha yiiksek oldugu, Ki-67’nin mesane kanseri
progresyon ve rekiirrensinde bagimsiz bir prognostik belirte¢ oldugu yapilan

calismalarda gosterilmistir (41, 55, 56).

Vaskdler endoteliyal biiyime faktori (VEGF), anjiyogenez bagimli bir
faktordir ve mesane kanserli hastalarin idrarinda daha yiiksek konsantrasyonda
bulunmaktadir. Mesane kanserli hastalarin idrardaki VEGF duzeyleri, Ta ve T1
evrelerinde tiimor rekiirrens hizi ile dogru orantili olduguna dair ¢aligmalar heniiz
yeterli diizeyde olmadigindan bu belirtecin prognostik 6nemi tam olarak

belirlenememistir (26, 41, 52).

Matriks metalloproteinaz (MMP), E-Kaderin, CD44 ve coklu ilag direng
proteini (multidrug rezistance related-MDR), ekstraseliler matriks ve adezyon
molekiilleri kapsamindaki belirteclerdir. NMP diizeylerinin artmis rekiirrens ve
azalmis sagkalim ile iligkili oldugu bilinmektedir. Azalmis E-Kaderin dlzeyleri ise
artmis kas infiltrasyonu ve uzak metastazla, ayrica yiiksek derece ve evre ile
iligkilidir. Mesane kanseri tan1 ve taramasinda onemli oldugu diisiiniilen ve hala
konuya iliskin caligmalar devam eden bir hiicre ylizey adezyon molekiilii de
CD44’tiir (41, 46, 52, 57). CD44 varyant protein kaybinin oldugu tiimoérlerde, kisa

rekdrrens suresi goralir (58).
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2.3.2.6. Tedavi

Ta, Tis ve T1 tumorler transiretral rezeksiyon (TUR) (Transurethral
Resection of Bladder Tumors-TURBT) (Sekil 2.9) ile tedavi edilebilirler. Kas
invazyonu agisindan bilgi edinebilmek igin bu islem sirasinda yeterli kalitede doku
alimmalidir. Timoriin  evresi ve invazyon derinligine gore yineleme riski
degerlendirilir, hastaya kontrol sistoskopi sikligi ve gerekli goriildiigii durumda

intravezikal tedavi Onerilerinde bulunulur (38, 41).

Intravezikal tedavi, tam endoskopik rezeksiyon veya nadiren de olsa rezidii
hastalig1 eradike etmek adina, profilaktik ya da adjuvan amagli uygulanir. Bu tedavi
ile hastalik niiksii engellenir, daha ileri evre timor progresyonu geciktirilir.
Intravezikal uygulamada tiyotepa, mitomisin C, valrubisin, dokso/epirubisin ve
Bacillus Calmette-Guerin (BCG) gibi kemoterapi veya imminoterapi ajanlari
kullanilmaktadir (38, 54).

Sekil 2. 9. Transuretral rezeksiyon (TUR) (59).

Ileri evre hastalarin tedavi yonetiminde, hastanmn yasi, komorbid hastaliklari,
daha 6nce aldig1 tedaviler, tedavi tercihi, tlimoriin lokal yayilimi, lenf nodu tutulumu,

uzak metastazi olup olmadig1 gibi faktorler etkilidir (38).

T2-T4a ve lenf nodu negatif hastalara neoadjuvan sisplatin bazli kemoterapi,
ardindan radikal sistektomi (RC) uygulanir (Sekil 2.10). pT3-4 ve nod pozitif
hastalarda radikal sistektomi sonrasi, neoadjuvan tedavi verilmemis ise, adjuvan
sistemik kemoterapi onerilir. Komorbid hastaliklar1 mevcut olan ve performansi kot

olan hastalara yalnizca TUR veya kemoterapi uygulanir. T4b ve lenf nodu negatif
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hastalara ise 2-3 siklus kemoterapi veya kemoradyoterapi uygulandiktan sonra,
sistoskopi, TUR ve gorintileme ile kontroller gergeklestirilir, rezidii timor durumu
ve tedaviye bagl gelisen toksisitelere gore tedavinin devamina karar verilir. Evre 4
lenf nodu pozitif olan hastalarda, primer tedavi kemoterapi ve kemoradyoterapidir.
Kemoterapi sonrasi hastalik progrese oldugu takdirde, hastanin genel durumu, almis
oldugu tedavilerin etkileri ve yan etkileri géz Oniinde bulundurularak gemsitabin,
sisplatin, karboplatin, paklitaksel, dosetaksel, vinflunin gibi ajanlar/rejimler tek veya
kombine halde uygulanmaktadir (38, 54, 60, 61).

Sekil 2.10. Radikal sistektomi (RC) (62).

2.3.2.7. Prognoz

Hastalik evresi, histolojik derece ve CIS varligi prognozu etkileyen en 6nemli
faktorlerdir. Kasta, lenfatiklerde ve perivezikal yagl dokuda invazyon olmas1 kotii
prognoza isarettir. CIS, 10 yil igerisinde hastalarin %80’inde invaziv karsinoma
dontigmektedir. Yiizeysel tiimorler tedavi edilmedikleri taktirde invaziv hale
doniistirler ve timoriin histolojik derecesi sagkalimi belirler (38). 5 yillik sagkalim

orant ise %39-53 arasinda degismektedir (4).
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2.4. Dolasimdaki TUmor Hucreleri (CTC’ler)

Klinik uygulamarda ve ¢aligmalarda, 6zellikle birden fazla metastazi olan
hastalarin doku biyopsilerini, her bir metastatik lezyonun molekiiler tanisini
incelemek hem invaziv hem de pahali olmaktadir. Bu nedenle, tekrarlanabilir ve
minumum diizeyde invaziv olan yaklasimlar gelistirilmektedir. “S1vi biyopsi” olarak
adlandirilan, kandaki biyobelirteglerin degerlendirilmesine dayanan bu islem cok
daha az invazivtir. Bu biyobelirtecler; mikro RNA’lar (miRNA) ve proteinlere ek
olarak eksozomlar, serbest dolasan DNA (circulating cell-free DNA-cfDNA) ve
dolagimdaki timor hucreleridir (Circulating Tumor Cells-CTCs) (Sekil 2.11) (63).

Periferal kan - Dolasimdaki

tiimdr hiicresi

Dolagan tiimor
DNA/RNA

Eksozom

Lenfosit

Mesane

Invaziv kanser

Sekil 2.11. Siv1 biyopsi semasi (56).

Metastazin periferik kan dolagimimdaki kanser hiicrelerinin varligi ile
dogrudan iligkili oldugu gosterilmistir ve bu hiicreler dolasimdaki tumdr hucreleri
olarak adlandirilmistir (6). CTC'ler ilk olarak 1869 yilinda Avustralyali fizikgi
Ashworth tarafindan bahsedilmis ve bu tarihten sonra CTC arastirmalar1 hiz
kazanmistir (7, 64). CTC’lerin kanda sayilarmin ¢ok az olmasma ragmen, ylzey
Ozelliklerine gore tespit edilmesi modern tekniklerle birlikte miimkiin hale gelmistir

(19). Bu giinlerde ¢aligmalar CTC saymm ve karakterizasyonu iizerine yogunlagmis
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olup, CTC prognostik ve farmakodinamik bir belirte¢ olarak kullanilmaya
baslamustir (65).

CTC analizi, tedavinin bireysellestirilmesinde ve takibinde, invaziv olmayan
“stvi biyopsi” olarak kullanilmaktadir (66). Periferik kanda CTC’nin ortaya
cikisindan, dolasima katilan primer timor hicreleri veya metastatik hicreler
sorumludur. Kanser hiicrelerinde epitelyal-mezenkimal doniisiimtin (Epithelial-
Mesenchymal Transition-EMT) induksiyonunun, CTC’nin dretiminin en Kritik
mekanizmalarindan biri oldugu distiniilmektedir (63). Yapilan bir ¢alismada
CTC’nin 24 saatlik bir 6mrii oldugu ve giin boyunca tespit oraninda bir degisiklik
olmadig1 belirtilmis, bu nedenle CTC’nin tiimor aktivitesinde giivenilir bir parametre
oldugu varsayilmistir (7). Su ana kadar yapilan diger ¢alismalarda CTC 6mrii ile

ilgili bilgi verilmemistir.

10°-10% beyaz kan hiicresi basma yaklasik olarak 1 CTC bulunusu, bu
hiicrelerin tespitini zorlastirmaktadir. Bu nedenle sayim oncesi zenginlestirme ve
tespit etme adimlar1 uygulanmaktadir (6).

2.4.1. CTC Saptama Ydntemleri

Dolasimdaki timaor hiicreleri 10 mL kanda (100 milyon l6kosit ve 50 milyar
eritrosit) oldukca nadir bulunan hicrelerdir ve yiiksek hassasiyette zenginlestirme
yapildiktan sonra karakterize edilmeleri miimkdndar (65).

2.4.1.1. CTC Zenginlestirme Teknikleri

CTC’lerin zenginlestirme islemi antikor tabanli, boyuta dayali ve yogunluk

gradiyentine dayali olarak yapilabilmektedir (65).

Antikor Tabanli Zenginlestirme: Bu teknikte, 6rnegi zenginlestirmek igin

tiimor hiicresine spesifik olan antikorlar kullanilir. Birgok CTC saptama tekniginde

kullanilan, epitelyal hiicrelere 6zgii “epitelyal hiicre adezyon molekiilii (EpCAM)”
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bir transmembran glikoproteindir (67). EpCAM; sinyal iletiminde, hiicre goéctnde,
farklilagsmada, proliferasyonda ve adezyonda gorevlidir. Tiimorlerin ¢ogunda
EpCAM asir1 eksprese olur (68). Ornegin; yeni teknolojilerin altin standard: olarak
kabul edilen Amerika Ilagc ve Gida Dairesi - FDA (U.S. Food and Drug
Administration) onayina sahip bir sistem olan CellSearch® (Janssen Diagnostics,
LLC, Raritan, NJ, United States) sisteminde; EpCAM bagli immiinomanyetik
boncuklar yardimiyla 6rnek zenginlestirilir, boyanir ve CTC sayimi gergeklestirilir
(67). Bir diger sistem olan AdnaTest (AdnaGen, Langenhagen, Germany) hem
EpCAM’e karst hem de epitelyal hiicre yiizey glikoproteini musin-1 (MUC-1)’e
kars1 antikor kullanarak CTC saptar (65).

CTC zenginlestirilmesinde immuinomanyetik olarak negatif ayrim da
kullanilmaktadir ve yaygin olarak bir l6kosit belirteci olan, lenfositlerdeki ortak
antijen CD45 (cluster of differentiation 45) kullanilir (69). CD45 eksprese eden
lokositlerden ayrim “negatif ayrim” (deplesyon) olarak adlandirilir. CDA45; olgun
eritrositler ve trombositler hari¢ tum hematopoetik hiicrelerde bulunan bir yizey
reseptoriidiir ve “l6kosit ortak antijeni” olarak adlandirilir (70). Ornegin; CTC-iChip
sisteminde lokositlerlerin kandan immunomanyetik olarak, I6kosit belirteci olan

CD45 ve graniilosit belirteci olan CD15 kullanilarak deplesyonu gergeklestirilir (69).

