TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

KAS INVAZiV OLMAYAN BCG REFRAKTER MESANE
KARSINOMLARINDA MiKROSATELLIT INSTABILITESI VE
PD-L1 EKSPRESYONUNUN ARASTIRILMASI

Dr. Fadime Giil SALMAN

TIBBi PATOLOJi ANABILIiM DALI
TIPTA UZMANLIK TEZI

TEZ DANISMANI
Dog¢. Dr. Duygu KANKAYA

Bu tez TUBITAK tarafindan 1195342 proje numarasi ve Ankara Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Koordinatorliigii tarafindan
19H0230001 proje numarasi ile desteklenmistir.

ANKARA
2020



Diizenleme tariliz 24122014

ANKARA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
TEZ SINAVI TUTANAGI

I. UZMANLIK OGRENCISININ
Adi, Soyad : Dr.lfadime Glil SALMAN

Smav tarihi:

Anabilim/Bilim Dali  : Tibbi Patoloji Anabilim Dah

24 { 01/ 2020
Tez Damisman ¢ Dog.Dr.Duypu KANKAYA

1. TEZ iLE iLGiLI BILGILER

Tezin Bashgi: Kas Invaziv Olmayan. BCG Tedavisine Refrakter Mesane Kanserlerinde Mikrosatellit
instabilitesi Ve PD-L1 Ekspresvonunun Arastrimas

Tezin Niteligi: EZ AnaDal Uzmanbk Tezi [ ] Yan Dal Uzmanhk Tezi

' Kagunet tez sinavi oldugu: 1 2 O3

II1. KARAR

Yapalan tez simavi sonuennda yukarda belistilen Lezin “Tipta Uzmanlik Tezi” olarak
X Kabuliine
| |Reddine
[ Diizeltmeler yapildiktan sonra tekrar degerlendirilmesine
X Oy birlifi [ Oy goklugn e karar verilmislic.

IV. ACIKLAMALAR

Prof.Dr,Aylin OKCU ITEPER
Bagkan
T:bh: Patolo’i Anahilim Dah

Prof.Dr.Serpil DIZBAY SAK Dog¢.Dr.Duygu KANKAYA
Yedek Jiiri Uyesi Tez Danismam
Tibki Patolojt Arabilin Dal Libbi Patolujt Anabilim Dal:



ONSOZ

Tezimin tiim asamalarinda destegini ve yardimini esirgemeyen degerli hocam
ve tez danigsmanim Dog. Dr. Duygu KANKAYA’ya, uzmanlik egitimim siiresince
yetismemde katkis1 olan, beni patoloji ailesine kabul eden ve her zaman destek veren
A.U.T.F Tibbi Patoloji Anabilim Dalinda gorevli tim degerli hocalarima ve

uzmanlarima tesekkiir ederim.

Uzmanlik egitimim boyunca ¢alistigim ve asistanligim boyunca hep yanimda
olan uzman ve asistan arkadaglarima tesekkiir ederim. Beni hi¢ yalniz birakmayan,
desteklerini ve yardimlarmi esirgemeyen Seher Yiiksel, Hilal Ozakinci, Hale Kivrak,
Fatma Altuntas Giizel, Sonay Kus Oztiirk, Seda Aktiirk, A. Faruk Arman, Aslithan
Yavas, Elif Ocal, Dilek Koyuncu Yamak, Dilara Akbulut, Merve Tural, Elif Ozgir,
Selim Sevim, Zarifakhanim Gahramanl, Eda Nur Kozan, Ezgi Dicle Kuz ve inga

Adanir’a tesekkiir ederim.

Ayrica tezimin hazirlanmas1 boyunca bana yardimei olan A.U.T.F Patoloji ve
Immiinopatoloji laboratuvar1 ¢alisanlarina; molekiiler patoloji laboratuvarindan Dr.
Yasemin Sahin’e, arsiv materyallerinin elime ulagsmasinda ve c¢alisma ortamimin
saglanmasinda yardimlarini esirgemeyen Yusuf Aslan ve Alahattin Alptekin’e,
kesitleri tarayarak dijital ortama aktarilmasini saglayan Gokhan Ozdogan ve Sarp

Yilmaz’a tesekkiir ederim.

Tiim asistanligim boyunca hep yanimda olan ve hi¢bir zaman yardimlarini
esirgemeyen Patoloji Anabilim Dal1 sekreteri Ozlem Soyalp ve Sorumlu hemsiremiz

Tevhide Coban’a tesekkiir ederim.

Hayatimin her aninda, asistanligim ve tez hazirlama dénemimde hep yanimda

olan, sonsuz sabir ve ilgi gosteren, beni bugiinlere getiren aileme tesekkiir ederim.

Fadime Giil Salman

2020



ICINDEKILER

KABUL VE ONALY sttt bttt ettt enae e be e i
ONSOZ ...ttt bbbttt bbb ii
ICINDEKILER .....ooviitcteieieeeeectete ettt en sttt ettt en st en et iii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINT .....ccooviiiiniiineseeseen v
RESIMLER DIZINT.....ooiiiiiiiiiiiiiiiise s vii
TABLOLAR DIZINT ...couiiiiiiiiiiisce s viii
SEKILLER DIZINI.....coiiiiiiiiieceie ettt iX
L.GIRIS VE AMAC ..ottt s sttt n st 1
2. GENEL BILGILER .....ccooviiiiiiiiiiniitiesise i 4
2.1, GENEI BIGIIET ... 4
2.1.0 ANBLOMI 1.tk 4
2.1.2. Mesanenin Damarlart ve STnirleri.........ccoooviiiieiiiiiiii e 6
N I T = 141 ] )Y/ ] (o] | SRRSO 7
N R 4o o) ISR SUUSSRPR 7
N B 11 (o] o S USSR PPUSRP 7
2.2. Urotelyal Mesane KarsinOmMU...............c..ceurireuersireinssssesnsesssessssssssesssssssssssessssesnen, 9
P O = o 10 (=T 4 1Yo (o [ SRR SPUSTRP 9
2.2.2. ELYOPAIOGBNEZ.....cvveieciiie ettt sttt st re et e et e s ba e et e e b e e nnee e 11
2.2.3. LOKAIIZASYON ...ttt 13
2.2.4. Makroskopik GOTUNUIM........ceeireireieiieiiieee e 14
2.2.5. HISTOPALOIOJI. ...t 14
2.2.6. Immiinohistokimyasal OZelliKIEr..............cccocviveveriiiiirereieieeeeee e 24
2.2.7. MOleKUler OZEIIKIET .......c.cveverevereeerereieieeeteieeeee ettt ettt seseees 24
2.2.8. Histolojik Derecelendirme ..o 26
2.2.9. EVIBIBIME ... 27
2.2.10. Prognoz ile Iliskili Morfolojik FaKtSrler .........cccovvvivevereriiiecrerereieeeeere e 31
2.3. Intravezikal Bacillus Calmette-Guérin (BCG) Tedavisi ...........ccceevererrireerererennnn. 32
2.3.1. Intravezikal Bacillus Calmette-Guérin (BCG) Tedavisi ve BCG
Tedavisine YanitsS1ZIK .......ooouviiiiiiiiii e 32
2.3.2. Intravezikal BCG Tedavisinin Etki MeKanizmas ...........c.ccceeueveuereverererenennne, 33
2.4. Mesanede Inflamatuar MIKIOGEVIE. .........vovivevieieiieieeeee e en st st 34


