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I- GIRIS ve AMAG

Mesane tumérleri 6zellikle Ulkemizde sik gérilen timdrlerden biridir. ilk
tani konuldugunda g¢oguniukia ylGzeyel olan mesane timédrieri, multifokal olma
ve sik niks etme egilimindedir.

Mesane tumédrleri sik niuks eden tumérler oldugu igin, timérun nasil
davranacaginin énceden belirlenmesi oldukga gugtir. Bu nedenle, tedavinin
etkinliginin énceden belirinmesi de énemili bir sorundur.

Bu tez caligmasinda; mesane tumérlli hastalarda proliferating cell
nuclear antigen (PCNA), Ki-67 ve nucleolar organizer region (AgNOR) degerleri
calisiimis, elde edien sonuglar ile Kklinik progresyon arasindaki iligki
aragtinimigtir.

ikinci asamada, PCNA, Ki-67 ve AgNOR degerleri incelenerek yizeyel
ve invaziv mesane tumoérii hastalarda, tedaviye olan yaniti énceden
belirleyebilecek prediktif bir sonug elde ediimeye caligiimistir. Yazeyel tUm&rit
hastalarda intravezikal BCG tedavisi, invaziv tumdrli hastalarda ise sistemik M-
VEC kemoterapisi alanlarin PCNA, Ki-67 ve AgNOR degerleri incelenerek:

tedaviye olan yanit ile iligkileri aragtiriimistir.



Il - GENEL BILGILER

Mesane kanserleri tUm tUmérler icinde %2-3 oraninda gdéralmekte olup,
Urologlar tarafindan en ¢ok tedavi edilen hastalik grubunu olusturmaktadir.
Urolojik kanserler icerisinde prostat kanserlerinden sonra ikinci siklikta
gorilmektedir. Uroepitelyal tumérlerin yaklagik %90'in1 olugturmaktadiriar (1).
Amerika Birlesik Devletieri'nde yapilan istatistiklere gére; erkek sekste %10
oraninda goérulup prostat, akciger ve kolorektal kanserierden sonra en sik
karsilagilan 4. kanser tipidir (2, 3). Bu oran kadinlarda % 4 olup, kadin sekste
gorulen tamérler arasinda 8. sirayi almaktadir. Erkeklerde kadinlardan 2-3 misli
daha fazladir (2,3). En sik 65 yas ve civarinda goériilur. Etyolojide sigara igme,
beta naftilamin ve benzidin gibi aromatik aminler ve sistozomiazis gibi kesin
etkili oldugu bilinen risk faktdrleri yaninda fenasetin, kahve, alkol gibi daha zayif
etkili faktérler de suglanmaktadir (4,5).

Mesane kanserlerinin %98’i epitelyal orijinli olup, bunlarin %92'si
transizyonel hiicreli, %7’si skuamdz, %1-2'si adenokanser yapisindadir (5).

Mesane kanserlerinin, tani aninda %75-85'i ylzeyel tumérlerdir (4).
Mesane tumérlerinin evrelendiriimesinde Tis, Ta, T1 ylzeyel timérier, Tz, Taa,
Tas, T4a, Tap invaziv timdrler olarak siniflandiriimigtir (6). Yuzeyel tumérlerin
codu papiller tamérler olup, papiller timérlerin ¢cogu da Ta tumérlerdir. Ta
tumérlerin %90-95'i iyi diferansiye ve disuk gradeli, T1 timorlerin %60'1 grade I
ve %25-35'i grade Il tumédrlerdir (1,4,5). Ylzeyel tumérlerin %50-60"1 sik
reklrrens gosterir ve %10-20 kasa invaziv ya da metastatik timdrier halini

alirlar (7).



invaziv mesane kanseri olan hastalarin %50 kadarinin tant aninda okt
uzak metastazlart mevcuttur ve bu grupta bir yil iginde agikar klinik metastaziar
goérultr. Metastatik hastaligi olanlarin ise tume yakini yaklagik iki yil igerisinde
&lar (8, 9, 10, 11). Invaziv kanseri olan hastalarin %5'ten az bir kismu iyi klinik
seyir gdsterir ve bes yildan fazla yagayabilir (12).

Mesane tumérierinde tanida anamnez, fizik muayene, rutin laboratuvar
tetkiklerinden sonra DUSG, VP, sistografi, ultrasonografi, bilgisayarli tomografi,
MRI gibi géruntileme yontemlerinin yeri vardir. Ancak en degerli yéntem
sistoskopi ve beraberinde alinan biyopsi veya sitolojinin histopatolojik
degerlendiriimesidir. Bu sekilde hem tani ve hem de evrelendirme yapiimakta
ve uygulanacak tedaviye karar veriimektedir.

Mesane tumérlerinde belli bagh tedavi yéntemleri TUR, TUL, acgik
rezeksiyonlar, sistektomi (parsiyel, basit, total, radikal), kemoterapi (sistemik,
lokal) immunoterapi (sistemik, lokal) seklindedir. Bu tedavi sekilleri tek tek veya
yerine gére kombine olarak uygulanabilmektedir (13).

Mesane kanserleri, yapilan evrelendirmeye uygun portokoldeki tedaviye
ragmen ylksek oranda niikks ve progresyon gdstermektedir. Bu nedenle klinik
seyri 6nceden belirlemek ve uygun tedavi porgramlari uygulayabilmek igin pek
cok calismalar yapiimaktadir. Bu calismalar sonucunda bir ¢ok prognostik

parametreler ortaya konmustur (Tablo 1).



Tablo 1. Mesane tumérlerinde prognoz ve proliferasyonun degerlendiriimesinde

kullanilan kriterler:

I. Klinik Il. Endoskopik ve lil. Histopatolojik IV. Laboratuvar
1) Semptomlarin radyolojik 1) Tlimdr grade’i 1) Kan grup
stiresi 1) Tum6r sayisi 2) Invazyon derinligi antijenlerinin
2) Hastanin yasi 2) Tum6r blyiklagii 3) Lenfatik veya baskilanmasi
3) Tumor niikstiniin 3) Papiller veya vaskiiler 2) Onkofetal
stklig solid invazyon varigi proteinier
4) Hastanin genel konfigiirasyon 4) Mukozal 3) Epidermal growth
durumu anormallikler, faktér
epitelyal atipi ve reseptorieri
displazi 4) Lektin baglayan
karbonhidrat
yaptlar

5) p105, PCNA, Ki-
67 gibi
proliferatif
antijenler

6) Onkogenler (C-
erb B-2, H-ras,
c-myc gibi)

7) Tuamdr baskilayic
genler (p53, NM-
23,retinoblastoma
geni gibi)

8) DNA
flowsitometri

9)Kromozom
anomalileri
(9.kromozom
uzun kolunda
kayp,
izokromozom 5p,
17p delesyonu,
trizomi 15)

10) Timdr asosiye
antijenleri
(M344, 19 A211,
T43. T138)

11) Periferik kan
lenfosit alt
gruplannin
flowsitometrik
analizi

Tumér evresi; 6nemli bir prognostik parametredir. Evre ytkseldikge niks

ve progresyon goérilme sikligi artmaktadir. Tedavi planlanirken géz 6nlinde

tutuimasi gereken bir kriter olarak kargimiza gikar (14).



Tumdr grade’i; tumoér evresi kadar énemii bir parametre olup, genellikle
evre ile paralel seyreder. Tumér evresinde oldugu gibi grade ytkseldikge
progresyon ve niiks oranlari artar (15). Tedavi se¢iminde énemli bir kriterdir.

Tuméran papiller veya solid konfigirasyonda olmasi; dijer 6nemli
parametredir. Papiller timérler, solid olanlara nazaran daha iyi prognoz
gosterirler (16).

Tamdr sayisi ve boyutu arttikga; nilks ve progresyon oranlari artmaktadir
(17).

Diffuz insitu karsinoma bulunan vakalarda niks ve progresyon orani
ylksektir (18).

Vaskiler invazyon varli§i reklrrens ve progresyon ihtimalini
arttirmaktadir (19).

Cevresinde lenfoid reaksiyon gésteren tumérlerin daha iyi prognoz
gdsterdigi bildiriimigtir (20).

Kan grup antijenleri saptanamayan vakalarda tiumér daha agresif
seyretmektedir (21).

p53 ekspresyonunun artmasiyla beraber tumér grade, evre ve
progresyonunun arttig: bildirilmigtir (22).

DNA icerik analizi yapildiginda; nondiploid dagilim gésteren tamérler
diploid yapi gosterenierden daha agresif seyretmektedir (23).

Mesane tumdrli bazi vakalarda tumdérin biyolojik davranigi, timér
grade’i, evresi, tumér tipi gibi prognostik kriterler ile tam olarak
belirlenememektedir. Son yillarda bu kriterlere ek olarak, kantitatif olmasi

nedeniyle daha objektif olan ve grade’leme hakkinda daha ¢ok bilgi verecegine



inanilan yoéntemler (zerinde ¢alisiimaktadir. Bu yéntemlerden biri de
proliferating cell nuclear antigen (PCNA), Ki-67 ve Nucleolar Organizer Region
(AgNOR) degerlerinin hesaplanarak prolifesyon indeksinin belirlenmesidir.
Proliferasyon indeksinin incelenmesi, diger prognostik kriterlerle beraber
degeriendirilip, uygulanacak tedavinin yeniden gézden gegiriimesini ve tedavi
sonras! siki takibi olanakh kilacaktir (24, 25, 26, 27).

Proliferasyon indeksini daha iyi anlayabilmek igin hlcre siklusunu bilmek
gerekmektedir.

Hiicre Siklusu ve Proliferasyon Marker’lan:

Cok hucreli organizmalarda, nekroz, apoptozis ve diger nedenierle olan
hlcre kayiplarinin yerinin doldurulmasi igin, htcrelerin gogalmasi yani
bélinmesi gerekmektedir. Hlcre siklusu htcre tiplerine gére degiskenlik

gosterir. Hucre siklusu ¢esitli fazlar halinde incelenmektedir (Sekil 1) (28).
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Sekil 1. Hucre siklusu.



