


T.C.
RECEP TAYYiP ERDOGAN UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTIiTUSU
TIBBi BiYOLOJI ANABILIiM DALI

MESANE KANSERI HASTALARINDA PD-1 VE PD-L1
EKSPRESYONLARININ PROGNOSTIK ONEMININ iINCELENMESI

SUMEYYE DURUR

TEZ DANISMANI
DR. OGR. UYESI HATICE SEVIM NALKIRAN

YUKSEK LiSANS TEZi

RIZE-2021



BEYAN

Bu tez ¢aligmasinin Recep Tayyip Erdogan Universitesi Lisaniistii Egitim Enstitiisii
Tez Hazirlama ve Yazim Kilavuzu standartlarina uygun olarak hazirlanarak yazildigini,
tezin akademik ve etik kurallara bagli kalinarak gerceklestirilmis 0zgiin bir bilimsel
aragtirma eserim oldugunu, tezde yer alan ve bu tez ¢aligmasiyla elde edilmeyen tiim bilgi
ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve kullanilan kaynaklarin kaynaklar listesinde yer
aldigini, tezin g¢alisilmasi ve yazimi asamasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir

davranigimin olmadigini beyan ederim.

20.09.2021
Stimeyye DURUR



TESEKKUR

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisans
egitimim siiresince bu tez c¢alismasinin ortaya c¢ikmasinda ve tamamlanmasinda beni
destekleyen ve cesaretlendiren, akademik yaklasimlar1 ve mesleki tecriibeleri ile ayni ¢ati
altinda ¢aligmaktan dolay1 kendimi sanslh hissettigim ¢ok degerli danigman hocam Sayin
Dr. Ogr. Uyesi Hatice SEVIM NALKIRAN a;

Bilgilerini benimle paylasmaktan ¢cekinmeyen degerli hocalarim Prof. Dr. Ali Irfan

GUZEL’e, Dr. Ogr. Uyesi Faruk SAYDAM’a ve Ars. Gor. Dr. Thsan NALKIRANg;

Patolojik 6rneklerin temininde yardimci olan Tibbi Patoloji Anabilim Dali’ndan

Prof. Dr. Recep BEDIR e ve Uroloji Anabilim Dali’ndan Dog. Dr. Hakki UZUN’a;

RNA izolasyonu i¢in gerekli FFPE dokulardan kesitlerin alinmasinda yardime1 olan

Yusuf EKINCIye;

Su anda ¢ok uzak sehirlerde olsak da her daim yanimda oldugunu hissettiren,
birlikte aglayip birlikte giildiigim, aramizda kan bagi olmasa da can bagi olan canim

dostum Sedef KARAMAN’a

Yiiksek lisans donemim boyunca yanimda olan, desteklerini benden esirgemeyen
sevgili arkadaslarim Fatimatiizzehra SIPSAK, Ayse Nur AKMEHMET ve Insirah
YILDIZ a;

Hayatim boyunca tiim zorluklara ragmen beni hep destekleyen, yanimda olan,

merhameti, sevgisi ve dualartyla beni sarip sarmalayan canim annem ve babama;

Yiiksek lisans egitim siirecim boyunca her kosulda moral ve motivasyonumu

yiikselten, evimin nese kaynagi canim kardeslerim Riimeysa ve Esra’ya;

Yaptigim her iste beni destekleyen, her zorlukta yanimda olan, sevgisi ve
merhameti ile her daim huzur ve mutluluk veren, canima can katan yol arkadasim Enes

KAPLAN’a;
Calismalarim sirasinda beni maddi olarak destekleyen TUBITAK ’a

Yiiksek Lisans Tezimi TYL-2020-1203 nolu proje ile destekleyen BAP

Koordinatorliigiine tesekkiirlerimi sunarim.

Siimeyye DURUR



ICINDEKILER

IC KAPAK

ONAY

BEYAN

TESEKKUR
ICINDEKILER DiZiNi
TABLOLAR DiZIiNi
SEKILLER DiZiNi
KISALTMA, SIMGE ve FORMULLER DiZiNi
OZET

ABSTRACT

1. GIRIS ve AMAC

2.  GENEL BILGILER

2.1. Mesane Kanseri

2.1.1. Epidemiyoloji

2.1.2. Etiyoloji

2.1.3. Histoloji

2.1.3.1. Epitelyum

2.1.3.2. Lamina Propria

2.1.3.3. Muskularis Propria

2.1.34. Serosa/Adventisya

2.1.4. Histopatolojik Inceleme

2.1.5. Mesane Kanserinde Evreleme ve Derecelendirme
2.1.6. Molekiiler Patoloji

2.1.7. Hiicre Orijini ve Klonalite

2.1.8. Tan1

2.1.9. Mesane Kanseri Tedavi/Y Onetimi
2.2. Kanserde Immiinoterapiler

2.3.  Kanser ve Immiin Sistem

2.3.1. Immiin Kontrol Noktalari

2.3.1.1. PD-1/PD-L1 Yolu

Vi

Sayfa

Vi

viii

Xiv

x
© ©O© 00 00 O N N &M W W W<

N N R R R R R
B B © © o O~ N



2.3.1.2. Immiin Kontrol Noktas1 Inhibitorleri 22

3. GEREC ve YONTEM 27
3.1. Materyal 27
3.1.1. Alet ve Cihazlar 27
3.1.2. Kimyasal Malzemeler 29
3.1.3. Cozeltiler 30
3.2. Yontem 33
3.2.1. Macherey-Nagel Nucleospin® RNA Izolasyon Kiti FFPE Dokudan RNA
Izolasyon Protokolii 33
3.2.2. FFPE Dokudan RNA Izolasyonu I¢in Optimizasyon Calismalari 34
3.2.3. Optimize Edilmis RNA Izolasyon Protokolii 34
3.24. Agaroz Jel Elektroforezi ile RNA Kalitesinin Kontrolii 35
3.25. cDNA Sentezi 36
3.2.6. Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real
Time-PCR, qRT-PCR) 37
3.2.7. Immiinohistokimyasal Inceleme 40
3.2.8. Istatistiksel Analiz 42
4. BULGULAR 43
4.1. FFPE Dokudan RNA izolasyon Calismalari 43
4.2. Klinikopatolojik Ozellikler 44
4.3. PD-L1 ve PD-1 Genlerinin gRT-PCR Kullanilarak Gergeklestirilen Gen
Ekspresyon Analizi 45
4.3.1. PD-L1 Ekspresyonunun Kanser Evresi ve Tiimor Derecesi ile Iliskisi 46

4.4, PD-L1 Ekspresyonu, Kanser Evresi, Tiimdr Derecesi ile Genel Sagkalim Iligkisi 47

4.5. Immiinohistokimyasal Boyama i¢in Denemeler 50
5. TARTISMA 52
6. SONUC ve ONERILER 58
EKLER 70
EK 1. Bilimsel Arastirma Izni 71
EK 2. Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurul Onay1 72

vii



Tablo No

Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.

Tablo 4.

Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.

TABLOLAR DiZiNi

Mesane kanserinin TNM siniflandirmasi

1973 ve 2004/2016 WHO derecelendirme sistemleri

fleri veya metastatik mesane kanseri hastalar icin mevcut FDA onayli
IKNi’ler

RNA izolasyon protokoliiniin optimizasyonunda kullanilan lizis
sollisyonlar

Reaksiyon bilesen ve hacimleri

Thermal cycler kosullar

gRT-PCR reaksiyon bilesenleri ve hacimleri

gRT-PCR igin ¢aligma protokolii

Hastalara ait klinikopatolojik 6zellikler

viii

Sayfa

10
12

26

34
37
37
39
39
45



Sekil No

Sekil 1.

Sekil 2.

Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.

Sekil 7.

Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.

Sekil 11.

Sekil 12.
Sekil 13.

SEKILLER DiZiNi

2020 yilinda en yaygin goriilen 10 kanserin her iki cinsiyette yeni

vaka ve 6lim dagilimi

Diinya bolgelerine ve iilkelere gore mesane kanserinin her iki
cinsiyet i¢in yeni vaka sayilari

Mesanenin histolojisi

Mesane kanseri patogenezinin potansiyel yollari

[lerlemis mesane kanserinin tedavi ve yonetimi

Mesane kanseri tedavisinde kontrol noktasi inhibitorlerinin etki
mekanizmasi

FFPE doku bloklarindan elde edilen RNA’lara ait agaroz jel
goriintiileri

Kanser evresine gore PD-L1 ekspresyonu kat-degisimi

Timor derecesine gore PD-L1 ekspresyonu kat-degisimi

Tiimdr derecesi ile genel sagkalim iliskisi

Tlimor evresi ile genel sagkalim iligkisi

PD-L1 ekspresyonu ile genel sagkalim iligkisi

Tonsil doku 6rnegide IHK denemeleri sonucunda non-spesifik PD-

L1 boyamasi

Sayfa

14
19

25

45
47
48
49
49
50

51



KISALTMA, SIMGE ve FORMULLER DIiZiNi

Kisaltmalar

AJCC
AR
ARL11
BCG
BT
CAB39L
CDKN2A
CIS
CTLA-4
EDTA
EGFR
EORTC
EUA
FDA
FFPE
FGFR
GAPDH
GLOBOCAN
GSTM1
HER?2
IDO-1
ISUP
ITIM
ITM2B
IVU
IHK
IKNi
KiMK

American Joint Committee on Cancer

Antigen Retrieval

ADP Ribosylation Factor Like GTPase 11
Bacillus Calmette-Guérin

Bilgisayarli Tomografi

Calcium Binding Protein 39 Like
Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A
Carcinoma In Situ

Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4
Etilen Diamin Tetra Asetik Asit

Epidermal Growth Factor Receptor

European Organization of Research and Treatment of Cancer

European Association of Urology

Food and Drug Administration

Formalin Fixed Paraffin Embedded Tissue
Fibroblast Growth Factor Receptor
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
Global Cancer

Glutathione S-Transferase Mu 1

Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
Indoleamine 2, 3-Dioxygenase 1
International Society of Urologic Pathology
Tyrosine-Based Inhibitory Motif

Integral Membrane Protein 2B

Intravenous Urography

Immiinohistokimya

Immiin Kontrol Noktas1 Inhibitdr

Kas-Invaziv Mesane Kanseri



KiOMK
LOH
LPARG
MHC
MLNR
MRI
mTOR
PARP
PD-1
PD-L1
PET-CT
PGFR
PI3K
PIK3CA
PUNLMP
qRT-PCR
RAF
RAS
RB1
STAG2
TBST
TCR
TERT
TNM
TP53
TUR
uicc
USG
VEGFR
WHO

Simgeler

%
ul

Kas-Invaziv Olmayan Mesane Kanseri
Loss of Heterozygosity
Lysophosphatidic Acid Receptor 6
Major Histocompatibility Complex
Motilin Receptor

Magnetic resonance imaging
Mammalian Target of Rapamycin
Poly ADP-Ribose Polymerase
Programmed Cell Death Protein 1
Programmed Cell Death Ligand 1

Positron Emission Tomography and Computed Tomography

Platelet-Derived Growth Factor Receptor
Phosphoinositide 3-Kinases
P13-Kinase Catalytic Subunit Alpha

Papillary Urothelial Neoplasm Of Low Malignant Potential

Quantitative Real-Time PCR

Ras Associated Factor

Rat Sarcoma Virus

Retinoblastoma Protein 1

Stromal Antigen 2

Tris Buffered Saline with Tween 20
T-Cell Receptor

Telomerase Reverse Transcriptase
Tumor/Node/Metastasis

Tumor Protein 53

Trans Urethral Resection

The Union for International Cancer Control
Ultrasonography

Vascular Endothelial Growth Factor

World Health Organization

Yiizde
Mikrolitre

Xi



mL

mM

nm

°C

pH

rpm

\Y

ng
Formiiller

DAPI

DNA

EDTA

H,0,

PBS

NacCl

NaOH

Mikromolar

Gram

Litre

Mililitre

Milimolar

Nanometre

Santigrat Derece

Power of Hydrogen
Revolutions Per Minute
Volt

Mikrogram

4,6-diamidino-2-fenilindol
Deoksiriboniikleik Asit
Etilendiamin Tetraasetik Asit
Hidrojen Peroksit

Fosfat Tamponu

Sodyum Klortir

Sodyum Hidroksit

Xii



OZET

Mesane Kanseri Hastalarinda PD-1 ve PD-L1 Ekspresyonlarimin Prognostik

Oneminin Incelenmesi

Mesane kanseri, diinya ¢apinda en yaygin goriilen ilk 10 kanser arasindadir. Ulkemizde
mesane kanseri; kanserler arasinda en yaygin 6. kanser olup insidans ve mortalitesi
erkeklerde kadinlara oranla yaklasik 6 kat fazladir. ileri veya metastatik mesane kanserli
hastalarin standart tedavi yontemleri ile medyan genel sagkalimi tanidan itibaren yaklasik
15 aydir. Son yillarda yapilan bazi1 ¢alismalarda, PD-L1/PD-1 molekiillerinin immiin
baskilama ve tiimorlerin immiin-kagis mekanizmalarinda Onemli aracilar oldugu
belirtilmektedir. Ayrica PD-L1’in, mesane kanseri de dahil ¢esitli malignitelerde yiliksek
seviyede eksprese edildigi bildirilmistir. Bu calismada, mevcut mesane kanseri hasta
kohortuna ait timor dokularinda PD-L1/PD-1 ekspresyon seviyelerinin prognostik
Oneminin aragtirtlmasi amaglanmistir. Bu kapsamda, PD-L1/PD-1 ekspresyonlariin timor
derecesi, kanser evresi alt gruplarindaki degisimi ve genel sagkalim ile iliskisi incelendi.
Mesane kanseri tanist almig 48 hastanin parafin bloklarindan monofazik fenol ve guanidin
izotiyosiyanat metodu ile elde edilen RNA’lar kullanilarak gRT-PCR yontemiyle gen
ekspresyon seviyeleri belirlendi. Immiinohistokimyasal inceleme icin optimizasyon
caligmalar1 yapildi. Yiiksek dereceli timor grubunda istatistiksel olarak anlamli seviyede
artmigs PD-L1 ekspresyonu goriildii (p<0.05). Ancak PD-L1 ekspresyon seviyesi kanser
evreleri (pTa, pT1, pT2) arasinda anlamli bir fark gostermedi. Ayrica; tiimor derecesi,
kanser evresi ve PD-L1 ekspresyonu alt gruplari arasinda genel sagkalimdaki fark anlaml
bulunmadi. PD-1 i¢in amplifikasyon kanserli dokuda sinirli sayida gozlemlendiginden
gruplar aras1 analizler gerceklestirilemedi. Immiinohistokimyasal inceleme igin
gerceklestirilen optimizasyon ¢aligmalart non-spesifik boyanma ile sonuclandi.
Sonuglarimiz literatiirle uyumlu olarak, mevcut mesane kanseri hasta kohortumuzda PD-
L1’in yiiksek ekspresyonunun tiimoriin agresifligi ve tiimor derecesi ile iligkili bir
biyobelirteg olabilecegini gostermektedir. Ayrica tiimor dokularinda yiiksek PD-L1
ekspresyonu belirlenen mesane kanseri hastalarinda, standart tedaviye alternatif anti-PD-
L1 immiinoterapi seg¢eneginin onerilmesi konusunda rasyonel bir temel saglayabilecegi

diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mesane Kanseri, PD-L1, PD-1, Gen Ekspresyonu, Kanser

Immiinoterapisi
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ABSTRACT

Investigation of the Prognostic Importance of Expressions of PD-1 and PD-L1 in
Bladder Cancer Patients
Bladder cancer is among the ten most common cancers worldwide. It is the 6th most
common cancer and its incidence and mortality is approximately 4 times higher in men
than in women in Turkey. The median overall survival of patients with advanced or
metastatic bladder cancer treated with standard therapy is approximately 15 months from
diagnosis. In some recent studies, it has been stated that PD-L1/PD-1 molecules are
important mediators in immune suppression and immune-escape mechanisms of tumors. It
has been reported that PD-L1 is highly expressed in various malignancies, including
bladder cancer. In this study, it was aimed to investigate the prognostic significance of PD-
L1/PD-1 expression levels in tumor tissues of the current bladder cancer patient cohort. In
this context, the variation of PD-L1/PD-1 expressions in tumor grade and stage subgroups
and their relationship with overall survival were examined. RNA isolation was performed
from FFPE tumor tissues of 48 patients diagnosed with bladder cancer using the
monophasic phenol and guanidine isothiocyanate method. Total RNA was converted to
cDNA and gene expression levels were analyzed by gRT-PCR. Optimization experiments
were performed for immunohistochemical examination. Statistically significantly increased
PD-L1 expression was observed in the high-grade tumor group (p<0.05). However, no
significant difference in PD-L1 expression was found among the three tumor stages (pTa,
pT1, pT2) . In addition, the difference in overall survival was not significant between
tumor grade, tumor stage, and PD-L1 expression subgroups. We were unable to perform
PD-1 gene amplification analysis between groups since the expression was observed in a
limited number of tumor tissues. Optimization studies performed for immunohistochemical
examination resulted in non-specific staining. In line with the previous literature, our
results showed that high expression of PD-L1 in bladder cancer may be a biomarker
associated with tumor aggressiveness and tumor grade. In addition, these results may
provide a rational basis for recommending anti-PD-L1/PD-1 immunotherapy as an
alternative to standard therapy in bladder cancer patients with high PD-L1 expression in

tumor tissues.

Keywords: Bladder Cancer, PD-L1, PD-1, Gene Expression, Cancer Immunotherapy
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1. GIRIS ve AMAC

Diinya genelinde en yaygin goriilen kanserlerden biri olan mesane kanseri, yliksek
morbidite ve mortalite riski ile iliskili, siklikla niiks eden bir kanser tiiriidiir (Yeung vd.,
2014; Babjuk vd., 2019). Mesane kanserinin etiyolojisinde sigara kullanimi, mesleki
maruziyetler, igme suyundaki arsenik, irk ve etnik koken, artan yas ve cinsiyet gibi birgok
risk faktorii bulunmaktadir. Sigara kullananlarda mesane kanseri riski 2-4 kat artmaktadir
(Freedman vd., 2011). Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajansi’na gore mesane kanseri

insidansi erkeklerde kadinlara gore yaklasik 4 kat daha fazladir.

Mesane kanserlerinin yaklagik %90’1 epitelyum tabakasindan gelismektedir.
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) mesanenin iirotelyal karsinomunu histopatolojik olarak
diisiik dereceli ve yiliksek dereceli tiimorler olarak siniflandirmakla birlikte, mesane
kanserinin farkli molekiiler yolaklar {izerinden gelisen kas invaziv mesane kanseri (KIMK)
ve kas invaziv olmayan mesane kanseri (KIOMK) olarak adlandirilan iki ana gruplamasi
mevcuttur. Tlk tan1 aninda hastalarm yaklasik %20’si KIMK ve metastatik mesane kanseri,
%80’ ise KIOMK tanis1 almaktadir (Tran vd., 2020).

Mesane kanserinin tedavisi; kemoterapi, radyoterapi, cerrahi uygulamalar ve
yenilik¢i immiinoterapdtik yontemleri igermektedir. KIOMK’da diisiik riskli hasta
gruplarinin tedavisinde mesane tiimoriiniin transiiretral rezeksiyonu (TURBT) ve
intravezikal kemoterapi, orta ve yiiksek riskli grupta Bacillus Calmette-Guérin (BCG)
immiinoterapisi uygulanmaktadir (Babjuk vd., 2019). KIMK’lerde altin standart tedavi
yontemi radikal sistektomidir. Genellikle evre II-1ll olan hastalarda sisplatin+radikal
sistektomi veya TURBT-+kemoterapi+radyoterapi kombinasyon tedavileri 6nerilir (Chang
vd., 2017). Metastatik mesane kanseri hastalarinda MVAC ve GC gibi sisplatin bazli
kemoterapi kombinasyonlar1 uygulanmaktadir. Platin bazli kemoterapiye uygun olmayan
hastalar i¢in immiin kontrol noktasi inhibitoérleri adi verilen anti-PD-L1/PD-1
immiinoterapileri 6nerilmektedir. FDA tarafindan platin bazli kemoterapi sirasinda veya
sonrasinda ileri ve metastatik mesane kanseri hastalar1 i¢in Pembrolizumab, Nivolumab,
Atezolizumab, Avelumab ve Durvalumab adli anti-PD-L1/PD-1 kontrol noktasi inhibitor
tedavileri onaylanmis durumdadir (Kaseb ve Aeddula, 2019; Witjes vd., 2021).

