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OZET

Giirel, B. Mesane iirotelial karsinomlarinin tanisi ve izleminde idrar sitolojisi ve
floresan in situ hibridizasyon yontemlerinin giivenilirligi. Hacettepe Universitesi

Tip Fakiiltesi, Tibbi Patoloji Tezi. Ankara, 2007.

Mesane karsinomlarinin tant ve izleminde idrar sitolojisi, sistoskopi ile
beraber rutin olarak kullanilan bir yontemdir; ancak duyarliligi, 6zellikle diisiik
dereceli iirotelial karsinomlarin tamsinda oldukga diisiiktiir. Idrar sitolojisinin
duyarhiligin1 artirmak amaci ile birgok ek biyokimyasal ve molekiiler patolojik teknik
gelistirilmistir. Bu aragtirmada, bu yontemlerden biri olan ¢ok renkli, ¢ok problu
floresan in situ hibridizasyon yonteminin (FISH) mesane iirotelial karsinomlarinin
tanis1 ve izleminde duyarlilik ve seciciligini arastirmak, tanisal giivenilirligini idrar
sitolojisi ile karsilagtirmak amaclanmistir. Bu ¢alisma histopatolojik ve/veya klinik
izlemi olan 54 hastanin mesane yikama sivilart iizerinde gerceklestirilmistir. Cok
renkli ¢cok problu FISH yonteminin duyarliligt (%77.7) ve segiciligi (%100) idrar
sitolojisine gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. idrar sitolojisi ile olgularm
%22.5'1 benign ya da malign olarak siniflanamayarak atipik tanisi almig, bu tam
negatif sonu¢ olarak kabul edildiginde sitolojinin duyarliligin %38.8, se¢iciliginin
%100; atipik tanis1 pozitif soniu¢ olarak degerlendirildiginde duyarliligin %66.6,
seciciligin %81.8 oldugu goriilmiistiir. Sitolojide atipik olarak degerlendirilen dokuz
olgudan yedisi FISH ile dogru simiflanmistir. Her iki inceleme yonteminin de yiiksek
dereceli neoplazileri saptamada diislik dereceli neoplazilere gore daha duyarli oldugu
dikkati ¢ekmis, diisiik dereceli neoplazilerde daha belirgin olmak {izere, her iki
grupta da FISH testinin sitolojiye gore daha ¢ok olguda pozitif sonug¢ verdigi
goriilmiistiir. Urotelyal karsinomlarn tamsinda ¢ok renkli ¢ok problu FISH
yonteminin, idrar sitolojisine ek olarak, Ozellikle tan1 zorlugu yasanan olgularda

etkili ve giivenilir bir tan1 yontemi oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Urotelial karsinom, sitoloji, FISH
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ABSTRACT

Gurel, B. The reliability of urine cytology and fluorescent in situ hybridization
techniques in the diagnosis and follow-up of urothelial carcinomas of the
urinary bladder. Hacettepe University School of Medicine, Thesis in Medical

Pathology, Ankara, 2007.

Urine cytology, as a noninvasive, inexpensive and simple test, has been used
alongside cystoscopy in the diagnosis and follow-up of bladder carcinomas.
However, the sensitivity of urine cytology is especially low in the diagnosis of low
grade urothelial carcinomas. A number of biochemical and molecular techniques
have been developed to increase the sensitivity of urine cytology. The aim of this
study is to evaluate the value of fluorescent in situ hybridization in the diagnosis and
follow up of urothelial carcinomas and compare its reliability with urine cytology.
This study was performed on the bladder washings of 54 patients with
histopatological and/or clinical follow-up data. The sensitivity (77%) and specificity
(100%) of multicolor multiprobe fluorescent in situ hybridization has been found to
be significantly higher than that of urine cytology. 22.5% of cases has been
diagnosed as atypical using urine cytology. When atypical cases were included in the
benign group, the sensitivity of urine cytology was found to be 38.8% and the
specificity was 100%, whereas when these cases were incuded in the malignant
group, the sensitivity was calculated as 66.6% and the specificity as 81.8%. seven of
nine cases diagnosed as atypical using urine cytology was correctly diagnosed using
FISH. Both methods were found to have higher sensitivity in diagnosing high grade
urothelial carcinomas compared to low grade carcinomas, and the FISH test was
found to be of higher sensitivity and specificity in both grades, especially in low
grade carcinomas. It is our opinion that multicolor multiprobe FISH can be used in
addition to urine cytology in the diagnosis of urothelial carcinomas, especially in

cases showing diagnostic difficulty.

Keywords: Urothelial carcinoma, cytology, FISH
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GIRIS

Mesane kanseri, prostat karsinomlarindan sonra en sik goriilen iiriner sistem
malignitesi olmasi yam sira', 6zellikle izlem ve tedavisinde karsilagilan 6zgiin
sorunlar nedeniyle dikkat ¢ceken bir olgu grubudur. Mesane malignitelerinin biiytik
boliimiinii iirotelial karsinomlar olusturmaktadir. Bu neoplazmlar yiiksek oranda
(%75) rekiirrens gostermekte' ve noninvaziv formlarmda %5-30 oraninda invaziv
tiimére progresyon goriilmektedir’. Mesane karsinomlarimin tamsinda ve ozellikle
takibinde sistoskopi ve idrar sitolojisi birlikte kullanilmaktadir. Sistoskopi primer
papiller karsinomlarin tanisinda duyarli olmasina karsin, pahali ve invaziv bir
yontemdir ve papiller olmayan lezyonlarin (6rn. “Flat” karsinoma in situ) tanisinda
duyarlihgr disiiktiir.' Buna karsin, idrar sitolojisi noninvaziv, ucuz ve kolay bir
yontemdir. Idrar sitolojisi &zellikle yiiksek dereceli lezyonlarin tamisinda yiiksek
duyarliliga (%95) sahip olmasina karsin, diisiik dereceli neoplazilerin tanisinda

duyarlilig1 %15-20¢lere kadar diismektedir.'

Bu sebeplerden dolayi, ne sistoskopi, ne de idrar sitolojisi mesane iirotelial
karsinomlarinin erken tanisinda veya takibinde tek bagina gilivenilir bir tetkik
olamamaktadir. Bu nedenle, idrar sitolojisinin duyarliligini -6zellikle diistik dereceli
lezyonlar s6z konusu oldugunda- arttirmak ve hastalar1 gereksiz sistoskopiden
korumak amaci1 ile birgok ek biyokimyasal ve molekiiler patolojik teknik
gelistirilmistir.>*> Idrar sitolojisine ek olarak yapilan ¢ok problu ¢ok renkli floresan
in situ hibridizasyon (FISH) yonteminin idrar sitolojisinin duyarliligini arttirirken,

yiiksek 6zgiilliik sagladig: bildirilmektedir.°

Bu calismada, mesane iirotelial karsinomlarinin erken tanist ve operasyon
sonrasi rekiirrens takibinde idrar 6rneklerine uygulanan ¢ok problu ¢ok renkli FISH

tekniginin duyarlilik ve segiciligini aragtirmak ve tanisal gilivenilirligini idrar



sitolojisi ile karsilagstirmak; iirotelyal karsinomlarin sitomorfolojik tani1 6zelliklerini
gbdzden gecirmek; ¢ok renkli ¢ok problu FISH yonteminin kendi laboratuvarimiz igin

pozitif tan1 kriterlerini ve ideal kesim noktalarini belirlemek amaglanmastir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Mesane Tiimorlerinde Epidemiyoloji ve Etyoloji.

Mesane karsinomlar1, 2003 yili Diinya Saglik Orgiitii kanser istatistiklerine
gbre 336.000 yeni vaka ile tiim kanserler arasinda diinyada dokuzuncu en sik’,
Amerikan Kanser Toplulugu 2007 yili kanser istatistiklerine gére Amerika Birlesik
Devletleri’nde 50.040 vaka ile dordiincii en sik® gorilen kanser olarak yer
almaktadir. Avrupa Toplulugu Ulkelerinde mesane karsinomu yilda 91.000 vaka ile
yine dordiincii sirada bildirilmistir’. Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi 1999 yili
verilerine gore de mesane karsinomlar1 1165 yeni vaka ile iiglincii sirada
bulunmaktadir'®. Japonya, Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Toplulugu gibi
sanayilesmis toplumlarda gelismekte olan iilkelere kiyasla mesane kanseri insidansi
yaklagik 2 kat, prevalans ise 6 kat daha yiiksektir' "2,

Mesane kanseri, erkeklerde kadinlara oranla belirgin olarak daha siktir
(erkek: kadmn insidans oram yaklasik 3.1:1)"'. Ortalama yas 65-70 olup, hastalarin
biiylik ¢ogunlugu ilk tant konuldugu anda 50 yasindan biiyiiktiir. Erkeklerde mesane
kanserinin yas dagilimi ¢ok daha genistir; kadinlarda 40 yasindan once mesane
kanseri neredeyse hi¢ goriilmezken, erkeklerde adolesan ¢agda bile mesane kanseri

goriilebilmektedir'?.

Mesane bobrek tarafindan dolasimdan stiziilen toksik bilesiklerin yogunlastigi
veya yogun bir bicimde biriktigi bir organ oldugundan, dis kaynakli karsinojen
ajanlara duyarlilig1 yiikselmektedir. Mesane kanseri etyolojisinde 6zellikle aromatik

amin bilesiklerinin (6rn. benzidin ve naftilamin) oynadig1 rol uzun zamandan beri

bilinmektedir'* %,

Geligmis tilkelerde mesane kanseri etyolojisinde en biiyiik risk faktorii olarak

13-15

sigara i¢imi gosterilmektedir . Gelismis iilkelerde erkeklerde goriilen mesane

kanserlerinin %65’inden, kadinlarda goriilen mesane kanserlerinin ise %35’inden

sigara i¢cimi sorumlu tutulmaktadir. Bunun sebebinin sigara dumaninda bulunan

12-15

aromatik aminler oldugu diisiiniilmektedir. Mesane kanseri riski, sigara igcme



siiresine ve giinde igilen sigara sayisma dogru orantili olarak artmaktadir.”” Buna
uygun olarak, sigara i¢iminin kesilmesinden sonraki yillarda mesane kanseri riski
giderek azalmaktadir.”'®

Aromatik amin bilesikleri, anilin boya, plastik, epoksi yapistiricilar ve
poliiiretan imalatinda kullanilmaktadir ve bu alt sanayi dallarinda calisan ve
mesleksel olarak bu maddelere maruz kalan kisilerde mesane kanseri sik olarak

goriilmektedir' "

Buna benzer sekilde, polisiklik hidrokarbon bilesikleri,
formaldehit ve asbest maruziyeti de mesane kanseri riskini arttirmaktadir.” Mesleksel
maruziyetin  tim  mesane  kanserlerinin  %25’inden = sorumlu  oldugu
diisiiniilmektedir.'” Fenasetin iceren analjezikler, siklofosfamid ve klornafazin

kullanim1 da mesane kanseri ile iligkilendirilmistir."?

Schistosoma haematobium enfeksiyonunun sebep oldugu kronik sistitin de
mesane kanseri etyolojisinde rol oynadigi bilinmektedir. Japonya, Amerika Birlesik
Devletleri ve Avrupa Ulkeleri gibi gelismis iilkelerde iirotelial karsinomlar daha sik
goriiliirken, mesane kanseri etyolojisinde siklikla Schistosoma haematobium
enfeksiyonunun sebep oldugu kronik sistitin sorumlu tutuldugu gelismekte olan
iilkelerde, mesane kanserlerinin biiylik ¢ogunlugunu skuaméz hiicreli karsinomlar

olusturmaktadir’™'?.

2.2. Mesane Epiteli Histolojisi

Mesane epiteli bazal lamina iizerine tek sira halinde oturan bazal hiicreler, 2
ila 5 hiicre kalinliginda “intermediate” hiicre tabakasi ve epitel yiizeyini orten tek sira
“semsiye” hiicreleri olmak Ttizere toplam 3 ila 7 hiicre kalinliginda 3 hiicre
tabakasindan olusmaktadir (Sekil 2.1). Bazal hiicre tabakasi mesane epitelinin rezerv
hiicreleri olup, benign mesane epitelinde bu tabakada nadir mitotik figiirler gérmek
miimkiindiir. Bazal hiicreler mesane bos iken kolumnar morfolojide olup, mesane
doldukg¢a esneyerek kiiboidal sekil almaktadir. Mesane epitelinin yiizeyi, her biri
birden fazla intermediyer hiicreyi Orten “semsiye” hiicreleri ile ortiiliidiir. Degisici
epitel hiicreleri birbirlerine elastik baglar ve ¢ok sayida siki baglantilarla baghdir.

Boylece, mesane epiteli hiicreleri mesane idrar ile doldukca esneyerek ve birbirleri



tizerinden kayarak epitelin mesane duvari ile beraber genisleyebilmesini, mesane
bosaldig1 zaman da hizla eski haline donmesini miimkiin kilmaktadir. Epitel hiicreleri
arasindaki siki baglantilar, mesane icerisindeki konsantre toksik maddelerin kana

karigmasini engelleyen bir “kan-idrar bariyeri” olusturmaktadir.
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Sekil 2.1. Normal iirotelial epitel.

2.3. Mesane Karsinomu Patolojisi.

Tiim diinya genelinde mesane malignitelerinin %90’ 1indan fazlasin {iirotelial
karsinomlar meydana getirmektedir. Adenokarsinomlar %6, skuamoz karsinomlar

%2, kiiciik hiicreli karsinomlar ise yaklasik %1 oraninda goriilmektedir’.

Mesane iirotelial karsinomlari, klinik davraniglar1 agisindan “Non-invaziv
neoplaziler” ve “infiltratif {rotelial karsinomlar” olarak iki ana grup altinda

toplanabilir'*>"

. Non-invaziv papiller neoplaziler, papiller organizasyon gostermekte
ve mesane muskularis propria tabakasini salim birakarak submukozada smirl

kalmaktadir (TNM siniflamasina gore Tis, Ta veya T1 evresinde).

Noninvaziv tirotelial neoplaziler, papiller neoplaziler ve “diiz” karsinoma in

situ olarak ikiye ayrilabilir. Papiller neoplazmlar da kendi iginde ‘Papillary



Urothelial Neoplasm of Low Malignant Potential” (PUNLMP), diisiik dereceli
noninvaziv papiller irotelial karsinom ve yiiksek dereceli noninvaziv papiller

iirotelial karsinom olmak {izere 3 grupta toplanmaktadir (Tablo 2.2).

Tablo 2.1. American Joint Committee on Cancer (AJCC)’e gore Mesane Tiimorii Evreleri.'®

T-Primer tiimor
TX-  Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO Primer tiimor bulgusu yok

Ta Noninvaziv papiller karsinom

Tis Karsinoma in situ: “diiz timor”

T1 Tumor subepitelial bag dokusuna invaze

T2 Tiimdr mesane muskularis propria tabakasina invaze

T2a  Timor ylizeyel kas tabakasina invaze

T2b  Tiimor derin kas tabakasina invaze

T3 Timér perivezikal dokulara invaze

T3a  Mikroskopik olarak

T3b  Makroskopik olarak (ekstravezikal kitle)

T4 T{imor bunlardan herhangi birine invaze: prostat,uterus, vajen, pelvik duvar,
abdominal duvar

T4a  Timdr prostat, uterus veya vajene invaze

T4b  Timor pelvik veya abdominal duvara invaze

N-Rejyonel lenf nodlar:

NX  Rejyonel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

NO Rejyonel lef nodu metastazi yok

N1 En biiylik boyutu 2 cm’den az tek bir lenf noduna metastaz

N2 En biiyiik boyutu 2 ila 5 cm arasinda tek bir lenf noduna veya en biiyiik boyutu 5
cm’den az birden fazla lenf noduna metastaz

N3 En biiyiik boyutu 5 cm’den biiyiik bir veya birden fazla lenf noduna metastaz

M-Uzak metastaz

MX  Uzak metastaz degerlendirilemiyor
MO Uzak metastaz yok

Ml Uzak metastaz

Tablo 2.2. Diinya Saghk Orgiitii (WHO) Urotelial Neoplazi Histolojik Siniflandirmasi,
2004."

