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GIRIS VE AMAC

Uriner sistem tiimorleri her yil yaklasik 260.000 yeni vaka ile diinyada genel insan
kanser yiikiine dnemli katkida bulunmaktadir. Mesane kanserinin erken teshis ve tedavisindeki
ilerlemeler sayesinde bes yillik sag kalim oranlar1 % 60-80’lere ulagmakta ve mesane
tiimdrlerinde prognoz iyilesmektedir. Mesane kanseri i¢in birkag bilinen risk faktorii olsa da
en onemlileri sigara kullanim1 ve aromatik aminlere mesleki maruziyettir (1).

Birgok arastirmaci, noninvaziv timorlii hastalar, lamina propria ile sinirli timori olan
hastalar ve kas invazyonu olan hastalar arasinda istatistiksel olarak hastaligin ilerlemesi ve
sagkalim agisindan 6nemli farklar oldugunu gostermistir. Noninvaziv tiimorlii ya da sadece
lamina propria invazyonu olan hastalar, progresyon agisindan yiiksek risk kategorisine giren
baska patolojik veya klinik o6zelliklere sahip olmadik¢a, transiiretral rezeksiyon (TUR) ve
muhtemelen intravezikal kemoterapi ile tedavi edilir. Muskularis propria veya otesine invaze
tiimorlii hastalar (en azindan T2 lezyonlar), neoadjuvan kemoterapi ile siklikla tedavi edilseler
de yaygm olarak radikal sistektomi olmak iizere daha agresif tedaviler i¢in adaydirlar. Bu
nedenle, uzman patologun biyopsi Ornegindeki invazyon derinligini degerlendirmede g¢ok
dikkatli olmasi gerekir (2).

Cogu trotelyal kanser, lamina propria veya muskularis propriaya invazyon yapma
yetenegine sahip degildir. Ancak yapabilen tiimorler, klinik sonuglarda ve molekiiler profillerde
kayda deger bir ¢esitlilik gosterebilir. Molekiiler ¢calismalarin ortaya koydugu verilerle mevcut
perioperatif tedavi yanitini tahmin etmek ve yeni secenekler gelistirmek son donemde
aragtirmalarin ilgi odagidir. Mesane tiimorlerinin radikal cerrahi Oncesi diyagnostik amagl

transiiretral rezeksiyonu (TUR-T) ile elde edilen 6rnekler, mesane tiimor biyolojisini anlamak,



hem cerrahi hem de neoadjuvan tedavi ile ilgili hasta kararlarin1 belirlemek i¢cin molekiiler
profil olusturmaya olanak saglar (3).

Yeni nesil dizileme yontemi mesane kanseri patogenezi ve heterojenitesini daha iyi
anlamaya yarayan ve kanser biyolojisine yeni bakis agilar1 getiren 6nemli bilgiler saglamistir.
Urotelyal karsinom diger solid organ tiimérlerine kiyasla somatik mutasyolarla daha siki iliski
icerisindedir. Bunlara ¢oklu sinyal yolaklar1 Tiimor Proteini 53 (TP53) ve Retinoblastom 1
(RB1) geni gibi hiicre siklus diizenleyicileri Reseptor Tirozin Kinaz(RTK) /RAS onkojen
homolog geni (RAS)/ Rappidly accelerating fibrosarcoma (RAF) yolagi ve Fosfatidilinozitol-
4,5-bisfosfat 3-kinaz (P13K) /Protein Kinaz B (AKT)/ Rapamisin memeli hedefi (mnTOR)
yolaklart da dahildir (4).

Yapilan caligmalarda kasa invaziv olan ve olmayan mesane kanserleri arasinda
molekiiler ve immunohistokimyasal olarak belirgin farkliliklar oldugu ortaya konmustur. Buna
gore kasa invaziv olmayan mesane kanserlerinin gelisim asamalar1 iki yolak {izerinden
olmaktadir. Bu iki yolagin ortak gosterdikleri mutasyon, normal iirotelyal epitelden hiperplazi
ve ya displazi gelisimine yol agan kromozom 9 delesyonudur. Urotelyal hiperplazi ve daha
sonra kanser gelisimini tetikleyenler Fibroblast benzeri biiylime faktorii reseptorii 3 (FGFR-3),
Harvey-Ras (HRAS) ve Fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat 3-kinaz katalitik subunit alfa (PIK3CA)
mutasyonlar1 iken displazi ve daha sonra T1 evre kanser gelisimini tetikleyen p53 mutasyonu
ile ve Rb gen kaybidir (5).

Kasa invaziv mesane kanserleri hakkinda ise arastirmalar nispeten daha fazladir. Temel
olarak ‘luminal’ ve ‘luminal olmayan’ olmak tizere iki alt grup olusturmak miimkiin olmustur.
Bu gruplar arasinda immunohistokimyasal olarak luminal grup Keratin (KRT) 20, GATA-
binding protein 3 (GATAS3) ve Forkhead box protein A1 (FOXAL) antikorlariyla genellikle
pozitif reaksiyon verirken, luminal olmayan grup KRT5.6, KRT14 antikorlariyla genellikle
pozitif reaksiyon vermektedir (5).

Luminal alt tip kendi igerisinde Luminal-papiller, Luminal-infiltratif, Luminal olmak
tizere 3 alt gruba ayrilir. Ve her bir alt grubun kendine 6zgii sik goriilen mutasyonlari ile hedefe
yonelik tedavi onerileri mevcuttur. Luminal olmayan alt grupta ise basal-skuamoz ve néronal
olmak iizere 2 alt grup bulunmaktadir (6).

Glinlimiizde ileri evre veya metastatik hastaliklarda birinci tercih olarak uygulanan
platin bazli kemoterapi etkinliginin diisiik olmasindan dolay1r hedefe yonelik yeni tedavi
metodlarina ihtiyag dogmustur. Yapilan c¢alismalarda Luminal-papiller alt tip i¢in erken

donemde FGFR-3 inhibitor tedavileri ve neoadjuvan kemoterapi olmaksizin sistektomi



oOnerilirken, Basal-skuamoz alt grubunun kemoterapi duyarliligr yiiksek olarak bulunmustur.
Luminal-infiltratif tipe ise immiinoterapi segenegi onerilmistir (5, 7).

Bu literatiir bilgilerinden hareketle, giincel yaklasimda bir¢ok tiimorde mutasyon analizi
ve genetik profil (meme,akciger, kolon basta olmak iizere) bakilarak olusturulan hedefe yonelik
tedavi yaklagimlari 6nem kazanmaktadir. Bu amagla kasa invaziv mesane kanserlerinde
sistektomi Oncesi TUR materyallerinden yapilacak molekiiler ve immunohistokimyasal
calismalarla tiimordeki mutasyon durumlar1 ve ekspresyon seviyelerini incelemek, bu bilgileri
neoadjuvan kemoterapi aldiktan sonraki sistektomi materyallerindeki tiimorler ile kiyaslamak
ve elde edecegimiz bulgulari hastalarin prognoz verileriyle iligkilendirerek hasta klinik

yonetimi ve tedavi secenekleri konusunda klinik fayda saglamak amacindayiz.



GENEL BIiLGILER

ANATOMI

Mesane, bobreklerde siiziilen iireterler araciligiyla iletilen idrari bir siire i¢in icerisinde
barindiran daha sonra disariya atilmasina yardimci olan kas ve zar yapida bir kesedir (8).

Yetigskin bir insanda bos bir kese pelvis mindr iginde, symphysis pubicanin hemen
arkasinda yerlesmistir. Os pubis ile mesaneyi ayiran bosluga spatium retropubicum ismi verilir.
Kese idrar ile doldukga seviyesi pelvis major’a dogru yiikselir ve tam dolu halde umblikus
seviyesine ¢ikabilir. Bebeklerde kese bos olsa bile abdomende yer alir. 6 yas dolaylarinda pelvis
major igine, puberte sonrasinda ise de yetiskindeki yeri olan pelvis minor’a iner (9, 10).

Mesane iiggen bir piramit seklinde diisiiniilebilir. Bu piramidin 6nde ve yukarida bir
tepesi vardir (Apex vesicae). Tabani arkada ve altta yerlesir (Fundus vesicae ya da Fascies
posterior). Bir st yiiz (Facies superior), iki adet alt-yan yiiz (Faciei inferolaterales) bir de
mesane boynunu (Cervix vesicae) barindirmaktadir (8, 9).

Mesane, siiperior ve posterior cephelerinden periton ile Ortiiliidiir. Mesane siiperior
kismi erkeklerde sigmoid kolon ve ince barsak kivrimlari ile iligki igerisindeyken, kadinlarda
mesane siiperioru uterus ve ince barsak kivrimlar ile iligkilidir. Mesane boynu erkeklerde
prostatla iliskili olarak yerlesim gosterirken kadinlarda tirogenital siniistin kalintisidir (9, 11).

Uggen piramit seklinde tasvir edilen mesanenin taban kismi olan fundus vesicae erkekte
rektum ile komsudur. Aralarinda ise fascia retrovesicalis, vesicula seminalis ve duktus
deferensin ampullas: yer alir. Kadinlarda ise uterin serviks ve vaginanin iist kismi ile komsudur
(8).

Mesanede sadece cervix vesicae adli boyun kismi baglar araciligiyla komsu doku ve

organlara tutunmustur. Diger kisimlari mesanenin dolu ve bos pozisyonlarindaki hareketine



engel olmamak adina gevsek bir bag dokusu olan seroza igerisinde yer alir. Kadinlarda mesane
boynu ligamentum pubovesicale araciligiyla pubis alt kismina baglanir. Erkeklerde ise bu bag
prostati tutar. Ciinkii mesane boynu prostat iizerine oturmaktadir. Bu yapiya ligamentum
puboprostaticum adi verilir. Mesane boynu arkadan ise ligamentum rectovesicale ve
ligamentum rectovesicalis adli bag ve diiz kaslar araciligiyla rektumun yanlarina baglanir (9).

Mesanenin kanlanmasi, a.vesicalis superior ve inferior adli arterler araciligiyla
gerceklesir. Bu arterler a.iliaca internanin dallaridir. Ayrica a.obturatoria ve a.glutea inferior;
ve ayrica kadinlarda a.vaginalis ve a.uterina da verdikleri ince dallarla mesanenin
kanlanmasina katkida bulunurlar. Mesanenin vendz drenaji  pleksus venosus vesicalis
araciligiyla gerceklesir. Bu pleksus daha sonra v.iliaca internaya drene olur. Mesanenin iist
kisim lenf damalar1 nodi lympatici iliaci externiye, alt kisim lenf damarlari ise nodi lympatici
iliaci interniye agilir. Kese boynu ¢evresindeki bir kisim lenfatik ise nodi lympatici sacrales ve
nodi lympatici iliaci communes’e agilir (8, 9, 11).

Mesaneye parasempatik uyariyi tasiyan lifler nn.splanchnici pelvini vasitasiyla sakral
2,3 ve 4 parasempatik merkezlerden cikar. Bu liflerden gelen uyarilar m.detrusor vesicae’y1
kasip m.sphinchter vesicae'y1 gevsetir. Boylece idrar liretraya iletilmis olur. Sempatik uyarilar
medulla spinalisin 11. ve 12. torakal, 1. ve 2. lumbal segmentlerinden kdken alir. Bu uyarilar
parasempatik uyarinin aksi yonde etki yaparak mesane kaslarini gevsetip, sfinkter kasini

uyararak kasilmasina sebep olur (8).

HISTOLOJI

Kese seklinde bir organ olan mesanede kesenin i¢ yiiziinden dis yiiziine dogru iirotelyum
(daha Onceden transizyonel epitel olarak bilinen), lamina propria, muskularis propria, ve
adventisya tabakalar1 bulunur. Bu tabakalar renal pelvis ve iireter histolojisinde de benzerlik

gosterir (10).

Urotelyum

Altinda bulunan lamina propriadan bir bazal membran ile ayrilir. Kese i¢ ylizeyini
doseyen tabakadir. Urotelyumu olusturan 3 hiicre tipi mevcuttur. Bazal hiicreler bazal
membranin lizerine otururlar. Kiiciik ve kiiboid sekillidirler ve dolu mesanede
goriinmeyebilirler. Intermediate hiicreler {irotelyum kalmligmin biiyiik kismini olustururlar ve
siklikla niikleer ¢entiklenme gosterirler. Ayrica bu hiicreler belli bir kutupsal diizlemde dizilim
gosterirler. Ugiincii hiicre tipi ise genis eozinofilik sitoplazmalar1 bulunan semsiye hiicreleridir.

Bu hiicreler multiniikleasyon gosterebilirler (11, 12).
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Urotelyum kalinlig1, mesanenin dolu veya bos olma durumuna gére farklilik arz eder.
Dolu bir mesanede kalinlik 2-3 hiicre kalinlig1 kadar iken bos (kasili) bir mesanede bu 3-6
hiicreye kadar ¢ikabilir. Rutin pratikte ise bu kalinlik sadece doluluk oraniyla iligkili olmayip
incelenen kesitin hangi planda kesildigiyle de alakalidir. Basal membrana tanjansiyel yapilan
bir kesitte lirotelyum kalinlig1 hatali olarak normalden fazla goriinebilir. Bu sebepten 6tiirii
neoplastik lezyon degerlendirmesinde iirotelyum kalinligi tek basina dikkate alinacak bir
ozellik degildir (10, 11).

Urotelyal hiicreler KRT7, p63 ve CD44 immiinreaktivitesi gosterirler (11).

Lamina Propria

Urotelyumun altinda yer alan gevsek bag dokusundan olusmus tabakadir. Bu tabakada
orta boylu damarlar, lenfatik ve sinir yapilar1 yer almaktadir. Ayrica her zaman gériilmemekle
birlikte muskularis mukoza da bulunabilir. Muskularis mukoza ince kas demetleri ve devamlilik
gostermeyen kas liflerinden ibarettir. Muskularis propriada bulunan kalin kaslardan ayirt
edilmeleri gereklidir. Bulundugu durumlarda muskularis mukoza tabakasi damar yapilariyla
yakin iligki icerisinde yer almaktadir. Adipdz dokular zaman zaman bu tabakada veya
muskularis propria tabakasinda izlenebilir. Bunlarin da perivezikal yagh dokudan ayrimlar
yapilmalidir. Inflamatuar hiicreler de siklikla lamina propria tabakasinda gdzlenebilirler (10-
12).

Muskularis Propria

Klinik olarak, detrusor mesane ismiyle de anilan bu tabaka kalin kas demetlerini ve
bunlar arasindaki az miktarda bag dokuyu icerir. Kese seklindeki mesanenin esas destek
yapisini da olusturan tabakadir (11).

Muskularis propria kas demetlerinin igte ve dista longitudinal, santralde ise sirkiiler kas
liflerinden olustugu sdylense de, bu demetlerin ayrimi ancak mesanenin boyun kisminda
yapilabilmektedir. Bu tabaka matiir yag dokusu icerebilir ve bu perivezikal yag dokusu ile
karistirtlmamalidir. Aksi taktirde tlimoral vakalarda invazyon derinligi karar verilirken hataya
sebep olabilir (10).

Mesanenin boyun ve trigon kisimlarina ilerlendik¢e lamina propria kalinlig1 azalir ve
muskularis propria kas demetleri daha yiizeyel kisimlarda goriilmeye baslar. Yiizeyelde

yerlesim gosteren kas demetleri derindekilere gore daha disorganize olma egilimindedir (12).



Adventisya
Mesanenin en dista bulunan tabakasi olup esas olarak matiir adipdz dokudan olusur.

Dagnik yerlesimli kan damarlar1 ve sinir yapilar1 adip6z dokuya eslik eder (11).

Histolojik olarak yukarida bahsedilen katmanlardan olusan mesanede iirotelyal epitelde
basta skuamoz metaplazi, glandiiler metaplazi (sistitis glandiilaris) ve sistitis glandiilaris
zemininde intestinal metaplazi olmak {lizere metaplastik degisiklikler gozlenebilir (12).

Ayrica sik goriilen bir varyasyon Von Brunn adalaridir. Bu adalar iirotelyal epitelin
lamina propriaya yaptigi uzantilardan ibarettir. Bazen bu selim goriinimli adalar yiizey
epiteliyle baglantisini kaybeder. Yiizeyle iligkisi kalmayan adalar hiicre debrileri, miisin ile dolu
kistler seklini alirlar. Bu adalara sistitis sistika ad1 verilmistir. Baz1 durumlarda da bu kistleri
cevreleyen kiibik ya da iirotelyal epitel metaplaziye ugrar ve kolumnar bir sekil alabilir. Miisin

salgist tiretimi de miimkiindiir. Bu duruma sistitis glandiilaris ad1 verilir (10).

MESANE TUMORLERI

Siniflama

Mesane tiimorlerinin histolojik siniflamasi Tablo 1’de gosterilmistir. Bu tablo Diinya
Saglik Orgiitiiniin iiriner trakt tiimorlerini barindiran giincel smiflamasi baz alinarak
olusturulmustur. Mesane tiimorleri baslica iirotelyal tiimorler, skuamoz hiicreli neoplaziler,
glandiiler neoplaziler, urachal karsinomlar, miillerian tip tiimdrler, néroendokrin tiimorler,
melanositik tiimdrler, mezenkimal tlimorler, tirotelyal traktin hematopoetik ve lenfoid tiimorleri
ve diger kategorisi altinda yer alan tiimorlerden olusmaktadir (13).

Urotelyal tiimorler kendi igerisinde infiltratif ve noninvaziv olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. Non invaziv grup icerisinde iirotelyal karsinoma in situ, diisiikk dereceli non-
invaziv papiller iirotelyal karsinom, yiikksek dereceli noninvaziv papiller iirotelyal karsinom,
diisiik malignite potansiyelli papiller iirotelyal neoplazm, iirotelyal papillom, inverted iirotelyal
papillom, malignite potansiyeli belirsiz iirotelyal neoplazm ve {irotelyal displazi de yer

almaktadir (13, 14).



Tablo 1 Urotelyal Trakt Tiimérlerinin Simiflamas1 (DSO 2016) (13)

1. Urotelyal Tiimérler

A. Infiltratif Urotelyal Karsinom

Al. Yuva yapan, biiylik yuvalar dahil

A2. Mikrokistik

A3. Mikropapiller

A4. Lenfoepitelyoma benzeri

AS. Plazmositoid /tagh yliziik hiicreli/ diffiiz

AB6. Sarkomatoid

A7. Dev hiicreli

A8. Az diferansiye

A9. Lipidden zengin

A10. Berrak hiicreli

B. Noninvaziv Urotelyal Lezyonlar

B1. Urotelyal Karsinoma In Situ

B2. Noninvaziv papiller lirotelyal karsinom, diigiik dereceli

B3. Noninvaziv papiller iirotelyal karsinom, yiiksek dereceli

B4. Diisiik malignite potansiyelli papiller iirotelyal neoplazm

BS5. Urotelyal papillom

B6. Inverted iirotelyal papillom

B7. Malignite potansiyeli belirsiz iirotelyal proliferasyon

B8. Urotelyal displazi

2. Skuamdz Hiicreli Neoplaziler
e Piir skuamoz hiicreli karsinom
e Verriikdz karsinom
e Skuamoz hiicreli papillom

3. Glandiiler Neoplaziler

A. Adenokarsinom

e NOS

e Enterik
e Miisindz
e Mikst

B. Villoz adenom

&

Urakal Karsinom

5. Miillerian Tip Tiimdrler
e Berrak hiicreli karsinom
e Endometrioid karsinom

6. Noroendokrin Tiimdrler
e Kiigiik hiicreli néroendokrin karsinom
e Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom
e lyi diferansiye noroendokrin karsinom
e Paraganglioma

7. Melanositik Timorler
e Malign melanom
e Neviis
e Melanozis




Tablo 1 (devami) Urotelyal Trakt Tiimérlerinin Simflamas1 (DSO 2016) (13)

Mezenkimal Tiimorler
Rabdomyosarkom
Anjiosarkom
Leiyomyosarkom
Inflamatuar myofibroblastik tiimor
Perivaskiiler epiteloid hiicreli timor

e Malign

e Benign
F. Soliter fibroz tiimor
G. Leiyomyom
H. Hemanjiom
I. Graniiler hiicreli timor
I. Norofibrom
9. Urogenital Traktin Hematopoetik ve Lenfoid Tiimérleri
10. Diger Tiimorler
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Insidans ve Epidemiyoloji

Amerikada her y1l 72.000 yeni mesane kanseri tanis1 verilmekte ve bu kisilerin 15.000
kadar1 hastalik sebebiyle hayatin1 kaybetmektedir. Hastalarin %75 kadari tani1 aninda non
invaziv hastalik asamasinda ya da sadece lamina propriaya invazyon yapmis hastalik
durumundadirlar. Hastalarin %20 kadar1 muskularis propriaya invazyon yapmis ve %5lik kismi
da metastatik hastalik siirecindedir. Hastalik erkeklerde kadinlara oranla 3-4 kat daha sik
goriilmektedir. Mesane kanseri insidanst yasanilan iilkeye, sehre ve mahalleye gore bile
degiskenlik gosterebilir. Bunun sebebi varos mahalleleri ile zengin mahallelerinde oturan
kisiler arasindaki mesleki, sosyal, cevresel ve diyetsel faktorlerin farkliliklar gosterecegidir.
Boya endiistrisinde calisan kisilerde artmis mesane kanseri riski bulunmaktadir. Naftilamin,
benzidin ve bifeniller gibi maddelerin mesane kanseri gelisimine yol actiklar1 tanimlanmastir.
Sigara kullaniminin da mesane kanseri riskini arttirdig1 genel olarak kabul edilen bir durumdur.
Ancak bu artmis risk puro ve pipo icenlerde goriilmez, bu da inhalasyonun temel etken
oldugunu diistindiirmektedir (2).

