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OZET

Amag: Hyaluronik asit, bag dokunun yapisimi olusturan temel
yapilardandir. Hyaluronoglucosaminidase-1 (HYAL-1), hyalu-
ronik asiti ytkan bir endoglikozidazdir. Calismanin amact,
HYAL-1 ekspresyonunun yiizeyel mesane tiimorii tanist alan
hastalarda progresyon ve rekiirrens iizerine olan etkisini ince-
lemektir.

Gereg ve Yontem: Klinigimizde mesane tiimorii tanisiyla TUR-
BT yapilan ve diizenli takipleri olan 63 hastamn verileri ret-
rospektif olarak incelendi. Hastalarin ilk TUR-BT sonrast elde
edilen patolojik spesimenleri HYAL-1 antikoru ile manuel yon-
temle immunohistokimyasal olarak boyandi. Hastalar boya
tutma skoruna gore negatif, diisiik, orta ve yiiksek olmak iizere
dort gruba kategorize edildi. Tiim spesimenler ayni patolog
tarafindan degerlendirildi. HYAL-1 skorlarina gore rekiirrens
ve progresyon durumlart degerlendirildi.

Bulgular: Niiks gelisen 20 hastamin patolojik incelemesinde,
spesimenlerin orta ve yiiksek derecede boyanma oranlart niiks
gelismeyen hastalara daha yiiksekti (% 55 vs % 14, p=0.005).
Benzer sekilde progresyon gelisen 6 hastada, spesimenlerin
orta ve yiiksek derecede boyanma oranlar: progresyon gelisme-
yen hastalara gore anlaml derecede daha yiiksekti (% 83.30 vb.
% 21, p=0.004). Niiks ve progresyonu etkileyen grade, tiimor
boyutu, tiimor evresi, tiimor morfolojisi, EORTC skoru,
re-TUR durumu ve HYAL-1 skoru gibi faktorlerin mutivariate
cox regresyon incelemesinde; HYAL-1 skoru niiksii ve progres-
yonu ongormede en onemli parametreler olarak bulundu.

Sonug¢: HYAL-1 ekspresyonu, yiizeyel mesane kanserlerinde
rekiirrens ve progresyonu ongormektedir. Son donemlerdeki
literatiirle uyumlu olan bulgumuz yiizeyel mesane kanseri taki-
binde risk gruplarimin belirlenmesinde kullanigl bir parametre
olabilir.

Anabhtar kelimeler: HYAL-1, mesane kanseri, niiks, progresyon

SUMMARY

The effect of hyaluronidase-1 expression on recurrence
and progression in patients with superficial bladder tumor

Objective: Hyaluronic acid is a one of major component of
connective tissue. Hyaluronoglucosaminidase-1 (HYAL-1) is
an endoglucosidase that dissolves hyaluronic acid. The main
aim of the study is to evaluate the effect of HYAL-1 expression
on progression and recurrence rates in patients with superfici-
al bladder tumor.

Material and Methods: 63 patients, who underwent TUR-BT
for bladder tumor and had available data, were analyzed ret-
rospectively. Specimens of first TUR-BT were strained with
HYAL-1 anticore immunohistochemically using manuel met-
hod. Patients were divided to four groups according their stra-
ining scale as negative, low, intermediate and high. All speci-
mens were analyzed by the same pathologist. Progression and
recurrence rates in the groups were evaluated according the
HYAL-1 scores.

Results: In evaluation of the pathological specimens of 20
patients who had recurrence, intermediate and high straining
rates were higher than patients without recurrence (55 % VS
14 %, P=0.005). Similarly, in 6 patients who had progression,
intermediate and high straining rates were higher than pati-
ents without progression (83.30 % vs 21 %, p=0.004). In mul-
tivariate cox analyses of factors that effects progression and
recurence rates such as grade, tumor size, stage, tumor morfo-
logy, EORTC score, re-TUR and HYAL-1 score; HYAL-1 score
were observed the most significant factor for determining
recurrence and progression.

Conclusions: HYAL-1 expression could predict recurrence and
progression in patients with superficial bladder tumor and be
used as a parameter to evaluate the risk groups on follow up
of this patients.
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Mesane kanserlerinin biiyiik ¢ogunlugu ilk tani
sirasinda yiizeyel olmakla birlikte ylizeyel tiimor-
lerde her zaman invaziv hale gecip yasami tehdit
edebilecek duruma gelebilir . Yiizeyel mesane
tiimorlerinde progresyon ve rekkiirensi 6ngoérmek
icin kullanilan bir¢ok prognostik faktor halen test
edilmektedir .

