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Oz
Amag: Urotelyal karsinomlarin Siklin D1/p16/Ki-67  ekspresyonunu arastiran gerek ayri ayri ve gerekse ikili

kombinasyonu ile yapilan az sayida ¢alismada sonuglar farklilik gostermektedir. Bu ¢alismada, mesane tirotelyal
karsinomlarinda Siklin D1/p16/Ki-67 belirteclerinin patolojik prognostik faktorler ile iligkisi arastirildi.

GeregveYontem: Toplam 149 mesane iirotelyal karsinomu patoloji arsivinden se¢ildi. Tiim olgularda histopatolojik
bulgular tekrar gozden gecirildi ve WHO/ISUP sistemine gore derecelendirme uygulandi. Her olgu i¢in segilen bir
doku bloguna Siklin D1/p16/Ki-67 i¢in immiinhistokimyasal boyama islemi gerceklestirildi.

Bulgular: Siklin D1 boyanma orant ilk pT evresi Ta-T1, diisiik grade, rekiirrens ve progresyon goriilmeyen olgularda
daha yiiksek bulunmustur. p16 boyanma orani; yiiksek grade, rekiirrens goriilen ve mortalite yiiksek goriilen olgularda
anlamli diizeyde yiiksektir. Ki-67 boyanma orani ise ilk pT evresi Ta-T1, diisiik grade, rekiirrens ve progresyon
goriilmeyen olgularda high (skor 3) goriilme orani, ilk pT evresi T2-T4, yiiksek grade, rekiirrens ve progresyon
goriilen olgulara gore anlamli diizeyde diistiktiir.

Sonug: Mesane tirotelyal karsinomlu hastalarda Siklin D1/p16/Ki-67 belirteglerinin tiiméoriin yiiksek gradeligi ve
rekiirrensiyle istatistiksel olarak anlamli bir birliktelik vardir. Siklin D1/p16/Ki-67 birlikteligi iirotelyal karsinomlarin
progresyonunda ve diferansiyasy

Anahtar Kelimeler: Urotelyal karsinom, Siklin D1, p16, Ki- 67
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Abstract

Aim: The results of a small number of studies on the expression of cyclin D1 / p16 / Ki-67 in urothelial carcinomas,
either individually or in combination with each other, differ. In this study, the relationship between Cyclin d1 /p16 / Ki-
67 markers in pathologic prognostic factors of bladder urothelial carcinoma was investigated.

Material and Method: A total of 149 bladder urothelial carcinomas were selected from the pathology archive. In all
cases, histopathological findings were reviewed and graded according to the WHO / ISUP system. Immunohistochemical
staining for Cyclin d1 / p16 / Ki-67 was performed on a selected tissue block for each case.

Results: The rate of cyclin d1 staining was found to be higher in the first pT stage Ta-T1, low grade, recurrence and non-
progressive cases. The rate of positivity is significantly higher in cases with high grade p16 staining, recurrence and high
mortality. The Ki-67 staining rate is significantly lower than the first pT stage Ta-T1, low grade, high (score 3) incidence
in cases without recurrence and progression, first pT stage T2-T4, high grade, recurrence and progression.

Conclusion: Cyclindl /p16/Ki-67 markers in patients with bladder urothelial carcinoma have a statistically significant
association with tumor grade and recurrence. Cyclin d1 / p16 / Ki-67 association may play a role in the progression and

differentiation of urothelial carcinomas.
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Giris

Mesane karsinomlar1 diinya ¢apinda erkeklerde en sik
goriilen dordiincti, kadinlarda yedinci kanserdir ve
tedavilerdeki gelismelere ragmen prognozu halen koti
seyretmektedir(1, 2). Mesane karsinomlarindan tirotelyal
karsinomlarda yiizeyel formdan invaziv forma ilerledikce
mortalite ve rekiirrens oranlar1 artmaktadir(3). Hastalarin
%70 inde tiimor lamina propriaya sinirlidir. Bu hastalarin
%350 sinde en az bir kez rekiirrens goriilebilmekte ve %15
ile %20 kadarinda histolojik grade ve invazyon derinligi
artmaktadir. Rekiirrens ve prognozun belirlenmesinde
rutin olarak timor capi, grade, stage gibi faktorler
kullanilmakta ise de ¢ogu zaman bu faktorler timor
gidisatinin belirlenmesinde yeterli olmamaktadir(4).