A Noninvaziv lirotelial neoplaziler
1.Papiller Urotelial Neoplaziler
a. PUNLMP
b. Diisiik dereceli noninvaziv papiler iirotelial karsinom
c. Yiiksek dereceli noninvaziv papiler iirotelial karsinom
2. Urotelial karsinoma in situ

B. Invaziv iirotelial neoplaziler




Tablo 2.3. Urotelial Papiller Lezyonlarin Histolojik Ozellikleri."

Papillom PUNLMP Diisiik Derece Yiiksek Derece
Mimari
Papiller yapilar Ince Ince, nadiren Kaynagma ve Kaynagma ve
kaynagma gosterir dallanma dallanma
Hiicre Normal tirotel ile Polarite normal Biiyiik oranda Biiyiik oranda
organizasyonu ayni iirotel ile ayni; diizenli, ancak diizensizesme ve
kalinlik degisken; hiicrelerde belirgin polarite
kaynagma kalabaliklagma ve kaybi; kalinlik
minimal polarite degisken,
kaybi; kalinlik diskohezif
degisken; kohezif
Sitoloji
Niikleer boyut Normal iirotel ile Uniform olarak Artmus ve degisken  Artmis ve degisken

Niikleus sekli

Niikleer

kromatin

Niikleoller

Mitotik figiirler

Semsiye

hiicreleri

ayni

Normal iirotel ile

ayni

Ince

Yok

Yok

Uniform olarak

mevcut

artmis olabilir
Yuvarlak-oval,

uniform

ince

Yok-belirsiz

Nadir, bazal

Mevcut

Yuvarlak-oval,
sekil ve
sinirlanmada hafif
varyasyon
Hiicreler arasinda

hafif varyasyon

Genelde belirsiz

Tek tiik, epitelin
herhangi bir katinda

Genelde mevcut

Orta siddette-
belirgin

pleomorfizm

Orta siddette-
belirgin varyasyon;
hiperkromazi
Birden fazla,
belirgin niikleoller
Genelde sik,
epitelin herhangi
bir katinda

Kayip olabilir

Papiller iirotelial neoplazilerde derece tayini, Diinya Saglik Orgiitii’niin 2004

Urotelial Karsinom evreleme kriterlerine uygun olarak, neoplazmin sitolojik ve

yapisal Ozellikleri gz Oniline alinarak yapilmaktadir (Tablo 2.3). PUNLMP tanisi

i¢in papiller mimari ve hiicre dizilenmesinde artis yeterli olmakta, ilerleyen dereceler

icin giderek artan siddette hiicresel atipi, mitotik indekste artig, papiller yapilarda

diizensizlik goz 6niinde bulundurulmaktadir.

17,19-21

Urotelial karsinomlar, ilk tan1 konuldugu anda %70-80 oraninda non-invaziv

papiller neoplaziler seklinde kendilerini gdstermektedir. Tiimor derecesinde artis,



dereceli olarak progresyon oraninda artig ve prognozda kdtiilesmeyi beraberinde
12,21,22

getirmektedir.
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Sekil 2.2. Urotelial Neoplaziler. A. Urotelial papillom. B. Diisiik malignite potansiyelli iirotelial
neoplazi (PUNLMP). C. Diisiik dereceli irotelial karsinom. D. Yiksek dereceli
irotelial karsinom.

Diisiik dereceli iirotelial neoplaziler, nadiren progresyon gostermelerine ve
prognozlarinin yliksek dereceli lrotelial neoplazilere kiyasla ¢ok daha olumlu
olmasina karsin, olduk¢a yliksek oranlarda rekiirrens gostermektedirler. Yiiksek
dereceli iirotelial karsinomlar benzer oranlarda rekiirrens gostermelerine karsin,
progresyon riskleri, diisiik dereceli tirotelial neoplazilere gére anlamli olarak daha
yiiksek bulunmaktadir. Urotelial neoplazilerde hastalarin sagkalimi ve yasam
kalitesi, neoplazm mesane muskiilaris propria tabakasina invazyon gosterdigi andan
itibaren belirgin sekilde kotiilesmektedir (Tablo 2.4). Bu da, iirotelial karsinom tanisi
konulan kisilerin ilk tedavilerinden sonra da yakin takibini ve sik kontroliinii gerekli

kilmaktadir, '%!720-23



Tablo 2.4 Diinya Saghk Orgiiti (WHO) 2004 Simiflamasimin {lk Tam Evresi, Progresyon ve

Prognoz ile iliskisi.'*"*

WHO 2004 Papillom PUNLMP Diisiik Derece  Yiiksek Derece Toplam
[k Tan1 Evresi

pTa %100 %100 %97.6 %350 %73.3

pT1 0 0 %2.4 %50 %26.7
Rekiirrens 0 %33-47 %48-71 %56.4 %54.7
Evrede progresyon %0-8 %0-2 %5-10.5 %27.1 %17.3

pTa’dan pT1’e 0 0 %2.6 %8.3 %38.6

Kas invazyonu 0 0 %35.3 %6.3 %S5.1

Metastaz 0 0 %5.3 %8.3 %6.1

Oliim 0 0 %5.3 %16.7 %10.2

Mesane karsinomu siiphesi bulunan hastalarda taniy1 kesinlestirmede veya
mesane karsinomu hikayesi bulunan kisilerin takibinde ilk kullanilan tan1 yontemi
sistoskopi olmustur.'?**! Sistoskopik inceleme, mesanenin hemen tamaminin ¢iplak
gozle degerlendirilebilmesini, slipheli lezyonlarin Orneklenmesini ve mesane
timorlerinin eksizyonunu miimkiin kilmaktadir. Ancak, mesane tiimdrlerinin
tanisinda sistoskopinin duyarlilik ve 6zgiilliigii izerine yapilan ¢aligmalar birbirinden
oldukca farkli sonuclar vermektedir.”® Genel olarak, papiller iirotelial neoplazilerin
tanisinda sistoskopinin 6zgiilliigli oldukca yiiksek olmasina karsin, 6zellikle mesane
timoriintin  ¢ok kiiciik oldugu durumlarda veya “diiz” {irotelial malignitelerde
duyarlilig1 oldukg¢a diigiiktiir. Bu da, tim mesane tiimoérleri géz oniine alindiginda,
konvansiyonel sistoskopinin duyarliliginin yaklasik %74-80, ozgiilliigiiniin ise

2921 yakin zamanda, konvansiyonel

%50’yi asamamasina sebep olmaktadir.
sistoskopi esnasinda mesanenin floresan boyalar ile isaretlenip ultraviyole 151k
altinda incelenmesi esasina dayali yontemler gelistirilmistir, ancak bu yontemler de
ozellikle rekiirren tiimorlerde, cerahi islemler veya topikal intravezikal tedavi
sonrasinda yalanci pozitif sonuclar verebilmektedir.’* Duyarlilk ve &zgiilliikte
yasanan bu sorunlara ek olarak, sistoskopinin maliyetinin ve hastaya verdigi

rahatsizligin da yiiksek olmasi, bu yontemin mesane karsinomlari i¢in tarama testi

olarak kullanilmasin1 giiclestirmektedir. Bu sebeplerden 6tiirli, mesane kanserinin
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takibinde sistoskopi ve idrar olarak  beraber

20,21,23,25

tan1  ve sitolojisi  rutin

kullanilmaktadir.

2.4. Mesane Karsinomlarinda Sitoloji

Mesane karsinomlarinin = sitolojik incelenmesinde ¢ok sayida degisik
6rnekleme yontemi kullanilabilmektedir.”® En kolay elde edilen ve dolayisi ile iiroloji
klinigi tarafindan en sik sitolojik incelemeye gonderilen materyal alisageldigimiz
spontan idrar 6rnegi olmaktadir. Bunun disinda, mesane kateterizasyonu, sistoskopi
sirasinda elde edilen mesane ve {ist liriner sistem yikama sivilari ve sistektomi
sonras1 olusturulan ileal keselerden yapilan yikamalar da sitolojik incelemeye tabi
tutulabilmektedir. Bu Ornekleme yontemleri arasinda idrar sitolojisi Ozellikleri

acisindan ¢esitli farkliliklar bulunmaktadir (Tablo 2.5).26

Tablo 2.5. Ornekleme yontemlerine bagl sitolojik farklar.*

Spontan Kateterizasyon Yikama Ileal Loop
Seliilarite Diisiik Yiiksek En yiiksek Yiiksek
Hiicresel korunma  Zayif-orta Daha iyi Tyi Dejenere
Pattern Tek tek hiicreler Hiicre gruplar1 Hiicre gruplari T.?k hiicreler ve

hiicre gruplari

Hiicre tipi Yiizeyel Yiizeyel, bazal Yiizeyel, bazal  Enterik, ylizeyel
Avantajlar Non-invaziv Daha iyi 6rnek En iyi 6rnek Yok
Dezavantajlar Dejenerasyon, Invaziv, Invaziv, Dejenerasyon

diisiik seliilarite, infeksiyon infeksiyon

vajinal

kontaminasyon

Normal iirotelyal hiicreler diizenli bir kromatin yapisina, uniform yuvarlak
niikleuslara sahiptir. Niikleolleri belirsizdir. Iyi smrli yogun bir sitoplazmalari
vardir. Bazen sitoplazmalari ince vakuoler karakterdedir. Niikleuslar1 genellikle
santral bazen eksantrik yerlesimlidir. Boyutlar1 degiskendir, bazal hiicreler
lenfositten biraz biiyiik iken, ylizeyel hiicreler ¢cok daha biiytik olabilir (yaklagik 10
kat). Semsiye hiicreleri diger iirotelyal hiicrelere kiyasla ¢cok daha biiyiiktiir ve
bazilar1 multiniikleer olabilir. Bir kisminin belirgin niikleolleri mevcuttur. Bazen

50’den ¢ok niikleusu olan dev semsiye hiicreleri goriilebilmektedir.
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Urotelyal hiicrelerdeki reaktif-inflamatuvar degisiklikler diger tiim epitel
hiicrelerinde oldugu gibi, kromatinde hafif kabalagma, niikleoliin belirginlesmesi,
kismen artmis niikleer sitoplazmik oran olarak 6zetlenebilir. Niikleuslar yuvarlak

sekillerini korurlar.

Idrar sitolojisinde niikleer &zellikler her zaman neoplazi tanisi icin yeterli
olmasa da, gelisim patterni onemli bir ipucudur. Ancak pattern analizi yapabilmek
i¢in 0rnegin nasil alindiginin bilinmesi gerekir. Spontan idrarda biiyiik psddopapiller
gruplarin varlig1 neoplazi acisindan kuvvetle siipheli bir bulgudur, bununla birlikte
instriimentasyon/kateterizasyon ile alinan bir Ornekte benzeri gruplar her zaman
bulunur. Spontan idrarda yeterli hiicre olmayabilir, kadinlarda vajinal kontaminasyon
siktir ve yorum gii¢liigli yaratir. Yikama sivilar1 hiicreden zengin materyallerdir. Bu
orneklerde seliilarite ve gruplarin varligr bir tani kriteri olarak kullanilmamalidir,
yikama ile dokiilen normal epitel ile siipheli gruplarin karsilastiriimasi dogru tani igin

onemlidir.?®

Diisiik dereceli iirotelyal neoplazilerin (papilloma, diisiik malignite
potansiyelili papiller iirotelyal neoplazi) sitolojik olarak taninmalar1 olduk¢a giigtiir.
Bu olgularda idrara dokiilen hiicre sayist ¢ok azdir ve niikleer 6zellikleri normal
mukozadan genellikle farksizdir. Normal {irotelium ya da diisiik dereceli iirotelial
karsinom Ozelliklerini ~sergileyebilirler. Tanida en Onemli kriter niikleer

kalabaliklasmadir.*®

Diisiik dereceli iirotelyal karsinomlarin sitolojik tanisinda artmis niikleer
sitoplazmik oran, vakuolsiiz homojen sitoplazma, hafif niikleer membran
diizensizligi tanida en yararli kriterlerdir. Spontan idrarda papiller gruplarin varlig
bliyiilk Onem tasir, ancak kateterizasyon ile alinan &rneklerde, hiicre gruplar
normalde de bulunabileceginden, tek hiicre o6zelliklerine dikkat etmek gerekir.
Sitolojik bulgular1 sistoskopi ile beraber degerlendirmek onemlidir. Ureter ve renal
pelvis lezyonlarinda daha da dikkatli olmak, olasi instrumentasyon artefektlarinina
bagli yalanci pozitif tanilarin organ kaybina yol agabilecegini unutmamak

gerekir.'*2°
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Yiiksek dereceli iirotelyal karsinomlarda anaplazi belirgindir, malignitenin
tiim kriterleri goriiliir. Hiicreler biiyiik ve hiperkromatiktir, kromatin kabalasmus,
niikleol belirgin, niikleositoplazmik oran artmistir. Skuaméz ya da glandiiler

diferansiasyon bulgular: saptanabilir.'>*°

\ -~

Sekil 2.3. Benign idrar sitolojisi. A. Benign iirotelial hiicreler. B. Semsiye hiicreleri. C. Urotelial
hiicreler ve semsiye hiicrelerinin boyutca kiyaslanmasi. D ve E. Urotelial hiicrelerin
skuaméz epitel hiicreleri ile boyutca kiyaslanmasi. F. Kolumnar hiicre grubu
(oklar:silyalar ve terminal bar)
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Sekil 2.4. Urotelial hiicrelerde karsilagilan cesitli benign morfolojiler. A.Reaktif degisiklikler
gosteren urotelial epitel. Hiicrelerde ¢ekintilenme ve niikleus kontiirlerinde diizensizlik
mevcut. Bazi hiicrelerde sitoplazmik vakuolizasyon izleniyor (oklar). B.Kateterizasyon ile
elde edilen idrar 6rnegi. Hiicrelerde ¢ekintilenme mevcut, ancak niikleuslar monomorfik ve
diizgiin kontiirlii. C ve D. Ince bir kromatin yapis1 ve diizenli niikleer konturlara sahip
benign iirotelyal hiicreler. E ve F.Mesane yikama sivilarinda sik¢a goriilen kolumnar hiicre
gruplari. Yikama sivilarinda bu gruplarin varlii diisiik dereceli irotelial karsinom tanisint
giiclestirmekte.
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Sekil 2.5. Malign idrar sitolojisi. A ve B. Diisiikk dereceli iirotelial karsinom. Koheziv gruplar
olusturan hiicrelerde niikleositoplazmik oranda artma mevcut. Nikleer pleomorfizm,
niikleer kontiirlerde hafif siddette diizensizlik ve graniiler kromatin izleniyor. C ve D.
Yiiksek dereceli irotelial karsinom. Polimorfoniikleer 16kositler ve nekrotik debriden
zengin zemin Uzerinde diskoheziv sekilde yayilan malign hiicreler izleniyor.
Niikleositoplazmik oranda belirgin artma mevcut. Niikleuslarda siddetli pleomorfizm ve
hiperkromazi, niikleer kontiirlerde belirgin diizensizlik ve niikleollerde irilesme dikkati
¢ekiyor. Bazi hiicrelerde sitoplazmik vakuolizasyon mevcut (oklar).