Birgok kanser tiirlinde eksprese edilen immiin kontrol noktalarinda goérevli PD-L1
ve PD-1 molekiillerinin  kanser hiicrelerinin immiin-baskilama ve immiin-kagis

mekanizmalarinda énemli rollerinin oldugu bildirilmistir (Wang vd., 2009; La-Beck vd.,
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2015). Timor hiicre yilizeyinde eksprese edilen PD-L1’in T hiicre yiizeyinde ve diger
immiin hiicre yiizeylerinde eksprese olan PD-1 reseptoriine baglanmasi ile T hiicrelerinin
aktivasyonu baskilanarak, tiimor hiicrelerinin immiin sistem savunma mekanizmalarindan

kag1s yoluna aracilik edilir (La-Beck vd., 2015).

Literatiirde cesitli kanser tiirlerinde PD-L1 ve PD-1 ekspresyonu ile ilgili tartismali
veriler mevcut oldugundan bu alanda daha fazla ¢alisma yapilmasi 6nem tasimaktadir. Bu
baglamda yapilan ¢alisma ile, mesane kanseri hastalarina ait timor dokularinda PD-L1 ve
PD-1 gen ekspresyon seviyeleri belirlenerek, prognostik roliiniin arastirilmasi
amaclanmistir. Mesane kanseri hastalarindaki PD-L1 ve PD-1’in ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesine yonelik ¢alismalar, standart tedaviye diisiik yanit veren hastalar i¢in anti-
PD-L1/PD-1 antikorlariyla uygulanan immiinoterapi segenegine uygun hasta grubunun

tanimlanmasina katki saglayabilir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Mesane Kanseri
2.1.1. Epidemiyoloji

Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Ajansi [International Agency for Research on
Cancer (IARC)] tarafindan en son yayimlanan GLOBOCAN 2020 kanser insidans: ve
mortalitesi ile ilgili kiiresel kanser yiikii verilerine gore, yaklasik 19.3 milyon yeni kanser
vakasi ve 10 milyon kanser nedeni ile 6limiin meydana geldigi rapor edilmistir. Diinya
genelinde 573 278 (%3) yeni vaka ve 212 536 (%2.1) oliim ile mesane kanseri en yaygin
goriilen ilk 10 kanser arasinda yer almaktadir (Sekil 1) (Sung vd., 2021).

2020 yh tiim yas ve cinsiyetlerdeki yeni vakalarm saysi 2020 yibi tiim yas ve cinsiyetlerdeki dlimlerin sayist

Meme

2261419 (11.7%) Diger kanserler Akciger
1793761 (18%) 1796 144 (18%)
Diger kanserler
4752 964 (24.6%) _—
re
Akciger 179 368 (1.8%)

Korpus uteri 2206 771 (11.4%) Yumurtalk
417367 (22%)

Bobrek
431288 (22%)

207 252 (2.1%)

Mesane 5

2125% (2.1%) Kolorektal
Beyin, MSS 935 173 (0.4%)
Lsemi 751320 (2.54) »—-

474519 (25%) Hodghsa clnama lfeas

Pankreas 250 793 (2.6%)

ki Kolorektal Lésemi

Hodgkin olmayan leafoma 1931 590 (10%) 311504 (3.1%)
544352 (2.6%) Rahis agzs (serviks) Karaciger

Mesane 341831 (34%) 830180 (8.3%)

513278 (3%) Prostat
Tiroid Prostat 375 304 (38%)
586 202 (3%) 1414259 (1.3%) Pankreas Mide
Ozofagus Mide 466 003 (4.7%) 768 793 (1.7%)
604100 (3.1%) 1089 103 (S.6%)
" Ouzofagus Meme
Rahim agan (seviks) Karaciger 544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)
604127 (3.1%) 905677 (4.7%)
Toplam vaka : 19 292 789 Toplam élim : 9 958 133

Sekil 1. 2020 yilinda en yaygin goriilen 10 kanserin her iki cinsiyette yeni vaka ve 6lim
dagilimi1 (GLOBOCAN 2020 veritabani)

Diinya genelinde Dogu Asya, Kuzey Amerika, Bat1i ve Gliney Avrupa mesane
kanserinin en yaygin oldugu boélgelerdir ve 2020 yili itibariyle yeni vaka sayisinin en
yiksek oldugu iilkeler arasinda Cin, ABD, Japonya ve Almanya ilk siralarda yer
almaktadir. Turkiye, %2.1°lik (12 248 vaka) bir oranla diinya genelinde mesane kanserinin
en yaygin oldugu 12. iilke konumundadir (Sekil 2). IARC’nin verilerine gore mesane
kanseri diinya genelinde, erkeklerde en yaygin 6. kanserdir (440 864 vaka, %4.4). Bu oran
mesane kanserinin kadinlardaki insidansi ile (132 414, %]1.3) kiyaslandiginda erkeklerde
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yaklasik 4 kat daha yaygin oldugu bildirilmistir. 2020 verilerine gore, Tiirkiye’de mesane
kanseri tiim kanserler arasinda 12 248 (%5.2) yeni vaka orani ile 6. en yaygin kanserdir ve
3 771 olim oram ile kanser kaynakli oliimlerde 11. siradadir. Tirkiye’de, erkeklerde
goriilen en yaygin 4. kanserdir (10 476, %7.9) ve erkekler kadinlardan yaklasik 6 kat daha

fazla mesane kanseri riski tasimaktadir.

. WL . 2020 yihiilkelere gore mesane kanseri
2020 yih diinya b olgelerine gore mesane kanseri mm: akalarm s‘m:gm
yenivakalarm sayis : FETHE
Cin
Diger Bolgeler - 85 64 (140%)
107207 (18.7%) DejuAm o
132316,(23.1%) Diger Ulkeler
160 403 (28%)
Kanada
Giiney Amerika 9350 (1.6%)
27159 (4.7%) Misir ABD
10655 (1.0%) 0617 (141%)
Polonya
Gilney-Orta Asya Tﬁl‘ﬁi:’iel @
35949 (6.3%) 2UBLIN
Birlesik Kralhk "
" y 1243 (22%) Japon)a
Kuzey Amerika Brazll 3 057 (64%)
89997 (15.7%) 15854 (26%)
Orta ve Dogu Avrupa { Fr;:ls 2 ! Almanya
51027 (89%) 1080M y | L)
Ruspa Italya
17962 (31%) BB
Giney Avrupa Bati Avrupa Ispan_\'a Hindistan
61480 (107%) 68143 (11.9%) 18512 (32%) 208 (37W)
Toplam: 573 278 Toplam: 573 278

Sekil 2. Diinya bolgelerine ve iilkelere gore mesane kanserinin her iki cinsiyet i¢in yeni
vaka sayilar1 (GLOBOCAN 2020 veritabani)

2.1.2. Etiyoloji

Mesane kanserinin gelisimi ve ilerlemesi agisindan etiyolojisinde 6nemli rol
oynayan bircok risk faktorii bulunmaktadir. En 6nemli risk faktorleri arasinda sigara
kullanim1, mesleki maruziyetler, igme suyundaki arsenik, ik ve etnik koken, artan yas,

cinsiyet, kronik mesane tahrisi ve enfeksiyonlari, genetik ve aile 6ykiisii yer almaktadir.
Sigara Kullanimi

Sigara kullanimi, mesane kanseri i¢in en yaygin risk faktoriidir ve sigara
kullananlarda kullanmayanlara goére mesane kanseri riski yaklagik olarak 2-4 kat
artmaktadir (Zeegers vd., 2000; Kirkali vd., 2005; Freedman vd., 2011). Sigara
kullaniminin mesane kanserindeki tiim vakalarin yaklasik %50’sinden sorumlu oldugu ve

erkeklerde mesane kanseri vakalarinin %50-65, kadinlarda ise %20-35’1 ile iliskili oldugu
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bildirilmistir (Freedman vd., 2011). Sigara kullanimina baslama yas1 mesane kanserinin
heterojenitesini tetikleyebilecek en gii¢lii faktorlerden birisidir (Sun vd., 2017). Sigara
kullanim yogunlugu ve siiresinin artmasi ile mesane kanseri riski artarken, sigara
kullanimini birakmak mesane kanseri riskini 1-4 yil igerisinde >%30 ve 25 yil sonrasinda
ise %60’a kadar diistirdiigii rapor edilmistir (Freedman vd., 2011; Bassett vd., 2012; Sun
vd., 2017).

Mesleki Maruziyetler

Mesane kanserinin etiyolojisinde yer alan en 6nemli diger risk faktorii ise mesleki
maruziyettir. Boya, tekstil, deri, kauguk, plastik vb. sektorlerde calisan kisilerde mesane
kanseri riskinin arttigi rapor edilmistir (Siemiatycki vd., 2004). Mesleki olarak kanserojen
ozellikteki kimyasallara bes yildan daha uzun siire maruz kalmis bireylerin kanser kaynakli
6liim oranin daha ytliksek oldugu ve tiim mesane kanseri vakalarinin %5-25’inin mesleki
maruziyet kaynakli oldugu bildirilmistir (Siemiatycki vd., 2004; Olfert vd., 2006). Boya
endiistrisinde kullanilan benzidin ve beta-naftilamin gibi aromatik aminler, organik
maddelerin yakilmasini iceren islerde kullanilan poliaromatik hidrokarbonlar, teksil, deri
ve kaucuk imalatinda kullanilan orto-toluen ve benzidin bazli aromatik amin boyalar
mesane kanseri gelisme riskini artiran kimyasallar olarak bilinmektedirler. 2021 Mart
aymda yayimlanan bir ¢aligmada, artan mesane kanseri riskinden orto-toluidinin sorumlu
oldugu ve hem mesane kanseri hastalarinda hem de aromatik aminlere maruz kalan hasta
olmayan iscilerde, mesane lezyonu ile iliskili semptomlarin prevelansinin, bu kimyasallara
maruz kalmayan iscilerinkinden daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Nakano vd., 2021).
Ayrica rafine kimyasallar ve komiir katrani {irlinlerinin tiretiminde, komiir gazlastirma ve
alliminyum tiretiminde calisanlar, boyacilar, makineciler, sa¢ boyalarina asir1 maruz kalan
kuaforler ve ressamlar mesane kanseri goriilme riskiyle iliskili olabilecek meslekler
arasinda yer almaktadirlar (Olfert vd., 2006; Scélo ve Brennan, 2007; Redondo-Gonzalez
vd., 2015; American Cancer Society, 2019).

Icme Suyundaki Arsenik

WHO ve IARC, arsenik ve arsenik bilesiklerinin halk sagligi acisindan en 6nemli
10 kimyasaldan biri oldugunu ve igme suyundaki arsenigin insanlar i¢in kanserojen
oldugunu belirtmektedir. WHO’nun i¢cme suyundaki Onerilen mevcut arsenik limiti 10
pug/L'dir ve arsenige uzun siireli maruz kalmak mesane ve akciger kanserleri i¢in 6nemli bir

risk faktoriidiir. Hindistan, Banglades, Sili gibi iilkeler icme suyu kaynaginda bulunan
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yilksek oranda arsenik konsantrasyonu yiiziinden risk altindadirlar. Arsenige maruz
kalmanin mesane kanserinin niiksetmesi ve ilerlemesinde 6nemli bir risk faktorii oldugu,
yiiksek arsenik kontaminasyonunun daha yiliksek evre ve daha agresif egilimli mesane
kanserine sebep oldugu bildirilmistir (Pal vd., 2020). Bir meta analiz ¢alismasi, 50 ug/L
arsenige maruz kalan popiilasyonlarda mesane kanseri insidansini %83 olarak belirtmis ve
icme suyunda 10 pg/L’den fazla arsenige maruz kalmanin mesane kanseri riskini yaklagik

%40 artirabilecegini bildirmektedir (Saint-Jacques vd., 2014).
Irk ve Etnik Kéken

Mesane kanseri gelistirme riski ile ilgili arastirilan bir diger degisken de 1rk ve etnik
koken farkliliklaridir. Mesane kanserinde etnik kokenler (Beyaz, Siyahi, Amerikan
Kizilderili/Alaska Yerlisi, Asyali/Pasifik Adali) arasindaki farkliliklar1 belirlemek
amactyla yapilan bir ¢alismada, Siyahi ve Amerikan Kizilderili/Alaska Yerlisi mesane
kanseri hastalarinin diger etnik kokene sahip kisilere oranla hayatta kalma olasiliklarinin
daha kotii oldugu ve Asyali/Pasifik Adalilarin en yiiksek hayatta kalma oranina sahip
olduklar1 bildirilmistir (Fang vd., 2020). Amerikan Kanser Toplulugu’na gore, Beyazlarin
mesane kanseri gelistirme riski Afrikali Amerikalilar ve Hispaniklere gore yaklasik 2 kat
daha fazladir. Ayrica, mesane kanseri hastalarinda 5 yillik sagkalim oranlar1 da etnik
kokenler arasinda degiskenlik gostermektedir (Siyahilerde %70.2, Hispaniklerde %80.7,
Asyali/Pasifik Adalilarda %81.9, Beyazlarda %82.8) (Yee vd., 2011).

Artan Yas ve Cinsiyet

Mesane kanseri riskinin cinsiyet ve yas ile iligkili oldugu yapilan aragtirmalar ile
gosterilmistir. IARC’ye gore mesane kanseri insidansi erkeklerde kadinlara gore yaklasik 4
kat fazladir. Artan yas ile beraber mesane kanseri riski de artmaktadir ve hastalarin %901
55 yas, %80’ 65 yas lizerinde tani alirken mesane kanseri tanisi ortalama yasi 73’tiir
(Siegel vd., 2019; Saginala vd., 2020).

Kronik Mesane Tahrisi ve Enfeksiyonlari

Mesane kanseri riski ile iligkili olasi enfeksiyonlar (parazit, bakteriyel, viral),
tekrarlayan idrar yollar1 enfeksiyonlari, immiinolojik bozukluklar, kronik ve mekanik
tahrigler vb. bircok faktor literatiirde yer almaktadir. Bu faktorler aracilii ile kronik
inflamasyon tetiklenebilir ve inflamasyon basladiginda ¢esitli molekiiler yolaklar kanser

hiicresi biiylimesini ve metastazini uyararak mesane kanseri patogenezine aracilik edebilir



(Nesi vd., 2015; Sui vd., 2017). Yapilan bir ¢alisma, baz iilkelerde endemik olarak goriilen
ve bir paraziter hastalik olan Sistozomal (Schistosoma haematobium) enfeksiyonlarin
mesanenin skuamoz hiicreli karsinomalarinin %60-90'mi1, adenokarsinomlarin %5-15'ini
olusturdugunu bildirmistir  (Abol-Enein, 2008). Bakteriyel kaynakli idrar yolu
enfeksiyonlarinin mesane kanseri olusturma riski ile ilgili literatiirde tutarsizlik olmasina
ragmen, ¢aligmalarin ¢ogu idrar yolu enfeksiyonlari ile mesane kanserinin iliskili oldugunu

gostermektedir (Abol-Enein, 2008; Anderson-Otunu ve Akhtar, 2016).
Genetik ve Aile Oykiisii

Normal mesane hiicrelerinde bazi degisiklikler, bunlarin anormal sekilde
biiylimesine ve kanser olusturmasina neden olabilir. Bu duruma onkogenlerin aktif veya
timor baskilayict genlerin inaktif formda bulunmasi neden olabilir. Amerikan Kanser
Toplulugu'na gore, TP53 veya RBI1 tiimor baskilayict genler ve FGFR veya RAS
onkogenleri gibi belirli genlerde meydana gelen degisiklikler, mesane kanserlerinin
gelisiminde rol oynamaktadir. Bazi calismalar mesane kanserini genetik yatkinlik ile
iliskilendirmis ve N-asetil-transferaz ve GSTM1 gibi (kanserojenlerin metabolizmasinda
rol oynayan) genlerin artan risk ile iligkili oldugu bildirilmistir (An vd., 2015). Bugiine
kadar birkag¢ ¢alismanin sonucu, mesane kanserli birinci derece akrabasi olan bireylerin,
ailesinde mesane kanseri Oykiisii olmayanlara gore 2 kat fazla mesane kanseri riski
tasidigini gostermistir (Aben vd., 2002; Turati vd., 2017; Koutros vd., 2021).

2.1.3. Histoloji

Mesane duvarinin histolojik yapis1 mikroskobik olarak incelendiginde igten disa
dogru epitelyum (astar epitelyum), lamina propria, muskularis propria ve serosa/adventisya
tabakalarindan olugsmaktadir (Bolla vd., 2021) (Sekil 3).

2.1.3.1. Epitelyum

Mesanenin i¢ yiizeyi lirotelyum adi verilen (daha 6nceleri transizyonel epitel olarak
bilinen) epitel hiicrelerden meydana gelir. Normal durumda iirotelyum 5-7 kat kalinlikta
iken, mesanenin idrarla dolmasiyla birlikte mesane duvari genisleyerek iirotelyum 2-3 kat
sekilde yeniden diizenlenir. Urotelyum, en igte apikal tabaka (semsiye sekilli hiicre
katmani), 2-3 poligonal hiicre katmanindan meydana gelen bir ara tabaka ve bazal

tabakadan olusur (Fry vd., 2011).



2.1.3.2. Lamina Propria

Lamina propria, irotelyumun hemen altinda bulunan ve mesane kaslart ile
cevrelenmis submukozal bir tabakadir. Elastik lifler, kilcal damarlar, bagisiklik hiicreleri,
fibroblastlar, adipositler, duyusal sinir uglar1 dahil olmak tizere gesitli hiicre tiplerini igeren

hiicre dis1 matristen olusmaktadir (Bolla vd., 2021).
2.1.3.3. Muskularis Propria

Muskularis propria mesanenin kalm, dis kas tabakasidir. Idrarm atilimi veya
tutulumu i¢in mesanenin kasilma ve gevseme hareketlerini saglayan farkli yone
yonlendirilmis detrusor kasi olarak da bilinen diiz kas liflerinden olusur. i¢ katman
uzunlamasina baslayip orta katmanda dairesel sekilde ve dis katmanda tekrar uzunlamasina
olmak iizere 3 diiz kas tabakasindan meydana gelir (Sam vd., 2020; Bolla vd., 2021) (Sekil
3).

2.1.3.4. Serosa/Adventisya

Serosa, mesanenin {ist kismin1 orten ince bir zar yapisidir. Cesitli boyutlarda kan
damarlart igerir. Adventisya, mesanenin serosa yapisinin bulunmadig alanlarini kaplayan

gevsek bag doku tabakasi ile mesanenin dig tabakasi gorevini goriir (Bolla vd., 2021).