Bunlar iginde en dikkat gekici olan mitozdur (M fazi). Bu fazda nlkleer bélinme
gerceklesir. Siklusta ¢ok kisa bir sure tutar. Nukleer kilif ortadan kalkar, ntkleus
icerigi kromozomlar halinde yogunlagir. Hlicredeki mikrottbdillerin de yardimiyla
bu kromozomlarla mitotik spindl olugur. Mitoz ilerlerken metafaz asamasinda
kisa bir duraklama olur. Cift hale gelmis kromozomlar ayriimaya baglar.Bu ift
kormozomlarin ayriimasi ile anafaz baglar. Anafazda kromozomlar ayrilarak
spindllarin iki ucuna dogru g¢ekilirler. Burada tekrar yogdunlagarak tam bir
nikleus olugtururlar. Bundan sonra hicrenin tamamen ikiye bélundugi
“sitokinesis” fazi gergeklesir (29).

Siklusta M fazinin digindaki stre genel olarak ‘“interfaz’ seklinde
tanimlanmaktadir. Bu sure sirasinda hticreler oldukga aktiftir. Belirli bir dizen ve
sira iginde siklus igin gerekli hazirliklar yapilir. Ayrica interfaz sirasinda kismen
DNA replikasyonu olur. Bu nikleer DNA replikasyonu interfazin sadece kigk
bir kismini olusturur. Bu déneme S(sentez) fazi ismi verilir. Mitoz bitimi ile S fazi
arasindaki streye Gi(birinci gap) ismi veriimektedir. S fazi sonu ile M fazi arasi
ise G2 (ikinci gap) fazini olusturmaktadir. G4 ve G, fazlar, hiicreye mitoz éncesi
yeterli miktarda buylyebilmesi i¢in stre kazandirmaktadir. G, fazi hicre icin
gtvenlik suresidir, DNA hasarinin tamiri gergeklesir. Mitoza girmeden 6nce
DNA replikasyonunun tamamlanmis olmasi saglanir.

Memelilerde hucre siklusu en az 12 saat veya daha uzun surer. En fazla
degigkenlik G¢ slresinde izlenmektedir. Gy'deki hicreler DNA replikasyonu
yapmayip dinlenme fazi olan Gg'a gegerek siklustan gikabilirler. Gg'da prolifere

olmadan gunler, haftalar veya yillarca kalabilir (29).



Kanserlerin g¢ogunda prognoz ile proliferasyon arasinda korelasyon
bulundugu bildirildigi igin, timdrlerin proliferasyon hizlarinin élgima ve buna
dayanilarak, biyolojik davraniglarin belirleniimeye g¢aligiimasi, son yillarda
gittikce 6nem kazanan bir konu haline gelmistir (30). Tumér hicrelerinin
proliferasyonu ve hucreler arasindaki denge, tumérin buylme hizini
belirlemektedir. Hicre siklus zamani ve prolifere hicrelerin orani tUumérin
proliferasyon durumunu belirler.

Mitoz sayisi, proliferasyon durumunu &lgmede kullanilan en eski
yontemdir. Mitoz sayisi, timoral hiicre popllasyonunda sadece M fazindaki
htcrelerin orani hakkinda bilgi verir. Ancak daha 6nce de belirtildigi gibi M fazi
siklusun g¢ok klglk bir kismini olugturmaktadir. Bu yéntemle diger fazlarda
bulunan proliferatif hlicrelerin saptanmasi mimkan dedgildir (31, 32).

1960’'larin basinda, DNA sentezinde kullanilan bir madde olan timidin ile
S fazindaki hicreler saptanmaya baglanmistir. Bu madde tiritiated timidin
formunda radyoaktif olarak igaretlenebilmektedir. Diger bir yéntem ise timidinin
suni bir analogu olan Bromodeoksi Uridin’ in (BrdU) kullaniimasidir. Anti-BrdU
antikorlar ile S fazinda olup BrdU kullanan hicreler imminhistokimyasal (IHK)
olarak saptanabilmektedir. Her iki yéntemde de sadece S fazindaki hucreler
saptanabilmekte ve bu maddelerin 6nceden hlcrelere uygulanmasi gibi pahali
ve zaman alici hazirlik iglemleri gerekmektedir. Tiritiated timidin ise radyoaktif
ve solid dokulara penetrasyonu zor oldugdu igin pek tercih edilmemektedir.

1970’lerin baginda flow sitometri kullanim alanina girmigtir. Hlcre siklusu
hakkinda hizli ve objektif bilgi verebilmektedir. S, G2, M fazindaki hucreleri

saptar. Ancak fazla miktarda tUmér dokusu gerektirmekte, kiglk biyopsilerde



kullanigl olmamaktadir. Ayrica G1 fazindaki hicreler saptanamamaktadir. Bir
dezavantaji da morfoloji imkani olmamasi ve arada tumér digi hicrelerin de
degerlendiriimesidir (35).

imminhistokimyasal yéntemlerin kullaniimasinin artmasiyla, 6zellikle
hicre siklusuna eglik eden antijenlerin immunhistokimyasal olarak saptanmast,
htcre kinetigi ile ilgili ¢alismalarda daha fazla tercih edilir olmustur. Bunlardan
en fazla caligilan DNA polimeraz alfa’dir. Bu antijen tim prolifere 6karyotik
htcrelerde DNA replikasyonunda anahtar enzim roliindedir. Bu enzim iHK'sal
olarak ¢ogu insan tumérunde gahsiimigtir. Diger proliferasyon marker'lar: ile
paralel sonuclar verdidi ve tumérlerin proliferatif aktivasyonu ile iligkili
olabilecegi bildiriimektedir. Ancak frozen materyal gerektirmekte ve
degerlendirmeler arasinda ¢ok fazla farkliliklar géstermektedir (36).

Aktif olarak bélinen ve prolifere olan hticrelerde bulunan diger ntkleer
antijenlerden Ki-67 ve PCNA en dnemlileri arasinda sayilabilir. Bu antigenlere
kars: geligtirilen antikorlar proliferasyon marker'i olarak kullaniimaktadir (24, 25).

Ki-67:

Ki-67 antijeni non-histon nukleer bir proteindir. 345-395 KD agiriginda iki
polipeptid zincirden meydana gelir. Molekul agirligi yiksek ve proteazlara gok
hassas bir gen OrunGdur. Ki-67 geni 10925'te lokalizedir. Ki 67 nukleusta.
kromatin ve mitoz sirasinda da kromatidlerle ;lkl iligki halindedir. lieri derecede
bazik bir proteindir. DNA'yi baglama &zelligi bulunan yapisal bir protein oldugu
ileri sGrdimektedir. Fonksiyonu kesin olarak bilinmemektedir. Ancak 3’ ve 5’

domainlerin dtzenleyici fonksiyonlarinin bulunabilecegi veya diger non-DNA



yapilarla iligkileri kontrol ediyor olabilecedi dustuntimektedir. Prolifere olan butin
canli hicrelerinde bulunmaktadir (37).

Ki-67 antikoru ilk defa 1983 yilinda Gerdes ve arkadaglari tarafindan
kullanilmigtir (38). Ozellikle 1985'den sonra Ki-67 antikorlan ile yapilan
calismalar hizla artmigtir. Monoklanal Ki-67. antikorunu elde etmek igin antijen
olarak Hodgkin hastalarindan kéken alan L428 hicrelerinin nukleer pargalari
kullamimigtir. Kiel'de retildigi ve antikor tGreten klon 67. kuitlr plaginda oldugu
icin Ki-67 olarak adlandiriimigtir, Ki-67 antigenini tanimaktadir. Ki-67 antijeni, Go
ve erken G4 fazi diginda siklusta bitun fazlarda eksprese edilmektedir. Antijenin
% 90'I nikleolde, % 5 -10'u ise nlkleoplazmada bulunmakta, metafazda
kromozomlarin ylizeyinde izlenmektedir (39).

Nukleustaki Ki-67 antijen miktar ve dagilimi siklus fazina gére degisiklik
gb6stermektedir. Siklus ileriedikge antijenik ekspresyon artar. Bu artig S fazinin
ikinci yarisinda baglar, hiicre G2 ve M fazlarinda iken Ki-67 antijen ekspresyonu
en yuksek seviyelere gikar. Bu artis hem normal, hem de neoplastik hiicrelerde
izlenir. Ge¢ G1 fazinda Ki-67 antijeni perintkleoler yerlesimlidir. S fazinda
nukleoplazmada homojen olarak dagilir. G2 fazinda ince grantler, daginik bir
patern ile perintkleoler bir boyamanin karigimi izlenir. Mitoz sirasinda profaz ve
metafazda  perikromozomal boyanma  bulunurken, profazda buna
nukleoplazmik, metafazda ise sitbplazmik boyanma da eslik eder. Anafaz ve
telofaz sirasinda boyanma yogunlugu hizla azalir (25, 40).

Ki-67 ekspresyonu hicrenin beslenme durumundan c¢ok fazla
etkilenmektedir. Nutrisyonel olarak baskilanmig hicreler daha yavasg

buyumekte, hicre siklusu uzamakta ve daha uzun sire Ki-67 ekspresyonu
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gérhlmektedir. Ayrica iyi beslenemeyen tumér hicreleri hiicre siklusunun gesitli
fazlarinda duraklayabilmektedir (41).

Ki-67 antijeninin siklustaki gergcek fonksiyonu bilinmemektedir. Ancak bir
ayarlayici molekil oldugu dugtntlmektedir. insan da dahil gogu canli tirtinde,
normal ve neoplastik hicrelerde saptanmigtir.Bu genis evrimsel yayginlik
nedeniyle hlcre proliferasyonunun regllasyonunda ¢ok ¢nemli rolt oldugu
dustntlmektedir (25).

Ki-67 proteini ¢cok sayida prolin, glutamik asit, serin, trionin motifi
icermektedir. Bu nedenle gok hizli katabolize olmaktadir. Yari émr ¢gok kisa
olup, bu slre yaklagik 1 saattir. Bu nedenle ve Gp disinda siklusun bitin
fazlarinda eksprese edildiginden, siklustaki hicrelerin saptanmasi agisindan
cok yararli bir belirleyici (marker) olabilecegi dustntimektedir (42).