Schistosomia hematobium adli trematodun mesanede hem {irotelyal hem de skuamoz

hiicreli karsinom gelisiminde rolii oldugu bilinmektedir (14).



UROTELYAL TUMORLER

Mesane tiimorlerinin %80-90 kadarini olusturan ve mesanenin en sik goriilen
tiimorleridir. Adenokarsinom ve skuamoz hiicreli karsinom gibi diger tiimor tiplerine ¢ok daha
az oranda rastlanmaktadir. Tan1 aninda hastalarin %70 kadar1 non invaziv ya da erken invaziv
(sadece lamina propria invazyonu mevcut) durumdadir ve bu tip hastalar rekiirrens gelistirmeye
meyillidir (13).

Etiyoloji

Urotelyal tiimér etiyolojisinde genetik ve cevresel faktdrlerin birlesimi s6z konusudur.
Sigara kullanim1 ve arilaminler riski arttiran ¢evresel faktorlerdendir. Arsenik, fenasetin gibi
maddeler de mesane kanseri etiyolojisinde yer almaktadir. Lynch sendromu ve herediter
retinoblastom gibi kalitimsal hastaliklar da iirotelyal karsinom gelisim sebepleri arasinda yer
almaktadir. Schistosomia enfeksiyonu ve radyasyon maruziyeti diger etiyolojik faktorlerdir (2,

13, 14).

Klinik Bulgular
Agrisiz gross hematiiri en sik goriilen bulgu olsa da spesifik olmayan iiriner sistem
semptomlar1 (acil idrara ¢ikma istegi, disiiri, noktiiri gibi) da goriilebilir. Ayrica tiimdriin

boyutu ve evresine bagli olan semptomlar da karsimiza ¢ikabilir (11, 13).

Infiltratif Urotelyal Karsinom

Uriner traktin en sik goriilen malignitesidir. Invaziv ya da infiltratif tanimi1 basal
membrant invaze etmis tiimorler i¢in kullanilmaktadir. Kullanimi tavsiye edilmemekle birlikte
diger ad1 da Transizyonel hiicreli karsinomdur. Tiimdr etiyolojisi ve tlimoriin ortaya ¢ikardigi
Klinik bulgular diger tirotelyal karsinomlarla benzerlik gostermektedir (2, 13).

Tani i¢in en uygun yontem sistoskopi, anestezi esliginde bimanuel inceleme ve
TUR/biyopsidir. Bunun disinda transabdominal sonografinin sensitivitesi diistiktiir. BT ve MR
goriintiileme yontemlerinin ise etkinlikleri sistoskopi ve biyopsinin yerini alacak diizeyde iyi
degildir (13).

Tiimoriin yayilimi ve evrelenmesi i¢in en onemli kriter invazyon derinligidir. Aymni
zamanda bu kriter prognoz i¢in de en onemli kriterdir. Bunun yaninda prognoz tayini i¢in

multifokalite, in situ lezyon varligi, tiimdr boyutu ve grade gibi bazi kriterler de belirlenmistir

).
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Biyopsi incelemesi yapilirken, biyopsinin hangi tabakalar1 icerdigi raporda
belirtilmelidir (lamina propria, muskularis propria). Ideal yeterlilikte bir biyopside tiimér net
olarak goriilebilmeli ve muskularis propriaya kadar olan tabakalar bulunmalidir. Sistoskopi
sirasinda lamina propria invazyonu bulunan hastalarin 5 yillik sag kalim oranlart %75in
tizerindeyken, bu oran muskularis propria ve perivezikal yag doku invazyonu olan hastalarda
strasiyla %50 ve %20’ ye diismektedir. Tiimor konfigiirasyonu da biyopsi incelemesi yapilirken
raporda belirtilmesi gereken bir noktadir. Papiller tiimorler daha diisiik dereceli olma ve daha
az agresif olma egilimdeyken, nodiiler (sesil) olan tiimorler daha agresif davranis ile iliskilidir.
Kiigiik damar invazyonu yine dikkat edilmesi sart olan baska bir kriterdir (2, 13).

Urotelyal tiimérlerde patolojik evreleme Tablo 2 de gosterilmistir.

Tablo 2. Mesane iirotelyal tiimorlerinde evreleme (15)

Primer Tiimor: pT

e Tx : Primer tiimor degerlendirilemedi

e TO: Primer tiimdr kanit1 yok

e Ta: Noninvaziv papiller karsinom

e Tis: Urotelyal karsinoma in situ

e T1: Lamina propriaya invaze

e T2a: Muskularis proprianin i¢ yarisina invaze

e T2b: Muskularis proprianin dis yarisina invaze

e T3a: Mikroskobik olarak perivezikal yag dokuya invaze

e T3b: Makroskopik olarak perivezikal yag dokuya invaze

e T4a: Prostatik stroma, seminal vezikiil, uterus veya vaginaya direkt invazyon

e T4b: Pelvik duvara ya da batin duvarina direkt invazyon

Bolgesel Lenf Nodlari: pN

e NXx: Lenf nodu degerlendirilemedi

e No: Bolgesel lenf nodu metastaz1 yok

e NL1: Gergek pelvik lenf nodunda (perivezikal, obturator, internal, eksternal veya sakral)
tek bir metastaz

e N2: Gergek pelvik lenf nodunda (perivezikal, obturator, internal, eksternal veya sakral)
birden fazla metastaz

e N3: Kommon iliak lenf nodunda metastaz

Uzak Metastaz: pM

e Mla: Bolgesel olmayan lenf noduna metastaz (kaval, aortik, inguinal)

e Mib: Lenf nodu olmayan baskaca uzak bolgeye metastaz
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Invaziv iirotelyal karsinomlar makroskopik olarak tek ya da ¢ok odakli, papiller,
polipoid ya da diiz gériiniimlii olabilirler. Ulsere gériiniimlii bir infiltrasyon da olasidir. Ayrica
in situ karsinom alanlar1 mukozada eritematoz bolgeler seklinde izlenebilirler (13).

Histolojik olarak ise ¢esitli varyantlara da sahip olabilece§inden hetereojen bir goriintii
verirler. Tipik iirotelyal karsinom hiicrelerinden olusan tiimorler genellikle bu hiicrelerin
olusturdugu diizensiz dagilimli adalar seklinde ve ya diizensiz tek hiicre infiltrasyonlari
seklinde goriiniir. Zaman zaman retraksiyon artefakti izlenebilir. Stromada ise tiimore karsi
inflamatuar, desmoplastik, miksoid ve fibrotik yanitlar meydana gelebilir. Klasik goriintliniin
yaninda bir¢ok histolojik iirotelyal karsinom varyantlari mevcuttur (11, 14).

Yuva yapan (biiyiik yuvalar dahil) varyant; bu histolojik varyantta hiicreler sitolojik
olarak daha az atipi bulgusu igerir. Bu varyasyon aynmi zamanda tubul, genis yuvalar ve
mikrokistik yapilari da igerebilir. Stroma tipik olarak miksoid ancak bazi durumlarda fibrotik
olabilir. Von Brunn adalariyla nadir de olsa karisabilir. Ayrimlarinda bu varyanttaki
karsinomlarin Von Brunn adalarina gore ¢ok daha diizensiz yerlesimleri en 6nemli kriterdir (13,
14).

Mikrokistik varyant; benign goriiniime sahip olabildiginden 6tiirii karistirilmaya miisait
alt tiplerden biridir. Urotelyal hiicrelerin ¢evreledigi 1-2 mm c¢apli mikrokistler bulunmaktadir.
Kistlerin liimen ig¢lerinde sekresyonlar ya da mikrokalsifikasyonlar goriilebilir. Genellikle
belirgin bir stromal yanit gelismez. Immunohistokimyasal olarak S100, GATA3, KRT7,
KRT20, p63 ve yiiksek molekiiler agirlikli keratinler ile pozitif reaksiyon verirler. Ayirici tanida
glandiiler diferansiyasyon gosteren iirotelyal karsinom, nefrojenik adenom, sistitis sistika ve
sistitis glandiilaris g6z 6nlinde bulundurulmalidir (13, 16).

Mikropapiller varyant; ovarian serdz karsinomu andiran, yuva ve ya agregat seklindeki
hiicre gruplarimin vaskiiler invazyon yaparmisgasina bir boslugu dosedikleri paterndir. Birden
fazla agregat ya da yuvalanmig hiicre grubunun tek boslugu dosemesi tipiktir. Ayrica hiicre
gruplar bir fibrovaskiiler kor etrafinda dizilmis degildir. Benign gériiniimlerine ragmen yiiksek
dereceli olma ve lenfatik damar invazyonu yapma egilimine sahiptirler. Immunohistokimyasal
olarak EMA, KRT7 ve KRT20 ile pozitif reaksiyon verirler (14, 16).

Lenfoepitelyoma benzeri varyant; nazofarinkste bulunan lenfoepitelyomaya benzer bir
varyanttir. Timor hiicreleri bir inflamatuar yanitin igerisinde kamufle olmus vaziyette
bulunabilirler bu da tanmida giigliige yol acabilir. Piir olabilecekleri gibi klasik iirotelyal
karsinomun yaninda da goriilebilirler. Tiimor hiicreleri sinsityal sekilde goriiliir. Kordonlar,

tabakalar ve yuvalar olusturabilirler. Biiyiikk pleomorfik niikleuslar1 ve belirgin niikleolleri
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vardir. Sitoplazma sinirlart genellikle belirsizdir. Bas boyun bdlgesindeki karsinomlarin aksine
bu varyantin Epstein Barr Virus (EBV) ile iligkisi olmadig1 bildirilmistir

Plazmositoid/ Tasl yiiziik hiicreli/ Diffiiz varyant; nadir goriilen bir varyanttir.
Plazmositoid veya tash yliziik benzeri hiicrelerin gevsek ve ya miksoid bir stroma igerisinde
infiltrasyon olusturduklar1 bir alt tiptir. Memedeki invaziv lobiiler karsinomla ve ya midedeki
zaylf koheziv karsinomla benzerlik gosterirler. Hiicre sitoplazmalar1 genelde eozinofilik
olmakla birlikte berrak da olabilir, niikleuslar ise santral veya ekzantrik yerlesimlidir. Tasl
yiizilk hiicreli adenokarsinomdan en Onemli ayrimi bu varyantta ekstraseliiller miisinin
bulunmamasidir. immunohistokimyasal olarak CD138, KRT20 ve GATAZ3 ile pozitif reaksiyon
olusurken, Ostrojen reseptorii ile reaksiyon olusturmazlar. Bu da memenin lobiiler
karsinomunun metastazi ile ayiric1 tanida yardimeidir (13, 14, 16).

Sarkomatoid varyant; histolojik bulgularin bir sarkomdan kolaylikla ayrilamadig bir alt
tiptir. Iyi taninabilen epitelial alanlarin yaninda bir sarkomat6z komponent bulunmas: durumu
da olabilir. Bu durumlarda epitelial bir tiimdre eslik eden bir gercek sarkomdan ayrim yapmak
onemlidir. Sarkomatdz alan heterelog eleman igerebilir ve genellikle yiliksek dereceli igsi hiicre
morfolojisindedir. Immunohistokimyasal ¢aligmalarda epitelial hiicreler %80 oraninda
vimentin eksprese ederken, sarkomatoid alan keratinlerle diisiik oranda pozitiflik gosterir. En
sik olarak yiiksek molekiil agirlikli keratin ile reaksiyon gozlenir. Ayrica KRT5/6 ve p63 ile
her iki komponette pozitiflik izlenebilir (13, 16).

Az diferansiye karsinomlar ve osteoklast benzeri dev hiicre icerenler varyant; ¢esitli
tiimor tiplerinin igerisinde yer aldig1 bir spektrumdur. Az diferansiye karsinom alt tipleri klasik
tirotelyal karsinomdan veya onun diferansiyasyonlarindan kaynaklanir (glandiiler, skuamoz
gibi). Bu karsinomlar kemigin dev hiicreli tiimdriinti taklit edercesine osteoklast benzeri dev
hiicreden zengin olabilirler. Bu dev hiicreler monosit/makrofaj markerlar ile pozitif reaksiyon
verirler (13).

Lipidden zengin varyant; hiicre i¢inde lipitin bulundugu nadir bir varyanttir. Genellikle
klasik ya da diger varyant iirotelyal karsinomlarla birlikte goriiliirler. Lipidden zengin
hiicrelerde de keratin pozitifligine rastlanir (16).

Berrak hiicreli varyant; glikojen birikiminden 6tiirii berrak hiicre sitoplazmalarina sahip
hiicrelerden olusan alt tiptir. Literatiirde oldukca az vaka bildirilmistir. Ayric1 tanida renal
hiicreli karsinomun berrak hiicreli varyanti ve jinekolojik maligniteler akilda tutulmahdir (13,

16).
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Noninvaziv iirotelyal karsinom: Urotelyal karsinoma in situ (CIS); iirotelyumun flat
(diiz) bir lezyonudur. Epitel kalinlagmasina yol acabilen genis, diizensiz, hiperkromatik
hiicrelerin olusturdugu ve prekanserdz oldugu bir¢ok yayinca bildirilmis bir neoplazmdir.
Genellikle yiiksek dereceli papiller karsinomlarin eslik¢isi olarak goriiliirler. Mitotik aktivite
sik olmakla birlikte goriilmesi bir gereklilik degildir. Apoptotik cisimcikler ise siktir. Lezyonun
altindaki lamina propria genellikle inflame ve konjesyone gériiniir. izole malign hiicrelerin
epitelde goriilmesi (pagetoid yayilim) tan1 vermek i¢in yeterlidir. Ayrica yiizey epitelinden
kopmus gibi duran tek tek izlenen atipik hiicreler de akla bu taniy1 getirmektedir. Bazi1 vakalarda
yiizey epiteli tiimiiyle soyulmus ve hiicreler izole hale gelmis olur ki biyopside eroziv sistit
tanist yanlis olarak verilebilir. Bu tip durumlarda sitolojik tani1 daha 6nemli hale gelir (2, 13).

Noninvaziv papiller iirotelyal karsinom, diisitk dereceli; yeni tani alan {irotelyal
karsinomlarin yaklagik %70-75’i papiller ve noninvaziv grubundadir. Bunlarin da %50 kadar1
diisiik derecelidir. Bu tiimorler rekurrens gelistirme egilimindedir ancak sadece %15 kadarinda
invaziv hastaliga ilerleme olur. Diisiik dereceli alt tipte tiimor hiicreleri yiiksek dereceli olan
noninvaziv iirotelyal karsinoma nazaran daha uniform ve daha az niikleer pleomorfizm ve
niikkleomegali gosterirler. Hiicrelerde polarite kayb1 mevcuttur. Mitozlar goriilebilir, ancak
atipik mitoz izlenmez. Yapisal olarak birbirleriyle birlesebilen, dallanan ince papilla yapilar
vardir. Hiicreler bir fibrovaskiiler kor etrafinda dizilir (13, 14).

Noninvaziv papiller lirotelyal karsinom, yliksek dereceli; belirgin yapisal ve sitolojik
bozukluklar gosteren alt tiptir. Yapisal olarak diisiik dereceli olan tipten farkli olarak polarite
kayb1 oldukca belirgindir. Mitoz sik goriiliir. Hiicresel pleomorfizm oldukc¢a fazladir. Birden
fazla belirgin niikleol goriinlimii olabilir. Hiperkromazi siktir. Diisiik dereceli iirotelyal
karsinomla birlikte goriilebilirler. Bu durumda derecesi yiiksek olan tiimore gore raporlamak
gereklidir. Diisiik dereceli olanin aksine bu tiimorlerde progresyon riski %15-40 ile cok daha
fazladir (2, 14).

Diisiik malignite potansiyelli papiller tirotelyal neoplazm; bu alt tip papiller yapilanma
gosteren, ayrica normal iirotelyumdan daha kalin ve daha seliiler olabilen bir neoplazmi
tanimlar. Ancak ne polarite kaybi1 ne de hiicresel atipi bulunur. Hafifce hiperkromatik
goriinebilen hiicreler olsa da kesin bir ayirici kriter degildir. Rekiirrens orani1 % 25-47°dir (16).

Urotelyal papillom; oldukca nadir goriilen benign bir neoplazmdir. Ekzofitik uzanim
gosteren normal kalinlikta bir tirotelyum ile gevrili papilla yapisidir. Hiicresel ve yapisal atipi

icermezler. Rekurrens gosterme oranlart % 8-14, progresyon oranlari ise ¢cok daha diistiktiir
(13).
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Inverted iirotelyal papillom; ekzofitik biiyiiyen iirotelyal papillomdan farkli bir antite
olarak tanimlanmistir. Yine benign bir lezyondur. Endofitik biiylime paternine sahip olsa da
yapisal ve hiicresel atipi genellikle yoktur. Bazi durumlarda da minimaldir. Epitel, atipi
olmaksizin lamina propriaya dogru invajine olur. Bazen bu epitel kopliksii ya da vakuole
sitoplazmal1 hiicrelerden olusabilir. Trabekiiler patern oldukg¢a baskin olabilir. Bu vakalarda
periferik palizatlanma ve trabekiillerin santralinde igsilesme goriiliir. Bazen de miisin salgilayan
yapilarin eslik ettigi lrotelyal hiicre yuvalar seklinde goriilebilir. Bu durum da sistitis
glandiilaris ile karisabilir (14).

Malignite potansiyeli belirsiz iirotelyal proliferasyon; {irotelyumun belirgin
kalinlagmasi, ancak sitolojik ve yapisal atipi barindirmamasini ifade eden lezyonlardir. Ayrica
papiller iirotelyal karsinom tanis1 koymak i¢in gerekli olan fibrovaskiiler kor yapilar1 da bu
epitel kalinlagsmasi igerisinde bulunmaz (13).

Urotelyal displazi; bu tanim gosterdigi yapisal ve sitolojik atipi bulgularmnin heniiz
karsinoma in situ tanisi i¢in yeterli olmadigi durumlarda kullanilmaktadir. Preneoplastik bir
siireci temsil ettigi diisliniilmekle birlikte heniiz bu taninin kullanimi konusunda bir

standardizasyon elde edilmis degildir (2, 13).

Skuamoz Hiicreli Neoplaziler

Skuaméz papillom; oldukga nadir bir neoplazm olup fibrovaskiiler bir kor etrafinda
dizili benign, keratinize skuamoz hiicrelerin goriildiigii bir lezyondur. Ekzofitik biiyiime
gosterir. Koilositler izlenmez ve HPV etkisi gosterilememistir.

Skuamoz hiicreli karsinom; geligmis lilkelerde goriilme siklig1 iirotelyal karsinoma gore
oldukga az olsa da diinyada bazi bolgelerde endemiktir (Mali, Zimbabwe, Misir gibi). Kronik
irritasyon durumlar1 ve schistosomiasis enfeksiyonlari etiyolojide yer alan sebeplerdir. Bu
karsinomlar iirotelyal karsinomun skuamoz diferansiyasyonundan ayrilmalidir. Bunun igin
keratin inci tiretimi, hiicreler aras1 kopriiler ve keratotik debriler izlenmesi histopatolojik
belirliyicileridir. Ayrica yine iirotelyal karsinomdan ayrimi i¢in tiimor iginde herhangi bir
glandiiler ya da iirotelyal komponent izlenmemesi 6nemlidir. Bu karsinomlar genellikle tani
aninda ileri evrededirler (2).

Verriikoz karsinom; diger organlardaki verriikdz karsinomlara benzer morfolojidedirler.
Schistosomiasis ve kondiloma akiiminatum etiyolojide bilinmektedir. Mikroskobik olarak iyi
diferansiye skumoz epitelin delici olmayan itici sinirlarla infiltrasyonu mevcuttur. Hiicresel
atipi minimaldir. Skuamo6z epitel akantotiktir ve hiperkeratoz goriiliir. Tan1 sadece komplet

rezeksiyon materyallerinde skuamoz hiicreli karsinom tanisi ekarte edildikten sonra konur (16).
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Glandiiler Neoplaziler

Adenokarsinom; mesanede nadir goriilen tiimorlerden bir tanesidir. Etiyolojisinde
mesane ekstrofisi, kronik irritasyon durumlari ve daha az oranda schistosomiasis enfeksiyonu
yer almaktadir. Tanis1 icin iirotelyal, skuam6z komponentler bulunmaksizin piir glandiiler
elemanlart gormek gereklidir. Makroskopik olarak diiz, papiller, nodiiler veya iilsere
goriiniimde olabilirler. Histolojik incelemede glandiiler yapilarin 6zelliklerine gore enterik,
miisindz ve mikst tipte olabilirler. Enterik tip adenokarsinomlarda gland yapilari, miisin
salgilayan, psddostratifiye hiicrelerden olusur. Ayrica santral nekroz igerebilirler. Hiicreler
degisen oranlarda pleomorfizm gosterir. Miisindz adenokarsinomda hiicreler ekstraseliiler
miisin igerisinde ylizen gruplar seklinde izlenirler. Hatta izole tagh yiiziik hiicresi morfolojisi
de goriilebilir. Mikst tipte her iki tipte glandlarin bulundugu alt tiptir. Bu gruplarin herhangi
birisinde siniflandirilamayan adenokarsinomlar i¢in NOS terimi kullanilir.