In situ karsinomlarin sitolojik &6zellikleri yiiksek dereceli iirotelyal
karsinomlar ile yiiksek benzerlik gostermekte olup, tek tek dagilan iri, kaba
kromatinli, diizensiz niikleer konturlu, belirgin niikleollii, dar sitoplazmali hiicreler
ile karakterizedir. Yikama sivilarinda neoplastik hiicreler gruplar halinde dokiilebilir.
In situ ve invaziv karsinom arasindaki tek belirgin sitolojik fark, ilkinde zeminin
temiz olmasi, digerinde zeminde inflamatuvar hiicrelerin hiicre artiklarinin
goriilmesidir, fakat bu ayrimi giivenilir olarak yapmak miimkiin degildir. Bilindigi
gibi in situ karsinomlarda hiicreler aras1 baglarda zayiflamaya bagli olarak biyopsi

materyallerinde epitel kolaylikla dokiilebilmekte, bu nedenle de in situ karsinomlarin
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tanis1 zorlagabilmektedir. Bu sebeple, in situ karsinomlarin saptanmasinda idrar

sitolojisi biiyiik 6nem kazanmaktadir.*

Tablo 2.6. Reaktif epitel, diisiik malignite potansiyelli tirotelial neoplazi (PUNLMP), diisik
dereceli iirotelial karsinom, yiiksek dereceli tirotelial karsinom ve iirotelial karsinoma in
situ (CIS) sitolojik ayirici tanist.'*>*

Reaktif PUNLMP Diisiik Derece  Yiiksek Derece  CIS

Hiicre Psodopapiller Hafif kalabalik ~ Papiller yapilar, ~ Gevsek hiicre Gevsek hiicre

gruplari yapilar hiicre kiimeleri ~ gevsek/kalabalik  kiimeleri, tek kiimeleri, tek

hiicre kiimeleri hiicreler hiicreler

Hiicreler Irilesme, frilesme, Irilesme, Belirgin irilesme ~ Belirgin

pleomorfizm,az hiicreler hiicreler ve pleomorfizm, irilesme ve
miktarda hiicre  uniform, az goreceli olarak bol miktarda pleomorfizm,
miktarda hiicre  uniform, artmig  hiicre bol miktarda
sayida hiicre hiicre

N/S Orant Normal/artmis  Normal Orta derecede Belirgin artim Belirgin artim

artim

Niikleus Merkezi, Uniform Egzantrik, Egzantrik, Egzantrik,

uniform irilesmis, pleomorfik pleomorfik
degisken boyut

Nikleer Diizgiin ve Diizgiin ve Hafif diizensiz, Ortal/ileri derecede  Orta/ileri

membran kalin kalin ince diizensiz, ince derecede

diizensiz, ince

Kromatin Ince, homojen  Ince, homojen  Graniiler, Kaba, koyu, Kaba, koyu,

homojen irregiiler irregiiler

Niikleol Genelde biiyiik  Kiigiik ve Kiigiik ve Makrontikleoller Makroniikleoller

belirsiz belirsiz

Sitoplazma Vakuollii Homojen Homojen Vakuollii Vakuollii

Zemin Inflamatuar Temiz Temiz Inflamatuar Temiz

hiicreler hiicreler ve hiicre

artiklari

Idrar sitolojisinde tanisal dogruluk, tiimériin boyutu, konfigiirasyonu ve

derecesi ile yakin olarak iligkilidir. Sesil tiimorler ve in situ karsinomlarda tanisal
dogruluk papiller tiimorlere goére daha yiiksektir. Sitolojinin duyarliligi, diisiik
dereceli  tiimorlerde  %20-%95, yiiksek dereceli tiimorlerde  %44-%99
arasindadir.'>*?%% Sistoskopide tiimér saptanmayan ancak sitolojisi pozitif ya da
stipheli olan olgularin biiylik bir kisminda izlemde karsinom saptanmaktadir. Tiim

olgular birarada ele alindiginda idrar sitolojisinin duyarliligi %47-85, o6zgilliigi
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%74-98 arasinda degismektedir.'**>* Tamisal giivenilirligi belirleyen en 6nemli

ve e e e ... 132
faktor tiimoriin derecesidir. !>

Sekil 2.6. Idrar sitolojisinde tanida sorun yaratan cesitli faktorler. A. Polimorfoniikleer 16kositlerden
zengin yogun inflamatuvar zemin epitelial hiicreleri orterek degerlendirmeyi giiglestiriyor.
B. Kadin hastada vajinal kontaminasyon. Skuaméz epitel hiicreleri arasinda az sayida
irotelial hiicreyi bulmak ve degerlendirmek zorlasiyor. C. ve D. Reaktif zeminde
yerlesmis, goreceli olarak az atipi gosteren koheziv hiicre gruplari. Reaktif degisiklikler ile
diisiik dereceli iirotelial karsinom ayirimi oldukca zor. E. ve F. Mesane yikama sivist
orneginde orta siddette niikleer atipi gosteren koheziv hiicre gruplari izleniyor. Ayirici
tanida kolumnar hiicre gruplar1 ve diisiik dereceli irotelial karsinom mevcut.
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2.5. Mesane Karsinomu Tanisinda Kullanilan Ek Yontemler.

Mesane karsinomu nedeniyle izlenen hastalarda sistoskopi halen altin kriteri
olusturmaktadir, ancak mesane kanserinin tanisinda, takibinde ve mesane kanseri i¢in
bir tarama testi olarak sitolojinin tanisal degerini artirmak i¢in bir ¢ok noninvaziv
idrar bazli mesane timori testi Onerilmektedir (Tablo 7). Bu testler, hastanin
idrarinda mesane karsinomlarina 6zgii ¢esitli biyokimyasal belirteclerin tesbiti
esasina dayanmaktadir.*® Baslica testler arasinda Hemoglobin “dipstick” testi, Uriner
Niikleer Matriks Protein 22 (NMP22), Mesane Tiimor Antijeni (BTA), Fibrin Yikim
Uriinleri 6l¢iimii (FDP), Telomeraz testi, Hyaluronik asit (HA) testi, Hyaluronidaz
(Haase) testi, Doku Polipeptid Antijeni (TPA), Mikrosatellit analizi, Mesane Kanseri
Antijeni 4(BLCA4) ve idrarda Beta-HCG 6l¢iimii sayllabilir.l’3’30

Tablo 2.7 Cesitli Idrar Bazli Mesane Tiimoér Testlerinin Idrar Sitolojisi ile Karsilastirmali

Duyarlilik ve Segicilikleri."*’

Duyarlilik Secicilik
Test Agiklama Primer Rekiirren Primer Rekiirren Not
Sitoloji Referans standard1 Yiiksek dereceli tiimorde
48 35 94 94
duyarlilik daha yiiksek
Hgb- Idrar hemoglobin
52 40 82 87
Dipstick testi
NMP22 Niikleer matriks Inflamasyonda yalanci pozitif
o 73 71 80 73
proteini - ELISA sonug
BTA Kompleman Inflamasyon ve hematiiride
Faktorii H iliskili 69 71 65 66 yalanci pozitif sonug
protein
FDP Fibrin yikim
61 54 79 61
tiriinleri
Telomeraz 75 39 86 -
HA Hyaluronik asit 89 - 92 -
HAase Hyaluronidaz 82 - 84 - Calisma sayis1 az
TPS CKS,18 - ELISA 72 65 78 83
TPA CK,18,19 - ELISA 88 - 55 -
Mikrosatellit ~ 15-20 hedef gende Lokositiiride hatal1 sonuglar
heterozigosite 91 82 94 89
kaybi 6lgiimii
BLCA4 Mesane kanseri
96 - 85 -

antijeni - ELISA
Beta-HCG 35 - 99 -
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Genel olarak, biitin bu testlerin duyarliliklar sitolojiden yiiksek, ancak
secicilikleri sitolojiden diisiiktiir. Mesanenin nonneoplastik diger patolojileri yalanci
pozitif sonuglara yol agabilmektedir. Noninvaziv idrar testleri sitolojik incelemeye ek
olarak kullanildiklarinda mesane kanser tani duyarliligit degisen oranlarda
yiikselmektedir, ancak bu tiir testlerin klinik uygulamadaki yeri konusunda heniiz
ortak bir kaniya ulasilamamigtir.'*-*°

Mesane Tlrotelial karsinomlarinda rekiirrens sik olarak goriilmekte olup,
tiimorler mesanenin yalnizca bir bolgesinde yerlesmektense, ayni anda bir ¢cok yerde
geligebilmektedir. Mesane karsinomu goriilen kisilerde tirotelial epitel ile ortiilii olan
ireter ve bobrek pelvisi gibi diger bolgelerde de yiiksek oranda iirotelial
karsinomlara rastlanmaktadir.'””'*'""" Biitin bu bulgular kanserojen ajanlarin
tirotelyumun tiimiinii ayn1 anda etkileyerek bir genetik kararsizliga yol agtigini

distindiirmektedir.

Son on yil igerisinde mesane iirotelial karsinomlarmin genetik 6zellikleri
lizerine yapilan arastirmalar, iirotelial karsinomlarda ¢ok sayida genetik sapma
oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Bu degisiklikler bazi kromozomlarda delesyonlar,
bazilarinda ise sayica artim olarak ortaya ¢ikmaktadir. Invaziv iirotelial
karsinomlarda, noninvaziv iirotelial karsinomlara kiyasla ¢ok daha yliksek siddette
kromozomal anomalilere rastlanmasi, bu iki patolojinin genetik diizeyde birbirinden
olduk¢a farkli iki antiteyi temsil ettigini diisiindiirmektedir. invaziv iirotelial
tiimorlerin ve noninvaziv yiiksek dereceli iirotelial neoplazmlarin bir kisminin
genetik olarak “instabil” olduklar1 ve zamanla genetik degisikliklerin birikerek,
timor evresinde ilerlemeye ve prognozda kotilesmeye sebep oldugu
diisiiniilmektedir.'*"

Mesane tirotelial karsinomlarinda goriilen kromozomal patolojilerin ¢cok genis
alanlar ilgilendiriyor olmasi, mesane karsinomlarinin gelisiminden sorumlu genlerin
saptanmasini  giliclestirmektedir. Ayn1  Ozellik, kromozomal anomalilerin
gozlenmesini ve muhtemel bir tam1 yOntemi olarak kullanilmasini miimkiin

kilmaktadir.
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2.6. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) Yontemi.

In situ hibridizasyon yontemi, hedef materyaldeki DNA veya RNA
dizinlerinin belirli bdliimlerinin, bu boliimlere spesifik komplementer niikleik asit
dizinleri (prob) ve bu dizinlere baglanan c¢esitli isaret molekiilleri kullanilarak
goriiniir hale getirilmesi esasina dayanmaktadir.>> Polimeraz zincir reaksiyonu,
southern ve northern blot yontemlerinden farkli olarak, in situ hibridizasyon yontemi
ile arastirilmak istenen niikleik asit dizininin miktari, sayis1 ve hiicredeki ii¢ boyutlu
yerlesimi de goriintiilenebilmektedir. In situ hibridizasyon yonteminin ilk gelistirilen
formunda, isaretleyici olarak radyoaktif izotoplar kullanilmakta iken,*® gelisen
teknoloji ile prob dizinleri floresans veren molekiiller ve hatta ¢esitli kromojenik
enzimler ile de isaretlenebilir hale gelmistir. Prob dizinleri direkt veya indirekt olarak
isaretlenebilmekte ve sinyal yiikseltici molekiiller kullanilarak elde edien 1s1manin

siddeti arttirilabilmektedir.*

Floresan in situ hibridizasyon yonteminde kullanilan isaretleyici molekiiller,
sadece belirli dar bir dalga boyu araligindaki 151k ile uyarilarak, daima bu uyarim
151¢1indan daha genis dalga boyunda, dolayis1 ile daha farkli renkte 1s51ma vermektedir.
Dolayist ile, floresan 151k mikroskoplarinda uygun uyarim ve 1s1ma filtre takimlar
kullanilarak, sadece belli bir probun uyarilmasi ve yine sadece bu probun yaydigi

1s1manin goriintiilenmesi miimkiin olmaktadir.

In situ hibridizasyon yontemleri incelenen 6rnegin 6zelliklerine gore ii¢ gruba
ayrilabilir: Metafaz, Interfaz ve “Fibre” FISH. Metafaz ydnteminde, metafaz
donemindeki hiicrelerde belirli DNA dizinlerinin sayis1 ve kromozomlardaki yeri
incelenebilmekte, kromozomlardaki delesyon, translokasyon ve gen flizyonlari
ayrintili olarak gériintiilenebilmektedir. Interfaz ISH ydnteminde DNA dizinlerinin
durumu ve kromozomal anomaliler hakkinda ayrintili bilgi elde edilemese de, bu
yontem incelenmek istenen hiicrelerin biiyiik kisminin interfaz déneminde oldugu
patolojik ve sitolojik oOrnekler {izerinde yapilan arastirma ve tamisal
degerlendirmelerde c¢ok kullanigli olmaktadir. “Fibre” FISH yonteminde hiicreler
enzimatik yollarla sindirilerek, DNA igerikleri primer iplik haline indirgenmekte ve
incelenmek  istenen niikleik asit dizinleri ¢ok yiiksek ¢Oziiniirliikle

goriintiilenebilmektedir.”’



20

In situ hibridizasyon yonteminde kullanilan problar ii¢ grupta toplanabilir.
Kromozom Sayim Problart (“Chromosome Enumeration Probe” veya kisaca CEP)
kromozom santromerindeki kromozoma spesifik tekrar dizinlerine yonelik olup,
belirli bir kromozomun santromer bolgesinin isaretlenmesini ve niikleustaki sayisinin
belirlenmesini miimkiin kilmaktadir. “Locus Specific Identifier” problar (LSI) belirli
bir niikleik asit dizinine spesifik olup, hedef hiicredeki genlerin yerinin ve sayisinin
belirlenmesinde, cesitli genlerdeki delesyon, flizyon, ve translokasyon olaylarinin
gorlintiillenmesinde kullanilmaktadir. Spektral Karyotiplendirme (SKY) yonteminde,
belirli floresan in situ hibridizasyon problar1 kullanilarak, metafaz plaginda incelenen
tim kromozomlar farkli bir renkle isaretlenebilmekte, bu da hiicrelerin
karyotiplendirilmesinde ve kromozomal anomalilerin goriintiilenmesinde biiyiik

kolaylik saglamaktadir.*®

Floresan in situ hibridizasyon yonteminin radyoaktif ve kromojenik in situ
hibridizasyon yontemlerine gore en biiyilk avantaji; floresan yontemde goreceli
olarak daha kuvvetli sinyallerin elde edilmesi ve floresan yontem ile bir 6rnegin ayni
anda radyoaktif veya kromojenik yontemlere kiyasla ¢ok daha fazla sayida prob ile
isaretlenebiliyor olmasidir. Bu sebeple, incelenmek istenen hedeflerin ¢ok kiigiik
oldugu ve c¢ok dar bir alanda yerlestigi durumlarda, 6zellikle hiicre niikleuslarinda
belirli kromozomlarin veya genlerin durumunu arastirmada floresan in situ
hibridizasyon yéntemi ideal olmaktadir.*>?’