Boyuta Dayali Zenginlestirme: Epitelyal tiimor hiicrelerinin boyutlarma gore
izolasyonu (ISET, Rarecells™); kanm 8 mm porlardan gegirilerek CTC’nin
zenginlestirilmesi temeline dayanir (71). Kan Ornegindeki hiicreler mikroskobik
kanallardan gegerken, akis hizlarina gore alt popiilasyonlarina ayrilmaktadir. Normal
hiicrelere oranla CTC’lerin boyutlar1 daha biiyiiktir ve kendine 0zgu membran
Ozellikleri sayesinde daha az sikistirilabilir durumdadir. Bu mikroakiskan
cihazlardan biri olan sarmal biyogip (Parsortix); kandaki hiicrelerin akisini kontrol
altinda tutarak, tiim kandan kanser hiicrelerinin yiizdesini elde edebilmektedir (72).
Bu sistemin en biiyilk dezavantaji, kan pihtilasmasi ve hava kabarciklar1 olmasi

durumunda sistemin istenilen duyarlilikta ¢alismamasidir (73).

Yogunluk Gradiyentine Dayali Zenginlestirme: CTC’leri igeren mononiikleer

hiicrelerin, kandaki diger hiicrelerden yogunluk farkina gore ayrilmasi temeline

dayanir. Bu islem igin 3 yontem mevcuttur. Bunlar; Fikol ile ayrim, OncoQuick
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(Greiner BioOne, Frickenhausen, Almanya) sistemi ile ayrim ve Lymphoprep
(Nycomed, Oslo, Norveg) ile ayrimdir (53, 74). OncoQuick sistemi ile ayrim heniiz
yeni bir sitem olup, 15-35 mL kan Ornegi ile g¢alisilmasi sistemin en biiyiik
dezavantajidir (74, 74). Lymphoprep ¢ok daha az tercih edilen bir yontemdir (76). En
stk kullanilan teknik, Fikol ile yogunluk ayrimi yapilmasidir. Buradaki
zenginlestirme, CTC’lerin yilizeye ¢ikma giiciiniin, periferik kan monontkleer
hiicrelere kiyasla daha az olmasina dayanir. Bu teknikte CTC’nin oldukg¢a hizli tespit
edilebilmesine ragmen, tek dezavantaji az da olsa lokosit kontaminasyonunun
goOrulebilmesidir. Mononiikleer tabakanin da ¢ok hassas ayrilmas: ve dikkatli

toplanmasi gerekmektedir (65).

2.4.1.2. CTC Karakterizasyon Teknikleri

CTC tespiti ve karakterizasyonu hiicresel duzeyde mikroskop veya akan
hicre oOlcer (flow sitometri-FC) ile, molekuler diizeyde ise ters transkripsiyon
polimeraz zincir reaksiyonu (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, RT-
PCR) ile yapilmaktadir. Cogu analizde CTC’ler sitokeratin pozitif, CD45’ler ise
negatif hiicreler olarak tanimlanmaktadir. Ornegin; zenginlestirme isleminin
sonrasinda, CellSearch® tekniginde; immiinofloresan olarak epitelyal belirtegler olan
sitokeratin 8, 18 ve 19 ile, negatif belirte¢ olarak da CD45 ile CTC sayimi
gerceklestirilir (67).

RT-PCR kullanilarak da kandan CTC sayisinin  saptanmasi  ve
karakterizasyonu, CTC’ye 6zgii mRNA’larin ters transkripsiyonu ile mimkindur.
Ancak, ayni zamanda normal hiicrelerde de CTC’nin mRNA belirtegleri az da olsa
exprese oldugundan, bu yontem ile kesin olarak CTC sayisim1 ve ekspresyonunu
belirlemek zordur. Bu nedenle normal hiicreler ile CTC’leri ayirt edebilmek adina
birden fazla mRNA belirteci (6rn. CK 8 mRNA, CK18 mRNA gibi) kullanilmalidir,
bu da maliyeti artirmaktadir (77). RT-PCR’1n en 6nemli avantaji; mRNA’s1 degrade
olan apoptotik CTC’ler ile canliligi devam eden CTC’leri saptayabilmesidir (65).

Akan hticre dlger cihazi ile CTC karakterizasyonu, CTC eksprese eden ¢esitli

belirteglere karsi antikorlar kullanilmasi ile gerceklestirilir. Floresan in situ
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hibridizasyon (FISH) teknigi ile CTC belirlemek i¢in, spesifik DNA dizileri floresan
problar ile tanimlanir ve ¢oklu boyama yapilir (65). Son derece heterojen bir dogaya
sahip CTC’ler kanda olduk¢a nadir bulunduklarindan dolay1 kantitatif analizlerinin
daha avantajli olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle akan hiicre Olger cihazi

protein bazli karakterizasyon igin iyi bir alternatiftir (6).

Ancak tim yontemlerde CTC’nin saptanmasi, her mililitre kanda binlerce
I6kosite ve milyonlarca eritrosite karsilik birka¢ tane CTC olmas1 nedeniyle, olduk¢a
siirhdir (65).

2.5. Sitokeratinler

Hiicre iskeletinde yer alan proteinlerdir (43). Epitel hicre iskeletlerinin
hemen hemen hepsi sitokeratin filamentlerinden olusur. Sitokeratinler (CK) ara
filamentlerden bir grup olup, hiicreye sekil veren hiicre iskeletinin mikrotiibiilleri ve
mikrofilamentleri ile birlikte bulunur. Bu nedenle hiicre i¢ine lokalize olmuslardir.

Simdiye kadar tanimlanmis 20 adet sitokeratin vardir (78).

Tiumor tipine gore siklikla eksprese edilen sitokeratin tiirii de degismektedir.
Malign tumorli hastalarda hiicre dongiisti kontroliiniin saglanamamasi ve dongiiniin

stirekli gerceklesmesinden dolayi, sitokeratinlerin yogunlugunun da arttigi
bilinmektedir (78).

CK1-CKS arast sitokeratinler notr ya da bazik Tip B ya da Tip Il alt ailesini,
CK9-CK20 aras1 sitokeratinler ile asidik Tip A ya da Tip 1 alt ailesini
olusturmaktadir (Tablo 2.4) (78).

36



Tablo 2.4. Sitokeratinler (78).

NOtr/Bazik Asidik Lokasyon

CK1,2 CK9, 10 Cok katli-keratinli Epitel (Epidermis)
CK3 CK 12 Kornea
CK 4 CK 13 Cok katli-keratinsiz Epitel
CK5 CK 14, 15 Miyoepitel hiicreler
CK6 CK 16, 17 Cok katli- keratinsiz skuamoz epitel
CK7 CK 19 Tek kath epitel, luminal salg1 hiicreleri
CK8 CK 18, 20 Tek kath epitel, luminal salg1 hiicreleri

Mesane kanseri icin sitokeratin 8, 18, 19 ve 20 daha 6nce tumor belirteci
olarak arastirilmistir (43, 79). Hiicre i¢i proteinler olduklarindan dolay1 idrarda

saptanmalar1 hiicre 6limiinden sonra miimkiin olmaktadir (43).

Sitokeratin testlerinin duyarhiliklarinin 6zellikle diisiik derece ve evredeki
timorlerde diisiik olmasi, bu nedenle yiliksek yalanci pozitiflik oranlarmin olmasi en

biiyiik dezavantajidir (43).

2.6. Akan Hiicre Olger Cihaz

Deneysel ve klinik arastirmalarda genellikle saflastirilmis hiicre popiilasyonu
kullanilmaktadir. Akan hiicre dlcer cihazi ile fenotipi bilinen hiicre popiilasyonlarmin
saflastirilmasi tercih edilen bir yontemdir (80). Klinikte akan hiicre 6lger cihazinin
son derece guclu bir teknoloji oldugu kanitlanmistir. Hematoloji ve onkoloji basta

olmak tiizere birgok disiplin akan hiicre 6l¢er cihazini kullanmaktadir (6).

Gunlimuzde akan hucre 6lger sistemlerinin genel ismi “Floresan Aktive
Hiicre Ayirma (FACS)” tir (81). Huicre igi boyama veya protein ekspresyonuna baglt
olarak FACS teknolojisi ile hicrelerin izole edilmeleri mumkindir. Bu teknoloji;
hicrelerin - buyikltklerine, granilaritelerine ve floresan yogunluklarma gore
ayrigtirilmalarma olanak saglar. Istenilen hiicreleri tespit etmek icin ilk olarak, o

hlcre populasyonuna spesifik ylzey belirteglerini taniyan, floresan isaretli (Floresan
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izosiyanat-FITC, Fikoeritrin-PE, Rhodamine vs) monoklonal antikorlar (mAb)
kullanilir. Boyanmayan hiicrelerin negatif ayrimi da mimkindir (80). Sistem,
floresan yogunlugunun o6l¢lilmesi temeline dayandigi igin, isaretli hiicrelerden

floresani agiga ¢ikarmak i¢in lazer kullanilir (82).

Hicreleri tek tek elde etmek igin gerekli olan, hicre ayrim kapasitesi ve
uygun yazilimi olan bir FACS cihazidir. Siispansiyon halindeki hiicreler, tek bir
hiicre iceren damlalar halinde lazerden gecirilir. Floresan algilama sistemi tarafindan
bu hiicreler, daha Onceden belirlenmis floresan parametrelerine gore algilanirlar

(Sekil 2.12) (80).
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Sekil 2.12. Akan hiicre 6lger ¢alisma prensibi (83).



3. MATERYAL VE YONTEM

Mesane kanserli hastalarda kanda dolasan tiimor hiicrelerinin akan hiicre
dlcer cihazi ile tespiti icin Yildirim Beyazit Universitesi Sosyal ve Beseri Bilimler
Etik Kurulu’ndan 28.08.2015 karar tarihli 96 no’lu karar ile izin almmistir (EK-1).
Calismaya 23.10.2015-31.03.2016 tarihleri arasinda Ankara Atatirk Egitim ve
Aragtrma Hastanesi Uroloji Klinigi’nde mesane kanseri tanist konmus ve
mesanelerine transiretral rezeksiyon (TUR) veya radikal sistektomi (RC) uygulanan
10 hasta dahil edilmistir. Kontrol olarak da; hi¢bir kanser tanis1 almayan 10 saglikli
birey calismaya dahil edilmistir. Goniillii deney ve kontrol grubu bireylerine calisma

ile ilgili bilgi verilerek onaylar1 alinmistir (EK-2).

TUR islemi uygulanan hastalardan opere 6ncesi bir tiip, opereden 3-4 hafta
sonrasinda tekrar bir tiip kan alinmistir. RC islemi uygulanan hastalardan ise opere
oncesi bir tlp, opereden 8-10 giin sonra tekrar bir tiip kan alinmustir. Kontrol

bireylerden yalnizca bir tiip kan alinmistir.

Hastalarin TNM evreleri ve invazivlik durumlar1 Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Hastalarin TNM evreleri ve invazivlik durumlari.

Hasta S | Invazivlik Operasyon
No Yasi Cinsiyeti TNM evresi durumy Tdr
1 48 Erkek Ta NO MO Invaziv degil TUR
2 43 Kadin Ta NO MO Invaziv degil TUR
3 28 Erkek Ta NO MO Invaziv degil TUR
4 68 Erkek Ta NO MO Invaziv degil TUR
5 64 Erkek T1 NO MO Invaziv TUR
6 80 Erkek Ta NO MO Invaziv degil TUR
7 71 Erkek Ta NO MO Invaziv degil TUR
8 74 Erkek T1 NO MO Invaziv RC

9 78 Erkek T2 NO MO Invaziv TUR
10 53 Erkek Tis N2 MO Invaziv RC
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3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada Kullanmilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan cam ve plastik sarflar Tablo 3.2’de, cihazlar Tablo

3.3’te, kimyasallar Tablo 3.4’te, antikorlar Tablo 3.5’te gosterilmistir.

Tablo 3.2. Calismamizda kullanilan cam ve plastik sarf malzemelerin listesi.