Hyaluronik asit (HA) hiicre duvarinda ve bag doku-
da sik bulunan majér bir glikozaminoglikandir ve
bircok tiimérde HA seviyesi yiikselmis olarak tespit
edilmigtir . HYAL-1 mesane kanserinde exprese
edilen major hyaluronidaz’dir ve yiiksek grade me-
sane kanserlerinde giivenilir bir markerdir 7. Ti-
mor hiicreleri Hyaluronidaz (HYAL) ekspresyonu
yaparak progresyon ve rekkiirens gdsterebilirler. (9.

Bu caligmada tiimor evresi, tiimdr boyutu, timdor
sayisl, timor grade’i, karsinoma in situ (CIS) varh-
&1 gibi prognostik parametrelere ek olarak HYAL-1
ekspresyonunun rekkiirens ve progresyonu ongor-
medeki etkinligini inceledik.

GEREC ve YONTEM

Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe Egitim ve
Arastirma Hastanesi Etik Kurulu’nun 09.08.2011 ta-
rihli ve 14/F sayili oluru ile calismaya baglanmustir.
Calismaya Aralik 2005-Subat-2011 arasinda klinigi-
mize hematiiri, alt {iriner sistem semptomlart veya
baska bir nedenle basvuran, yapilan ultrasonografi
(USG) de mesanede tiimdr siipheli kitle goriilen ve
bu nedenle mesane tiimérii 6n tanist ile TUR yapila-
rak histopatolojik inceleme sonucunda yiizeyel me-
sane tlimarii tanist alan 63 hasta retrospektif olarak
dahil edildi. Daha 6nce bilinen mesane tiimort Syki-
sti olan hastalar, takipleri diizensiz veya 7 aydan kisa
olan hastalar, T2 evre olan hastalar, patoloji spesmen-
leri hastanemiz patoloji klinigi digindaki merkezler-
ce degerlendirilmis hastalar, bagka bir nedenle pelvik
radyoterapi alan hastalar calisma disi tutuldu.

Timor ytikii 3 cm’den biiyiik olan, histopatolojik in-
celeme sirasinda spesmende kas tabakasi goriilme-
yen, yiiksek grade ve multiple tiimori olan hastalara
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Re-TUR yapildi. EORTC niiks ve progresyon skor-
lamasma gore orta riskli goriilen hastalara 6 hafta-
lik intrakaviter Mitomycin-C tedavisi uygulandi.
Yiiksek riskli goriilen hastalara Bacillus-Calmette
Guerin (BCG) idame tedavisi verildi. Hastalarin
rutin takipleri; 1. yil 3 aylik sistoskopilerle, 2. ve
3. yillarda 6 aylik sistoskopiler ile, 3. yildan sonra
yiullik sistoskopilerle yapildi. Ayrica takiplerde ge-
reken endikasyonlarda USG, intravenoz pyelografi
(IVP) ve bilgisayarli tomografi (BT) yapildi. En az
yedi aylik takip siiresi bulunan hastalarin patolojik
piyesleri deparafinize edilerek timorlii bloklar se-
cildi ve HYAL-1 antikoru ile manuel immiinhisto-
kimyasal boyama yontemi kullanilarak boyandi.
Spesmenler, iiropatoloji konusunda deneyimli tek
patolog tarafindan degerlendirildi.

Boyama yontemi: Secilen parafin bloklardan elde
edilen 3 mikrometre kalinliktaki kesitler, onceden
poly-L-Lysin ile kaplanmig lamlara alindi. Kesitler
60 C*’lik sicaklikta etiivde 1 saat bekletildi. Depa-
rafinizasyon iglemi icin etiivden alinan kesitler 10
dk. siiresince 2 ayr1 sale ile ksilolden gegirildi. Daha
sonra derecesi azalan alkollerden 90 dk.’da gegiri-
len kesitler distile su ile yikandi. Antijeni ortaya ¢i-
karmak i¢in plastik tasiyiciya alinan kesitler, kesit
ylizeyini Ortecek sekilde pH6 sitrat tamponu icine
yerlestirildi. Dokularin etrafi hidrofobik kalem ile
cizildi. Ardindan hidrojen peroksit i¢inde 15 dk.
bekletildi. 2’ser kez 10’ar dk.’lik stirelerle toplam
20 dk. mikrodalga firinda goklandi. Oda sicakligin-
da 20 dk. bekletildikten sonra kesitler distile su ile
yikandi. Kesitler phosphate buffered saline (PBS)
ile yikandi. Nonspesifik baglanmalar1 engellemek
amaciyla kesitler tizerine Ultra V Block Nonspesi-
fic BlockingReagent (ScyTek Laboratories, USA)
10 dk. uygulandi. Ardindan tavsan HYAL1 (Atlas
antibodies, tiriin kodu HPA002112) antikoru, 1: 150
oraninda diliie edilerek damlatildiktan sonra 90 dk.
bekletildi. Sonra 4 ayr1 PBS banyosunda 10 dk. yi-
kandi. Sekonder antikor olarak Ultra Tek antipoli-
valent biotinylated antibody (ScyTek Laboratories,
USA) uygulandi ve 15 dk. bekletildi. Kesitler tekrar
4 ayr1 PBS banyosunda yikandi ve kesitlerin tizeri-
ne immiin reaksiyonu gézlemlemek icin isaretleyici