Ki-67 antikoru, Ki-67 antijeninin labil bir epitopunu tanimaktadir. Bu
epitop sadece frozen kesitlerde saptanabilmektedir. Ki-67 antikorunun kullanimi
sinirlayan bu 6zellidi nedeni ile, murine monoklanal antikorlar olan ve parafine
gémullmag formalin tespitli dokularda da galigabilen MIB-1 ve MIB-3 antikorlari
Uretilmigtir. Ki-67 antijnenin, rekombinant pargalarina kargi immunize edilmis
farelerden elde edilen bir antikordur. MIB-1'in, Ki-67 antikoruna esdeger ve
daha avantajli oldugu ispatlanmigtir. MIB-1 optimal morfoloji korunumuna eslik
eden kuvvetli bir immunreaksiyon géstermektedir. Pozitif ve negatif hiicreler
arasinda gok net bir ayrima imkan vermektedir (43).

Yapilan invitro ¢alismalarda, MIB-1 boyanmasi ile hiicre siklusu arasinda
siki bir iligki oldugu gésterilmigtir. Gerek frozen kesitlerde galigan Ki-67 antikoru,

gerekse MIB-1 ile yapilan g¢ok sayidaki caligmalarda bu proliferasyon
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marker'inin timérlerde proliferatif aktiviteyi oldukga iyi yansitabilecegi
bildiriimektedir (44, 45).

Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA):

immanhistokimyasal olarak galigilan diger bir proliferasyon marker': ise
“Proliferating Cell Nuclear Antigen” dir. PCNA 36 KD agirliginda non-histon,
asidik bir nukleer proteindir. 262 aminoasit sekansli bir yapisi vardir ve DNA
polimeraz deltanin kofaktérudir. ik defa 1978'de SLE’li hastalarin nikieer
antigenlerine kargi reaktif serumlarinda saptanmigtir (46). DNA polimeraz delta,
S fazinda, DNA'nin replikasyonu sirasinda rol alir. DNA polimeraz deltanin,
DNA replikasyonunuda rola bulundugu ve hicre siklusunda dizenleyici bir
protein oldugu kabul edilmektedir. Temel olarak S fazinda eksprese edilmekie
birlikte ge¢ G1 ve G>-M interfazlarinda da daha az oranlarda saptanabilmektedir.
PCNA'nin DNA sentezi ve hiicre proliferasyonunun baslatiimasinda énemli role
sahip oldugu dustntlmektedir (47).

PCNA hucrede iki gesit boyanma paterni gésterebilir. Grantler boyanma
muhtemelen replizoma bagli PCNA kaynakidir. Sitoplazmik boyanma paterni ise
mitotik hicrelerde saptanmaktadir. S fazinda graniler paterndeki PCNA
boyanmasi subfazlara goére farkliliklar géstermektedir. Erken S fazinda
nikleusta, dagilimi homojen olmayan kiguk noktaciklar geklinde izlenir. Bu
noktalar nukleus periferinde ve perintkleoler kisimda bulunmaziar. Muhtemelen
¢ok sayida replizom demetleri bulunduran, replikom domainlerine baglidir. S
fazi ilerledikge noktaciklarda sayica belirgin artis vardir. Daha sonra nikleus
periferinde ve perintkleoler alanda da noktaciklar izlenir. S fazinin sonlarina

dogru noktaciklarin sayisinda ve boyutlarinda artis olmaktadir. Bunun nedeni
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gec replike olan heterokromatin yakinlagmasidir. S fazinin sonunda ise DNA
replikasyonu olmaktadir ve noktaciklarda artis sinirli sayidadir. Cogu gift
seklinde dagilim gostermektedir (48).

Non S fazindaki PCNA boyamasinin ise fiksasyon ve antikor tipine bagli
oldugu ve deterjanlarla azaltilabilecegi bildiriimektedir. Parafin kesitlerde S fazi
spesifik PCNA boyamasi ile non S faz boyanmasi guvenli bir sekilde
ayrilamamaktadir (49).

PC10, PCNA'ya karsi geligtiriimis, Wassem ve Lane tarafindan
karakterize edilmis, formalin tesbitli, parafine gémaimis dokularda da bagarili
sonuglar veren monoklonal bir antikordur. Ancak tespit stresinden
etkilenmektedir. 24 saatten daha uzun tespitlerde immiinreaksiyon azaimakta,
72 saaten daha uzun slre formalinde kalmig materyallerde ise boyanma
olmamaktadir (50).

PCNA'nin proliferasyon marker’i olarak kullaniimasinda bazi sakincalar
vardir. Bunun nedenlerinden birisi yari 6mrantn uzun olmasidir. Yaklasik olarak
20 satten daha uzun oldugu bildirimektedir. Bu nedenle siklustan g¢ikmig olan
hlcrelerde de PCNA saptanabilmektedir. Dider bir istenmeyen é&zelligi de
PCNA'nin sitokinler ve growth faktérlerden etkileniyor olmasidir. inflamatuar
hicreler veya. ortamda bulunan tumoral hicrelerden salinan growth faktérier
muhtemelen mRNA stabilitesini arttirmakta ve siklusta bulunmayan hticrelerde
bile PCNA ekspresyonununa neden olmaktadir. Yapilan son g¢aligmalar
PCNA'nin nikleotid eksizyon tamir olayinda da rol aldi§ini géstermektedir. Bu
6zellikleri nedeni ile sikiusta olmayan, DNA'sI hasarlanmig hlicrelerde de PCNA

ekspresyonu saptanabilmektedir (51).
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PCNA'nin immanhistokimyasal olarak saptanmasi hem aktif DNA
replikasyonunu, hem de  Kkarsinogenez ile sonuglanan DNA hasarini
goéstermektedir. Bunun ekspresyonu, dlzensiz hicre proliferasyonunun
gostergesi olarak kullanilabili. Ancak diger proliferasyon markerlari ile
kargilastinidiginda, 6zellikleri nedeniyle genellikle daha yluksek sonuglar
vermektedir (52).

AgNOR:

Hucre kinetigi ile ilgili aragtirmalarda kullanilan bir yéntemdir. Gamus
nitrat soltsyonlari iceren bazi boyama yéntemleri 1800l yillardan sonra, néral
dokularin incelenmesi amaciyla kullaniimaya baglanmigtir. 1937'de Page ve
arkadaslari timér hicresi nikleollerinde normal hicre nikleollerinden daha
fazla guimls boyanan cisimcik bulundugunu ve bu yapilar ile tumér malignitesi
arasinda bir iligki olabilecegini ileri surmugtir. Howell ve arkadaslari ile
Goodpasture ve arkadaglari 1975'te, insanda D ve G grubu 13, 14, 15 ve 21, 22
no’lu akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinin, gimisleme yéntemi ile
boyanabilecegini ve gimus boyasindan sorumlu olan maddenin
kromozomlardaki nlkleik asitle birlikte bulunan bir takim asidik proteinler
oldugunu bildirmistir. Insitu hibridizasyon yéntemleri ile boyanan bu béligelerin
rRNA segmentleri icerdigi saptanmisg ve bu segmentlere “Nucleolar Organizer
Regions: NORs” AQNOR’lar adi veriimistir (53, 54).

Buginkii AgNOR tekniginin temeli sayillan bu yontemler uzun yillar
genetik bilimi disinda kullanim alani bulamamistir. Yontem 1980'li yillarda
Howell ve ark. ile Ploton ve ark. tarafindan teknik agidan geligtirilerek parafin

blok kesitlerde de uygulanir hale getirilmigtir. Benign ve malign lezyoniar
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arasinda AgNOR sayi ve dagiimi yéninden belirgin bir farklilik vardir. Daha
sonra bu basit yéntem Crocker ve ark.'in baglattigi caligmalar ile patoloji alanina
girmigtir. Son yillar iginde, yontemin tanisal ve prognostik olarak timér
patolojisinde, hiicre proliferasyon marker'i olarak degerini ele alan ¢gok sayida
calisma yapilmigtir. Bunlarin gogunda, hicre proliferasyon kapasitesinin
belirlenmesinde, AgNOR yénteminin de@eri vurgulanmaktadir.Son yapilan
caligmalrda AGNOR degerinin, hucrenin ploidisini yansitti§i ve dolayh olarak
proliferatif aktiviteyi gésterdigi ileri strtlmektedir (55).

AgNOR yénteminde gumus ile boyamayi saglayan ve rRNA ile birlikte
bulunan proteinler “nucleolar organizer region associated proteins” kisaca
‘NORAPs” veya “AgNOR proteinleri” olarak adlandirnimaktadir. AgNOR
proteinlerinin tUmanan ayrintill yapisi tam olarak belirlenememistir. Ancak
bugin AgNOR proteinlerinin genel olarak non-histon yapisinda asidik
fosfoproteinler oldugu biilnmektedir (56). Baglica AgNOR porteinleri; RNA
polimeraz 1, nukieolin (C 23), B23, 100 KD, 80 KD, 135 KD, 105 ve 116 KD’luk
nikleoler fosfoproteinier.

Yapilan galismalara gére AGQNOR proteinleri, rRNA gen bélgesinin veya
daha genig anlamiyla NOR'larin yapisal elemanlarindadir ve onlarla morfolojik
bitanlik igindedir. Bu proteinlerin rRNA ve NOR’larla ne gibi bir fonksiyonel
btlnluk iginde oldudu arastiriimaktadir. AQNOR proteinierinden RNA polimeraz
1'in, rRNA genlerinin transkripsiyonunu saglayan enzim oldugu bilinmektedir.
Diger nukleoler proteinlerin, RNA polimeraz 1 ve rRNA'nin transkripsiyon

kompleksinin davraniglarini dizenledigi dustnllmektedir (57).
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AgNOR degerlendirilirken amag¢ nukleus bagina digen ortalama NOR
sayisinin saptanmasidir. Teknik olarak boya slresinin uzamasi AgNOR'larin
blylyerek birlesmesine ve gergekte oldugundan daha fazla disik sayida
AgNOR degerinin elde edilmesine neden olabilmektedir. |ki ayri sayim teknigi
bulunmaktadir. Crocker sisteminde, nikleusta nikleol iginde ve digindaki
benekgikler tek tek sayiimaktadir. Howel ve ark’larinin geligtirdigi sayim
tekniginde ise optimum boya siresinin uygulanamadigi durumlarda kullanilir.
Bu teknikte nukleol iginde ve perintkleoler cisimcikler halinde ayri ayri degil ana

gruplar halinde sayiimaktadir (68).
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lll- HASTALAR VE YONTEM

Bu caligmaya Ocak 1995 - Arallk 1997 tarihleri arasinda Ankara
Universitesi Ibn-i Sina Hastanesi Uroloji Anabilim Dal’'na basvuran 77 mesane
tumaérla hasta ve kontrol grubu olarak herhangi bir malignitesi olmayan 13 hasta
dahil edilmigtir. Vakalarin 78’i erkek, 12'si kadin idi. Hastalarin yas dagiiimi 26-
80 yil arasinda olup ortalama yas 58.5+10.5 yil idi. Takip sureleri 3-36 ay
arasinda degismekte olup ortalama takip stresi 20.7+4.8 ay idi.