file:///D:/TEZ%20TASLAK-10.1.2020-1.rtf%23_Toc30707880

2.5, TMMUN KONITOI NOKEAIATT c.vvvevveeveeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeseesesesessseseesseseesseseesssssasessessesees 37

2.6. Mikrosatellit INStAbIliteSi...........viveveriiiecreieieiiieeciete e 42
2.6.1. “Mismatch” Tamir SISEEMI.....ccviiiiiiiiiiiiiini s 42
2.6.2. Mikrosatellit bolgeleri ve INStabilitesi..........cccoveverviecrererererceesieeseee e 44

3. MATERYAL VE METOD ..ottt 48

3.1, OLZU SECIML .ttt 48

3.2. Immiinohistokimyasal BOYAMA .............ccceeeeuerereiiisirerisseississessseie e, 48

3.3. Immiinohistokimyasal Deerlendirme .............cceevcuerrirersrereisieereseeessee e, 49
BL3L L Pl e 49
3.3.2. DNA MMR gen €KSPIrESYONU: ....cuveueiiieieiesie ettt 52

3.4. Mikrosatellit ANAlIZI (MSA) ....oovoiiiiiiie s 53

3.5. Mikrosatellit analizi degerlendirme. ............ccooirveiieiiiiinie e 56

3.6. Istatistiksel DeSerlendirme ............cc.cvcvivercecueriereiiecie e, 57

4. BULGULAR ...ttt 58

4.1. Olgulara Ait Genel BUIQUIAK ..........ccveiieiiiicie s 58

4.2. immiinohistokimyasal BUIGUIAT .............cc.ccevireveiiireisiireieresesee e 61
B.2.0. PD-LL.cc e 61
4.2.2. DNA MMR gen €KSPreSYONU: ......civveieiiieiieeiesiesteesteeeesteeste e e sre e sraenne e, 64

4.3. Mikrosatellit Analiz Bulgulari...........cccccooiiiiiiiiii 66

5. TARTISMA ..ot 67
6. SONUGCLAR ...ttt e 78
OZET ...ttt 83
SUMMARY .ottt 85
KAYNAKLAR L.ttt 87



ADP
ATP
BCG
DNA
DSO
FDA
GSTM1
IFNy
KiS
LAG3
LOH
LPS
MDSC
MLH1
MMR
MSH?2
MSH6
MSA
MSI
MSI-H
MSI-L
MSS
NAT2
NCI

NK

SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

: Adenozin-difosfat

: Adenozin-trifosfat

: Bacillus Calmette-Guérin
: Deoksiribo Niikleik Asit

: Diinya Saglik Orgiitii
: Food and Drug Administration
: Glutatyon S-transferaz mul

- Interferon y

: Karsinoma In Situ

: Lenfosit aktive edici 3
: Loss of heterozygosity
. Lipopolisakkarit

: “Myeloid-derived suppressor cells”

: MutL homolog 1
: “Mismatch” onarim genleri
: MutS homolog 2

: MutS homolog 6

: Mikrosatellit Analizi

: Mikrosatellit Instabilitesi

: Yiiksek Mikrosatellit Instabilitesi

: Diisiik Mikrosatellit Instabilitesi

: Mikrosatellit Stabil

: N-asetiltransferaz 2
: American “National Cancer Institute”

: “Natural killer”



PCNA
PCR
PD-1
PD-L1
PMS2
TAM
TH
TiiH
TiL
TNF-a
TO
TS

TUR

. “Proliferating cell nuclear antigen’

b

. “Polymerase Chain Reaction”

: “Programmed death - 1”

: “Programmed death ligand - 1”

: “Postmeiotic segregation 2”

: “Tumor associated macrophage”
- Tiimor hiicresi

: Tiimor iliskili inflamatuar hiicre

: Tiimor infiltre eden lenfosit

: Tiimor nekroz faktorii-o

: Tedavi Oncesi

: Tedavi Sonrasi

: Transiiretral rezeksiyon

Vi



RESIMLER DIiZiNi

Resim 1: Erkekte mesaneye ait frontal KeSit. ...........ccooceviiiiiiiiiiiice e, 4
Resim 2: Erkek ve kadindaki mesane arka duvar iliskileri . .........ccccooeiiniiniiinine, 6
Resim 3: Tam kat mesane dUVAIT .........coooveiiiiiieiii e 9
Resim 4: Normal GrotelyUmi........c.ceiiuiiiiieiiiieiiic e 9
Resim 5: Mesane TUmorii MaKroSKOPISi .......covveiviieiiieniiiiciicicse e 14
Resim 6: Urotelyal Karsinoma In SitU.........cccccoveueiiiiiiceiecieeeeeseeve e 15
Resim 7: Infiltratif Urotelyal Karsinom ............oeeveueiiirereriserenesesssesessssesssss s 16
Resim 8: A-Diisiik Dereceli Urotelyal Karsinom, B-Yiiksek Dereceli Urotelyal
KAISTNOM.....ciiieciee ettt 27
Resim 9: Mesane Kanseri T eVICIEMESI...........cociiiiiiiiiiiciiiiee e 28
Resim 10: TIIH Oranimin Belirlenmesi..........cocveveieiiiiecereierieieceeeseeeseee e 50
Resim 11: TIIH’de Yiiksek PD-L1 ifadesi (Z%25) c.cvovvverererieieeereiereieecceeieeseeeseesevennes 51
Resim 12: TIIH de Diisiik PD-L1 Ifadesi (S%25) ...ccevieririreriieeieeeeeeisseiesese s 51