E. Iihan ve ark., Yiizeyel mesane kanserli hastalarda hyaluronidaz-1 ekspresyonunun rekiirrens ve progresyon iizerine etkisi

(label) olarak Ultra Tek HRP (ScyTek Laboratories,
USA) damlatilarak 15 dk. beklendi. PBS ile yikanan
kesitlerin tlizerine immiin reaksiyonu gézlemlemek
icin AEC kromojen sistemi (ScyTek Laboratories,
AEC substrate kit, USA) uygulandi. 20 mikrolitre
AEC kromojen 1 ml AEC subsrat ile karistirildiktan
sonra kesitlere 10 dk. siire ile uygulandi. Daha sonra
kesitler distile su ile yikanip zit boya olarak 1,5 dk.
hematoksilen ile boyandi. Su bazli kapama maddesi
damlatilarak kesitler kapatildi.

Immiin-reaktivitenin degerlendirilmesi: Timor
hticrelerindeki sitoplazmik ve periniikleeer boyan-
ma paternlerine gore; hi¢ boya tutmamasi skor 0
(negatif) (Sekil 1), hafif derecede boya tutmasi skor
1 (distik) (Sekil 2), orta derecede boya tutmasi skor
2 (orta) (Sekil 3) ve yiiksek derecede boya tutma-

RV

Sekil 2. HYAL-1 skor 1 (diisiik boya tutmasi).

st skor 3 (yiiksek) (Sekil 4) olarak siiflandirild.
Farkli boyama paternleri olan spesmenlerde baskin
olan skor kullanildi.

Sekil 3. HYAL-1 skor 2 (orta derece boya tutmasi).

Sekil 4. HYAL-1 skor 3 (yiiksek boya tutmasi).

Rekiirrens ve progresyonun degerlendirilmesi:
Takip sistoskopilerinde tiimér, timor siipheli lez-
yon gortilen hastalara TUR islemi tekrarlandi. TUR
sonucu tiimdr olan hastalar niiks kabul edildi. Low
grade iken high grade tlimor goriilen hastalar, evre
Ta’dan T1’e ve T1’den T2’ye gecen hastalar prog-
resyon olarak kabul edildi. Ayirica CT de takipler
sirasinda perivezikal 1 cm’den biiyiik lenf nodu g6-
riillen, uzak metastaz gelisen ve IVP’de iist iiriner
sistem tlimdrii goriilen hastalar progresyon olarak
degerlendirildi. Hi¢bir hastada iist tiriner sistem tii-
morii ve uzak metastaz izlenmedi.
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Bu calismada istatistiksel analizler NCSS (Number
Cruncher Statistical System) 2007 Statistical Soft-
ware (Utah, USA) paket programi ile yapilmigtir.
Verilerin degerlendirilmesin de tanimlayici istatis-
tiksel metotlarin (ortalama, standart sapma) yani
sira ikili gruplarin kargilagtirmasinda bagimsiz t
testi, nitel verilerin kargilagtirmalarinda ki-kare tes-
ti kullanilmigtir. Niiksii ve progresyonu etkileyen
faktorleri belirlemede adimsal logistik regresyon
analizi kullanilmistir. Sonuclar, anlamlilik p<0,05
diizeyinde degerlendirilmistir.

BULGULAR

Hastalarin ortalama yas1 62.79 (18-86), ortalama ta-
kip siiresi 26.84 ay (7-69) idi. Niikse kadar gecen
ortalama stire 21.16 ay (4-69), progresyona kadar
gecen ortalama stire 25.08 (4-69) aydi. Ortalama tii-
mor sayist 1.81 (1-8), ortalama timdr boyutu 33.94
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HYAL-1 boyamasinda 41 (% 65.1) spesmen skor
0 (negatif) boyama paterni gosterirken, geriye ka-
lan 22 (% 34.9) spesmen degisik derecelerde pozi-
tif boyama paterni gosterdi. Boya tutan 5 (% 7.9)
spesmen skor 1 (diistik), 7 (% 11.1) spesmen skor
2 (orta) ve 10 (% 15.9) spesmen skor 3 (yiiksek)
boyama paterni gosterdi (Tablo 1).