Gegtigimiz yillar igerisinde {irotelial karsinomlarda goriilen kromozomal
anomaliler giderek daha kesin olarak tanimlanmustir. Urotelial karsinomlarda goriilen
kromozomal anomaliler, tek bir kromozoma smirli olmayip, genelde birden fazla
kromozomda sayica artim olarak kendini gostermektedir. Ozellikle 1, 3, 7,9, 11 ve
17. kromozomlarin tirotelial karsinomlarda siklikla artmis oldugunu bildiren yayinlar
mevecuttur.*” ™!

Kromozomlarda sayica artimlara ek olarak, 9. kromozom 21. Bolgesindeki
pl6 geninin homozigot kaybinin da iirotelial karsinomlarda yiiksek oranda ve diger
kromozomal anomalilere kiyasla neoplastik siirecin daha erken evrelerinde

gorildugi bildirilmektedir.****
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2000 yilinda, Sokolova ve arkadaslari, iirotelial karsinomlarda o giine kadar
bildirilen kromozomal anomalileri temel alan, idrar 6rneklerine uygulanan floresan
in situ hibridizasyon esasina dayanan bir tanisal yontem gelistirdiklerini
bildirmislerdir.* idrar 6rneklerinden elde edilen hiicre yaymalarinin her biri ayri
renkte floresan boya ile isaretli CEP 3, 7, 17 ve LSI 9p21 problar ile boyanmasi
temelli bu yeni yontemin, konvansiyonel idrar Orneklerinde iirotelial karsinom
tanisinda %84.2 duyarlilik ve %91.8 secicilige sahip oldugunu goéstermislerdir.
Sokolova ve arkadaslarinin gelistirdigi FISH prob karisimi, UroVysion (Abbott

Molecular, Illinois, ABD) ad1 altinda ticari olarak sunulmustur.

UroVysion yonteminin ilk sunumundan bu giine kadar yayinlanmis olan ve
yontemin gegerliligini arastiran c¢alismalar Tablo 2.8'de ozetlenmistir.>**>> Bu
yayinlara gore UroVysion yonteminin duyarlilifi ortalama %76.32 (9%100-39.1,
median %78) ve seciciligi ortalama %84.56 (%100-65, median %488) olarak
bulunmaktadir. Ayni yayinlarda, idrar sitolojisinin duyarlhiligi ortalama %42.36
(%74-24.1, median %38), seciciligi ise %85.52 (%100-50, median %90) olarak
bildirilmektedir.

Tablo 2.8 2000-2007 yillar1 arasinda yaymlanan bazi arastirmalarda FISH ve Idrar sitolojisi
yontemlerinin duyarlilik ve segiciliginin karsilagtiriimasi.

UroVysion (%) Sitoloji(%)
Referans Yil Ornek sayis1  Duyarlilik  Segicilik  Duyarhilik Secicilik
Sokolova ve ark.® 2000 179 84.2 91.8
Halling ve ark.’® 2000 265 81 96 58 98
Dalquen ve ark.*® 2002 51 79 70 35 94
Sarosdy ve ark.*’ 2002 146 71 66 26 80
Bubendorf ve ark.*® 2004 72 83 96 30 95
Laudadio ve ark.* 2005 521 73 65 48 50
Daniely ve ark.” 2005 41 100 100 61.9 100
Sarosdy ve ark.’’ 2006 497 68.6 77.7 26 80
Junker ve ark.” 2006 141 60 82.6 24.1 90.5
Moonen ve ark.” 2007 105 39.1 89.7 40.6 89.7
Bergman ve ark.™ 2007 41 77 93 74 78
Riesz ve ark.” 2007 55 100 87

UroVysion yontemi ile idrar 6rnegi pozitivitesinin mesane karsinomlarinda
prognoz ve rekiirrens ile iligkisi tlizerine smirhh sayida yayin bulunmaktadir.

Zellweger ve arkadaslari, 138 hastanin mesane yikama sivilart lizerinde yaptiklar
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rekiirrens arastirmasinda, FISH pozitif hastalarin %39’unda, FISH negatif hastalarin
ise %21’inde rekiirrens bildirmislerdir.”® 2007 yilinda Yoder ve arkadaglarinin
mesane timorii takibindeki 211 hastanin konvansiyonel idrar Ornekleri iizerinde
yaptiklar1 arastirma, FISH pozitif 81 hastanin %74’iinde, FISH negatif 169 hastanin
ise %13’linde rekiirrens tariflemis, sistoskopide mesane tlimorii rekiirrensi siiphesi
bulunmayan hastalarin %27’sinde FISH ile pozitif sonug elde edildigini bildirmistir.
Idrar 6rneklerinde FISH yodntemi ile pozitiflik saptanan bu hasta grubunun %65’inde

29 ay icerisinde rekiirrens gelistigi izlenmistir.”’

Biitlin bu bulgular goz 6niine alindiginda, {irotelial karsinomlarin erken tanisi
ve operasyon sonrasi rekiirrens takibinde, mesane yikama sivilarina uygulanan FISH
tekniginin duyarhilik ve seciciligini arastirmak ve tanisal giivenilirligini idrar
sitolojisi ile karsilagtirmak; iirotelyal karsinomlarin sitomorfolojik o6zelliklerini
gbzden gecirmek; ¢ok renkli cok problu FISH yonteminin kendi laboratuvarimiz i¢in
pozitif tam kriterlerini- ideal kesim noktalarin1 belirlemek amaci ile prospektif bir

calisma planlandi.
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MATERYAL VE METOD

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali’nda mesane
tirotelyal karsinomu siiphesi ya da izlemi nedeniyle sistoskopiye alinan 34 hasta ve
klinik olarak mesane karsinomu siiphesi olmayan, tas, prostat hiperplazisi, iiretral

darlik gibi nedenlerle sistoskopi yapilan 20 hasta ¢alisma grubunu olusturmaktadir.

Sistoskopi uygulanan toplam 54 hastaya ait idrar ornekleri sitolojik olarak
degerlendirildi ve bu 6rneklere “cok problu ¢ok renkli floresan in situ hibridizasyon”
(FISH) testi uygulandi. Hastalarin biiylik cogunlugunda sitolojik inceleme ve FISH
analizi, mesane yikama sivilarinda yapildi; yalnizca, sitoloji i¢in 4, FISH icin 2
hastada spontan idrar kullanildi. Sistoskopi sirasinda saptanan ve eksize edilen tiim
lezyonlar histopatolojik olarak incelendi; idrar sitolojisi ve ¢ok problu ¢ok renkli

FISH tekniginin tanisal dogrulugu arastirilirken, klinik ve histopatolojik izlem altin
kriter kabul edildi.

3.1. Ornek toplama.

Arastirmaya dahil edilmesi diisiiniilen kisilerle sistoskopi dncesi konusuldu,
arastirmanin amaglari, kapsami, riskleri, kendilerinden beklenenler anlatildi, varsa
sorular1 yanitlandi ve sahit huzurunda imzali aydinlatilmig onamlar1 alindi. Buradan
ameliyathaneye alinan ve genel anestezi uygulanan hastalarin mesaneleri, sistoskopi
girisiminin hemen baslangicinda sistoskop ile yaklasik 250ml %0,9 izotonik sodyum
kloriir soliisyonu ile yikandi. Steril plastik kaplarda toplanan yikama soliisyonu giin

bitimine kadar +4°C 1s1da saklandi.
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3.2. Ornek fiksasyon islemleri.

Ornek hazirlama islemleri firma 6nerileri dogrultusunda planlandi. Hastadan
alinan mesane yikama sivist 6rneginden 30 ml rutin sitolojik tetkik i¢in ayrildi. Bu
materyal 6nce 1670 devirde 5dk santrifiij edildi, ardindan elde edilen pelet, lizerine
1-2 damla “Cytospin Collection Fluid” eklenip Shandon Cytospin cihazinda (Thermo
Scientific, Massachusetts, ABD) 5 dk siireyle 1500 rpm'de santrifiij edilerek her olgu
i¢in ikiser adet sitosantrifiij preparati hazirlandi. Preparatlar Papanicolaou boyasi ile

boyandi.

Geri kalan 6rnek 50ml’lik Falkon tiliplerine boliistiiriildii ve oda 1sisinda
600g’de 10 dakika santrifiij edildi. Tiiplerdeki siipernatan, pelete 1-2 ml kalana kadar
atildi. Peletler falkon tiipleri igerisinde kalan siipernatan i¢inde tekrar ¢oziildii ve
biitlin tiiplerdeki ¢ozeltiler 15ml’lik falkon tiipiinde birlestirildi. 50ml’lik falkon
tiipleri 10ml PBS (fosfat tamponlu salin) ile pes pese yikandi ve bu yikama sivisi da
pelet ¢ozeltilerinin birlestirildigi 15ml’lik falkon tiipiine eklendi. Cozelti tekrar oda
is1sinda 600g’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatan pelete 0,5 ml kalana kadar
atild1 ve pelet, kalan 0,5 ml’lik siipernatan igerisinde tekrar ¢oziildii. Cozelti iizerine
5 ml Carnoy fiksatifi (3:1, Metil Alkol:Glasial Asetik Asit) eklenerek vortekslendi.
Bu siispansiyon -20°C’de 3 saat bekletilerek drnegin fiksasyonu saglandi. Islemin
devami ayni giin i¢inde tamamlanamayacak ise, Ornekler fiksasyon agamasinda -
20°C’de bekletildi. Fikse ornek oda 1sisinda 600g’de 5 dakika santrifiijlendi ve
siipernatan tamamen atildi. Pelet 5 ml taze Carnoy fiksatifi i¢inde tekrar ¢6ziildii ve
bu ¢6zelti tekrar oda 1s1sinda 600g’de 5 dakika santrifiijlendi. Bu yikama iglemi 2 kez
daha tekrarlandi.

3.3. Preparat hazirlama islemleri.

Son santrifiij isleminden sonra, elde edilen pelet 1ml Carnoy fiksatifi
igerisinde tekrar ¢oziildii. Pozitif yiiklii cam preparatlar (marka) distile su ile yikandi
ve kurulandi. Ince uglu cam pastor pipetine alinan 0,5 ml siispansiyon preparat 45°

aci ile tutulurken preparat iizerine damla damla diisiiriildii. Preparat havada kurutuldu
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ve 151k mikroskopu ile (kondansor ayar1 degistirilip, hiicrelerin boyanmadan da 15181
cift kirarak gorlinmesi saglanarak) incelemeye alindi. Bu asamada 200 biiylitme
alanina 100 ila 200 hiicre diisiiriilmesi hedeflendi. Hedef hiicre miktarindan daha az
hiicre gozlenen preparatlara geri kalan 0,5 ml’lik slispansiyonun tiimii tekrar
diistiriildii. Preparatta hedeflenenden daha fazla hiicrenin gozlendigi durumlarda ise
geri kalan 0,5 ml’lik siispansiyonun iizerine duruma gore 0,5 ila 3 ml kadar daha
carnoy fiksatifi eklenerek siispansiyonun seyrelmesi saglandi. Seyreltilen hiicre
siispansiyonundan 0,5 ml yeni bir preparata diistiriilerek tekrar 151k mikroskopunda

hiicre yogunlugu kontrol edildi.

3.4. FISH Probu.

Floresan in situ hibridizasyon iglemi i¢in Vysis UroVysion idrar FISH Kkiti

(Abbott Molecular, Illinois, ABD) kullanilda.

3.5. FISH oncesi preparat 6n hazirhk islemleri.

Preparatlar oda 1sisinda havada tamamen kurutulduktan sonra, 73+1°C
sicakliginda 2X SSC (salin sodyum sitrat) i¢inde 2 dk tutuldu, buradan sonra 37+£1°C
sicakliginda 0.05mg/ml Pepsin ¢ozeltisi iginde 10dk bekletildi. Proteaz sindirim
isleminden sonra oda sicakliginda 1X PBS ile 5 dk yikanan preparatlar, %1 Formalin
cozeltisi igerisinde 5 dk fikse edildi. 1X PBS ile tekrar yikanan preparatlar, sirasi ile
%70, %85 ve %]100’lik etil alkol cozeltileri igerisinde 1’er dakika bekletilerek

dehidrate edildi. Dehidratasyon islemi sonrasi preparatlar havada kurutuldu.

3.6. FISH islemleri.

UroVysion prob karisimi -20°C’den alinarak oda 1sisina getirildikten sonra
vortekslenerek karistirildi. Preparatlar tekrar faz kontrast mikroskobunda incelendi,
hibridizasyon igin belirlenen uygun alan elmas u¢lu cam kalemi ile preparatin arka

yiizinde isaretlendi. Bu alana 3ul prob karistmi damlatildi ve iizeri hemen
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12x12mm’lik cam lamel ile kapatildi. Lamel kenarlar1 yapistirict ile kapatildi.
StatSpin Thermobrite otomatik hibridizasyon cihaz1 (Iris International Inc.,
Chatsworth, California, ABD) denatiirasyon 73°C’de 2 dakika, hibridizasyon
39°C’de 16 saat olacak sekilde programlandi. Preparatlar otomatik hibridizasyon

cihazi icine yerlestirildi ve hibridizasyon programi baslatildi.

3.7. Hibridizasyon sonrasi yikama.

Program bitiminde, lamel iizerindeki yapistiric elle sokiildii, lamel acild1 ve
preparat hemen 73°C’de 0.4X SSC / %0.3 NP-40 (Nonidet P-40) ¢ozeltisine alindi.
Preparatlar bu ¢ozelti icerisinde 2 dakika bekletildikten sonra oda 1sisinda 2X SSC /
%0.1 NP-40 ¢ozeltisine almnip, Ssn-1dk boyunca yikandi. Yikama soliisyonundan
cikarilan preparatlar karanlik ortamda oda 1sisinda havada tamamen kurutuldu.
Preparat tlizerindeki hedef bolgeye 15ul DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol) ¢6zeltisi
eklendi ve preparat 22x40mm’lik lamel ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar -20°C’de

saklandi.
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Sekil 3.1. idrar 6rneginin toplanmasindan FISH boyanmasina kadar siras ile gecirdigi islemler. A.
Degisik siddette hematiiri gosteren idrar 6rnekleri. B. Santrifiijleme oncesi idrar 6rnegi. C.
Santrifiijjleme sonrasi hiicre peleti. D. Vakaya ait tiim 6rnekler 15ml’lik santrifijj tiipiinde
birlestiriliyor. E. Santrifiij sonrasi 6rnekten elde edilen hiicre peleti. Hematiiri gosteren
idrar 6rneginde pelet kirmizi kan hiicreleri altinda goriilemez halde. F. Tekrar ¢oziilen
peletin Carnoy fiksatifi ile fikse edilmesi.
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Sekil 3.2. idrar 6rneginin toplanmasindan FISH boyanmasina kadar sirasi ile gegirdigi islemler. A.
Carnoy fiksatifi ile fiksasyondan sonra hematiirili idrar Orneginde izlenen hemoliz.
Ornegin berraklastig1 izleniyor. B. Carnoy fiksatifi ile ii¢ defa yikanmadan sonra &rnegin
son hali. C. Damlatma yontemi ile 6rnegin preparata yayilmasi. D. Preparata fikse olan
ornek materyali. E. FISH prob karisiminin preparata eklenmesi. F. Prob karisimi1 {izeri cam
lamel ile drtiilmesi ve kenarlariin yapistirici ile kapatilmasindan sonra preparatin son hali.
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3.8. Preparatlarin incelenmesi.