Mesane limeni —
Epitelyum L.
Lamina propria
Muscularis Propria el o
(detrusor kas) — |
|- Epitelyum
Adventisya (vasst
hiicreler ile - . Bazal membran
birlikte) :
= . - Lamina propria

Sekil 3. Mesanenin histolojisi



2.1.4. Histopatolojik inceleme

Farkli histopatolojik ozellikte ¢ok sayida alt gruplarin varlii mesane kanserini
heterojen bir timdr grubu haline getirmektedir. Mesane tiimorleri genel olarak iirotelyal
karsinoma olarak adlandirilan epitel tabakasindan (iirotelyum) gelisebilirler. Urotelyal
karsinoma, mesane kanseri vakalarmin yaklasik %9011 olusturan, cesitli alt gruplara
ayrilabilen histolojik alt tiptir (Kaufman vd., 2009; Humphrey vd., 2016; Bray vd., 2018).
Mesane kanserlerinin geriye kalan yaklasik %10’luk kismi skuamoz hiicreli karsinom
(yasst epitel hiicreli karsinom), glandiiler (adenokarsinom), kiigiik hiicreli/néroendokrin,
mikropapiller ve sarkomatid karsinom gibi ¢esitli histopatolojik varyantlar i¢erir (Kaufman
vd., 2009; McConkey ve Choi, 2018; Black ve Black, 2020). WHO, mesanenin {irotelyal
karsinomunu histopatolojiye dayali olarak diisiik dereceli ve yliksek dereceli tiimor olarak

siniflandirir.
2.1.5. Mesane Kanserinde Evreleme ve Derecelendirme

Evreleme, kanser teshisi konulduktan sonra kanserin nerede yerlestiginin, nerelere
yayilip yayillmayacaginin veya diger organlarin etkilenip etkilenmediginin belirlendigi
stire¢ olarak tamimlanabilir. Mesane kanseri i¢in patolojik evreleme, tedavi stratejilerini ve
prognozu etkileyen en oOnemli prognostik faktorlerden biridir (Brierley vd., 2017).
Kanserlerin evrelemesinde, AJCC [American Joint Committee on Cancer (Amerikan
Kanser Ortak Komitesi)] ve UICC [The Union for International Cancer Control
(Uluslararas1 Kanser Kontrolii Birligi)] tarafindan onerilen TNM (Timor-Nod-Metastaz)
evreleme sistemi kullanilmaktadir. TNM evreleme sistemi ile tiimorin derinligi, lenf
nodlaria yayilimi ve metastaz durumu degerlendirilir (Magers vd., 2019). WHO f{irotelyal
tiimorleri, Ta, T1 ve Tis/Cis evrelerinde yer aldiginda KIOMK, T2-T4 evrelerinde ise
KIMK olarak iki baslik altinda siniflandirmaktadir (Tablo 1).



Tablo 1. Mesane kanserinin TNM simiflandirmas: (Magers vd., 2019)

T: Birincil Tiimor

TX Primer timor degerlendirilememektedir
TO Timor kanitt yok
Kas-invaziv Olmayan Ta Non-invaziv papiller karsinom
Hastalik Tis/Cis Karsinoma in-situ “flat timor”
T1 Subepitelyal bag dokusu istilasi
T2 Tiimoriin muskularis propria kasi istilasi
T2a Timoriin yiizeyel muskularis propria kasini istilasi
(ig yar)
T2b Tiimoriin derin kas dokusunu istilas1 (dis yar1)
T3 Tiimdriin perivezikal bdlgeyi istilasi
Kas-invaziv Hastalik T3a Mikroskobik olarak istila
T3b Makroskobik olarak istila (ekstravezikal kitle)
T4 Timoriin, prostat stromasi, uterus, vajina, pelvik
veya karin duvari gibi yapilari istilasi
T4a Timoriin; prostat stromasi, seminal vezikiiller, uterus
veya vajina istilasi
T4b Tiimdriin; pelvik duvar ve karin duvarini istilasi
N: Lenf Nodu
Nx Bolgesel lenf nodlari degerlendirilememektedir
NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 Tek bir bolgesel lenf nodu tutulumu (hipogastrik,
obturator, dis iliak veya presakral lenf nodu)
N2 Multipl bélgesel lenf nodu tutulumu (hipogastrik,
obturator, dig iliak veya presakral lenf nodu)
N3 Ortak iliak lenf nodunda tutulum
M: Uzak Metastaz
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz var
M1la Bolgesel olmayan lenf diiglimlerine metastaz var
M1b Diger uzak metastazlar
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Derecelendirme, tiimor hiicrelerinin saglikli hiicrelere kiyasla ne kadar anormal
oldugunu tanimlamaktadir. Mesane timoriiniin patolojik derecesinin dogru belirlenmesi,
mesane kanseri tanisi alan hastalarin tedavi yonetimi igin tiimoérleri farkli gruplara
ayirmay1 amaglamaktadir. WHO tarafindan 1973 yilinda kabul edilen mesane kanserlerinin
derecelendirme sistemi, 1998°de WHO ve ISUP [International Society of Urologic
Pathology (Uluslararas1 Urolojik Patoloji Dernegi)] tarafindan o6nerilen bilgiler
dogrultusunda giincellenmistir. Diistik malign potansiyeli bulunan papiller {irotelyal
neoplazm [papillary urothelial neoplasm of low malignant potential (PUNLMP)] kavrami
ilk kez bu smiflandirmada tanitilmistir. 2004 yilinda yayinlanan siniflandirmaya gore
tirotelyal tiimorler diisiik dereceli ve yiiksek dereceli tlimorler olarak bolinmiis olup;
birka¢ degisiklikle beraber bu siniflandirma 2016 yili derecelendirme sisteminde de yer
almistir (Babjuk vd., 2017; Compérat vd., 2019). 1973’teki derecelendirmede iirotelyal
karsinomalar derece 1 (G1), 2 (G2), 3 (G3) seklinde iken; giiniimiizde iirotelyal papilloma
(tamamen iyi huylu lezyon), PUNLMP, diisiik derece ve yiiksek dereceli papiller iirotelyal
karsinoma olarak giincellenmistir. Benimsenen Onceki siniflandirmada G2 veya G3
tirotelyal karsinomalar giiniimiizde yiiksek dereceli iirotelyal karsinoma olarak kabul
edilmektedir. Ancak klinik uygulamada Avrupa Uroloji Dernedi, Onerilen tiim

siiflandirmalarinin birlikte kullanilmasini 6nermektedir (Compérat vd., 2019).

Gilincel siniflandirma ile doku istilas1 i¢in daha fazla egilim gosteren tiimorler daha
1yi bir sekilde kategorize edilmistir. 2016 sisteminde, patolojik olarak Ta ve T1 evresinde
bulunan tiimorler Diisiik veya Yiiksek Dereceli olarak derecelendirilmekte ve tiim
Muscularis Propria’ya invaziv iirotelyal karsinomalar yiiksek dereceli tiimorler olarak
kabul edilmektedir. T1 tiimorleri genellikle yiiksek dereceli olarak tanimlanmaktir ancak
dogru prognostik bilginin elde edilmesi i¢in, T1 tiimorlerinin alt evrelendirilmesinin yararli
olabilecegi diisiiniilmektedir (Babjuk vd., 2017; Soukup vd., 2017; Compérat vd., 2019).
Patolojik evrelendirilmesi T2-4 olan {rotelyal karsinomalar, WHO 2004/2016
derecelendirme sistemine gore yiiksek dereceli tiimorler olarak siniflandirilir. Ayrica bazi
Ta evre tiimorleri de yiiksek dereceli olabilmektedir. Yiiksek dereceli olarak nitelendirilen
timorler genellikle daha agresif lezyonlardir. Mesane kanserinin derecelendirme sistemleri

Tablo 2’de gosterilmistir.
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Tablo 2. 1973 ve 2004/2016 WHO derecelendirme sistemleri (Babjuk vd., 2017)
1973 WHO Derecelendirme Sistemi

Urotelyal Papilloma

Derece 1: Iyi derece farklilasmus (differansiye)

Derece 2: Orta derecede farkhilagsmis

Derece 3: Kotii derecede farkhilagsmis, cogunlukla kotii huylu
2004/2016 WHO Derecelendirme Sistemi (papiller lezyonlar)

Urotelyal Papilloma (tamamen iyi huylu)

PUNLMP (diisitk malign potansiyeli bulunan papiller iirotelyal neoplazm)

Diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinoma

Yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinoma

Flat (Diiz/Yass1) Lezyonlar (2004 WHO Derecelendirme Sistemi )

Belirsiz malign potansiyelin iirotelyal proliferasyonu (arcinia hiperplazisi)

Reaktif atipi (atipili diiz lezyon)

Onemi bilinmeyen atipi

Urotelyal displazi

Urotelyal CIS (her zaman yiiksek dereceli)

2.1.6. Molekiiler Patoloji

Molekiiler ve klinikopatolojik 6zellikleri agisindan degerlendirildiginde mesane
kanserinin, heterojen bir hastalik grubunu temsil ettigi goriilmektedir. Mesane kanserinin
potansiyel patogenez yollarinin, farkli histopatolojik ve molekiiler gézlemlere dayali olarak
iki ana yoldan gelistigi bildirilmistir. Cesitli caligmalardan elde edilen patolojik ve klinik
bilgiler, mesane kanserinde farkli molekiiler yolaklar iizerinden gelisen KIOMK ve KIMK
olarak gruplandirilan iki ana timér grubunun varligini 6ne siirmektedir. Ik tamida
hastalarin yaklasik %20’si daha agresif ve énemli mortalite ile iliskili KIMK ve yaklasik
%80’ siklikla niiks egilimi gdsteren KIOMK teshisi almaktadir (Tran vd., 2020). Son
yillarda mesane kanserinin ¢ok sayida molekiiler alt tipinin tanimlanmas ile hem KIOMK
hem de KIMK icin birden fazla asagi yonde yolaklarin varligi gosterilmistir. Mesane
kanserlerinde, FGFR3/RAF/RAS, TP53/RB1 ve PI3BK/AKT/mTOR sinyal yolaklar1 en sik

degisiklik meydana gelen yolaklardir. Bu yolaklar immiin yanit kontrol noktasi
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modiilatorlerini, kromatin diizenleyicilerini ve yeniden modelleme genlerini igermektedir
(Inamura, 2018). Mesane kanserinin gelisiminde meydana gelen en énemli kromozomal
degisiklik 9. kromozomdaki degisikliklerdir. Hem KIMK hem de KIOMK’de gériilen 9.
kromozomdaki degisiklikler tiimérgenezin erken evresinde meydana gelmektedir ve bu
degisikliklerin genetik kararsizliga (genetik instabilite) neden oldugu disiiniilmektedir
(Netto, 2011).

Genellikle diisiik dereceli papiller tiimorler benign lirotelyumdan gelisen {irotelyal
hiperplazi ve diiz displaziden gelisir. KIOMK’de molekiiler diizeyde meydana gelen
degisiklikler arasinda; kromozom 9 heterozigotluk kaybi (LOH) ve Telomeraz ters
transkriptazi (TERT) mutasyonlari, HRas, FGFR3, PIK3CA ve STAG2’de meydana gelen
mutasyonlar gibi ¢ok sayida mutasyon yer almaktadir (Knowles ve Hurst, 2015). Ozellikle
KIOMK ve diisiik dereceli karsinomalarmn yaklasik %80’ninde FGFR3 geninin siklikla
mutasyona ugradigi gosterilmistir (Goniil vd., 2007, Humphrey vd., 2016). TERT’i
kodlayan genin promotdriinde meydana gelen mutasyonlar, mesane neoplazmalarinda
%70-80’lik bir siklikta mevcut olmasma ragmen klinik sonuglarla tam olarak iliskili
degildir, ancak mesane kanseri hastalarinda tespit edilmesinin taniya katkis1 olabilecegi
distintilmektedir (Humphrey vd., 2016; Kurtis vd., 2016).

KIMK ’lerde de ¢ok sayida kopya sayis1 anormallikleri, heterozigotluk kaybu, artan
genomik kararsizlik, epigenetik degisiklikler ve onkogenlerin ve tiimor baskilayici genlerin
ekspresyon seviyelerinde farkliliklar bildirilmistir. KIMK ’leri, 9. kromozomda delesyon ve
TP53’te mutasyon gosteren flat ‘yassi’ displazi, CIS (karsinoma in situ) veya diisiik
dereceli iirotelyal tlimorlerin yiiksek dereceli tiimorlere dontisiimii ile CDKN2A (Siklin
Bagimli Kinaz Inhibitérii 2A) geninde meydana gelen bir delesyon sonucunda kas
invazyonuna dogru ilerlemesiyle geligebilir. Sekil 4’te gosterildigi gibi, yasst displazinin
yiiksek dereceli invaziv olmayan papiller tiimdrler, hiperplazi ve displaziye gelisiminin
(kesikli ok 1le gosterilen kisim) altinda yatan molekiiler degisimler kesin olarak

bilinmemektedir (Knowles ve Hurst, 2015).

Mesane kanseri ile ilgili son yillarda yapilan ¢aligmalarda, kromozom ve gen
diizeyinde meydana gelen degisikliklerin yan1 sira epigenetik degisikliklerin de
karsinogenezde etkili olduguna dair sonuglar bildirilmistir. KIMK ve KIOMK tiimor
gruplart farkli epigenetik degisiklikler icermektedir. Siklikla KIMK'’lerde promotor
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hipermetilasyonlari, KIOMK ’lerde ise hipometilasyonlar goriilmektedir (Sanli vd., 2017;
Tran vd., 2021).

FGFR3mut PIK3CA mut
HRAS mut STAGZ mut
ﬁ Hyperp|asia e Low_l._garade

y

A
denton Hyp::ﬂaSia i = CDKN2A inactivaton
P
bmp> Dysplasia = IS, Tis =P
TP53 mut RB1

Sekil 4. Mesane kanseri patogenezinin potansiyel yollar1 (Inamura, 2018)

2.1.7. Hiicre Orijini ve Klonalite

Mesane kanseri, papiller/luminal ve papiller olmayan/bazal yolaklar boyunca
mikrogevreden etkilenen farkli {irotelyal progenitor (liroprogenitdr) hiicrelerden veya
tirotelyal kok hiicrelerden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Czerniak vd., 2016). Mesanenin
i¢ ylizeyini kaplayan tirotelyumun yap1 ve islevi gz oniine alindiginda, karsinogenez ile
ilgili bilgiler sunabilecegi goriilmektedir. Ayrica Girotelyumun kanserojenlere kronik olarak
maruz kalmasi, cerrahi iglem ile intraepitelyal genisleme veya tek bir tiimor klonundan
yayilma sirasinda serbest kalan hiicrelerin ¢ogalmasi ile lezyonlar ortaya ¢ikabilir. Mesane
karsinogenezinde forerunner/oncii (FR) genleri olarak adlandirilan yeni bir gen sinifinin
potansiyel baglatic1 olabilecegi bildirilmistir. Baslatict luminal ve bazal alan etkileri
(initiating luminal and basal field effects), farkli iroprogenitor hiicrelerden kaynaklanir ve
farkli 6ncii genler tarafindan hiicre yayilmasi tetiklenir. Alan etkilerini baglatan molekiiler
mekanizmalarda rol alan bu 6ncii genler, RB1 gibi tiimor baskilayicilarin etrafinda yerlesik
durumdadir. Urotelyum igerisinde &nciil neoplastik hiicrelerin klonal genislemesini
saglayan Oncili genler, genellikle hipermetilasyon ve bazen de mutasyonlar aracilifiyla

susturulurlar (Majewski vd., 2008).
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Tiim-mesane haritalama (whole-bladder mapping) calismalar1 ile, normal veya
displastik morfolojiye sahip KIMK’de 3922, 5q22-23, 9921, 10p26, 13q14 ve 17q13’te
heterozigotluk kaybi bulunan, farklilasmis hiicrelerin klonal alanlarini temsil eden alti
bolge tanimlanmustir. 13. kromozomun q kolunun 1. bélgesinin 4. bandinda (13ql14) yer
alan RB1 geni ile ilgili yapilan bir ¢alismada, morfolojik degisikligin minimum seviyede
oldugu veya hi¢ olmadig iirotelyal alanlarda oncii neoplastik iirotelyal klonun ilk klonal
genislemesinde rol alan bir bolge tanimlanmistir. Burada, RB1’in hem klonal genisleme ile
ilgili bir mutasyona ugramamasi hem de hipermetile olmamasina ragmen bdyle bir
bolgenin varligi, FR genlerin klonal genislemenin itici giigleri oldugu, karsinoma in situ
gelisimi ve tiimdriin ilerlemesi sirasinda RB1’de meydana gelen fonksiyon kaybinin ikincil
bir olay oldugu ileri siiriilmiistir. RB1 g¢evresinde mesane kanserinin gelisiminde
potansiyel baglatici aday FR genler arasinda ITM2B, LPAR6, MLNR, CAB39L ve ARL11
yer almaktadir (Majewski vd., 2008).

Farelerde gerceklestirilen soy-izleme galismalarinda, mesanenin bazal olmayan
katmanlarindaki hiicrelerin, KIOMK’ nin tiimér baslatici hiicreleri oldugu ve sonic
hedgehog (Shh) eksprese eden kok hiicrelerin, hasar sonrasi normal tirotelyumu yeniden
doldurabilen ve kanserojen ile indiiklenme sonucunda KIMK'ye neden olan bazal
progenitor hiicreler oldugu bildirilmistir (Shin vd., 2014; Van vd., 2014).

2.1.8. Tam

Mesane kanseri hastalarinda diger nedenler ile agiklanamayan hematiiri
(makroskobik veya mikroskobik) varligi en yaygmn gorillen belirtilerdendir. Bununla
birlikte idrara ¢ikmadaki siklik, diziiri (agrili idrar yapma) artigi, obstriiktif semptomlar,
ilerlemis tiimorlerde pelvik agri gibi belirtiler goriildiigiinde mesane kanserinden siiphe

edilebilir.

Mesane kanseri siiphesi tasiyan hastalarda radyolojik goriintileme (BT, MRI,
PET/PET-CT, IVU, USG), sistoskopi, idrar sitolojisi ve idrar belirtegleri, transiiretral
rezeksiyon (TUR)/biyopsi gibi ¢esitli tanisal degerlendirme araglari kullanilmaktadir
(Yazbek-Hanna vd., 2016; Babjuk vd., 2017). Mesane kanserlerinde tani igin g¢esitli
yontemler mevcut olsa da en sik kullanilan yontem sistoskopidir. Tanida altin standart
yontem olarak kabul edilen sistoskopi, rezeksiyon ve histopatolojik degerlendirmeye
olanak saglayan endoskopik bir prosediirdiir. Gelisen teknoloji sayesinde kullanilan

goriintiileme yontemleri de sistoskopi ve rezeksiyon ile degerlendirilemeyen mesane
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kanseri hastalarinda tan1 ve evrelemede onemli yer tutmaktadir. Mesane kanserinde TUR,
tan1 ve evrelemede onemli oldugu kadar invaziv olmayan mesane kanserlerinde tedavi igin
de Onemli bir aracidir. BT (bilgisayarli tomografi), mesane kanserlerinde tani ve
evrelemede, lenf diiglimii ve uzak metastazlarin degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan

goriintiileme yontemidir (Galgano vd., 2020).
2.1.9. Mesane Kanseri Tedavi/Yonetimi

Mesane kanserinin tedavi ve ydnetimi i¢in Avrupa Uroloji Dernegi, Amerikan
Uroloji Dernegi, Urolojik Onkoloji Dernegi gibi ¢esitli dernekler tarafindan klavuzlar
yayinlanmaktadir (Chang vd., 2016; Alfred Witjes vd., 2017; Babjuk vd., 2017). Mesane
kanserinde uygulanacak olan tedavinin se¢imi, kas invazyonunun varligina veya yokluguna
gore yapilmaktadir. Tedavinin planlanmasinda EORTC (European Organization of
Research and Treatment of Cancer) ve EUA (European Association of Urology) gibi risk
smiflandirma  yontemleri kullanilir. Mesane kanseri tedavi segenekleri cerrahi,

kemoterapotik, radyolojik ve immiinoterapotik yontemleri igermektedir.