Primer adenokarsinom tanist koymadan énce mutlaka baska bir organdan metastaz veya
direkt yayilim ihtimali diglanmalidir. Bunun i¢in morfolojik olarak CIS veya normal iirotelyal
epitel ile adenokarsinom gecisini gdrmek gereklidir. immiinohistokimya ¢ok fazla yardimci
degildir. CD20 ve CDX2 antikorlar1 kolondaki adenokarsinomla benzer olarak pozitif
reaksiyon verir. Beta catenin antikoru ile niikleer boyanma kolon primeri lehine iken
membrandz boyanma mesane primerini desteklemektedir (2, 13, 14).

Vill6z adenom; kolorektal bolgedeki karsiligi ile ayni 6zellikleri tasimaktadir. Sistitis
glandiilaris ile iligkili oldugu diistiniilmektedir. Tubuler komponent eslik etme ihtimali vardir.
Bu lezyonlardan adenokarsinom gelisimi bilindiginden lezyonun komplet rezeksiyonu tedavide

uygulanir (14, 16).

Urakal Karsinom

Urakus kalintilarindan  gelisen  karsinomlardir.  Histolojik  olarak  primer
adenokarsinomlardan ayirt edilmeleri giictiir. Genelde yerlesim yerleri mesane ¢atis1 ve 6n
duvaridir. Lezyonla birlikte urakal kalintilardan 6tiirii kistik ve kaviter lezyonlar da izlenebilir.
Urakal kalintilardan ¢ok biiytik siklikla kistik olmayan adenokarsinomlar gelismekle birlikte
Kistik lezyonlar, adenomlar ve glandiiler olmayan neoplaziler gelisebilir. Urakal karsinom tanisi
icin bazi kriterler tanimlanmistir: tiimoriin lokalizasyonunun ¢ati ve/veya 6n duvar olmasi,
karsinomun mesane kaynakli olmasi, ¢at1 veya anterior duvarda sistitis sistika ve sistitis
glandiilaris yayilimi1 olmamasi, bagka bir bilinen primer olmamasi. Prognoz konusunda urakal
olmayan adenokarsinomlarla farki olup olmadig: heniiz belirsizdir. Tiimor evresi en dnemli

prognostik kriterdir (2, 13).
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Miillerian Tip Tiimorler

Bu tiimorler, endometriozis veya miillerian artiklar zeminiden olusan ve olduk¢a nadir
goriilen neoplazmladir. Berrak hiicreli karsinom ve endometrioid tip karsinom olarak iki sekilde
goriiliirler. Berrak hiicreli tip, endometrioid tipe gore ¢ok daha siktir. Kadin genital sistemindeki
karsiligiyla benzer olarak tiibiilokistik, papiller ve diffiiz bir patern sergileyebilir. Tiimor
hiicreleri basiktan kiiboidal goriiniime kadar ¢esitlilik gosterebilir. Berrak ve eozinofilik
sitoplazmal1 hiicreler bir arada bulunabilir. Hiicresel atipi orta-agir siddetlidir. Mitoz siktir.
Immiinohistokimyasal olarak KRT7, CEA, CA125, PAXS, PAX2 ve AMACR ile pozitif
reaksiyon verirler (16).

Noroendokrin Tumorler

Kiiciik hiicreli ndroendokrin karsinom; akcigerdeki esdegeri ile aynmi histolojik
ozellikleri gosteren nadir rastlanan bir timordiir. Makroskopik olarak hemen her gesitte kitle
yapabilir. Mikroskobik olarak dar sitoplazmali, yuvarlak veya oval sekilli ve iist iiste y1gilmis
niikleuslara sahip, belirgin niikleol barindirmayan hiicrelerden olusur. Bu hiicreler stromada
tabakalar olusturma egilimindedir. Bu taniy1 koyabilmek i¢in tiimdrde yaridan fazla oranda
kiiciik hiicreli ndroendokrin dzellikler bulunmalidir (13).

Biiylik hiicreli noroendokrin karsinom; literatiirde sadece birka¢ vaka bildirilmis
oldukg¢a nadir bir timordiir. Hematoksilen & Eozin incelemede ve immiinohistokimyasal olarak
noroendokrin hiicre 6zellikleri gosteren yiiksek dereceli bir karsinomdur (14)

Iyi diferansiye ndroendokrin tiimér; diger organlardaki esdegerleriyle benzer dzellikler
tasir.  Benekli kromatinli, yuvarlak niikleuslu tek tip hiicrelerden olusur. Bu hiicreler
psodoglandiiler bir paternde dizilirler.

Paraganlioma; mesane duvarindaki paraganglion hiicrelerinden kaynaklanir. Hiicreler
Zellballen ad1 verilen adalar seklinde yerlesim gosterirler. Bazen diffiiz patern de goriilebilir.
Psddorozet goriinlimii mevcuttur. Bu adalar ince vaskiiler ve ya fibroz septalarla ayrilir.
Hiicreler genis, poligonal sekilli ve amfofilik veya asidofilik sitoplazmalidir. Niikleuslar santral

ya da ekzantrik yerlesimlidir (13).

Melanositik Tiimorler

Malign melanom; metastatik formlar1 kadar sik olmasa da primer olarak mesanede
goriilebilmektedir. Ancak bu taniy1 verebilmek i¢in hastada daha dnce ciltte veya baska bir
bolgede malign melanom &ykiisii bulunmamali, viicutta regrese bir melanoma dair kanit

olmamalidir. Mikroskobik olarak bazen melanin pigmenti igeren iri epiteloid ya da igsi
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hiicrelerden olusan tiimor hiicreleri goriiliir. Pigmenti fagosite eden makrofaj hiicreleri de eslik
edebilir.
Ayrica neviis ve melanozis de mesanede goriilebilecek melanositik lezyonlardir (13,

14).

Mezenkimal Tiimorler

Rabdomyosarkom; c¢ocuklarda rabdomyosarkomlarin yaklasitk %20-27 kadari
genitotiriner trakttan kaynaklanir. Bunlar igerisinde de en sik olanlar erkeklerde mesane ve
prostat, kadinlarda ise vagen ve mesanedir. Makroskopik olarak biiyiik cogunlugu ekzofitik ve
polipoid goriinimdedir. Ayrica botiroid tipte olanlarda multipl polipoid uzantilar iiziim
salkimina benzer bir goriintii olustururlar. Histopatolojik olarak oldukc¢a degisken bir
lezyondur. Botiroid tiplerde kambium tabakasi denilen, hiicrelerin mukozanin altinda
yogunlagmast goriiliir. Daginik sekilde rabdomyoblastlar goriilebilir. Stroma hiposeliiler ve
miksoiddir. Tiimér hiicreleri primitifigsi veya yuvarlak sekillidir. Immiinohistokimyasal olarak
desmin, myoglobin ve myogenin pozitiftir (2, 13).

Anjiosarkom; bu lokalizasyonda oldukca nadir izlenen bir tiimérdiir. Etiyolojisinde
pelvik bolgeye radyasyon Oykiisii ve vinil klorid maruziyeti yer almakla birlikte literatiirde
oldukca az sayida hasta bildirilmis olmasi genis ¢apli arastirmalarin 6niine gegmektedir (13).

Leiyomyosarkom; genellikle yetiskinlerde goriiliir ve vakalarin yaklasik yar1 kadari
mesane ¢at1 kisminda bulunur. Leiyomyom en énemli diglanmasi gereken tanidir. Ayriminda
atipi, mitoz ve nekroz bakilmasi gereklidir. Morfoloji heterojen olabilir. Seliiler zemini kesen
sik1 fasikiiller goriliir. Sitoplazmalar eozinofilik goriliir. Miksoid degisiklik izlendigi
zamanlarda inflamatuar myofibroblastik tiimdorle karisabilir (14, 16)

Inflamatuar myofibroblastik tiimér; oldukga biiyiik boyutlara erisebilen, sitolojik olarak
benign myofibroblastik bir neoplazmdir. Etiyolojide travma veya instriimentasyon dykiisii, bazi
trotelyal tiimorlerle birliktelik gosterilmektedir. Makroskopik olarak yumusak, jelatindz,
polipoid/nodiiler kitlelerdir. Mikroskopide igsi hiicrelerden olusan gevsek fasikiiler bir yapi
izlenir. Sitoplazmalar uzamistir. Niikleuslar genislemis, niikleol belirgindir. Mitozlar
goriilebilir ancak atipik mitoz izlenmez. Hiperseliiler ve hiposeliiler alanlar gecis seklinde
izlenebilir. Nekroz izlenebilir. Mikst tip inflamatuar hiicrelerin eslik etmesi sik goriiliir (16).

Perivaskiiler epiteloid hiicreli tlimor; benign ve malign olan her iki formu da oldukga
nadir goriiliir. Histolojik olarak igsi veya epiteloid morfolojide ve bunlarin degisen oranlarini
iceren tiimorler olabilirler. Fasikiil ya da yuva paterninde dizilen hiicrelerde berrak ya da

eozinofilik sitoplazma izlenebilir. Kan damarlar1 belirgindir ve perivaskiiler fibrozis izlenebilir.
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Timoriin 5 cm’den kiiglik olmasi, niikleer derecesinin diisiik olmasi, diisiik seliilarite, damar
invazyonu, infiltrasyon ve nekroz yoklugu benign lehinedir. Bu kriterlerden birkaginin varlig
malign lezyonu diistindiiriir.

Mezenkimal tiimoérler igerisinde ayrica Soliter fibroz tiimor, Norofibrom, hemanjiom,

leiyomyom gibi nadir rastlanan neoplazmlar yer almaktadir (13).

Urogenital Sistemin Hematopoetik ve Lenfoid Tiimérleri

Lenfomalar mesane duvarin soliter ya da multipl kitleler seklinde tutabilir. Lezyon
tizerinde genellikle normal mukoza bulunur. Hemen daima Non Hodgkin lenfoma goriiliir.
Bunlarin da biiyiik kism1 Mukoza iliskili lenfoid doku tipi denilen kiiciik hiicrelerden olugmus
diisiik dereceli lenfomalardir. Plazmositomlar da mesanede nadir de olsa rastlanabilen plazma

hiicre hastaligidir (14).

Diger Tiimorler

Bu grup tiimorler igerisinde skene ve cowper littre glandlarinin karsinomlari, metastatik
karsinomlar, st {riner traktin epitelial tiimdrleri, mesane divertikiilinden kaynaklanan
timorler ve Uretranin tirotelyal tiimorleri yer alir. Mesaneye direkt invazyon yoluyla yayilim
gosteren tiimorler en sik kolorektal bolge, prostat ve serviks kaynakli tiimdrlerdir. Kan yoluyla

yayilan tiimorlerde ise mide, cilt, meme ve bobrek akla gelmelidir (13).

Urotelyal Karsinomlarin Molekiiler Ozellikleri ve Tedavi Secenekleri

Son zamanlarda insan genom projesinin tamamlanmasinin ardindan molekiiler
caligmalar hiz kazanmistir. Bu c¢alismalar meme, akciger, kolon gibi organlarda tedavi
seceneklerine katkida bulunacak veriler saglamisken mesane tiimorleri {lizerinde yapilan
calismalar heniiz bu konuma gelmemistir. Ancak diisiik dereceli olan ve yiizeyel (kas invazyonu
olmayan) olma egilimindeki kanserler ile yiiksek dereceli ve derin (kasa invaziv) olma
egilimindeki kanserlerin birbirinden farkli iki yolaktan gelistigi ortaya ¢gikarilmistir (17).

Normal iirotelyal epitelden iirotelyal hiperplazi veya tirotelyal displazi olarak iki farkl
yonde gelisen bu farklilasmada kromozom 9’daki delesyon ortak bozukluktur. Bunun yaninda
TP53 mutasyonu iirotelyal displazi olusumuna zemin hazirlarken, FGFR-3/Ras yolagindaki
aktivasyon iirotelyal hiperplazi gelisimiyle sonuglanir (5, 17-19).

Hiperplaziye giden epitelden diisiik dereceli noninvaziv (Ta) kanser olusumunda
PIK3CA/STAG2 mutasyonu rol oynar. Bu yolaktaki tekrarlayan mutasyonlar ayn1 zamanda

diisiik dereceli noninvaziv kanserin yiiksek dereceli hale gelmesine ve bu sekilde T1 evresine
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ilerlemesine sebep olur. Yiiksek dereceli hale gelen tiimdriin T1 evresine progrese olmasinda
CDKN2A inaktivasyonu ve buna dolayli olarak da TP53 ve p16 inaktivasyonu sebep olur (5).

Kromozom 9 delesyonuyla birlikte TP53 mutasyonu normal tirotelyumdan displazik
epitel olusumuna sebebiyet verir. Displaziye ugramis epitelden de Rb1 kaybi ile CIS gelisir.
CIS olusumundan sonra ¢esitli genetik alterasyonlarin devreye girmesiyle tlimorde progresyon
olur ve 6nce T1 daha sonra da T2 evrelerine gelir (5, 20).

PIK3CA mutasyonu genellikle FGFR-3 ile birlikte goriiliir. Bu birliktelik tiimorde
diisiik progresyon riski ile iligkilidir (4, 21).

Yiizeyel irotelyal kanserlerin aksine kasa invaziv kanserlerde genetik instabilite
yiiksektir ve gen mutasyonlari, kopya sayisindaki degisiklikler, heterozigosite kayb1 gibi ¢ok
cesitli genetik varyasyonlar igerebilir. Bu cesitlilik igerisinde en biiyiik pay tiimor siipresor
genlerdeki inaktive edici mutasyonlardir. Rb, TP53 ve PTEN bunlardan en 6nemlileridir (4).

Insan kanser genom projesinin tamamlanip kanser patogenezindeki molekiiler yolaklar
iyiden iyiye aydinlanmaya basladik¢a mesanedeki diger hiicre siklus geni varyasyonlar1 da
ortaya ¢ikmistir. CDKN2A, CDKNI1A, CCN1, MDM?2 bunlardan bazilaridir. Kanser Genom
Atlas1 (TCGA) ¢alismalarinda bir veya daha fazla hiicre siklus geni varyantinin gorildigi
timor oran1 %93’tiir (22).

Ayrica cesitli kopya sayist gesitlilikleri tanimlanmasina ragmen bunlardan en sik
goriileni 6p22 amplifikasyonudur ve bu amplifikasyon tiimoriin agresif davramisi ile
iliskilendirilir (23).

Derin mesane tiimorlerinde yiizeyel tiimorlerde goriilen FGFR-3, PIK3CA, HRAS gibi
mutasyonlar da goriiliir. Bu mutasyonlar ylizeyel kanserlerdeki kadar yiiksek oranlarda
goriilmez ve diisiik hastalik derecesi ile daha iyi sagkalim gostergeleridir (24).

DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve kromatin yeniden diizenlenmesi gibi
epigenetik diizenlenme bozukluklarina da sik¢a rastlanmaktadir. Bunlarin klinikteki 6nemi ileri
evre veya metastatik vakalarda tedavi segenekleri olusturmak adina yapilan arastirmalarin
hedefi olmalaridir (4).

Genetik olarak heterojenite gosteren lirotelyal karsinomlarda tiimdrlerin molekiiler
ozelliklerinin ve immiin ekspresyonlarinin ortakligi dikkate alinarak bir kategorizasyon
olusturmak miimkiin olmustur. Bu kategorizasyon hastalarda sagkalim, progresyon gelistirip
gelistirmeyeceg8ini 6ngoérme ve tedavi segenekleri belirleme agisindan faydalhidir. Ayrica
ilerletilecek galigmalar i¢in zemin hazirlamaktadir (5).

Yiizeyel iirotelyal tiimdrler molekiiler 6zellikleri dikkate alinarak 3 sinifa ayrilmistir.

Smif 1 tiimorler noninvaziv papiller timdrlerdir ve iglerinde en iyi prognoza sahip olan siniftir.
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Bu siif luminal gen ekspresyon izlerini sergiler. Ayrica i¢lerinde en yiiksek erken hiicre siklus
gen ekspresyonunu da bu smif gosterir. Sinif 2 tiimorler iglerinde en ¢ok yiiksek dereceli ve
pT1 timorleri barindiran gruptur ve en kotii prognoza sahiptir. Bu simiftaki tiimorlerde kasa
invaziv Urotelyal timorlerdeki ile benzer gen ekspresyon izleri ile karsilasilmistir. Mezenkimal
doniigiim de yine bu siiftaki timorlerle iliskilendirilmistir. Sinif 3 tiimorler ise KRTS, KRT15
ve CD44 gibi bazal benzeri gen ekspresyonu gosteren siniftir (18, 25, 26).

Derin iirotelyal timorler ise kanser genom atlas konsorsiyumu tarafindan 5 subgrup
haline smiflandirilmistir. Bunlar luminal-papiller, luminal infiltratif, luminal, bazal-skuamoz
ve noronal tiplerdir. Bunlardan ilk {igii GATA3, KRT20, ERBB2 gibi luminal markerlar
eksprese ederler (24).

Luminal papiller tip papiller morfoloji gosteren, i¢lerinde en iyi prognoza sahip olan alt
tiptir. Bu tip FGFR-3 alterasyonlarina sahip olmasiyla karakterizedir. Yiiksek oranda CDKN2A
mutasyonu izlenir. CIS goriilme oranlart diisiik, mutasyon frekansi diisiik, hipermetilasyon
seviyesi azdir (27).

Luminal infiltratif tip mezenkimal ekspresyon izlerini tasiyan subgruptur. Bu tiimorler
mezenkimal doniisiim markerlarin1 yiiksek oranda eksprese ederlerken, ayni zamanda orta
seviyelerde de PDL1 ve CTLA4 gibi immiin belirleyicileri eksprese etmektedirler.

Luminal alt tip ise semsiye hiicresi fenotipi gosterir ve liroplakin ve KRT20 ile yiiksek
oranda ekspresyon gosterir (5).

Bazal-skuamoz alt tip skuamdz hiicre 6zellikleri sergileyen, kotii prognozlu olma ve tani
aninda ileri evrede bulunma ile iligkilendirilir. Bununla birlikte bu tip yliksek oranda immiin
infiltrasyon ve tiimor PDL-1 ekspresyonu gosterir. Bu tip yiiksek oranda EGFR ekspresyonu
gosterir ve tedavide EGFR inhibitorlerine daha sensitif olabilir (22, 28).

Noronal subgrup ise i¢lerinde en kotli prognoza sahiptir ve noronal genleri yiiksek
oranda eksprese eder (5).

Urotelyal karsinomlarin tedavisi i¢in giiniimiizde lamina propriaya sinirl karsinomlar
TUR ile ve sonrasinda riskli olgularda intravezikal BCG ile tedavi edilir. Muskularis propria ve
Otesine invazyonu olan vakalarda ise neoadjuvan kemoterapili veya neoadjuvan kemoterapisiz
radikal sistektomi uygulanir. Ayrica molekiiler yontemlerin yayginlik kazanmasiyla birlikte
kanser gelisim yolaklarinda yer alan molekiiller i¢in hedefe yonelik tedavi secenekleri de
giindeme gelmeye baslamistir (18).

Neoadjuvan kemoterapinin etkinligini yeterli oranda gosteren bir delil heniiz yoktur.
Yapilan bir ¢calismada hastalarda sagkalima sadece %5’1ik bir katkida bulundugu gosterilmistir
(29).
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Son zamanlarda yapilan molekiiler subgruplamalardan faydalanilarak hedefe yonelik
tedavi segenekleri de olusturulmaya ¢alisilmaktadir. Luminal papiller subgrup i¢in neoadjuvan
terapinin etkinliginin minimal oldugu gdsterilmis ve bu grup i¢in FGFR inhibitdrleri veya erken
sistektomi Onerilmistir (30). Luminal infiltratif tipin de neoadjuvan terapiye yanitinin kisitl
oldugu belirlenmis ve bu gruba da immiin kontrol noktasi inhibitorii tedaviler onerilmistir.
Bazal-skuam6z grubun ise neoadjuvan terapiye yaniti iyidir ve tedavide onerilmektedir.

Noronal subtip i¢in ise etoposid ile birlikte platin bazli kemoterapi segcenekleri onerilmektedir

).

REAL TIME PCR (GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIiR
REAKSIYONU)

Real time PCR yontemi bilinen polimeraz zincir reaksiyonuyla birlikte es zamanl
olarak gen analizi de yapmaya olanak saglayan kullanisl bir metoddur. Bu yontemde polimeraz
zincir reaksiyonuyla ¢ogaltilan DNA {iriinleri 6zel floresan problar yardimiyla isaretlenir. Ve
isaretlenen iriinleri reaksiyon sirasinda takip etmek ve analiz etmek miimkiindiir. Floresan,
meydana gelen DNA ile paralel bicimde artma gdsterir. Bu yontemde ge¢miste ‘homojen PCR’
ve ‘kantitatif real time PCR’ isimleri de verilmistir (31).

Real time PCR yonteminin siklikla kullanildigi alanlar patojen tespiti, nokta
mutasyonlarinin tayini, metilasyon belirleme, DNA hasar1 belirleme, tek niikleotid
polimorfizmi tespiti ve kromozomal aberrasyonlarin tespitidir (32).