Adi

Uretici Firma

Falkon tipleri (15 mL, 50 mL)

ISOLAB, Wertheim, Almanya

Serolojik Cam Pipetler (10 mL, 25 mL)

Corning, NewYork, ABD

Pastor Pipet (3 mL)

ISOLAB, Wertheim, Almanya

Otomatik pipet uglari ISOLAB, Wertheim, Almanya
Lamel ISOLAB, Wertheim, Almanya
Tartim Kaplari ISOLAB, Wertheim, Almanya
Spatller ISOLAB, Wertheim, Almanya

Akan huicre 6lger tipl

BD Biosciences, San Jose, ABD

EDTA’l1 kan tiipii

LP ITALIANA SPA, Milano, Italya

Tablo 3.3. Calismamizda kullanilan cihazlarin ve aletlerin listesi.

Adi

Markasi ve Modeli

Sogutmali Santrifij

Hettich/Universal 320 R

Otomatik pipetler (10-100-200-1000 pL’lik)

Eppendorf, ABT

Sarjli otomatik pipet pompast

Eppendorf/Easypet 3

Isik Mikroskobu Nikon/Eclipse E100
Hassas terazi MRC/ASB-220-C2
Vorteks MRC/ SI-100

MAC:s baglangig kiti (LD kolon, miknatis ve stand1)

Miltenyi Biotec

+4 °C Buzdolab1

Klimasan/ S 900 SC DD

Akan Hiicre Olger Cihaz1 BD FACSAria™ III Cell Sorter
Kronometre ISOLAB

Distile Su Cihazi ELGA/LA621

Thoma Lami ISOLAB
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Tablo 3.4. Calismamizda kullanilan kimyasallarin listesi.

Adi

Uretici Firma

PBS (Phosphate buffered saline)

Gibco, Life Tech, ABD

Fikol (Biocoll Ayirma Solusyonu)

Merck Millipore, Darmstadt, Almanya

EDTA (Etilendiamin Tetraasetik Asit)

Genaxxon, Ulm, Almanya

BSA (Sigir Serum Albumini)

Biowest, Nuaillé, Fransa

CellWASH soliisyonu

BD Biosciences, San Jose, ABD

Cytofix Fiksasyon Tamponu

BD Biosciences, San Jose, ABD

Akan Hiicre Olcer Boyama Tamponu
(fetal sigir serumu (FBS) iceren)

BD Biosciences, San Jose, ABD

Perm/Wash Tampon Cozeltisi

BD Biosciences, San Jose, ABD

Phosflow Perm 111 Tampon Cozeltisi

BD Biosciences, San Jose, ABD

Tablo 3.5. Calismada kullanilan antikorlarin listesi.

Konjuge . T
Ad1 Izotipi Uretici Firma
Florokromu
Mouse Anti-Human
APC-H7 APC-H7 Mouse o
CD45 (Alloph ) 4G K Isot BD Biosciences, San
ophycocyanin- appa Isotype
(Monoklonal N Pyeoey J PP P Jose, ABD
) Hilite-7) Control
Antikor)
Anti-EpCAM PE Mouse IgGl o
] BD Biosciences, San
(Monoklonal PE (Phycoerythrin) Kappa Isotype
) Jose, ABD
Antikor) Control
Mouse Anti-Human
Alexa Fluor 647

Cytokeratin 14, 15,
16 and 19
(Poliklonal Antikor)

Alexa Fluor 647

Mouse 1gG1 Kappa
Isotype Control

BD Biosciences, San
Jose, ABD

Anti-Cytokeratin
(CK7,8)

FITC

(Fluorescein

FITC Mouse IgG2a

Kappa Isotype

BD Biosciences, San

) ) Isothiocyanate) Jose, ABD
(Poliklonal Antikor) Control
) Miltenyi Biotec,
CD45 Mikro- )
Bergisch-Gladbach,
boncuklar

Almanya
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3.1.2. Calismada Hazirlanan Solisyonlar

Calismamizda kullanilan MACs tampon ¢dzeltisi sunlar1 igerir; PBS (pH
7.2), % 0.5’lik BSA ve 2 mM NaEDTA. Miktarlar1 hiicre sayisina gore
hesaplanarak hazirlanmistir (Tablo 3.6). Tampon ¢6zelti ¢alismanin yapilacagi giin

hazirlanir ve 2-8 °C’de muhafaza edilmistir.

Konsantre olarak bulunan Perm/Wash tampon ¢6zeltisi 1X olacak sekilde

dilie edilmistir.

3.1.3. Bir Calisma icin Kullanilan Kimyasallarin Miktarlar

Bir ¢alisma i¢in kullanilan kimyasallarin miktarlari tablo 3.6 da

gosterilmistir.

Tablo 3.6. Bir ¢alisma igin kullanilan kimyasallarin miktarlar1.

Ad1 Miktan

PBS (Hiicre sayis1 [107] x 2080 ulL) + 4500 uL
Fikol 22.5mL

EDTA (PBS miktar1 x 0.015)/20 g
BSA (PBS miktar1 x 0.1)/20 g
CellWASH sollisyonu 108 hiicreye karsilik 100 uL
Cytofix Fiksasyon Tamponu 1mL

Akan Hiicre Olcer Boyama Tamponu 3.1mL

Perm/Wash Tampon Cozeltisi (1X) 8 mL

Phosflow Perm Il Tampon Cozeltisi 100 pL

CD45 Mikro-boncuklar 107 hiicreye karsilik 20 uL
Mouse Anti-Human CD45 108 hiicreye karsilik 5 uL
APC-H7 Mouse 1gG1 Kappa Isotype Control 108 hiicreye karsilik 5 uL
Anti-EpCAM 108 hiicreye karsilik 20 uL
PE Mouse IgG1 Kappa Isotype Control 108 hiicreye karsilik 20 uL
Mouse Anti-Human Cytokeratin 14, 15, 16 and19 108 hiicreye karsilik 5 uL
Alexa Fluor 647 Mouse IgG1 Kappa Isotype Control 108 hiicreye karsilik 5 uL
Anti-Cytokeratin (CK 7, 8) 108 hiicreye karsilik 20 uL
FITC Mouse lgG2a Kappa Isotype Control 108 hiicreye karsilik 20 uL
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3.2. YOontem

Dolasimdaki timor hiicrelerinin tespiti igin, epitelyal kdkenli hucreler ile
hematopoetik hiicrelerin arasindaki fenotip farkliliklarindan yararlanilir. Bunlardan
biri olan antijen ekspresyonlarmin farkli olmasi, ¢alismamizda kullanilmistir.
Dolasimdaki timor hicreleri epitelyal antijenleri eksprese ederler. En sik
kullanilanlar; epitelyal adezyon molekiilii (EpCAM) ve sitokeratin (CK) 7, 8, 18, 19
ve 20°dir.

Dolasimdaki tiimor hiicreleri kanda c¢ok nadir bulunduklari i¢in oncesinde
zenginlestirme islemi yapilmasi gerekir. Caligmamizda zenginlestirme iglemi
imminomanyetik olarak negatif ayrim (deplesyon) yapilmis, tespit edilen hiicreler
0zel antikorlar ile boyanip, BD FACSAria™ III Cell Sorter hiicre akan Olger

cihazinda okunmustur.

3.2.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Mesane kanserli hastalardan ve kontrol bireylerden alinan 7.5 mL kanlar

EDTA iceren tiiplere alinip ¢alisilmustir.

3.2.2. Zenginlestirme Basamagi

Calismamizda zenginlestirme basamagi olarak Fikol ile gradiyente bagh

ayrim ve immunomanyetik olarak CD45 deplesyonu islemleri gergeklestirilmistir.

3.2.2.1. Fikol Ayrim

Caliymamizdaki ilk basamak olan yogunluk gradiyentine dayal

zenginlestirme islemi; mononiikleer hiicrelerin Fikol gradiyent santrifij ile izole

edilmesiyle gerceklestirilir. 50 mL falkona alinan periferik kan 6rnegine (7.5 mL),
1:1 oraninda PBS eklenmistir. Baska bir 50 mL falkona eklenen 1:1 oraninda Fikol
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iizerine, PBS iceren siispansiyon yavas yavas eklenmistir. 300 g’de 20°C’de 25
dakika santrifiij edilmistir. Santrifij sonrasi siispansiyon tabakalara ayrilir (Sekil 3.1)
(84).

— = Plazrma

— = PBMC tabakasi
— > Fikol

- = Granilositler ve

eritrositler

Sekil 3.1. Fikol ile gradiyente dayali zenginlestirme islemi (74).
Lenfositler, monositler ve trombositlerden olusan PBMC tabakasi, CTC’leri

de icerdigi i¢in, pastor pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde toplanmistir ve yeni bir
falkona almmustir (Sekil 3.2) (84).
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PBS ile

kan 6rnegi

Fikol

" Kirmizi kan
hiicreleri

Sekil 3.2. Caligmamizda gergeklestirilen Fikol ile yogunluk ayrimi. A. 7.5 mL kan 6rnegi. B.
PBS ile sulandirilmis kan 6rnegi. C. Fikol iizerine eklenen kan 6rnegi. D. Santrifiij sonrasi

kan 6rneginin Fikol gradiyent ayrimi (84).

Toplanan hiicrelerin iizerine 10 mL PBS eklenerek, 300 g’de 20°C’de 10
dakika santrifij edilerek yikama islemi gergeklestirilmistir. Bu islem bir kez daha
tekrarlanmuistir. 10 mL PBS eklenerek, stspansiyon icerisinden 10 pL cekilerek
Thoma lamina yiikklenmistir ve hiicreler mikroskopta sayilmistir (84). Thoma
laminda sayilan hiicreler su formiil ile hesaplanir: toplam hiicre sayis1 = 16 biiyiik

karedeki hiicre sayis1 x 10 000 x diliisyon faktori x toplam hacim (85).

3.2.2.2. CD45 Deplesyonu

Bu basamakta manyetik ayrim yapan MACs sistemi yardimiyla CD45
deplesyonu gergeklestirilmistir. Hiicreler sayildiktan sonra siispansiyon 300 g ‘de
20°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Pellet tizerine, 10" hiicreye karsilik aym giin
hazirlanmig olan 80 pL MACs tampon c¢ozeltisi ve 20 uL CD45 mikro-boncuk
eklenerek, o©rnek 4-8°C’de 15 dakika boyunca karanlikta inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonrast hiicreleri yikamak igin, 10" hiicreye karsilik 1 mL olacak sekilde
MACs tampon ¢ozeltisi eklenmistir. 300 g’de 4°C’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Pellet tizerine 1.25x10°® hiicreye karsilik 500 uL MACs tampon ¢ozeltisi eklenmistir.
Miknatis standa yerlestirilmistir. Deplesyon islemi i¢in kullanilan LD kolonlar
manyetik standa yerlestirilmistir. LD kolon 2 mL MACs tampon c¢ozeltisi ile
yikanmustir. Yeni bir falkon tlpi, LD kolon altina yerlestirilerek drnek akitilmistir.
Kolonda tutunmayan hiicreler tamamen aktiginda, LD kolon 1 mL MACs tampon
cozeltisi ile 2 kez yikanmustir. Elde edilen bu siispansiyon CTC’leri igeren
mononiikleer hiicrelerden olusur, clinkii LD kolonda tutunanlar CD45 mikro-
boncuklara baglanan 16kositlerdir (Sekil 3.3). Stspansiyondan 10 pL alinarak Thoma

laminda hiicre sayma islemi gerceklestirilmistir (84).

Sekil 3.3. MAC:s sistemi ile manyetik ayrim.
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3.2.3. Saptama Basamag

3.2.3.1. Antikorlar ile Boyama
Elde edilen suspansiyon, akan hiicre Olger cihazinda kapilama isleminin
dogru bir sekilde yapilabilmesi i¢in ‘kontrol tiipii’, ‘izotip kontrol tiipii’ ve ‘deney

tiipli” olarak akan hiicre 6lger tiiplerine alinmstir (84).