Timtiimorolgularindaoldugu gibimesanekarsinomlarinda
da rekiirrens ve prognozun belirlenmesi yolu ile tedavi
metodlarinin etkinliginin anlasilmaya doniik calismalar
devam etmektedir. Bunun yolu da rekiirrens ve prognozu
gosteren etkin belirteglerin kullanilmasindan gegmektedir.
Bu belirteglerden olan Siklin D1’in mesane kanserinin
ortaya c¢ikmasinda, gelismesinde ve yayginlagmasinda
¢ok Onemli rol dstlendigi bildirilmistir(5). Siklin D1
11q13 kromozomunda yer almaktadir. Hiicre dongiisiinde
dl kisitlama noktasinda bir major diizenleyici olarak
anahtar rol oynamaktadir(5,6). Cesitli kanserlerde Siklin
D1 gen ekspresyonu degismektedir. Bu da Siklin D1
diizensizliginin timdr olusumunda katkis1 oldugunu
diisindiirmektedir. Siklin bagimli kinaz inhibitdrii olan
pl6 timor, supressor gen olarak tanimlanmaktadir. Birgok
kanser tiiriinde pl16 geni metilasyon, delesyon, mutasyon
gibi yollarla inaktivasyona ugramaktadir(7-11). Ki-67 ise
hiicre dongiistiniin G1, S, G2 fazlarinda rol alan niikleer bir
antijendir. Ki-67 ekspresyonunun tiimdral hiicre gogalmasi
ve tiimoral biiylime ile yakin iliskisi olup patolojik tanisal
rutinde yaygin olarak proliferasyon belirteci olarak
kullanilmaktadir(12-14).

Bu calismada mesane f{irotelyal karsinom nedeniyle
transiiretral rezeksiyon(TUR) yapilan hastalarda Siklin
D1, pl6, Ki-67 belirteglerinin; tiimoriin ilk evresi,
grade, rekiirrens, progresyon ve mortalite ile iliskilerini
degerlendirmeyi amaglandi.
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Gerec ve Yontem

Bu calismaya 2007- 2015 tarihleri arasinda TUR yapilan
ve mesane tirotelyal karsinom tanisi konan 149 hasta dahil
edildi. Tiim patolojik kesitlerin orijinal tanilar1 dogrulandi.
Hastalar operasyon 6ncesi kemoterapi ve/veya radyoterapi
almayanlar arasindan secildi. Hasta kayitlarindan cinsiyet,
yas, ilk gradeleri, CIS varlig1 ve/veya yoklugu, rekiirrens,
progresyon, hastanin statiisii not edildi. Hematoksilen eozin
kesitleriyle karsilastirildiktan sonra parafin bloklarin uygun
yerlerinden 4 mm c¢apinda silindirik 6rnekler alindi. Bu
islem doku mikro dizin cihazi (Manual Tissue Microarray,
Quick Ray, Unitima, Co. Ltd., Seoul, Korea) kullanilarak
gercgeklestirildi. Bu doku 6rnekleri immunhistokimyasal
boyama i¢in tekrar parafinli bloklara gomiilerek lizinli
lamlara 4 pm kalnhiginda kesitler alindi. Daha sonra
bu lamlar tam otomatik immunhistokimyasal boyama
cihazinda (Leica Bond-Max, Melbourne, Australia) Siklin
D1 (Thermo Scientific, ER 2, 1/25), p16 (Novocastra, ER
2, 1/100) ve Ki- 67 (Biogenex, ER 2, 1/20) belirtecleri ile
isleme tabi tutuldu.