Inceleme oncesi, -20°C’de bekletilen preparatlar oda 1sisina getirildi.
Inceleme icin uygun filtre takimlar1 (Applied Imaging Co., San Jose, Kaliforniya,
A.B.D.) kurulu Olympus BX-51 floresan mikroskobu (Olympus, Tokyo, Japonya)
kullanildi. Goriintii analizi i¢in CytoVision goriintii analizi programina (Applied
Imaging Co., San Jose, Kaliforniya, A.B.D.) basvuruldu. DAPI filtresi ile hiicre
niikleus morfolojisi, “Spectrum Red” filtre takimi ile 3. kromozom CEP probu,
“Spectrum Green” filtre takimi ile 7. kromozom CEP probu, “Spectrum Aqua” filtre
takimi ile 17. Kromozom CEP probu ve “Spectrum Gold” filtre takimi ile 3.
Kromozom CEP probu goriintiilenerek hedef hiicrelerdeki kromozom sinyalleri

incelendi.

Cok renkli ¢ok problu floresan in situ hibridizasyon yontemi ile bir idrar
ornegine tani konulmasi stireci, hiicre bazinda ve 6rnek bazinda olmak iizere iki ana
asamaya ayrilabilir. ilk olarak FISH uygulanan iirotelial epitel hiicrelerinin
kromozom sayilar1 belirlenerek her hiicrenin anormal veya normal olduguna karar
verilmekte, sonra Ornekteki anormal hiicre sayisi belirlenen bir kesim degeri ile

karsilastirilarak 6rnege tan1 konulmaktadir.

Arastirmamiz dahilindeki 6rneklerde FISH analizi ilk olarak UroVysion kiti
i¢cin firma tarafindan Onerilen kriterler dogrultusunda yapildi. Buna gore, preparatta
FISH probu uygulanan bélgenin tiimii DAPI filtresi ile taranarak, niikleer boyutlarda
artim, veya kromatin dagiliminda diizensizlik izlenen 20 hiicredeki FISH sinyalleri
sayild1 . Hiicre bazinda 3, 7 veya 17. kromozomlardan iki veya daha fazlasinda
sayica artim gosteren veya 9p21 lokusunda homozigot kayip bulunan hiicreler
anormal kabul edildi. 3, 7 ve 17. kromozomlarda artim gosteren 4 veya daha fazla
hiicre, ya da 9p21 lokusunda homozigot delesyon gosteren 12’den fazla hiicre iceren

orneklere “pozitif” sonug verildi.

Cok renkli c¢cok problu floresan in situ hibridizasyon yonteminin
boliimiimiizde uygulamaya gecirilmesi siirecinde, UroVysion ydnteminin
gecerliligininin degerlendirilmesi yanisira, boliimiimiize ait FISH tanmi kriterlerinin

gelistirilmesi planland1. Urotelyal neoplazisi olan hastalar1, kontrol grubundan
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ayirmada, bu ¢aligma kapsaminda ortaya ¢ikan ideal kesim noktalarinin belirlenmesi
yoluna gidildi. Buna ek olarak, Sokolova ve arkadaglarinin ¢ok renkli ¢ok problu
floresan in situ hibridizasyonu yontemi ile mesane tiimoérlerine tani konulmasi
{izerine yaynlanmis arastirmasindan® yola c¢ikilarak, ornek preparatlardaki
hiicrelerin sayilmasi asamasinda, “Sayim Yontemi” ve “Tarama YoOntemi” olarak

adlandirilabilecek iki yontem denendi.

Sayma yéntemi: Preparat ilizerinde pes pese 100 epitelyal hiicre niikleusu

icerisinde izlenen FISH sinyalleri, morfoloji gozetilmeden sayildi.

Tarama yontemi: Preparat, 6nce DAPI filtresi ile taranarak -epitelyal
hiicrelerin niikleer morfolojileri incelendi. Morfolojik olarak atipi gosteren 20

niikleusda izlenen sinyaller sayildi.

Her iki yontemle de degerlendirme esnasinda, 3, 7, 17. kromozom santromeri
ve 9p21 LSI sinyalleri 4’er adet sayilan hiicreler tetraploid kabul edilerek, bu
hiicreler idrar 6rneklerinde UroVysion FISH yonteminin uygulanmasi konusunda

yayimlanan makalelere®®>>%

uyumlu olarak anormal hiicre siniflandirmasina dahil
edilmedi. Preparatlar bir arastirmaci (BG) tarafindan iki ayr1 yontem ile
degerlendirildi ve sonuglar her iki yontem icin ayr1 ayr1 hazirlanmig formlara

kaydedildi (Bkz. Ek 1 ve 2).

3.9. Bulgularin degerlendirilmesi ve istatistik analizler.

Sitoloji ve “multiprobe multicolor FISH” testinin tanisal dogrulugunu
arastirmak, her iki teknigin duyarlilik ve segiciliklerini belirlemek amaci ile sitolojik
incelemeden sonraki 1 ay igerisinde histopatolojik olarak mesane iirotelyal
karsinomu gosterilmis hastalar ve klinik olarak mesane karsinomu siliphesi olmayan
ve izleminde de karsinom saptanmamis hastalardan olusan bir grup secildi, mesane
karsinomu Oykiisii olan ancak sistoskopi sonrasi rekiirrens saptanmamis olgular bu

analizlerin disinda birakildi.
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Patoloji Anabilim Dali Sitoloji Unitesi rutin ¢alismalar1 sirasinda farkli
patologlar tarafindan rapor edilmis olan sitolojik preparatlar, iki arastirmact (BG, PF)
tarafindan, klinik-histopatolojik veriler ve FISH sonuglar1 bilinmeksizin tekrar
degerlendirildi. Sitolojik tanilar, benign, atipik ve malign olmak {izere ii¢ grupta
toplandi. “Cok problu c¢ok renkli FISH” testi sonuglari, iiretici firmanin onerdigi
kriterler dogrultusunda negatif ve pozitif olmak {izere iki gruba ayrildi: Bu ayirim
icin Onerilen kriter/kesim noktast “dort veya daha ¢ok hiicrede 3, 7, 17.
kromozomlardan en az ikisinde andploidi ya da 12 veya daha c¢ok hiicrede 9p21

lokusunda homozigot kayip” olarak tanimlanmaktadir.

Sitolojik inceleme ve “¢ok problu ¢ok renkli FISH” testinin, mesane {irotelyal
karsinomlarinin tanisindaki giivenilirligi, duyarlilik ve segicilik hesaplanarak
belirlendi; her iki test icin elde edilen degerler Mc-Nemar testi kullanilarak

karsilastirildi.

“Cok problu ¢ok renkli FISH” testinin kapsaminda bulunan CEP3, CEP7,
CEP17 ve 9p2l1 lokus spesifik probun, tek baglarina, karsinom olgularini
saptamadaki degeri ROC (Receiver Operating Characteristic) analizi ile arastirildi.

Her bir kromozom igin ideal kesim noktalar1 belirlendi.

ROC analizinde, belirli kesim noktalarinda elde edilen duyarlilik ve segicilik
degerlerinin olusturdugu bir egri ¢izilip grafik iizerinde gosterilmekte ve bu grafige
gore miimkiin olan en yiiksek duyarlilik ve segicilik degerlerini veren kesim noktasi
belirlenmektedir. ROC analizi ile, farkli testler/yontemler icin olusan egriler altinda
kalan alanlar karsilagtirilarak, birden ¢ok testin/yontemin etkinlikleri arasindaki fark

degerlendirilebilmektedir.

Sayma ve tarama yontemleri ile elde edilen FISH sonuclarinin, giivenilirlik
ve tanisal dogruluga etkisini saptamak amaciyla her iki yontemin ROC egrileri

karsilastirildi.

Kromozomlar i¢in tek tek yapilan analiz sonrasinda, kombine CEP3, CEP7,
CEP17 poliploidisinin mesane iirotelyal karsinomlarinin tanisindaki giivenilirligi

ROC analizi ile degerlendirildi. Kombine poliploidi i¢in ideal kesim noktasi1 bulunup,
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9p21 lokusundaki homozigot kayip i¢in belirlenmis olan kesim noktasi ile
birlestirilerek, “multiprobe multicolor FISH” testi i¢in laboratuvarimizin pozitif tani

kriteri belirlendi.

Bu ¢alisma 25.10.2007 tarihinde 2007/11 LUT 07/6 numara ile Hacettepe

Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onayland.
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BULGULAR

Calisma grubunu olusturan 54 hastanin 48'i erkek, 6's1 kadin olup, yaslar1 27-
83 arasinda degismekte idi. Ortalama yas 54.66 ve median yas 55.5 olarak bulundu.
Mesane karsinomu siiphesi ya da izlemi nedeniyle sistoskopiye alinan 34 hastadan
20'sinde iirotelyal karsinom saptandi, 7'sinde alinan biyopsi Orneklerinde
inflamatuvar degisiklikler goriildii, 7'sinde sistoskopik olarak herhangi bir lezyon
saptanmadi ve biyopsi alinmadi. Mesane karsinomu siiphesi ile sistoskopi uygulanan
hastalardan ikisinde bu siiphe, hematiiri etyolojisi arastirilirken idrar sitolojisinde
goriilen atipik iirotelyal hiicrelere dayanmakta idi, ancak bu hastalarda sistoskopi
sirasinda ya da sonraki klinik izlemde karsinom goriilmedi, atipinin bir olguda iireter
tag1 digerinde sistite ikincil oldugu disiiniildii. Biyopsi materyallerinde {irotelyal
karsinom saptanan iki hasta ile polipid sistit saptanan bir hastada, Orneklerde
polimorfoniikleer lokositlerin ¢ok yogun olmasi ya da yeterli hiicre bulunmamasi

nedeniyle FISH ile inceleme yapilamadi ve bu olgular ¢calisma disinda birakildi.

Idrar sitolojisi ve c¢ok problu c¢ok renkli FISH testinin tanisal degerini
aragtirmak, FISH testi i¢in ideal kesim noktasini saptamak amaciyla, klinik ve

histopatolojik bulgularina gore olgular ii¢ gruba ayrildi:

1- Urotelyal neoplazi saptanan 18 olgu (hasta grubu);

2- Nonneoplastik siire¢ tanisi alan, dykiisiinde mesane karsinomu olmayan 22

olgu (kontrol);

3- Mesane karsinomu ile izlenen, ¢alismaya dahil edildikleri tarihte sistoskopik

ve histopatolojik olarak rekiirrens gostermeyen 11 olgu (izlem grubu).

Her iki inceleme yonteminin duyarlilik ve segiciliklerini saptamak, FISH
testinin- kombine ve her bir kromozom i¢in ayr1 ayr1 olmak iizere- ideal kesim

noktalarin1 belirlemek icin yapilan istatistiksel analizlerde 1. ve 2. grupta yer alan
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olgular kullanildi; 3. grupta yer alan hastalarda sitoloji ve FISH sonuglarinin,

ulagilabilen uzun siireli izlem bulgular ile iliskisi degerlendirildi.

Olgularin klinik verileri, sitolojik ve histopatolojik tanilari, “cok problu ¢ok

renkli FISH” sonugclar1 ve izlem bulgulari i¢in Ek 3’e bakiniz.

Urotelyal neoplazi saptanan hasta grubu ile non-neoplastik siire¢ olarak
degerlendirilen kontrol grubuna sitolojik inceleme sonucunda verilen tanilar Tablo
4.1 de goriilmektedir. Olgularin %22.5'1 benign veya malign olarak siniflanamayarak

“atipik” tanis1 almistir.

Tablo 4.1. Sitolojik tanilarin histopatolojik tanilar ve klinik veriler ile karsilastirilmasi.

Sitolojik Tani Histopatolojik ve K-l.inik Tam
Nonneoplastik Siirec¢ Urotelyal Neoplazi

Benign 18 6

Atipik 4 5

Malign 0 7

Toplam 22 18

Arastirmamiz dahilindeki 6rneklere floresan in situ yontemi ile tan1 koymak
icin ilk olarak Urovysion kiti i¢in firma tarafindan 6nerilen kriterler dogrultusunda,
preparatta FISH probu uygulanan bdlgenin tiimii DAPI filtresi ile taranarak, niikleer
boyutlarda artim, veya kromatin dagiliminda diizensizlik izlenen hiicrelerdeki FISH
sinyalleri sayildi (Sekil 4.1). Hiicre bazinda 3, 7 veya 17. kromozomlardan iki veya
daha fazlasinda sayica artim gosteren veya 9p21 lokusunda homozigot kayip bulunan
hiicreler anormal olarak kabul edildi. Ornek bazinda tani konulurken, 3, 7 ve 17.
kromozomlarda artim gdsteren 4 veya daha fazla hiicre, veya 9p21 lokusunda
homozigot delesyon gosteren 12’den fazla hiicre iceren Orneklere pozitif/malign

tanis1 konuldu (Sekil 4.2 ve 4.3).
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Sekil 4.1. Normal bir {irotelial hiicre grubunun FISH mikroskopunda ¢esitli filtreler ile
degerlendirilmesi. A. DAPI filtresi ile hiicre niikleuslarinin morfolojisi ve kromatin
dagilimi. Hiicreler oval-yuvarlak sekilli ve minimal pleomorfizm izleniyor. Kromatin
dagilimi homojen. B. Spectrum Red filtresi ile 3. kromozom santromerleri, C. Spectrum
Green filtresi ile 7. kromozom santromerleri, D. Spectrum Aqua filtresi ile 17. kromozom
santromerleri ve E. Spectrum Gold filtresi ile 9. kromozom p21 lokusu izlenebiliyor. F.
Her bir filtre ile elde edilen goriintiilerin bilgisayar ortaminda iist liste bindirilmesi ile elde
edilen goriintii. Her hiicrede biitiin FISH sinyallerinden ikiser adet mevcut.
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Sekil 4.2. Malign hiicrelerin FISH mikroskopunda incelenmesi. A. Sekildeki yiiksek dereceli iirotelial
karsinom hiicrelerinde DAPI filtresi ile siddetli pleomorfizm ve niikleer kontiirlerde
belirgin diizensizlik izlenmekte. Kromatin dagilimi heterojen. B, C, D ve E. Aym
hiicrelerin Spectrum Red, Green, Aqua ve Gold filtreleri ile goriintiisii. F. Elde edilen
birlesik goriintiide malign hiicrelerde 3, 7, ve 17. kromozom sentromer sinyallerinde
izlenen belirgin artim. Sinyal sayilar1 hiicreden hiicreye de degisiklik gosteriyor. 9p21
lokusuna ait sinyaller nadiren izlenebiliyor (oklar).
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Sekil 4.3. Sadece pl6 delesyonu gosteren malign hiicreler. A. Sekildeki diisiik dereceli iirotelial
karsinom hiicrelerinde DAPI filtresi ile minimal pleomorfizm izleniyor (biiyik oklar:
malign hiicreler, kiigiik ok: polimorfoniikleer 16kosit). B. 3, 7 ve 17. kromozom sinyalleri

diploid, ancak 9p21 sinyalinde homozigot kayip mevcut.