Kontrol Tpii Orneginin Hazirlanmasi: Kontrol tiiptine ilk olarak CellWASH

solusyonu eklenmistir. 350 g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Pellet Uizerine
Cellfix eklenerek, tiip 4°C’de gece boyu (16 saat) karanlikta inkiibasyona
brrakilmistir. Inkiibasyon sonrasi 350 g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Pellet
Uzerine akan hucre 6lcer boyama tamponu eklenerek vortekslenmistir. TUp, akan

hiicre 6lger cihazinda okunana kadar 4°C’de inkiibasyona birakilmistir (84).

Deney Tipii Orneginin Hazirlanmasi: Deney tiipii 350 g’de 4°C’de 5 dakika

santrifiij edilmistir. Pellet Gzerine CellWASH soliisyonu eklenmistir. Hiicre yizey
antijenlerinden EpCAM’i saptayabilmek ic¢in, fluorokrom kaplh antikoru Anti-
EpCAM-PE; CD45’1 saptayabilmek icin, fluorokrom kapli antikoru Anti-Human
CD45-APC-H7 eklenmistir ve 4°C’de karanlikta 30 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 akan hiicre 6élcer boyama tamponu eklenmistir. 350
g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Pellet izerine akan hiicre 6lcer boyama
tamponu eklenerek 4-8°C’de karanlikta gece boyu inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast deney tiipli, 350 g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Perm/Wash
tampon c¢ozeltisi 1X olacak sekilde diliie edilmistir. Pellet (zerine Perm/Wash
tampon ¢oOzeltisinden eklenerek, 350 g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu
islem bir kez daha tekrarlanmustir. Pellet Uzerine Phosflow Perm I11 tampon ¢ozeltisi
eklenerek, 30 dakika boyunca 4-8°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi,
Perm/Wash tampon c¢ozeltisi eklenmistir. Akan hicre 6lcer boyama tamponu
eklenmistir. Hucre ici antijenlerden olan sitokeratinleri saptayabilmek igin
fluorokrom kapli antikorlar1 eklenmistir. CK19’u saptayabilmek i¢in Anti-Human
Cytokeratin 14, 15, 16, 19-Alexa 647, CK 7,81 saptayabilmek i¢in Anti-Cytokeratin-
FITC eklenmistir. 4-8°C’de karanlikta 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonras1 Perm/Wash tampon ¢dzeltisi eklenerek 350 g’de 4°C’de 5 dakika
santrifij edilmistir. Pellet (zerine akan hicre Olger boyama tamponu eklenerek

vortekslenmistir (84).

izotip Kontrol Tiipii Orneginin Hazirlanmasi: izotip kontrol tiipii 350 g’de

4°C’de 5 dakika santriflij edilmistir. Pellet {izerine CellWASH sollisyonu eklenmistir.
Izotip kontrol antikorlart APC-H7 Mouse 1gG1 Kappa Isotype Control ve PE Mouse
IgG1 Kappa Isotype Control eklenerek, 4°C’de karanlikta 30 dakika boyunca inkube
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 akan hiicre lcer boyama tamponu eklenmistir. 350
g’de 4°C’de 5 dakika santriflij edilmistir. Pellet tizerine akan hiicre 6lger boyama
tamponu eklenerek 4-8°C’de karanlikta gece boyu inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasi izotip kontrol tiipii, 350 g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Perm/Wash
tampon ¢Ozeltisi 1X olacak sekilde diliie edilmistir. Pellet {izerine Perm/Wash
tampon cozeltisinden eklenerek, 350 g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu
islem bir kez daha tekrarlanmustir. Pellet tizerine Phosflow Perm 111 tampon c¢ozeltisi
eklenerek, 30 dakika boyunca 4-8°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi,
Perm/Wash tampon c¢0zeltisi eklenmistir. Akan hiicre Olger boyama tamponu
eklenmistir. Hiicre ici antijenlerden olan sitokeratinleri saptayabilmek icin
fluorokrom kapl antikorlar1 eklenmistir. Alexa Fluor 647 Mouse IgGl Kappa
Isotype Control ve FITC Mouse 1gG2a Kappa Isotype Control eklenerek, 4-8°C’de
karanlikta 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi Perm/Wash
tampon ¢ozeltisi eklenerek 350 g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Pellet

Uzerine akan hucre dlger boyama tamponu eklenerek vortekslenmistir (84).

Akan hiicre Olger cihazinda sirasiyla kontrol tiipii, izotip kontrol tiipl ve

deney tlpu okunarak analiz edilmistir.

3.2.4. Orneklerin Akan Hiicre Olcer Cihazinda Analiz Edilmesi

Akan hiicre Olger cihazinda, hiicrelerin biiyiikliiklerine gore ayrilmalarmi
saglayan sistem “Ileri Sagilim (Forward Scatter-FSC)”, graniilaritelerine gore

ayrilmalarin1 saglayan sistem ise “Yana Sacilim (Side Scatter-SSC)” olarak

adlandirilmaktadir (86). FSC/SSC histograminda, hiicre siispansiyonu igindeki farkl
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hiicre popiilasyonlar1 biiyiikliiklerine ve graniilaritelerine goére birbirlerinden
ayrilirlar. Ornegin; periferik kanda lenfositler, monositler ve graniilositler farkl
biiyilikliiklere ve graniilariteye sahip olduklar1 i¢in FSC/SSC histograminda farkli
bolgelerde dagilirlar (Sekil 3.4) (82). Lazerden gegen hiicreler elektrostatik bir

bolime yonlendirilir ve yuklerine gore ayrilip uygun tiiplere toplanirlar (80).

graniilosit  /

SSC (vana-sagilim) Granslarite

T FSC (ileri-sacilim) B

Sekil 3.4. Lokosit popiilasyonlarinin FSC/SSC histograminda gdsterimi (87).

Hiicre popiilasyonlar1 bu sekilde bilyiiklik ve graniilaritelerine gore
ayrildiktan sonra, i¢lerinden bilgi edinilmek istenilen hiicre ve/veya hiicre gruplarinin
secilmesi islemine “kapilama (gating)” adi verilmektedir. Kapilama yapildiktan

sonra, sistem verilen komutlara uygun olarak sadece kapilanan alandaki hiicreler

hakkinda bilgi verir (82).

Boyamanin ve ayrimin basarili bir sekilde gergeklesmesi uygun monoklonal
antikorlarin se¢ilmesine baglidir, FACS kullanimi igin 6zel ekipman ve egitimli

personel gerektirmektedir (80).

CTC aragtirmalarinda genel olarak akan hiicre dlger cihazi, CTC’ nin saymm
icin kullanilmis olsa da, bu teknik aynm1 zamanda coklu isaretleyiciler ile CTC’nin
molekiiler karakterizasyonun yapilabilmesi i¢in olanak saglar. Karakterize edilen

CTC’lerin kolayca tek tek elde edilmesi ve toplanmasi FACS teknolojisi ile
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mumkindlr (6). Hiicreler cihaz tarafindan emilir ve tek tek lazer demetinden

gecirilir. Sagilan 151k ve floresan emisyonu detektorler tarafindan degerlendirilir (88).

CTC tespitinde akan hiicre 6lger cihazinin kullaniminin avantajlari; sadece
belirtecin ekspresyonunun olup olmadigini degil, ekspresyonun diizeyini de inceleme
olanag1 sunmasi, ¢coklu belirteglerin kullanimma uygun olmasi, drnegin ayrilmasinin
mimkiin olmasi ve kolayca toplanmasmi saglamasidir. Dezavantaji ise testin

duyarliligini artrmak i¢in 6n zenginlestirme islemleri gerektirmesidir (6).

Calismamizda kullanilan BD FACSAria™ III Cell Sorter cihazi sekil 3.5°te

gosterilmistir.

SBD FACSAria™ iy

Sekil 3.5. BD FACSAria™ III Cell Sorter cihazi.

Caligmamizda kapilama islemi sirasiyla Anti-CK 19 (Anti-CK 14, 15, 16, 19),
Anti-CK (CK 7,8), Anti-EpCAM ve Anti-CD 45 olacak sekilde yapilmistir. CK 19
pozitif, anti-CK pozitif, EpCAM pozitif ve CD 45 negatif olan hiicreler CTC olarak
kabul edilmistir.

50



3.2.5. Istatistiksel Degerlendirme

Calismada; yas ve CTC sayilarinmn dagilimi  Shapiro-wilk testi ile
incelenmistir. Yas, normal dagilim gosterdigi i¢in ortalama + standart sapma ile;
CTC sayilar1 ortanca (min-maks: minimum-maksimum) ile ve cinsiyet gibi kategorik

degiskenler say1 (%) ile ifade edilmistir.

Hasta grubunun operasyon oncesi ve sonrast CTC sayilar1 ile kontrol
grubunun CTC sayilar1t Mann-Whitney U testi ile; hasta grubunun operasyona gore
CTC sayilarmin farkliligi Wilcoxon testi ile degerlendirilmistir. Hasta grubunda
invazivlik durumuna goére CTC sayilar1 grup iginde Wilcoxon testi ile; gruplar
arasinda Mann-Whiney U testi ile karsilagtirilmistir. Analiz sonucunda test istatistigi

ve p degeri verilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edilmistir.

Istatistiksel analizler ve hesaplamalar icin IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM
Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk,
NY: IBM Corp.) programi kullanilmastir.
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4. BULGULAR

Calismaya alman 10 mesane kanserli hasta ile 10 kontroliin yas ortalamasi
strastyla 60.70£17.07 yil ve 56.90+16.03 yil olarak hesaplanmistir. Hasta ve kontrol
grubunda birer hastanin kadin oldugu belirlenmistir. 4 (% 40.0) hastada invazivlik
s0z konusu oldugu; 2 (% 20) hastanin RC operasyonu gecirdigi belirlenmistir (Tablo
4.1).

Tablo 4.1. Demografik 6zellikler.

Hasta grubu Kontrol grubu Genel
Yas 60.70+17.07* 56.90£16.03 58.80+16.23
Cinsiyet
Kadin 1 (10.0)? 1 (10.0) 2 (10.0)
Erkek 9 (90.0) 9 (90.0) 18 (90.0)
Invazivlik

4 (40.0) - 4 (40.0)
durumu
Operasyon
taru
RC 2 (20.0) - 2 (20.0)
TUR 8 (80.0) - 8 (80.0)

! ortalama =+ standart sapma
2 say1 (%)

Calismamiza dahil edilen hastalarin opere Oncesi ve opere sonrast CTC

sayilar1 Tablo 4.2’deki gibidir.
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Tablo 4.2. Hastalarin CTC sayilart.

Hasta No Operasyon Tri Opere  oncesi | Opere  sonrast
CTC sayis1 CTC sayis1
1 TUR 13 0
2 TUR 3 -
3 TUR 5 -
4 TUR 5 0
5 TUR 21 -
6 TUR 6 3
7 TUR 15 -
8 RC 6 5
9 TUR 6 -
10 RC 1 5

Akan hucre 0Olcer verilerindeki ifadelerde CYT 19+ nimn karsiligi CK 14, 15,
16, 19+; CYT 19+ CYT+’nm karsihig1 CK 14, 15, 16, 19+ ve CK 7, 8+; CYT 19+
CYT+ EPCAM=+"nin karsihig1 CK 14, 15, 16, 19+, CK 7, 8+ ve EpCAM+; CYT 19+
CYT+ EPCAM+ CD45-‘nin karsiligi CK 14, 15, 16, 19+, CK 7, 8+, EpCAM+ ve
CD45-“dir (Sekil 4.1).