Bu yontem ile 6zgiil olmayan ve dzgiil bigimde analiz yapmak miimkiindiir. Ozgiil
olmayan belirleme sisteminde belirli bir hedef olmadan ¢ift zincirli DNA’ya baglanan ‘SYBR
GREEN 1’ floresan boyasi kullanilir. Ortamda ¢ift zincirli DNA, primer ve bu floresan madde
bulundugunda c¢ift sarmalli DNA uzadik¢a ‘SYBR GREEN 1’ bu sarmala baglanarak 1sima
yapar ve ortaya ¢ikan {iriin miktar1 boylece es zamanl olarak takip edilebilir. Bu yontemde
spesifik bir baglanma s6z konusu olmadigi i¢in yalanci pozitiflik g6z 6niinde bulundurulmalidir
(31, 32). Ozgiil belirleme sisteminde ise ¢ogaltilmak istenen kissm DNA’nin sadece belli bir
kismidir. Bu kisma 6zel floresan problar kullanilir. TagMan Probe, Moleculer beacon, Light-
up probe, hibridizasyon prob ve Scorpion primer gibi floresan igaretli problar kullaniimaktadir.

Tagman prob yonteminde kullanilan probun 5’ ucunda fluorophore, 3’ ucunda ise
quencher (baskilayici) bulunur. Bu prob ¢ogaltilmak istenen DNA kismina komplementer
ozelliktedir. Baskilayici, fluorophore madde olan 6-karboksifloresin (6-FAM)’in 1s1ma

yapmasini engellemektedir. DNA sentezi sirasinda primerler DNA dizisinde bagli olan probtaki
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6-FAM’1 ayirdiginda serbest hale gecen madde 1s1ma yapar. Her dongiide agiga ¢ikan madde
miktart arttik¢a sinyal belirgin hale gelir (33).

TagMan probe yontemi, mutasyon tespitinde sayisal veriler de elde etme imkani
sundugundan calismalar icin tercih edilebilirligi yliksek bir yontemdir. Kolay dizayn

edilebilmesi ve optimizasyonunun basit olmasi avantajlaridir (31).

QBIOMARKER SOMATIC MUTASYON PCR DiZILERI

Fibroblast benzeri biiyiime faktorii reseptorii 3 (FGFR-3)

FGFR-3, yapisal olarak tirozin kinaz reseptoriiyle benzer 5 iiyeli bir reseptor kinaz
ailesine iiyedir. Bu ailedeki her bir protein farkli bir gen tarafindan kodlanmaktadir. Bu reseptor
glikoprotein yapida olup temel olarak 3 kistmdan olusmaktadir. Bunlar hiicre dis1 ligand
baglanma bolgesi, bir transmembran helix ve hiicre i¢i tirozin kinaz etki alanidir. Bu reseptoriin
FGFR3b ve FGFR3c adli iki izoformu bulunmaktadir. Bunlardan ilki epitelyal hiicrelerde
ikincisi ise mezenkimal hiicrelerde bulunmaktadir (34).

FGFR-3’iin insan hastaliklariyla ilk iligskilendirilmesi, tespit edilen nokta
mutasyonlarin insan iskelet sistemi hastaliklariyla iligkili oldugunun anlagilmasina
dayanmaktadir. Bu hastaliklar arasinda akondroplazi, hipokondroplazi, tanatoforik displazi gibi
bozukluklar bulunmaktadir (35, 36).

Daha sonra bu reseptordeki mutasyonlarin tirotelyal tiimorlerdeki etkisi kesfedilmistir.
Bu reseptordeki aktive edici mutasyonlar Ras-Mapk ve PI3K sinyal yolaklar1 {izerinden etki
etmektedir. Bu mekanizma ile de bir onkogen olarak rol oynadigi kabul edilmektedir (34).

FGFR-3 mutasyonlar1 mesane kanserlerinde iyi prognoz ile iligkili olarak
goriilmektedir. Kasa invaziv olmayan mesane kanserlerinde, kas invazyonu gdsteren mesane
kanserlerine oranla daha yiiksek oranda mutasyonlar1 saptanmigtir. FGFR-3 mutasyonlarinin
diisiik tlimor derecesi, diigiik timor evresi ve sik rekiirrens ile iliskili oldugunu gdsteren
caligmalar mevcuttur. Bu reseptoriin mutasyonlarinin sitolojik materyallerde arastirilmasi
hastalarda girisimsel isleme gerek duyulmaksizin prognoz ile ilgili fikir elde edebilmek igin
fayda saglamaktadir. Bunu rutin pratige dokmek i¢in heniiz yeterli sayida ¢alisma ve kanit

bulunmamaktadir (17, 34, 37, 38).

Kirsten Ras Oncogene Homolog Gene (K-Ras)
K-Ras, EGFR sinyal yolaginda gorevli bir G proteinidir. Gorevleri arasinda hiicre

biiyiimesi, hiicre olgunlasmasi ve hiicre 6liimiiniin kontrolii yer almaktadir (39).
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K-Ras proteini, sinyal iletimi asamasinda bir GTPaz olarak gorev yapmaktadir. Yani
hiicre disindan gelen sinyalleri hiicre igine iletebilmek i¢in bir GTP (guanozin trifosfat)
molekiiliini GDP (guanozin difosfat) molekiiliine ¢evirmek zorundadir. GTP molekiiliine
baglandiginda aktif hale gelerek sinyalleri iletirken GDP molekiiliine baglandiginda inaktif hale
gelir ve sinyal iletimi durur (40).

K-Ras bir onkogen olarak tarif edilir. Mutasyonlarinda viicutta normal olarak fonksiyon
goren hiicrelerde kanserlesme meydana gelmesi olasidir. Bu onkogenin mutasyona ugramis
formlar1 gesitli timorlerde tespit edilmistir. Bu genin mutasyona ugrayip ugramadigini bilmek
bu hastalara tedavi planlanmasi siirecinde faydali olabilir (41).

Mesane kanserlerinde bu mutasyonun da arastirildigi bir ¢alismada hastalarin %11’inde
Ras mutasyonu saptanmig, bunlardan en sik olanlar1 K-Ras ve H-Ras olurken, N-Ras
mutasyonlar1 daha az siklikta izlenmistir. Ancak bu mutasyonun progresyonsuz siire ve

rekiirrens i¢in bir prediktif rolii olmadigi sonucu ¢ikmistir (42).

Neuroblastoma RAS Viral Oncogene Homolog (N-Ras)

Tipki K-Ras gibi sinyal iletim yollarinda gorevli olan N-Ras proteinin iiretimi igin
talimat veren gendir. N-Ras proteini ayni aile {iyesi oldugu K-Ras gibi hiicre disindan aldigi
sinyalleri hiicre i¢ine iletir. Gorevleri de yine benzer sekilde hiicre biliylime ve olgunlagmasi,
hiicre 6liimiiniin kontrolidiir.

Calisma mekanizmast GTPaz fonksiyonuna dayanmaktadir. GTP molekiilii ile
bagladiginda aktif hale gelerek sinyalleri hiicre ¢ekirdegine aktarir. GTP molekiiliinii de GDP’
ye cevirir. Eger GDP ile baglanirsa inaktif durumda olur ve sinyal iletimi yapmaz (41).

Reseptore biiyiime faktorii baglandiktan sonra inaktif halde bulunan Ras proteininde
reseptorde tirozin kalintilarinda dimerizasyon ve otofosforilasyon meydana gelir. Koprii
proteinlerin de baglanmasiyla GDP’ye bagl inaktif durumdaki Ras proteini aktive olur. Aktif
haldeki Ras ise RAF’1 (rapidly accelerated fibrosarcoma) aktive eder. Bu molekiil de daha sonra
MAP kinaz’1 (mitojenle aktive protein kinaz) aktive eder. Ve son olarak hiicre icinde

transkripsiyon faktorleri uyarilir (43).

Harvey RAS Viral Oncogene Homolog (H-Ras)
Ayni ailenin tiyesi olduklar1 K-Ras ve N-Ras proteinleri gibi bir G proteini olan H-Ras
proteininin yapimi i¢in sinyaller veren gendir. H-Ras, hiicre i¢i sinyal iletiminde gorevli bir

GTPazdir. Calisma mekanizmasi da yine K-Ras ve N-Ras ile benzer bigimde GTP ile bagli iken
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aktif olup sinyalleri iletme GDP ile bagliyken inaktif halde bulunup sinyal iletimi yapmama
seklindedir (44).

Mesane kanserlerinde H-Ras proteini ile ilgili yapilan bir c¢alismada, Ras
mutasyonlarinin mesane kanserlerinde ytlizde % 8.97 oraninda mutasyon bulundurduklarini ve
bunlarin ancak tigte birinin H-Ras mutasyonu oldugunu gostermistir. Ayrica bu ¢alisma Ras
mutasyonlarinin FGFR-3 ile beraberlik gostermedigini de ortaya koymustur (45).

Ayrica kromozom 9 da meydana gelen delesyonla birlikte neoplazi gelistirmeye agik
hale gelen iirotelyal epitelde H-Ras mutasyonunun iirotelyal hiperplazi gelisiminde rolii oldugu

belirtilmistir (18, 46).

Beta Katenin 1 (CTNNB1)

Beta katenin sitozolik bir proteindir. Wnt sinyal yolagi ismi verilen bir sinyal iletim
yolunda gorev alir. Beta katenin fosforillenmez ve proteozomlarca pargalanmaz. Bu sebeple
sitozolde birikir. Biriken proteinlerin bir kismi g¢ekirdege girer ve burda transkripsiyon
faktorlerini aktif hale getirir. Bu yolla hem wnt sinyal yolagindaki proteinlerin transkripsiyonu
gerceklesir hem de hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve hiicre siklusunda goérevleri
bulunan genlerin kontrolii yapilir. Cekirdege gegmeyen beta kateninin bir kism1 E-cadherin ile
baglant1 kurar.

Whnt sinyal yolagi ve beta katenin ile ilgili bozukluklarin insan viicudunda sebep
olabilecegi hastaliklar {izerine ¢ok sayida calisma mevcuttur. Bunlardan en 6nemlisi kolorektal
kanserlerdir. Bunlar disinda sizofreni, Alzheimer, polikistik bobrek hastaliklari, 16semi, akciger
kanseri gibi bircok hastalikla pay1 bulundugu ortaya konmustur (47).

Beta katenin ile mesane kanseri arasindaki iligskiyi gosteren bir ¢alismada aktive beta
catenin sinyallerinin 6zellikle erkek farelerde diisiik dereceli iirotelyal karsinom gelisimine yol
actig1 gosterilmistir (48). Yine baska bir ¢alismada artmis beta katenin sinyallerinin iirotelyal

karsinomlarda artmis derece ile iliskili oldugu belirtilmistir (49).

Fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat 3-kinaz katalitik Subunit Alfa (PIK3CA)

Bu gen fosfotidilinositol 3 kinaz isimli bir enzimin subunitidir ve 110 alfa proteini
kodlama yoniinde bilgiler icerir (50).

PI3K enziminin sinyalleri hiicrede birgok aktivitede gorev almaktadir. Bunlardan en

onemlileri hiicre ¢ogalmasi, hiicre migrasyonu, hiicre i¢i madde taginimi, hiicrelerin hayatta

kalmasidir (51).
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PI3K enziminin kanser olusumunda etkisinin bulundugu esas mekanizma PI3K/AKT
(Protein kinaz B)/ mammalian target of rapamycin (MTOR) yolagidir. PI3K, ¢ok sayida
bliylime faktorii tarafindan aktive edilebilir. Aktive olduktan sonra da ¢ok sayida sinyal yolagini
aktif hale getirebilmektedir. Bu yolaklardan bir tanesi rapamisin protein komleksinin
memelilerdeki hedefi (Mtor) dir. Esasen bir serin treonin kinaz olan bu yolak rapamisin
tarafindan inhibe edildigi i¢in bu ismi almistir (52).

Mesane kanserlerinde yapilan ¢alismalarda kasa invaziv mesane kanserlerinde PIK3CA
mutasyonunun goriilme oram1 %22 olarak tespit edilmis ve ayni zamanda bu mutasyonun
varhigimin daha iyi prognoz ile iliskili oldugu ortaya konmustur (53). Bu mutasyonlar ayni
zamanda dugsik dereceli ve yiizeyel mesane kanserleriyle iliskilendirilmistir. PIK3CA
mutasyonlarinin FGFR-3 ile birliktelik gosterdigi ve birbirleri lizerine sinerjistik etkilerinin
oldugunu gdsteren ¢alismalar mevcuttur. Bu yoldaki mutasyonlarin diisiik progresyon riskiyle
iligkisi gosterilmis ve PIK3 seviyelerini diisiiren alterasyonlar meydana geldiginde invaziv

davranig ortaya ¢iktigi belirtilmistir (4, 54).

Tiimor Proteini 53 (TP53)

P53 proteinini kodlayan bu gen kanserlerde en sik mutasyona ugrayan genlerden bir
tanesidir. Bir tiimor baskilayict olarak gorev yapmaktadir. Bu gen hiicrede adeta ‘genomun
bekeisi’ olarak gorev yapmaktadir. Bu gérevini 3 mekanizma ile yerine getirmektedir.

Bunlardan ilki hiicre siklusunun durdurulmasidir. DNA hasari meydana gelen hiicrede
p53 proteini G1 fazinin sonlarinda hiicre siklusunu durdurur. Bu sekilde DNA hasarinin tamiri
i¢in hiicreye zaman kazandirilmis olur. Hiicre siklusunu durdurma islemi siklin bagimli kinaz
1A’nin p53e bagli olarak transkripsiyonuyla yapilir.

Ikinci mekanizma hiicre yaslanmas1 ve hiicre siklusunun geri déniistiiriilemez olarak
durdurulmasidir. Hiicre yaglanmasi p53 ve RB proteinleri aracilifiyla olmaktadir ve sebepleri
heniiz net olarak ortaya konmus degildir.

Ucgiincii mekanizma ise DNA hasarinm tamiri miimkiin olmayan bir hal aldiginda
hiicreyi neoplastik gelisimden uzaklastirmak icin apoptoza gitmesidir.

Insan kanserlerinin biiyiik bir cogunlugunda TP53 geninde defekt saptanmustir (43).

Mesane kanserlerinde p53iin rolii tipki diger organ tiimdrlerinde oldugu gibi biiytik
oneme sahiptir. Yapilan bir ¢alismada kasa invaziv mesane kanserlerinin %89unda TP 53 hiicre
siklus yolaginda bir mutasyon saptanmistir (24). Bu mutasyonlarin ayni zamanda normal

tirotelyal epitelden displazi gelisiminde de rolii oldugu ortaya konmustur (55). Ayrica p53
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mutasyonlarinin  hastaliksiz sagkalim siiresi ile iligkili prognostik rolii olabilecegi

belirtilmektedir (56).

Siklin Bagimh Kinaz Inhibitorii 2A (CDKN2A)

Hiicre siklusunda gorev alan bu protein 9p21de yer alir. Hiicre siklusunda negatif
diizenleyici olarak gorev yapmaktadir. CDKN2A, pl6INK4a ve pl4ARF adli iki adet proteini
kodlar. Bu proteinlerin her ikisi de timor supressor olarak gorev yapmaktadir. Ayrica hiicre
dongiisiinii yavaslatma ve apoptotik yolaklarda da etklinlikleri bulunmaktadir. P16INK4a
proteini bu etkileri siklin bagimli kinaz 4/6ya baglanarak yapar. Bu baglanma inhibisyon etkisi
gosterir. Dolayisiyla RB1 geni siklin bagimli kinaz 4/6 tarafindan fosforillenemez. Timor
baskilayict etkisi bulunan RB1 geni fosforillenmediginde bu etkisini ortaya ¢ikaramaz.
P14ARF proteini de bu etkiyi pS3 proteininin pargalanmasindan sorumlu MDM-2’ye (Mouse
double minute 2) baglanarak ortaya ¢ikarir (57).

CDKN2A inaktivasyonunun mesane kanserlerinde yiiksek dereceli Ta evre

karsinomlardan T1 evre karsinomlara gecis asamasindan sorumlu olabilecegi belirtilmektedir

(18, 19, 46).

Protein Kinaz B (AKT )

Protein Kinaz B, Aktl ve Akt2 genleri tarafindan kodlanan bir proteindir. Bir onkogen
olarak islev gormektedir. Ayn1 zamanda viral bir onkogen olan v-akt proteininin insandaki
homologudur.

Mesane kanseri gelisim asamalarinda Protein Kinaz B, PIK3CA ve MTOR yolaginda
yer alir. Protein Kinaz B sentezi, kanser hiicrelerinde artabilir. Artmis sentez ise MTOR
aktivasyonuna yol agmaktadir.

Protein Kinaz B aym1 zamanda hiicre dongiisiinde p21 proteininin stabil formunun

olugsmasina sebep olarak hiicre dongiisiinii ilerletme yoniinde islev goriir (58).
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GEREC VE YONTEMLER

Teze konu olan calisma igin alinmis olan Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel
Aragtirmalar Etik Kurulu’nun onay yazisi ektedir (Protokol kodu: TUTF-BAEK 2019/142,
Karar No: 06/35, Tarih: 25.03.2019) (Ek 1). Bu calisma Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma
ve Proje (BAP) biriminin 2019/134 numaral1 projesidir.

Calismaya 01.01.2000 ile 01.12.2018 yillar1 arasinda Trakya Universitesi T1p Fakiiltesi
Hastanesi Tibbi Patoloji laboratuvarinda ‘invaziv {iirotelyal karsinom’ tanisi almis ayni
zamanda radikal sistektomi operasyonu gegirmeden Once neoadjuvan kemoterapi uygulanan
hastalar dahil edilmistir. Bu kriterleri karsilayan 23 adet olgu calismaya alinmistir. Arsivimizde
blok ve lamlari yer alan bu vakalarin sistektomi operasyonundan 6nce yapilmig olan TUR
materyallerine ait lamlar ve sistektomi operasyon materyallerine ait lamlar arsivden ¢ikarilarak
151k mikroskobik olarak yeniden incelenmistir, tan1 ve evre agisindan giincel WHO (Diinya
Saglik Orgiitii) tam siniflandirmast ve AJCC (‘American Joint Committee on Cancer’
Amerikan Birlesik Kanser Komitesi) evrelemesine gore kontrol edilmistir.

Olgulara ait Hematoksilen&Eozin boyali preparatlardan hem sistektomi oncesi TUR
materyaline ait hem de sistektomi operasyon materyaline ait tiimor lamlar1 incelenerek tlimorii
en iyi temsil eden bloklar se¢ilmistir. Her hasta i¢in operasyon Oncesi ve operasyon sonrasi
materyaline ait olmak iizere se¢ilmis olan 2 adet tiimdr bloguna patoloji laboratuvarimizda
immiinohistokimyasal olarak sitokeratin 20 (KRT20), sitokeratin 5/6 (KRT5/6), sitokeratin 14
(KRT14) ve GATA 3 antikorlart ile calisma uygulanmistir. 2 olguya ait preop TUR
materyallerine ait bloklara, hastalarin arsivimizden bu bloklar1 almalar1 sebebiyle
immiinohistokimyasal ¢alisma uygulanamamistir. Bu 2 olguda sadece sistektomi operasyonuna

ait materyale immiinohistokimyasal calisma uygulanmigtir. Bu immiinohistokimyasal

28



calismalar neoadjuvan kemoterapi sonrasinda patolojik tiimor evresi TO ve Tis olan 4 hastada
yalnizca operasyon Oncesi TUR materyalindeki tiimore uygulanmistir. Her bir antikor igin
kontrol caligmas1 uygulanmistir.

Calismada kullanilan KRT14 antikoru CELL MARQUE marka ve LL002 klonudur.
KRT5, Thermo Scientific marka XM26 klonudur. KRT20 antikoru BioGenex marka ve IT-
Ks20.8 klonudur. GATA3 antikoru ise CELL MARQUE marka ve L50-823 klonudur.

KRT5, KRT14 ve GATA3 antikolarlar1 ile immiinohistokimyasal ¢alisma uygulanmasi
sirasinda asagidaki islemler takip edildi:

1) Parafin bloklardan kesitler 4 mikron kalinligindaki pozitif sarjli lamlara alindi.

2) 70°C’lik etiivde 1 saat bekletildi.

3) Lamlar Benchmark XT marka immiinohistokimya cihazina alindi.

4) Antijen retrieval yapildi.

5) Antikor inkiibasyonu yapildi.

6) Primer antikor elle uygulandi.

7) Arka plan boyama i¢in Mayer Hematoksilen 8 dakika uygulandi.

8) Bluing Reagent (mavilestirme soliisyonu) 4 dakika uygulandi.

9) Lamlar deterjanl suyla yikandi.

10) Lamlar absolii alkolde 2 kez ¢alkalandi.

11) Lamlar kurutulup ksilol bazli kapaticiyla kapatildi.

Antijen retrieval yapilmasi agamasinda KRTS ve KRT14 i¢in yumusak CCI1 (cell
conditioning 1) 30 dakika, standart CC1 60dakikadir. GATA3 i¢in yumusak CC2 (cell
conditioning 2) 36 dakika ve standart CC2 60 dakikadir. Antikor inkiibasyonu basamaginda
ise KRT5 44 dakika, KRT14 1 saat 32 dakika, GATA3 56 dakika inkiibe edilmistir. Amplifier,
yalnizca GATA3 antikorunda uygulanmistir.

KRT20 antikorunun uygulanmasi sirasinda uygulanan islemler diger 3 antikor ile benzer olup
yalnizca antijen retrieval basamagi uygulanmamis olup bu asamada proteaz 1 enzimi ile 12
dakika inkiibe edilmistir. Bu antikor inkiibasyon basamaginda 32 dakika inkiibe edilmistir.