KIOMK lerin tedavisinde genellikle TURBT ve intravezikal uygulamalar
(intravezikal kemoterapi, intravezikal BCG) kullanilmaktadir. Ilk TURBT’in ardindan
timoriin biyikliigiine, evresine, derecesine, CIS varligina/yokluguna vb. risk faktorlerine
gore hastalar diisiikk, orta veya yiiksek riskli olarak siniflandirilir. TURBT ile birlikte
intravezikal kemoterapi (Mitomisin C, Gemsitabin, Epirubisin ve Doksorubisin gibi)
uygulamasinin hastaligin niiks sikligin1 azaltmada etkili oldugu bildirilmistir (Messing vd.,
2018; Babjuk vd., 2019). Yapilan analizler sonucunda BCG intravezikal tedavisinin
kemoterapiye kiyasla orta ve yiiksek riskli KIOMK li hasta grubunda, hastaligin niiksiinii,
ilerlemesini azalttigi ve sagkalim oranlarinda artis sagladigi gosterilmistir (Sylvester vd.,

2002; Peyton vd., 2019).

Genel olarak KIMK’lerde altin standart tedavi yontemi radikal sistektomidir ve
hastalarin evre ve metastaz durumuna gore neoadjuvan/adjuvan tedavileri dahil
edilebilmektedir. Radikal sistektomi ile bazi komsu organlar ve bdlgesel lenf nodlart
cikarilarak hastahgin tedavisi amaglanmaktadir. KIMK’li hastanin cerrahi tedaviye
uygunlugu ve hastanin bu tedavi sonucunda ortaya c¢ikabilecek zorluklar1 kabul edip
etmeyecegi, hastaligin yonetiminin temelini olusturmaktadir. Genellikle patolojik evre 11-
I11 olan hastalarda, kombine sisplatin/radikal sistektomi veya kombine modalite ad1 verilen

TURBT ve kemo-radyasyon tedavilerinin birlikte uygulanmas: seklinde hastalik siireci
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yonetilir (Chang vd., 2017). Ayrica radikal sistektominin, KIOMK’de intravezikal
tedavinin basarisiz oldugu durumlarda (BCG’ye direngli, BCG niiksii ve BCG’ye yanit
vermeyen hastalarda) ve bazi yiiksek dereceli T1 evre (lamina propria istilas1) hastalarinda
da kullanilmasi onerilmektedir (Fritsche vd., 2010; Alfred Witjes vd., 2017; Witjes vd.,
2021).

Metastatik mesane kanseri tedavisinde sisplatin bazli kemoterapi kombinasyonlari
standart birinci basamak tedavi olarak uygulanmaktadir. Birinci basamak tedavide MVAC
(Metotreksat, Vinblastin, Adriamisin/Doksorubisin ve Sisplatin) ve GC (Gemsitabin ve
Sisplatin) en ¢ok kullanilan sisplatin bazli kemoterapi kombinasyonlaridir (Kaseb ve
Aeddula, 2019; Witjes vd., 2021). Mesane kanseri hastalarinin %50’den fazlas: sisplatin
bazli kemoterapiye uygun degildir, bu durumda da Gemsitabin-Karboplatin kombinasyonu
kullanilmaktadir. Metastatik hastaligin birinci basamak tedaviden sonra ilerlemesi
sonucunda ikinci basamak tedavide kemoterapi ilac1 Vinflunin kullanilmas: 6nerilmektedir
(Alfred Witjes vd., 2017).

Platin bazli kemoterapi rejimlerine uygun olmayan mesane kanseri hastalarinda
birinci ve ikinci basamak tedavi igin diger bir secenek de immiinoterapilerdir. Immiin
kontrol noktasi inhibitorleri adi verilen PD-L1 (Programlanmis hiicre 6liim ligand 1) veya
PD-1 (Programlanms hiicre 6liimii 1) proteinini hedefleyen ilaglar, platin bazli kemoterapi
rejimlerine direngli hasta gruplari icin tercih edilmektedir. FDA ve Avrupa Ilag Ajansi,
sisplatin tedavilerine uygun olmayan hastalar i¢cin Pembrolizumab ve Atezolizumab

immiinoterapilerini birinci basamak tedavi olarak onaylamis durumdadir.

Son yillarda platin bazli kemoterapi sirasinda veya sonrasinda ileri ve metastatik
mesane kanseri hastalari i¢in onaylanmig olan Pembrolizumab, Nivolumab, Atezolizumab,
Avelumab ve Durvalumab gibi PD-1/PD-L1 kontrol noktasi inhibitorleri tedavi
protokolleri icerisinde yer almakta ve standart tedavideki yeri arastirilmaya devam
etmektedir (Witjes vd., 2021). ilerlemis mesane kanserinin tedavi ve yonetimi asagida

Sekil 5’te 6zetlenmistir.
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Birinci Basamak Tedavi

Sisplatin tedavisi icin uygun mu?

4. Altemnatif rejimler
Klinik denemeler veva en
ivi desteklevici bakm

LN

Evet Havir Havir

Performans durumu: 0-1 we | Performans durumu: 2 ve | Performans durumu: 22 ve

Glomeriler filtrasyon hizic | Glomeriler filtrasyon hizi: | Glomeriler filtrasvon huzo:

=60 mL/dk =60 mL/dk =60 mL/dk

GC 1. CG 1. Pembrolizumab (PD-L1

MVAC 2. Pembrolizumab (PD-L1 pozitifise)

Yiiksek doz MVAC pozitifise) 2. Atezolizumab (PD-L1

PCG 3. Atezolizumab (PD-L1 pozitifise) veva
pozitifise) Enivi destekleyici bakim

Ikinci Basamak Tedavi

Performans durumu: 0-1

Performans durumu: =2

1. Pembrolizumab
2. Atezolizumab

3. Nivolumab veva
- Klinik denemeler

- Monoterapiler

-  Kombinasvon kemoterapi

1. Immiinoterapi diisinilmeli
2. Klinik denemeler
3. Enivi desteklevici bakm

Sonraki tedaviler
1. Kemoterapi

3. Klinik denemeler

4. Enivi desteklevici bakm

2. Immiinoterapi (ikinci basamak tedavi olarak verilmemisse)

Sekil 5. Ilerlemis mesane kanserinin tedavi ve yonetimi (GC; Gemsitabin+Sisplatin,

MVAC,

Metotreksat+Vinblastin+Adriamisin+Sisplatin,

Paklitaksel+Sisplatin+Gemsitabin) (Witjes vd., 2021).

Son yillarda, mesane kanserinin genomik karakterizasyonu, onkogenezi ve
ilerlemesinde rol alan molekiiler aracilarin potansiyel olarak hedeflenebilir olabilecegine
dair iimit verici bagka immiinoterapotik yaklasimlar da ortaya ¢ikmistir. FGFR inhibitori
olarak Erdafitinib ile yiiriitiilen klinik ¢alismalar sonucunda, FGFR degisiklikleri olan
mesane kanseri hastalarinin tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmistir. VEGFR, EGFR,
HER2 ve PDGFR inhibitorlerinin de ilerlemis mesane kanseri tedavisi icin tek ajan veya

kemoterapi ile kombinasyon halinde klinik ¢aligmalari devam etmektedir. Metastatik
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mesane kanseri tedavisi i¢in bir diger strateji de Antikor-ila¢ Konjugatlaridir. Mesane
kanserlerinde yiiksek oranda Nektin-4’ii hedefleyen Antikor-ilag¢ Konjugati Enfortumab
Vedotin, yiiriitilen baz1 klinik ¢alismalar sonucunda FDA onayi almistir. Bunlara ek
olarak; yakin zamanda ortaya ¢ikan immiinoterapotik hedefler IDO-1 ve OX40, PD-L1 ve
CD137'yi hedefleyen yeni nesil bispesifik antikorlar (INBRX-105), tiimér asilart ve PARP
inhibitorlerinin mesane kanseri hastalarinin tedavisinde kullanimi igin klinik ¢alismalari

devam etmektedir (Mollica vd., 2020).
2.2. Kanserde Immiinoterapiler

Geleneksel kanser tedavilerinin (kemoterapi ve radyoterapi gibi) aksine
immiinoterapi, immiin sistemi yeniden diizenleyerek savunma mekanizmasini gii¢lendiren
ve kanserle savasmak lizere immiin sistem hiicrelerini tetikleyen yenilik¢i bir tedavidir.
1890°’larda Dr. William Coley tarafindan kanser hastalarina canli bakteri enjekte ederek
bakteri toksinleri ile (Coley toksini) immiin yanit olusumunun tetiklenmesi, tarihte ilk
immiinoterapi uygulamasi olarak kaydedilmistir. Sonrasinda toleransi ¢ok zor olan IL-2 ve
interferon gibi immunoterapdtik ajanlar klinik deneylerde arastirilmaya baglanmastir.
Kanser ve immiin sistem arasindaki etkilesim ve bu etkilesimde yer alan molekiiller
hakkinda daha fazla veri elde edildik¢e daha spesifik hedefleme ajanlart g¢alisiimaya
baslanmistir (Jagodinsky vd., 2020). 1950’lerden sonra BCG adi verilen bakteri bazli bir
tiiberkiiloz asis1 ile bir¢ok kanserin tedavisi i¢in denemeler yapilmis, ancak sadece mesane
kanseri hastalarinda kullaniminin etkili oldugu goriilmiistiir. 1990’lara gelindiginde
KIOMK lerinde intravezikal BCG asisinin kullanomi FDA tarafindan onaylanan ilk
modern kanser immiinoterapisi olarak kayitlara ge¢mistir ve giiniimiizde KIOMK nin
tedavisi i¢in altin standart olmaya devam etmektedir (Miyazaki vd., 2018; Okafor vd.,
2021).

2.3. Kanser ve immiin Sistem

Immiinojenik kanserler arasinda yer alan mesane kanseri, yiiksek oranda mutasyon
yiikiine sahip oldugundan tiimor antijenleri immiin tepki olusumunu daha etkin bir sekilde
tetikleyebilir. Timor hiicrelerine karst verilecek immiin tepkinin gelisimi, antijen sunan
hiicreler tarafindan tiimor antijeninin taninmasi sonrasi efektor T hiicrelerinin hazirlanmasi
ve aktiflestirilmesi ile birlikte, diizenleyici T hiicreleri, tiimérle iliskili makrofajlar gibi
tiimor mikrogevresindeki ¢ok sayida immiin hiicrelerin de dahil oldugu karmasik ve

dinamik etkilesimlere dayanmaktadir. Kanserlerin 6nemli &zelliklerinden olan
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inflamasyon, immiin sistemin herhangi bir zararli uyarana karsi yanit olarak olusturdugu
konak savunma mekanizmasidir. Karsinogenez siireci ile iligkili olan bu kronik inflamatuar
mikrogevre, hem tiimoér alanlarimi hem de stromada proinflamatuar hiicrelerini (immiin
hiicreler, fibroblastlar vb.), ayni zamanda sekresyon iirlinlerini (sitokinler, biiylime
faktorleri vb.) ve ekstraselliiler matriksi igeren olduk¢a kompleks bir ortam ile
karakterizedir. Kanser hiicreleri ile mikrogevre arasindaki etkilesimler, kanserin baglangici,
ilerlemesi, tedaviye cevap olusturmasi ve metastaz siirecinde ©nemli rollere sahip
oldugundan bu etkilesimde yer alan faktorlerin anlagilmasinin, mesane kanseri ve diger
bircok kanserin tedavisinde yeni terapotik stratejiler gelistirilmesine fayda saglayacagi

distintilmektedir (Kang vd., 2017; Sui vd., 2017).

Kanser hiicreleri ve mikrogevre arasinda karsilikli iki yonli bir etkilesim
bulunmaktadir. Basarili bir immiin savunma i¢in hizli/etkili immiin tepki ve asiri/uzun
stireli immiin tepki arasindaki hassas dengenin korunmasi gereklidir. Bu denge, uyarici ve
inhibitdr reseptorler araciligiyla i¢sel immiin diizenleyici mekanizmalarla ya da hiicre-
hiicre etkilesimi sonucunda ve/veya inhibitor faktorlerin salgilanmasi ile diger immiin
hiicre gruplarinin etkili oldugu digsal yolaklar ile diizenlenmektedir. Normal sartlarda
uyarici ve inhibe edici faktorler arasinda dengede tutulan immiin savunma, immiin kontrol
noktalar1 olarak tanimlanan mekanizmalar ile diizenlenmektedir. Bu siiregte PD-1 ve PD-
L1 gibi immiin kontrol noktalari, diizenleyici T hiicreleri, myeloid tiirevli baskilayici
hiicreler, tiimor iligkili makrofajlar, dentritik hiicreler ve lenfositler de dahil olmak {izere

birgok hiicre gorev almaktadir (Bilgin vd., 2019; Schneider vd., 2019).

Insan immiin sistemi, MHC-1 (Majér Histokompatibilite Kompleksi-1)’in hiicre
yiizeyinde bulunan reseptorler araciligiyla antijenleri T lenfositlere sunar ve kendine ait
olan veya olmayan antijenleri birbirinden ayirir. Yabanci hiicrelere (enfekte, hasarli,
kanserli vb.) kars1 immiin yanit, antitimor bagisiklik tepkisinin yayilmasinda rol alan
yardimc1 T hiicreleri ve dogrudan tiimor hiicresini 6ldiirme kapasitesine sahip sitotoksik T
lenfositler (CTL'ler) ile gergeklestirilir. T hiicreleri kanser antijenlerini dogrudan
tantyamaz, bu yiizden Oncelikle antijen sunan hiicreler (ASH, dendritik hiicreler gibi)
tarafindan kanser antijenleri islenir. Burada antijen pargalar eger yabanci olarak kabul
edilirse antijen sunan hiicreler tizerindeki bu antijenler MHC-1I molekiilii araciligiyla T
hiicrelerine sunulur ve T hiicrelerinin aktivasyon siireci baglatilir. Bu asamada aktiflesen T

hiicreleri ayni antijeni tasiyan hiicreleri bulup sitotoksik gorevlerine baglarlar. T
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hiicrelerinin antijeni tanimasi ve aktive olmasi siireci, T hiicresi reseptorlerinin (TCR) ve
ASH/MHC komplekslerinin etkilesimleri sonucunda gerceklesir. Bu siiregte asiri
aktiflesmeyi engelleyerek belli bir dengede tutmak i¢in frenleme mekanizmalari
bulunmaktadir. Immiin sistem, kanserlerle miicadelede frenleme mekanizmasi olarak
immiin kontrol noktalarini kullanir ve immiin kontrol noktast molekiillerinin uyarici veya
inhibe edici sinyalleri araciligiyla bu siireci siki bir sekilde diizenler (Zou ve Chen, 2008;
La - Beck vd., 2015).

2.3.1. immiin Kontrol Noktalar

Immiin kontrol noktalari, immiin yaniti diizenleyerek homeostazin devam
ettirilmesinde gorevli hiicre yiizey proteinleridir. Immiin sistemin isleyisini engelleyerek
immiin sistemi kontrol altinda tuttuklarindan kontrol noktasi proteinleri olarak
adlandirilirlar. Bu proteinlerin bir kismi1 bagisiklik tepkisini artirirken, bir kismi da tam
tersi sekilde bagisiklik tepkisini inhibe eder. Giiniimiizde immiin kontrol noktasi proteini
olarak gorev yapan CTLA-4, PD-1, LAG-3, TIM-3, OX40 gibi bircok inhibitor
immiinoreseptor bulunur (Aksu ve Sengiil, 2019). Bu tez ¢alismasinin da konusu olan PD-

1 ve ligand1 PD-L1 ile ilgili bilgiler ilerleyen kisimlarda detaylandirilmaktadir.

Immiin kontrol noktalar1 normalde kendi antijenlerine kars1 bagisiklik tepkilerini
baski altinda tutarlar ve bdylelikle istenmeyen otoimmiiniteyi Onlerler. Ancak bir¢ok
kanserde bu immiin kontrol noktalarin1 igeren yollar upregiile edilir ve kanserle iligkili
immiin baskilama ve kagis mekanizmalarinda kritik roller iistlenmis durumdadir. Immiin
sistem normalde yabanci hiicreleri bulup yok etme yetenegine sahip olmasma ragmen
kanser hiicreleri, immiin savunma mekanizmasindan ka¢mak i¢in immiin kontrol
noktalarini kullanilirlar. Kanser hiicrelerinin yiizeyinde bulunan antijenlerle immiin kontrol
noktast molekiillerinin etkilesimi (PD-1:PD-L1 ve CTLA-4:B27 gibi) sonucunda sitotoksik
T hiicrelerinin etkinligi bozulmaktadir ve tiimor hiicreleri bu etkilesim sayesinde immiin

sistemin savunma mekanizmasindan kagabilmektedir.

2.3.1.1. PD-1/PD-L1 Yolu

Programlanmis hiicre 6limii proteini 1 (PD-1/PDCD1/CD279 gibi isimlerle de
anilir), immiin sistem hiicrelerinin 6zellikle de aktive edilmis T hiicrelerinin yiizeyinde
eksprese edilen immiin inhibitor reseptoriidiir. T hiicrelerinin fonksiyonlarinin

diizenlenmesinde ve CD4" T hiicrelerinin diizenleyici T hiicrelerine farklilasmasinda gorev
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yapan immiin kontrol noktasi molekiilleridir (Wotacewicz vd., 2020). Bilinen iki ligandi
mevcuttur: PD-L1 ve daha az karakterize edilmis olan PD-L2. PD-L1 (Programlanmis
hiicre olimi ligand-1, CD274, B7-H1), cesitli tiimor hiicrelerinde, hematopoietik (T
hiicreleri, B hiicreleri, makrofajlar, dendritik hiicreler de dahil) ve hematopoietik olmayan
(vaskiiler endotelyal hiicreler, keratinositler, astrositler ve endotel hiicreleri gibi) saglikli
doku hiicreleri tarafindan eksprese edilen immiin kontrol noktasit PD-1 reseptoriiniin
ligand: tip I transmembran proteinidir (Sun vd., 2018; Wotacewicz vd., 2020). Kanser
hiicrelerinin yiizeyinde bulunan PD-L1’in immiin hiicrelerin yiizeyindeki reseptorii PD-1
ile baglanmasi sonucunda, apoptoz ve aktif T hiicrelerinin anerjisi indiiklenir, sitokin
tiretimi downregiile edilerek immiin sistemin tiimdre karsi tepkisi baskilanir (La-Beck vd.,

2015).

Immiin kontrol noktalar1, inhibe edici uyarilar1 iletmek igin siklikla reseptor-ligand
etkilesimi ile sinyal mekanizmalarini kullanir. Bu inhibe edici uyarici sinyalleri iletmek
icin PD-1’in sitoplazmik kuyrugunda immiinoreseptor tirozin bazli inhibitdr motif (ITIM)
ve immiinoreseptor tirozin bazli anahtar motif (ITSM) adl iki parcast mevcuttur. PD-1’in
PD-L1 ile baglanmasi sonucu, intraselliler domainindeki ITIM ve ITSM’nin
fosforilasyonu gergeklesir ve ITIM fosfataz SHP-2’yi ITSM de fosfataz SHP-1’1 PD-1°in
intraseliiler domainine baglar. Ardindan TCR’nin ve CD28’in tirozin bazli gruplar
defosforile edilir. Bunun soncunda PD-1/PD-L1 baglanmasiyla downstream sinyal
yolagindaki, mesane kanseri de dahil bir¢ok kanserde kritik rollere sahip PI3K-Akt-mTOR
yolagi ve Ras-MEK-ERK yolag: inhibe edilir (Riley, 2009; Boussiotis, 2016; He ve Xu,
2020).

Son yillarda kanser ve immiin sistem arasindaki etkilesim hakkinda verilerin
artmastyla bir¢ok kanser i¢in immiin kontrol noktalar1 potansiyel terapdtik hedefler olarak
tanimlanmakta ve immiin kontrol noktasi inhibitorleri adi verilen ilaglarla yeni tedavi

stratejileri gelistirilmektedir.
2.3.1.2. Immiin Kontrol Noktasi inhibitorleri

Kanserlerin tedavisinde kullanilan bircok immiinoterapi ¢esidi mevcut olsa da
giinlimiizde kanser immiinoterapisi denilince akla ilk olarak “immiin kontrol noktasi
inhibit6rii” (IKNI) olarak adlandirilan ilaglar gelmektedir. Immiin kontrol noktas:
inhibitorleri olarak adlandirilan bu ilaglar, etkili bir immiin savunmanin devam edebilmesi

amaciyla immiin kontrol noktasi inhibitor reseptorlerin ve bunlarin liganlar1 arasindaki
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etkilesimi bloke eden rekombinant antikorlardir. Immiin kontrol noktas1 inhibitdr reseptorii
PD-1 ve ligand1 PD-L1 arasindaki baglantiy1 bloke etmeyi hedefleyen IKNi’ler, tiimor
mikrogevresinde tiimore karsi olusturulan immiin tepkinin baskilanmasina sebep olan PD-
1/PD-L1 baglantisin1 bloke ederler. Bu sayede T hiicrelerinin {izerindeki baski ortadan
kaldirilarak yeniden tlimore karst T hiicre aracili immiin savunma mekanizmasi harekete

gegirilir (Alsaab vd., 2017).