Akan toplam hiicre sayis1

I CYT 19 e CK 14, 15, 16, 19+
B coyTi+CYT CK 14,15, 16, 19+. CK 7. 8+
O cYT19+CYT+EPCAM+ ... CK 14, 15, 16, 19+, CK 7. §+, EpCAM~+

: D CYT 19+ CYT+ EPCAM+ CD45-.___.CK 14, 15, 16, 19+, CK 7, 8+, EpCAM~, CD45-

Sekil 4.1. Akan hiicre dlcer verilerindeki ifadeler.

Calismamizda ilk olarak akan hiicre Olger cihazinda, hiicrelerde 06zgiin
olmayan baglanmalardan kaynakli zemin boyanmasinin tespiti i¢in izotip kontrol
tipleri analiz edilmistir. Bu tiiplerde kullanilan reaktifler, incelenecek antikorlarin
ayni Ig alt tipine sahip olan antikorlardir (89). Calisamizda kullanilanlar; Alexa Fluor
647 Mouse 1gG1 Kappa Isotype Control, FITC Mouse 1gG2a Kappa Isotype Control,
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PE Mouse 1gG1l Kappa Isotype Control, APC-H7 Mouse IgGl Kappa Isotype
Control’diir (Sekil 4.2).

S5C-H 1.000)
SSC-H 1.000)
SS5C-K 1.000)

50 00 150 200 250
FSC-H {x 1,0007

ERCANMHCD 45 -

SSC-H 1.000)
SSC- 1.000)

' ot wnd
APC-HT-#
Tube: IZOTIP
Population #Events %Parent %Total
vents ) ,
B ) Event 279 571 #ER 1000
— Il Ccrig + 156 0.1 0.1
B crmia+cyT+ 7 45 0.0
B CYT19+CYT+EPCAM+ 4 571 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0.0 0.0

Sekil 4.2. izotip tipi akan hiicre 6lger verisi.

Calismamiza dahil edilen 10 hastanin opere Oncesi ve opere sonras1t CTC

sayilarina iliskin akan hiicre 6lger verileri Sekil 4.3-Sekil 4.17 arasinda verilmistir.

Hasta 1’in TNM evresi Ta NO MO olup tiimor invaziv degildir. Bu hastaya
TUR uygulanmistir. Opere Oncesi akan hiicre dlger verisi ve grafikleri Sekil 4.3’te
gosterilmis olup CTC sayis1 13°tiir. Opere sonrast akan hiicre verisi Sekil 4.4’te
gosterilmis olup CTC sayist 0°dir. Grafik goriintiileri tiim hastalar i¢in benzer sekilde

olup, 6rnek grafik Sekil 4.3’te verilmistir.
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10

ANT-CYE FITC-A

10

0t 10’ 10 10?
EPCAM PE-A CD 45 APC-HT-A
Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
.AII Events 5,364,302 #FwEE 1000
~ [l Cvk19 + 46,244 0.9 0.9
. CHYT19+CY T+ 17,720 383 0.3
I CYT19+CYT+EPCANM+ 145,634 883 0.3
: . CYT19+CYT+EFCAM+CD 45 - 12 0.1 0.0
Sekil 4.3. Hasta 1’in opere 0ncesi deney tupi akan hicre 6lcer verisi.
Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
. All Events 647,979 #1000
W cvkia+ 77e 0.1 0.1
I CYT19+CYT+ 50 6.4 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+ 44 BB.0 0.0
- . CYT19+CYT+EFCAM+CD 45 - 0 0.0 0.0

Sekil 4.4. Hasta 1’in opere sonrasi deney tiipii akan hiicre dlcer verisi.

Hasta 2°nin TNM evresi Ta NO MO olup tiimdr invaziv degildir. Hastanin

tekrarlayan idrar yolu enfeksiyonu bulunmakta olup, l6kosit esteraz aktivitesi yiiksek

bulunmustur. Idrarinda Klebsiella oxytoca bakterisi iiremistir. Bu hastaya TUR

uygulanmistir. Opere Oncesi akan hiicre Olger verisi Sekil 4.5’te gosterilmis olup

CTC sayis1 8’dir. Opere sonrasi hastadan kan almamamis, bundan dolay1r opere

sonrasi verileri sunulamamistir.
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Tuhae: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
.AII Events 178,578 #1000
Ml cvk19+ 411 0.2 0.2
! . CYT19+CYT+ 58 141 0.0
- CYT19+CYT+EPCAM+ 40 649.0 0.0
. CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 8 200 0.0

Sekil 4.5. Hasta 2’nin opere oncesi deney tiipii akan hiicre dlger verisi.

Hasta 3’tin TNM evresi Ta NO MO olup tiimdr invaziv degildir. Bu hastaya
TUR uygulanmistir. Opere Oncesi akan hiicre olcer verisi Sekil 4.6’da gosterilmis

olup CTC sayis1 5’tir. Opere sonrasi hastadan kan alinamamig, bundan dolay1 opere

sonrasi verileri sunulamamustir.

Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
B 21l Events 28,830 &2 1000
e IS EE 73 0.3 0.3
B CvT1a+CyT 22 30.1 0.1
[ cvT19+CYT+EPCAM+ 19 86.4 0.1
[ CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 5 26.3 0.0

Sekil 4.6. Hasta 3’iin opere 6ncesi deney tlpi akan hiicre dlcer verisi.

Hasta 4’tin TNM evresi Ta NO MO olup tiimér invaziv degildir. Hasta sigara
kullanmaktadir. Idrar yapma zorlugu sikayeti ile klinige basvurmus olup, idrarda
hematiiri saptanmistir. Bu hastaya TUR uygulanmistir. Opere Oncesi akan hiicre
Olcer verisi Sekil 4.7°de gosterilmis olup CTC sayis1 5°tir. Opere sonrast akan hiicre

verisi Sekil 4.8’°de gosterilmis olup CTC sayis1 0°dir.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
B~ Events 1,399,755 #1000
N ISSER 937 0.1 0.1
W cyTia+CyT 188 16.0 0.0
B cyT19+CYT+EPCAM+ 46 24 5 0.0
B cvT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 5 10.9 0.0

Sekil 4.7. Hasta 4’{in opere oncesi deney tiipii akan hiicre dlger verisi.
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Tube: BOYARA
Fopulation #Events WParent %Total
.AII Events 33,552 ;e 1000
~ I cyki19 « 5,444 162 162
W CvT19+CYT+ 3 0.1 0.0
~ [l CYT19+CYT+EPCAM+ 31000 0.0
. CHT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 1l no 0o

Sekil 4.8. Hasta 4’{in opere sonrasi deney tiipii akan hiicre dlger verisi.

Hasta 5’in TNM evresi T1 NO MO olup timor invazivdir. Hastada idrar yolu
enfeksiyonu saptanmis olup, idrarda lokosit esteraz aktivitesi yiiksek bulunmustur.
Bu hastaya TUR uygulanmistir. Opere dncesi akan hiicre dlger verisi Sekil 4.9°da
gosterilmis olup CTC sayis1 21°dir. Opere sonrasi hastadan kan alinamamis, bundan

dolay1 opere sonrasi1 verileri sunulamamastir.

Tube: BOYAMA
FPopulation #Evants %WParent %Total
M 2l Events 5,450,000 #HE 1000
B cykio+ 103,723 1.9 1.9
B cimia+cyTs 5,462 5.3 0.1
B cYT19+CYT+EPCAM+ 995 18.2 0.0
ol CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 21 2.1 0.0

Sekil 4.9. Hasta 5’in opere dncesi deney tiipii akan hiicre dlcer verisi.

Hasta 6’nin TNM evresi Ta NO MO olup tiimor invaziv degildir. Hastaya 7 ay
once de TUR uygulanmigtir, bu asamada TUR tekrarlanmistir. Opere dncesi akan
hiicre 6lger verisi Sekil 4.7°de gosterilmis olup CTC sayis1 6’dir. Opere sonrast akan

hiicre verisi Sekil 4.8’de gOsterilmis olup CTC sayis1 5’tir.

Tube: BOYAMA
Population #Evenis %Parent %Total
.AII Ewvents 5,450,000 fERE 1000
. . CYE19 + 541 0.1 0.1
W CvT19+CyT 634 1.7 0.0
B cvT18+CYT+EPCAM+ 176 27.8 0.0
: . CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 6 3.4 0.0

Sekil 4.10. Hasta 6’nin opere dncesi deney tiipli akan hiicre dlcer verisi.
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Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
B 20 Events 5,450,000 e 10000
[ ISTSEE 169,425 3.1 3.1
: . CYT19+CHT+ 146 01 0.0
B CYT19+CYT+EPCAM+ 127 87.0 0.0
B cYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 5 3.9 0.0

Sekil 4.11. Hasta 6’ nin opere sonrasi deney tiipli akan hiicre dlger verisi.

Hasta 7°nin TNM evresi Ta NO MO olup tiimér invaziv degildir. Hasta sigara
kullanmay1 1997 yilinda birakmustir. idrarda hematiiri saptanmistir. Bu hastaya TUR
uygulanmistir. Opere Oncesi akan hiicre Olger verisi Sekil 4.12°de gosterilmis olup
CTC sayist 15°tir. Opere sonrast hastadan kan almamamis, bundan dolay1 opere

sonrasi verileri sunulamamaistir.

Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
B & Events 4,276,510 e 1000
= BREE 421,988 a4 .9
W CyT19+0yT 5.549 1.3 0.1
B CYT19+CYT+EPCAM+ 241 4.3 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 15 6.2 0.0

Sekil 4.12. Hasta 7’nin opere 6ncesi deney tiipii akan hiicre dlcer verisi.

Hasta 8’in TNM evresi T1 NO MO olup tiimor invazivdir. Bu hastaya RC
uygulanmistir. Opere Oncesi akan hiicre Slger verisi Sekil 4.13’de gosterilmis olup
CTC sayis1 6°dir. Opere sonrasi akan hiicre verisi Sekil 4.14’te gosterilmis olup CTC

sayis1 2’dir.

Tube: BOYAMA

Population #Events %Parent %Total
VENIs ' . .

B 2 Event 5,450,000 #1000
- . CYE1S + 738876 136 136
[ cYT19+CYT 800 01 0.0
B CvT19+CYT+EPCAM+ 148 18.5 0.0
B cyT19+CYT+EPCAM+CD 45 - B 4.1 0.0

Sekil 4.13. Hasta 8’in opere oncesi deney tiipii akan hiicre dlger verisi.
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Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
.AII Events 2786198 R 1000
Bcvkio+ 8,085 0.3 0.3
B CyT19+CYT 46 06 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+ 17 37.0 0.0
- . CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 2 11.8 0.0

Sekil 4.14. Hasta 8’ in opere sonrasi deney tiipii akan hiicre 6lger verisi.

Hasta 9’un TNM evresi T2 NO MO olup tiimor muskularis propriayr invaze
etmektedir. Bu hastaya TUR uygulanmistir. Opere Oncesi akan hiicre Olger verisi
Sekil 4.15’te gosterilmis olup CTC sayisi 6°dir. Opere sonrasi hastadan kan

almamamis, bundan dolay1 opere sonras1 verileri sunulamamastir.

Tube: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
B 2 Events 640,189 #1000
> . CYR19 + 62127 q.7 9.7
[ CYT19+0YT+ 75 0.1 0.0
B CYT19+CYT+EPCAM+ 27 36.0 0.0
B CvT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 6 22.2 0.0

Sekil 4.15. Hasta 9’un opere 6ncesi deney tiipii akan hiicre dlger verisi.

Hasta 10’un TNM evresi Tis N2 MO olup tiimor invazivdir. Bu hastaya RC
uygulanmistir. Opere Oncesi akan hiicre Olger verisi Sekil 4.16’da gosterilmis olup

CTC sayis1 4’°tiir. Opere sonrasi akan hiicre verisi Sekil 4.17°de gosterilmis olup

CTC sayis10°dur.