Calismay! dahil edilen tim vakalarin detayli anamnezleri alindi ve fizik
muayeneleri yapildi. Rutin olarak kan biyokimyasi, idrar ve tam kan analizleri
yapildiktan sonra p.a. akciger grafisi, direkt Uriner sistem grafisi, intravenéz
pyelografi, sistografi, Griner ultrasonografi ve bilgisayarli tomografi, uygun
vakalarda magnetik rezonans gértnttleme (MRG) tetkikleri yapildi. Daha sonra
hastalar, sistoskopi ve biyopsi ile klinikk ve histopatolojik tani konularak
evrelendirildi. Preparatlar, transuretral rezeksiyon, transvezikal rezeksiyon,
parsiyel veya total sistektomi materyallerinden hazirlanmistir. Calisma
prospektif olarak yapilmis ve her hasta igin (¢ ayda bir, takip eden yillar igin alti
ayda bir olacak sekilde kontroller yapiimistir. Hastalarin hepsinin tanisi, ilk kez
klinigimizde konulmustur. Proliferasyon indeksleri (PCNA, Ki-67 ve AgNOR) icin
alinan oOmekler; hastalara kemoterapi, immulnoterapi veya radyoterapi
uygulanmadan énce alinmigtir. Kontrol-grubunun mesane érnekleri, transvezikal

sistolitotomi veya transvezikal prostatektomi yapilan hastalardan elde edilmistir.
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Histopatolojik Inceleme:

Histopatolojik incelemede timdr vakalarina ait hematoksilen eozin boyall
preparatlar 1sitk mikroskobik olarak tekrar degerlendirilerek doértli grade’leme
sistemine gére degerlendirilmigtir (59).

immiinhistokimya:

Her vaka igin vakay! temsil eden bir adet parafin blok segilmis ve 5
mikron kalinliginda kesitler poly-L-lysin (sigma) ile kapl lamlara alinmigtir. Bu
kesitlere streptavidin-biotin-peroksidaz yéntemi ile (Zymed histostain kit) PCNA
(PC10/Zymed) ve Ki-67 (MIB-1/Zymed) antijenlerine kargi gelistirilen
monoklional antikorlar kullanilarak immunhistokimyasal boyama yapilmisgtir.
Hazirlanan kesitlere immunhistokimyasal boyama igin agagidaki basamaklar
uygulanmigtir:

1. Deparafinizasyon

2. “Antigen retrival solution” iginde mikrodalga firinda bekletme (4x5
dakika)

3. Oda sicakliginda soguma (20 dakika)

4. PBS ile yikama (5 dakika)

5. % 3'luk hidrojen peroksit ile endojen peroksidaz aktivitesinin ortadan
kaldiriimasi (5 dakika)

6. PBS ile yikama (5 dakika)

7. “Protein blocking solution” ile inkiibasyon (15 dakika)

8. Kesit tizerindeki solisyonun fazlasinin silkelenip primer antikor tatbiki
(PCNA: 1/50 dilusyon, Ki-67: 1/50 diliisyon) (2 saat)

9. PBS ile yikama (5 dakika)
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10. Biotin Konjuge sekonder antikor ile inkibasyon (15 dakika)

11. PBS ile yikama (5 dakika)

12. Streptavidin - peroksidaz kompleksi ile inktibasyon (15 dakika)

13. PBS ile yikama (5 dakika)

14. Amino-Etil-Carbazol (AEC) kromojen uygulanmasi (5 dakika)

15. PBS ile yikama (5 dakika)

16. Counterstaining (zemin boyamas! igin) Mayer's hematoksilen
uygulanmasi (2 dakika)

17. Musluk suyu ile yikama (5 dakika)

18. “Aqueous mounting medium” ile kapama

Her iki antikor igin pozitif kontrol olarak normal tonsil dokusuna ait parafin
kesitler kullanilmigtir. Negatif kontrol olarak primer antikor yerine PBS
kullanilarak diger basamaklar aynen uygulanmistir.

Degerlendirme sirasinda nukleuslardaki kahverengi-kirmizi boyanma
pozitif olarak kabul edilmigtir. PCNA ve Ki-67 antikorlari icin her kesitte 1gik
mikroskobu ile x400 bayttmede 1000 timér hiicresi sayilarak pozitif hlcrelerin
ylzdesi bulunmustur, bulunan bu rakamlar PCNA ve Ki-67 indeksi olarak ifade
edilmigtir.

AgNOR Boyamasi:

1. Deparafinizasyon

2. Distile suda bekletme (5 dakika)

3. Kesitlerin oda sicakliinda karanhk ortamda 45 dakika AgNOR

gozeltisi icinde bekletiimesi (AgGNOR ¢6zeltisi % 1'lik formik asit iginde % 2'lik
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jelatin ¢ézdurtlip bu solisyondan 1 6l¢h alinarak 2 6lgh % 50’lik sivi gumis
nitrat ile karigtirilarak elde edilmistir).

4, Distile su ile yikama (5 dakika)

5. Alkolde bekletme (4 dakika)

6. Ksilende bekletme (2x3 dakika)

7. Mountain medium ile kaplama

Degerlendirme igin immersion objektifi ile x1000 blyutmede 100 hiicrede
NOR’lar sayiimig ve hlcre bagina digen ortalama NOR sayisi AQNOR degeri
olarak saptanmistir. AQNOR sayim igin Crocker sistemi kullaniimigtir (58).

Istatistiksel Analizier:

Kontrol grubu ve mesane timériti hastalarin PCNA, Ki-67 ve AgNOR
degerleri hesaplanarak ortalama + SD olarak ifade edilmistir.

Hastalarin grade, evre, PCNA, Ki-67 ve AQNOR degerlerinin birbirleriyle
iliskisini belirlemek amactyla Kruskal-Wallis varyans analizi yapilmis, herbiri igin
korelasyon katsayilari Pearson’'un korelasyon katsayisi seklinde ifade
edilmigtir (r). Kontrol ve hasta grubunun PCNA, Ki-67 ve AgNOR degerleri
karsilagtirilirken Mann-Whitney U testi kullaniimig ve p<0.05 anlamli olarak
kabul edilmistir. Ytzeyel ve invaziv timérierin PCNA, Ki-67 ve AQNOR degerleri
kargilastirilirken student's t testi kullaniimigtir. Tedaviye gbére remisyon ve
progresyon gosteren hastalarin PCNA; Ki-67 ve AgNOR degerlerinin tedaviye
yanit ile iligkisini analiz etmek icin Mann-Whitney U ve Wilcoxon testleri
kullaniimigtir. Analizlerde p<0.05 anlaml olarak kabul edilmigtir.

Tum parametreler icin logistik regresyon testi yapilarak hangilerinin

bagimsiz prognostik degere sahip oldugu belirlenmistir.
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Ayrica tedaviye yanit veren veya progresyon gésteren gruplarda PCNA,
Ki-67 ve AgNOR icin esik degerler hesaplanmig; sirekli dagiim gésteren
degiskenlerde cesitli kesim noktalar kulanilarak spesifite, sensitivite, pozitif

tahmini deger (ppv) ve negatif tahmini deger (npv) hesaplanmistir.
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IV- BULGULAR

Mesane tuméra tanisi konulan 77 hastanin timér materyalleri ve kontrol
grubu olarak alinan 13 vakanin materyalleri PCNA, Ki-67 ve AgNOR boyalari ile
boyanarak proliferasyon indeksleri hesaplandi. Ayrica tumoérli hastalarin
hepsinin evresi, grade'i tumdr boyutu, timér sayisi uygulanan tedaviye timérin
yaniti ve reklrrens olup olmadigi hazirlanan takip protokollerine kaydedilerek
analiz edildi.

Vakalarin 12'si kadin, 78'i erkek olup yas dagiimi 26-80 yil arasinda ve
ortalama yas 58.5+10.5 yil olarak bulunmustur. Hastalarin takip sureleri 3-36 ay

arasinda olup ortalama takip stresi 20.7+4.8 ay idi (Tablo 2).

Tablo 2. Hastalarin cinsiyet, yas ve takip sureleri

- Kadin / Erkek orani : 12/78
- Yag Dagilimi : 26-80 yil (ort. yas 58.5 + 10.5 yIl)
- Takip Sareleri X 3 — 36 ay (ort. takip 20.7 + 4.8 ay)

PCNA ve Ki67 ile tumér hucrelerinde kirmizi-kahverengi granuler
nikleer boyanma izlenmistir (Resim 1-6). PCNA ve Ki-67 (+) hucreler daha gok
papiller yapilarin bazal kisminda lokalize olarak izlenmistir.

Tumér grade'i arttikga ve hicresel atipi arttikga NOR'larin niikleus iginde
¢ok sayida ve daginik olarak bulundu;c“;u izlendi. Grade azaldikgca NOR’lar da

daha az sayida ve gruplar halinde géralmusttr (Resim 7-8).
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Resim 1. Dusiik grade’li mesane Resim 2. Dusik grade'li papiller
tumoriinde PCNA ile niikleer boyanma mesane tiimérinde Ki-67 boyanan
(x100). tamér hacreleri (x50).

5 o> e AL
Resim 3. Yuksek gradeli invaziv mesane ~ Resim 4. Yiiksek grade'li invaziv mesane
timaériinde PCNA boyanmasi (x20). timériinde Ki-67 ile boyanan timér
hucreleri (x50).
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Resim 5. Mesane tumdérlii hiicrelerde Resim 6. Ki-67 ile nikleer boyanma
PCNA ile niikleer kahverengi — kirmizi g6steren mesane timaéri hicreleri (x20).
boyanma (x100).