IKNI tedavileri son on yildir kanser tedavisi i¢in en iimit verici gelismeler arasinda
yer almaktadir. Yapilan calismalar ile, yiiksek mutasyon yiikiiniin ve neo-antijenlerdeki
artisin IKNT tedavilerinde daha yiiksek yanit oranlari ile iliski oldugu sonucuna varilmustir.
Bu yiizden de yiiksek mutasyon yiikiine sahip ileri evre mesane, deri, akciger vb.
kanserlerde IKNI tedavilerinin klinik denemeleri devam etmektedir (Bilgin vd., 2019).
IKNI’lerin mesane kanserindeki aktivitesi ilk olarak metastatik ve lokal ileri evre mesane
kanserlerinde rapor edilmistir. Yapilan klinik arastirmalar sonucunda ileri ve metastatik
mesane kanseri hastalarinda PD-L1 pozitif ve platin bazli kemoterapi i¢in uygun olmayan
hastalarda birinci basamak tedavi ve platin bazli kemoterapi basarisizlig1 sonrasinda ikinci
basamak tedavi olarak veya herhangi bir platin bazli kemoterapi igin uygun olmayan
mesane kanseri hastalarinda birinci basamak tedavi olarak kullanimi kabul edilmektedir.
Simdiye kadar toplamda 5 adet immiin kontrol noktasi inhibitdrii, mesane kanseri tedavisi
icin FDA tarafindan onaylanmistir. Bunlar PD-L1°1 hedef alan Atezolizumab, Durvalumab
ve Avelumab ve hedefi PD-1 olan Pembrolizumab ve Nivolumab adi verilen monoklonal
antikorlardir (Boegemann vd., 2017; Hanna, 2017; Kim vd., 2020).
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Sekil 6. Mesane kanseri tedavisinde kontrol noktasi inhibitorlerinin etki mekanizmasi. PD-
1/PD-L1 ve CTLA-4 blokerleri, bagisiklik sisteminin engelleyici kontrol noktasi
molekiillerine miidahale ederek T hiicresi aktivasyonuna ve timor hiicresi
oliimiine yol agar (Wotacewicz vd., 2020).

Atezolizumab

Atezolizumab, PD-L1’e baglanip PD-1 reseptorii ile etkilesimini bloke ederek
immiin sistem hiicrelerinin yeniden aktive edilmesini saglayan anti-PD-L1 monoklonal
antikordur. FDA tarafindan mesane kanseri hastalar1 i¢in onaylanan ilk PD-1/PD-L1
kontrol noktasi inhibitoriidiir. Ayrica kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri ve Gglii negatif
meme kanserinde kullanimi1 onaylanmis olup, diger bir¢ok kanser i¢in klinik arastirmalar

devam etmektedir (FDA, 2016; Rosenberg vd., 2016).
Durvalumab

Durvalumab, mesane kanseri i¢in PD-L1'in PD-1’e baglanmasini bloke eden FDA
tarafindan onayli diger bir immiinoterapi se¢enegidir. Son yillarda yapilan arastirmalar,
Durvalumab’in aktivitesinin PD-L1’in hem pozitif hem de negatif oldugu hasta gruplarinda
yiikksek oldugu, bununla birlikte yiiksek oranda PD-L1 ekspresyonuna sahip hasta
gruplarinda daha yiiksek yanit oranlarinin ortaya ¢iktigini gostermistir (FDA, 2017; Bilgin
vd., 2019; Zajac vd., 2019).
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Avelumab

Mesane kanserinde FDA onayli diger bir PD-L1 inhibitorii Avelumab’dir.
Metastatik mesane kanseri hastalarinda kalict yanit ve uzun siireli sagkalim ile

iliskilendirilen Avelumab, Merkel hiicreli karsinom tedavisinde de ilk FDA onayl ilagtir
(Apolo vd., 2017; FDA, 2017; Patel VD., 2018).

Pembrolizumab

Pembrolizumab, mesane kanseri hastalarinda PD-1’e baglanarak hem PD-L1 hem
de PD-L2 ile etkilesimini engelleyen oldukga se¢ici monoklonal antikordur. Kemoterapi ile
karsilagtirildiginda genel sagkalim oraninin daha iyi seviyede oldugu gosterilen ilk immiin
kontrol noktasi inhibitoriidiir. Ayrica diger ilaglara gore daha iyi bir giivenlik profiline
sahip oldugu bildirilmistir. Lokal olarak ilerlemis veya metastatik iirotelyal karsinom ve
erken evre yliksek riskli mesane kanserinin yani sira bas ve boyun kanseri, hodgkin
lenfoma, bobrek kanseri gibi bircok kanserde FDA tarafindan onaylanmis anti-PD-1

immiinoterapisidir (Bellmunt vd., 2017; Farina vd., 2017; FDA, 2017).
Nivolumab

Mesane kanseri hastalarinda FDA onayli PD-1’i hedefleyen diger bir immiin
kontrol noktast inhibitordiir. Yapilan klinik ¢aligmalardan birinde, PD-L1°1 yiiksek
seviyede eksprese eden grupla diisiik ekspresyona sahip grup arasinda anlamli bir fark
bulunamamis, ancak onemli ve kalict bir timdr yaniti, {imit verici sagkalim ve kabul
edilebilir giivenlik profili ile iligkili oldugu bildirilmistir. Bunun yaninda bazi hastalarda
ciddi yan etkilerin varlig1 da rapor edilmistir (Sharma vd., 2016; FDA, 2017; Sharma vd.,
2017; Babjuk vd., 2019).

Ozellikle metastatik ve ileri evre hastalar icin IKNI immiinoterapilerinin
etkinliginin kemoterapiden daha yiiksek oldugu birgok c¢aligmada gosterilmektedir
(Rittmeyer vd., 2017; Khan vd., 2018; Ciccarese vd., 2019; Dafni vd., 2019; Mok vd.,
2019; Reck vd., 2019; Rizzo vd., 2021). IKNI’ler kemoterapilere kiyasla daha hafif yan
etki, olumlu cevap oran1 ve daha yiliksek sagkalim orani ile iistiin goriinmektedir. Ancak
IKNI’ler ile ilgili klinik ¢aligmalarin daha yeni olmasindan dolayr uzun vadede getirecegi
olumsuzluklar tam olarak bilinmemektedir. Ayrica IKNI’lerin immiin sistemi uyarmasi
nedeniyle otoimmiin hastaliklar1 tetikleyebilme potansiyeli ve toksisite kontroli ile ilgili

baz1 ¢ekinceler mevcuttur. Kesfedilen yeni molekiiller ve elde edilen klinik ¢aligma
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sonuclari, mesane kanseri tedavisi i¢in yeni stratejiler ortaya ¢ikarmaktadir. Giiniimiizde
IKNI’lerin hem monoterapi olarak hem de kombinasyon terapiler seklinde etkinligini
arastiran birgok klinik calisma devam etmektedir. Ileri ve metastatik mesane kanseri
hastalar1 icin FDA onayli IKNI’ler Tablo 3’te gdsterilmistir (Kim vd., 2020).

Tablo 3. ileri veya metastatik mesane kanseri hastalar i¢in mevcut FDA onayli IKNI’ler

FDA .
. _— Klinik
Ajan ad1 onay Tiri Aciklama
2 deneme
tarihi
Birinci basamak: PD-L1 pozitif (PD-L1
ekspresyonu >%5) sisplatin i¢in uygun olmayan
. Mayis . —— veya platin i¢in uygun olmayan, ilerlemis veya
Atezolizumab 2016 Anti-PD-L1 | IMvigor-210 metastatik hastalar
ikinci basamak: platin iceren kemoterapi
basarisizligini takiben ileri veya metastatik
Mayis . ikinci basamak: platin bazli kemoterapinin
Avelumab 2017 Qnti-POEL JAVELIY basarisizhigini takiben ileri veya metastatik hastalar
Mayis 1 = ) ikinci basamak: platin bazli kemoterapinin
Durvalumab 2017 @ D-L1 gihsma-1108 basarisizhigini takiben ileri veya metastatik hastalar
. Subat . ) ikinci basamak: platin bazli kemoterapinin
Nivolumab 2017 Antlgee Chagte-275 basarisizligimi takiben ileri veya metastatik hastalar
Birinci basamak: PD-L1 pozitif (CPS >10)
sisplatin i¢in uygun olmayan ileri evre veya
Pembrolizumab Mayis Anti-PD-1 KEYNOTE-045 metastatlk‘}.la.stalar veya herhangi bir platin bazli
2017 l_(emoterapl i¢in uygun olmayan hastalar
Ikinci basamak: platin igeren kemoterapi
basarisizligini takiben ileri veya metastatik hastalar

26




3. GEREC ve YONTEM

Bu tez ¢alismasina, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi’nde mesane kanseri tanis1 konmus 62 hastanin mesane kanseri tiimor dokusu ve
pozitif kontrol grubu olarak 5 farkli tonsil dokusuna ait Formalin ile Fikse Edilmis Parafine
Gomiilii [Formalin Fixed Paraffin Embedded (FFPE)] doku bloklarindan 10 um
kalimliginda kesitler alindi ve hasta biyopsi numaralar1 ile etiketlenmis 1.5 mL’lik
mikrosantrifiij tiiplerine 2 kesit konulmus halde temin edildi. Secilen parafin bloklarin yas1

maksimum 4 y1l (2017-2020) olarak kaydedildi.

Parafine gomiilii tiimor ve kontrol doku ornekleri ile, iki farkli RNA izolasyon
yontemi kullanilarak elde edilen RNA’lar kaliteleri agisindan karsilastirildi. Ilk olarak
RNA izolasyonu, ticari kit (NucleoSpin® RNA, MACHEREY-NAGEL) ile FFPE 6rnekleri
icin tretici firmanin 6nerdigi protokol kullanilarak gergeklestirildi. RNA’larin kalitesi ve
konsantrasyonu, Agaroz jel elektroforezi ve spektrofotometre cihazi ile test edildi. Elde
edilen RNA’larin kalitesinin ileri asamalar i¢in yetersiz oldugu gozlemlendi. Diger bir
izolasyon yontemi olarak da literatiirde sikca onerilen Fenol ve Guanidin Izotiyosiyanat
yontemi ile RNA izolasyon denemesi yapildi. Monofazik Fenol ve Guanidin Izotiyosiyanat
yontemi ile, ticari kit uygulamasina gore parafine gomiilii dokulardan daha kaliteli
RNA’lar elde edildi ve deneylere bu yontemde yer alan lizis asamasinda optimizasyonlar
yapilarak devam edilmesine karar verildi. Parafine gomiilii dokulardan Monofazik Fenol
ve Guanidin Izotiyosiyanat yontemi ile RNA izolasyonu gerceklestirildikten sonra total
RNA’dan cDNA déniisiimii ticari kit ile gerceklestirildi. Sonrasinda qRT-PCR yontemiyle
PD-L1 ve PD-1 genlerinin ekspresyon seviyeleri incelendi. Elde edilen veriler istatistiksel
olarak degerlendirilerek ekspresyon kat farklar1 belirlendi. Parafin dokularin
immiinohistokimyasal olarak incelenmesi i¢in c¢esitli optimizasyon denemeleri yapildi.
FFPE tiimor doku bloklarindan 5 pm kalinhiginda kesitler poli-lizin kapli lam iizerine

alinarak immiinohistokimyasal olarak anti-PD-L1 ve anti-PD-1 antikorlar1 uygulandi.
3.1. Materyal
3.1.1. Alet ve Cihazlar

e Buzdolab: (Argelik, Tiirkiye/Istanbul)
e (alkalamali Is1 Blogu (Ditabis HLC MHR 13, Almanya/Pforzheim)
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Yatay Jel Elektroforez Sistemi (Thermo Scientific Owl™ EasyCast™ B1 Mini Gel
Electrophoresis Systems)

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Consort EV233, ABD/Cohasset)

Jel Dokiimantasyon Sistemi (DNR MiniLumi, Israil/Neve Yamin)

Jel Gériintiileme ve Isleme Sistemi (DNR Bio-Imaging Systems/MiniLumi)

Hassas Terazi (OHAUS Pioneer® Analytical, Filipinler/Batangas)

Ligh Cycler 480 II Roche (LightCycler® 480 Instrument II, Isvigre/Basel)

96’11k plate (Light Cycler 480 Multiwell Plate 96, Isvigre/Basel)

Manyetik Karnstirict  (Velp®  Scientifica are Heating Magnetic — Stirrer,
Italya/Usmate)

Mikrodalga Firin (VESTEL MD-23)

Mikropipet Seti (Eppendorf, Almanya/Hamburg)

1,5 mI’lik Mikrosantrifiij Tiipli (DNaz/RNaz Free) (Isolab)

Mikrosantrifiij (Beckman Coulter Microfuge® 16, ABD/ Kaliforniya)
Spektrofotometre  (Thermo  Scientific™  Multiskan™ GO  Microplate
Spectrophotometer, ABD/Massachusetts)

Otoklav (Niive OT 40L, Tiirkiye/Ankara)

Mikrodalga (Vestel)

Saf Su Cihaz1 (GFL Saf Su Cihazi 2104, Almanya/Burgwedel)

Thermal Cycler (Applied Biosystems VeritiTM 96 Well Thermal Cycler,
ABD/Kaliforniya)

Vorteks (ZX3 VELP® SCIENTIFICA, Italya/Usmate)

Pipet uglar1 (ISOLAB)

Tiip Stand1 (ISOLAB)

Sogutmali Santrifiij (SIGMA 1-14K)

Ceker Ocak (BILSER)

Sogutmali-Isitmali Su Banyosu (JSR JSRC-13C)

Su Banyosu (UNITERM)

pH Metre (Hanna Instruments pH 211)

Is1 Blogu (Wealtec Corp./HB-1, Amerika Birlesik Devletleri/ Sparks)

Mikrotom Cihazi (SHANDON AS325 RETRACTION)

Inkiibator/Etiiv (WiseCube)
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Floresan Mikroskop (BAB Gériintii Isleme ve Analizi Sistemi, Tiirkiye/Ankara)
Isik Mikroskobu (Olympus/ CX21, Japonya/Tokyo)

Poli-Lizin Kapli Lam (SUPERIOR QUALITY)

Cam saleler (ISOLAB)

. Kimyasal Malzemeler

cDNA Sentez Kiti (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied
Biosystems™)

gRT-PCR Mastermix (Light Cycler® 480 Probes Master, Roche)
Etilen diamintetraasetikasit (EDTA) (Bio Basic Inc., Kanada, 6381-92-6)
Etil alkol (> %99.5 J.T Baker)

Etidyum Bromiir (EtBr) (SIGMA®, ABD/ Missouri, 1239-45-8)
Tris Baz (Fisher Bioreagents®, ABD, BP152-500)

Borik Asit (Merck EMSURE®, Almanya/Darmstadt)

SDS (BIO BASIC)

Ksilen (MEDIKO KiMYA)

Kalsiyum Kloriir (SIGMA-ALDRICH)

Potasyum Fosfat Manobasic (HIMEDIA)

Potasyum Kloriir (BIO BASIC)

Di-Sodyum Hidrojen Fosfat Dihidrat (MERCK)

Trizol (BIO BASIC, BS410A)

Kloroform (TEKKIM)

Sodyum Kloriir (Merck)

Agaroz (Bio Basic Inc., Kanada)

Hidrojen Peroksit (MERCK)

Hematoksilen (MERCK)

Tween 20 (MERCK)

Trisodyum sitrat dihidrat (MERCK)

Entellan® (Merck, Almanya, 1079610100)

Hidroklorik Asit (HCI) (Merck, Almanya, 100317)

Goat serum (steril-filtre edilmis, Diagnovum)
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3.1.3. Cozeltiler
%235 ’lik SDS Soliisyonu

5 g SDS, 80 ml ddH,0’da 60°C’ye kadar sitilarak ¢ozdiildiikten sonra ddH,O ile

100 mI’ye tamamlandi.
Tris-HCI Stok Soliisyonu (pH 9.0, 100 mM)

1.21 g Tris 80 ml ddH,0’da ¢oziiliip, HCI ile pH 9.0’a ayarlandi. ddH,0O ile 100

ml’ye tamamlandi.
EDTA (pH 8.0, 50 mM)

1.86 g EDTA 80 ml’de ¢oziiniinceye kadar manyetik karistiricida bekletildi. pH

8.0’e ayarlandiktan sonra 100 ml’ye tamamlanda.
1M NaCl
5.84 g NaCl, ddH0 ile 100 ml’ye tamamlandi.
100 mM CacCl,
1.109 g CaCl, ddH,0 ile 100 ml’ye tamamlandi.
Proteinase K Digestion Buffer 1
- 0.01 M Tris (pH 8.0)
- 5mMEDTA
- %0.5SDS
- 50 pg/ml Proteinaz K
Proteinase K Digestion Buffer 2
- 250 pl TE-9 Tamponu (500 mM Tris-HCI, 20 mM EDTA)
- 80 pul %10 SDS
- 20 pl Proteinaz K
Lizis Soliisyonu 1
- 40 pl Tris (20 mM)

- 2 ul CaCl; (1 mM)
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- 10 ul %10 SDS

- 10 pl Proteinaz K

Lizis Soliisyonu 2

- 70 ul Tris-HCI (30 mM)
- 40 ul EDTA (10 mM)

- 40 pl %1 SDS

- 10 pl Proteinaz K

Lizis Soliisyonu 3

10 pl Tris-HCI (10 mM)

160 ul EDTA (40 mM)

50 pl %5 SDS

10 pl Proteinaz K

10X Tris-Borik asit-EDTA (TBE) Tamponu
- 108 g Tris Baz

- 55.65 g Borik Asit

- 40 ml 0.5 M EDTA (ph 8.0) ddH,0 ile 1000 ml’ye tamamlandi. Tamamen ¢oziiniinceye
kadar manyetik karistiricida bekletildi.

0.5X Elektroforez Yiiriitme Tamponu
Hazirlanan 10X TBE’den 50 ml alinip, ddH>O ile 1000ml’ye tamamlandi.
Jel Boyama Soliisyonu (0.5 ug/ml)

1X TBE igerisinde 0.5 pg/ml olacak sekilde stok (5 mg/ml) Etidyum Bromiir

¢Ozeltisinden alinarak hazirlandi.
%1.2’lik Agaroz Jel (50 ml)

0.6 g Agaroz, 0.5X TBE’den 50 ml alindi ve agaroz ¢oOziilene kadar mikrodalga
firinda 1s1tildi. Sogumasi igin (60°C’ye kadar) bir siire bekletildikten sonra 5 ul Etidyum

Bromir eklendi.
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6X Yiikleme Tamponu

- %0.25 Bromofenol mavisi

- 9%0.25 Ksilen Siyanol

- %30 Gliserol, olacak sekilde hazirlanip +4 °C’de saklandi.

Ist ile Indiiklenen Antijen Geri Kazanmimui icin Tampon Soliisyon (Tris-EDTA tamponu 10
mM Tris baz, 1 mM EDTA soliisyonu, %0.05 Tween 20, pH 9.0)

- 1.21gTris

0.37gEDTA

900 ml dH,0 ile ¢oziiliip, pH 9.0 olarak ayarlandiktan sonra 1000 ml’ye tamamlandi.
- 0.5 ml Tween 20 eklendi ve oda sicakliginda saklandi.