Siklin D1 igin timor hiicrelerinin %25 inden fazlasinda
koyu niikleer immunoactivite gozlemlenenler pozitif
kabul edildi(14). P16 i¢in hem niikleer hem de sitoplazmik
boyanma miktarina goére; hi¢ pl6 tutmayanlar 0,0-30%
oraninda tutulum gosterenler 1, 31-60% oraninda tutulum
gosterenler 2, 61-90 oraninda tutulum gosterenler 3,
91-100% oraninda tutulum gosterenler 4 puan olarak
degerlendirildi. Ayrica pl6 tutulum yogunluguna gore
zay1f, orta ve giiglii olmak {izere ikinci bir degerlendirme
yapildi. Istatiksel analiz icin bu iki degerlendirme final
skorlamasina tabi tutuldu. Final skorlamasi neticesinde
p16 skoru 0 ¢ikanlar negatif, 5% den daha yiiksek ¢ikanlar
pozitif olarak kabul edildi(15). Ki -67 i¢in niikleer
boyanan hiicre ylizdelerine gore hesaplandi. 400 lik
bliylitmede her kesit i¢in, 500 ile 1000 arasi hiicre 5-6
alanlarda sayildi. Ki 67 boyanma orani 0-10% arasinda ise
skor 0, 11-25% arasinda ise skor 1, 26-50% arasinda ise
skor 2, 50% den fazla boyanmis ise skor 3 olarak kabul
edildi (16). Mikroskobik degerlendirme ic¢in Olimpus
BX53 mikroskobu (Tokyo, Japonya) kullanildi. Bu
degerlendirmeler semikantitatif olarak gergeklestirildi.
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istatistiksel incelemeler

[statistiksel analizler igin NCSS (Number Cruncher
Statistical System) 2007&PASS (Power Analysis and
Sample Size) 2008 Statistical Software (Utah, USA)
programi kullanildi. Caligma verileri degerlendirilirken
tanimlayici istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart
Sapma, Medyan, Frekans, Oran, Minimum, Maksimum)
yanisira  niceliksel  verilerin  karsilagtirilmasinda
normal dagilim gostermeyen degiskenlerin iki grup
kargilagtirmalarinda Mann Whitney U testi kullanildi.
Normal dagilim gostermeyen ii¢ ve tlizeri gruplarin
kargilastirmalarinda ise Kruskal Wallis test ve farkliliga
neden olan grubun tespitinde Mann Whitney U Test
kullanildi.  Niteliksel ~ verilerin  karsilastirilmasinda
ise Pearson Ki-Kare testi, Fisher’s Exact test, Fisher-
Freeman-Halton test ve Yates’ Continuity Correction test
(Yates diizeltmeli Ki-kare) kullanildi. Anlamlilik p<0,01
ve p<0,05 diizeylerinde degerlendirildi

Sonuclar

Caligmaya katilan olgularin yaglart 37 ile 98 yil arasinda
degismekte olup, ortalama 67,58+10,89 yildir. Calismaya
katilanolgularin %74,51erkek, %25,5 1 kadindir. Olgularin
17 sinde CIS mevcut iken, 132 sinde mevcut degildir. i1k
PT evresine gore olgularin 107 si Ta-T1 evresinde iken, 42
si T2-T4 evresindedir. 66 olgu diisiik grade sahip iken 83
olgu yiiksek grade sahiptir. 73 olguda rekiirrens, 46 olguda
progresyon gozlemlenmigtir. 111 olgu hayatta, 38 olgu ise
yasamlarini kaybetmistir(Tablo 1).

Tablo 1: Tanimlayici Ozelliklerin Dagilimi

Min-Mak Ort+SS
Yas (y1l) 37-98 67,58+10,89
n %
Cinsivet Erkek 111 74,5
Y€ 'Kadin 38 25,5

Yas <65 yas 61 40,9
Gruplart | > 65 yas 88 59,1

Yok 132 88,6
CIS

Var 17 11,4
. Ta-T1 107 71,8
1k PT

T2-T4 42 28,2

Diistik 66 443
Grade

Yiiksek 83 55,7
Rekiir- Rekiirrens (-) 76 51,0
rens Rekiirrens (+) 73 49,0
Pro- Progresyon (-) 103 69,1
gresyon | Progresyon (+) 46 30,9