Resim 7. Mesane tuméru hiicrelerinde Resim 8. Mesane tumérlu hticre

AgNOR boyanmasi (x500). nilkleuslari icinde gimisle boyanan
NOR’larin yakindan gériiniimi (x1000,
immersiyon).
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Mesane tumoérlt hastalarin hepsinin evre ve grade’i belirlenerek, her evre

ve grade igin PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR degerleri hesaplanmig ve

ortalama degerieri kargilastiriimistir.

PCNA, Ki-67 indeksleri ve AQNOR degerleri ile evre ve grade arasinda

istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmustur (p<0.001).

Hastalarin evre-grade iligkisi incelendidinde; evre arttikga grade’in de

anlamli olarak artig gdsterdigi saptanmigtir (r=0.616, p<0.001).

Evre ile PCNA, Ki-67 indeksleri ve AGNOR degerleri incelendiginde; evre

arttikga PCNA, Ki-67 indeksleri ve AGQNOR degerlerinin anlamii olarak arttigi

gbralmustir (r=0.645, p<0.001; r=0.634, p<0.001; r=0.522, p<0.001) (Tablo 3).

Tablo 3. Mesane tumorlt hastalarda evrelere gére PCNA, Ki-67 indeksleri ve
AgNOR degerieri
Evre n % PCNA indeksi Ki-67 indeksi AgNOR degeri
(Ort.+SD) Ort.+SD Ort.+SD
Ta 25 (325| 23.26+5.86 18.02 + 6.03 2.72+0.53
T4 18 [ 23.3| 3823x11.41 31.56+10.76 3.4740.50
T2 15 1 19.5| 4247 +13.31 34.72+12.02 3.5110.73
Taa 11 | 143 | 43.22+13.31 37.22+11.30 3.62+1.03
Tap 5|65 4552+836 37.22 +6.81 3.82+1.06
T4a 2| 26 57.80+1.55 48.20 +4.24 4.76+0.01
T 1113 62.80 49.9 4.89
Toplam | 77 | 100




Grade, PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgGNOR degerleri arttikga anlamibi
olarak artmaktadir (r=0.880, p<0.001; r=0.875, p<0.001; r=0.777, p<0.001)

(Tablo 4).

Tablo 4. Mesane timéria hastalarda grade’lere gére PCNA, Ki-67 indeksleri

ve AgNOR degerleri
Grade | n % PCNA indeksi Ki-67 indeksi AgNOR degeri
(Ort.+SD) Ort.+SD Ort.+SD
! 15 | 19.5 21.2116.49 16.0616.41 2.60+0.45
Il 39 | 50.6 31.3546.11 25.23+5.29 3.11+0.61
0l 15 [ 19.5 51.36+7.81 44.1446.47 4.01+0.79
v 8 | 10.4 59.65+2.50 49.72+4.15 4.5310.34
Toplam | 77 | 100

Kontrol grubu ile ayri ayri T, ve grade | tamdrlerin PCNA; Ki-67 indeksleri
ve AgNOR degeri karsilagtinimistir.

Kontrol grubu ile T, evresindeki tiumoérierin PCNA, Ki-67 indeksleri ve
AgNOR degerleri incelendiginde; T, timorlerin PCNA, Ki-67 indeksleri ve
AgNOR degerleri, kontrol grubundan anlamii derecede ylksek bulunmugtur
(p<0.001). Grade | tumérlerin PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR degerleri,
kontrol grubuna gére anlamii derecede yUksek olarak bulunmustur (p<0.001)

(Tablo 5).
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Tablo 5. Kontrol grubu ile T, ve grade | tumérlerin PCNA, Ki-67 indeksleri ve

AgNOR degerierinin kargilagtiriimasi

Grup n PCNA Indeksi Ki-87 indeksi AgNOR Degeri
Ort+SD Ort+SD OrttSD
Kontrol 13 2.241+0.43 1.6910.47 1.67+0.28
Ta 25 23.2615.86 18.0246.03 2.7240.53
Grade | 15 21.2146.49 16.0616.41 2.6010.45

Hastalar, ylzeyel tUmérll olanlar (Ta, T1) ve invaziv timérll olanlar (T,
Ts, Ts) seklinde iki gruba ayrilarak her grup igin PCNA, Ki-67 indeksleri ve
AgNOR degerleri kargilagtiriimigtir.

Yuzeyel ve invaziv tumérlerde PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR
degerleri incelendiginde; invaziv tumérierde PCNA (p<0.001), Ki-67 (p<0.001)
indeksleri ve AQNOR (p<0.01) degerleri, ylizeyel timérlerden anlamli derecede

yUksek bulunmustur (Tablo 6).

Tablo 6. Yilzeyel ve invaziv tUmorlerde PCNA, Ki-67 indeksleri ve AQNOR.
degerlerinin kargilagtiriimasi

Grup n % PCNA Indeksi Ki-67 indeksi AgNOR Degeri
(Ort.£SD) Ort.+SD Ort.+SD
Yizeyeltm | 43 | 558 | 29.53+11.32 23.69+10.64 3.03+0.63
invazivtm | 34 (452 | 44.66+12.68 37.24111.01 3.72+0.93

Yuzeyel (<T») — invaziv (>T2) ve duguk grade (<Ill) — ylksek grade (>Ill)
mesane tumérlerindeki PCNA, Ki-67 indeksleri ve AQNOR degerleri arasindaki
iliskiler gosterilmistir (Sekil 2-13). Burada hepsi arasinda dogrusal iligki

izlenmektedir. Parametrelerin biri arttik¢a digeri de artmaktadir.
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Sekil 2. Yiizeyel mesane timérierinde Sekil 3. Invaziv mesane timérierinde
(<T2) PCNA ile Ki-67 indekslerinin iligkisi  (>T2) PCNA ile Ki-67 indekslerinin iligkisi
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Sekil 4. Ylizeyel mesane tliimérlerinde Sekil 5. invaziv mesane tumérlerinde
(<T2) PCNA indeksleri ile AQNOR (=T2) PCNA indeksleri ile AGQNOR
degerlerinin iligkisi degerlerinin iligkisi
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Sekil 6. Ylizeyel mesane tiimérierinde Sekil 7. Invaziv mesane timérlerinde
(<T2) Ki-67 indeksleri ile AQNOR (2T2) Ki-67 indeksleri ile AQNOR
degerlerinin iligkisi degerlerinin iligkisi
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Sekil 8. Duglik grade’li mesane Sekil 9. Yiksek grade’li mesane
tumorlerinde (grade <Ill) PCNA indeksleri  timorlerinde (grade >III) PCNA indeksleri
ile AQNOR degerlerinin iligkisi ile AGQNOR degerlerinin iligkisi
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AQNOR AGNOR
Sekil 10. Duglk grade’li mesane Sekil 11. YUksek grade’li mesane
tumorlerinde (grade <lIil) Ki-67 indeksleri  timorlerinde (grade 2lll) Ki-67 indeksleri
ile AGNOR degerlerinin iligkisi ile AQNOR degerlerinin iligkisi

Sekil 12. Diusuk grade’li mesane Sekil 13. Yiksek grade’li mesane
tumorierinde (grade <Iil) PCNA ile Ki-67 tumorlerinde (grade 2lil) PCNA ile Ki-67
indekslerinin iligkisi indekslerinin iligkisi
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Ta ve Ty grubu tumértu olan hastalarin hepsine TUR yapilmis, bu
hastalarin 11’i TUR sonrasi izlem protokoline alinirken 32 tanesine intravezikal
BCG tedavisi verilmigtir. Bu hasta grubunun takibinde timérsiz olan ve niks
edenlerde PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR degerleri hesaplanarak
karsilagtiritmistir.

Yuzeyel timdrlerde tedavi sonrasi takiplerde niks edenlerdeki PCNA ve
Ki-67 indeksleri tumérstiz olanlardan anlaml olarak yiksek bulunurken
(p<0.01), AgNOR degerleri arasinda anlamh fark gézlenmemistir (p>0.05)

(Tablo 7).

Tablo 7. Yuzeyel tumérlerde timérstiz ve niks eden vakalarda PCNA, Ki-67
indeksleri ve AGQNOR degerleri

Ylizeyel n % PCNA Indeksi Ki-67 indeksi AgNOR degeri
Tm (Ort.+SD) Ort.+SD Ort.+SD
Tumérstiz | 31 | 72.1 26.3048.39 20.35+7.89 2.9310.64
Niks 12 | 279 | 37.87+13.85 32.30+12.27 3.29+0.55
Toplam 43 | 100

TUR+izlem protokol(l uygulanan hastalardan niiks edenler ve timérsiz
olanlarin PCNA, Ki-67 indeksleri ve AGNOR degerleri arasinda anlamh fark
bulunamamistir (p>0.05) (Tablo 8).

TUR+BCG tedavisi uygulanan hastalarin niks edenlerindeki PCNA
(p<0.01) ve Ki-67 (p<0.001) indeksleri, timdrstiz olanlara gére anlamhi
derecede yltksek gozienirken; AQNOR degeri daha az anlamli bulunmugtur

(p=0.05) (Tablo 8).
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Tablo 8. Yuzeyel

timorlerde

TUR+izlem

ve

TUR+BCG

protokoll

uygulananlarda, timérstz ve niks eden vakalarin PCNA, Ki-67
indeksleri ve AQNOR degerleri

Tedavi n PCNA indeksi Ki-67 indeksi | AgNOR degeri
Ort+SD Ort+SD Ort+SD
;: E Tumoérsiz 7 19.20+5.39 14.42+4 .53 2.38+0.30
P | Niks 4 25.4642.57 21.10+1.12 2.76+0.13
c-E 8 Tumoérsuz | 24 26.96+7.69 20.50+10.61 3.00+0.65
PO | Noks 8 40.75+13.9 35.07+12.45 3.5240.54

TUR+BCG protokoltl uygulanan hastalarda, niks eden ve timérsiuz

olanlarda PCNA ve Ki-67 indeksleri anlamli derecede farklilik gésterdigi icin bu

hasta grubunda PCNA ve Ki-67 igin esik degerleri hesaplanmistir. Bunlar igin

pozitif tahmini deger (positive predictive value: ppv) ve negatif tahmini deger

(negative predictive value: npv) hesaplanmigtir. Bu esik degerler ile hangi

hastalarin tedaviye yanit verdigi

belirlenmigtir (Tablo 9).

hangi

hastalarin

ise yanit vermedigi

Tablo 9. TUR+BCG uygulananlarda PCNA ve Ki-67 igin esik degerler,
spesifite, sensitivite, ppv ve npv degerleri

Esik Deger | Spesifite (%) | Sensitivite (%) | ppv (%) | npv (%)
PCNA
indeksi 29.00 70.8 87.5 50 94.4
Ki-67
indeksi 26.00 79.2 87.5 58.3 95.0
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Invaziv mesane tumérl olan 22 hastaya indiksiyon veya neoadjuvan
amagli M-VEC kemoterapisi verilmis; bunlarin 6'sinda remisyon, 3'iinde stabil
hastalik ve 13'inde progresyon géraimistlr. Bu hasta grubunda, her grup igin
PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR degerleri hesaplanmig ve Tablo 10'da

6zetlenmisgtir.