Resim 13:Tiimor hiicrelerinde PD-L1 ile membrandz boyanma ve diisiik PD-L1
ITAAEST (SUD2D) ...ttt et sre e te e te e nraas 51
Resim 14: DNA MMR Proteinlerinin (MSH2, MLH1, MSH6 ve PMS2)

Ekspresyonun Degerlendirilmesi.........cccvoiiiiiiiiciieniceeec e 52

Resim 15: MSA ile 5 poli-A mononiikleotid mikrosatellit bolgesinin

degerlendirilmesi. . ....ouuii e

.56

vii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1: AJCC-8’e gére Mesane Karsinomu I¢in Primer Tiimér Siniflamasi (T) .......... 29
Tablo 2: AJCC-8’e gore Mesane Karsinomu I¢in Bélgesel Lenf Nodiilii Siniflamas:

[ SRRSO 30
Tablo 3: AJCC-8’e gore Mesane Karsinomu I¢in Uzak Metastaz Siniflamasi (M) ........ 30
Tablo 4: AJCC-8 Prognostik Evre Gruplari........ccccccvvveviiiiiiieni e 31
Tablo 5: Calismamizda kullanilan immiinohistokimyasal antikorlar .............cccccceevnenne. 49
Tablo 6: PCR i¢in kullanilan kimyasallar ve miktarlart ...........ccoccoovveviniiiiniiicieeee 55
Tablo 7: Olgularm Klinikopatolojik OZeIlKIET ...........cccevevirereiireiricreiiiresssse s 58

Tablo 8: Gruplara gére TIiHde PD-L1 boyanma yiizdeleri ve TIIH oranindan

bagimsiz degerlendirmede PD-L1 boyanma yiizdelerinin en diisiik, median ve en

VUKSEK AEGETIRTT ... vttt 61
Tablo 9: TIIH Gruplarinin ve TIIH PD-L1 Boyanma Oranlarma Gére Dagilmlar ........ 62
Tablo 10: BCG Refrakter Grupta BCG Tedavisi Oncesi ve Sonrast Biyopsilerde

TiiH’de Yiiksek/Diisiik PD-L1 Ifadesi Dagilimi........c..c..coovveieriuerieeeiereneeieseeeseens 63
Tablo 11: Gruplara gore en diisiik, median ve en yiiksek PMS2, MLH1, MSH2,

MSH6 boyanma OTanlari............ceeiiiiiiiieiiiii e 64

Tablo 12: Urotelyal Karsinomada PD-L1 ifadesini Arastiran Onceki Calismalarimn

Tablo 13: Mesane Urotelyal Karsinomu ve Mikrosatellit Analizi (MSA)

CalisMAlarinIn OZEt .......cveveveveeeeeeeieieieee ettt ettt ettt aeeees 77

viii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1: Tiirkiye’de En Sik Gériilen Ilk 10 Kanser Tiiriiniin Cinsiyete Gore Insidans,

(100.000’de, Diinya Standart Niifusu), 2018 .....c.ccooiiiiiiiiiiieie e 10
Sekil 2: Tiirkiye'de En Sik Goriilen Ilk 10 Kanser Tiirii Insidansmin Uluslararasi

Karsilastirmasi (100.000 Diinya Standart Niifusu) 2018........cccccovviiiiriiiiiniiieiiinens 10
Sekil 3: PD-L1 ve Hiicre I¢i Sinyal YOIaKIart ........ccccocovevveueuerireeceeieeeseeeeeeeeseseseeenas 40
Sekil 4: E. Coli’deki DNA MMR SIStEIM ......coiuvieriiiiiieiiieiiiesiie st 43

Sekil 5: BCG Refrakter Grup TO (Tedavi Oncesi), TS (Tedavi Sonras1)
Biyopsilerinde ve BCG Tedavisine Yanit Veren Grupta T Evre Dagilimi .............. 60
Sekil 6: Tedavi 6ncesi biyopsilerde yiizeyel ve derin 1. propria invazyonu gosteren
vakalarda BCG tedavi yanitinin karsilastirtlmast ........cccovceeiiiiciinniiesienice e 60

Sekil 7: Tiimore eslik eden karsinoma in situ (KiS) durumu ile TilH orani arasindaki

iligki ... ... A ... . T TR 61
Sekil 8: Noninvaziv (Ta) ve invaziv (T1) grupta TIIH’de PD-L1 ifadesi iliskisi............ 63
Sekil 9:DNA MMR Protein Ekspresyonunda Parsiyel Kayip Bulunduran Olgularin

(1:24) DAGIIIMI ...ttt 64

Sekil 10: DNA MMR proteinlerinde parsiyel kayip bulunan ve bulunmayan
gruplarda BCG tedavi yanitinin dagilimi...........cccooviiiniiiiciece e 65
Sekil 11: BCG Refrakter Grup ve BCG lIyi Yanit Veren Grup Arasinda PMS2 (%) ve
SKOT dAGIIIMIL 1 66






1.GIRIS VE AMAC

Mesane kanserleri diinya genelinde kanser siralamasinda 7. sirada
gelmektedir (1). Biiyiik kismini (%70-80) kas invaziv olmayan (Evre Ta, Tis, T1)
yiizeyel iirotelyal karsinomalar olusturur ve tedavilerinde tiimdr rekiirrensi veya daha

ileri evre tiimore progresyonu engelleyecek konservatif yaklagimlar uygulanir (2, 3).

Yiiksek dereceli kas invaziv olmayan tlimdrlerde transtiretral rezeksiyon
(TUR) sonrast intravezikal Bacillus Calmette-Guérin (BCG) uygulamasi altin
standart tedavi yaklasimidir. Ancak hastalarin %30-45’inde BCG tedavisi basarisiz
olmakta, rekiirrens veya progresyon gelismektedir. BCG tedavisinin basarisiz oldugu
bu hastalarin tedavisi 6nemli bir problem olarak ortaya ¢ikmakta, konservatif yeni
tedavi arayislarina ihtiyag duyulmaktadir (2). Yeni kanser immiinoterapisi, kimerik
antijen reseptorii T hiicresi, bispesifik antikorlar ve immiin kontrol noktasi
inhibitorleri dahil olmak {izere, en umut verici kanser tedavi stratejisi olarak

giindemde yer almaktadir.