Calismaya dahil edilen 23 olgu icerisinden 12 olgu molekiiler ¢aligma amaciyla
secilmistir. Bu se¢im yapilirken, neoadjuvan kemoterapi sonrasi sistektomi materyallerindeki
patolojik tiimor evrelerine gore esit sayida kasa invaviz olmayan ve kasa invaziv tiimorii olan
hasta segilmistir. Ayrica hastalarin sisplatin ve gemsitabinden olusan standart kemoterapiyi
almis olmalarina dikkat edilmistir. Bu 6zellikleri karsilayan 4 adet yiizeyel ve 6 adet kasa
invaziv timdrii olan olgu bulunmaktadir. 2 adet yiizeyel timdrii olan ve klinik durumu standart

kemoterapi protokoliinii almaya ¢l vermeyen olgu da karboplatin ve gemsitabin tedavisi almis
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olmalarina ragmen molekiiler ¢calismaya dahil edilmis ve bdylece 6 adet yiizeyel ve 6 adet kasa
invaziv tiimori olan olgu molekiiler ¢alismaya alinmistir.

Molekiiler ¢alisma i¢in segilen 12 olgunun Hematoksilen & Eozin boyali lamlarindan
tiimor alanlar1 se¢ildi ve bu alanlar lam iizerinde isaretlendi. Bu lamlara ait parafin bloklar
arsivden ¢ikarildi. Bu parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler alinip lam iizerinden
kaziyarak elde edilen dokulardan DNA izolasyonu yapildi. izole edilen DNA’ya Trakya
Universitesi T1p Fakiiltesi Molekiiler Patoloji Laboratuvarinda Qiagen Rotor-Gene Q cihazinda
gBiomarker Somatic Mutation PCR Array Human Bladder Cancer kiti (katolog no: 337021)
kullanilarak mutasyon analizi yapildi. Bu mutasyon analizi 9 geni (AKTI, CDKN2A,
CTNNBL1, FGFR3, HRAS, KRAS, PIK3CA, P53) icermektedir.

Real time PCR yoOntemi ile mutasyon arastirilmasi yapilirken su asamalar takip
edildi(59):

1) Parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda 2-3 adet kesit direkt olarak ya da lam
tizerinde alinan kestiler lamdan kazinarak mikrosantrifiij tiipiine alind1 ve asagidaki
islem basamaklarina gegildi.

2) Ekstraksiyon (Niikleik Asit ekstraksiyonu)

e Deparafinizasyon (Parafinden arindirma)- GeneRead FFPE
- Kesilen parga 1.5 veya 2 ml’lik mikrosantrifiij tlipline aktarildi.
- 160 pl Deparafinization Solution eklendi. 56°C’de 3 dakika inkiibe edildi ve oda
sicakliginda sogumaya birakildi.
e Lizis
- 55 pl RNase-free su, 25 pl Buffer FTB ve 20 pl proteinaz K eklendi.
- 56°C’de 1 saat inkiibe edildi.
- 90°C’de 1 saat denatiire edildi (90°C’de inkiibasyon niikleik asitlerin
formaldehit modifikasyonunu kismen geriye ¢evirmektedir).
e Yan lirlinlerin par¢alanmasi
- Mikrosantrifiij tlipiinde kalan {istte kalan mavi deparafinizasyon soliisyonun
altinda kalan berrak faz yeni bir mikrosantrifijj tlipiine (Sample Tube RB)
aktarildi.115 pl RNase-free su ve UNG ( Uracil-N-glycosylase) eklendi ve
karistirildi.
e QIAcube ile DNA Ektstraksiyonunun gerceklestirilmesi

- QIAcube’e Rotor adaptorler ve RNase A protokole uygun miktarlarda yiiklendi
ve QIAcube uygun protokolde caligtirildi.
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- Caligma bitiminde DNA’lar1 cihazdan ¢ikartildi, uygun kosullarda saklandi.
e Kalite kontrol
- Izole eden DNA’lar florasan madde ile isaretlenerek Qubit cihazinda, standart
ile olusturulan grafik tizerinden DNA mikarlar1 6lgiilerek not edildi.

3) Reaksiyon karigimi hazirlandi.

Karisim hazirlanirken her hasta i¢in 2200 pl toplam hacim elde edildi. 1100 pl gBiomarker probe
mastermix, 2.4 ug DNA i¢in 400 nanogram DNA ve 2200 ul hacmi tamamlayacak kadar niikleaz
igcermeyen su eklendi.

4) qBiomarker Somatic Mutastion PCR Array kutusundan dikkatlice ¢ikarilip 100 blok
yiikleme yeri bulunan rotor disk iizerine 1 nolu rehber delik uygun pozisyona gelecek sekilde
yerlestirildi.

5) Hazirlanmis olan reaksiyon karisimi 1 nolu delikten baslayarak her delige 20 pl
olacak sekilde dagitildi. Bu islem i¢in QIAgility cihazi kullanildi.

6) gBiomarker Somatic Mutation PCR Array’in iizeri Rotor-Disk 1s1 kapatma filmi ile
sikica kapatildi.

7) Rotor-Gene Qcycler cihazi ayarlandi ve PCR dizileri cihaz igine yerlestirildi.

DEGERLENDIRME
Uygulanan immiinohistokimyasal ¢alismalarin sonuglart ‘immiin reaktivite skorlama’ (IRS)
sistemine gore degerlendirilmistir. IRS skorlama sistemine ait bilgiler Tablo 3’de gosterilmistir
(60).

Tablo 3. immiin Reaktivite Skorlama (IRS) Sistemi

Pozitif Hiicrelerin Boyanma IRS (Boyanma Yiizdesi x | IRS Simf

Yiizdesi Yogunlugu Boyanma Yogunlugu)

0= boyanan hiicre yok | 0= hi¢ boyanma 0-1= negatif 0-1=Smif 1
yok

1= <%10 pozitif hiicre | 1= hafif reaksiyon | 2-3= hafif ekspresyon 2-3= Smif 2

2=10-50% pozitif hiicre | 2= orta reaksiyon 4-8= orta ekspresyon 4-8= Smif 3

3=51-80% pozitif hiicre | 3= yogun reaksiyon | 9-12= kuvvetli pozitif 9-12= Smif 4

4= 80-100% pozitif

hiicre
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Her hastaya ait ameliyat dncesi TUR materyalindeki tiimdre ve sistektomi materyalinde
bulunan tiimére uygulanan immiinohistokimyasal ¢alismalarda her bir antikor i¢in IRS sinifi
hesaplanmustir.

Yapilan PCR c¢alismasinin sonuglarinin degerlendirilmesi asamasinda Qiagen firmasina
ait bir yazilim olan Rotor-Gene Software kullanilmistir. Her bir gendeki farkli niikleotid
degisimlerini temsil eden delikler i¢in ayr1 ayr1 esik degerler sistem tarafindan otomatik olarak
belirlenmistir. Daha sonra sistem yine otomatik olarak her bir delik i¢in ayr1 ayr1 ‘mutant’ ya
da ‘wild tip’ olmak iizere degerlendirme sonucu vermistir. Daha sonra sonuglar bos bir excel

dosyast tizerine ¢ikartilmistir. PCR mutasyon analizi sonuglar1 ekte sunulmustur (Ek 2).

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilere iliskin tamimlayici istatistikler (ortalama =+ standart sapma, minimum,
maksimum, say1 ve yiizde (%) hesaplandi. Hastalara ait preop ve postop immiin reaktivite sinifi
ve mutasyon durumlarinin progresyonsuz gecen siire ve genel sagkalim siiresi ile
karsilagtirilmasinda Pearson ya da Fisher Ki-kare testlerinden uygun olan kullanildi. Olasi risk
faktorlerinin degerlendirilmesinde odds ratio ve %95 giiven aralig1 degerleri hesaplandi.

P<0.05 degeri istatistiksel anlamlilik smir degeri olarak kabul edildi. Istatistiksel
analizler Trakya Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Onkoloji Bilim Dalinda IBM SPSS Statistics
programi kullanilarak yapildi.
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BULGULAR

Calismamizda neoadjuvan kemoterapi almis kasa invaziv mesane kanseri hastalarinda,
timoriin pre ve postop KRT5, KRT20, KRT14 ve GATA3 antikorlartyla verecegi immun
reaksiyonun degerlendirilmesiyle ulasilan IRS tipinin hastalarin genel sagkalim ve
progresyonsuz gecen siireleri arasindaki iliskiyi incelemek amacglandi. Ayrica bu hastalardan
secilen 12 tanesinin bir molekiiler inceleme yontemi olan ger¢ek zamanli PCR ile AKTI,
CDKN2A, CTNNB1, FGFR3, HRAS, KRAS, NRAS, PIK3CA ve TP53 genleri ile mutasyon
durumlarini incelemek ve mutasyon yiikii ile hastalarin genel sagkalim ve progresyonsuz gegen
stireleri aralarindaki iligkiyi arastirmak amag¢lanmaistir.

Hastanemizde kasa invaziv mesane kanseri tanis1t konmus ve neoadjuvan kemoterapi
almis 23 hasta c¢alismaya dahil edilmistir. Bu 23 olgunun 21 tanesinin preop TUR
materyallerine ait bloklar arsivimizde yer almaktadir. Bu sebeple 21 hastanin TUR materyaline
immiinohistokimyasal ¢calisma uygulanmistir. Ayrica postop sistektomi materyallerinde tiimore
rastlanmayan hastalarda da immiinohistokimyasal ¢alisma uygulanmadigindan 18 hastanin
sistektomi materyaline ait tlimorlere immiinohistokimyasal ¢alisma uygulanmistir.

Calismaya dahil edilen 23 olgunun yas dagilimlar1 incelendiginde, en diisiik yas 48, en
yiiksek yas ise 79 olarak belirlenmistir. Ortalama yas 65+8 olarak bulundu. Olgularin 18 tanesi
erkek, 5 tanesi kadin cinsiyete sahipti. Caligmaya dahil edilen olgularda sigara igme orani
%78,3, sigara igenlerde paket x y1l ortalama degeri 34+12 olarak hesaplanmistir.

Tiimii neoadjuvan tedavi almis olan 23 hastadan 16 tanesi (%69,6) standart protokol
olan sisplatint+gemsitabin tedavisini almis iken, klinik durumlari elverigli olmamasi sebebiyle

olgularin 7 tanesi (%30,4) karboplatin+gemsitabin tedavisini almiglardi.
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Olgularm patolojik evreleri incelendiginde 12 olgunun (%52) T1, TO ve Tis evrelerinde
oldugu, yani neoadjuvan tedaviden kismen ya da tamamen fayda gordiigii belirlenmistir. Uger
olgu (%13) T2 ve T4 evrelerinde iken, 5 olgunun (%22) ise T3 evresinde oldugu ortaya
konmustur (Sekil 2,3,4). Olgulara ait klinik ve demografik veriler Tablo 4’te gosterilmistir.

Prognostik verilere bakildiginda olgulardan 13 tanesi (%56,5) yasiyor iken, 10 tanesinin
(%43,5) ex oldugu belirlenmistir. Genel sagkalim siireleri en az 11 ay ve en fazla 68 aydir.
Olgularin 16 tanesinde (%69,5) progresyon izlenmezken 7 olguda (%30,5) takip siirecinde
progresyon saptanmistir. Progresyon gosteren 7 olgu igerisinde en erken progresyon 10 ay sonra
en geg progresyon ise 44 ay sonra meydana gelmistir. Ortalama progresyonsuz gegen siire 25

ay olarak hesaplanmustir.

IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZiN DEGERLENDIRILMESI

Yapilan immiinohistokimyasal ¢alismalarda, KRTS antikorunun uygulandigi 21 preop
TUR materyalinde 11 olguda (%52) ekspresyon saptanmazken (IRS Smif 1), 3 olguda (%15)
zayif ekspresyon (IRS Sinif 2), 6 olguda (%28) orta ekspresyon (IRS Smnif 3) ve 1 olguda (%5)
giiclii ekspresyon (IRS Smif 4) saptanmistir. KRT5 antikorunun uygulandigi post op 18
olgudan 10 tanesinde (%56) ekspresyon izlenmemis (IRS Sinif 1) olup, 3 (%17) olguda zayif
ekspresyon (IRS Sinif 2) (Sekil 6), 3 olguda (%17) orta ekspresyon (IRS Sinif 3) ve 2 (%10)
olguda giiclii ekspresyon (IRS Sinif 4) izlenmistir (Sekil 5). KRT5 antikorunun preop TUR
materyallerindeki ekspresyon durumlari ile genel sagkalim, progresyonsuz sagkalim siiresi ve
hasta akibeti arasinda anlamli iliski tespit edilememistir. Ayrica KRTS antikoru ile olgularin
neoadjuvan tedavi almadan 6nce ve aldiktan sonraki tiimor materyallerindeki ekspresyon
durumlart arasinda da istatistiksel yonden anlamli bir iliskiye rastlanmamistir. KRT5 antikoru
boyanmasi ile ilgili veriler Tablo 5’de gosterilmistir.

KRT14 antikoru ile 21 preop TUR materyaline uygulanan immiinohistokimyasal
calismalarda 14 olguda (%67) negatif ekspresyon (IRS Sinif 1) izlenmistir. Uger olguda (%14)
zayif (IRS Smif 2) ve orta ekspresyon (IRS Sinif 3) goriilmiis olup, 1 olgu (%5) giicli
ekspresyon (IRS Sinif 4) gdstermistir. 18 olguda uygulanan postop KRT14 ¢aligmalarinda ise
11 olgu (%61) negatif ekspresyon (IRS Sinif 1) gostermistir. 3 olguda (%17) zayif ekspresyon
(IRS Simif 2) goriilmiistiir. Ikiser olguda (%11) ise orta (IRS Sinif 3) ve giiclii (IRS Sinif 4)
ekspresyon goriilmiistiir (Sekil 10 ve 11). KRT14 antikoru ile preop ve postop ekspresyon
durumlarinin karsilagtirilmas: Tablo 6’da gdsterilmistir. KRT14 antikorunun preop boyanma
durumu ile genel sagkalim arasinda istatistiksel yonden anlamli iligki ortaya konmustur (Sekil

1). Buna gore preop KRT14 pozitifligi olan olgularda genel sagkalim siiresi ortalama 24 ay
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iken, preop KRT14 ekspresyonu  saptanmayan olgularda ortalama genel
sagkalim siiresi 44 ay olarak hesaplanmistir (Tablo 9). Ayrica yine preop KRT14 ekspresyon
durumu ile progresyonsuz sagkalim siiresi arasinda da istatistiksel anlamli iligski tespit
edilmistir. Preop KRT14 ekspresyonu izlenen olgularda ortalama progresyonsuz gegen stire 10
ay iken preop KRT14 ekspresyonu izlenmeyen vakalarda bu siire 25 ay olarak hesaplanmistir
(Tablo 10).

KRT20 antikoru ile 21 preop TUR materyalindeki tiimore uygulanan ¢alismalarda 7
olguda (%33) ekspresyon saptanmamistir (IRS Sinif 1). 4 olguda (%19) zay1f ekspresyon (IRS
Sinif 2) goriilmiistiir. 6 olgu (%29) orta derece ekspresyon (IRS Sinif 3) gosterirken, 4 olguda
(%19) ise giiclii ekspresyon (IRS Sinif 4) saptanmistir. Sistektomi materyalinde timor ihtiva
eden 18 olguda KRT20 antikoru ile yapilan ¢alismada 11 olgu (%61) negatif (IRS Sinif 1) sonug
vermistir. 4 olgu (%22) zayif ekspresyon (IRS Sinif 2) gosterirken (Sekil 8), 1 olgu (%6) orta
derece ekspresyon (IRS Simif 3) gostermis, ve 2 olgu (%11) da giiclii ekspresyon (IRS Sinif 4)
gostermistir  (Sekil 7). KRT20 antikoru ile preop ve postop ekspresyon verilerinin
karsilastirilmasi Tablo 7°de gosterilmistir. KRT20 antikorunun preop ve postop materyallerdeki
boyanma durumlar ile prognostik parametreler olan genel sagkalim, progresyonsuz sagkalim
stiresi ve hasta akibeti arasinda anlamli iligki tespit edilememistir. Ayrica neoadjuvan tedavi
oncesi ve sonrast KRT20 ekspresyon durumlari arasinda da anlamli iligki ortaya konamamastir.

GATA3 antikoru ile 21 preop TUR materyaline uygulanan immiinohistokimyasal
calismalarda 4 olgu (% 19) ile negatif sonug (IRS Sinif 1) alinmistir. Yine 4 olguda (%19) zay1f
ekspresyon (IRS Sinif 2) izlenmistir. 5 olguda (%24) orta ekspresyon (IRS Sinif 3) goriiliirken,
8 olguda (%38) giiclii ekspresyon (IRS Sinif 4) mevcuttur. 19 olguya uygulanan postop GATA
3 immiinohistokimyasal ¢alismalarinda 11 olgu (%58) ile ekspresyon tespit edilmemistir (IRS
Sinif 1). 3 olguda (%16) zayif ekspresyona (IRS Sinif 2) rastlanirken (Sekil 9), 1 olguda (%5)
orta ekspresyon (IRS Sinif 3) ve 4 olguda (%21) giiglii ekspresyon (IRS Sinif 4) saptanmustir.
GATA3 antikorunun preop ve postop ekspresyon durumlari arasindaki iligki Tablo 8’de
gosterilmistir. GATA3 antikoru ile genel sagkalim, progresyonsuz sagkalim stiresi, hasta
akibeti, progresyon durumu verileri arasinda istatistiksel yonden anlamli iligki tespit

edilmemistir.
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Tablo 4. Hastalara ait klinik ve demografik veriler

Yas, yil
Ortalama=+Standart sapma 65+8
Ortanca (Minimum-maksimum) 64 (48-79)
Cinsiyet,n/n
Erkek/Kadin 18/5
Sigara, n (%) 18 (78,3)
Sigara (paket/yil)
Ortalama+Standart sapma 34+12
Ortanca (Minimum-maksimum) 30(10-50)
Neoadjuvan tedavi protokolii, n (%)
Sisplatin+gemsitabin 16 (69.6)
Karboplatin+gemsitabin 7 (30.4)
Patolojik evre TNM (AJCC 8.Baski), n (%)
Tis-T1-TO 12 (%52)
T2 3 (%13)
T3 5 (%22)
T4 3 (%13)
Evre, n (%)
1 12 (%52)
2 3 (%13)
3 (A/B) 8 (%35)

Tablo 5. Olgularin immunohistokimyasal olarak CK 5 ekspresyon verileri

Postop IRS Simif KRT5

Pozitif,
Pozitif, zayif | Pozitif, orta giicli
Negatif, | ekspresyon, |ekspresyon,| ekspresyon,
n n n n
Negatif, n 5 0 1 0
Pozitif, zayif
‘ 0 2 1 0
Preop IRS Simif ekspresyon, n
KRT5 Pozitif, orta A 0 . .
ekspresyon, n
Pozitif, giiglii
& 0 0 0 1
ekspresyon, n

IRS: Immun reaktivite skorlama
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Tablo 6. Olgularim immunohistokimyasal olarak KRT14 ekspresyon verileri

Postop IRS Simf KRT14

Pozitif,
giiclii
Pozitif, zayif | Pozitif, orta |ekspresyon,
Negatif, n | ekspresyon, n | ekspresyon, n n
Negatif, n 10 1 0 0
Pozitif, zayif
Preop IRS ekspresyon, n 0 2 0 0
Simif Pozitif, orta
KRT14 ekspresyon, n 0 0 1 1
Pozitif, giiglii 0 0 1 0
ekspresyon, n
IRS: Immun reaktivite skorlama
Tablo 7. Olgularin immunohistokimyasal olarak KRT20 ekspresyon verileri
Postop IRS Simif KRT20
Pozitif,
gliclii
Negatif, | Pozitif, zayif | Pozitif, orta | ekspres
n ekspresyon, n | ekspresyon, n | yon, n
Negatif, n 5 0 0 0
epk(;?:(let;yzoanyﬁ 2 0 0 1
Preop IRS Pozitif or’éa
Simf KRT20 ’ 1 2 1 1
ekspresyon, n
Pozitif, giiclii 2 1 0 0
ekspresyon, n
IRS: Immun reaktivite skorlama
Tablo 8. Olgularin immunohistokimyasal olarak GATA3 ekspresyon verileri
Postop IRS Simif GATA3
Pozitif,
Pozitif, orta|  giiclii
Pozitif, zayif | ekspresyon, | ekspresyon,
Negatif, n | ekspresyon, n n n
Negatif, n 3 1 0 0
Pozitif, zay1f 4 0 0 0
ekspresyon, n
Preop IRS Simif Pozitit. ora
GATA3 ’ 1 0 0 0
ekspresyon, n
Pozitif, glicli 1 5 1 4
ekspresyon, n