Niiks gelisen 20 hastanin patolojik incelemesinde,
spesimenlerin orta ve yliksek derecede boyanma
oranlar1 niiks gelismeyen hastalara daha yiiksekti
(% 55 vs % 14, p=0.005) (Tablo 2).

Progresyon gelisen 6 hastada, spesimenlerin orta ve
yiiksek derecede boyanma oranlari progresyon gelis-
meyen hastalara gore anlamli derecede daha ytiksekti
(% 83.30 vs % 21, p=0.004) (p<0.005) (Tablo 3).

Tablo 2. HAYL-1 skorlarna gore rekkiirens dagilimi.

mm (5-140) idi. 20 (% 31.7) hastada niiks ve 6 Niiks (-) ~ Niiks (+) OR (%95 GA)
(% 9.5) hastada progresyon goriildii (Tablo 1). Negatif 32 74.40% 9 45.00 %
Diisik 5 11.60% 0 0.00 % 0.31
HYAL-1 (0.16-6.15)
. Orta 3 7.00% 4 2000 % x:12.98 4.74
Tablo 1. Demografik veriler. (0.89-25.19)
Yiksek 3 7.00% 7 35.00% p=0.005 8.29
n % (1.77-38.77)
Cinsiyet Erkek 57 90,5
Kadin 6 9,5 B .. o
Grade Low 45 714 Tablo 3. HYAL-1 skorlarmna gére progresyon dagilimi.
High 18 25,6
WHO Gl 15 235 Prog(rjsyon Prog(l:a)syon OR (%95 GA)
G2 37 58,7
G3 11 17,5 Negatif 40 7020% 1 16.70 %
CIS CIS (-) 60 95,2
CIS (+) 3 4.5 Diisik 5 880% 0 0.00% 2.45
Evre Tl 49 71,5 HYAL-1 (0.09-68.10)
Ta 14 22,2 Orta 4 700% 3 50.00% x%13,22 30
Sol/Papil Papiller 53 34,1 (2.5-360.48)
Sobd 10 15.9 Yiiksek 8 14.00% 2 33.30 % p=0,004 10
Tm boyut gr <30 35 55,6 (0.81-124.07)
>30 25 44.4
Niiks Grup Diistik 24 35,1 .
Orta 35 55,6 Niiks ve progresyonu etkileyen grade, timor boyu-
Yiiksek 4 6,3 L. © e s -
Diisiik 23 36.5 tu, timor evresi, timor morfolojisi, EORTC skoru,
Propresyon Grup 8{? . 391 ‘l‘?é re-TUR durumu ve HYAL-1 skoru gibi faktorlerin
uKse s . . . .
Negatif 41 65.1 mutivariate cox regresyon incelemesinde; HYAL-1
HYAL-1 8;?;‘1‘ ; 17191 skoru niiksii ve progresyonu éngérmede en 6nem-
Yiiksek 10 15,9 li parametre olarak bulundu (ntiks icin OR: 1.30
Niiks Niiks (-) 43 68,3 .. N .
Niiks (+) 20 317 (0.09-1.98), % 95 Giiven Aralig1, p=0.047; progres-
Progresyon Progrosyon (-) 57 90,5 yon i¢in OR: 1.14 (0.07-1.39, % 95 Giiven Araligi,
Progrosyon (+) 6 9,5
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TARTISMA

Yiizeyel mesane kanserindeki prognostik faktorler,
tedavi modalitelerini daha iyi yonetmek ve hangi
hastaya daha agresif tedavi yontemini (erken sistek-
tomi) secmeyi belirlemede klinisyenlere yardimci
olmaktadir. Bir prognostik faktér olarak HYAL-1
diizeyi ve boyanma skorlart mesane tiimori diginda
diger tiimorlerde de calisilmisti. HYAL-1, prostat
kanserli hastalarda progresyon gelisminde bagimsiz
bir risk faktori olarak bulunmugtur 12,

HYAL-1 diizeylerinin mesane tiimorii ile olan iligki-
si bazi calismalarda irdelenmistir. Eissa ve ark. 228
mesane timori tanist konulan hastada idrar HYAL-
1 RNA PCR olgiimii degerlendirmis ve mesane
tiimorii olan hastalarin grade ve evrelerine gore,
idrar HYAL-1 RNA PCR oranlarina bakildiginda
yliksek evrelerde ve yiiksek gradelerde daha ytiksek
HYAL-1 RNA PCR degerleri oldugu saptanmuisgtir.
Bizim ¢alismamizda da HYAL-1 boyanma skorlar1
ile progresyon ve rekiirrens arasinda pozitif iligki,
oldugu tespit edilmistir.