Tablo 10. M-VEC kemoterapi verilen hasta grubunda remisyon, stabil hastalik
ve progresyona gére PCNA, Ki-67 indeksleri ve AQNOR degerleri

Tedaviye n % | PCNA Indeksi Ki-67 indeksi AgNOR degeri
Yanit (Ort.+SD) Ort.+SD Ort.+SD
Remisyon 6 | 272 32.45+1.96 28.36+4.01 3.04+0.72
N 3136 | 36.96:267 | 30.13+3.00 3.35+0.22
Progresyon | 13 | 59.2 | 55.404£7.32 47.56+5.74 4.34+0.72
Toplam 22 | 100

Kemoterapi sonrasi remisyon gosteren ya da stabil kalan yani
kemoterapiye cevap veren hastalarla, progresyon gésteren yani kemoterapiye
cevap vermeyen hastalarin PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR degerleri
kargitastinimigtir.

Kemoterapiye yanit veren (remisyon / stabil hastalik) grup ile yanit
vermeyen (progresyon) gruptaki hastalarin PCNA, Ki-67 indeksleri ve AQNOR
degerleri incelendiginde; progresyon gésteren grubun PCNA, Ki-67 indeksleri
ve AgNOR degerleri, yanit verenlerden daha ylksek ve anlaml bulunmustur

(p<0.001) (Tablo 11).
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Tablo 11. Remisyona giren ya da stabil kalan hastalar (kemoterapiye cevap
veren) ile progresyon gdsteren (kemoterapiye cevap vermeyen)
hastalarin PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR degerlerinin
karsilastiriimasi

Tedaviye n % | PCNA indeksi Ki-67 indeksi AgNOR degeri
Yanit (Ort.£SD) Ort.+SD Ort.+SD
nomeYon/ | g 408 | 33951305 | 289543561 3.25+0.58
Progresyon | 13 | 69.2 | 55.40+5.74 47.5615.74 4.34+0.72
Toplam 22 | 100

Kemoterapi verilen hastalarda, kemoterapiye cevabi predikte edebilecek
birer esik deder aranmig; PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR igin esik degerler
hesaplanmigtir. Bu egik degerler icin spesifite, sensitivite, pozitif tahmini deger
(ppv) ve negatif tahmini deger (npv) bulunmustur (Tablo 12). Bu sekilde hangi
hasta grubunun kemoterapiye yanit verecegi; hangi grubun ise progresyon

gbsterecegi belirlenmeye ¢aligiimigtir.

Tablo 12. Kemoterapi uygulanan hastalarda PCNA, Ki-67 ve AgNOR igin egik

degerler, spesifite, sensitivite, ppv ve npv degerleri

Esik Spesifite | Sensitivite ppv npv

Deger (%) (%) (%) (%)

PCNA indeksi 40.00 89 90 90 75
Ki-67 indeksi 35.00 92 g5 95 78
AgNOR degeri 3.20 88.9 89 88 70

Bu calismada grade, evre, PCNA indeksi, Ki-67 indeksi ve AgNOR

degerinin prognoz ile dogrudan iligkili oldugu gdézlenmektedir. Ayrica tim
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parametreler icin lojistik regresyon testi yapildiginda, tumér grade'’inin tek
bagina bagimsiz bir prognostik parametre oldugu gériimastur. Timér boyutu ve
sayisi ile PCNA, Ki-67 indekslerinin ve AgNOR degerlerinin istatistiksel olarak

degeri yoktur (p>0.05).
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V- TARTISMA

Mesane timoéril hastalarda, prognoz ve tedaviye yaniti degerlendirmek
amaciyla birgok g¢alismalar yapiimig; grade ve evre basta olmak tzere tUmor
tipi, sayisi, boyutu, vaskiler invazyon varligi, in situ karsinoma varligi gibi birgok
prognostik parametre degerlendiriimigtir (60, 61, 62). Bu parametrelerin
hepsinin 6nemli bir yeri olmasina ragmen; bazi hasta gruplarinda klinik gidis ve
tedaviye yanit net olarak ortaya konamamaktadir. Heterojen yapi gtsteren bu
grupta, mesane tumérl degigik biyolojik davraniglar géstermektedir (16). Bu
nedenle son 20 yil igerisinde, mesane timérlerinin grade ve evre gibi klasik
prognostik parametrelere ek olarak timér htcresinin proliferasyon indeksinin
hesaplanmasi gindeme gelmistir (27).

Neoplastik lezyonlarda, prolifere hicre oraninin timérin karakterinde
cok buytk role sahip oldugu 6gdrenilmistir. Bu olay, birgok érneklerde oldugu gibi
tumér niksl ve metastaz potansiyelinin proliferatif aktiviteyle iligkili oldugu
esasina dayanir (13, 63).

Mesane tumodrlerinin proliferatif aktivitesini belirlemek amaciyla
morfometrik, sitokemikal ve immunhistokimyasal belirleyiciler kullaniimigtir (27,
64, 65, 66). Immunhistokimyasal olarak proliferasyon indeksinin hesaplanmasi
hem kolay, hem ucuz, hem de daha guvenilirdir. Gunka ayni parafin kesit ile
caligmaya olanak saglar.

Bu amagla kullanilan PCNA ilk kez 1978 yilinda Miyachi ve arkadaglari
tarafindan sistemik lupus eritematozusiu bir hastanin otoimmiin serumundan
elde edilmistir (46). Smetana ve arkadaglari 1983 yilinda PCNA'nin hematolojik

malignitelerde de kullanilabilecek bir marker oldugunu géstermiglerdir (67).
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Daha sonra gastrointestinal sistem, meme, cilt, akcider, Uriner sistem ve genital
sistem gibi birgok sistemin malign tumérlerinde proliferasyon marker'i olarak
kullaniimigtir (24). Son yillarda rutin olarak tesbit edilmig ve parafine gémuimisg
dokulardaki PCNA’i taniyan bir monoklonal antikor olan PC-10 kullanima
girmigtir (68).

Proliferasyon indeksinin hesaplanmasinda kullanilan difer antikor Ki-
67'dir. llk defa 1983 yilinda Gerdes ve arkadaglari tarafindan gelistiriimis olup,
Hodgkin hastaliginda L428 hicre fraksiyonuna kargi bulunmustur (38). Antikor
Almanya’nin Kiel gehrinde Uretildigi ve 67. hicre kulturiinde en iyi olustudu igin
bu adi almigtir. Daha sonra lenfoproliferatif hastaliklarda, santral sinir sistemi
tumoérlerinde, yumugak doku tUmdrierinde, meme kanserinde, genitolriner,
gastrointestinal sistem ve cilt timorlerinde caligiimigtir (25).

Hucre proliferasyonunu degeriendirmede kullanilan bir diger yéntem
AgNOR yéntemidir. Ilk kez 1972 vyilinda saptanmigtir. NOR'lar hicre
nukleusunda bulunan ribozomal DNA'daki looplardir. Protein sentezinde hayati
O6nem tagir. Klinik kullanimi ilk kez malign ve benign hilicre arasindaki farki
saptama amaciyla yapilmis ve anlamli fark gézienmistir (55). Béylece AQNOR
sayisina bakarak tumér tanisi konulmustur. Son yillarda timérlerin prognostik
parametrelerle olan iligkilerini belirlemede kullaniimigtir (57, 69).

1990 vyihinda Woods ve arkadaglari, PCNA'nin gastrointestinal
lenfomalarda prognostik degeri oldugunu géstermislerdir (70). Yine Jain ve
arkadaglari mide kanserlerinde k6t prognoz goésteren vakalarin PCNA
degerlerinin de yluksek oldugunu saptamislardir (71). Yapilan caligmalar

sonucunda PCNA'nin proliferasyon markeri olarak kullanimi yayginlik
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kazanmistir. Ki-67, 1983 yilinda Gerdes tarafindan bulunduktan sonra
lenfoproliferatif ~hastaliklarda prognostik parametre olarak kullaniimaya
baglanmigtir (38, 72). Yaptiklan galismada Ki-67 indeksi ylkseldikce hastalarin
prognozu kétllesmis; evre ve grade arttikga Ki-67 indeksleri artig géstermistir.
Ki-67 ile ilgili aynt sonuglar Zuber ve arkadaglan tarafindan merkezi sinir sistemi
timorlerinde , Volimer ve arkadaglar tarafindan kemik timérlerinde, Bouzubar
ve arkadaglari tarafindan ise meme kanserlerinde gésterilmistir (73, 74, 75).

Hucre proliferasyonunu degerlendirmede kullanilan diger yontem AgNOR
boyamasi olup, ilk kez 1972 yilinda bulunmustur. Buglinkii anlami ile AQNOR
yontemi interfazik hicrelere ilk olarak 1986 yilinda Ploton ve arkadaslarin
tarafindan uygulandi. Bu calismada benign ve malign hicreler arasinda
ortalama AgNOR sayisi agisindan belirgin bir fark oldugu, bu farka dayanilarak
timér ayrniminin yapilabileceg@i belirtildi (55). Son galismalarda NOR sayisina
sadece hicre proliferasyonunu degil ayni zamanda transkripsiyonel aktivite,
rRNA gen amplifikasyonu gibi timér yapilarini da yansitmaktadir (69).

Son 15 yil igerisinde htcre kinetigi, immin sistem ve genetik alanindaki
ilerlemelerle birlikte, ttmér olusumu ve prognozu hakkindaki calismalara hiz
verilmigtir. Bu gelismeler mesane tumérlerindeki g¢alismalara da yansimis ve
htcre kinetigi ile grade ve evre arasindaki iliskiyi aydinlatmak amach birgok
calismalar yapilmigtir (23, 32, 64).