Urotelyal neoplazi ve nonneoplastik siire¢ tanist almis hastalara verilen

“multiprobe multicolor FISH” sonuglar1 Tablo 4.2 de goriilmektedir.

Tablo 4.2. Cok problu ¢ok renkli FISH testi sonuglarinin histopatolojik tanilar ve klinik veriler ile

karsilastirilmasi.

FISH Tanis1

Histopatolojik ve Klinik Tam

Nonneoplastik Siirec¢ Urotelyal Neoplazi
Negatif 22 4
Pozitif 0 14
Toplam 22 18

Firma kriterleri kullanilarak yapilan bu degerlendirmede ¢ok problu cok

renkli FISH (Urovysion) testinin duyarliligt %77.7, segiciligi %100 olarak bulundu.

Idrar sitolojisinin duyarlilik ve seciciligi ise iki sekilde hesaplanabilir:

1-Atipik tanisi alan olgulara karsinom tanis1 verilmemis oldugundan, atipik sitoloji

“negatif” sonug¢ olarak kabul edildiginde,

seciciligi %100 olmaktadir.

idrar sitolojisinin duyarliligit %38.8,
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2- Atipik tanis1 alan olgular, karsinom siiphesi nedeniyle sistoskopi v.b. yontemlerle
daha ileri arastirmaya alindigindan, sitoloji sonucu “pozitif” kabul edildiginde

duyarliligin %66.6, seciciligin %81.8 oldugu goriilmektedir.

Idrar sitolojisi ile ¢ok renkli ¢cok problu FISH (Urovysion) testinin mesane

karsinomlarinin saptanmasindaki duyarlilik ve secicilikleri karsilastirildi:

Atipik sitoloji sonucu negatif kabul edilerek yapilan hesaplamalarda, FISH
testinin anlamli olarak daha yiiksek duyarliliga sahip oldugu goriildi (p=0,0082). Her

iki test icin de 100 olan secicilikler arasinda fark yoktu.

Atipik sitoloji sonucu pozitif kabul edilerek yapilan analizde, her iki testin
duyarliliklar1 arasinda fark yok iken (p=0.4142), FISH testinin anlamli olarak daha
yiiksek secicilik gosterdigi saptandi (p=0,045).

Sitolojide atipik olarak degerlendirilen 9 olgudan 7si FISH ile dogru
smiflandi, yalnizca 2 diisiik dereceli karsinom olgusunda FISH ile yalanci negatif

sonu¢ alindi.

Idrar sitolojisi ve FISH testinin diisiik dereceli ve yiiksek dereceli iirotelyal

neoplazi tanis1 verilen hastalara dagilimi Tablo 4.3 ve Tablo 4.4 de goriilmektedir.

Tablo 4.3. Diisiik dereceli ve yiiksek dereceli iirotelyal neoplazilere idrar sitolojisi ile verilen tanilar.

Histopatolojik Tanilar
Sitolojik Tani PUNLMP Diisjik Dereceli Yiik"sek Dereceli
Urotelyal Urotelyal
Karsinom Karsinom
Benign 2 3 1
Atipik 0 3 2
Malign 0 1 6
Toplam 2 7 9
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Tablo 4.4. Diisiik dereceli ve yiiksek dereceli iirotelyal neoplazilerde ¢ok renkli ¢ok problu FISH

sonuglari.
Histopatolojik Tanilar
FISH Tanis1 PUNLMP Diisjik Dereceli Yiik"sek Dereceli
Urotelyal Urotelyal
Karsinom Karsinom
Negatif 2 2
Pozitif 0 5 9
Toplam 2 7 9

Yiiksek dereceli lirotelyal karsinom saptanan 9 hastadan 6 sina (%66.6) idrar
sitolojisi ile malign tanis1 verilirken, diisiik dereceli iirotelyal karsinom saptanan 7
olgudan yalnizca birine (%14.2) bu tan1 verilebildi, PUNLMP tanis1 alan olgularin

ikisi de sitolojide benign olarak degerlendirildi.

Yiiksek dereceli karsinomlarin tiimiinde ¢ok renkli c¢ok problu FISH-
Urovysion testi ile pozitif sonu¢ alinirken, diisiik dereceli karsinom saptanan 7
olgudan 5 inde (%71.4) test sonucunun pozitif oldugu goriildii. PUNLMP tanis1 alan
2 olguda FISH sonucu negatif idi.

Bu grupta, duyarlilik ve secicilik hesaplamalari, her iki inceleme yontemi i¢in
bu degerlerin istatistiksel olarak karsilastirilmasi, alt gruplarda yer alan olgu
sayilarinin ¢ok az olmasi nedeniyle yapilamadi. Bununla birlikte, her iki inceleme
yonteminin de yiiksek dereceli neoplazileri saptamada diisiik dereceli neoplazilere
gore daha duyarli oldugu dikkati ¢ekti. Diisiik dereceli neoplazilerde daha belirgin
olmak {iizere, her iki grupta da FISH testinin sitolojiye gore daha ¢ok olguda pozitif

sonug verdigi gorildii.

Cok renkli ¢cok problu floresan in situ hibridizasyon yonteminin kapsaminda
bulunan CEP3, CEP7, CEP17 ve 9p21 LSI ile saptanan kazanim ve kayiplarin
olgulara dagilimi, her bir prob i¢in benign-malign hasta gruplarini ayirmada ideal
kesim noktalar1 ve bu kesim noktalarinda elde edilen duyarlilik ve segicilikler
belirlendi. Preparatlardaki hiicrelerin degerlendirilmesi asamasinda kullanilan,

“Sayma Yontemi” ve “Tarama Yontemi” nin sonuglara etkisi aragtirildi. Tablo 4.5
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tirotelyal neoplazi saptanan ve nonneoplastik siire¢ tanisi alan hastalarda tarama ve

sayma yontemleri ile bulunan ortalama anormal hiicre sayilarini gostermektedir.

Tablo 4.5. Benign ve malign hasta gruplarinda tarama ve sayma yontemi ile bulunan ortalama
anormal hiicre sayilarinin incelenen kromozomlara gore dokiimii.

Standart

Nonneoplastik siire¢ Ortalama Sapma Minimum Maksimum

sayma 1.54 1.89 0 7
CEP3

tarama 0.63 0.84 0 3

sayma 0.5 0.74 0 2
CEP7

tarama 0.36 0.65 0 2

sayma 0.63 0.84 0 3

CEP17

tarama 0.54 0.67 0 2

sayma 0.54 1.05 0 4
9p21

tarama 0.04 0.21 0 1

Urotelyal neoplazi

sayma 16.66 21.86 0 68
CEP3

tarama 7.22 5.83 0 20

sayma 15.61 23.63 0 77
CEP7

tarama 7.38 6.23 0 20

sayma 14.55 22.26 0 69

CEP17

tarama 6.83 6.08 0 20

sayma 14.11 2545 0 73
9p21

tarama 4.11 7.19 0 19

Tarama ve sayma yontemlerinde elde edilen FISH verileri, her bir kromozom
icin ayr1 ayr1 ROC analizi ile incelendi ve ideal kesim noktalar1 belirlendi (Sekil 4.3).
Her iki yontem icin ideal kesim noktalarinda elde edilen duyarlilik ve segicilikler
Tablo 4.6'da goriilmektedir. Secicilikler arasinda belirgin bir fark yok iken, CEP3,
CEP7, CEP17 poliploidilerinin-aralarinda belirgin fark olmaksizin- 9p21 LSI
kaybina gore daha yiiksek duyarliliga sahip oldugu dikkati ¢ekti.
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3. Kromozom 7. Kromozom
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Sekil 4.4. Her bir kromozom igin elde edilen ROC egrileri.
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Tablo 4.6 ROC analizi yontemi ile elde edilen kesim noktalarina gore hesaplanan duyarlilik ve
secicilik degerlerinin incelenen kromozomlara gore dokiimii.
ROC Analizi Yontemi
Kesim Duyarhhk (%) Secicilik (%)
Noktalar:
sayma 4 72.2 86.3
CEP3 tarama 4 72.2 100
sayma 3 66.6 100
CEPT tarama 3 72.2 100
sayma 3 72.2 95.4
CEPL7 tarama 2 83.3 90.9
sayma 6 27.8 100
op2l tarama 1 333 95.4

CEP3, CEP7 ve 9p21 lokus spesifik prob i¢in, tarama yontemi ile elde edilen

egri altinda kalan alanlar, sayma yonteminde elde edilenlerden daha yiiksek olup,

tarama yontemi daha etkin gorlinmekte idi. Bununla birlikte bu iki yontem arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (siras1 ile p=0,382, p=0,688, p=0,293).

Urotelyal neoplazi saptanan (malign) ve nonneoplastik siire¢ tanisi alan

(benign)

olgularda, CEP3, CEP7, CEP17

poliploidisi ve

9p21 lokusunda

homozigot kayip gosteren toplam hiicre sayilar1 Tablo 4.7 de goriilmektedir. ROC

analizinin gosterdigi ideal kesim noktalarinin iizerinde ve altinda kalan degerler

farkli renkler ile isaretlenmistir.
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Tablo 4.7 Benign (kontrol) ve malign (hasta) hasta gruplarinda, her &rnekte saptanan andploidi

gosteren hiicre sayisi ve ROC analizine gore her kromozom i¢in ayr1 olarak belirlenen
kesim noktalarina gore duyarlilik ve secicilik degerleri. Benign grupta kesim noktasini
asan degerler kirmizi, malign grupta kesim noktasini asan degerler yesil renkle
igsaretlenmistir.

Sayma Yontemi Tarama Yontemi

CEP3 | CEP7 |CEP17 | 9p21 | CEP3 | CEP7 | CEP17 | 9p21

Kesim Noktasi
(ROC analizine
Gore) 4

w
-
w

Kontrol Grubu

K1
K2
K3 3
K4
K5
K6
K7
K8
K9
K10
K11
K12
K13
K14
K15
K16
K17
K18
K19
K20
K21
K22
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O~ 0000 ~~00 00022 =_N-_~O-=NO
OO OONPMPON 000D O0CDOO0ODO0ODO0ODODOON -
- A D 02 0 2P 00 20000 ONO-WONO|M
2, O 2 0200000000 OOOOONON--2|W
OO 00000 ~~0000000D0CDO0OO0COOOO|O®
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Hasta grubu

H1
H2
H3
H4
H5
Hé
H7
H8
H9
H10
H11
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18 1 0 1

OO OO0 -~0O0O0O0o
[N eNeNoNoNoNoNeNoNe]

Prob Duyarhihi (%) | 72.22 | 66.67 | 72.22 | 27.78 | 72.22 | 72.22 | 83.33 | 27.78

Prob Segciciligi (%) | 86.33 100 95.45 100 100 100 | 90.91 100
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Her bir kromozom ig¢in ayr1 ayri kesim noktasi, duyarlilik ve seciciligin
saptanmasindan sonra, idrar sitolojisi tanisinda birden fazla kromozom sinyalinin
beraber kullanilmasinin duyarlilik ve secicilige katkisi arastirildi. Bunun i¢in, yine
ROC analizi ile, kromozom 3, kromozom 7 ve kromozom 17°den en az birinde
(Kriter 1), en az ikisinde (Kriter 2) ve iiclinde birden (Kriter 3) poliploidi gosteren

hiicre varliginin benign ve malign grubu ayirmadaki etkinligi belirlendi (Tablo 4.8).

Tablo 4.8 Tanida etkinligi arastirilan malignite kriterleri.

Kriter 1 Herhangi bir CEP sinyalinden yalnizca birinde artim gosteren
hiicreler

Kriter 2 Herhangi iki CEP sinyalinde artim gosteren hiicreler

Kriter 3 Her ii¢ CEP sinyalinde de artim gdsteren hiicreler

Kriter 4 9p21 LSI sinyalinde homozigot kayip gdsteren hiicreler

Orneklerin Tablo 4.8 deki gruplara gore igerdigi anormal hiicre sayilari
belirlendi, bu sayilarin iirotelyal neoplazileri saptamadaki duyarlilik ve secicilikleri,
ideal kesim noktalar1 saptandi (Tablo 4.9). Tek basimna 9p21 LSI sinyalindeki
homozigot kayip ile oldukca diisiik bir duyarlilik elde edildigi, ancak bu kriter
kullanilarak, diger {i¢ kriter ile tamis1 konamayan vakalardan ikisine tani
konulabildigi gézlendi. Bunun iizerine, 4. Kriter, ilk ii¢ kritere ayr1 ayr1 eklenerek,

duyarlilik ve segicilikler tekrar hesaplandi (Tablo 4.10).
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Tablo 4.9. Benign (kontrol) ve malign (hasta) hasta gruplarinda, her drnekte izlenen Tablo 4.8 deki

kriterlere gore tanimlanmig anormal hiicre sayilari, ROC analizine gore her bir kriter igin
belirlenen kesim noktalarina ve buna gore duyarlilik ve segicilik degerleri. Yalanci
pozitiflik turuncu, gergek pozitiflik yesil renkle, sadece 4. Kriter ile tan1 konulabilen
malign 6rnekler mavi ile isaretlenmistir.

Sayma Yontemi Tarama Yontemi
K1 K2 K3 K4 K1 K2 K3 K4
Kesim Noktasi
(ROC analizine

gore) 4 3 2 13 3 2 2 6
K1 9 2 0 1 2 0 0 0
K2 7 0 0 2 5 1 0 0
K3 4 1 0 0 1 0 0 0
K4 6 0 0 0 3 3 1 0
K5 2 0 0 0 1 0 0 0
K6 3 1 0 0 0 0 0 0
K7 3 2 1 0 2 0 0 0
K8 1 0 0 0 0 0 0 0
3 K9 2 0 0 0 0 0 0 0
3 K10 0 0 0 0 0 0 0 0
° K11 2 0 0 0 1 0 0 0
g K12 1 1 0 0 0 0 0 0
S K13 2 0 0 0 2 0 0 0
x K14 0 0 0 0 0 0 0 0
K15 0 0 0 3 0 0 0 1
K16 1 0 0 0 0 0 0 0
K17 0 0 0 3 0 0 0 0
K18 3 0 0 2 1 1 1 0
K19 3 0 0 0 1 0 0 0
K20 0 0 0 0 1 1 1 0
K21 3 1 1 0 2 1 0 0
K22 1 0 0 1 1 1 1 0

H1

H2

H3

H4

H5

H6

H7

H8
3 H9 0 0
2 H10 0 0
°© H11 0 0
§ H12 0 0
== H13 1 0
H14 0 0
H15 0 0
H16 0 0
H17 0 0
H18 2 0 0

Duyarlilik(%) 83.33 66,67 5556 27.78 77.78 7222 66.67 27.78
Segicilik(%) 81.81 100 100 100 90.91 9545 100 100
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Tablo 4.10. FISH malignite kriterlerinin ROC analizi ile hesaplanan kesim noktalarina gore
duyarlilik ve segicilikleri. UroVysion tani kriterine karsilik gelen kriter mavi renk ile

isaretli.
Duyarhhk (%) Secicilik (%)
Sayma Tarama Sayma Tarama
Kriter 1 83.33 77.78 81.81 90.91
Kriter 1 +4 88.89 83.33 81.82 90.91
Kriter 2 66.67 72.22 100 95.45
T [ [ 77 R
Kriter 3 55.56 66.67 100 100
Kriter 3+4 66.67 77.78 100 100
Kriter 4 27.78 27.78 100 100

Iki kromozomda (CEP3, CEP7 veya CEP17) poliploidi diger bir sdyleyisle
kriter 2 i¢in kesim noktas1 sayma yonteminde 3, tarama yonteminde 2 hiicre ve bu
degerlere gore duyarlilik %66.6 ve %72.2, secicilik %100 ve %95.45 olarak
bulundu. Ug kromozomda birden poliploidi (Kriter 3) i¢in kesim noktasi 2, duyarlilik
%355.56, secicilik %100 olarak hesaplandi. 9p21 LSI sinyalinde homozigot kayip,
kombine poliploidi ile birlikte degerlendirildiginde duyarlilik oranlarinin yiikseldigi

ve her iki kombinasyonda da (kriter 2+4 ve kriter 3+4) benzer oldugu goriildii.