Aboughalia AH, 210 hasta ile kontrol grubu da ige-
ren calismasinda mesane kanserli grupta HYAL-1
ve soluble intercellular adhesion molecule-1 (sl-
CAM-1) seviyelerini, ileri evre ve kotii diferansiye
tiimorlerde yiiksek olarak saptamiglardir (p<0.01)
(%, Caligmamizda doku boyanma skorlaria bakil-
daginda skorlar1 2 ve 3 olan 17 hastanin 15 (% 88)’i
progresyon ve 14 (% 82)’i rekiirrens acisindan orta
ve yiiksek risk grubundaydi. HYAL-1 boyanma
skorlarinin yiiksek grade ve kotii differansiye tii-
morlerde yiiksek bulunmasi rekiirrens ve progres-
yonda yardimci bir prognostik faktor olabilecegini
diistindtirmektedir.

Kramer MW ve ark. yaptiklar1 24 ay takipli calig-
mada, tiimdr evresi lenf nodu invazyonu, HYAL-1
ve HAS-1 transkripsiyon seviyesi ve HYAL-1 bo-
yanma skoru gibi faktorlerin metastaz ile bagimsiz
olarak iligkili olduklar1 gosterilmistir . Bu ¢alis-
mada, HAS-2 ve HYAL-1 ekspresyonu, 6 ay icin-
deki mesane kanseri niiksilinlii 6ngérmede anlaml

olarak bulunmustur . Calismamizda benzer ola-
rak HYAL-1 boyanma skorlar1 multivariate analiz
sonucuna gore hem rekiirrens hem de progresyon
acisindan en 6nemli parametrelerden biri olarak bu-
lunmugtur.

Mario ve ark. yaptigi calismada, yiiksek HYAL-1
ekspresyonu invaziv mesane kanserine progresyon
gosterecek yilizeyel mesane kanserleri olgulari,
% 77 dogrulukla tahmin etmis, ancak rekiirrens
lizerinde diislik sensivitesi (% 57) oldugunu goster-
miglerdir @”. Calismamizda ise HYAL-1 boyanma
skorlar1 hem rekiirens hem de progresyon acisindan
istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur.

Lokeshwar ve ark. HYAL-1 ekspresyonunun timor
grade ve kas invazivitesi ile iligkisini gostermigtir @.
Calismamizda da bu ¢alismaya benzer olarak yiik-
sek gradeli ttimorlerde HYAL-1 skorlarinin yiiksek
olmasi, bu tiimorlerin invaziv hale gegerek progres-
yon gosterme riskinin diigiik gradeli ve diisiik skorlu
tiimdrlere gore arttigini diistindiirmektedir.

Kramer ve ark. yaptig1 calismada HYAL-1 skoru,
evre, grade, CIS, multifokalite, yas gibi faktorlerin
cok degiskenli analizinde HYAL-1 ekspresyonunu
rekkiirens ve progresyon agisindan en giiglii pre-
diktor olarak belirlemistir 7. Benzer sekilde biz de
hasta grubumuzda yaptigimiz ¢ok degiskenli analiz-
de HYAL-1 skorunu ve sol rekktirens ve progresyon
tizerinde en etkili faktorler olarak saptadik.

Calismamizda, HYAL-1 boyanma skorlart 2 ve
3 olan 17 hastanin 15 (% 88)’i progresyon ve
14 (% 82)’1 rekiirrens acgisindan EORTC orta ve
yliksek risk grubundaydi. Bu bulgular HYAL-1
ekspresyonunun EORTC progresyon ve niiks risk
skorlama sistemi ile paralel oldugunu gostermekte-
dir "', EORTC orta ve yiiksek risk grubunda olan
hastalar da HYAL-1 skorlarinin bilinmesi tedavi ve
takipler i¢in yararli olabilir. HYAL-1 skoru adjuvan
tedavilere, idame tedavilere hatta erken sistektomi-
lere karar verirken yardimci olacak 6nemli ve yeni
bir parametre olabilir.
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SONUC

Calismamizda, HYAL-1 boyanma skorlart mesane
tiimorlerinde niiks ve progresyonu éngérmede gii-
venilir bir prediktdr olarak goriilmiistiir. HYAL-1
ekspresyonunun derecesi ile invazyon arasindaki
iliski bize gri zondaki hasta populasyonunda idame
adjuvan tedaviler ve erken sistektomiler icin yol
gosterici olabilir.
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