PD-1 (Programmed death), aktif T hiicrelerinin yiizeyinde ifade edilen bir
transmembran proteinidir. PD1’in PD-L1 (B7-H1 veya CD274) ve PD-L2 olmak
tizere iki temel ligand1 mevcuttur. Antijen sunan hiicreler ve timor hiicrelerinde ifade
edilen PD-L1’in PD-1’e baglanmasi sonucunda, T hiicre reseptor aracilikli immiin
sistem ve CD8 pozitif T lenfositlerin proliferasyonu baskilanir. Bu mekanizma
fizyolojik sartlar altinda doku hasarmma yol acacak asir1 immiin reaksiyondan ve
otoimmiiniteden korunmay1 saglamaktadir. Malignite durumunda ise tiimor hiicreleri
immiin sistemden kagabilmek i¢in PD-L1 ifade ederler (4). Bu bilgiden yola
cikilarak gelistirilen immiin kontrol noktasi inhibitorleri, PD-1 ve PD-L1 etkilesimini

inhibe ederek tiimore karsi gelisen T hiicre yanitinin yeniden aktiflesmesini saglar
(5).

Mesane kanserlerinde standart olarak BCG tedavisinin kullanilmasi, bu
kanser tipinde immiinoterapinin 6neminin altim ¢izmektedir. Intravezikal BCG
uygulanmasi sonucunda, g¢esitli sitokinlerin salinmasi sonucunda inflamasyon
meydana gelir. Bu nonspesifik inflamasyona ek olarak spesifik immiin cevap da

antitiimor etkisinde rol oynar ve BCG tedavisinin antitiimor etkisi, CD4 ve CDS§
1



pozitif T hiicre aktivasyonuna baglidir. Bu nedenle immiin kontrol noktasi
regiilasyonuna bagl olarak gergeklesen T hiicre baskilanmasinin, BCG tedavisinin

etkisini azaltan faktorlerden biri olabilecegi hipotezi akla gelmektedir (6, 7).

Mikrosatellitler, insan genomu boyunca kodlanan ve kodlanmayan gen
bolgeleri arasinda serpistirilmis sekilde dagilim gosteren, 1-6 baz arasinda, 60-100
kez tekrar eden, ¢ift olarak ayni uzunlukta olan DNA dizileridir. DNA replikasyonu
sirasinda mikrosatellit allellerinin insersiyon veya delesyon ile uzunlugu
degisebilmekte, ortaya c¢ikan hatalar normal kosullarda DNA “mismatch” onarim
genleri (MMR) tarafindan diizeltilmektedir. DNA “mismatch” onarim sisteminde
defekt olmasi sonucunda kodlanan genin ekzonunda olusan tekrarlayan niikleotid
dizileri tamir edilememekte ve mikrosatellit instabilitesi (MSI) gelismektedir. DNA
“mismatch” onarim sisteminin MSH2/MSH6 ve PMS2/MLH1 olmak iizere 2 temel
heterodimeri bulunmaktadir. Lynch sendromlu hastalarda MMR genlerinden birinde
germline mutasyonu bulunmaktadir. Sporadik olan olgularda ise en sik olarak MLH1
promoter bolgesinde biallelik metilasyon; her iki allelin susturulmasma ve MSI
gelisimine neden olur. MSI kanserler mikrosatellit stabil kanserlere gére 100-1000

kat daha fazla artmis “missense” mutasyonlar ile iliskilidir (8).

Birgok kanser tipinde, DNA mismatch onarim sistemindeki defekt sonucuna
ortaya ¢ikan mikrosatellit instabilitesi durumunda immiin kontrol noktasin1 hedef
alan tedavinin daha etkili oldugu anlasilmistir ve bu iliski mikrosatellit
instabilitesinin  tiimorii  infiltre eden lenfositlerde artisa yol agmasiyla
aciklanmaktadir (8). Mikrosatellit instabilitesi saptanan tiimorlerde immiin kontrol
nokta inhibitér tedavisi uygulanmasi1 “Food and Drug Administration (FDA)”
tarafindan da onaylanmis bir tedavi yaklagimidir (9). Bu tedavi yontemi ilerlemis
tirotelyal karsinoma i¢in yakin donemde tedavi secenegi haline gelmistir. Ancak kas
invaziv olmayan mesane kanserlerinde, 6zellikle de BCG refrakter olgular 6zelinde,
immiin kontrol nokta inhibitor tedavisi ve mikrosatellit instabilite durumunu arastiran
az sayida calisma bulunmaktadir. Intravezikal BCG tedavisinin yiizeyel mesane
kanserlerindeki basarisi ve mesane kanserlerinde immiindisfonksiyon tanimlanmis
olmasi, diger immunoterapi yaklagimlarinin da tedavide basar1 saglama olasiligin

akla getirmektedir (10).



Calismamiz, kas invaziv olmayan mesane kanserlerinin BCG tedavisine
yanitsizliginda, MSI/MMR defekti ve PD-L1 aracili immiin kacis mekanizmalarinin
rollinii birlikte arastiran, bunlarin birbiri ile iliskisini inceleyen ilk c¢alisma
ozelligindedir. “MSI / DNA MMR defekti’ni arastirirken, literatiirde onerildigi
sekilde immiinohistokimya ve mikrosatellit analiz yontemlerinin birlikte kullanilmis
olmasi, mesane kanserleri iizerinde yapilmis diger ¢aligmalardan farkli olarak MLH-
1, MSH-2, PMS2 ve MSH6 proteinlerinin hepsini igeren bir panel ile

immiinohistokimyanin planlanmasi ¢alismamizi 6ne ¢ikartan 6zelliklerdir.