Firma Onerisinde oldugu gibi kriter 2+4 kullanildiginda tarama ve sayma
yontemlerinin her ikisinde de yiiksek duyarlilik ve secicilige ulasildigr gorildi.
Onerilen orijinal kesim noktas1, poliploidi gdsteren hiicreler igin 4, 9p21 kaybi
gosteren hiicreler i¢in 12 iken, bu ¢alisma grubunda sayma yonteminde 3 ve 13,
tarama yonteminde 2 ve 6 olarak bulundu. Gerek bu calismada ortaya ¢ikan FISH
tan1 kriterlerine, gerekse orijinal UroVysion kriterlerine gore duyarlilik ve seciciligin
benzer oldugu gozlendi: Duyarlilik %77.7, secicilik %95.45-100. Sayma ve tarama
yontemlerine ait ROC egrileri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi,

kesim noktalar1 degismekle birlikte esdeger etkinlige sahip olduklar1 goriildii.

Mesane {irotelyal neoplazmi ile izlemde olan 11 hastadan rutin kontrol
sistoskopi sirasinda alinan idrar Orneklerine ¢ok renkli ¢ok problu FISH testi
uygulandi. Bu hastalarin 2 'si PUNLMP, 3'i diisiik dereceli iirotelyal karsinom ve

6's1 yiiksek dereceli lirotelyal karsinom ile izlemde idi. Bir diisiik dereceli, bir yiiksek
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dereceli karsinom olgusu, es zamanli yapilmis olan idrar sitolojisi ve FISH testinden
sonra, sirasi ile 6 ay ve 4 ay sonra rekiirrens gosterdi. Ilk olguda her iki inceleme
yontemi de negatif sonu¢ vermis iken, ikinci olguda sitolojik tani atipik, FISH
sonucu ise negatif idi. Sitoskopik ve histopatolojik olarak karsinom rekiirrensi 15
aylik izlem sonucunda gosterilememis olan bir yiiksek dereceli iirotelyal karsinom
olgusunda, sistoskopi sirasinda alinan idrar 6rnegine malign tanisi verildi, ancak ayni
ornegin FISH sonucu negatif idi. Bu olgunun sitolojik preparatlarinda ¢ok az sayida,
yiiksek dereceli karsinom morfolojisinde iirotelyal hiicre mevcuttu ve olgu klinik
veriler esliginde in situ karsinom olarak kabul edildi. FISH sonucunun hiicre
sayisindaki azlik nedeniyle negatif olabilecegi diisiiniildii. FISH ile elde edilen

verilerin bu grupta rekiirrens 6n gérmede bir degeri olmadigr goriildii.



48

TARTISMA

Idrar sitolojisi, iiroloji klinigine hematiiri sikayeti ile basvuran hastalarin
ayirict tanisinda, mesane kanseri hikayesi bulunan hastalarin takibinde ve
sistoskopinin tan1 koymada yetersiz kaldig1 “flat” karsinoma in situ vakalarinin ve
ist Uriner sistem {irotelial malignitelerinin ortaya c¢ikarilmasinda hizli, ucuz ve
hastaya minimal rahatsizlik veren bir tan1 yonemi olarak, degerli bir tan1 aracidir.
Yiiksek dereceli iirotelial malignitelerin tanisinda yiiksek secicilige ve duyarliliga
sahip olan idrar sitolojisi, diislik dereceli malignitelerin tanisinda ne yazik ki yeterli
duyarliliga ve segicilige ulasamamaktadur,'+!?20-21-2325-26

Mesane yikama yontemi ile, konvansiyonel idrara gore, daha bol miktarda ve
morfolojik olarak daha az dejenerasyon bulgular1 gosteren hiicreler elde
edilmektedir. Bunun yan1 sira, mesanede sistoskopi ile siipheli lezyon goriilmedigi,
ancak malignite siiphesinin devam ettigi durumlarda, mesane yikamasi ile hizli ve
giivenilir drnekleme saglanmaktadir. Ust {iriner sistem neoplazilerinin saptanmasinda

da yikama sivilarinin énemli bir yeri vardir.

Idrar  6rneklerinde FISH tekniginin  kullanilmasi  iizerine yapilan
arastirmalarda, bu yontemin konvansiyonel sitolojik incelemeye gore daha yiiksek

duyarhlik ve segicilige sahip oldugu gériilmektedir.’*%¢!

UroVysion yonteminin
ilk sunumundan bu giine kadar yayinlanmis olan ve yontemin gecerliligini arastiran
calismalar Tablo 2.8'de ozetlenmistir (Bakimz sayfa 21).%° Bu yayimlara gore
UroVysion yonteminin duyarliligi ortalama %76.32 (%100-39.1, median %78) ve
seciciligi ortalama %@84.56'dir (%100-65, median %88). Ayni yayinlarda, idrar
sitolojisinin duyarlilifi ortalama %42.36 (%74-24.1, median %38), segiciligi ise

%85.52 (%100-50, median %90) olarak bildirilmektedir.

Calismamizda ¢ok renkli ¢cok problu FISH (Urovysion) testinin duyarlilig
%77.7, seciciligi %100 olarak bulunmustur. Idrar sitolojisi ile karsilastirildiginda,
FISH yonteminin duyarlilik ve segiciliginin anlamli olarak daha yiiksek oldugu
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goriilmiistiir (p<0.05). Idrar sitolojisinin duyarliligi, “atipik” tanis1 verilen olgular
negatif kabul edilerek hesaplandiginda %38.8, pozitif kabul edilerek hesaplandiginda

%66.6 bulunmus, secicilik ise sirastyla %100 ve %81.8 olarak saptanmustir.

Aragtirmaya dahil edilen 7 diisiik dereceli karsinom olgusunun sadece birine
(%14.2) sitolojik olarak malign tanisi konabilmis, 2 PUNLMP olgusu da benign tani
almistir. Buna karsin, pozitif kontrol grubundaki 9 adet yiiksek dereceli iirotelial
karsinom olgusunun 6'sina (%66.6) idrar sitolojisi ile malign tanis1 verilmistir.
Yiiksek dereceli karsinomlarin tiimiinde ¢ok renkli ¢ok problu FISH- Urovysion testi
ile pozitif sonu¢ alinirken, diisiik dereceli karsinom saptanan 7 olgudan 5’inde
(%71.4) test sonucunun pozitif oldugu goriilmiistiir. PUNLMP tanis1 alan 2 olguda
FISH sonucu negatiftir. Diisiik dereceli neoplazilerde daha belirgin olmak iizere, her
iki grupta da FISH testinin sitolojiye gore daha ¢ok olguda pozitif sonug¢ verdigi

gorilmiistiir.

Idrar orneklerinde sitoloji ve FISH yontemlerinin karsilastirildigi daha
onceki calismalarda da idrar sitolojisinin oOzellikle diisiik dereceli iirotelial
neoplazilerde benzer sekilde FISH yontemine gore daha diisiik duyarliliga sahip
oldugu tarif edilmektedir (Tablo 5.1) . Laudadio ve ark.nin serisinde, iirotelyal
neoplaziler siniflanirken ¢aligmamizda oldugu gibi WHO 2004 kriterleri kullanilmig
ve UroVysion testinin duyarliligi, diisikk dereceli iirotelyal karsinomlarda %56,
yiiksek dereceli lirotelyal karsinomlarda %95 olarak bulunmustur. Calismamizda bu
oranlar sirast ile %71 ve %100°diir; ¢cok renkli ¢cok problu FISH testinden yiiksek
verim elde edilmistir. Bu sonucun daha giivenilir olabilmesi igin, testin etkinliginin
ozellikle tiirotelyal karsinom ile izlemde olan hastalar1 da kapsayan daha genis

serilerde aragtiritlmasi gerekmektedir.
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Tablo 5.1. UroVysion yontemi ve idrar sitolojisinin karsilastirildig1 yayinlarda iirotelial neoplazinin
derecesine gore duyarliliklar.

1. Derece 2. Derece 3. Derece
Referans UroVysion | Sitoloji | UroVysion | Sitoloji | UroVysion | Sitoloji
Halling ve ark.’ 36 27 76 54 97 71
Bubendorf ve ark.”* 71 14 86 41 94 76
Sarosdy ve ark."’ 55 18 78 44 94 41
Sarosdy ve ark.”' 48 24 70 30 88 53
Junker ve ark.” 37 14 65 40 92 50
Moonen ve ark.” 22 22 37 26 67 83
Laudadio ve ark.*" UroVysion Sitoloji UroVysion Sitoloji

56 32 95 41

*Laudadio ve arkadaslarimin makalesinde tirotelial neoplazilerin derecelendirilmesinde WHO 2004

kriterleri, digerlerinde WHO 1978 kriterleri kullanilmisgtr.

Sitolojik incelemenin diisiik dereceli {irotelial neoplazilerin tanisinda
karsilastig1 sorunlarin basinda, neoplastik hiicrelerinin ¢ogu zaman morfolojik olarak
normal Urotelial hiicrelere benzer olmasi, minimal atipi gostermeleri ve diisiik
dereceli iirotelyal neoplazi hiicrelerini, benign hiicrelerden ayirmada giivenilir
morfolojik kriterlerin bulunmamas1 gelmektedir. Reaktif ve inflamatuar siiregler de
benign trotelial hiicrelerin, malign epitelial hiicrelerden ayirdedilmesini zorlastiran
morfolojik degisikliklere sebep olmaktadir. Mesanedeki neoplastik gelisime yogun
inflamatuar reaksiyonun eslik ettigi durumlarda, gerek spontan idrar gerekse yikama
stvisinda, bol miktarda goriilen inflamatuar hiicreler arasindan neoplastik hiicreleri

bulup se¢mek kimi zaman miimkiin olmamaktadir.

Cok problu ¢ok renkli FISH-UroVysion yonteminin duyarliligi, ozellikle
diisiik dereceli iirotelial neoplazilerde idrar sitolojisine gore belirgin sekilde ytliksek
bulunmustur. Yine de, UroVysion yontemi ile yalanci negatif tan1 alan dort iirotelyal
neoplazi olgusundan ikisinin PUNLMP, ikisinin de diisiik dereceli karsinom olmasi,
bu yontemin de diisiik dereceli iirotelial neoplazilerin tanmisinda  sinirlamalari
oldugunu gostermektedir. Diisiik dereceli neoplazilerde kromozom anomalilerine

6,53

daha az rastlanmas1 negatif sonucun en onemli nedenidir.””” Buna ek olarak, mesane

yikama sivilarinda yogun hiicre kiimelerinin sikisik halde, {ist iiste binmis olarak



51

preparata dokiilmelerinin de FISH yontemi ile degerlendirmeyi gii¢lestiren ve yalanci

negatif sonuclara yol agabilecek bir faktor oldugu diisiilmiistiir.

Spontan idrarda, diisiik dereceli iirotelyal neoplaziler i¢in bir tani kriteri olan
papiller gruplarin varligi, mesane yikama sivilarinda normalde de goriilen bir
bulgudur. Calismamizda bu gruplarin siklikla kolumnar bir morfoloji sergiledigi
dikkati ¢ekmistir. Biliyiik gruplarin varligina, reaktif atipi de eklendiginde, 6zellikle
mesane yikama sivilarinda diisiik dereceli neoplazilerin ekarte edilmesi
giiclesmektedir. Bu seride atipik sitoloji oraninin yiiksek bulunmasi (%22.5), yikama
stvilarinda c¢alisilmis olmasina, bu 6rneklerde kateterizasyon nedeniyle ortaya ¢ikan,
diisiik dereceli neoplazileri taklit eden gruplarin sik goériilmesine ve bu bulgunun
yorum giicliigli yaratmasina bagli olabilir. Yikama sivilarimi degerlendirmede
deneyimimiz attik¢a atipik sitoloji oraninin azalacagi diisiiniilmektedir. Sitolojide
atipik olarak degerlendirilen 9 olgudan 7si FISH ile dogru olarak siniflanmis,
yalnizca 2 diisiik dereceli karsinom olgusunda FISH ile yalanci negatif sonug

alinmustir.

Cok renkli ¢cok problu FISH testinin, idrar sitolojisinden daha yiiksek bir
secicilige sahip olmasi Onemli bir istiinliigiidiir. Calismamizda bu yOntemin
seciciligi %100 bulunmus, hicbir olgu yalanci pozitif tan1 almamistir. Mesane
yikama sivilarinda giivenilirligi goriilen bu testin, 6zellikle klinik ve patolojik agidan
tanis1 6nemli gii¢liikler gdsteren iist iiriner sistem karsinomlariin saptanmasinda ¢ok
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Idrar sitolojisi yeterince duyarli olmamak
yanisira, kateterizasyon nedeniyle ortaya c¢ikan atipik sitolojik bulgular sonucunda,
Ozellikle yikama sivilarinda yeterince segici de olamamaktadir. Doku
orneklemesinden ¢ok yikama sivilar1 ile saptanabilecek olan iist {iriner sistem
karsinomlarinin tanisinda, yiiksek se¢icilik degerine sahip olan ¢ok renkli ¢ok problu

FISH analizinden gilivenle yararlanilabilir.

Arastirmamizda sayma ve tarama yontemlerinden elde edilen verilere gore

CEP3, CEP7, CEP17 ve 9p21 LSI problarinin duyarlilik ve segiciliklerinin, Sokolova

ve arkadaslarmm elde ettigi degerler ile ®*°

(Tablo 5.2).

oldukca benzer oldugu goriilmiistiir
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Tablo 5.2  Arastirmamizda uygulanan sayma ve tarama yontemlerin duyarliliginin Sokolova ve
arkadaslarmim® elde ettigi orijinal degerler ile karsilastiriimasi.

Duyarhhlik %
Sokolova ve Bu ¢alisma
ark. Sayma Yontemi Tarama Yontemi
CEP3 14/19 (73.7) 13/18 (72.22) 13/18 (72.22)
CEP7 16/21 (76.2) 12/18 (66.67) 13/18 (72.22)
CEP17 13/21 (61.9) 13/18 (72.22) 15/18 (83.33)
9p21 6/21 (28.6) 5/18 (27.78) 5/18 (27.78)

UroVysion yonteminde kullanilan problarin duyarlilik ve giivenirlikleri ayri
ayr1 degerlendirildiginde, 3, 7, ve 17. kromozom CEP problarinin tanisal degerlerinin
birbirine yakin oldugu ve bu problar kullanilarak tan1 konulan vakalarin birbiri ile
bliylik oranda Ortiistiigii gozlenmistir. Bu problarin duyarlilik ve segiciliklerinde
bliyiik bir fark olmamakla birlikte, bu ¢alismada tek basina kullanildiginda CEP17nin
en yiiksek duyarlilik ve secicilige (%72,22 %95,45) sahip oldugu goriilmiistiir. Cok
problu bir kit kullanilamadig1 durumlarda, CEP3, CEP7 ve CEP17 tek baslarina da
mesane karsinomunu tanisinda giivenilir bir ek test olarak kullanilabilir. Bu 3 prob,
Sokolova ve arkadaslarinin calismasinda karsilastirilan 10 adet prob arasinda en
yiiksek secicilik ve duyarliliga sahip olduklarindan, ve birbirlerinden farkli vakalari
saptayarak, beraber kullanildiklarinda FISH ile tan1 yOnteminin duyarlilik ve

seciciligini yiikseltmelerinden 6tiirii UroVysion testine dahil edilmislerdir .