IRS: Immun reaktivite skorlama

37




Tablo 9. Preop antikor ekspresyonu ile genel sagkalim iliskisi

Preoperatif Genel sagkalim siiresi p
(ay) degeri
T 44.0 (14,2-737) 0.90
o)
KRT5, n (%) ] 43.0 (35,4-50,5)
T 24.0 (7,6-40,4) 0.007
o)
KRT14, n (%) _ 44.0 (41,5-46,4)
; 43.0 (NA-NA) 0.10
0)
GATAS3, n (%) _ 16.0 (1,0-37,5)
T 43.0 (28,9-57,1) 0.93
0)
KRT20, n (%) i 44.0 (1,0-89,3)
KRT: Keratin, NA: Not available.
Tablo 10. Preop antikor ekspresyonu ile progresyonsuz gegen siire iligkisi
Preoperatif Progresyonsuz sagkalim p
siiresi (ay) degeri
¥ 18.0 (5,1-30,8) 0.85
0)
KRTS5, n (%) ] 25.0 (13,7-36,2)
T 10.0 (NA-NA) 0.02
0)
KRT14, n (%) ] 25.0 (9,9-40,0)
n 18.0 (NA-NA) 0.55
o)
GATA3, n (%) ] 10.0 (NA-NA)
n 18.0 (NA-NA) 0.55
0)
KRT20, n (%) ] 10.0 (NA-NA)

KRT: Keratin, NA: Not available

1,0

p———

08

0,671
cK14 ()

Cum Survival

CK14 (+)

0,2

HR 2,07 %95GA 1.38-45.9, pu0.02

T T
0 20 40 60

Genel Sagkalim (ay)

Sekil 1. KRT14 ekspresyonu ile genel sagkalim iliskisi
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Sekil 2. Neoadjuvan tedaviden fayda gormemis kasa invaziv mesane Kkanserinin

mikroskopik goriiniimii (H&E boyama, x40)

Sekil 3. Neoadjuvan tedaviden fayda gormiis ve tiimorii tiimiiyle regrese olmus bir

hastada mesane duvarinin mikroskobik goriiniimii (H&E boyama, x40)
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Sekil 4. T1 evresinde mesane kanserinde tiimoriin mikroskobik goriiniimii (H&E

boyama, x100)

Sekil 5. KRTS antikoru ile diffiiz kuvvetli boyanma gosteren IRS smmif 4 olgu

(Immiinperoksidaz boyama x40)
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Sekil 6. KRT5 antikoru ile fokal boyanma gosteren IRS simf 2 olgu (Immiinperoksidaz
boyama, x100)

Sekil 7. KRT20 antikoru ile diffiiz kuvvetli ekspresyon gosteren IRS smmf 4 olgu

(Immiinperoksidaz boyama x40)
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Sekil 8. KRT20 antikoru ile zayif ekspresyon gosteren IRS simif 2 olgu (immiinperoksidaz
boyama, x200)

Sekil 9. GATAS3 antikoru ile zayif ekspresyon gosteren IRS sinif 2 olgu (Immiinperoksidaz

boyanma, x40)
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Sekil 10. KRT14 antikoru ile kuvvetli ekspresyon gosteren IRS smmif 4 olgu

(Immiinperoksidaz boyama, x100)

Sekil 11. KRT14 antikoru ile orta derece ekspresyon gosteren IRS smmf 3 olgu

(Immunpreoksidaz boyama, x200)
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MOLEKULER ANALIZIN DEGERLENDIRILMESI

Secilen olgularin mutasyon analizi sonuglarinda Real Time PCR yo6ntemi ile ¢aligilan 9
genin 2 tanesinde mutasyon tespit edilmistir. 12 olgunun postop rezeksiyon materyallerindeki
tiimor alanlarindan yapilan ¢alismalarda 3 hastada TP53 mutasyonu (Sekil 12, 13 ve 14) ve 1
hastada PIK3CA mutasyonu (Sekil 15) saptanmustir. 8 hastada herhangi bir mutasyona
rastlanmamistir. AKT1, CDKN2A, CTNNB1, FGFR-3, HRAS, KRAS, NRAS genlerinde 12
olgunun higbirinde mutasyon tespit edilmemistir. TP53 mutasyonu tespit edilen 3 olguda
mutasyonlarin tiimii farkli niikleotid degisimlerini géstermektedir. Ayni anda 2 veya daha fazla
mutasyon tespit edilen herhangi bir olgu belirlenmemistir. Olgularda tespit edilen mutasyonlar,
niikleik asit ve amino asit degisimleri Tablo 11°de gosterilmistir.

TP53 mutasyonu belirlenen 3 (%25) olgunun klinik ve prognostik parametrelerle iliskisi
incelendiginde, mutant olgularda erkek/kadin orani1 2/1 iken, wild tip olgularda bu oran yine
6/3 ile aynidir. Mutasyon gosteren 3 olgudan 2 tanesi sigara igmekte iken, mutasyon tespit
edilmeyen 9 olgudan 7 tanesi sigara igmekteydi. Progresyonsuz sagkalim siiresi ortalamalarina
bakildiginda TP53 mutant olgularin ortalamasi 37 ay iken, TP53 wild tip olgularin ortalamasi
22 ay olarak hesaplanmistir. TP53 mutasyonu ile progresyonsuz sagkalim siiresi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilmemistir. TP53 mutasyonu gosteren 3 olgudan 2
tanesi hala yasiyor iken 1 olgu ex olmustur. Genel sagkalim siireleri arasindaki iliski
incelendiginde TP53 mutant olgularin ortalamasi1 41 ay iken, TP53 mutasyonu izlenmeyen
olgularda bu siire ortalama 32 ay olarak hesaplanmistir. Genel sagkalim siiresi ve TP53
mutasyonu arasinda anlaml bir iligki ortaya konamamigtir. TP53 mutasyonu ile klinik ve
prognostik verilerin karsilastirmasi Tablo 12°de gésterilmistir. TP53 mutasyonu tespit edilen 3
olgunun 2 tanesinin T1 ve 1 tanesinin T2a evresinde oldugu belirlenmistir.

PIK3CA mutasyonu yalnizca 1 (%8,33) olguda tespit edilmistir. Mutasyon tespit edilen
bu olgu, 30 paket/yil sigara kullanimi olan, 55 yasinda kadin cinsiyettedir. Bu olguda 18 aylik
progresyonsuz gecen siireden sonra progresyon gelismis ve toplam 28 aylik genel sagkalimdan
sonra ex olmustur. PIK3CA mutasyonu izlenmeyen 11 olgunun ortalama progresyonsuz
sagkalim stireleri 28 ay ve genel sagkalim siireleri ise 35 ay olarak hesaplanmigtir. PIK3CA
mutasyonu ile hasta akibeti, progresyonsuz sagkalim siiresi ve genel sagkalim parametreleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki tespit edilmemistir. PIK3CA mutasyonu ile klinik,
demografik ve prognostik verilerin karsilastirmasi Tablo 13°de gosterilmistir. PIK3CA

mutasyonu tespit edilen olgunun T3a evresinde oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 11. Calismamizda tespit edilen mutasyonlar, niikleik asit ve amino asit degisimleri

Mutasyon Niikleik asit degisimi Amino asit degisimi n (%)
C.844C>T p.R282W

TP53 C.455C>T p.P152L 3 (%25)
c.637C>T p.R213

PIK3CA C.1624G>A p.E542K 1 (%8,33)

Tablo 12. TP53 mutasyonunun Kklinik, demografik ve progresyon verileri ile

karsilastirilmasi
TP53 Mutasyonu
yok var
Ortalama | Say1 | Ortalama | Say1
Yas 61,11 67,33
_ K 3 1
C t
insiye = 5 >
. hayir 2 1
Sigara evet 7 2
Sigara (paket/yil) 32,50 25,00
Progresyonsuz gecen siire(ay) 22 37
sisplatin+ gemzar
Neoadjuvan tedavi karboplatin+gemzar 1 1
diger 0 0
Akibet yasiyor 5 2
ex 4 1
Genel sagkalim (ay) 32 41

Tablo 13. PIK3CA mutasyonunun Klinik, demografik ve prognostik verilerle

karsilastirilmasi
PIK3CA mutasyonu
yok var
Say1 Ortalama Say1 Ortalama
. K 3 1
Cinsiyet E 3 0
Ya 63,36 55,00
. hayir 3 0
Sigara evet 8 1
Sigara (paket/yil) 31,11 30,00
yasiyor 7 0
Akibet ex 4 1
Genel sagkalim 35 28
Progresyonsuz gecen siire (ay) 28 18
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Sekil 12. TP53 mutasyonu (¢.637C>T) tespit edilen olgunun real time PCR sonucu

Sekil 13. TP53 mutasyonu (c844C>T) tespit edilen olgunun real time PCR sonucu
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Sekil 14. TP53 mutasyonu (¢.455C>T) tespit edilen olgunun real time PCR sonucu

Sekil 15. PIK3CA mutasyonu (c.1624G>A) tespit edilen olgunun real time PCR sonucu
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TARTISMA

Mesane tiimorleri, tan1 ve takibi girisimsel yontemlerle yapilan, bu yiizden de
getirdikleri mali yiikii oldukea fazla olan tiimorlerdir. Mesane tiimorlerinin olusum yolaginda
tirotelyal hiperlazi ve displazi gelisimin normal iirotelyal epitelden kromozom 9 delesyonu ile
gelistigine ve hiperplazi gelismis epitelde ayri, displazi gelismis epitelde ayr1 molekiillerin rol
alarak kanser gelisimine yol actiklart ortaya konmustur (5, 55, 61).

Mesane kanserleri ile ilgili molekiiler caligmalar heniiz yolun basinda olsa da 6zellikle
TCGA projesinin calismalari ile birlikte elde edilen veri azimsanamayacak diizeydedir. Bu
projeden elde edilen bilgiler ve benzer ¢aligmalarla ulasilan bulgulara gore kasa invaziv mesane
kanserlerinde luminal ve luminal olmayan olmak {izere 2 ana grup ayrimi1 yapmak miimkiindiir.
Luminal grup igerisindekiler luminal belirleyiciler olan KRT20, FOXA1, GATA3, Uroplakin
ile reaksiyon verirlerken, bazal belirleyiciler olan KRT5, KRT 14 ve CD44 gibi belirleyiciler
ile diislik reaksiyon verirler. Luminal 6zellik gosteren tiimorlerin prognozu daha iyi olma
egilimindedir (24).

Luminal grup igerisinde yer alan luminal-papiller alt grubu FGFR-3 mutasyonunun en
sik izlendigi gruptur. Ve prognozlari en iyi olandir (62). Luminal infiltratif grup ise diisiik timor
safligina sahip olmasiyla diger alt gruplardan ayrilir. Diiz kas ve myofibroblast gen imzalariyla
bilinir ve TP53 wild patern karakteristigi gosterir (30). Bazal-skuamoz alt grup ise bazal
belirleyiciler ( KRT5, KRT14, CD44) ile yiiksek ekspresyon gosterir. Bu tipte TP53
mutasyonlart sik tespit edilmistir. Ayrica bu tip skuamoz diferansiyasyon ile iliskilidir (24).
Son alt tip noronal alt tip olup en koétii prognoza sahip olan gruptur. Noroendokrin sinyaller ve

yiiksek proliferasyon ifade ederler.
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Mesane kanseri hastalarinda daha etkili tedaviler gelistirmek, hasta prognozlarin1 daha
iyi ongdérmek, daha dogru tedavi ve izlem planlar1 olusturmak icin farkli tiimorlerdeki farkl
molekiiler mekanizmalardan ve bu mekanizmalardaki mutasyonlardan haberdar olmak
gereklidir. Uygulanan neoadjuvan tedavilerin hasta prognozlar iizerinde ne denli faydali
oldugunun ortaya konmasi da hasta takibi agisindan klinik yonden faydali veriler
saglamaktadir. Bu anlamda gergeklestirdigimiz c¢alismamizda da neoadjuvan tedavi alan
mesane kanseri hastalarinda immiinohistokimyasal boyama yontemiyle KRTS5, KRT14, KRT20
ve GATA3 antikorlariyla ekspresyon degerlendirildi. Ayrica real time PCR ydntemiyle 9
gendeki (AKT1, CDKN2A, CTNNB1, FGFR-3, HRAS, KRAS, NRAS, TP53, PIK3CA)
mutasyon durumlari incelendi. Calismamizin en dikkat ¢geken bulgular1 soyle 6zetlenebilir:

i) Preop KRT14 ekspresyonu olan vakalarda genel sagkalim siireleri ve progresyonsuz
sagkalim siirelerinin daha kisa oldugu istatistiksel yonden anlamli bir iliski olarak saptanmastir.
Bu bulgularla luminal boyanma 6zellikleri gdstermeyen tiimorlerin daha kotii prognozlu oldugu
sonucuna varilmistir.

i1) Preop GATA3 ekspresyonu olan olgularda ortalama genel sagkalim siiresi 43 ay
olurken ekspresyon gostermeyen olgularda bu siire 16 ay olarak hesaplanmistir. Burdan sonucla
luminal belirleyicilerden bir tanesi olan GATAS3 antikorunun her ne kadar istatistiksel yonden
anlaml iligki ortaya konamamis olsa da iyi prognozu gosterebilecegi sonucuna varilmaistir.

i11) Preop KRTS5 ve KRT20 antikorlar1 ile ekspresyon gosteren ve gostermeyen
vakalarda ortalama genel sagkalim siireleri ve progresyonsuz sagkalim siireleri birbirlerine
yakin olarak bulunmustur. Bunun sonucunda KRTS5 ve KRT20 antikorlarinin subgruplamada
faydali olsalar da hasta prognozunda kullanigh olmadiklar1 kanaatine varilmistir.

iv) 12 olguya uygulanan real time PCR ydntemi ile molekiiler analiz sonucunda 4
hastada mutasyon saptanmistir. Bunlarin 3 tanesinin TP53 mutasyonu oldugu 1 tanesinin de
PIK3CA mutasyonu oldugu belirlenmistir. Benzer evredeki ve benzer immiinohistokimyasal
boyanma paternine sahip vakalar arasinda molekiiler yonden farkliliklar ortaya ¢ikmis olmasi
timor heterojenitesinin  mesane tlimorlerinin de Gzelliklerinden biri  oldugu fikrini
olusturmustur.

v) TP53 mutasyonu olgularin 12 olgudan 3 {inde (%25) goriilmiistiir. Ve bu mutasyonun
gorildiigii hastalarin genel sagkalim ortalamalar1 41 ay olarak hesaplanmistir.

Neoadjuvan tedavi almis kasa invaziv mesane kanseri hastalarini dahil ettigimiz
calismamizda olgularin yas ortalamasi 65 olarak hesaplanmistir. Bu bulgu mesane literatiir
bilgileri ile kiyaslandiginda mesane kanserlerinin tan1 alma yas1 ile uyumlu olarak goriilmiistiir

(18, 63).
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Yapilan immiinohistokimyasal ¢aligma sonuglarina gére KRT14 antikorunun preop
TUR materyalinde pozitif reaksiyonunun hastalarin genel sagkalim stireleri ve progresyonsuz
sagkalim siireleri ile istatistiksel yonden anlamli bir iligskide oldugu ortaya konmus, buna gore
KRT14 antikoru pozitif olanlarin daha diisiik genel sagkalim ve progresyonsuz sagkalim
stirelerine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica istatistiksel olarak anlamli sonug¢ elde
edilememis olsa da GATA3 antikorunun preop TUR materyalinde pozitifliginin genel sagkalim
ve progresyonsuz sagkalim siirelerinin uzunluguyla iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir.

Jangir ve ark. (64) yaptigi ve 40 vakayr igeren ¢alismada bizim c¢alismamizdaki
immiinohistokimyasal bulgularin prognostik verilerle karsilagtirilmasina olduk¢a benzer
sonugclar elde edilmistir. Bu calisma da bizim ¢alismamizda oldugu gibi KRT14, KRTS, KRT20
ve GATAS3 antikorlariyla uygulanmistir. Ve KRT14 antikoru pozitifliginin ve GATA3 antikoru
negatifliginin daha kisa genel sagkalim siireleri ile istatistiksel olarak anlamli iliskide oldugunu
ortaya koymustur. Bu calisma ayrica KRT20 antikoru pozitif olgularin daha yiliksek sagkalim
oranlarina sahip oldugunu ve KRTS5 antikoru pozitif olgularin da daha diisiik sagkalim
oranlarina sahip olduklarin istatistiksel yonden kanitlayamamis olsa bile destekler bulgular
sunmustur. Bu sonuglar bize KRT14 ve GATA3 antikorlarinin prognoz tayininde rutin pratikte
kullanilmalarin1 desteklemek {izere daha fazla olguyla yapilacak ¢alismalarin faydali sonuglari
konusunda umut vadetmektedir.

Pena ve ark. (65) yaptigt ve 60 olguyu igeren bir calismada bu sonuglar
desteklenmemistir. Bu ¢alisma 60 olgunun TUR materyallerini incelemis ve bazi olgulara ait
birden fazla TUR materyalini de ¢alismaya dahil ederek luminal (KRT20, GATA3, Uroplakin
2, Her2/neu ve estrogen reseptoril) ve bazal (KRTS ve CD44) ozellikleri gosteren antikorlar ile
prognoz arasindaki iligkileri ortaya koymayr amaglamigtir. Elde ettikleri sonuglarla bizim
calismamizin aksine KRTS antikorunun pozitifliginin TUR materyallerinde yiiksek evre ile
istatistiksel yonden anlamli iliskide oldugunu belirtmislerdir. Ayrica bu g¢alisma hicbir
antikorun bir sonraki TUR materyalinde veya ileride yapilacak herhangi bir TUR materyalinde
ne rekiirrens, ne derece artisi, ne de ileri evre ile istatistiksel yonden anlamli iliskide olmadigini
ortaya koymustur. Bizim ¢alisgmamizda KRTS5 antikoru pozitifliginin yliksek evre ile iligkili
bulunmamasi c¢aligmaya dahil edilen olgu gruplarmin farkli olmasina bagli olabilir. Bizim
grubumuz hali hazirda TUR materyallerinde kasa invaziv mesane kanseri tanist almis
olgulardan olustugundan kendi iginde zaten homojen bir gruptur. Ote yandan Pena ve ark.
caligmasinda ise TUR uygulanmis her evreden heterojen bir grup bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar
TUR materyallerinde prognoz tahmini ve buna yonelik olarak rutin klinik uygulamalar i¢in tek

bir antikorun kullaniminin kullanisli olmadigini birkag¢ antikorun kombinasyonu ile bir panelin
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kullanilmast gerektigini ve bu sonuclarin daha c¢ok sayida olguyu igeren uzun vadeli
calismalarla desteklenmesi gerektigini gostermektedir.

Dadhania ve ark. (66) yaptigi ve mesane kanseri tizerine yapilmis olduk¢a genis
caligmalar1 degerlendiren bir meta-analiz ¢alismasi da bizim ¢alismamizda ortaya koydugumuz
bulgular ile paralellik gostermektedir. Dadhania ve ark. (66) molekiiler alt gruplama
yapabilmek icin rutin pratikte kullanilan immiinohistokimyasal antikorlardan hangilerinin en
kullaniglh olabilecegini bulmay1 amag¢lamiglardir. Buna gére prognozun daha iyi oldugu luminal
molekiiler alt grubu 6ngérmede GATA3 antikoru, prognozun daha kotii oldugu bazal molekiiler
alt grubu 6ngérmek icin KRTS ve KRT14 antikorlar1 tek baslarina en giivenilir oranlara
sahiplerdir. Ayrica kombine kullanimda KRT5 ve GATA3 antikorlarinin birlikte kullanimi en
yiiksek dogruluk oranina sahipken, KRT14 ve GATA3 {in birlikte kullanimi da ikinci en yiiksek
dogruluk oranina sahiptir. Biz kendi ¢calismamizda molekiiler alt gruplama yapmamis olsak da
GATA 3 antikor pozitifliginin iyi prognozla iliskisini ve KRT14 antikor pozitifliginin ise kotii
prognozla iligkisini ortaya koyduk. Dadhania ve ark. (66) yaptig1 kapsamli ¢aligmadaki sonuglar
ve bizim ¢alismamizin da paralel nitelikteki sonuglarindan GATA3 ve KRT14 antikorlarinin
birlikte kullaniminin mesane kanserlerinde molekiiler alt grubu ve bunun sonucunda da
prognozu 6n gérmekte faydali olabilecegi anlami ¢ikmaktadir.

Font ve ark. (67) yapmis oldugu ve tipki bizim ¢alismamiz gibi neoadjuvan tedavi almis
olgu grubuyla yapilmis ¢alismada da immiinohistokimyasal yonden kismen uyumlu sonuglara
rastlanmistir. Bu ¢aligma sonucunda elde edilen bulgularda, daha kotii prognoza sahip olan
bazal-skuamoz alt grubun KRT5 ve KRT14 ile daha yiiksek oranda pozitifligi oldugunu ve
GATA3 antikoruyla daha diisiik oranda pozitifligi oldugunu bulmuslardir. Daha 1y1 prognoza
sahip luminal benzeri alt grubun ise GATA3 antikoru ile daha yiiksek oranda pozitifligi
oldugunu saptamislardir. Bizim ¢alismamizda da molekiiler alt gruplama yapilmamakla birlikte
KRT14 pozitifligi olan olgularda prognozun daha kétii seyrettigi ve GATA3 antikoru pozitifligi
olan olgularda prognozun daha iyi seyrettigi lehine sonuglar alinmistir. Ayrica Font ve ark. (67)
da bizim calismamizda oldugu gibi olgu gruplarina molekiiler ¢alisma uygulamis FGFR-3,
PIK3CA, HRAS, KRAS, NRAS mutasyon incelemesi yapmislardir. Ne var ki bu molekiiler
calisma sonucunda elde ettikleri mutasyon sonuglar1 gruplar arasinda istatistiksel yonden
anlamli sonu¢ ortaya c¢ikarmamistir. Bizim calismamizda uygulanan molekiiler inceleme
sonucunda ortaya ¢ikan mutasyonlar da prognostik verilerle istatistiksel yonden anlaml iligki
icerisinde olmamistir. Bu durumun c¢alisma uygulanan olgu sayisinin  kisitliligindan
kaynaklanmakta oldugu diisliniilmiistiir. Ayrica tiimor heterojenitesi de goz Oniine alinmasi

gereken bir durumdur. Tiimoriin farkli alanlarindan alinip izole edilen DNA molekiillerinin
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analizinde farkli mutasyonel duruma rastlanma olasiligi mevcut olabilir. Bu durumun 6niine
geemek i¢in mesane kanserlerinde molekiiler analizi baz alan ¢alismalarla bilgi birikimi
derinlestirilmelidir.