BCG tedavisi yanitsizliginda PD-1/PD-L1 aracili immiin sistemden kagis
mekanizmasi roliiniin arastirtlmast ve MSI durumu ile BCG yanitt iliskisi
incelenerek, immiin kontrol nokta inhibitdrlerinin BCG direncgli olgularda tedavi
secenegi olarak glindeme gelme olasiliginin  degerlendirilmesi ile  MSI
aragtirilmasinda  immiinohistokimya ve  mikrosatellit analiz  yontemlerinin
sonuclarinin  karsilastirilmast  ve daha kolay ve ucuz bir yontem olan
imminohistokimyanin ~ MSI-H  vakalarin  saptanmasinda  belirleyiciliginin

degerlendirilmesi ¢alismanin amaclari arasinda yer almaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Genel Bilgiler

2.1.1. Anatomi

Mesane (vesicae urinaria), alt tiriner sistemde yer alan, baslica gorevi idrari
biriktirmek ve bosaltmak olan, i¢i bosluklu muskuler bir organdir. Mesanenin sekli
ve pozisyonu i¢indeki idrar miktarina gore degisiklik gosterir. Bosken, symphysis
pubis’in arkasinda, pelvis boslugunun tabaninda, retroperitoneal konumda yer
alirken; dolu oldugunda st boliimii karin bosluguna girer ve palpe edilebilir konuma
gelir. Erkeklerde rektumun Oniinde, prostatin iizerinde, kadinlarda ise uterus ve

vaginanin 6niinde yerlesimlidir (resim 1) (11).

Resim 1: Erkekte mesaneye ait frontal kesit.Netter Insan Anatomi Atlasi 5.
Baski

Bos olan mesane tesbit edilerek incelendiginde, tepesi 6nde ve biraz yukarida,
taban1 arkada ve asagida olan bir piramit seklinde oldugu goriiliir. Bu durumdaki
mesanenin tepesi (apex vesicae), taban (fundus vesicae), iist ve yan-alt yiizleri

bulunur (11).

Apex vesicae, symphysis pubicanin hemen yukarisinda karin 6n duvarina

dogru uzanir. Apex’ten umbilikusa kadar uzanan baga lig.umbilicale medianum denir
(12).



Fundus vesicae, piramide benzetilen mesanenin taban kismi olup, arka ve
asagiya dogru bakar. Erkeklerde rektum ile komsudur ve aralarinda fascia
rectovesicalis, vesicula seminalis ve duktus deferensin son boliimii olan ampulla
duktus deferentis bulunur. Kadinlarda ise vaginanin iist, uterusun da alt boliimleriyle
komsudur (resim 2). Erkeklerde, fundus vesicae ile rektum arasinda excavatio
rectovesicalis denilen, kadinlarda ise fundus vesicae ile vagina arasinda excavatio
vesicouterina denilen periton ¢ikmazi vardir. Mesane kanserlerinin biiyiik kismi
posterior duvardan gelistigi ve komsu organlara invaze olabildigi i¢in bu posterior

anatomik iliski klinik agidan oldukga 6nemlidir (12).

Apex ve fundus arasinda kalan, mesanenin en biiyiik béliimiine corpus vesicae

olarak isimlendirilir (11).

Yan kenarlar arkada {iireterlerden baslar ve 6nde mesanenin tepesine kadar
uzanir. Ust yiizii 6rten periton bu kenardan pelvisin yan duvarina geger. Bdylece
mesanenin yan kenari ile pelvis yan duvari arasinda fossa paravesicalis denilen

cukurluk olusur. (11).

Erkeklerde mesanenin {ist yiizii tamamiyle peritonla kapliyken, kadinlarda arka
tarafta kalan kiiciik bir boliim peritonsuzdur. Peritonla kapli olan kismin biiyiik

boliimii uterus, On tarafta kalan kiigiik bolimii ise ince barsaklarla komsudur (11).

Yan-alt yliz, peritonla kapli degildir, 6n ve arka olmak iizere iki boliime ayrilir.
On kisim, symphysis pubica ile komsudur. Symphysis pubica ve mesane arasinda
gevsek yag-bag dokusu ve venodz pleksus bulunduran spatium prevesicale (Retzius
araligl) denilen bir aralik vardir. Arka boliim prostatin taban kismi iizerine oturur

(11).

Mesane, yaklasik 350-500 cm? s1vi1 ile normal doluluk durumuna gelerek oval
bir sekil alir. Dolu mesanede, arka-iist, 6n-alt, yan ylizler, taban ve tepe kisimlari
goriiliir. Arka-iist yiizii peritonla ortiiliidiir. On-alt yiizii peritonsuzdur ve pubisin
arka yiizii ile komsudur. Pubisin yukarisinda kalan kismi da dogrudan karin 6n

duvarinin arka yiizii ile komsuluk yapar (11).

Trigonum vesicae (Lieutaud iliggeni), mesanenin tabaninda yer alan ve arka

mesane boynuna uzanan kompleks bir anatomik yapidir. Ureterler, mesanenin igine
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trigonun proksimal ve lateral yiiziinden oblik sekilde girerler. Bu bolgedeki
mukozanin altinda yatan kas, intramural ireter ve detrusor kasinin longitudinal
tabakasmin diiz kasmin bir kombinasyonundan olusur. Intramural fiireter,
fibromiiskiiler bir kilifla (Waldeyer'in kilifi) ¢evrilidir (13). Trigonumda submukoza

yoktur, bu nedenle mukozada plika bulunmaz ve her zaman diiz olarak goriiliir (11).

Mesane boynu, posterior ve infero-lateral duvarlarin birleserek iiretraya
acildigi mesanenin en distal kismidir. Mesane boynu, trigonal kas sistemi, detrusor
kas sistemi ve iiretral kas sisteminin birlesiminden meydana gelir. internal sfinkter,
biiyiik oranda detrusor kasin orta sirkiiler katmanindan olusur ve genellikle mesane

boynunda yerlesir (13).

M. detrusor vesicae; mesanenin yapisindaki diiz kasin adidir. Kasin bazi lifleri,
erkeklerde prostatin kapsiiliine, kadinlarda ise vaginanin 6n duvarina tutunur. Diger

lifleri de rektum 6n duvarina yapisir.

Resim 2: Erkek ve kadindaki mesane arka duvar iliskileri (12).

2.1.2. Mesanenin Damarlari ve Sinirleri

Mesane, a. iliaca internadan gelen vezikal arterler tarafindan beslenir. Mesane
venlerinin olusturdugu plexus venosus vesicalis, v. iliaca internaya agilir. Mesanenin

lenf damarlari, nodi iliaci externi ve interniye gider (14).

Plexus hypogastricus inferiordan gelen dallar, plexus vesicalis denilen bir sinir
pleksusu olusturur. Pleksusa, parasempatikler S2-4’ten, sempatikler ise T11-L2

segmentlerinden gelir (15).