Ist ile Indiiklenen Antijen Geri Kazamimu icin Tampon Soliisyon (Sodyum Sitrat buffer 10
mM Sodyum Sitrat, %0.05 Tween 20,pH 6.0 )

2.94 g Trisodyum sitrat dihidrat 1L dH,0 ile ¢oziiliip, pH 6.0 olarak ayarlandiktan

sonra 0.5 ml Tween 20 eklendi.

10X Tris Tamponlu Salin (TBS) Stok Soliisyonu

- 24,29Tris

- 80 g Sodyum Kloriir

- 1000 ml dH0 ile ¢6ziindiiriiliip, pH 7.6’ya ayarlandh.

1X TBST (Tris Buffered Saline-Tween 20) Tampon Soliisyon
- 100 ml 10X TBS

- 900 ml dH,0 ile ¢oziiliip, tizerine 1 ml Tween 20 eklendi.
10X PBS (Phosphate-buffered saline) Stok Soliisyonu

- 80gNaCl

- 2gKClI

- 18.1 g NagHPO4.2H,0

- 2.4 g KH2PO4 800 ml ddH0 ile ¢oziiliip, HCI ile pH 7.4’e ayarlandiktan sonra 1 L’ye

ayarlandi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Macherey-Nagel Nucleospin® RNA izolasyon Kiti FFPE Dokudan RNA

izolasyon Protokolii

Macherey-Nagel Nucleospin RNA izolasyon Kiti ile RNA izolasyonu, iiretici
firmanin 6nerdigi sekilde asagida belirtildigi gibi gerceklestirilmistir:

Tiip icerisindeki doku kesitlerinin tizerine 300 pL Ksilen eklendi ve oda
sicakliginda calkalamali 1s1 blogunda 5 dk inkiibe edildi. Sonrasinda maksimum hizda (13
000 rpm) 3 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda pelletin iistiinde kalan ksilen
uzaklastirildi. Ksilen adimi iki kez daha tekrarlandi. Ardindan tiiplere 300 uL %96’lik
Etanol eklendi ve oda sicakliginda ¢alkalamali 1s1 blogunda 5 dk inkiibe edildi. Maksimum
hizda (13 000 rpm) 3 dakika santrifiij isleminden sonra etanol uzaklastirildi. Etanol
adimlar1 2 kez daha tekrar edildi. Hiicrelerin lizis asamasi igin kit igeriginde yer alan
Soliisyon RAl’den 350 uL ve 3.5 pL B-merkaptoetanol doku pelleti tizerine eklenerek
kuvvetlice vortekslendi. Daha sonra lizatin temizlenmesi ve viskozitenin azaltilmasi i¢in
NucleoSpin Filtresi 2 mL’lik toplama tiipiine yerlestirildi ve karisim filtre edildikten sonra
11 000 xg'de 1 dakika santrifiijlendi. NucleoSpin Filtresi atildi ve homojenize lizata 350
puL %70’lik etanol eklendikten sonra bes kez pipetaj yapildi. Yeni bir toplama tiipiine
RNA’nin baglanacagi NucleoSpin RNA kolunu yerlestirildi. Lizat pipet yardimiyla 2-3 kez
karistirildiktan sonra hazirlanan yeni toplama tiipiine aktarildi. 11 000 xg'de 1 dakika
santrifiij edildikten sonra mavi renkli kolon yeni toplama tiipiine yerlestirildi. 350 pL
Membrane Desalting Buffer eklendi ve 11 000 xg'de 1 dakika santrifiijlendi. Daha sonra
rDNaz ve Reaksiyon Soliisyonu karistirilarak steril DNaz reaksiyon karigimi hazirlandi.
Hazirlanan bu karisimdan 95 pL alinarak kolonun silika membraninin tam ortasina
birakildi ve 15 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan yikama asamalarina
gecildi. Ik yikamada NucleoSpin RNA kolunu iizerine 200 uL rDNA’y1 inaktive edecek
olan Soliisyon RAW 2 eklendi ve 11 000 xg'de 30 sn santrifiij edildi. Kolon yeni bir
toplama tiipiine yerlestirildi. kinci yikama asamasi i¢in NucleoSpin RNA kolunu iizerine
600 uL Soliisyon RAW 3 eklendi ve 11 000 xg'de 30 sn santrifiij edildi. Toplama tiipii
bosaltilip filtre tekrar bu tlipe yerlestirildi. Son yikama asamasi i¢in NucleoSpin RNA
kolunu iizerine 250 puL Soliisyon RA 3 eklendi ve 11 000 xg'de 2 dk santrifiij edildi. Kolon
1.5 mL’lik nuclease-free toplama tiipiine yerlestirildi. Son olarak 60 uL RNase-free H,O
icinde RNA eliie edilip 11 000 xg'de 1 dk santrifiij edildi.
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3.2.2. FFPE Dokudan RNA izolasyonu i¢in Optimizasyon Calismalar

FFPE dokudan RNA izolasyonunu basarili bir sekilde gerceklestirebilmek igin
hazirlanan protokolde gesitli optimizasyonlar denendi. ilk yapilan denemeler sonucunda
Lizis asamasinin yeterli olmadig1 goriildii ve Lizis soliisyonu igeriginde yer alan Tris,
EDTA, SDS ve Proteinaz K’nin konsantrasyonlar1 degistirilerek, RNA izolasyonu i¢in 3
farkli Lizis soliisyonu ile islem basamaklar1 gergeklestirildi. Hazirlanan Lizis soliisyon

igerikleri Tablo 4’te gosterilmektedir.

Tablo 4. RNA izolasyon protokoliiniin optimizasyonunda kullanilan lizis soliisyonlar1

Lizis Soliisyonu 1 Lizis Soliisyonu 2 | Lizis Soliisyonu 3
20 mM Tris 30 mM Tris 10 mM Tris
1 mM CacCl 10 mM EDTA 40 mM EDTA
%0.5 SDS %1 SDS %5 SDS
5 ul PK 10 ul PK 10 ul PK

Orneklerin ne kadar siire Lizis Soliisyonu ile inkiibasyona birakilacagi yapilan
denemeler sonucunda kararlastirildi. Lizis Sollisyonu 1, 2, ve 3 uygulamalar cesitli
inkiibasyon siireleri ve farkli sicaklik degerleri kullanilarak denendi. Hazirlanan {i¢ Lizis
soliisyonu ve Trizol ile yapilan RNA izolasyonu islemi sonunda elde edilen 6rnekler
Agaroz jel elektroforez yontemi ile kontrol edildi. Sadece Lizis Soliisyonu 1 ile RNA
1zolasyonu gergeklestirilen timor ve kontrol doku orneklerinde jelde bant goriintiisii elde
edildi. Bunun sonucunda FFPE dokudan RNA izolasyonu isleminde Lizis Soliisyonu 1, 55

°C'de 3 saat inkiibasyon seklinde uygulandi.
3.2.3. Optimize Edilmis RNA izolasyon Protokolii

Parafine gomiilii timoér doku o&rneklerinden, Monofazik Fenol ve Guanidin
Izotiyosiyanat ydntemi kullanilarak RNA izolasyonu gergeklestirildi. RNA izolasyon

protokolii agagidaki basamaklar1 kapsamaktadir:

Tiiplerin igerisinde bulunan parafin doku kesitleri 10 pum kalinhiginda kesitler

halinde tiiplere yerlestirildi. Parafini uzaklastirmak i¢in tiiplere 1 mL ksilen (%2100)
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eklendi, 10 sn vortekslendi ve 50 °C’de 3 dk 1s1 blogunda inkiibe edildi. Ornekler 1s1
blogundan alinarak maksimum hizda (14 000 x g) 2 dk santrifiij edildi ve ksilen
uzaklastirildi. Ksilen adimlar1 2 kez tekrar edildi. Orneklere 1 mL etanol (%100) eklendi,
vorteks ile karistirildi ve oda sicakliginda maksimum hizda 2 dk santrifiij edildi. Etanol
uzaklastirildi ve etanol ekleme adimi tekrarlandi. Pellet 10-15 dk oda sicakliginda etanoliin
uzaklasmas1 icin birakildi. Orneklerin iizerine belirtilen miktarlarda lizis soliisyonu 1
eklendi [20 mM Tris, 1 mM,% CaCl,, %10 SDS, 10 ul Proteinaz K (20 mg/mL)] ve
vorteks ile karistirildi. Ornekler galkalamali 1s1 blogunda 55 °C'de 3 saat inkiibe edildi.
Sonrasinda 1 mL trizol eklendi, ters ¢evirerek karistirildi ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe
edildi. Orneklere trizol reaktifi mL basina 200 ul kKloroform eklendi, tiipler 15 sn kuvvetli
bir sekilde vortekslendi ve oda sicakliginda 10 dk inkiibe edildi. Daha sonra 12 000 x g'de
15 dk sogutmali santrifiij cihazinda +4 °C'de santrifiij edildi. Santrifiij isleminin ardindan
tiplin Ustiinde Kkalan berrak sulu faz (RNA'nmin oldugu katman), igerisine 0.5 mL
izopropanol konulan tiiplere aktarildi. Nazikce ters cevirerek karistirilip oda sicakliginda
10 dk inkiibe edildi. Ornekler 12 000 x g'de 10 dk boyunca +4 °C'de santrifiij edildi.
Tiipteki siipernatant RNA, ara faz DNA, pellet ise protein igerir. Tiipteki RNA igeren
siipernatant, DNA ve Protein igeren kisimdan ayirmak i¢in baska bir tiipe alindi, tizerine 1
mL Etanol (%75) eklendi ve ters cevirerek karistirildi. Ornekler 7500 x g'de 5 dk +4 °C'de
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve oda sicakliginda 5 dk ters
cevirerek pelletin biiyiikliigline gére 20-30 ul RNaz icermeyen su eklenerek pellet ¢oziildii
ve 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Ornekler ¢alismanin sonraki adimlarinda kullanilmak

tizere etiketlenerek -80 °C dondurucuda saklandi.
3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi ile RNA Kalitesinin Kontrolii

Izole edilen RNA’lar, Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrol ve timér
doku 6rneklerinin kalite kontrolii yapildi. Yukarida ¢ozeltiler boliimiinde tarif edildigi gibi
%1.2’lik Agaroz jel hazirlandi. Hazirlanan karisim jel tablasina dokiildii ve katilagmasi i¢in
30 dk bekletildi. Jel katilagtiktan sonra tablanin igerisinde bulunan tarak dikkatli bir sekilde
cikarilarak, 0.5 X TBE elektroforez tamponu icerisine yerlestirildi. Ornekler 6X yiikleme
tamponu ile 5:1 (2 ul RNA o6rnegi + 3 ul dH,O : 1 pl yiikkleme tamponu) oraninda
karistirlarak jele yiiklendi. Ornekler 0.5 X TBE tamponu icerisinde 70 V’da 45 dk
yiiriitiildii. Orneklerin jelde vyiiriitiilmesi islemi tamamlandiktan sonra, UV altinda jel

dokiimantasyon sisteminde goriintiilendi.
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3.2.5. cDNA Sentezi

cDNA sentezi High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems) protokoliine uygun bir sekilde gerceklestirildi. Kullanilan kitte, cDNA sentezi
icin Random primerler kullanir ve bu primerler, mevcut tim RNA’lara rastgele baglanarak

verimli bir sekilde cDNA sentezini gergeklestirir.

cDNA Sentezi Genel Is Akist

2X Ters transkripsiyon master mix hazirlanir.
Ters transkripsiyon reaksiyonlarina RNA eklenir.

Termal cycler cihazinda transkripsiyon gerceklestirilir.
U U
Ters transkripsiyon reaksiyonlari Saklanma kosullart:

kantitatif  veya diger PCR, Kisa siireli 2 °C ile 6 °C, uzun siireli

uygulamalari icin dogrudan 95 9C ile -15 °C arasinda.

kullanilir.

cDNA sentezi i¢in Uretici firmanin Onerdigi protokol basamaklari uygulandi:
Oncelikle 2X ters transkripsiyon master mix hazirlanmasi igin kit bilesenleri buz iizerinde
¢ozdiiriildii. Reaksiyonu hazirlamak igin gerekli bilesenlerin hacmi hesaplandi (gerekli
bilesenler ve hacimleri Tablo 5’da belirtilmistir). 2X ters transkripsiyon master mix buz

tizerine koyularak yavasca karistirildi.
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Tablo 5. Reaksiyon bilesen ve hacimleri

BILESEN | HACIM
10X RT Buffer 2 ul
10X RT Random Primers 2l
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 ul
Nuclease-free water 4.2 ul
MultiScribe ™ Reverse 1l

Transcriptase (50 U/ul)

Daha sonra ters transkripsiyon reaksiyonlari hazirlandi. 0.2 mL’lik her bir tiipiin
icerisine 10 pl 2X RT master mix eklendi. Tiiplere 10 ul RNA 6rnegi eklendi ve pipetaj
yapilarak karigmasi saglandi. Tiiplerin kapaklar1 kapatildi ve thermal cycler cihazi hazir
olana kadar tiipler buz iizerinde bekletildi. Thermal Cycler cihaz ile ters transkripsiyon

islemi asagidaki Tablo 6’da verilen kosullar kullanilarak thermal cycler programlandi.

Tablo 6. Thermal cycler kosullart
Adim1l Adm2 Adm3 Adim4
Sicaklik (°C) 25°C  37°C  85°C __ 4°C

Siire 10 dk 120 dk 5dk o0

Total reaksiyon hacmi: 20 pl

3.2.6. Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Quantitative Real
Time-PCR, gRT-PCR)

c¢DNA doniisiimii sonrasinda mesane tiimor ve kontrol dokularindaki PD-L1 ve PD-
1 genlerinin ekspresyon seviyelerinin incelenmesi, Light Cycler 480 II (Roche) cihazinda
Light Cycler® 480 Probes Master ticari kiti kullanilarak gerceklestirilmistir. Light Cycler®
480 Probes Master ticari kiti hidroliz probu/tagman probu algilama formati i¢in 6zel olarak
gelistirilmis, hot start PCR i¢in FastStart Taq DNA Polimeraz iceren, kullanima hazir bir

reaksiyon  karigimidir.  2X  konsantre ana  karisim, neredeyse tim  primer
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kombinasyonlariyla c¢alisan sabit bir MgCl, konsantrasyonu i¢in optimize edilmis
formdadir. Sadece kalip DNA, PCR primerleri ve hidroliz problar1 eklenerek c¢alisma
gergeklestirilir.

Calismaya baslamadan once ornekler ve kullanilacak bilesenler +4 °C’deki blok
tizerinde ¢ozlinmeleri igin bir siire bekletildi. Calismada, PD-L1 (Hs01125301_m1) ve PD-
1 (Hs01550088) problar1 kullanildi. Ilgilenilen genlerin mRNA ekspresyonunu normalize
etmek i¢cin GAPDH geninin ekspresyon seviyeleri dahili bir referans olarak kullanildi.
GAPDH referans genine ait Forward Primer: 5-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3,
Reverse Primer: 5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3' ve GAPDH YAK: YAK-
CAAGCTTCCCGTTCTCAGCCT-BBQ dizi bilgileri tiretici firmanin veri tabanindan elde
edildi (TIB MOLBIOL, Berlin, Germany). Sonuglar LightCycler 480 II SW 1.5.1
programinda yer alan “Basic Relative Quantification for All Samples” analiz metodu ile
degerlendirildi ve total RNA miktart GAPDH referans geni ile normalize edilip 244"

formiilii uygulanarak ekspresyon hesaplamasi yapildi.
gRT-PCR icin Orneklerin Cihaza Yiiklemesi ve Reaksiyonun Baslatilmast

Orneklerdeki PD-L1 ve PD-1 gen ekspresyonlarinin kantitatif gercek zamanli PCR
(QRT-PCR) ile tespiti i¢in Tablo 7°de belirtilen reaksiyon bilesenleri ticari kit (Light
Cycler® 480 Probes Master) kullanilarak hazirlandi. Ornek sayisina gére hazirlanan
reaksiyon karisimi ve cDNA’lar, 96 Multiwell plate {izerinde yer alan her bir kuyucuga esit
hacimde (8 pl reaksiyon karigimi + 2 pl ¢cDNA) ve her 6rnek 3 tekrarli olacak sekilde
pipetleme yapilarak kuyucuklara dagitildi. Kuyucuklarin iizeri Light Cycler® 480 Sealing
Foil ile kapatilarak cihaza yiiklendi.
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Tablo 7. gRT-PCR Reaksiyon bilesenleri ve hacimleri

Reaksiyon Bilesenleri Hacim (ul)
GAPDH Forward Primer (5.0 nmol) 0.25
GAPDH Reverse Primer (5.0 nmol) 0.25
GAPDH YAK (Dye-Probe, 5.1 nmol) 0.25
Light Cycler 480 Probes Master Mix (2X) 5
TagMan Target Primer-Probe (20X) 0.5
RNase-free H,O 1.75
cDNA (ng/ul) 2
Toplam Hacim 10 pl

Orneklerin cihaza yiiklenmesinin ardindan LightCycler 480 SW 1.5.1 programinda

asagida Tablo 8’de verilen kosullar programa girildi.

Tablo 8. gRT-PCR ig¢in Calisma protokolii

PROGRAMLAR

Program Ismi Déngii Sayisi Analiz Metodu
Pre-inkiibasyon 1 Yok
Amplifikasyon 45 Nicel
Sogutma 1 Yok
PROGRAM SICAKLIK HEDEFLERI
Hedeflenen Edinme Modu Bekletme Siiresi | Pik Degeri (°C/s)
Sicaklik (°C) (sa:dk:sn)
Pre-inkiibasyon
95 °C Yok 00:10:00 44
Amplifikasyon
95 °C Yok 00:00:10 4.4
60 °C Yok 00:00:30 2.2
72 °C Tek 00:00:01 4.4,
Sogutma
40 °C Yok 00:00:30 2.2.
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Calisma tamamlandiginda verilerin analizi, programda yer alan analiz

metodlarindan “Basic Relative Quantification for All Samples” segilerek gerceklestirildi.
3.2.7. immiinohistokimyasal inceleme

Immiinohistokimyasal (IHK) inceleme igin oncelikle tonsil FFPE doku
bloklarindan mikrotom yardimiyla 5 pm kalinliginda kesitler alinip 40 °C’deki su
banyosunun i¢ine birakildi. Su banyosu igerisinde ylizen kesitler, etiketlenmis olan poli-
lizin kapli lam tlizerine alindi. Kesitlerin lam iizerine iyice yapigsmasi i¢in hangi sicakligin
ve siirenin daha iyi sonug verecegi arastirildi. Yapilan denemeler su degerleri igermektedir:
55 °C’de 20 dk, 55 °C’de 1 sa ve 37 °C’de gece boyunca etiivde bekletme. 37 °C’de gece
boyunca etiivde bekletme islemi en iyi sonucu verdiginden, bundan sonraki denemelere bu

degerler ile devam edildi.

Boyama isleminden 6nce dokulardan parafinin uzaklastirilmas: (deparafinizasyon)
ve Antigen Retrieval (AR, antijenik bolgelerin agiga cikarilmasi) islem basamaklari
gerceklestirildi. Uygulanan optimizasyon denemeleri asagida belirtilmektedir. Tim
islemler ¢eker ocak igerisinde yapildi ve tim IHK islemleri boyunca lam iizerindeki
dokunun kurumasina izin verilmeden nemli bir ortamda (humidity chamber icerisinde)
gergeklestirildi. THK igin yapilan denemeler kisaca; uygulanan islemlerin siireleri,
soliisyonlarin konsantrasyonlari, AR islemi i¢in kullanilan aletleri, yikama ve antikor
seyreltme i¢in kullanilan soliisyonlar1 igermektedir. Bu denemelerin yapildigi kesitlere

sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:

Deparafinizasyon basamag i¢in yapilan denemeler:

Oncelikle lam sepetinin icerisinde yerlestirilen lamlar 10 dk ksilende bekletildi.
Ardindan lamlar 10 dk taze ksilen igerisinde bekletildi ancak bu asama daha sonra 15 dk ya
cikarildi. Lamlar sirasiyla %100’lik etil alkol, %100°lik taze etil alkol, %95°1ik, %80°1ik
etil alkol soliisyonlarinin her birinde 5 dk boyunca bekletildi. Sonraki denemelerde alkol
serilerine %60’lik etil alkol soliisyonu da eklenerek devam edildi. Daha sonrasinda lamlar

5 dk dH,O0 igerisinde bekletildi. Bu asama ayn1 sekilde 5 dk musluk suyu ile de denendi.

