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In Situ Hisrivizasyon Y onTeMi ILE MEsanenin Degisici
Eriter HucreLi KarsinomLarinoa Hev Taramast
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OZET: Son yillarda yapilan calimalarda mesanenin degisici epitel hiicreli karsinomlarinin etyolojisinde insan papilloma viriisi (HPV) suglanmaktadir. Bu galismanin ama-
c1 mesanenin degisici epitel hiicreli karsinomlarinda HPV DNA varligini sorgulamanin yanisira, HPV DNA varhgi ile timdriin diferansiasyon derecesi ve yayilimi ara-
sindaki iliskiyi aragtirmaktir. Otuz degisici epitel hilcreli karsinom olgusunun parafin doku kesitlerine in situ hibridizasyon yontemiyle HPV DNA probu uygulanmigtir.
Calismanin sonucunda %3,3 (1/30) oraninda HPV DNA'si saptanmigtir. Sonuglar HPV DNA varligi ile mesane karsinomlarinda malignite geligimi arasinda 6nemli bir

iliski olmadigini digiindirmektedir.
ANAHTAR KELIMELER: HPV DNA, mesane, degisici epitel hiicreli karsinom.

SUMMARY: DETECTION OF HPV IN THE TRANSITIONAL CELL CARCINOMA OF THE URINARY BLADDER USING IN SITU HYBRIDIZATION. Recently published da-
ta have suggested a link between active human papillomavirus (HPV) infection and the development of bladder cancer. The aim of our study was to detect HPV DNA
in of transitional cell carcinomas of the urinary bladder. We analysed a series of 30 formalin-fixed, paraffin-embedded transitional cell carcinomas of the urinary blad-
der for the presence of HPV DNA by using in situ hybridization technique. HPV DNA was detected in %3,3 (1/30) of the cases.Our results suggest that HPVDNA may
play a minor role in the transitional cell carcinoma development in the urinary bladder.
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GIRIS

Mesanenin degisici epitel hiicreli karsinomlar driner sis-
temin sik goriilen kanserlerinden olup sikhi@i giderek artmak-
tadir. Etyolojisi hala tartismali olan bu karsinomlarda, ¢ok sa-
yida karsinojenik ajan suglanmakta, bunlar arasinda aroma-
tik aminler, sigara, paraziter enfeksiyonlar yer almaktadir (1).

Insan papilloma viriisi (HPV) 60 dan fazla genotipi bulu-
nan heterojen bir DNA virlistidiir. Kondiloma Akuminatum ile
HPV iliskisi bilinmektedir. Serviksin displazi ve invaziv karsi-
nomlarinda %75-100 oraninda HPV varligi gésterilmistir (2).
HPV tip 6 ve 11 benign kondilomlarda izlenirken, anogenital
karsinomlarda HPV tip 16 ve 18'in varligi gosterilmistir (3).
Ancak HPV varligi ile mesane karsinomunun iligkisi heniiz
tam olarak aydinlatilamamistir.

in Situ Hibridizasyon (ISH) molekiiler biyolojik bir yéntem
olup, dokuda genlerin izole edilmesinin yanisira viriis ve diger
mikroorganizmalarin tanimlanmasini da saglar. Bu yéntem ile
dokudaki HPV DNA varlig ve lokalizasyonu gosterilebilir (4).

Bu calismanin amaci mesanenin degisici epitel hiicreli
karsinomlarinda HPV DNA varligini sorgulamanin yanisira,
HPV DNA ekspresyonu ile timér diferansiasyon derecesi ve
yayilimi arasindaki iliskiyi arastirmaktir.

GEREC ve YONTEM

Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Da-
I'nda 1992-1996 yillari arasinda 30 mesane degisici epitel
hicreli karsinomu olgusunun parafin doku kesitlerinde in situ
hibridizasyon yontemiyle HPV DNA (Kreatech hkd 38000),
HPV DNA pozitif olgularin subtiplemesi icin ise HPV 6/11,
16/18, 31/33 problarn (Biogenex hk863-2k and supersensiti-
ve ISH detection system Biogenex 230-ss) kullaniimistir.

ISH Yontemi:

Olgulara ait uygun lamlarin seciminden sonra her olgu
icin secilen parafin bloktan 5p kalinliginda organosilane kap-
I lamlara seri kesit alinmistir. Kesitlerin ksilen ve dereceli al-
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kollerde deparafinizasyonunu takiben 37°C'de 30 dakika
pepsin ile proteinlerin degradasyonu, %70, 95, 100'lik alkol-
lerden gecirilerek dehidratasyon gergeklestirilmistir.

Hibridizasyon: Tim lamlara damlatilan probe, 95°C'de 5
dakika tutulmus ve hibridizasyon gergeklestiriimistir. Daha
sonra hicrelerin nemli ortamda 37°C'de 14 saat tutularak
hicrelerin hibridizasyonu tamamlamasi beklenmistir.

Pozitif kontrol digindakiler, differansiyasyon reaktan: ile
15 dakika 37°C’'de iglem gérmdistdr.