2.1.3. Embriyoloji

Mesane, 4-7. gestasyonel haftalar arasinda, allantoisin devamliligindaki
tirogenital siniisiin iist bolimiinden gelisir. Ancak mesane i¢ yliziinde goriilen
trigonum vesicae, mezonefrik kanallarin kaudal ug¢larindan olusur. Mesane epiteli,

tirogenital siniisiin endoderminden, kas ve bag dokusu ise mezodermden gelisir (12).

Embriyolojik gelisim sirasinda, allantois, gobek ucundan mesanenin apeksine
(kubbe) uzanan urakus seklinde, kalin, epitelle kapli bir tiip olusturarak geriler.
Dogumdan kisa bir siire 6nce ya da sonrasinda urakus, basit fibr6z kord halini alir ve

bu fibréz kord median umblikal ligaman olarak isimlendirilir (12).

2.1.4. Fizyoloji

Mesanenin temel goérevi idrarin biriktirilmesi ve bosaltilmasidir. Bu siireg
otonom sinir sistemin innervasyonu ile diizenlenir. Parasempatikler, detrusor kasa
kontraksiyon yaptirir, internal sfinkteri inhibe eder, boylece miksiyon gergeklesir.
Sempatik uyari, detrusor kasi inhibe edip, internal sfinkteri uyararak idrarin iiretraya

gecmesini Onler (16).

Trigonum vesicae’nin oldugu, mesane tabani boliimiindeki kas tabakasinin
innervasyonu da sempatiktir ve bu tabakanin kontraksiyonu fiireter orifislerini

kapatarak kontinensi saglar (12).

Mesanenin yetigkinlerdeki kapasitesi 500-600 ml’ye ulasabilmektedir.
Genellikle idrar birikimi 150 ml oldugunda miksiyon hissi baglar ve mesane
duvarindaki gerilme agriya neden olur (17). Miksiyonun medulla spinalis merkezi
S2-4’tiir. Miksiyon, ponsun iist boliimiinde yer alan ve Barrington merkezi olarak da
isimlendirilen otonom merkez tarafindan diizenlenir. Bu bolgenin uyarilmasi sonucu

mesane kontraksiyonu ve miksiyon gergeklesir (14).

2.1.5. Histoloji

Kaliksler, renal pelvis, iireter ve mesanenin histolojik yapisi aymdir.
Ureterlerin duvar1 mesaneye dogru yaklastikca kalinlasir. Mesane duvarmm en ig

tabakasint  “lirotelyum” olarak isimlendirilen epitelyal ylizey olusturur.



Urotelyumdan sonra igten disa dogru lamina propria, muskularis propria ve

adventisya (seroza) tabakalar1 yer alir (resim 3) (13).

Urotelyum, mesanenin distansiyon derecesine gore kalmligi 3-7 hiicre sirasi
arasinda degisen ¢ok katli bir epitel tipidir. Urotelyumun en yiizeyel kisminda, tek
sira seklinde, bliylik ve eliptik sekilli, genis eozinofilik sitoplazmali, siklikla
biniikleasyon gosterebilen veya belirgin niikleole sahip “semsiye” hiicreleri bulunur.
Semsiye hiicreleri immiinohistokimyasal olarak CK20 ve iiroplakin ifade ederler
(resim 4). Intermediate iirotelyal hiicreler, glikojenden zengin amfofilik sitoplazmali,
ince graniiler kromatine sahip oval niikleuslu, algak kolumnar-kiibik hiicre
ozelligindedir. Bazal iirotelyal hiicreler ise daha silendirik goriinlime sahip, mesane
gerildikce diizlesebilen, bir kismi niikleer c¢entik iceren hiicreler 6zelligindedir ve

bazal lamina tizerinde yerlesim gosterirler (13, 16).

Lamina propria, bazal membran ve muskularis propria arasinda bulunan,
fibrovaskiiler bag dokudan olusan kompakt bir tabakadir ve ince, inkomplet diiz kas
fibrillerinden olusan muskularis mukozay1 da igerir. Orta-bliyiik boyutlu, kalin
duvarli damar yapilar1 da lamina propriaya ait 6zelliklerdendir ve bu damarlar

genellikle muskularis mukozaya ait kas fibrillerine yakin yerlesimlidir (13, 16).

Muskularis propria, i¢ ve dis longitudinal tabaka ile orta sirkiiler tabaka olmak
lizere 3 tabakadan olusur. Kas lifleri horizontal ve vertikal yerlesimli, kompakt ve
devamlilik gosteren lifler seklindedir. Bu kas tabakalari arasinda matiir yag doku
goriilebilir. Adventisya, mesaneyi en distan kaplayan bag doku tabakasidir. Sadece
kubbe ve 6n duvarda mesane periton ile devamlilik gosterir ve bu kisimlarda

serozaya sahiptir (12, 16).

Histolojik tabakalar iirotelyal karsinomlara sahip hastalarin evrelemesi, tedavi
secimi ve sagkalim siiresinin tahmini i¢in hem patolojik hem de klinik olarak

kullanilmaktadir. Bu nedenle mikroskopik olarak dogru ayirt edilmesi onemlidir
(13).



Resim 4: Normal tirotelyum (16)

2.2. Urotelyal Mesane Karsinomu

2.2.1. Epidemiyoloji

Tirkiye’de 2017 yili verilerine gore neoplaziler, 6liim nedenlerinin en sik
ikinci nedeni olup tiim Sliimlerin %19,5’ini (erkeklerde %23,2; kadinlarda %15,1)
olusturmaktadir. Mesane kanserleri diinya genelinde kanser siralamasinda 7. sirada
gelmektedir, erkeklerde en sik goriilen 4. kanser tiiriidiir ve tiim kanserlerin %8,1’ini
olusturmaktadir (1, 18). Mesane kanseri insidansi cografi bolgeler arasinda farklilik
gostermektedir. Standart-yas-insidans1 karsilastirildiginda, gelismis iilkelerde, az

gelismis tilkelere gore 3 kat daha sik goriilmektedir (19).



2015 yili verilerine gore iilkemizde mesane kanseri goriilme insidansi
erkeklerde ve kadinlarda sirasiyla 100.000 de 20,2 ve 3,1 olarak saptanmistir (18).
Tiim diinyada mesane kanseri insidans1 ve mortalitesi erkeklerde kadinlara oranla 3-4

kat daha sik olup, bu oran iilkemizde 8 kata kadar ¢ikmaktadir (2, 18).