Yastyor 111 74,5
Statii il

Ex 38 28,5

Rekiirrens (+)

Progresyon (+) 47 31,5

Rekiirrens (+)
Gruplar | prooresyon (-) 33 22,1

Rekdrrens (-) 69 463

Progresyon (-)

Siklin D1 skorlar1 ilk pT evresi Ta-T1, diisiik grade,
rekiirrens ve progresyon goriilmeyen olgularda, ilk pT
evresi T2-T4 olan, yliksek grade, rekiirrens ve progresyon
goriilen olgulara gore istatistiksel olarak anlamli derecede
pozitif bulunmustur(p<0,01) (Resim 1).

Resim 1: Diisiik gradeli mesane iirotelyal karsinomunda artmis Siklin
D1 ekspresyonu(x200)

CIS varligi ve statiiye gore ise Siklin D1 skorlart istatistiksel
olarak anlamli farklilik gostermemektedir(p>0,05). Hem
rekiirrrens hem progresyon olan, rekiirrens olan progresyon
olmayan, ne rekiirrens ne de progresyon olmayan
olgularin Siklin D1 pozitifliginin karsilastirildigi gruplarda
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p<0,01). Rekiirrens
ve progresyon goriilmeyen olgularda pozitiflik orani, diger
olgulara gore anlamli diizeyde yiiksektir(Tablo 2).

P16 skorlart yiiksek grade (Resim 2), rekiirrens goriilen ve
mortalite yliksek goriilen olgularda pozitiflik oran1 anlaml
diizeyde yiiksektir(p<0,01). Ilk pT evresine, CIS varligina
ve progresyon varligina gore pl6 skorlart istatistiksel
olarak anlamli farklilik gostermemektedir (p>0,05). Hem
rekiirrrens hem progresyon olan, rekiirrens olan progresyon
olmayan, ne rekiirrens nede progresyon olmayan olgularin
karsilagtirildig gruplarda da p16 skorlar istatistiksel olarak
anlamli farklilik gostermemektedir (p>0,05)(Tablo 2).
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Resim 2: Yiiksek gradeli mesane tirotelyal karsinomunda artmis p16
ekspresyonu(x200)

Ki-67 skorlart ilk pT evresi Ta-T1, diisiik grade, rekiirrens
ve progresyon goriilmeyen olgularda high (skor 3) goriilme
orani, ilk pT evresi T2-T4 olan, yiiksek grade (Resim 3),
rekiirrens ve progresyon goriilen olgulara gére anlamli diizeyde
diistiktiir(p<0,01). Ex olan olgularda high (skor 3) Ki-67 goriilme
orani, yasayan olgulara gore anlaml diizeyde yiiksektir(p<0,01).
Gruplara gore olgularin Ki-67 skorlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli farklihk saptanmadi(p>0,05)(Tablo 2).
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Resim 3: Yiiksek gradeli mesane iirotelyal karsinomunda artmis Ki-67 ekspresyonu(x200)

Tablo 2. Tanimlayici 6zelliklerin p16/Ki-67/ Siklin D1 6lgiim degerleri ile iligkisi