AR basamag icin yapilan denemeler:

AR islemi igin literatiirde siklikla kullanilan Tris-EDTA (TE) pH:9 ve Sodyum
Sitrat pH:6 soliisyonlar1 ile denemeler yapildi. Is1 aracili AR islemi i¢in su banyosu,

mikrodalga firmm ve otoklav; enzimatik yolla AR ic¢in de PK siklikla kullanilan
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yontemlerdir. PK, TE ve Sodyum Sitrat soliisyonlar1 kullanilarak 60 °C su banyosunda
gece boyu inkiibasyon (cihazin bozulma riskine karsilik daha yiiksek derecelere
cikilamadi), mikrodalga firinda 200W-700W gii¢ araliginda, minimum 2 dk maksimum 20
dk’lik ikiser, tiger, dorder kerelik 1sitma ve ardindan 20-30 dk sogutma islemi ve otoklav
uygulamasinda 105 °C, 120 °C, 125 °C sicaklikta 2 dk, 5dk, 10 dk, 15 dk ve 20 dk’lik
inkiibasyon ardindan 20-30 dk sogutma denemeleri yapildi. Yikama basamagi i¢in 1X
TBST, PBS, 1X PBST, dH;O ve musluk suyu kullanilarak 2x5 dk’lik farkli yikama
islemleri denendi. Ardindan lam {izerinde yer alan dokunun ¢evresi hidrofobik kalem ile
cizildi.

Boyama basamag icin yapilan denemeler:

Spesifik olmayan baglanmalar1 azaltmak/bloke etmek i¢in 1X TBS ve 1X PBS
icerisinde %10’luk ve %5’lik Goat serum (ke¢i serumu) ile 2 sa, 1 sa ve 30 dk’lik
inkiibasyonlar gergeklestirildi. Bu ¢aligmada birincil antikor olarak anti-PD-L1 antikoru
SP142 Kklonu (ab228462) ve anti-PD-1 [EPR4877(2), ab137132] kullanilmistir. Birincil
antikorlar 1X TBS ve 1X PBS igerisinde %1 goat serumda 1/100, 1/150, 1/200, 1/400
oranlarinda seyreltildi ve nemli bir ortamda 4 °C'de gece boyunca inkiibasyona birakildi.
1X TBST ve 1X PBST igerisinde 2x5 dk yikamalar yapildi. Sekonder antikor olarak Goat
anti-rabbit IgG H8L (HRP) (ab205718) kullanildi. %1 Goat serum igeren TBS ve PBS
iginde 1/200, 1/1000, 1/10000, 1/20000 oranlarinda seyreltildi ve oda sicakliginda 1 sa
inkiibasyona birakildi. 1X TBST ve 1X PBST igerisinde 2x5 dk yikamalar yapildi.
Endojen peroksidaz aktivitesinin 6nlenmesi, non-spesifik boyanmanin azaltilmasi amaciyla
kesitler TBS ve PBS igerisinde %3’liik ve %0.3’liik Hidrojen Peroksit (H,0,) ile 15-20 dk
oda sicakligi ve 37 °C sicaklikta bekletildi. Hidrojen Peroksit islemi deneylerin bir
kisminda birincil antikordan sonra diger kisminda ise sekonder antikor uygulamasindan
sonra denemeleri yapildi. 1X TBST ve 1X PBST iginde 2x5 dk oda sicakliginda yikamalar
yapildi. Antikor boyanmasini gorsellestirmek i¢in kromojen olarak DAB Substrate Kiti
(Thermo Scientific katolog no: 34002) iiretici firmanin talimatlarina goére kullanildi. Renk
gelisimi 2-20 dk arasinda degisebilmektedir. Bu ¢alismada 2 dk, 5 dk, 8 dk, 10 dk, 15 dk
ve 20 dk’lik siireler denendi. Renk gelisiminden hemen sonra kesitler 2x3 dk 1X TBST,
PBST, dH,0O ve musluk suyu ile yikamalar yapildi. Kesitler hematoksilen ile 2 dk karsi
boyama yapildi. Daha sonrasinda kesitler musluk suyunda 1 dk boyunca yikandi.
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Dehidrasyon basamagu:

Kesitler sirastyla %60°lik, %80’lik ve %95’lik etanolde 3 dk, %100’lik ve taze
%100’liik etanol 5 dk boyunca bekletildi. Daha sonrasinda ksilen 5 dk ve taze ksilende 5
dk bekletildi. Kesitler Entellan ile kapatildi.

3.2.8. Iistatistiksel Analiz

Ekspresyon calismasinda, tekrarli sekilde calisilan PD-L1 ve PD-1 genleri igin,
timor ve kontrol doku orneklerine ait Cp verileri GAPDH geni i¢in elde edilen veriler
referans kullanilarak normalize edildi. Analiz icin 2**“" formiilii uygulanarak, veriler

istatistiksel analiz i¢in uygun hale getirildi.

Calisma verilerinin istatistiksel analizi, IBM SPSS Statistics Versiyon 25 programi
kullanilarak yapildi. Tiim6r doku 6rnekleri diisiik dereceli ve yliksek dereceli tiimor olarak
iki gruba ayrildi ve her iki hedef gen i¢in ayr1 ayri (PD-L1/PD-1) ekspresyon seviyesi
bakimindan, iki grup arasindaki farkliliklarin karsilastirilmast i¢in Independent students t-
testi gergeklestirildi. Ardindan tiimor doku 6rneklerinde PD-L1/PD-1 genlerinin ekpresyon
seviyeleri timor evreleri (pTa, pT1, pT2) agisindan incelenmesi, ikiden fazla grubun
karsilagtirilmasinda sik¢a kullanilan One-way ANOVA testi ile yapildi ve gruplar arasi
birebir farklar1 gérmek i¢in post-hoc testler gerceklestirildi. PD-L1 ekspresyonu, timor
derece ve kanser evresinin genel sagkalim ile iliskisi Kaplan-Meier analizi ile hesaplandi.
Yapilan degerlendirmeler sonucunda p < 0.05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda mesane kanseri tanis1 almis 48 hastanin FFPE dokularinda PD-
L1 ve PD-1 ekspresyonlart molekiiler inceleme yontemlerinden qRT-PCR ile incelendi ve
bu genlerin ekspresyonlarinin tiimor derecesi, kanser evresi ve hasta sagkalim siireleri ile
iligkisinin incelenmesi sonucunda prognozisteki etkisi arastirildi. Yapilan deneysel

calismalar sonucunda elde edilen bulgular asagida belirtilmektedir.
4.1. FFPE Dokudan RNA izolasyon Calismalar:

FFPE timor ve kontrol doku (tonsil) orneklerinden iki farkli RNA izolasyon
yontemi kullanilarak elde edilen RNA’lar kaliteleri agisindan karsilastirildi. Oncelikle
FFPE dokudan RNA izolasyonu i¢in uygun olan MACHEREY-NAGEL NucleoSpin®
RNA ticari kiti ile FFPE dokudan RNA izolasyonu protokolii uygulandi. Agaroz jel
elektroforezi ile dokulardan elde edilen RNA’lar test edildiginde herhangi bir bant
goriintiisti elde edilemedi (Sekil 7a). Sonrasinda manuel olarak RNA izolasyonu igin Fenol
ve Guanidin Izotiyosiyanat ydnteminde kullanilan Lizis soliisyonlari ile ilgili optimizasyon
caligmalar1 yapildi. Izole edilen RNA’larin bant varhgm gozlemlemek igin %1.2’lik
Agaroz jelde 70 V’da yiiriitiildii ve sonucunda, sadece Lizis soliisyon 1 protokoliiniin
uygulandigr 6rneklerde bant goriintiisii elde edildi (Sekil 7b). Bunun sonucunda FFPE
dokudan RNA izolasyonu igin Fenol ve Guanidin izotiyosiyanat ydnteminin Lizis soliisyon
1 protokolii kullanilarak uygulanmasina karar verildi. Ancak elde edilen RNA’larin bir
kisminda degradasyon mevcuttu, ayrica bazi doku Orneklerinden RNA elde edilemedi
(Sekil 7c, timor 5). Yapilan RNA izolasyonu sonucunda FFPE doku bloklarindan elde

edilen RNA’lara ait agaroz jel goriintiileri Sekil 7 gosterilmistir.
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M Tonsil1 Tonsil2 Tonsil3 Tonsil4 Tonsil 5

Timér 1 Timér2 Timér3 Timér4 TimérS Timér6 Timér7 Timor 8

Sekil 7. FFPE doku bloklarindan elde edilen RNA’lara ait agaroz jel goriintileri. (a)
Macherey-Nagel Nucleospin RNA Izolasyon Kiti ile tonsil dokusundan RNA
izolasyonu. (b) Lizis soliisyon 1 ile tonsil dokusundan RNA izolasyonu. (c) Fenol
ve Guanidin Izotiyosiyanat yontemi ile tiimdr dokusundan RNA izolasyonu (M:
50b¢ DNA ladder, Tiimor 5: RNA elde edilemeyen doku 6rnegi, Tiimor 8: degrade
RNA 6rnegi).

4.2.  Klinikopatolojik Ozellikler

PD-L1 ve PD-1 gen ekspresyon seviyelerini incelemek i¢in mesane kanseri tanisi
almis 62 hastanin FFPE dokular ile tez ¢alismasina baglandi. 14 tiimor doku Ornegi
caligma grubuna kabul edilme kriterlerini saglamadigindan, ¢aligmaya 48 hasta ornegi ile
devam edildi. Calisma grubuna kabul kriterleri: hasta datasinin olmas1, IHK c¢alismasinda
kesit alabilmek i¢in parafin bloklarda dokunun yeterli miktarda goriiniir olmasi (en az 5
mm X 5 mm), RNA izolasyonu sonrasinda kalite kontrolii i¢in yapilan agaroz jel

elektroforezinde bant goriintiilenmesi, PD-L1 ekspresyon Cp degerinin 35’in {izerinde
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olmamasidir. Mesane kanseri hastalarinda PD-L1 ve PD-1 gen ekspresyonlarin

incelendigi 48 hastaya ait klinikopatolojik 6zellikler Tablo 9’da gdsterilmistir.

Tablo 9. Hastalara ait klinikopatolojik dzellikler

Ozellikler Hasta sayis1 n=48
Yas
Ortalama (en alt ve iist yas simirlari) 65 (29-85)
Cinsiyet
Kadmn 2
Erkek 46

Tiimor Derecesi
Disiik dereceli 20
Yiksek dereceli 28

Patolojik Evre

pTa 32
pT1 5
pT2 11

4.3. PD-L1 ve PD-1 Genlerinin qRT-PCR Kullanilarak Gergceklestirilen Gen
Ekspresyon Analizi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, mesane kanserli hastalarin FFPE dokularindan izole
edilen RNA’larin ¢cDNA doniisiimii sonrasinda PD-L1 ve PD-1’in gen ekspresyon
seviyeleri gRT-PCR yontemi kullanilarak TagMan prob teknigi ile Light Cycler 480 Il
(Roche) cihazinda analiz edildi. Her 6rnegin PD-L1 ve PD-1 genlerine ait veriler GAPDH
referans geni ile normalize edilip 22" formiilii uygulanarak ekspresyon kat farklari
istatistiksel olarak degerlendirildi. Mesane kanseri hastalarindaki PD-L1 ve PD-1 gen
ekspresyon seviyelerinin tiimor derecesi, kanser evresi, genel sagkalim ile prognozisteki

etkisinin belirlenmesine yonelik yapilan istatistiksel degerlendirmeler asagida belirtilmistir.

PD-1 ekspresyonu i¢in 48 Ornekten 10 Ornegin Cp degerleri 35-40 arasinda
bulunmustur. Cp degeri 35’in altinda belirlenen iki 6rnek disindaki diger 6rneklerde PD-1

ekspresyonu tespit edilememistir. 35'in {izerinde Cp degerleri analize dahil edilmediginden
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sadece diisiik dereceli mesane kanserine sahip iki drnegin Cp degerleri degerlendirilmistir.
Bu iki 6rnege ait PD-1 ekspresyonu icin 8-14 Cp’ler arasinda degerler tespit edilirken
GAPDH geninin Cp degerleri 20-21 araliginda bulunmustur. Fakat bu bulgular, analiz ve

gruplar aras1 degerlendirme yapmak i¢in yeterli degildir.
4.3.1. PD-L1 Ekspresyonunun Kanser Evresi ve Tiimér Derecesi ile Tliskisi

Calismamiza dahil edilen 48 hastanin 32’si pTa, 5’1 pT1 ve 11’1 pT2 kanser
evresine sahiptir. Kanser evreleri ile PD-L1 ekspresyonu arasindaki iliski ikiden fazla
grubun karsilastirilmasinda sik¢a kullanilan One-way ANOVA testi ile incelendiginde,
PD-L1 ekspresyon seviyelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamad: (p=0.089). Ayrica gruplar kendi igerisinde birbirleriyle kiyaslandiginda da
(Post Hoc Test) anlamli bir sonug elde edilemedi. Kanser evresine gore PD-L1

ekspresyonunun kat degisimini gdsteren kutu grafigi Sekil 8’de gosterilmistir.

30

20

PD-L1

| -

pla pT1 pT2

Evre

Sekil 8. Kanser evresine gore PD-L1 ekspresyonu kat-degisimi

Calisma grubumuzda 20 disiik dereceli, 28 yiiksek dereceli mesane kanseri dokusu
mevcuttu. Yiiksek dereceli mesane timdr grubu (n=28) ile diisiik dereceli mesane timor

grubunda (n=20) PD-L1 ekspresyonlar1 arasinda fark olup olmadigi incelendiginde ve
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Independent students t-testi ile karsilastirildiginda; yiiksek dereceli tiimor grubunda
istatistiksel olarak anlamli seviyede artmis PD-L1 ekspresyonu goriilmiistiir (p=0.036).
Timor derecesine gore PD-L1 ekspresyonunun kat degisimini gosteren kutu grafigi sekil

9’da gosterilmistir.

30

20

PD-L1

D —

Dusik Dereceli Yiksek Dereceli

Derece

Sekil 9. Tiimor derecesine gore PD-L1 ekspresyonu kat-degisimi

4.4. PD-L1 Ekspresyonu, Kanser Evresi, Tiimor Derecesi ile Genel Sagkalim

Tiskisi

Mesane kanseri hastalarinda PD-L1 ekspresyonu, tiimor derece ve kanser evresinin
genel sagkalim ile iligskisi Kaplan-Meier analizi ile hesaplanarak sagkalim egrilerinin
karsilastirilmas1 Log Rank (Mantel-Cox) ile gerceklestirilmistir. Calisma grubundaki
hastalardan 41 tanesi hayatta iken, 7 tanesinin 6lmiis oldugu belirlenmistir. Hastalarin
genel sagkalim siireleri en az 5 ay en fazla 56 ay olup, Olmiis hastalardan 2’si diisiik
dereceli 5’1 de yiiksek dereceli mesane kanseridir. Ayrica 6lmiis 7 hastanin 3’1 Ta ve 4’1

de T2 patolojik tiimor evresine sahiptir.

Tiimor derecesinin sagkalim ile iliskisi incelendiginde: diisiik dereceli hastalarda 33
ay ytiiksek dereceli hastalarda 35 aylik bir sagkalim siiresi tespit edilmis olsa da bu sonug
istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.573) (Sekil 10).
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Sekil 10. Timor derecesi ile genel sagkalim arasindaki iliskiyi gosteren Kaplan-Meier

Kanser evrelerine gore genel sagkalim oranlari incelendiginde: Ta evresindeki
hastalarin 38.5 ay, T1 evresindekilerin 35 ay ve T2 evresindeki hastalarin 40 aylik bir
sagkalim siirelerinin oldugu goriinse de, yapilan istatistiksel degerlendirmede genel

sagkalim siirelerinin kanser evresi gruplar1 arasindaki fark anlamli bulunmadi (p=0.334)

(Sekil 11).
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Sekil 11. Tiimdr evresi ile genel sagkalim arasindaki iligkiyi gosteren Kaplan-Meier egrisi

Calisma grubunda PD-L1°1 yiiksek eksprese eden 15 hasta ve diisiik ekspresyona
sahip 33 hasta oldugu tespit edildi. PD-L1’i yiiksek eksprese eden hastalarin genel
sagkalim siireleri 43 ay, PD-L1 diisiik ekspresyonlu hastalarin ise 35 aylik genel sagkalima
sahip oldugu bulundu ancak sagkalim verileri diisik ve yiiksek PD-L1 ekspresyonu
gruplarinda incelendiginde fark istatistiksel olarak anlamli bulunamadi (p=0.064) (Sekil

12).
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Sekil 12. PD-L1 ekspresyonu ile genel sagkalim arasindaki iliskiyi gosteren Kaplan-meier
egrisi

45. Immiinohistokimyasal Boyama i¢cin Denemeler

Mesane kanseri hastalarinin doku kesitleri ile PD-L1 ve PD-1 ekspresyonlarinin
belirlenmesinde IHK ydnteminin kullanilabilmesi i¢in optimizasyon ¢alismalar1 yapildi.
Literatiirde yer alan IHK protokolleri incelenerek, ok sayida farkli kombinasyonlar igeren
deney protokolleri olusturuldu. Uygulanan anti-PD-L1 (ab228462) ve anti-PD-1
(ab137132) antikorlarin hiicre membranindaki boyanma siddeti dikkate alinarak PD-L1 ve
PD-1 genlerinin ekspresyon seviyeleri belirlenmeye c¢alisildi. Kontrol doku kesitlerinde
PD-L1 ve PD-1’in ekspresyonunun belirlenmesi icin yapilan IHK denemeleri non-spesifik
boyamalar ile sonuglandi. Yapilan IHK denemeleri sonucunda tonsil doku érneklerine ait

gorlntiiler Sekil 13°te gosterilmistir.
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Sekil 13. Tonsil doku o6rneginde IHK denemeleri sonucunda non-spesifik PD-L1

boyamasi. (a) X20 biiyiitme, (b) x40 biiylitme
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5. TARTISMA

IARC’in son yayimlanan verilerine gore immiinojenik kanserlerden biri olan
mesane kanseri diinya genelinde en sik goriilen kanserler arasinda yer almaktadir. Mesane
kanseri erkeklerde, diinyada 6. lilkemizde ise 4. en yaygin goriilen kanser tiiriidiir. Diinya
genelinde erkeklerde yaklasik 4 kat daha fazla goriilmektedir ve iilkemizde bu oran 6 kata
kadar ¢ikmaktadir. Niiks orani yiiksek ve tedavi siireci en maliyetli kanserlerden biri olan
mesane kanserinde tedavi yonlendirici ve prognostik biyobelirteglere ihtiya¢ vardir (Yeung
vd., 2014).

Giliniimiizde morfolojik ve genomik olarak heterojen yapida olan mesane kanserinin
immiinojenik Ozellikleri aragtirilarak, prognostik ve terapotik oneme sahip molekiiller
giderek daha fazla arastirilmaya baglanmistir (Li vd., 2020). Son yillarda immiin kontrol
noktasinda gorevli 6zellikle PD-L1 ve daha az siklikla PD-1 molekiillerinin mesane
kanseri de dahil bazi1 kanser tiirlerinde potansiyel terapotik hedefler olabilecegi
distiniilmektedir. Yapilan bu tez ¢alismasinda, mesane kanseri tanisi almis hastalara ait
FFPE timor dokularindan elde edilen RNA 6rneklerinde PD-L1 ve PD-1 gen ekspresyon
seviyeleri incelerek bu genlerin mevcut hasta kohortunda mesane kanserinde timor

derecesi, kanser evresi ile iliskisi ve prognostik rolii arastirildi.