Mesane karsinomu tanisi alan hastalarin median yasi 65-70 yastir (20).
Beklenen yasam siiresinin artmasityla da mesane kanserlerinin goriilme sikliginin

yakin gelecekte 2 katina ¢ikacagi diistiniilmektedir (19).

En sik goriilen mesane kanseri, mesane kanserlerinin %80-90’1n1 olusturan
tirotelyal karsinomlardir. Skuamoz hiicreli karsinom ve adenokarsinom daha az

siklikta gortiliir (15).

Meme NN 156
Prostat a7
Trakea, Brons, Akciger |70,6 X
Kolorektal 274 . 16
Tiroid 5,7 I 224
Mide 17,6 .
Mesane 22,9 _JEXT
Uterus Korpusu 112
Qver A
Lsemi &5 NN 57
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Sekil 1: Tiirkiye’de En Sik Gériilen Ilk 10 Kanser Tiiriiniin Cinsiyete Gore
Insidansi, (100.000°de, Diinya Standart Niifusu), 2018 (18)
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Sekil 2: Tiirkiye'de En Sik Gériilen ilk 10 Kanser Tiirii insidansinin
Uluslararasi Karsilagtirmasi (100.000 Diinya Standart Niifusu) 2018 (18)
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2.2.2. Etyopatogenez

2.2.2.1. Kalitsal kanser sendromlari ve genetik yatkinhklar

Lynch sendromu, otozomal dominant kalitilan, DNA mismatch tamir
genlerindeki hasar nedeniyle ortaya ¢ikan bir sendromdur. Endometrial, ince barsak,
mide, over, hepatobilier, beyin, deri ve iriner sistem tiimdrleri gibi kolon dist
tiimdrler de siklikla goriiliir. Lynch sendromlu hastalarda iist iiriner sistem neoplazi
goriilme siklig1 yiliksek oranlarda bildirilirken, mesane karsinomlarinda artmis risk

oldugunu destekleyen yeni veriler de giindeme gelmektedir (20).

Fletcher ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada, kemoterapi ya da yiiksek doz
radyoterapi almamig, 144 adet Herediter retinoblastom hastasinin 5’inde mesane
karsinomu gelistigi saptanmig, bu durum germline Rb mutasyonu ile iliskili
bulunmustur (21). Baz1 kaynaklarda bu grup hastalarda mesane karsinomu goriilme
insidansinin ~ fazla olmasi, radyoterapi ve/veya siklofosfamid tedavisine
baglanmaktadir (20).

Mesane kanseri Costello sendromunun bir komponenti olarak da bulunabilir.

Bu hastalarda, ¢ocukluk ¢aginda papiller tirotelyal karsinom goriilebilir (22).

Birinci derece akrabasinda mesane kanseri olan kisilerde, mesane kanseri
gelisme riski 2 kat fazladir (23).

Yavas asetilator N-asetiltransferaz 2 (NAT2) varyantlar1 ve Glutatyon S-
transferaz mul (GSTM1)-null genotipi gibi detoksifikasyonda rol alan enzimlerle
ilgili genetik faktorlerin irotelyal mesane kanseri igin risk faktorii oldugu
kesfedilmistir. Bu enzimlerdeki farklilik direkt olarak tirotelyal karsinom gelisimine
neden olmamaktadir. Ancak, karsinojen maddelere maruziyet acisindan ek bir risk

Olusturarak iirotelyal karsinom gelisimine katki saglamaktadir (23).

2.2.2.2. Cevresel faktorler ve mesleki maruziyet

Ust ve alt iiriner sistem karsinogenezisinde cevresel faktdrler onemli rol
oynamaktadir. Hava yolu ya da sindirim sistemi araciliiyla viicuda giren genis bir

kimyasal ajan ¢esitliligi mevcuttur.
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Sigara kullanimi en iyi bilinen risk faktorlerinden birisidir. Sigara kullanan
kisilerde, kullanmayanlara gore 3 kat daha sik mesane kanseri goriilmektedir (24).
Kanser gelisme riski sigara kullaniminin miktar1 ve siiresi ile korelasyon gdsterirken,
birakilmas1 halinde de risk azalmaktadir. Hollanda’da yapilan prospektif bir
calisgmada mesane kanseri vakalarinin kadinlarda %23’#, erkeklerde ise %50’si
sigara ile iligkili bulunmustur (25). Sigara kullanimimin etkileri viicutta metabolize
edilen aromatik aminlerin (2-naftilamin ve 4-aminobifenil) ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlarn da dahil oldugu bir¢ok kimyasal maddenin DNA {izerindeki etkileri
ile iliskilidir (26).

Cocukluk ve erigkinlik doneminde sigara dumanina maruz kalan kadinlarda
tirotelyal mesane kanser insidansini arastiran bir calismada, bu kisilerde mesane
karsinomu gelisimi ile sigara dumanina maruziyet arasinda anlamli olarak iligki
oldugu gosterilmistir. Sigara dumanina cevresel maruziyetin etkisi kadinlarda
erkeklere gore daha gii¢lii, hi¢ sigara igmemis kadinlarda ise en gii¢lii oranda

bulunmustur (27).

Cesitli epidemiyolojik ¢alismalarda, baz1 meslek gruplarinda gesitli aromatik
aminlere maruziyet (soforlerde egzoz dumani1 ve boyacilarda boya maddeleri gibi)
sonucu mesane kanseri gelisme riskinde artig bildirilmistir. Sigara kullanimin bu

kimyasal maddelerin karsinogenezis etkisini daha da arttig1 gosterilmistir (28).

I¢me sularinda ve toprakta arsenik bulunmasi mesane karsinomu agisindan
risk faktorleri arasinda yer almaktadir. 300pg/L nin {izerindeki arsenik miktarinin
mesane kanser gelisimi ile gii¢lii bir iliskisi bulundugu gosterilmistir (29). Sigara
kullanan kisiler arasinda 1ise sinerjistik etkinin goOstergesi olarak diisiik
konsantrasyonlardaki arsenik miktar1 bile mesane kanseri gelisim riski ile iliskili
bulunmustur (30). Igme suyunun klorlanmasi ve trihalometan seviyesi de ilgili

kanserojenlerin bir kaynagi olarak goriilmektedir (23).