Tube: BOYAMA

Population #Events %Parent %Total
All Events 520,835 #FHE 1000

| .
W cvkia « 24,181 16.2 16.2
Bl CvT1a+CyT+ 33 0.0 0.0
[l CYT19+CYT+EPCAM + g 27.3 0.0
O CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 4 44 4 0.0

Sekil 4.16. Hasta 10’un opere oncesi deney tiipii akan hiicre dlger verisi.
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Tuhe: BOYAMA
Population #Events %Parent %Total
B~ Events 1,040,990 #EEE 1000
. CYE19 + 3,817 0.3 0.3
B cmiascyT 110 21 0.0
B cvT19+CYT+EPCAM+ 2 18 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0.0 0.0

Sekil 4.17. Hasta 10’ un opere sonrasi deney tiipii akan hiicre olger verisi.

Caligmamiza dahil edilen 10 kontrol bireyinin CTC sayilarmna iliskin akan
hicre Olcer verileri Sekil 4.18-Sekil 4.27 arasinda verilmistir. Hicbir bireyde CTC
saptanmamustir. Grafikler tiim bireylerde benzer sekilde olup, 6rnek grafik Sekil

4.18’de verilmistir.

SSC-H i 1.000)

KIS+ S OMIe+CY T+

0 W0 150 00 BED w? 10’ 0t 10 w1t
Foc-H o G1.000 CYK-19 APC-A ANTECYKFITC-A

S5C-H  (x 1.000)
10 150 200 240

P 9HCHTHEPCAME

%

I\IIII‘.I T |Il;|.‘ II‘ |ff|||||| .I IIIHI‘ ; T IIIII‘ LI IIIIII T IIIIIII I..I:.I;IIIIII .:.I
10° 10 o 10 10 10* 1
EPCAM PE-A CD 45 APC-HT-A

Tube: BOYAMA
Faopulation #Events %Parent %Total
B Al Events 62815 e 10000
------ | [SUSER 728 1.2 1.2
W CcyT19+CYT 47 6.5 0.1
. CYT189+CYT+EPCAM+ 35 745 0.1
O CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0.0 0.0

Sekil 4.18. Kontrol 1’in deney tiipli akan hiicre 6lger verisi.

60



Tube: BOYAMA
Population #Events ®Parent %Total
I 2l Events 197,459 A 1000
| ISSER 288 0.1 0.1
B cyTi9+cyT. 1 0.3 0.0
[ CYT10+CYT+EPCAM+ 0 0.0 0.0
. CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 1] Ha=w oo

Sekil 4.19. Kontrol 2’nin deney tiipii akan hiicre 6lger verisi.

Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Farent %Total
M 4l Events 1,377,045 #1000
= I=EEE fi54 0.1 0.1
[ evTIg+CYT+ 74 10.9 0.0
B CYT19+CYT=EPCAM + 57 0.3 0.0
ol CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0.0 0.0

Sekil 4.20. Kontrol 3’iin deney tiipii akan hiicre Olger verisi.

Tube: BOYAMA

Fopulation #Events %Parent %Total
B & Events 800,305 FEE 1000
W Cvikcia + 425 0.1 0.1
Ml CT18+CY T B 1.4 0.0

B cyT19+CYT+EPCAM+ 2 333 0.0

— [l C¥T19+CYT+EPCAM+CD 45- 0 0.0 0.0

Sekil 4.21. Kontrol 4’iin deney tiipii akan hiicre dlger verisi.

Tube: BOYAMA
Fopulation FEvents %Parent %Total
B A Events 386,525 #E 1000
------ | [S{SER f64 0.2 0.2
W CvTigsCyTs 2 03 oo
ol CYT1 G+CYT+EPC AN+ 2 1000 0.0
B cvT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0.0 0.0

Sekil 4.22. Kontrol 5’in deney tiipii akan hiicre olger verisi.
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Tube: BOYAMA

Population #FEvents %Parent %Total
. All Events 10,322 #1000
Il CvKie + 175 17 1.7
~ Il CYT18+CYT+ 2 1.1 0.0
ol CYT19+CYT+EPCAM= 1 a0.0 0.0
: .C‘r"ﬁ G+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0o 0.0
Sekil 4.23. Kontrol 6’nin deney tiipii akan hiicre dlger verisi.
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
. All Events 226,125 #HHE 1000
[ [SSER 1,389 06 0B
[l CYT19+CYT+ 17 12 00
Lol CYT19+CYT+EPCAM+ 2 118 0.0
[ CYT19+CYT+EPCAM+CD 45- 0 no n0.o
Sekil 4.24. Kontrol 7°nin deney tiipii akan hiicre 6lger verisi.
Tuhe: BOYAMA
Population £Events WParent %Total
B &l Events 24 874 #1000
------ B cvcig + 86 0.3 0.3
._ CHT19+CY T+ 2 23 0.0
Sl . CYT19+CHT+EPC AR+ 2 100.0 0.0
O CY¥T19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 oo 0.0
Sekil 4.25. Kontrol 8’in deney tlipili akan hiicre 6lger verisi.
Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
._AII Ewents 344 446 #1000
B cikia+ 443 0.1 01
oy ey T 14 3.2 0.0
._CYT1EI~CY'I'~EF'CRM* 13 62,9 0o
] CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - n 0.0 0o

Sekil 4.26. Kontrol 9’un deney tiipii akan hiicre 6lger verisi.
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Tube: BOYAMA
Fopulation #Events %Parent %Total
B 2/ Events 312,373 #E 1000
W cvkie+ a5 558 306 306
SR cyT9+Cy T 24 0.0 0.0
B cvT19+CyT+EPCAM+ 74 1000 0.0
I CYT19+CYT+EPCAM+CD 45 - 0 0.0 0.0

Sekil 4.27. Kontrol 10’un deney tiipli akan hiicre 6lger verisi.

Hasta grubunun CTC sayisi ortancasi operasyon Oncesinde 6.0 (min-maks:
4.0 — 21.0); operasyon sonrasinda 0.0 (min-maks: 0.0 — 5.0) seklinde hesaplanmigtir
(Tablo 4.3). Operasyondan sonra CTC sayilarinin anlamli diizeyde distigi
goriilmiistiir (Z=2.032; p=0.042). Kontrol grubunda CTC tespit edilmemistir. Hasta
grubunun operasyon oncesi CTC sayilarinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
yuksek oldugu belirlenmistir (Z=4.047; p<0.001). Hasta grubunun operasyon sonrasi
CTC sayist ile kontrol grubunun CTC sayilari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark elde edilmemistir (p=0.254).

Tablo 4.3. CTC sayilarmin hasta ve kontrol grubunda dagilimu.

Hasta grubu Kontrol grubu* Test
istatistigi
CK-19 n=10 n=10
Operasyon oncesi 6.0 (4.0-21.0) 0.0 (0.0-0.0) 4.047 <0.001
n=5 n=10
Operasyon sonrasi 0.0 (0.0 -5.0) 0.0 (0.0-0.0) 2.070 0.254
Test istatistigi 2.032 -
p 0.042 -

! Kontrol grubunda, yapilan tek dlgiimlerin sonuglar: verilmistir.

2 ortanca (min-maks)

Hasta grubunda invazivlik durumuna gére CTC sayilar1 karsilastirildiginda,
operasyon Oncesi ve sonrast CTC sayilar1 bakimindan invaziv olan ve olmayan
hastalarin benzer oldugu belirlenmistir (p>0.05; Tablo 4.4). invaziv olan ve olmayan
hastalarda operasyon sonrasinda CTC sayilarinda anlamli bir fark gézlenmemistir

(p>0.05).
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Tablo 4.4. invazivlik durumuna gére CTC sayis1 dagilimi.

invaziv Invaziv olmayan Test p
istatistigi
CK-19 n=6 n=4
Operasyon oncesi 6.0 (4.0-21.0) 7.0 (5.0 -15.0) 0.217 0.941
n=3 n=2
Operasyon sonrasi 0.0 (0.0-5.0) 0.0 (0.0-2.0) 0.000 1.000
Test istatistigi 1.414 1.604
p 0.157 0.109

! ortanca (min-maks)
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5. TARTISMA

Dolasimdaki timor hiicreleri (CTC); dolagimda yer alan primer  timor
hlcreleri veya metastatik hucrelerdir (6). Kanda ¢ok nadir bulunan CTC’ler ilk
olarak 1869 yilinda Ashworth tarafindan bahsedilmistir (64). CTC’lerin yilizey
Ozelliklerine gore tespit edilmesi modern tekniklerle mimkundur (19) wve
calismamizda da bu Ozelliklerden yararlanilmigtir. Son zamanlarda yapilan
calismalarda CTC’lerin saym ve karakterizasyonu {lizerine yogunlagilmis,

prognostik ve farmakodinamik bir belirteg olarak kullanilmaya baglanmistir (65).

Birgok calisma CTC’nin saptanabilir ve sayilabilir oldugunu gostermistir
ancak kanda ¢ok az miktarda bulunduklarindan dolayi, alman 7.5 mL kanda aslinda
oldugundan daha az bulunmasi ihtimalinin ¢ok yiiksek oldugu bilinmeli ve mevcut
CTC’lerin kagirilabilir oldugu g6z oOniinde bulundurulmalidir. Asagida verilen

teknolojik gelismeler ile bu durum en aza indirilmistir.

Gilintimiizde kanserde bireysel tedavi olduk¢ca Onemli hale gelmistir.
Hastalarda CTC saptanmasi ve karakterize edilmesi ile bireysel tedavi hedefine
ulagmak umut edilmektedir. Karakterizasyonun molekiiler diizeyde yapilmasi ile
CTC galigmalari ileri bir diizeye ulasmistir. CTC saptama yontemlerinin 6zgullukleri

heniiz tam olarak bilinemedigi i¢in klinik uygulamalara dahil edilmemistir.

“S1v1 biyopsi” olarak adlandirilan, invaziv olmayan, kandaki biyobelirteclerin
degerlendirilmesine dayanan islemde; miRNA’lar ve proteinlere ek olarak
eksozomlar, serbest dolasan DNA’lar ve CTC’ler de degerlendirilebilir (63). CTC
analizleri, tedavi takibine ve tedavinin bireysellestirilmesine olanak saglamaktadir
(66). Kanserde epitelyal-mezenkimal doniisiim esnasinda CTC olusumunun spesifik
rolii heniiz tam olarak ortaya konulamamistir ve Kanser hiicrelerinde bu doniisiimiin

indiiklenmesinin CTC iiretiminin en 6nemli sebebi oldugu diistiniilmektedir (63).

flerlemis tiimorii olan hastalarda 102 kan hiicresi basmna 1 adet CTC
saptanmistir (90). Hastalardan alinan kanin sinirli miktarda olmasi da CTC
saptanmasini zorlastirmaktadir. En ¢ok kullanilan yontemlerde izlenilen yol iki

asamadan olusmaktadir. {1k asamada drnegin zenginlestirilmesi islemi gerceklestirilir.
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Ikinci asamada ise saptama basamagidir. Tiimor hiicresinin saptanmasinda, normal
kan hiicreleri ile arasindaki farklar géz oniinde bulundurulmaktadir., 6rnegin; timor

hiicresi ile normal hiicrenin antijen ifadeleri farklidir (6, 72).