Bu caligmalarda, proliferasyon marker'lari tek tek veya kombine galisilip
mesane tUmérlerinin prognozu hakkinda yorumlar yapilmistir. Skopelitou ve
arkadaglan 1980 yilinda yaptiklari g¢aligmada, mesane tumérii hastalarda

PCNA ve AgNOR degerlerini incelemislerdir (76). 50 hastay igeren ¢alismada
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grade arttikca PCNA ve AgNOR skorlarinin arttigini ve prognostik olarak gok
degerli markerlar oldugunu bildirmiglerdir. Mazerolles ve arkadaglari 80
mesane tumérli hastada Ki-67'nin MIB-1 monokional antikorunu kullanmis,
tumor evresi ve grade’i yUkseldikge Ki-67 indeksinin de dogru orantili olarak
ylkseldigini géstermiglerdir (45). Daha sonra 1995 yilinda Krliger ve arkadaslari
58 mesane tumorlt hastada morfometri ile beraber NOR, PCNA ve Ki-67
indekslerini kargilagtirmigtir (77). Bu ¢alismada tiUmér grubunun NOR, PCNA ve
Ki-67 degerleri, kontrol grubundan yuksek bulunmugtur. Ayrica bu galismada
evre ve grade arttikca NOR, PCNA ve Ki-67 degerleri de artig géstermigtir. Son
2 yil icinde yapilan galigmalarla PCNA ve Ki-67'nin, diger prognostik
parametrelerle beraber mesane tlmdrlerinin prognozunu belirlemede gok
énemli yer tuttugunu gésteren yayinlar artmistir (78, 79, 80, 81).

Tez konusu olan prospektif calismada, mesane degisici epitel kanseri
saptanan, hastalarda PCNA, Ki-67 ve AgNOR incelemeleri yapilmigtir.

Sonuglar incelendiginde; kontrol grubu hastalarin PCNA, Ki-67 ve
AgNOR degerleri T, tumdrlerin degerlerinden belirgin derecede dusuk
bulunmustur. Kontrol grubu ile grade | timérlerin PCNA, Ki-67 indeksleri ve
AgNOR degerleri karsilastirildiginda da ayni sonugla kargilagiimaktadir. Bu
sonuglardan hareketle, c¢alismadan o&ncelikle g¢ikariimasi gereken sonug,
mesane kanserli hastalardaki PCNA, Ki-67 indeksleri ve AQNOR degerlerinin
normal mesane dokusundan belirgin derecede yliksek oldugudur. Bu nedenle,
tani gucliga olan vakalarda PCNA, Ki-67 ve AgNOR boyamalarn taniya
yardimcl olabilecek bir yéntem olarak kabul edilebilir. Kriger ve arkadaglari da

bizim calismamizdaki sonuca paralel bulgular saptamigtir (77).
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Mesane tumorlerinde, tumér evresi énemli bir prognostik parametredir.
Calismamizda, tumor evresi arttikga buna paralel olarak PCNA, Ki-67 indeksleri
ve AgNOR degerleri de artig géstermektedir. Hastalar, yuzeyel (<T2) ve invaziv
(>T>) olarak siniflandirildiginda, invaziv tumérierde PCNA, Ki-67 indeksleri ve
AgNOR degerleri anlamli derecede yuksek bulunmaktadir. Calismadan
cikarilabilecek ikinci sonug mesane tumérierinde evre arttikga, PCNA, Ki-67
indeksleri ve AQNOR degerlerinin de yikseldigidir. Ozellikle invaziv timérierde
bu artis daha géze garpici olarak kargimiza gikmaktadir. Elde edilen bu bulguya
dayanilarak, ylksek proliferatif indekse sahip mesane tumérlerinin daha invaziv
seyrettii yorumu yapilabilir. Elde edilen bu bulgular literatar ile parallellik
gdstermektedir (76).

Mesane tumorlerinde diger 6nemli bir parametre tumér grade’idir.
Cahsmamizda tumér grade'i artttkga PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR
degerleri de dogru orantili olarak artis gdstermigtir. Tumér grade’i arttikga
proliferatif aktivitesi de artmaktadir. Okamura ve arkadaglari caligmalarinda
mesane tumoérlerinin grade ve evresi ile Ki-67 indeksleri arasinda orta derecede
iliski bulmuslardir (82). Bizim ¢alismamizda da grade ve evre arasinda anlamli
iliski olup, evre-grade arttikga PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR degerleri
artmaktadir. Mansour ve arkadaglari mesane kanserlerinde NOR sayisinin
degerli olmadigini belirtmistir (83). Bizim bulgularimiz ise bunun aksine,
literaturdeki diger yayinlara benzer bulunmustur (27).

Bu sonuglar, proliferasyon markerlarinin, zaman zaman subjektif bir
degerlendirme olarak gortlebilen tumér grade’lemesini daha objektif hale

getirebilecek bir yéntem olabilecegini dlisindtrmektedir.
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Mesane timérleri sik niks gdsterme egiliminde olan tumérlerdir. Yuzeyel
tumérler incelendidinde; tedaviye ragmen hangi tumérin niks edeceginin
belirlenmesi 6nemli bir sorundur. Tumdrian evre ve grade’ine bakarak prognoz
hakkinda yorum yapilabilmesine ragmen ayni evre ve grade'de olup niks
acisindan yorum yapilamayan vakalar da mevcuttur. Bu nedenle grade ve
evreye bakilarak timérin niks edip edemeyecegi hakkinda her zaman dogru
bir tahminde bulunmak mumk{n olmamaktadir.

Bizim c¢aligmamizda, yUzeyel mesane tuméria olan 43 vaka
degerlendiriimis ve takiplerde niiks edenlerde PCNA ve Ki-67 indeksleri
timorstiz olanlardan daha ytksek bulunurken AGNOR degerleri arasinda fark
izlenmemistir. Bu bulgu PCNA ve Ki-67 igin literattr bulgular: ile uyumiu iken,
AgNOR igin farkli bir sonug elde edilmigtir (80, 81). Bu sonuglar, ylzeyel
mesane tumoérl olan hastalarda PCNA ve Ki-67 indeksleri bulunarak, buna gére
tumérun niks etme riskinin tahmin edilebilecegini telkin etmektedir.

Yuzeyel mesane tumorli hastalarda aydinlanmamig noktalardan biri de
“hangi hasta grubunun izleme alinmasi?” ve “hangi hasta grubuna daha agresif
tedavi yaklasimlarinda bulunulmasi gerektigi?’dir. Calismamizda 11 hasta
TUR+Izlem protokoline alinmig, bu hastalarin 4'0 niks etmigtir. NUks eden
vakalarda PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR degerleri timdrstz takip
edilenlerden yuksek olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamh
bulunmamistir. Bu hasta grubunu tek bagina ele aldigimizda, niks eden vakalar
icin yorum yapmamiz guctar.

Calismamizda 32 hastaya TUR+intravezikal BCG tedavisi uygulanmis ve

bu hasta grubunda nlks edenler ve timérsiz olanlarda PCNA, Ki-67 ve



AgNOR'un degeri arastiriimistir. Bu hasta grubunda 8 vakada niiks gorlilmus ve
niks eden vakalarda PCNA, Ki-67 indeksleri timérsiz olanlara gére anlamli
derecede yUksek bulunurken; AgNOR degeri daha az anlamli olarak yUksek
bulunmustur (p=0.05). Bu bulgulara gére PCNA ve Ki-67 indeksi ylksek olan
hastalarda TUR+intravezikal BCG tedavisi sonrasi niks riskinin fazla olacagi
dngdralebilir.

TUR+intravezikal BCG uygulanan hastalar icin PCNA, Ki-67 ve AgNOR
sonuglarinin yeni bir kriter olup olmayacagina dair literatirde yeterli bir bilgi
yoktur. Bu hasta grubunun hangisinin kéti seyredecegi, hangisinin remisyon
gbsterecedi bilinememektedir. Bu amagla, bu hasta grubunun hangisinin
tedaviye yanit verebilecedi, hangisinin ise agresif davranacagini
yorumlayabilmek i¢in PCNA ve Ki-67 igin esik deger, sepisifite, sensitivite,
pozitif tahmini deger (ppv) ve negatif tahmini deder (npv) elde edilmigtir.

PCNA igin esik deger 29 olarak segilirse, spesifite % 70.8, sensitivite %
87.5, ppv % 50 ve npv ise % 94.4 olacaktir. Yani PCNA degeri 29 ve altinda
olan 100 hastaya intravezikal BCG verildiginde, bunlarin 94’Gnde tedavi
saglanacak, 6'si niks edecektir. Bdylece % 94 hastaya dogru davraniimis
olunacaktir. E§er bu hasta grubundan PCNA degeri 29'un Uzerinde olan 100
kisiye intravezikal BCG verilirse, bunlarin 50'si niks edecek, 50'si igin dogru
davraniimis olunacaktir. Burada esik.deger belirlenmesinin nedeni gereksiz
tedavi oranini disirmek ve daha agresif tedavi gerektiren hastalari énceden
belirleyerek vakit kaybetmemektir.

Ki-67 igin esik deder 26 olarak segilirse, spesifite % 79.2, sensitivite %

87.5, ppv % 58.3, npv ise % 95 olacaktir. Yani Ki-67 degeri 26 ve altinda olan
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100 hastaya intravezikal BCG verildiginde, bunlarin 95'inde tedavi saglanacak,
5'i nuks edecektir. Eger bu hasta grubundan Ki-67 degeri 26'nin Gzerinde olan
100 kigiye intravezikal BCG verilirse, bunlarin 58'i niiks edecek, 42’si igin dogru
davraniimig olunacaktir.

Yuzeyel tUmérlt hastalarda intravezikal BCG tedavisi 6éncesi PCNA ve
Ki-67 icin esik degerler, spesifite, sensitivite, ppv ve npv degerlerinin gézénunde
tutulmasi hem gereksiz tedaviyi ortadan kaldiracak hem de vakit kaybetmeden
daha radikal tedavi yéntemlerine yénlenmeyi saglayacaktir.