P16 Ki-678 iklin D1
0 1 0 12 30 1
n (%) n(%) n@n | (%) n(%)n (%) [n(%)n (%)
Ta-Tl 36(33,6)  71(664) 9 (8:4) |48(44,9) 37(34,6) 13 (12,1) |37 (34,6) |70 (65.4)
flk PT Evresi | T2-T4 11(262) 31(73.8) 00,007 | (16,7) |18(42,9) | 17(40,5) |29 (69,0) |13 (31,0)
p 10,493 80,001 ** 0,001 **
Diisiik 35(53,0)  31(47,0) |7(10,6) 36 (54,5) |18(27,3) 5(7.6) | 15(22,7) |51(77.3)
Grade Yiiksek 12(14,5)  71(855) 2(24) |19(22,9) 37(44,6) 25(30,1) 51(614) 32(38,6)
p 0,001 %* %0,001 %* 0,001 %*
Negatif 43(32,6) 89 (67.4) 9(6,8) 48 (36:4) 46 (34,8) |29 (22,0) |57 (432) |75 (56.8)
CIs
Pozitif 4235  13(765) [0(0,0)7 | (41.2) 9(529) [1(599 | (529) |8(47.1)
p 0,632 0,248 0,615
Yok 30(39,5) 46 (60,5 |5(6,6) |31(40,8) 32(42,1) 8(10,5) 25(32,9) |51(67,1)
Rekiirrens Var 17(23,3)  56(76,7) 4(55) |24(32,9) 23 (31,5) |22(30,1) |41 (56,2) |32 (43,8)
p 0,051 ©0,026* b0,004**
Yok 36(35,0)  67(65,0) |5(49) |41(39.8) 46(44,7) 11(10,7) 39 (37.9) |64 (62,1)
Progresyon Varl 1239 35(76,1) [4(8,7) [14(30,4) [9(19,6) |19(41,3) [27(58,7) |19 (41,3)
p 0,251 80,001 ** 10,029*
Yastyor 41(36,9) 70(63,1) 9(8,1) 43(38,7) 46 (41,4) |13 (11,7) 45(40,5) |66 (59.5)
Statit (Mortalite) | gy ituse (158)  32(842) [0(0,0) [12(31,6) 9(23,7) |17(44,7) |21 (55,3) |17(44,7)
p 0,026* %0,001 %* 0,165
Rekdirrens (+)
Progresyon (1) | 14Q98) 33(102) [4(85) | 14(298) 16(340) 13 (27.7) 26(553) 21 (447)
Rekiirrens(+)
6(182)  27(81,8) 0(0,0) |10(30,3) 14(424) 9(273) | 19(57.6) |14 (424
Gruplar Progresyon () 61820 27(B18) 0(0.0) | 10(303) |14(424) |9273) | 19(576) |14(42.4)
Rekiirrens(-)
Progresyon (|27 G0 42(609) [5(72) 31 (449) |25(362) 8(1L6) |21(304) 48(69.6)
p %0,099 0,109 b0,007**
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Tartisma

Son yillarda duzenleyici molekiillerin sinyal iletim
yollarinda istlendikleri yolun tamimlanmasi hiicresel
yasam, apopitoz, c¢ogalma, metastaz ve invazyon
gibi tiimore bagli siiregleri anlamaktaki ufkumuzu
genisletmistir(17). Ana nedeni mutasyonlar olan apopitoz
degisiklikleri  karsinogenezde, kanser hiicrelerinin
hayatlarim1 devam ettirmede, hastaligin metastaz ve
invazyon yapma kapasitelerini belirlemede 6nemli rol
oynarlar(18). Genlerin epitelyal mesensimal gecis,
apopitozis ve anjiogenesis ile iligkisi bir¢ok ¢alismada
incelenmis olsa da, mesane kanser olgularinin gidisatinin
belirlenmesinde daha koklii, tanisal degeri daha yiiksek
tanimlamalara ihtiyag¢ vardir(19-22).

Son yillarda artan oranlarda mesane kanser olgularinda
prognostik belirtegler i¢in ciddi harcamalar yapilmaktadir.
Bu belirteglerden biri olan Siklin D1’in mesane kanserinin
prognozunu belirlemedeki yerini degerlendirmek i¢in
yapilan bir meta-analizde; artmig Siklin D1 boyanmanin
iyl prognozla birlikte oldugu ancak bu konuda sinirh
caligmalar bulundugu, yeni ve genis serili ¢aligmalara
ihtiya¢ oldugu vurgulanmaktadir(22). Bizim 149 vakalik
calismamizda; Siklin D1 boyanma orani ilk pT evresi Ta-
T1, disiik grade, rekiirrens ve progresyon goriilmeyen
olgularda, ilk pT evresi T2-T4, yiiksek grade, rekiirrens
ve progresyon goriilen olgulara gore istatistiksel olarak
anlamli derecede daha yiiksek bulunmasi(p<0,01)
boyanma orani ile bu prognostik faktorler arasinda ki ters
iliskiye dikkat ¢ekmektedir. Diger bir yandan Siklin D1
negatifligi yliksek rekiirrens ve progresyon goriilme riski
ile birliktelik icermektedir.