Li ve ark. (68) yaptigit GATA-3 antikoru {izerine kurgulanmis bir ¢alismada bizim bu
antikorla ilgili elde ettigimiz sonuglardan ¢ikardigimiz bulgular ile uyumluluk gostermistir. Li
ve ark. (68) GATAS ekspresyonunu iatrojenik olarak baskilamig, baskilanmis olan {irotelyal
epiteldeki degisimleri normal iirotelyal epitel ile kiyaslamislardir. Bu ¢alisma nihayetinde daha
diisiik GATA3 ekspresyonunun daha yiiksek derece ve daha invaziv davranis ile iliskili oldugu
sonucuna varmislardir. Biz de ¢alismamizda bu antikorun yiiksekliginin hastalarda daha yiiksek
genel sagkalim siireleri ile iliskili oldugu sonucuna varmistik. Bizim ¢aligmamizda GATA-3
ekspresyonu ile evre arasinda iliski yakalayamamis olmamiz ¢alismanin olgu grubunun az
sayida hasta icermesinden dolay1 oldugu goriisiine varilmistir. Neoadjuvan tedavi almis hasta
gruplarinda gerek uygulanan antikorlarin 6ngérmekteki yararliligi gerek de verilen tedavinin
faydasinin arastirilmasi lizerine daha genis vaka serilerini igeren ¢aligsmalara ihtiyag vardir.

Bunun yaninda Leivo ve ark. (69) yaptiklari bir ¢alisma yine daha once bahsedildigi
gibi tek bir antikoru kullanmaktan ziyade birka¢ antikoru igeren paneller seklinde calisma
uygulamanin daha 6nemli oldugunu gosterir niteliktedir. Leivo ve ark. (69) 89 mesane kanseri
olan ve 10 adet de daha 6nce mesane lezyonu Oykiisii bulunmayan normal olguyu ¢alismalarina
dahil etmislerdir. GATA3, p40 ve Uroplakin Il antikorlar ile yaptiklari ¢alismalarda bizim
calismamizla ortak antikor olan GATAS3 {in tek basina prognozu 6ngdrmekte faydali olmadigi
sonucuna varmislardir. P40, GATA3 ve Uroplakin Il antikorunun beraber kullaniminin ise hem
mesane primerini belirlemede hem de prognozu o6ngérmekte faydali oldugu sonucuna
ulagmiglardir.

Bahsedilen literatiir ¢alismalarindan ve kendi c¢alismamizdan yola ¢ikacak olursak
hastalarin molekiiler alt gruplarini belirlemek, bu sayede de hem hasta prognozlarini 6ngoriip
buna gore klinik izlem plan1 yapmak hem de hastalara uygun tedavi seceneklerini belirlemek
immiinohistokimyasal caligmalar yardimiyla miimkiin olabilmektedir. Bunun i¢in tek bir
antikor giivenilir olmamakla birlikte luminal grup i¢cin GATA3 ve bazal grup i¢cin KRT14 ve
her ne kadar bizim ¢alismamizda istatistiksel anlamli bir iliski elde edilememis olsa da KRTS5
anitkorlariin oldugu bir panel kullanimi en uygun yontem gibi goéziikmektedir.

Ayrica molekiiler alt gruplari ve tedaviye yaniti Ongdrmekte yalnizca
immiinohistokimyasal ¢aligsmalarin degil, timdrde in situ karsinom oraninin, ekstraseliiler
matriks oraninin, skuamoz diferansiyasyonun da fikir verici birer parametre oldugunu akilda

tutmak faydali olacaktir (5, 24).
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Bizim ¢aligmamiz, yapilan molekiiler ¢alismalarin sonucunda analiz edilen 12 hastanin
3 tanesinde (%25) TP53 mutasyonuna ve 1 tanesinde (%8,33) PIK3CA mutasyonu tespit
etmistir.

Mesane kanserlerinde molekiiler caligmalar1 igeren en kapsamli ¢alisma olan TCGA
(24) calismasinda kasa invaziv mesane kanserlerinin %48 inde TP53 mutasyonu oldugu
belirtilmistir. Ayrica Glaser ve ark. (70) yapmis oldugu, TCGA ve Cin kanser genom
konsorsiyumu gibi biiyiik ¢alismalarin biraraya getirildigi derlemede de TP53 mutasyonu
sikligin1 kasa invaziv mesane kanserlerinde %47 olarak ortaya koymuslardir. Bizim
calismamizda %25 olarak belirlenen bu oranin literatiirdeki ¢aligmalarla karsilagtirildiginda
daha diisiik oldugu goriilmistiir. Bunun sonucunda olgu sayisinin azligindan o6tiirii oranlarin
yaniltict olabilecegi ve ancak yliksek olgu sayisini iceren ¢aligmalarin yineleyen tekrarlariyla
dogruya en yakin oranin elde edilebilecegi diisiiniilmiistiir. Yine de en sik rastlanan mutasyonun
TP53 mutasyonlari olmasi bir uyum gostergesidir.

PIK3CA mutasyonlari TCGA c¢aligsmasina gore kasa invaziv mesane kanserlerinin
%25’inde goriilmektedir. Ve bu mutasyon TP53 mutasyonunun ardindan en sik rastlanan
mutasyonlardan bir tanesidir (4, 24). Biz de ¢alismamizda 12 olgunun 1 tanesinde (%8,33) bu
mutasyonu tespit ettik. Calismamiz dahilinde molekiiler inceleme uygulanan olgu sayist sinirl
oldugu i¢in yiizdelik oranlar kolaylikla degiskenlik gdstermekle birlikte en sik rastlanan
mutasyonun TP53 ve 2. en sik mutasyonun PIK3CA mutasyonu olmast TCGA ¢alismasi ile
uyumluluk gdstermektedir.

Calismamizda TP53 mutasyonu saptanan 3 olgudan 2 tanesi neoadjuvan tedaviden
sonra patolojik evrede gerileme gosterip T1 evresine gelirken, 1 olgu aymi evrede kalip
neoadjuvan tedaviden sonra T2 evresinde kalmistir. Bu durum, ¢alismamizda TP53 mutasyonu
saptanmayip neoadjuvan tedaviden fayda gérmiis olan 3 hastanin da bulunmasi sebebiyle
istatistiksel yonden anlamli bir farklilik olusturmamistir. Ancak literatirde TP53
mutasyonunun neoadjuvan tedaviye duyarlilik ile arasinda iliski oldugunu gosteren ¢alismalar
g6z ontline alindiginda TP53 mutasyonu olan hastalardaki tedaviye yanit dikkat ¢ekici olabilir
(5, 24, 71, 72). Neoadjuvan tedaviye hassasligi ongérmede TP53 mutasyonunun molekiiler
yontemlerle ortaya konmasi ile immiinohistokimyasal olarak arastirilmasinin birbirleriyle
tutarli olmadigin1 gosteren bir literatiir ¢alismasi mevcuttur (73). Bu durum, her hastada
molekiiler yontemle mutasyon arastirilmasinin miimkiin olmadig1 diisiintildiigtinde TP53’{in
prognoz veya tedaviye yanit 6n gormekte giinliik rutinde kullanimini kisitlayici olmaktadir.

TCGA c¢aligmasina gore CDKN2A ve TP53 mutasyonlar1 arasinda negatif birliktelik
iliskisi s6z konusudur (24). Biz yaptigimiz ¢alismada 12 hastanin higbirinde CDKN2A
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mutasyonu saptamadik. TP53 mutasyonu olan 3 hastada CDKN2A mutasyonuna
rastlanmamasi beklenen bir sonug olabilir. Ancak TP53 mutasyonu saptanmayan 9 hastanin
higbirisinde saptanmamis olmasi beklenen bir sonu¢ degildir. Bu durumun, 6zellikle kasa
invaziv mesane kanserlerinin gosterdigi tiimor heterojenitesi ile iliskili oldugu fikrine
varilmigtir. Yani kasa invaziv mesane kanserlerinde patogenezin yalnizca belirli bir yolak
tizerinden ilerlemedigi, ¢esitli mutasyonlarin ve genetik degisikliklerin gelisimde Onemli
oldugu kompleks bir gelisim oldugu diisiincesi desteklenmektedir.

Choi ve ark. (30) mesane kanserlerinin molekiiler alt tiplendirmeleri, bu tiplerin
immiinohistokimyasal belirleyicilerle gosterdikleri ekspresyonlar arasindaki iliski ve bu
ozelliklerin tedaviye yaniti ongdrmekte kullanimlari lizerine bir ¢alisma gergeklestirmislerdir.
Bu calismada elde ettikleri sonuglara gore kasa invaziv mesane kanserlerini luminal, bazal ve
‘p53 benzeri’ olmak iizere 3 alt gruba aymrmislardir. TCGA calismasindan farkli olarak
tanimladiklar1 bu grubun hem luminal hem bazal belirleyiciler ile ekspresyon gosterebilen ve
TP53 wild patern olan bir grup oldugunu belirtmiglerdir. Ayrica bu alt grubun neoadjuvan
kemoterapiye karsi direngli olduklar1 kararina varmiglardir. Bizim c¢aligmamizda da TP53
mutasyonu gdstermeyen 9 hastanin 6 tanesi hem luminal hem bazal belirleyicilerin en az 1
tanesiyle ekspresyon goOstermistir. Bu 6 hastanin neoadjuvan tedaviden aldiklar1 yanitlar
incelendiginde 4 tanesinin fayda gordiigl ve tiimor derecelerinin T1 ve Tis evrelerine geriledigi,
2 tanesinin de fayda gérmedigi belirlenmistir. TP53 mutasyonu gdstermeyen, sadece luminal
veya sadece bazal belirleyicilerle ekspresyon gosteren 3 olgunun 2 tanesi neoadjuvan tedaviden
fayda gormiis olup, 1 olgu fayda gérmemistir. Bu bulgular istatistiksel yonden anlamli bir sonug
ortaya ¢ikarmamistir. Ancak hem luminal hem bazal belirleyicilerle ekspresyon gdsteren
tiimorlerle ilgili daha genis calismalar yapilmaya muhtactir. Bu calismalar molekiiler alt gruplar
arasindaki ayrimlar1 keskinlestirecek ve daha spesifik tedavi planlamalarina olanak verecektir.
Bu sayede hem etkin tedavi saglanacak hem de hastalarin prognozlar1 daha keskin bir sekilde
ongoriilebilecektir.

Kompier ve ark. (42) 257 primer mesane kanseri olgusu ile yaptigi ve PIK3CA, HRAS,
KRAS, NRAS, FGFR3 mutasyonlarinin aragtirildiklar1 ¢alismada kasa invaziv mesane
kanserlerinde PIK3CA mutasyon oranint %21 olarak bulmuslardir. Ayrica bu ¢alismada
PIK3CA geninde en sik rastlanan mutasyonlardan birinin E542 kodonunda oldugunu
belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda da mutasyon saptanan tek PIK3CA olgusunda tespit edilen
mutasyon bu kodondadir. Bu yonden yapilan mutasyonel analiz literatiir ile uyumluluk
gostermektedir. Ek olarak Kompier ve ark. PIK3CA mutasyonunun patolojik evre ve prognozla

iliskili olmadiklarini ortaya koymuslardir.
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Literatiirde PIK3CA mutasyonunun FGFR3 mutasyonu ile birliktelik gosterdigini
belirten ¢alismalar mevcuttur (17, 54). Bizim ¢alismamizda PIK3CA mutasyonu saptanan tek
olguda FGFR3 mutasyonunun eslik etmedigi goriilmiistiir.

FGFR-3 mutasyonunun mesane kanserlerinde diisiik evre ile iliskili oldugunu, FGFR3
mutasyonu olan olgularda progresyon gelisme riskinin diisilk oldugunu gosteren literatiir
caligmalar1 mevcuttur. Kasa invaziv mesane kanserlerinde bu mutasyonun goriilme sikliginin
¢ok daha az oldugu da ¢alismalarla ortaya konmustur (24, 74, 75). TCGA ¢alismasina gore kasa
invaziv mesane kanserleri igerisinde de daha diisiik evrelerde mutasyon goriilme orani daha
yiiksekken yiiksek evrelerde goriilme orani daha diisiiktiir. Bu oranlar T2 evre kanserlerde %21
iken T3-T4 kanserlerde %10a diismektedir. Bizim ¢alismamizda higbir olguda bu mutasyona
rastlanmamis olmas1 FGFR-3 {in daha diisiik evre ve daha 1yi prognoz ile iliskili oldugu fikrini
destekleyebilir. Ancak kesin bir sonuca varmak icin elde edilen bulgular yeterli degildir.

Genelde diisiik dereceli ve diisiik evreli mesane kanserleriyle iliskilendirilen HRAS,
KRAS ve NRAS mutasyonlarinin kasa invaziv mesane kanserlerinde goriilme sikliginin
oldukga diisiik oldugunu belirten yaymlar mevcuttur (4, 5, 18, 24). Bizim de sadece kasa invaziv
mesane kanseri olgularini dahil ettigimiz ¢alismamizda bu mutasyonlardan hi¢birine herhangi
bir hastada rastlanmamistir. Bu durum bu bu mutasyonlarin diisiik dereceli mesane kanserleri
ile iliskili oldugu fikrini destekler niteliktedir. Ote yandan Kompier ve ark. (42) yaptiklari
calismada RAS mutasyon durumu ile tiimor evresi ve derecesi arasinda anlamli iligki
bulunmadigini belirtmislerdir. Bu ¢aligmalar arasindaki celiskili goriinen sonuclar yapilacak
daha genis olgu serilerini ve daha uzun zamanl incelemeyi igeren yeni ¢aligmalarla agikliga
kavusturulmalidir.

Mesane kanserleri, akciger ve melanomdan sonra en fazla mutasyon yiikiine sahip
kanserlerdir (76). Cok gesitli yolaklarin ve mutasyon tiirlerinin etkili oldugu bir siirectir. Bizim
calismamizda kullandigimiz PCR paneli sik rastlanan mutasyonlar1 incelemek amacl olup, 9
geni igermektedir. Mutasyon tespit edilen 4 olguda bunlara ek olarak panelde bulunmayan
baska mutasyonlarin eslik etmesi ve mutasyon tespit edilmemis hastalarda bagska mutasyonlarin

bulunmasi oldukga olasidir.
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SONUCLAR

1) Calismamiza dahil olan olgularin yas araligi literatiir bulgulari ile uyumlu saptandi.

2) Preop TUR materyalinde KRTI14 antikor pozitifligi saptanan olgularda
progresyonsuz sagkalim siiresi ve genel sagkalim siiresinin daha kisa oldugu istatistiksel
yonden anlamli bigimde ortaya kondu.

3) Preop TUR materyalinde GATA3 antikor pozitifligi olan olgularin genel sagkalim
stirelerinin daha uzun oldugu, istatistiksel yonden kanitlanamamis olsa da bu fikir lehine
sonuglar elde edilmistir.

4) Uygulanan mevcut neoadjuvan tedavi rejiminin 23 hastadan 12’sinde patolojik
evrede gerilemeye yol acarken, 11 hastada evrede gerilemeye fayda saglamadigi goriildii.
Bodylece mevcut neoadjuvan tedavinin fayda sagladigi, ancak fayda géremeyen olgular i¢in
farkli tedavi segeneklerine ihtiya¢ oldugu sonucuna varildi.

5) Olgularin preop TUR materyallerine birlikte uygulanacak KRT14 ve GATA3
immiinohistokimyasal caligmalarinin olgularin prognozunu 6ngoérmekte fayda saglayacagi
diistinildii.

6) KRTS5 antikorunun olgularda prognoz Ongoriilmesi i¢in kullaniminin faydali
olmadig1 goriildii. Elde edilen bu sonug literatiir bulgulariyla uyumsuz olarak degerlendirildi.

7) Real time PCR yontemiyle 9 geni (AKT1, CDKN2A, CTNNB1, FGFR3, HRAS,
KRAS, PIK3CA, P53) iceren molekiiler inceleme sonucunda toplam 4 olguda TPS53 ve
PIK3CA mutasyonlari izlenmistir. Sik rastlanan mutasyon 3 olguyla TP53 olmus ve 1 olguda
PIK3CA mutasyonu goriilmiistiir. Bu sonuglarin literatiir sonuglariyla karsilastirildiginda en sik

rastlanan ve 2. en sik rastlanan mutasyonlar agisindan literatiirle uyumlu oldugu izlenmistir.
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8) Tespit edilen gen mutasyonlari ile prognostik verilerin karsilastirilmasinda higbirinde
istatistiksel yonden anlamli sonuglar elde edilememistir. Ancak literatiirde TP53 mutasyonunun
kemoterapiye duyarlilig1 gosterdigini belirten caligmalara da dayanarak, mutasyon saptanan 3
olgunun 2 tanesinin neoadjuvan tedaviden fayda goriip patolojik evrelerinde gerileme
gbzlenmesinin dikkate deger oldugu sonucuna varilmistir.

9) Hicbir olguda FGFR3, HRAS, KRAS, NRAS ile mutasyon saptanmamasinin,
literatiirdeki bu mutasyonlarin diisiik dereceli ve diisiik evreli kanserlerle iliskili oldugunu
belirten ¢alismalar1 destekler niteliktedir.

10) Calismamizin, mesane kanserlerinde hasta prognozunu Ongdrmekte
immiinohistokimyasal olarak rutin pratikte kullanilabilecek antikorlara dair fikir
saglayabilecegi, neoadjuvan tedavi alan mesane kanseri olgularinda molekiiler mutasyonel
durum ile ilgili fikir verebilecegi, hedefe yonelik tedavi gelistirilmesi asamasinda bilgi

saglayabilecegi sonucuna varilmaistir.
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OZET

Mesane kanserleri, tanisi, tedavisi ve takibinde invaziv islemlerin uygulandigi ve bu
nedenle getirdigi mali yiikiin fazla olan orta siklikta goriilen kanserlerdir. Bu tiimorlerin olugsma
stirecindeki molekiiler mekanizmalar son yillarda ortaya c¢ikarilmaktadir.

Mesane kanseri patogenezinde rol oynayan genlerdeki mutasyonlar1 ve kullaniminin
fayda saglayabilecegi diisiiniilen antikorlar inceledigimiz calismamizda,
immiinohistokimyasal boyama yontemi ile elde edilen ekspresyon durumlarinin prognostik
verilerle karsilastirilmasi amaglandi. Ayrica polimeraz zincir reaksiyonu ¢alismasi sonucu elde
edilen mutasyon durumlarinin hastalarda neoadjuvan tedaviye yanit ile iliskili olup olmadigi ve
bu mutasyon durumlarinin prognostik parametreler ile iligkisinin olup olmadig: incelendi.
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi hastanesi patoloji laboratuvarinda tan1 almis ve neoadjuvan
tedavi verilmis 23 mesane kanseri olgusu ¢alismaya dahil edildi. Olgulara ait klinik ve
prognostik veriler onkoloji birimi araciligiyla elde edildi. Olgulara ait Hematoksilen & Eozin
kesitleri 151k mikroskobunda incelendi. Her olguya ait 1 operasyon Oncesi transiiretral
rezeksiyon 1 tane de sistektomi materyalindeki uygun blok segilerek Keratin 5, Keratinl4,
Keratin20 ve GATA3 antikorlariyla ¢alisma uygulandi. Ayrica 12 olguda Hematoksilen &
Eozin kesitlerinden uygun tiimor alani segilerek gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
uygulandi.

Preop transiiretral rezeksiyon materyalinde Keratin 14 ekspresyonu olan olgularda genel
sagkalim (p=0,007) ve progresyonsuz sagkalim siiresinin (p=0,02) daha kisa oldugu istatistiksel
yonden anlamli olarak bulunmustur. GATA binding protein 3 antikoru ile preop transiiretral
rezeksiyon materyalinde ekspresyon gosteren olgularda genel sagkalim siiresi 43 ay iken,

ekspresyon gdstermeyen olgularda bu siire 16 ay olarak hesaplanmistir. Bu durum istatistiksel
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yonden anlamli olmasa da oldukg¢a dikkat ¢ekicidir. 12 olguya uygulanan ve 9 gendeki
mutasyonun incelendigi molekiiler ¢aligmalarda 3 olguda ‘tiimor proteini 53° mutasyonu ve 1
olguda ‘Fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat 3-kinaz katalitik subunit alfa’ mutasyonu belirlenmistir.
Molekiiler calisma sonuglar1 prognostik verilerle karsilastirildiginda anlamli  sonuca
ulagilamamustir.

Sonug olarak, Keratin 14 ve GATA3 antikorlarinin beraber kullanimi preop hastalarda
prognoz tahmininde rutin pratikte kullanilabilecegi goriilmistiir. Keratin 5 antikorunun
kullanimu ile ilgili somut kanit elde edilememistir.