CTC’lerin zenginlestirilmesi ic¢in kullanilan yogunluk gradiyentine bagh
ayrimda tiimor hiicrelerini de igeren lenfositler, monositler ve trombositlerden olusan
mononiikleer hiicreler (PBMC); eritrositler, graniilositler ve plateletler gibi diger
hiicrelerden yogunluk farklarina gore ayrilir (74). Bu islem igin 3 yontem mevcuttur.
Bunlar; Fikol ile ayrim, OncoQuick (Greiner BioOne, Frickenhausen, Almanya)
sistemi ile ayrim ve Lymphoprep (Nycomed, Oslo, Norveg) ile ayrimdir (53, 74).
OncoQuick sistemi ile ayrim heniiz yeni bir sitemdir (74). Bu sistemde 15-35 mL
kan 6rnegi kullanilmasi sistemin en biiyiik dejavantajidir (75). Lymphoprep ¢ok daha
az tercih edilen bir yontemdir (76). Calismamizda kullandigimiz standart yontem
olan Fikol ile ayrim tekniginde kan kontaminasyon riskinin daha az oldugu yapilan
caligmalarda ispatlanmustir (53). Mililitre basmna yalnizda 2000-10000 l6kosit
kontaminasyonu gorilmektedir (75, 91). Calisamizda, 16kosit kontaminasyonu CD45

deplesyonu ile en aza indirilmistir.

CTC’ler, epitelyal antijenleri eksprese ederler. Bu nedenle CTC’leri
saptayabilmek icin epitelyal antijenlere karsi spesifik antikorlar kullanilmaktadir.
EpCAM ve sitokeratinler pozitif segilimde, CD45 negatif se¢ilimde kullanilmaktadir

(75). izole edilen hiicreler farkli yontemler ile analiz edilmektedir.

CTC’lerin saptanmasi i¢in farkli yontemler bulunmaktadir. Bunlardan en
bilineni Amerika ilag ve Gida Dairesi tarafindan olaylanan CellSearch (Janssen
Diagnostics, LLC, Raritan, NJ, United States) sistemidir. Bu sistem yar1 otomatik bir
sistem olup, Celltrack Otoprep ve Celltrack Analiz olmak tizere iki bilesenden olusur.
Otoprep asamasinda CTC’ler EpCAM ile pozitif olarak segilip, Sitokeratin 8, 18 ve
19°a kars1 floresan antikorlarlar ve lokosit antijeni CD45’e karsilik antikorlar ile
isaretlenirler. Celltrack Analiz asamasi, yar1 otomatik Floresan mikroskopu ile
goriintileme ve CTC’lerin bir analiz yazilimi ile l6kositlerden ayirt edilmesi
islemlerini kapsar. Bu asamada; Sitokeratin pozitif ve CD45 negatif hiicreler olarak
tanimlanan CTC’ler, cekirdeklerinde bulunan DNA’larina baglanan DAPI (4°, 6-
diamino-2-fenilindol) boyasi ile pozitif olarak boyanip saptanirlar (92, 93). Bu
sistemin CTC saptama duyarliligi %78.9 ile %82 arasindadir (94, 95). CellSearch
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sistemi ile metastatik meme, prostat ve kolon kanserlerinde CTC saptanmasi
prognostik olarak klinik uygulamalarda kullanilmakta olup, 3 kanser tiirii i¢cin CTC
esik degerleri belirlenmistir. Bu esik degerler 7.5 mL kanda meme kanseri ve prostat
kanseri i¢in >5 CTC, kolon kanseri i¢cin >3 CTC’dir (6). Bu degerlerin altinda CTC
tespit edilen hastalarda heniiz metastaz goriilmedigi, ama bu degerlere denk ya da
iizerinde CTC saptanan hastalarda metastaz goriildiigii ve genel sagkalimlarin koti

oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (96, 97, 98).

Mesane kanserli hastalarda CellSearch sistemi ile CTC tespit caligmasi, ilk
olarak 2007 yilinda Naoe ve arkadaslar1 tarafindan gergeklestirilmis olup; uzak
metastazi olan 14 mesane kanserli hastanin 8’inde (%57) CTC saptanmis, metastazi
olmayan 12 mesane Kanserli hastada CTC bulunamamistir (99). 2008 yilinda
gerceklestirilen Gallagher ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada ise, yine
CellSearch sistemi ile, uzak metastazi olan 33 mesane kanserli hastanin 14’iinde
(%44) CTC saptanmustir (100). Guzzo ve arkadaslarinin 2012 yilinda yapmis oldugu
calisma ise, CellSearch sistemi ile, radikal sistektomi tedavisi uygulanan mesane
kanserli hastalarda CTC saptanmasi acismdan bir ilktir. Bu caligmada; radikal
sistektomi 6ncesi, 43 hastanin yalnizca 9’unda (%21) CTC tespit edilebilmistir (101).
Rink ve arkadaslariin yapmis oldugu ¢alismada, radikal sistektomi tedavisi sonrasi
100 mesane kanserli hastanin 23’iinde CTC saptanmustir. Bu c¢alismada, radikal
sistektomi sonrasi bir tek CTC bile bulunmasmim kotii prognozla iliskili oldugu

gosterilmistir (102).

Bu ¢aligmaya konu olan mesane kanseri i¢in CellSearch sisteminde belirlenen
bir “CTC esik degeri” bulunmamaktadir. Su ana kadar CellSearch sistemi ile yapilan
mesane kanseri CTC tespit calismalarinda duyarhilik olduke¢a diisiik olup, hastalarin
yalnizca %17 ile %23’l arasinda CTC saptanabilmistir (103). Erken evre mesane

kanserli hastalarda ¢ogunlukla bu sistem ile CTC saptanamamistir (104).

Mesane kanserinde de CTC tespiti oldukca 6nemli olup, kot prognostik
faktorlerle iliskili oldugu bildirilmistir (56). CTC saptamak i¢in c¢esitli idrar
belirtegleri de c¢alismalarda kullanilmistir, ama rutin {iroloji testlerinde
kullanilabilecek kadar duyarlilik gosterememislerdir (104). Sitokeratinler hicre ici
proteinler olduklar1 i¢in idrarda saptanmalari, yalnizca hiicre Oliimiinden sonra

mumkdinddr (43). Gazzaniga ve arkadaslarmin yapmis oldugu bir ¢alismada; invaziv
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olmayan mesane kanserli hastalarin %?20’sinde kanda CTC tespit edilmis olup,
progresyonsuz sagkalim ve niiks siiresi tahmin edilebilmistir (105). Bir diger
calismada Rink ve arkadaslari; invaziv olan mesane kanserli hastalarda radikal
sistektomi sonras1t CTC varliginin kotii sagkalim ile iligkili oldugunu gostermislerdir.
Ancak, invaziv olmayan mesane kanserli hastalarda CTC-pozitif ve CTC-negatif

hastalar arasinda sagkalim agisindan fark bulamamisglardir (102).

Calismamizda, CTC’ler akan hiicre Olcer cihaz ile tespit edilmistir. CTC’ler
oldukca heterojen bir dogaya sahip olduklarindan dolayi, ¢oklu belirte¢ kullanilmas1
bu sistemi, daha avantajli kilmistir (6). Bu sistemde protein bazli karakterizasyon
gerceklestirilmektedir. Calismamizda da yapmis oldugumuz CD45 deplesyonu
sonrast CTC’lerin akan hiicre Olcer cihazinda tespit duyarliligi %57 ile %94
arasindadir (106). Yapilan galismalarla akan hiicre Glger cihazinin CTC saptama
duyarhiliginin oldukca yiiksek oldugunun gosterilmesi, ¢alismamizda bu sistemi

kullanmamizin en 6nemli sebebidir.

Calismamizda; mesane kanserli hastalarda opere 6ncesi CTC saptamis olup,
opere sonrasi CTC sayilarinda anlamli diizeyde diisiis gézlenmistir. Opere sonrasi
baz1 hastalardan kan alamayisimizin sebebi, hastalarin sehir disindan geliyor olmasi
ve ikamet ettikleri sehirde tedavilerine devam edilecek olmasidir. Kontrol grubunda
CTC tespit edilmemistir. Hasta grubunun operasyon dncesi CTC sayilariin kontrol
grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir. Hasta grubunun
operasyon sonrast CTC sayisi ile kontrol grubunun CTC sayilar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark elde edilmemistir ve bu beklenen bir durumdur. Bu calisma
CTC tespiti ile ilgili umut verici sonuglar icerip, CTC’nin klinik uygulamalarda
kullanilabilecegini gostermistir. Calismamiz; tim CTC tespit yontemlerinde gorilen
ve asilmasi gereken sorunlara da isaret etmektedir. Ideal yontemin ¢ok hassas olmasi
ile ancak her CTC saptanabilir. Calismamizda yer alan 10 hastanin CTC verileri
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ancak esik degeri belirlemek i¢in Klinik
evrelemesi yapilmis, daha fazla popiilasyonun, genel sagkalimlari goz Oniinde

bulundurularak analiz edilmesi gerektigi ortaya konmustur.

Dolagimdaki tiimor hiicrelerinin tespiti ile yalnizda prognoz tahmini degil,
ayni zamanda tedavinin bireysellestirilmesi ve planlanmasi gergeklestirilebilecektir.

CTC’lerin ayrmtili analizi ile metastaz siireci de daha net anlasilabilecektir. Bu
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baglamda, akan hiicre dlger cihazi ile CTC’lerin tek olarak hicresel diizeyde tespit
edilebilmeleri ile, kiiltiir edilmeleri ve/veya c¢esitli tekniklerle (Orn. ters
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu ile) molekuler dizeyde karakterize
edilmeleri de hedeflerimiz arasindadir. Molekuler karakterizasyon ile CTC’lerin
biyolojik davranisi daha net anlasilabilecektir. Bu sayede, bir tip (7.5 mL) kan ile,
invaziv olmayan “sivi biyopsi” teknigi ile tedavinin bireysellestirilmesi miimkiin

hale gelebilecektir.

Fehm ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada kontrol bireylerinde %20’ye
kadar sitokeratin pozitif hiicreler bulunmustur. Bunun en onemli sebebi; spesifik
olmayan baglanmalardir. Ornegin; antikorlar, epitelyal antijen ekspresyonu olan
hiicrelere baglanmas1 gerekirken, lokositlere spesifik olmayan baglanmalar
gerceklestirebilmektedir (107). Spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek igin,
saptama basamagindaki belirtecler secilirken, 16kositlere ve dolagimdaki tiimor
olmayan diger hiicrelere baglanmayacagindan emin olunmalidir (108). Ayni
zamanda benign tiimorlii hastalarda da, operasyon sonrasi malign olmayan epitel
hicreler gorilmektedir (75, 109). Bizim ¢alismamizda; kontrol bireylerde, yanlis
pozitif sonuglara rastlanilmamistir. Cesitli sitokeratinlerin bir arada kullanilmis
olmas1 duyarlihigi artirmistir. Ancak opere sonrasinda 6. ve 8. hastalarda hala CTC
tespit edilmis olmasi, yanlis pozitiflik sonucu ortaya ¢ikmis olabilir. Ya da bu
hastalarda tiimor tam olarak temizlenememis olup, malign durum devam etmektedir.
Bu hastalarin ilerleyen zamanlarda takibinin devam etmesi ve CTC tespit

calismalarinin tekrarlanmasi sonucu kesin bilgi edinilmesi, hedeflerimiz arasindadir.