P16 hiicre siklusunun GI-S kontrol evresinde Rb
proteinlerini artirmak suretiyle rol almaktadir. Bu
nedenle pl6 eksikligi Rb protein eksikligine yol agar ki
buda uygunsuz hiicre proliferasyonuna neden olur(6-11).
P16/ Siklin D1 /Rb yolunu inaktive olmasinin mesanede
irotelyal karsinomlara yol actigi bilinmektedir(5,11).
Bizim ¢alismamizda; artmis p16 skorlari ile yiiksek grade,
rekiirrens goriilen ve artmig mortalite olgularda daha
anlamli diizeyde yiiksek bulunmasi daha once yapilan
nadir ¢aligmalar1 desteklemektedir ve dnemlidir(p<0,01).

Kas invazyonu olmayan mesane tiimorlerinde yapilan
caligmalarda tiimor rekiirrens ve progresyonunun Ki-67
indexine bagli oldugu basariyla gosterilmistir(12-14).
Bizim calismamizda; Ki-67 skorlart ilk pT evresi Ta-
T1, distik grade, rekiirrens ve progresyon goriilmeyen
olgularda yiiksek (skor 3) goriilme orani, ilk pT evresi
T2-T4, yiiksek grade, rekiirrens ve progresyon goriilen
olgulara gore anlamli diizeyde dusiiktiir(p<0,01). Ayrica
Ex olan olgularda yiiksek (skor 3) Ki-67 boyanma orant,
yasayan olgulara gore anlamli diizeyde yiiksektir(p<0,01).
Bu sonuglar Ki-67 nin mesane karsinomunda prognostik
belirteg olarak faydali oldugunun bir gostergesidir.

Diger yandan Ki-67 ve pl6 boyamanin mesane kanseri

rekiirrens ve progresyonunu gosteren bagimsiz belirtegler
oldugu bircok caligmada gosterilmistir (23-26). Bizim
calismamizda ise Ki-67/pl6 ise birlikte yiliksek grade,
rekiirrens ve artmis mortalitesi ile istatistiksel olarak
anlamli bulundu. Buna ilaveten Siklin D1/Ki-67 birlikte,
timoriin ilk pT evresi yiiksek olanlarda, yiiksek grade
olanlarda, rekiirrens ve progresyon goriilen tiimorlerde
istatistiksel olarak anlamli bulunurken, Siklin D1/p16
birlikte yliksek grade ve rekiirrens goriilen hastalarda
istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Siklin D1/p16/Ki-67 belirteglerinin mesane kanserlerinde
prognozla iliskisi tek tek veya ikili kombine olarak az
sayida da olsa calisilmakla beraber {i¢iinlin birarada
degerlendirildigi bir calismaya literatiirde rastlamadik.
Siklin  D1/p16/Ki-67 belirteglerinin  tiglinii  birden
karsilastirdigimiz ¢aligmamizda yiiksek grade ve rekiirrens
ile istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Sonug olarak; mesane tiimorli hastalarda rekiirrens ve
prognozun belirlenmesinde rutin olarak tiimor ¢api, grade,
stage gibi parametreler kullanilmakta ise de ¢ogu zaman
bu parametreler timor gidisatinin belirlenmesinde yeterli
olmamaktadir. Mesane iirotelyal karsinomli hastalarda
Siklin D1/p16/Ki-67 ekspresyonunun tiimoriin yiiksek
gradeligi ve rekiirrensiyle istatistiksel olarak anlamli
bir birlikteligi olmasi bu belirteclerin mesane iirotelyal
karsinom i¢in prognostik bir belirte¢ olarak kabul
edilebilecegini gdstermesi agisindan dnemlidir.
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