9p21 LSI probunun duyarlilik ve segiciligi, daha 6nceki yayimlara da uygun
olarak, CEP problarindan oldukea diisiik bulunmustur. Ancak bu probun asil degeri,
CEP problari ile tan1 konamayan bazi vakalarin bu prob ile taninabiliyor olmasindan
gelmektedir. Onceki yayinlarda, 9p21 homozigot delesyonunun diger 3 kromozomda
artima gore neoplastik siirecin daha erken evrelerinde goriildiigli ve 6zellikle diisiik
dereceli iirotelial neoplazilerde tanisal degere sahip oldugu bildirilmektedir.®*-°
Calismamizda 9p21 lokusunda homozigot delesyon izlenen 5 firotelial karsinom

vakasiin 2’sinin yiiksek dereceli, 3’iiniin ise diisiik dereceli oldugu goriilmiistiir.
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Phillips ve arkadaslari, yiiksek dereceli tiimorlerde goriilen poliploidizasyonun ve
dolayist ile 9. kromozomdaki sayica artigin, ileri dereceli iirotelial karsinomlarda
9p21 heterozigot delesyonlarinin maskelenmesinde etkili olabilecegini One

siirmektedir.**

FISH uygulanan preparatlarin degerlendirilmesinde kullandigimiz tarama ve
sayma yontemleri karsilastirildiginda, problarin ayr1 ayr1 degerlendirilmesinde,
tarama yonteminin duyarlilik ve seciciliginin sayma yontemine gore daha yiiksek
oldugu goriilmiis, ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Sayma
yonteminde preparatin tamaminin incelenmiyor olmasinin, bu yOntemin
duyarhiligimin diisiik bulunmasinda ana etken oldugu; tarama yonteminde ise
preparatin tamaminin inceleniyor olmasinin, bu yontemin tanisal degerini arttirdigi
disiiniilmiistiir. Tarama yonteminde bir vakanin analizi daha kisa siirede
tamamlanabilmekte; ancak bu yontemde, sadece morfolojik olarak atipik hiicrelerin
inceleniyor olmasi, benign morfolojik 6zelliklere sahip anormal hiicrelerin

saptanmasini giiclestirmektedir.

FISH analizi i¢in ¢alisma sonunda ulasilan ideal kesim noktalari, firma
onerisinden daha diisilk bulunmus, ancak bu degerler ile elde edilen duyarlilik ve
seciciligin, daha yiiksek olan orijinal (UroVysion kiti tan1 kriteri) kesim noktalarinda
elde edilen duyarlilik ve segicilik ile esdeger oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle, genis
bir seride kapsamli bir arastirma sonucunda® saptanmig olan orijinal kesim
noktalarinin degistirilmeden kullanilmasinin uygun ve daha giivenilir oldugu

sonucuna varilmistir.

FISH yonteminin mesane iirotelial neoplazilerinin tanisinda ve takibinde
kullanilmasiin yani sira, bu yontemin mesane tiimorlerinin prognoz ve rekiirrens
olasiliginin  belirlenmesinde de degerli olabilecegini Ongdren ¢alismalar

#3637596% 7ellweger ve arkadaglarmin, 138 hastanin mesane yikama

mevcuttur.
stvilart lizerinde yaptiklart rekiirrens aragtirmasinda, FISH pozitif hastalarin
%39’unda, FISH negatif hastalarin ise %21’inde rekiirrens bildirilmistir.”® Yoder ve
arkadaslarinin 2007 yilinda mesane tiimorii takibindeki 211 hasta lizerinde yaptiklar

aragtirmada, FISH pozitif 81 hastanin %74’tinde, FISH negatif 169 hastanin ise
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%13’linde rekiirrens tariflenmis, sistoskopide mesane tiimorii rekiirrensi siiphesi
bulunmayan hastalarin %27’sinde FISH ile pozitif sonug elde edildigi bildirilmistir.
FISH yontemi ile idrar 6rneklerinde pozitiflik saptanan bu hasta grubunun %65’inde

29 ay icerisinde rekiirrens gelistigi izlenmistir.”’

Bizim caligmamizda, yalnizca 11 izlem hastas1 degerlendirilebilmistir ve bu
grupta FISH testi pozitif bir hasta olmamasma karsin, iki hastada rekiirrens
saptanmis, rekiirrens ongormede FISH sonuglarindan yarar saglanamamistir. Ancak,
eldeki veriler, FISH yonteminin progresyon veya rekiirrens ile iligkisini belirlemek

icin yeterli degildir.

Maliyeti, gerektirdigi laboratuar altyapisi ve hazirlik islemlerinin goreceli
olarak uzun ve zahmetli olmasi, tirotelial karsinomlarin tanisinda yiiksek duyarlilik
ve secicilik saglayan FISH yoOnteminin rutin tarama testi olarak kullanilmasini

giiclestiren dezavantajlaridir.

Sonug olarak, ¢cok problu ¢ok renkli FISH yontemi, iirotelial karsinomlarin
tanis1 ve izleminde idrar sitolojisinden daha istiin, yliksek duyarlilik ve secicilige
sahip , giivenilir bir tan1 yontemidir. Ozellikle tam giicliigii yaratan olgularda etkin

olarak kullanilabilir.
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. Urotelyal karsinomlarin tanisinda, ¢ok renkli ¢ok problu FISH testinin
duyarhilik ve seciciliginin idrar sitolojisine gore anlamli olarak daha

yiiksek oldugu bulunmustur.

. Her iki yontemin de yiiksek dereceli karsinomlarin tanisinda daha etkin
oldugu goriilmiis, FISH tekniginin ozellikle diisiik dereceli iirotelyal
karsinomlarin saptanmasinda idrar sitolojisine kiyasla daha yiiksek

duyarliliga sahip oldugu gézlenmistir.

. Mesane karsinomlarinin tanis1 ve takibinde FISH-UroVysion icin elde
edilen secicilik ve duyarlilik degerlerinin, hem tek tek prob bazinda, hem
de prob kombinasyonlar1 bazinda bu yontem iizerine yapilmis Onceki

arastirmalarla benzer oldugu goriilmiistiir.

. UroVysion  FISH testinde  kullanilan  problar ayr1  ayn
degerlendirildiginde, CEP problar1 arasinda duyarlilik ve secicilik
acisindan anlamli  bir fark bulunmamistir. Bu da, cok problu bir kit
kullanilamadigr durumlarda, CEP3, CEP7 ve CEP17 problarinin tek
baglarina da mesane karsinomunun tanisinda  kullanilabilecegini

distindiirmektedir.

. 9p21 LSI probunun segiciliginin oldukg¢a diisiik bulunmasina karsilik, bu
prob ile diger CEP problar1 ile tan1 konulamayan vakalara tani
konulabildigi ve bu probun CEP problari ile beraber kullaniminin FISH

yonteminin duyarliligin1 anlamli sekilde arttirdig: izlenmistir.

. FISH ile elde edilen verileri degerlendirmede denenen kombine anomali
kriterlerleri karsilastirildiginda, hesaplanan kesim noktalarina uyuldugu

taktirde, her ii¢ “CEP poliploidisi-9p21 kayb1” kombinasyonunun esit
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giivenilirlikte oldugu goriilmiistiir. Ulasilan ideal kesim noktalari, firma
Onerisinden daha diisiik bulunmus, ancak bu degerler ile elde edilen
duyarhilik ve seciciligin, daha yiiksek olan orijinal (UroVysion kiti tani
kriteri) kesim noktalarinda elde edilen duyarlilik ve segicilik ile esdeger
oldugu gozlenmistir. Bu nedenle, genis bir seride kapsamli bir arastirma
sonucunda saptanmis olan orijinal kesim noktalarinin degistirilmeden

kullanilmasinin uygun ve giivenilir oldugu sonucuna varilmstir.

FISH boyal1 preparatlarin incelenmesinde karsilastirilan sayma ve tarama
yontemleri arasinda anlamli fark bulunmamigtir. Ancak, tarama
yonteminde hiicrelerin niikleer morfolojilerinin de degerlendirmeye
alintyor ve preparatin tamaminin inceleniyor olmasi, patolog ve

sitologlarin bu yonteme daha fazla giiven duyacagini diistindiirmektedir.

Arastirmamizdan elde edilen veriler, FISH yonteminin mesane {iirotelyal
karsinomlarinin progresyonu veya rekiirrensi ile iligkisini belirlemek i¢in
yeterli olmamistir. Daha biiyiik bir hasta grubunun, daha uzun siire ile

takip edilmesi gerekmektedir.

Bugiine dek daha ¢ok spontan idrar Orneklerinde denenmis olan ¢ok
problu cok renkli FISH yonteminin, mesane yikama sivilarinda da
giivenilir oldugu goriilmiistiir. Ozellikle klinik ve patolojik agidan tanisi
onemli glgcliikler gosteren st iiriner sistem karsinomlarinin

saptanmasinda bu yontemin ¢ok etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Maliyeti, gerektirdigi laboratuar altyapisi ve hazirlik islemlerinin goéreceli
olarak uzun ve zahmetli olmasi, mesane iirotelyal karsinomlari i¢in FISH
yonteminin rutin tarama testi olarak kullanilmasimi giiclestiren

dezavantajlaridir.

Sonu¢ olarak, ¢ok problu ¢ok renkli FISH yontemi, {rotelial
karsinomlarin tanist ve izleminde idrar sitolojisinden daha {istiin, yiiksek

duyarlilik ve secicilige sahip , glivenilir bir tan1 yontemidir.
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Ek 3. Arastirmaya dahil edilen hastalar. PUNLMP:Diisiik malignite potansiyelli papiller iirotelial

neoplazi. Ca:Karsinom

Denek Yas Cinsiyet Sistoskopi Sitoloji UroVysion Patoloji Klinik Grup
K1 62 Erkek Benign Benign Benign Benign Benign Kontrol
K2 41 Erkek Benign Benign Benign Benign Benign Kontrol
K3 34 Kadin Benign Benign Benign Benign Benign Kontrol
K4 55 Erkek Benign Benign Benign Benign Benign Kontrol
K5 29 Kadin Benign Benign Benign Yok Benign Kontrol
Ké 44 Erkek Benign Atipik Benign Benign Benign Kontrol
K7 42 Erkek Benign Atipik Benign Benign Benign Kontrol
K8 47 Erkek Benign Benign Benign Yok Benign Kontrol
K9 46 Erkek Benign Atipik Benign Yok Benign Kontrol
K10 34 Erkek Benign Atipik Benign Yok Benign Kontrol
K11 52 Erkek Benign Benign Benign Yok Benign Kontrol
K12 32 Kadin Benign Benign Benign Yok Benign Kontrol
K13 47 Erkek Benign Benign Benign Yok Benign Kontrol
K14 39 Erkek Benign Benign Benign Yok Benign Kontrol
K15 57 Kadin Benign Benign Benign Yok Benign Kontrol
K16 56 Erkek Benign Benign Benign Yok Benign Kontrol
K17 59 Erkek Benign Benign Benign Yok Benign Kontrol
K18 44 Erkek Benign Benign Benign Yok Benign Kontrol
K19 47 Erkek Benign Atipik Benign Yok Benign Kontrol
K20 27 Erkek Benign Benign Benign Yok Benign Kontrol
K21 55 Erkek Benign Benign Benign Yok Benign Kontrol
K22 29 Erkek Benign Benign Benign Yok Benign Kontrol
H1 47 Kadin Malign malign Malign Invaziv, Yiiksek Dereceli ilk tani Neoplazi
H2 76 Erkek Malign atipik Malign invaziv, Yiiksek Dereceli ilk tani Neoplazi
H3 62 Erkek Malign malign Malign invaziv, Diigiik Dereceli ilk tani Neoplazi
H4 65 Erkek Benign malign Malign invaziv, Yiiksek Dereceli Ureter tm, ilk tani Neoplazi
H5 53 Erkek Malign malign Malign Invaziv, Yiiksek Dereceli rekiirrens Neoplazi
H6 66 Erkek Malign Benign Malign Noninvaziv, Disik Dereceli rekirrens Neoplazi
H7 51 Erkek Malign atipik Malign Noninvaziv, Disiik Dereceli rekiirrens Neoplazi
H8 64 Erkek Malign Benign Malign Noninvaziv, Disiik Dereceli ilk tani Neoplazi
H9 78 Erkek Malign Benign Malign Noninvaziv,YUksek Dereceli reklirrens Neoplazi
H10 74 Erkek Malign malign Malign Noninvaziv,YUlksek Dereceli renal pelvis tm, ilk tani Neoplazi
H11 57 Erkek Malign atipik Malign Noninvaziv, Disiik Dereceli ilk tani Neoplazi
H12 70 Erkek Malign malign Malign invaziv, Yiiksek Dereceli rekirrens Neoplazi
H13 50 Erkek Malign malign Malign Invaziv, Yiiksek Dereceli ilk tani Neoplazi
H14 58 Erkek Malign Benign Malign Noninvaziv, Disiik Dereceli ilk tani Neoplazi
H15 71 Erkek Malign Atipik Benign Noninvaziv, Dislik Dereceli ilk tani Neoplazi
H16 60 Erkek Malign Atipik Malign invaziv, Yiiksek Dereceli rekirrens Neoplazi
H17 62 Erkek Malign Benign Benign PUNLMP ilk tani Neoplazi
H18 45 Erkek Benign Benign Benign PUNLMP reklrrens Neoplazi
1 75 Erkek Benign atipik Benign Benign Mesane Ca siiphesi izlem
12 7 Erkek Benign atipik, Benign Benign Mesane Ca siphesi izlem
13 83 Erkek Benign Atipik, Supheli Yok Izlemde mesane Ca Izlem
14 58 Erkek Benign Benign Malign Yok izlemde mesane Ca izlem
15 56 Erkek Benign Benign Benign Yok Izlemde mesane Ca izlem
16 52 Erkek Benign Benign Benign Yok izlemde mesane Ca izlem
17 63 Erkek Benign Benign Benign Yok Izlemde mesane Ca izlem
18 52 Erkek Malign malign Benign Benign izlemde mesane Ca izlem
19 67 Erkek Malign atipik Benign Hiperplazi Izlemde mesane Ca izlem
110 49 Erkek Malign Benign Benign Hiperplazi izlemde mesane Ca izlem
111 68 Erkek Malign Benign Benign Benign Izlemde mesane Ca izlem
N1 58 Erkek Yok Benign Non diagnostik PUNLMP izlemde mesane Ca Non diagnostik
N2 73 Erkek Malign Yiksek Dereceli Non diagnostik Invaziv, Yiiksek Dereceli Mesane Ca siiphesi Non diagnostik
N3 40 Erkek Yok Dustk Dereceli Non diagnostik Benign Mesane Ca siphesi Non diagnostik