Invaziv tiimdrii olan hastalarin bazilarinda invaziv olmayanlara gore daha az
CTC saptanmistir. Bunun en 6nemli sebebi islem swrasinda kayiplarin olmasidir.
Sebeplerden birisi olan; Fikol asamasinda PBMC tabakasinin yeterince ayrilamamasi
sonucu CTC’ler kagirilabilmektedir. Tabakanin belirgin bir sekilde ayrilabilmesi i¢in
oncesinde liziz yapilarak yontem optimize edilebilir. Bazi invaziv tiimdrii olan ve
calismamiza radikal sistektomi (RC) esnasinda dahil edilen hastalarin da daha
oncesinde transuretral rezeksiyon (TUR) operasyonu gegirdikleri belirlenmis olup,
CTC sayilarmin invaziv olmayan tiimorlii hastalara oranla daha az olusunu bu durum

aciklamaktadir.
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Bu c¢aligma, CTC saptama asamasida antikorlar ve manyetik boncuklar
gerektirmesi acisindan maliyette Onemli yer teskil etmektedir. Bu nedenle
yontemimizi optimize ederek maliyeti disirmek ve klinik uygulamalarda
kullanilabilir duruma getirmek de hedeflerimiz arasindadir. Mesane kanserinin erken
tan1 ve evrelemesi, tedavi slirecinin izlenmesi igin, invaziv olmayan yontemlere acil
ihtiyag duyulmaktadir. Calisilan mevcut yontemde duyarliligi artirmak, yanlis
baglanmalar1 dnlemek, yeni belirteglerin kullanilmasi, bu teknigin iyilestirilmesine
katki saglayacaktir. Bu nedenle daha fazla sayida ve daha fazla klinik bilgiye sahip
olunan hastalarda; optimize edilmis yontem ile CTC tespit calismalarina devam

etmek hedeflenmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

CTC’lerin sayim1 ve karakterizasyonu iizerine ¢aligmalar yogunlasmis olup,

prognostik ve farmakodinamik bir belirteg olarak kullanilmaya baslanmistir.

Mesane kanserinde CTC tespiti olduk¢a Onemlidir ve kotu prognostik

faktorlerle iliskili oldugu bilinmektedir.

Bazi CTC saptama yontemlerinde bazi kanser tiirlerine spesifik ‘CTC esik
degerleri’ belirlenmistir. Ancak mesane kanseri i¢cin heniiz belirlenen bir esik

degeri mevcut degildir.

Calismamiza 10 mesane kanserli hasta dahil edilmistir, bu hastalarm 5’inde

opere Oncesi ve sonrast CTC tespiti ile takipleri yapilmistir.

S0z konusu ¢alismamizda, mesane kanserli hastalarda, CTC’ler akan hiicre

Olcer cihazi ile tespit edilip, sayimlar1 gergeklestirilmis ve analiz edilmistir.
Calismamizda, CTC’leri zenginlestirme asamasinda; Fikol ile gradiyente
bagli ayrim ve immunomanyetik olarak CD45 mikro-boncuklar ile deplesyon

gergeklestirilmistir.

Saptama asamasinda ise CTC’ler; EpCAM, CK 7,8 ve CK 14, 15, 16, 19 ile

isaretlenmistir.

Mesane kanserli hastalarda opere 6ncesi CTC saptamis olup, opere sonrasi

CTC sayilarinda anlaml diizeyde diislis gdzlenmistir.

Hasta grubunun operasyon oncesi CTC sayilarinin kontrol grubuna gore

anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir.

Kontrol grubunda CTC tespit edilmemistir.
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Calismamizda yer alan 10 hastanin CTC verileri istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur.

Hasta grubunun operasyon sonrast CTC sayisi ile kontrol grubunun CTC

sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmemistir.

Calismamizda, mesane kanseri i¢in bir CTC esik degeri belirlenememistir.

Calismamiz; tiim CTC tespit yontemlerinde goriilen ve asilmasi gereken

sorunlara da isaret etmektedir.

Bu ¢aligma CTC tespiti ile ilgili umut verici sonuglar i¢erip, CTC’nin klinik

uygulamalarda kullanilabilecegini gostermistir.

Son zamanlarda kanserde bireysel tedavinin olduk¢a ©nemli oldugu
anlasilmistir. Hastalarda CTC tespiti ile karakterizasyonu bireysel tedavide

umut vaad etmektedir.

CTC karakterizasyonunun molekiiler diizeyde yapilmasi ile CTC galigmalari

daha ileri bir diizeye ulasilabilir.

CTC saptanirken antikorlar ve manyetik boncuklar gerektirmesi agisindan
maliyette 0nemli yer teskil etmektedir. Yontemimiz optimize edilerek maliyet
diisiiriilmeli ve bu yontem klinik uygulamalarda kullanilabilir duruma

getirilmelidir.

Bu ¢alismaya konu olan mevcut yontemde duyarlilik artirilmali, varsa yanls
baglanmalar 6nlenmelidir. Yeni belirtegler kullanilarak teknik daha uygun bir

hale getirilmelidir.

Daha fazla sayida ve daha fazla klinik bilgiye sahip olunan hastalarda;
optimize edilmis yontem ile CTC tespit ve Karakterizasyon galigmalarma

devam edilmelidir.
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EK-2. Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

GONULLULERIN BIiLGILENDIRILDIGI VE RIZASININ ALINDIGINI
GOSTEREN METINDE YER ALMASI GEREKEN HUSUSLAR

Gonullilerin bilgilendirilmesi i¢in hazirlanacak metinde asagida belirtilen

bilgiler yer almaldir.

ANA ESASLAR:

HER BiR GONULLUYE ASAGIDAKI BILGILER VERILMELIDIR:

1. a. Arastirma ile ilgili calismalarin agiklanmasi
b. Arastirmanin amaci
c. Goniilliiniin arastirmaya katilacagi stire
d. izlenecek islemler

e. Her bir deneysel uygulamanin bildirilmesi

2. Goniilliiniin uygulama sirasinda karsilagabilecegi rahatsizliklar ve riskler
3. Kisi veya kisiler i¢in arastirmadan beklenilen tibbi yarar
4, a. Arastirma sirasinda olusabilecek zarar durumunda uygulanacak tibbi tedavi

ve her tiirli islemler
b. Muhtemel zarar durumunda goéniilliiniin veya yakminin bilgi i¢in iliski

kuracagi kisinin ismi

5. a. Arastirmaya goniillii olarak katildiginin beyani
b. Goniillilye arastirmayi red etme hakkina sahip oldugunun bildirilmesi
c. Goniilliiye, aragtrma bagladiktan sonra devam etmek istemediginde, bu
hakka sahip oldugunun bildirilmesi
d. Goniilliiniin kendi rizasma bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma

harici birakilabileceginin bildirilmesi
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6. Calismadaki goniilliilerin yaklasik sayis1

Yukarida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gdsteren
metni okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve sozlii agiklamalar yapildi. Bu
kosullarda s6z konusu Klinik Aragtirmaya kendi rizamla, hi¢bir baski ve

zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliiniin Ad1, Imzasi, Adresi (varsa telefon no, faks no)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin Adi, imzasi, Adresi

(varsa telefon no, faks no)

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin Adi, Imzasi

Riza alma islemine basindan sonuna kadar tamiklik eden kurulus gorevlisinin Adi,

Imzas1, Gorevi:

BILGILENDIRIiLMiS GONULLU OLUR FORMU

Bu katildiginiz ¢alisma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adi Kanda
Dolasan Tiimor Hiicrelerinin Farkli Evrelerdeki Mesane Kanseri Hastalarinda

Tespiti’dir.

Bu arasgtrmanin amaci, saglhikli bireylerin ve mesane kanseri hastalarinin
kanlarinda dolasan tiimdr hiicrelerinin olup olmadigmmi tespit etmektir. Bu
arastirmada sizden sadece 1 (bir) kez bir tlp ( 7.5 mL) kan alinacaktir. Aragtirmada

yer alacak goniilliilerin sayis1 20 dir.

Bu arastirma ile ilgili olarak doktorunuzun Onerilerine uymak sizin

sorumluluklarinizdir. Bu aragtirmada kan alimi sirasinda veya kan alindiktan sonra

gorulebilecek riskler ve rahatsizliklar s6z konusu olabilir. Bunlar, bu bolgede kanin
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dokulara s1izmas1 sonucu sisme (hematom olusumu) sonrasinda agri, bazi durumlarda
enfeksiyon, uyusma, seyirme, bulanti, kusma, bayilma gibi durumlardir; ancak bu
sonuclarla ¢ok nadir olarak karsilasilir. Sizin i¢in beklenen yararlari, mesane kanseri
erken tanisinin konulabilecek olmasi ve kanserin sicrama (metastaz) yapip

yapmadiginin belirlenmesidir.

Bu arastirmanin olas1 yararlari, sizden almman kanlarda dolasan timor
hiicrelerinin varlig1 arastirilacak ve mesane kanseri hastalarmin kanlarinda bu
hiicreler sayilacaktir. Dolasan tiimor hiicresi tespit edilen hastalarda metastaz goriiliip
goriilmeyecegi hakkinda yorum yapilabilecek olmasidir. Riskleri ise mesane kanseri
hastalarinda, bu tiimor hiicrelerinin tespit edilememesi (yanlis negatif sonug) ya da
saglikli bireylerde tiimor hiicresi tespiti (yanlis pozitif sonug) olabilir. Ancak bu iki

durumun gerceklesme ihtimali cok diistiktiir.

Arastirmaya bagli bir zarar s6z konusu oldugunda, bu durumun tedavisi
sorumlu arastirici tarafindan yapilacak, ortaya ¢ikan masraflar bireyin kendi saglik
giivencesi olan sosyal giivenlik kurumu tarafindan karsilanacaktir. Arastirma
sirasinda sizi ilgilendirebilecek herhangi bir gelisme oldugunda, bu durum size veya
yasal temsilcinize derhal bildirilecektir. Arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya
da calisma ile ilgili herhangi bir sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz
icin 0312 291 25 25 no'lu telefondan Dog¢. Dr. Abdullah Erdem CANDA’ya, Dog¢.Dr.
Ali Fuat ATMACAya ve Dog.Dr. Omer Faruk KARATAS a basvurabilirsiniz.

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢cbir 6deme yapilmayacaktir.
Ayrica, bu arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim
hizmetleri i¢in sizden veya bagh bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan higbir

ucret istenmeyecektir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer

almay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; bu
durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir.
Aragtirict bilginiz dahilinde veya isteginiz disinda, uygulanan gerekleri yerine
getirmemeniz, ¢aligma programini aksatmaniz nedeni ile sizi aragtirmadan ¢ikarabilir.

Arastirmanin sonuclari bilimsel amagla kullanilacaktir; calismadan ¢ekilmeniz ya da
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arastirici tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse

bilimsel amagla kullanilabilecektir.

Size ait tilm tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma
yayinlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri,
yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize
ulagabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz (tedavinin
gizli olmasi durumunda, goniilliye kendine ait tibbi bilgilere ancak verilerin

analizinden sonra ulasabilecegi bildirilmelidir).

Cahsmaya Katilma Onaya:

Yukarida yer alan ve aragtirmaya baglanmadan dnce goniilliiye verilmesi
gereken bilgileri okudum ve sozlii olarak dinledim. Aklima gelen tiim sorular1
arastiricitya sordum, yazili ve sozli olarak bana yapilan tiim agiklamalar1
ayrintilariyla anlamig bulunmaktayim. Calismaya katilmayi isteyip istemedigime
karar vermem i¢in bana yeterli zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi
bilgilerin gézden gecirilmesi, transfer edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma
yiiriitiiciisiine yetki veriyor ve s6z konusu arastirmaya iliskin bana yapilan katilim
davetini hi¢bir zorlama ve bask1 olmaksizin biiyiik bir goniilliiliik i¢erisinde kabul

ediyorum.

Bu formun imzali bir kopyasi bana verilecektir.

Gonullinan,
Adi-Soyadz:
Adresi:
Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin,
Adi-Soyadz:
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Adresi:
Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Ag¢iklamalan yapan arastirmacinin,
Adi-Soyadt:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:

Olur alma islemine basindan sonuna kadar tamikhk eden kurulus
gorevlisinin/goriisme taniginin,

Adi-Soyadt:

Gorevi:

Adresi:

Tel.-Faks:

Tarih ve Imza:
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