Tez calismamizda PCNA, Ki-67 indeksleri ve AGQNOR degerleri galigilan
diger grup invaziv mesane tumérleri (>T2)dir. Bu vakalardan 22'sine indiiksiyon
veya neoadjuvan amagh sistemik M-VEC kemoterapi verilmistir. Bilindigi gibi,
infiltran mesane tumérlerinde sistemik kemoterapi planianan hastalarda,
kemoterapiye olan yaniti predikie edebilmek igin en iyi prognostik parametreler
tumér grade’i, timér penetrasyon derinligi, lenfatik invazyon, tUmér buyukIGga,
muitifokalite, papiller veya solid konfigrasyon varligi ve témur reklrrens
sikigidir (62, 84). Literatlirde mesane tumérierinde kemoterapiye yanit ile
PCNA , Ki-67 indeksleri ve AQNOR degerlerinin iligkisine dair yeterli bilgi yoktur.

M-VEC kemoterapi verilen 22 olgu incelenmis; progresyon gdésteren
vakalarin PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR degerleri stabil hastalik ve
remisyon olarak izlenenlerden daha yuksek, stabil hastalik olarak izienenlerin
degerleri de remisyon olarak izlenenlerden daha yuksek bulunmustur.
Kemoterapiye yanit veren (remisyon/stabil hastalik) ve kemoterapiye yanit
vermeyen (progresyon) grupta PCNA, Ki-67 ve AgNOR icin esik deger,

spesifite, sensitivite, ppv ve npv degerleri hesaplanmistir.
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PCNA icin esik deger 40 olarak segilirse, spesifite % 89, sensitivite % 90,
ppv % 90 ve npv % 75 olacaktir. Yani bu hastalarin PCNA degeri 40 ve altinda
olanlarinin 100’Une kemoterapi verildiginde 75'i yanit verecek, 25'inde
progresyon gérilecektir. Bu durumda 25 hasta gereksiz tedavi almig olacaktir.
Eger PCNA degeri 40'in Uzerinde olan 100 hastaya kemoterapi verilirse,
bunlarin 90’1 progresyon gésterecek ve ancak 10 hastaya dogru davraniimis
olunacaktir.

Ki-67 igin esik deger 35 olarak alinirsa, spesifite % 92, sensitivite % 95,
ppv % 95 ve npv ise % 78 olacaktir. Bu hasta grubunda Ki-67 degeri 35 ve
altinda olan 100 kisiye kemoterapi verildiginde 78’inde cevap alinacak, 22’sinde
progresyon goérilecektir. Ki-67 degeri 35'in Gzerinde olan 100 kigiye kemoterapi
verildiginde 95'inde progresyon gértilecek ve sadece 5'i i¢in dogru davranilimis
olunacaktir.

AgNOR i¢in esik deger 3.2 alindiginda, spesifite % 88.9, sensitivite % 89,
ppv % 88 ve npv ise % 70 olacaktir. Bu hasta grubunda AgNOR degeri 3.2 ve
altinda olan 100 kisiye kemoterapi verildiginde 70’'inde cevap alinacak ve 30'u
progresyon gdsterecektir. E§Ger AQNOR degeri 3.2'in Gizerinde olan 100 hastaya
kemoterapi verilecek olursa, 88'i progresyon goésterecek ve 12'sine dogru
davraniimig olunacaktir.

Daha 6nce de bahsedildigi gibi, PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR
degerleri ile kemoterapiye yanit arasindaki iligkiyi aydinlatmaya yoénelik yeterli
calisma ve bilgi mevcut degildir. Neoadjuvan kemoterapi planianan hasta
grubunda esik degerler géz énlinde bulundurularak tedaviye yanit hakkinda fikir

sahibi olunacak ve gereksiz tedavi uygulamalarindan kaginilacaktir.

43



IV. SONUGLAR

Mesane tumérlerinde evre ve grade yukseldikge PCNA, Ki-67 ve AgNOR
dlzeyleri artmaktadir. Bu nedenle PCNA, Ki-67 ve AgNOR mesane
tomérlerinde grade’lemeye ek olarak daha objektif bir histopatolojik
siniflama getirebilir.

invaziv timérlerde PCNA, Ki-67 indeksleri ve AGNOR degerleri ylzeyel
timérlerden daha ylksek dizeydedir.

Yuzeyel tumérll hastalardan TUR sonrasi takiplerde niks gérilenlerde,
PCNA ve Ki-67 indeksleri timérstz olarak takip edilenlerden daha ylksek
bulunmaktadir.

TUR + izlem protokolli uygulanan ylzeyel timérii hastalarda, nulks
gbrulenlerin PCNA, Ki-67 indeksleri ve AGNOR degerleri ile timérstz takip
edilenlerin degerleri arasinda anlamli fark izlenmemistir.

TUR+BCG protokolll uygulanan ve nilkks eden hasta grubunda PCNA ve
Ki-67 indeksleri, timdrsiz takip edilenlerden daha ytksektir. TUR ile tedavi
edilen ve intravezikal BCG tedavisi planlanan hastalarda TUR materyalinde
PCNA ve Ki-67 immunhistokimyasal boyamasi yapilarak egik degerlerin
hesaplanmasi ve buna gére strateji belirlenmesi daha etkin tedavi olanagi
saglayacaktir.

invaziv mesane tumérl olan ve sistemik kemoterapi verilen hasta
grubunda, kemoterapiye yanit vermeyen hastalarda PCNA, Ki-67 indeksleri
ve AgNOR degerleri, yanit verenlerden daha yiksek bulunmusgtur. Ozellikle

neoadjuvan kemoterapi planlanan hastalarda PCNA, Ki-67 ve AgNOR igin



esik degerlerin hesaplanmasi daha etkili ve dogru tedavi olanagi
saglayacaktir. Daha genis serilerde ve uzun dénemli takiplerle elde edilecek
esik degerler; PCNA, Ki-67 ve AgNOR yoéntemierinin rutin klinik
uygulamalarda yerini almasini saglayacaktir.

PCNA, Ki-67 indeksleri ve AQNOR degerleri mesane tumérierinde hasta
prognozunu belirlemede &6nemli deger tagimaktadir. Bu proliferasyon
marker'lart mesane tumérli hastalarda bireysel prognostik farkliliklar

énceden saptamay! saglayabilirier.
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Vil. OZET

AMAC: Bu galismanin amaci, mesane tumérli hastalarda klinik
progresyonu; intravezikal BCG veya sistemik M-VEC kemoterapisi alan
hastalarda, hastalarin tedaviye olan yanitini belirlemede, PCNA, Ki-67 ve
AgNOR incelemesinin prediktif bir degderi olup olmadiginin ortaya konulmasi ve
bu proliferasyon marker’lari ile evre, grade gibi klinikopatolojik parametrelerin
korelasyonunun aragtiriimastdir.

HASTALAR VE YONTEM: Caligma grubuna mesane timérl 77 hasta
ve herhangi bir malignitesi oimayan 13 kontrol vakasi dahil edilmigtir. YUzeyel
mesane tumorll hastalarin 32’sine TUR+intravezikal BCG uygulanmig, invaziv
mesane tumorlt hastalarin ise 22'sine sistemik M-VEC kemoterapisi verilmigtir.
Hastalara tedavi dncesinde TUR yapilarak evre ve grade durumu ortaya
konmus; TUR materyallerinde imminhistokimyasal yéntemle PCNA, Ki-67 ve
AgNOR boyamalari yapilmistir. Bu proliferasyon marker’larinin klinikopatolojik
parametreler ile korelasyonu ve tedaviye olan yanit ile iligkisi aragtiriimigtir.

BULGULAR: Evre ile grade arttikca PCNA, Ki-67 indeksleri ve AQNOR
degerleri artig gostermistir (p<0.001). Kontrol grubu ile tumérli hastalarin
PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR degerleri karsilagtinidiginda, tamorit
hastalarda belirgin ylkseklik bulunmustur (p<0.001).

Yine invaziv timorlerde PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR degerleri,
ylzeyel tumérlerden daha ylksek olarak bulunmugtur (p<0.001). YGzeyel
tumérlerde, TUR+intravezikal BCG alanlardan niks edenlerde, timorsiz
izlenenlere gére daha yiksek PCNA ve Ki-67 indeksleri saptanmigtir (p<0.01 ve

p<0.001). Bu grupta AgNOR degeri daha az anlamlidir (p=0.05).
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TUR+intravezikal BCG tedavisi alanlarda PCNA icin esik deger 29 (spesifite
% 70.8, sensitivite % 87.5, ppv % 50, npv % 94.4), Ki-67 icin esik deger 26
(sepisifite % 79.2, sensitivite % 87.5, ppv % 583, npv % 95) olarak
hesaplanmigtir.

invaziv mesane timéri olan ve sistemik M-VEC kemoterapi alan
hastalarda, tedaviye yanit vermeyenierde, tedaviye yanit verenlerden daha
yiksek PCNA, Ki-67 indeksleri ve AGQNOR degerleri elde edilmistir (p<0.001).
Bu hasta grubunda PCNA icin esik deger 40 (spesifite % 89, sensitivite % 90,
ppv % 90, npv % 75), Ki-67 i¢in esik deger 35 (spesifite % 92, sensitivite % 92,
ppv % 95, npv % 78) ve AgNOR icin egik deger 3.2 (spesifite % 88.9, sensitivite
% 89, ppv % 88, npv % 70) olarak hesaplanmigtir.

SONUC: Mesane tumérlerinde PCNA, Ki-67 indeksleri ve AgNOR
degerleri hesaplanarak klinik progresyon hakkinda fikir yGrataiebilir.

Bu hasta grubunda intravezikal BCG tedavisi veya sistemik M-VEC
kemoterapisi planlandiginda PCNA, Ki-67 indeksleri ve AQNOR degerlerine
bakilarak tedaviye yanit hakkinda yorum yapilabilir. Ayrica tedavi segenekleri
degerlendirilirken PCNA, Ki-67 indeksleri ve AQNOR degerleri yardimci olabilir.
Daha genis serilerde ve uzun dénemli takiplerle elde edilebilecek esik degerler;
PCNA, Ki-67 ve AGNOR ydntemlerinin rutin klinik uygulamalarda yerini almasini
ve tedaviye yodnelik segeneklerin .degerlendiriimesinde objektif kriterler

getirilmesini saglayacaktrr.
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