Timoér proteini 53 ve Fosfatidilinozitol-4,5-bisfosfat 3-kinaz katalitik subunit alfa
mutastonlariyla ilgili daha genis olgu sayilarini igeren molekiiler incelemeye dayali ¢aligmalara
ithtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: mesane kanseri, prognoz, neoadjuvan tedavi, molekiiler, Keratin
14
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THE RELATIONSHIP BETWEEN MOLECULAR PROFILE AND
PROGNOSIS OF MUSCLE INVASIVE BLADDER CANCER

SUMMARY

Bladder cancers are moderately common cancers with a high financial burden due to the
invasive measures used in diagnosis, treatment and follow-up. The molecular mechanisms in
development process of these tumors have recently been discovered.

In our study, which examines mutations in genes playing a role in bladder cancer
pathogenesis and antibodies that are considered to be helpful when used, it is aimed to compare
expression situations determined using immunohistochemical staining method with prognostic
data. In addition, it is examined whether the mutation situations detected using polymerase
chain reaction have a relationship with the patient’s respond to neo-adjuvant therapy and
prognostic parameters. Twenty three bladder cancer cases, diagnosed in Trakya University
Faculty of Medicine, Laboratory of Pathology and treated with neo-adjuvant therapy, were
included in the study. Clinical and prognostic data of the cases were obtained from the oncology
unit. Hematoxylin & Eosin-stained tissue sections were examined using light microscopy. Two
suitable blocks of each case, one pre-operational trans-urethral resection and one cystectomy
material, were chosen and Keratin 5, Keratin 14, Keratin 20 and GATA binding protein 3
antibodies were applied to these sections. Also in twelve cases, suitable tumor fields chosen
from Hematoxylin & Eosin-stained tissue sections were examined using real-time polymerase

chain reaction.
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In cases showing expression of Keratin 14 in pre-operational transurethral resection
material, overall survival (p=0,007) and progression-free survival (p=0,02) were found
statistically significantly shorter. While overall survival period was calculated as 43 months in
cases showing expression of GATA3 antibody and pre-operative transurethral resection
material, it was 16 months in cases showing no expression. This situation, although not
statistically significant, is quite remarkable. In the molecular studies examining mutations in
nine genes in twelve cases, ‘tumor protein 53’ mutation in three cases and ‘Phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha’ mutation in one case have been determined.
When the results of molecular studies were compared with prognostic data, no significant
results have been found.

In conclusion, it is seen that the use of Keratin 14 and GATA3 antibodies together can be
applied in routine practice to predict prognosis in pre-operative patients. No concrete evidence
has been obtained regarding the use of Keratin 5 antibody. Further molecular studies involving
higher number of cases on Tumor protein 53 and Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-

kinase catalytic subunit alpha mutations are necessary.

Keywords: bladder cancer, prognosis, neoadjuvant therapy, molecular, Keratin 14
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REAL TIME PCR ANALIZ SONUCLARINI ICEREN TABLO

Ek 2

POS COSMIC ID|Gene Symbol |[Mutation Description |Assay Catalog # |Sample 1 |Sample 2 |Sample 3 |Sample 4 |Sample 5 |Sample 6
A0l 33765[AKT1L C.49G>A SMPHO17162A wT WT WwWT WT WT WT
A02 450/CDKN2A c.172C>T SMPHOO02668A WT WT WT WT WT WT
AO03 451 (CDKN2A Cc.247C>T SMPHOO2658A WT WT WT WT WwWT WT
A04 460[|CDKN2A c.322G>C SMPHO002744A WT WT WT WT WT WT
A0S 470[/CDKN2A c.322G>T SMPHO02662A WT WT WT WT WwWT WT
AO06 1130(CDKN2A c.341C>T SMPHOO02680A wT WT wT WT WT WT
AO7 476(|CTNNB1 c.110C>G SMPHO03962A WT WT WT WwWT wWT WwWT
A08 18443|FGFR3 c.1107G>T SMPHOO5559A WT WT WT WT WT WT
A09 6137|FGFR3 €.1108G>T SMPHOO5551A WT WT WT WT WT WT
A10 6252|FGFR3 C.1111A>T SMPHOO5553A WT WT WT WT WT WT
A1l 6253|FGFR3 c.1118A>G SMPHOO5550A WwWT WT WwWT WT WT WT
Al2 6239|FGFR3 c.1138G>A SMPHOO0O5554A WT WT WT WwWT WT WT
BO1 6223[FGFR3 c.1172C>A SMPHOO5549A WT WT WT WT WT WT
BO2 6225|FGFR3 C.1921G>A SMPHOO05574A WT WT WT WT WT WT
BO3 12728|FGFR3 C.1948A>C SMPHOO5555A WT WT WT WT WwWT WT
BO4 12678|FGFR3 C.1948A>G SMPHOO5557A wWT WT WwWT WT WT WT
BOS 12422|FGFR3 C.1949A>C SMPHOO05562A WT WT WT WT WT WT
BO6 6220(|FGFR3 C.1949A>T SMPHOO5558A WT WT WT WT WT WT
BO7 6218(|FGFR3 C.742C>T SMPHOO05552A WT WT WT WT WT WT
BO8 6255(|HRAS c.181C>A SMPHOO6505A WT WT WT WT WwWT WT
BO9 12369|HRAS c.182A>G SMPHOO06502A wWT WT WwWT WT WT WT
B10 6241 [HRAS c.182A>T SMPHOO06503A WT WT WT WT WT WT
Bll 12376|HRAS c.34G>A SMPHOO6499A WT WT WT WT WT WT
B12 12378|HRAS c.34G>T SMPHOO6500A WT WT WT WT WT WT
Cco1 12377|HRAS c.35G>A SMPHO06507A WT WT WT WwWT WwWT WT
co2 6240(HRAS c.35G>T SMPHO06497A wWT WT wWT WT WT WT
COo3 12366|HRAS c.37G>C SMPHO06498A WT WT WT wWT WT WT
co4 6224|HRAS c.37G>T SMPHOO6511A WT WT WT WT WT WT
CO0o5 6213|KRAS c.34G>A SMPHOO07533A WT WT WT WT WT WT
Cco6 552|KRAS c.34G>C SMPHOO7534A WwWT WT WT WT WT WT
Cco7 553|KRAS c.34G>T SMPHOO07535A wWT WT wWT WT WT WT
Cco8 555|KRAS c.35G>A SMPHOO07531A WT WT WT WT WwWT WT
co9 517|KRAS c.35G>C SMPHOO7536A WT WT WT WT WT WT
Cci10 518|KRAS c.35G>T SMPHOO07537A WT WT WT WT WT WT
Ci11 516|NRAS Cc.182A>G SMPHO10069A WT WT WT WwWT WT WT
ci2 521|NRAS C.182A>T SMPHO10076A WwWT WT WwWT WT WT WT
DO1 522|PIK3CA Cc.1624G>A SMPHO10629A WT WT WT WT WT WT
D02 520|PIK3CA C.1633G>A SMPHO010627A WT WT WT WT WT WT
DO3 528|PIK3CA C.1634A>G SMPHO10633A WT WT WT WT WT WT
D04 529|PIK3CA c.3140A>G SMPHO10630A WwWT WT WT WT WwWT WT
DO5 527|PIK3CA C.3140A>T SMPHO10632A WwWT WT WT WT WwWT WT
D06 532|TP53 c.396G>C SMPHO35134A WT WT WT WT WT WT
DO7 533|TP53 C.404G=>A SMPHO15154A WT WT WT WT WT WT
D08 534|TP53 C.422G>A SMPHO034537A WT WT WT WT WT WT
D09 543|TP53 C.438G>A SMPHO015140A WT WT WT WwWT WT WT
D10 496|TP53 C.455C>T SMPHO14958A WT WT WT WT WT WT
D11 499(TP53 c.467G>C SMPHO015042A WT WT WT WwWT WwWT WT
D12 498(TP53 C.469G>T SMPHO014984A WT WT WT WT WT WT
EO1 502|TP53 C.473G=>A SMPHO014957A WT WT WT WT WT WT
EO02 480(TP53 C.481G>A SMPHO015187A WT WT WT WT WT WT
EO3 482|TP53 Cc.488A>G SMPHO014931A WT WT WT WT WT WT
EO4 481|TP53 c.524G>A SMPHO014921A WT WT WT WT WT WT
EOS5 484(TP53 c.527G>T SMPHO14960A wT WT wT WT WT WT
EO6 483|TP53 c.535C>T SMPHO15208A WT WT WT wWT wWT WwWT
EO7 486(TP53 Cc.536A>G SMPHO015072A WT WT WT WT WT WT
EO8 488(TP53 c.574C>T SMPHO15161A WT WT WT WT WT WT
EO09 580|TP53 c.578A>G SMPHO014975A WT WT WT WT WT WT
E10 582|TP53 c.586C>T SMPHO014949A WT WT WT WT WT WT
E11 584|TP53 C.637C>T SMPHO014928A WT mutant WT WT WT WT
E12 583|TP53 C.641A>G SMPHO034420A WT WT WT WT WT WT
Fo1 563|TP53 C.659A>G SMPHO014964A WT WT WT WT WT WT
FOo2 564|TP53 Cc.701A>G SMPHO014944A WT WT WT WT WwWT WT
Fo3 565|TP53 C.707A>G SMPHO15023A WwWT WT WwWT WT WT WT
Fo4 569|TP53 C.715A>G SMPHO015188A WT WT WT WT WT WT
FO5 573|TP53 c.722C>G SMPHO014933A WT WT WT WT WT WT
Fo6 575|TP53 C.722C>T SMPHO014924A WT WT WT WT WT WT
FO7 574|TP53 C.725G>A SMPHO015220A WwWT WT WT WT WwWT WT
Fo8 577|TP53 C€.730G>T SMPHO15087A WwWT WT WwWT WT WT WT
Fo9 99000002| TP53 C.733G>A SMPHO014940A WT WT WT WwWT WwWT WT
Fi10 99000004 | TP53 C.742C>T SMPHO014929A WT WT WT WT WT WT
Fi11 99000001 | TP53 C.743G=>A SMPHO014902A WT WT WT WT WT WT
Fi12 99000003| TP53 C.772G>A SMPHO015102A WT WT WT WwWT WT WT
GOo1 759|TP53 C.790C>T SMPHO36118A WwWT WT WwWT WT WT WT
G0o2 760|TP53 C.796G>A SMPHO015215A WT WT WT WT WT WT
GO03 763|TP53 Cc.811G>A SMPHO15048A WT WT WT WT WT WT
G0o4 764|TP53 c.817C>T SMPHO014907A WT WT WT WT WT WT
GO5 765|TP53 c.818G>A SMPHO014913A WT WT WT WT WT WT
G06 775|TP53 c.818G>T SMPHO15005A WwWT WT WwWT WT WT WT
GO7 776|TP53 c.839G>A SMPHO15091A WT WT WT WT WT WT
G0o8 5033|TP53 c.839G>C SMPHO014901A WT WT WT WT WT WT
G099 5219(TP53 c.844C>G SMPHO15139A WT WT WT WT WT WT
G10 5152(TP53 c.844C>T SMPHO014941A WT WT WT WwWT Mutant WT
G11 5089(TP53 c.853G=>A SMPHO014937A WwWT WT wWT WT WT WT
G12 5039(TP53 c.856G>A SMPHO15084A WT WT WT WT WT WT
HOo1 5154|TP53 C.892G>T SMPHO15116A WT WT WT WT WT WT
Ho2 99000005|AKT1 copy number SMPHO017167A WT WT WT WT WT WT
HO3 99000006| CDKN2A copy number SMPHO017194A WT WT WT WT WT WT
Ho4 99000007|CTNNB1 copy number SMPHO017204A WT WT WT WT WT WT
HOS 99000008|FGFR3 copy number SMPHO017182A WT WT WT WT WT WT
Ho6 99000009 |HRAS copy number SMPHO017171A WT WT WT WT WT WT
HO7 99000010|KRAS copy number SMPHO017170A WT WT WT WT WT WT
Hos 99000011 |NRAS copy number SMPHO017172A WT WT WT WT WT WT
Ho9 99000012 |PIK3CA copy number SMPHO017174A WT WT WT WT WT WT
H10 99000013|TP53 copy number SMPHO017203A WT WT WT WT WwWT WT
Hil 99000017|SMPC positive PCR control SMPHO017179A

Hi2 99000017|SMPC positive PCR control SMPHO17179A




POS COSMIC ID[Gene Symbol |Mutation Description |[Assay Catalog # |Sample 7 |Sample 8 |Sample 9 [Sample 10|Sample 11|Sample 12
AO01 33765|AKT1 Cc.49G=>A SMPHO017162A WT WT WT WT WT WT
A02 450| CDKN2A c.172C>T SMPHO02668A WT WT WT WT WT WT
AO03 451|CDKN2A c.247C>T SMPHO002658A WT WT WT WT WT WT
A04 460(CDKN2A c€.322G>C SMPHO002744A WT WT WT WT WT WT
A0S 470[/CDKN2A c.322G>T SMPHO002662A WT WT WT WT WT WT
A6 1130({CDKN2A c.341C>T SMPHO02680A WT WT WT WT WT WT
AO07 476(/CTNNB1 c.110C>G SMPHO03962A WT WT WT WT WT WT
AO8 18443|FGFR3 c.1107G>T SMPHOO5559A WT WT WT WT WT WT
A0S 6137|FGFR3 c.1108G>T SMPHOO5551A WT WT WT WT WT WT
Al0 6252|FGFR3 C.1111A>T SMPHOO5553A WT WT WT WT WT WT
All 6253|FGFR3 c.1118A>G SMPHOO5550A WT WT WT WT WT WT
Al2 6239|FGFR3 c.1138G>A SMPHOO5554A WT WT WT WT WT WT
BO1 6223|FGFR3 c.1172C>A SMPHOO5549A WT WT WT WT WT WT
BO2 6225|FGFR3 Cc.1921G>A SMPHO05574A WT WT WT WT WT WT
BO3 12728|FGFR3 c.1948A>C SMPHOO5555A WT WT WT WT WT WT
BO4 12678|FGFR3 c.1948A>G SMPHOO05557A WT WT WT WT WT WT
BO5 12422|FGFR3 C.1949A>C SMPHOO05562A WT WT WT WT WT WT
B0O6 6220(|FGFR3 C.1949A>T SMPHOO5558A WT WT WT WT WT WT
BO7 6218(|FGFR3 C.742C>T SMPHOO0O5552A WT WT WT WT WT WT
BO8 6255(HRAS c.181C>A SMPHOO6505A WT WT WT WT WT WT
B0O9 12369|HRAS c.182A>G SMPHO06502A WT WT WT WT WT WT
B10 6241|HRAS Cc.182A>T SMPHOO6503A WT WT WT WT WT WT
B11 12376|HRAS C.34G=>A SMPHOO06499A WT WT WT WT WT WT
B12 12378|HRAS Cc.34G>T SMPHOO6500A WT WT WT WT WT WT
co1 12377|HRAS c.35G=A SMPHOO06507A WT WT WT WT WT WT
co2 6240(HRAS c.35G>T SMPHO006497A WT WT WT WT WT WT
Cco3 12366|HRAS c.37G>C SMPHO06498A WT WT WT WT WT WT
co4 6224|HRAS c.37G>T SMPHOO06511A WT WT WT WT WT WT
CO05 6213|KRAS c.34G>A SMPHOO07533A WT WT WT WT WT WT
C0o6 552|KRAS c.34G>C SMPHOO07534A WT WT WT WT WT WT
Cco7 553|KRAS c.34G>T SMPHOO07535A WT WT WT WT WT WT
Cco8 555|KRAS c.35G>A SMPHOO07531A WT WT WT WT WT WT
Cco09 517|KRAS c.35G=>C SMPHOO7536A WT WT WT WT WT WT
Cc10 518|KRAS c.35G>T SMPHO07537A WT WT WT WT WT WT
Ci11 516/|NRAS c.182A>G SMPHO10069A WT WT WT WT WT WT
ci2 521|NRAS C.182A>T SMPHO10076A WT WT WT WT WT WT
DO1 522|PIK3CA C.1624G>A SMPHO10629A WT WT WT Mutant WT WT
D02 520|PIK3CA C.1633G>A SMPHO010627A WT WT WT WT WT WT
D03 528|PIK3CA Cc.1634A>G SMPHO10633A WT WT WT WT WT WT
D04 529|PIK3CA C.3140A>G SMPHO10630A WT WT WT WT WT WT
DO5 527|PIK3CA C.3140A>T SMPHO010632A WT WT WT WT WT WT
D06 532|TP53 c.396G>C SMPHO35134A WT WT WT WT WT WT
DO7 533|TP53 C.404G>A SMPHO0O15154A WT WT WT WT WT WT
D08 534|TP53 C.422G>A SMPHO034537A WT WT WT WT WT WT
D09 543|TP53 C.438G>A SMPHO15140A WT WT WT WT WT WT
D10 496|TP53 c.455C>T SMPHO014958A Mutant WT WT WT WT WT
D11 499|TP53 c.467G>C SMPHO15042A WT WT WT WT WT WT
D12 498|TP53 Cc.469G>T SMPHO014984A WT WT WT WT WT WT
EO1 502|TP53 Cc.473G>A SMPHO014957A WT WT WT WT WT WT
EO02 480|TP53 C.481G>A SMPHO015187A WT WT WT WT WT WT
EO3 482|TP53 Cc.488A>G SMPHO014931A WT WT WT WT WT WT
EO4 481|TP53 c.524G>A SMPHO014921A WT WT WT WT WT WT
EOS5 484(TP53 c.527G>T SMPHO014960A WT WT WT WT WT WT
EO06 483|TP53 c.535C>T SMPHO015208A WT WT WT WT WT WT
EO7 486(TP53 c.536A>G SMPHO015072A WT WT WT WT WT WT
EO08 488|TP53 c.574C>T SMPHO15161A WT WT WT WT WT WT
EO09 580|TP53 c.578A>G SMPHO014975A WT WT WT WT WT WT
El10 582|TP53 c.586C>T SMPHO014949A WT WT WT WT WT WT
El1 584|TP53 c.637C>T SMPHO014928A WT WT WT WT WT WT
E12 583|TP53 C.641A>G SMPHO034420A WT WT WT WT WT WT
Fo1 563|TP53 C.659A>G SMPHO014964A WT WT WT WT WT WT
FOo2 564|TP53 c.701A>G SMPHO014944A WT WT WT WT WT WT
FO3 565|TP53 C.707A>G SMPHO015023A WT WT WT WT WT WT
FOo4 569|TP53 C.715A>G SMPHO015188A WT WT WT WT WT WT
FO5 573|TP53 c.722C>G SMPHO014933A WT WT WT WT WT WT
FO6 575|TP53 C.722C>T SMPHO014924A WT WT WT WT WT WT
FOo7 574|TP53 C.725G>A SMPHO15220A WT WT WT WT WT WT
Fo8 577|TP53 Cc.730G>T SMPHO15087A WT WT WT WT WT WT
FOo9 99000002| TP53 C.733G>A SMPHO014940A WT WT WT WT WT WT
F10 99000004 | TP53 c.742C>T SMPHO014929A WT WT WT WT WT WT
Fi11 99000001 | TP53 C.743G>A SMPHO014902A WT WT WT WT WT WT
F12 99000003|TP53 C.772G>A SMPHO015102A WT WT WT WT WT WT
GOo1 759|TP53 c.790C>T SMPHO036118A WT WT WT WT WT WT
G02 760|TP53 C.796G>A SMPHO015215A WT WT WT WT WT WT
GO03 763|TP53 c.811G>A SMPHO015048A WT WT WT WT WT WT
G04 764|TP53 c.817C>T SMPHO014907A WT WT WT WT WT WT
GO05 765|TP53 c.818G>A SMPHO014913A WT WT WT WT WT WT
G06 775|TP53 c.818G>T SMPHO15005A WT WT WT WT WT WT
GO7 776|TP53 C.839G>A SMPHO15091A WT WT WT WT WT WT
G08 5033|TP53 c.839G>C SMPHO014901A WT WT WT WT WT WT
G09 5219|TP53 c.844C>G SMPHO15139A WT WT WT WT WT WT
G10 5152|TP53 c.844C>T SMPHO014941A WT WT WT WT WT WT
G11 5089|TP53 c.853G>A SMPHO014937A WT WT WT WT WT WT
G12 5039|TP53 c.856G>A SMPHO015084A WT WT WT WT WT WT
HO1 5154(TP53 c.892G>T SMPHO015116A WT WT WT WT WT WT
Ho2 99000005|AKT1 copy number SMPHO017167A WT WT WT WT WT WT
HO3 99000006|CDKN2A copy number SMPHO017194A WT WT WT WT WT WT
Ho4 99000007|CTNNB1 copy number SMPHO017204A WT WT WT WT WT WT
HOS 99000008|FGFR3 copy number SMPHO017182A WT WT WT WT WT WT
Ho6 99000009|HRAS copy number SMPHO017171A WT WT WT WT WT WT
HOo7 99000010|KRAS copy number SMPHO017170A WT WT WT WT WT WT
Ho8 99000011 |NRAS copy number SMPHO017172A WT WT WT WT WT WT
HOo9 99000012|PIK3CA copy number SMPHO017174A WT WT WT WT WT WT
Hio 99000013|TP53 copy number SMPHO017203A WT WT WT WT WT WT
Hil 99000017|SMPC positive PCR control SMPHO017179A

H1i2 99000017|SMPC positive PCR control SMPHO017179A