Immiinhistokimyasal Islem:

Alkalen fosfataz konjuge ve digoksigenin ile hibridizasyo-
nu gerceklesmis oligonikleotidlerin isaretlenmesi NBT/BCIP
ile 37°C'de 5-20 dakika mikroskop altinda kontrol edilerek
sinyaller goralur hale getirilmistir. TBS ile 1 dakika yikamayi
takiben, Mayer hematoksilen ile zit boyama uygulanmis ve
su bazli kapama maddesi ile kapatiimistir.

BULGULAR

Olgularin diferansiasyon derecelerine ve evrelerine gore
dagilimi Tablo 1'de gdsterilmigtir.

30 olgunun birinde (%3,3) HPV DNA ekspresyonu izlen-
mistir (Resim 1).

Calismada pozitif kontrol olarak anal kondiloma akumina-
tum olgusu alinmis ve HPV DNA varligi izlenmigtir (Resim 2).

TARTISMA

Uriner sistemin sik gériilen kanserlerinden olan mesane-
nin degisici epitel hiicreli karsinomlarinin etyolojisi hala tar-
tismalidir. Etyolojide suglanan ajanlar arasinda aromatik
aminler, sigara, parazitik enfeksiyonlar yer alirken HPV'nin
etkisi heniiz agiklik kazanmamistir. Literatiirde mesane kar-
sinomlarinda %81 oraninda HPV DNA'si saptayan c¢alisma-
nin yanisira, hicbir olguda HPV DNA's| saptanamamis olan
yayinlar dikkati gekmektedir (5-9). Bizim calismamizda ise
%3,3 (1/30) oraninda HPV DNA'sI saptanmistir. Sonuglarin
degiskenliginden HPV DNA'sini gdstermede uygulanan yén-
temlerin farkhhigr sorumlu tutulabilir. Ancak farkli sensitivite-
de yéntemlerin karsilastirldigi bir calismada oldugu gibi,
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Resim 1: Mesanenin degisici epitel hiicreli karsinomunda HPV DNA
varligi (NBTIBCIP x200).
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Resim 2: Pozitif kontrol, anal kondiloma akiimiinatum lezyonunda HPV
DNA varligi (NBT/BCIP x400).

Tirk toplumunda hibrid yakalama (hybrid capture) yéntemi
ile yapilan bir calismada da mesane timérlerinde HPV DNA
varligi saptanamamistir (10,11). Bu ¢alismanin sonucu da
bizim galismamizin sonuglar ile paralellik gdstermekte ve
farkl yéntemler arasinda da 6nemli bir sonug farkhligr olma-
digini desteklemektedir.

Immin yetmezlik durumunda, HPV DNA'sinin karsinom-
larda firsatci enfeksiyon olarak bulunabilecegi disinlebilir-
se de literatiirde bu konuda yapilan ¢alismalarin sonucu ge-
liskilidir. Noel ve ark.'' HPV DNA'si saptadiklari iki olguda im-
min yetmezlik bulundugunu bildirmislerdir (12). Ancak bu
birliktelik diger calismalarda izlenmemistir (13-15). Bizim ¢a-
lismamizda da HPV DNA pozitifligi saptanan hastada genital
kondilom ve/veya immiin yetmezlik bulunmamaktadir.

HPV DNA varliginin, mesanenin degisici epitel hicreli
karsinomlarinda karsinogenez gelisimindeki roliini sorgula-
yan yayinlarda erken evre timérlerde HPV DNA'sinin géste-
rilmesi anlamli bulunmustur (15). Ote yandan Shibutani ve
ark.| neoplazi bulunmayan yalnizca inflamasyonun bulundu-
gu bir olguda da HPV DNA'yi gdstermistir (16). Kerley ve ark.
27 mesane timorini kapsayan bir galismada, 1 invaziv sku-
amoz karsinomda HPV DNA'y1 gostermislerdir (17). Munoz
ve ark.i ise yuksek dereceli ileri evre timdrlerde HPV DNA
varligini yiksek oranda (%71.44) gozlemislerdir (10). HPV

TABLO 1: OLGULARIN DIFERANSIASYON DERECELERI
VE EVRELERI
pTa pT1 pT2 pT3
Grade | 8 3 -
Grade |l 7 4 - -
Grade III - 3 2 3

subtipi ile evre iligkisini arastiran ¢aligmalarda ise tip 16,18,
33'ln ileri evre timérlerde varhigi dikkati gekmistir (5,10). Bi-
zim ¢alismamizda da HPV DNA pozitifligi saptanan olgu ile-
ri evre olup HPV subtip 31/33 saptanmistir. Ancak calisma-
mizda HPV DNA pozitifligi saptanan tek olgu bulunmasi ne-
deniyle HPV'nin mesanenin degisici epitel karsinomlarinda
prognoza etkisine iliskin yorum yapilamamistir.

Sonuglar HPV DNA varligi ile mesane karsinomlarinda
malignite gelisimi arasinda énemli bir iliski olmadigini dusin-
dirmektedir.

Bu calisma Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Vakfi tarafindan destek-
lenmistir.
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