Bu ¢alisma kapsaminda, 2-4 yillik saklanma siiresine sahip 62 FFPE dokudan RNA
izolasyonu gerceklestirmek icin Oncelikle ticari bir kitin FFPE dokudan RNA izolasyon
protokolii kullanildi1 fakat RNA elde edilemedi. Calismada kullanilan RNA’lar Monofazik
Fenol ve Guanidin Izotiyosiyanat ydntemi kullanilarak hazirlandi. Diglama kriterleri
kullanilarak daha once belirtildigi gibi 14 O6rnek calismadan cikarildi. Bazi 6rneklerde
RNA’larin yetersiz ve degrade sekilde oldugu goriildii. Diinya genelinde hastaligin
molekiiler temellerinin incelenmesinde, taze veya donmus doku 6rneklerinden ve normal/
timoral dokularin FFPE seklinde saklanan arsiv materyallerinden yararlanilmaktadir.
Bununla birlikte, bitiin dokularin dondurularak saklanmasi her zaman miimkiin
olmamaktadir. Bu nedenle FFPE ydntemi en yaygin kullanilan doku depolama seklidir.
Ancak uzun yillar saklanan FFPE doku orneklerinden taze ve donmus dokulara kiyasla
daha diisiikk oranda niikleik asit elde edildigi bilinmektedir. Uzun siireli formalin
fiksasyonu ile kullanilan diger fiziksel ve kimyasal ajanlarin fiksasyon sirasindaki
etkilesimleri parafin dokulardan elde edilen niikleik asit kalitesinde degisikliklere neden

olabilmektedir (Lehmann ve Kreipe, 2001; Farragher vd., 2008)..Cronin vd. (2004)
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tarafindan, yaklasik 1 yil, 6 yil ve 17 yil boyunca depolanan 62 adet FFPE meme kanseri
dokusu ile gen ekspresyon calismasi yapilmis ve yaklasik 1 yillik parafin doku RNA’sinin
diger parafin doku RNA’larindan daha biiyiik molekiiler agirliga sahip oldugu
gosterilmistir. Parafin dokudan elde edilen RNA’larin degrade olma derecesinin daha uzun

depolama siiresi ile artabilecegi sonucuna varilmistir (Cronin vd., 2004).

Bu tez calismasinda, mesane kanseri orneklerinde belirlenecek yiiksek PD-1 ve PD-
L1 ekspresyonunun hastalarin k6tii prognozu, yiiksek tiimor evre ve kanser derecesi ile
iliskilendirilebilecegi hipotezi smanmistir. Bu c¢alismada, tiimor derecesi ve kanser
evresine gore gruplanan mesane kanseri tanisit almis hastalarda literatiirde prediktif ve
prognostik biyobelirtecler olarak bilinen PD-1 ve PD-L1 ekspresyon seviyelerinin nasil
degistigini ve hasta prognozu agisindan mevcut kohorttaki rolii incelendi. Mesane kanseri
hastalarinin parafin dokular ile gerceklestirilen mevcut ¢alismada, 48 mesane kanserli
hasta dokusunda PD-L1 ekspresyonu gRT-PCR yontemi ile tespit edilebilirken, PD-1
ekspresyonu sadece 12 tiimor 6rneginde belirlenebildi. Calismamizda elde ettigimiz timor
dokularinda diisiik PD-1 ekspresyonu sonucumuz ile uyumlu olarak Li vd. (2020), 260
mesane kanseri tiimor Ornegini doku mikroarreyi ile analiz ettigi calismada, PD-1
ekspresyonunun tiimore infiltre immiin hiicrelerle iligkili olmasi nedeniyle timor
dokusunda PD-1 ekspresyonu pozitifligini diisiik bulmustur (Li vd., 2020). Bununla
birlikte, Mo vd. (2016), endometriyal kanserlerde PD-1, PD-L1 ve PD-L2 ekspresyonunu
immiinohistokimyasal olarak 35 normal endometriyal doku 6rneginde ve 75 endometriyal
kanser doku 6rneginde incelemistir. Endometriyal kanserlerin yaklasik %61’inde tiimor
infiltre eden bagigiklik hiicre yilizeyinde PD-1 boyamasi pozitif olarak bulunmus, fakat PD-
L’in tiimor hiicrelerinde veya normal endometriyal dokularda eksprese edilmedigi

bildirilmistir (Mo vd., 2016).

Calismamizda yiiksek dereceli mesane kanseri hasta grubunda anlamli derecede
artmigs PD-L1 ekspresyonu bulundu. Kanser evresi gruplari arasinda PD-L1 ekspresyon
seviyeleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. PD-L1 ekspresyon
seviyesinin kanser evresi hasta gruplari arasinda gosterdigi farkin istatistiksel anlamlilik
gostermeme nedeni gruplar arasindaki hasta dagiliminin dengeli olmamasi olarak
diisiiniilebilir (32 pTa, 5 pT1 ve 11 pT2). Ayrica, Kaplan Meier yontemi ile genel sagkalim
verileri analiz edildiginde, tiimoér dokularinda PD-L1 ekspresyonu, timor derecesi ve

kanser evresi gruplar1 arasinda sagkalim siiresi agisindan anlamli bir fark bulunmadi. Hasta
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kohortunda takip siiresinin en yiiksek 56 ay ile sinirli olmasi sagkalim verilerinde kisitlilik
olugturmaktadir. Daha uzun takip siiresi sagkalim analiz sonuglarinda degisiklik
olusturabilir. Davick vd. (2018), tiimor hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonunu ve mesane
kanserlerinin immiinolojik ortamini incelemek i¢in 165 sistektomi 6rnegi ile bir calisma
gerceklestirmistir. Bu Ornekler tiimor tipi, tiimor derecesi, patolojik evresi ve genel
sagkalim agisindan aragtirllmistir. Sonuglarimizla uyumlu olarak yiiksek dereceli
timorlerin diisiik dereceli timorlerden daha ¢ok PD-L1 pozitif oldugu fakat sagkalim
oranlarina bakildiginda da PD-L1-pozitif ve PD-L1-negatif mesane kanserleri arasinda
anlaml bir fark olmadig: bildirilmistir (Davick vd., 2018). Benzer sekilde, Kawahara vd.
(2018), gRT-PCR ile normal ve mesane kanseri dokusunda PD-1/PD-L1 genlerinin
ekspresyonlarini incelemislerdir. Normal ve kanserli doku arasinda PD-1 ve PD-L1
ekspresyonlarinda anlamli bir fark bulunamamis ancak, PD-1 ve PD-L1’in tiim mesane
kanserli dokularda eksprese edildigi ve yiiksek dereceli mesane kanserinde diisiik dereceli
mesane kanserinden daha fazla eksprese oldugunu gozlemlemislerdir. Bununla birlikte,
PD-1 ve PD-L1’in mesane kanserinin patolojik derecesi ile iliskili yeni bir biyobelirte¢
olabilecegi ve mesane kanserinde evre ilerlemesinin aracist olarak islev gorebilecegi
vurgulanmigtir (Kawahara vd., 2018). 2019 yilinda mesane kanserli hastalarda PD-L1’in
prognostik ve klinikopatolojik 6nemi ile ilgili 1.697 hastay1 igeren toplam 11 ¢alismanin
dahil edildigi bir meta-analiz calismasinda yiiksek PD-L1 ekspresyonunun zayif genel
sagkalim orani, ileri timdr evresi ve uzak metastaz ile iligki oldugu gosterilmistir (Zhu vd.,
2019). Boorjian vd. (2008), mesane iirotelyal karsinomunda PD-L1, PD-1 ve B7-H3 T
hiicre diizenleyicilerinin ekspresyonunu radikal sistektomi uygulanan 318 hastanin parafin
bloklarin1 immiinohistokimya ile degerlendirmis ve PD-L1 ve PD-1 ekspresyonlari
ilerlemis hastalik ile iliskilendirilmistir (Boorjian vd., 2008). Mesane kanserinde PD-L1
ekspresyonunun klinik sonuglar ile iligkisini arastiran baska bir caligmada ise, 110
tirotelyal mesane kanseri hastasinda PD-L1’in ekspresyonu immiinohistokimya ve qRT-
PCR ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda, PD-L1 ekspresyonunun kanserli dokularda
normal dokulara kiyasla yiiksek oldugu ve derece, evre, niiks, metastaz ve sagkalim ile
pozitif yonde iliskili oldugunu gosterilmistir (Li vd., 2018). Bu calismalarin aksine,
mesanenin iirotelyal karsinomunda PD-L1 ekspresyonunun Kklinikopatolojik ve prognostik
degeri ile ilgili yapilan diger bir meta-analiz, 4 032 hasta ile 27 ¢alismay1 igermektedir.
Tiimdr hiicrelerindeki PD-L1 ekspresyonu ile hem ileri evre kanser hem de daha yiiksek

tiimor derecesi ile arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir. Fakat, timor hiicreleri
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tizerindeki PD-L1 ekspresyonunun mesane kanseri hastalarinda kas invazyonu ile iliskili
oldugu ve PD-L1-pozitif hastalarin anti-PD-1/PD-L1 antikor tedavisine daha iyi yanit
verdigi gosterilmistir (Ding vd., 2019). Mesane kanseri tedavisinde PD-L1’in prediktif ve
prognostik rolii tartisma konusu olmaya devam etmektedir. Mevcut literatiir verileri gore,
PD-L1-pozitif tiimore sahip hastalarda anti-PD-L1 tedavisi uygulamasi sonrasi objektif
cevap oraninin daha yiiksek oldugu fakat genel sagkalim oranlarinda hem PD-L1-pozitif

hem de negatif gruplarin tedaviden fayda gordiigii sonucu rapor edilmektedir.

PD-L1’in prognostik rolii daha dnce ¢esitli kanserlerde arastirilmistir ve mesane
kanserindeki sonuglara benzer sekilde PD-L1’in yiiksek ekspresyonunun negatif bir
prognostik parametre olabilecegi sonucu desteklenmektedir. Zhao vd. (2018) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, toplam 2005 Hodgkin disi lenfoma hastasinda yiiksek PD-L1
ekspresyonunun kotii prognoz ile iliskili oldugu bildirilmistir (Zhao vd., 2018). Li vd.
(2018), 1.843 hepatoseliiler karsinoma hastasinda PD-L1’in genel sagkalim ve hastaliksiz
sagkalim icin prognostik roliinii aragtirmis ve yiiksek PD-L1 ekspresyonunun daha kisa
sagkalim ve daha kotii hastaliksiz sagkalim ile iliskilendirmistir (Li vd., 2018). 993
pankreas kanserli hastay1 iceren bagka bir ¢alismada ise, yiikksek PD-L1 ekspresyonunun
kisa genel sagkalim ile iliskili oldugu, PD-L1’in pankreas kanseri i¢in hem potansiyel bir
prognostik biyobelirteg hem de pankreas kanseri hastalarinda tedavide immiinoterapiyi

onerecek klinisyenlere yardimei olabilecegi bildirilmistir (Hu vd., 2019).

Bu tez ¢alismasinda tonsil kontrol ve mesane kanseri doku kesitlerinde PD-L1 ve
PD-1 antikorlart i¢in immiinohistokimyasal inceleme optimize edilmeye calisildi.
Calismada literatiirde daha once ¢esitli ¢alismalarda rapor edilen primer antikor PD-L1
SP142 klonu kullanild1 (Halse vd., 2018; Kozuma vd., 2018; Chen vd., 2019; Zajac vd.,
2019). Ancak, yapilan denemeler non-spesifik boyanmalar ile sonuglandi ve
immiinohistokimyasal degerlendirme yapilamadi. Bu durumunun FFPE doku bloklarinin
kontrol tonsil dokusu da dahil olmak iizere 2-4 yil siire ile depolanmis olmasindan dolay1
ya da kullanilan antikor kaynakli olabilecegi diisliniilmektedir. Uluslararast Akciger
Kanseri Arastirmalart Dernegi 100'den az tiimor hiicresi iceren veya 3 yildan eski doku
bloklarmin PD-L1 testi i¢in kullanilmamasini onermektedir. Bu Onermeyi dogrulayan
Gagné vd. (2019) tarafindan yapilan calismada, Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanserinde
1249 hasta ait numune Ozelliklerinin PD-L1 {iizerindeki etkisi arastirilmistir. Calismada

arastirilan numune 6zellikleri: Canli tiimor hiicrelerinin sayisini (1-100 hiicre veya >100
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hiicre), numune tipini (hiicre blogu, biyopsi veya cerrahi rezeksiyon) ve FFPE blok yasini
icermektedir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda 100'den az tiimor hiicresi igeren veya 3
yildan eski parafin doku 6rneklerinin PD-L1 ekspresyon seviyesinin oldugundan az tahmin
edilmesine yol agabilecegi gosterilmistir (Gagné vd., 2019). Akciger kanserinde bir
biyobelirteg olarak PD-L1'in tiimér infiltre edici lenfositlerde ve tiimér hiicrelerinde THK
degerlendirmesine iliskin Giunchi vd. (2018) tarafindan yapilan metodolojik ¢alismada,
IHK boyamasini tiimér histolojisi, derecesi ve doku bloklarmin yasi ile karsilastirilmstir.
Calismada daha eski parafin bloklarinda tiimor hiicrelerinde PD-L1 IHK ekspresyonunun
azaldig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte, parafine gomiilii akciger kanseri dokularinda
PD-L1'in IHK degerlendirmesinin uygulanabilir oldugu ancak 1 yildan daha uzun siireli
doku bloklarinin degerlendirilmesinde dikkatli olunmasi gerektigi sonucuna varilmistir
(Giunchi vd., 2018). Bunun yaninda immiinohistokimyasal PD-L1 uygulamasi i¢in antikor
baglanma bolgelerinin  haritalanmasini  analiz eden bir ¢alismada, mevcut [HK
calismamizda kullandigimiz SP142 antikor klonu ile ticari olarak erisime agik alternatif
klon SP263 antikoru kiyaslanmis ve her ikisinin de PD-L1’in ekstrem C-terminusunda
sitoplazmik domainde ayni epitopa baglanmasina ragmen, farkli baglanma profillerine
sahip oldugu belirtilmistir. SP142 klonunun immiinohistokimyasal boyamada 6nemli
derecede uyumsuz sonuglar olusturdugu fakat bunun yaninda tiimor heterojenitesi gibi

faktorlerinde katkisinin gézardr edilmemesi gerektigi vurgulanmistir (Lawson vd., 2020).

PD-L1/PD-1 immiin kontrol noktalarmin tiimér hiicrelerinin immiin sistemden
kacisinda onemli rol oynadigi, mesane kanseri de dahil cesitli malignitelerde genellikle
PD-L1’in yiiksek seviyede eksprese edildigi ve yiiksek PD-L1 ekspresyonuna sahip
mesane kanseri hastalarinin kotii prognoz gosterdigi literatiirde c¢esitli caligmalar ile
gosterilmistir. Bununla birlikte PD-L1’in ¢esitli kanser tiirlerindeki ekspresyonunun farkli
olmasindan dolayi her bir hastalik i¢in ayr1 degerlendirilmesi gerektiginden ve az sayidaki
bazi calismalarda PD-L1 ve PD-1 ekspresyonu ile prognoz arasinda net bir iliski
gosterilememistir. Literatiirde bu konu ile ilgili ¢eliskili sonuglarin varlig1 bu alanda daha

fazla g¢aligma yapilmasi i¢in 6nemli bir gerek¢e sunmaktadir.

Sonug olarak, tlimor hiicrelerinin immiin sistemden kagigsinda 6nemli rol oynayan
PD-L1/PD-1’in bir¢ok kanserde eksprese edildigi ve ekspresyon durumunun prognoz ile
iligkisi hakkinda literatiirde farkli sonuclarin oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, PD-

L1 ve PD-1 ekspresyonlari ile ilgili yapilan ¢alismalarda: Orneklenen organ ve toplama
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yontemindeki (TUR-BT, sistektomi, nefroiireterektomi gibi) ¢esitlilik, FFPE dokularinin
yas1, materyale (formalin-fikse parafin blogu ve donmus doku) bagh degisiklikler, farkli
PD-1 ve PD-L1 antikorlarinin kullanimi1 ve ekspresyon pozitifligi oranlarindaki farkliliklar
vb. nedenler literatiirdeki caligmalar1 dogrudan karsilastirmay1 zorlastirmaktadir. Sonug
olarak, mevcut calismada elde edilen veriler dogrultusunda mesane kanserinde qRT-PCR
yontemi ile belirlenen PD-L1 ekspresyonunun tek basina prognostik bir biyobelirte¢ olarak
giiclii olmadig: fakat yiiksek tiimor derecesine sahip orneklerde tespit edilen artmig PD-L1
ekspresyonunun tedavi yonlendirici 6zellik tasimasi nedeniyle etkili bir prediktif belirleyici

olabilecegi gosterildi.
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6. SONUC ve ONERILER

1.

Mesane kanseri hastalarina ait parafin doku bloklar1 kullanilarak gerceklestirilen bu
caligmada, yiiksek tiimor derecesine sahip hasta grubunda anlamli seviyede artmis

PD-L1 ekspresyonu (p<0.05) gosterildi.

PD-L1 ekspresyonundaki degisim hastalar tiimor evrelerine gore gruplandiginda
anlamli bulunmadi, bunun temel nedeninin ¢aligma alt grubunda yer alan pT1

evresindeki hasta sayisinin azligi (n=5) oldugu diistiniilmektedir.

Ayrica PD-L1 ekspresyonu verilerinin genel sagkalim ile ilskisi analiz edildiginde

istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilememistir.

Sonuglarimiz literatiirle uyumlu olarak mesane kanserinde PD-L1 ekspresyonunun
prognostik bir biyobelirte¢ olarak tek basina yeterli olmayabilecegi ancak, diger
caligmalarda da bildirildigi gibi PD-L1’in yiiksek ekspresyonunun tiimoriin

agresifligi ve timor derecesi ile giiglii bir iliskili gosterdigini bulunmustur.

Mesane kanserli hastalara ait tiimoér dokularinin biiyiik ¢ogunlugunda tespit
edilebilir seviyede PD-L1 ekspresyonunun varligi, standart tedaviye cevap
vermeyen hastalar igin anti-PD-L1 immiinoterapilerinin alternatif bir tedavi

secenegi olarak onerilmesi konusunda fikir saglayabilir.

Onkoloji alaninda kisiye 6zel hedef tedavi segeneklerinin sunulabildigi gliniimiizde,
siral1 tedavi stratejileri ve ilerlemis veya metastatik mesane kanseri hastalar i¢in
dogru tedavinin segilmesini kolaylastirict ve yonlendirici prediktif biyobelirteclerin

calisilmasi 6nem tagimaktadir.

Calismamizda 6rneklem sayimizin kisitli olmasi ve hasta takip siiresinin daha uzun
olmasi gerekliligi, PD-L1 ekspresyon farkinin timdr evre gruplart arasinda anlamli
bulunmamast ve sagkalim siirelerinin PD-L1 gen ekspresyon verileri ile

analizlerinin istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmamasinin nedeni olabilir.

Literatiirde yer alan farkli sonuglar, ¢ok merkezli ve yiiksek drneklem sayisi ile
gergeklestirilecek caligmalara gereksinim oldugunu ortaya koymaktadir. Genis
kapsamli ¢aligmalarin PD-L1 ve PD-1’ihedefleyen antikor tedavisine uygun hasta
grubunun tanimlanmasia yardimci olarak ayni zamanda literatiirii yonlendirici

olmas1 agisindan 6nemli katkilar sunulabilecegi diistintilmektedir.
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