2.2.2.3. Enfeksiyonlar

Her ne kadar mekanizmasi tam olarak bilinmese de kronik idrar yollar
enfeksiyonu, uzun siireli liriner katater kullanimi ve mesanede tas oykiisii, mesane

kanserinde artmus risk ile iligkilidir. Afrika ve Orta dogu iilkelerinde sik goriilen bir
12



parazit olan Schistosoma haematobium ile enfekte olan hastalarda skuamdoz hiicreli

karsinom gelisme riski artmaktadir (31).

2.2.2.4. Ilaclar

Kanser veya otoimmiin hastalik nedeniyle siklofosfomid kullanan kisilerde
mesane kanseri gelisme riski 4-9 kat artmaktadir. Kanser gelisme riski kullanilan doz

ve siire ile korelasyon gostermektedir (32).

Fenasetin iceren analjeziklerin uzun siireli kullaniminin st iriner sistem
tirotelyal karsinom gelisimi ile giiglii bir iliskisi bulunmaktadir. Fakat fenasetinin
yerini baska analjeziklerin almasi sonucunda bu ila¢g ile iligkili mesane

karsinomlarinin oraninda azalma mevcuttur (33).

2.2.2.5. Radyasyon

Prostat veya uterin serviks karsinomun tedavisi i¢in radyoterapi goéren
hastalarda pelvik radyasyonun mutajenik etkisi nedeniyle hem iirotelyal karsinom

hem de skuamoz hiicreli karsinom gelisme riskinde artig saptanmistir (34).

2.2.2.6. Gelisimsel anomaliler

Konjenital ekstrofi vezika hastalari, erken rekonstriiktif cerrahi uygulansa
dahi adenokarsinom, skuaméz hiicreli karsinom ve {irotelyal karsinom gelisme

riskine sahiptir (35).

2.2.3. Lokalizasyon

Urotelyal karsinomlarin %90’dan fazlasi mesaneden gelisir. Senkron ya da
metakron multifokalite iirotelyal karsinomada olduk¢a siktir. Multifokal tiimorler
benzer histolojide olabilecegi gibi farkli goriiniime de sahip olabilirler (16). Mesane
timorleri mesanenin herhangi bir yerinde yerlesim gosterebilir. Stephenson ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, mesane irotelyal karsinomlarinin %37.1’inin
yan duvar, %17.9’unun arka duvar, %12.6’sinin trigon, %11.1’inin boyun kismu,
%9.8’inin ireter orifisi, %7.7’inin kubbe ve %3.8’inin 6n duvar yerlesimli oldugu

saptanmistir (36). Papiller tirotelyal karsinom en sik mesanenin arka ve yan
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duvarlarinda yerlesim gostermekle birlikte iirotelyal mukozanin bulundugu tim

yiizeylerde goriilebilir (20).

2.2.4. Makroskopik Goriiniim

Infiltratif {irotelyal karsinomlarm biiyiikk kismi polipoid, sesil ya da
tilseroinfiltratif 6zelliktedir. Papiller arkitektiir bazen goriilebilir. Eslik eden
karsinoma in situ ise, eritematoz alanlarin varligi ile tanimabilir. Papiller iirotelyal
karsinomlarda lezyonlar ekzofitik ozelliktedir (resim 5). Yiiksek dereceli papiller

tirotelyal karsinomlar daha hiperemik olma egilimindedir (20).

Resim 5: Mesane Tiimorii Makroskopisi

2.2.5. Histopatoloji

2.2.5.1. Karsinoma in Situ

Urotelyal karsinoma in situ, biiyiik, pleomorfik, hiperkromatik niikleuslu, bir veya
birden cok niikleol igeren, orta-genis sitoplazmali, belirgin atipik goriiniimde
hiicrelerden olusan flat bir lezyondur (resim 6). Karsinoma in situ hiicreleri bazen
niikleositoplazmik oram1 artmis, kiigiik hiicreler o6zelliginde olabilir. Hiicre
polaritesinde kayip ve hiicresel kalabaliklagma bulunur. Mitoz genellikle coktur,
siklikla atipik formdadir ve epitelin iist yarisinda izlenir, ancak bulunmasi sart
degildir. Lamina propria genellikle 6demli, inflame ve konjesyone goriiniimdedir.
Neoplastik hiicrelerin tam kat epiteli isgal etmesi tani i¢in sart degildir. izole malign

hiicrelerin pagetoid yayilimi1 karsinoma in situ tanisi i¢in yeterlidir (16, 20).
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Karsinoma in situya eslik eden mikroinvazyon nadir olmayan bir bulgudur.
Karsinoma in situnun diisiik dereceli displaziden ayriminda morfolojik bulgular
dikkate alinmalidir (20). ,
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Resim 6: Urotelyal Karsinoma In Situ

2.2.5.2. Infiltratif Urotelyal Karsinom

Infiltratif iirotelyal karsinom, cok genis bir yapisal paterne sahiptir. Tiimor,
yuvalanmalar, trabekiiller, kordonlar meydana getirebilir ya da tek hiicre seklinde
infiltrasyon olusturabilir. Siklikla birbiri ile i¢ ice ge¢mis paternler goriiliir. Infiltratif
kordonlar ya da tek hiicre seklinde infiltrasyon alanlarmi daha c¢ok bulunduran

tiimorlerin kot sonuglara sahip oldugunu gosteren yayinlar mevcuttur (20).

Her ne kadar iirotelyal karsinomlarin biiytik kismi ytliksek dereceli tiimorler olsa
da, diislik-yiliksek dereceli iirotelyal karsinomlar arasinda anlamli sonug farkliliklar:

oldugu i¢in raporlama sirasinda tlimoriin derecesinin belirtilmesi 6nerilmektedir (20).

Karakteristik olarak belirgin pleomorfizm gosteren, diizensiz kontiirli,
hiperkromatik niikelusa sahip timor hiicrelerinden olusur (resim 7). Mitoz artmistir
ve atipik mitoz da izlenir. Sitoplazma genellikle orta-genis 6zelliktedir ve bazen bu
skuamoid goriinlim gergek bir skuamoz diferansiyasyon ile karisabilir. H-E boyali
kesitlerde sitoplazmik miisin secilemez, ancak yiiksek dereceli tiimorlerin yaklagik
%60 kadarinda histokimyasal miisin boyalar1 ile miisin varlig1 gosterilebilir. Fakat bu
miisin varliginin gosterilmesi tek basina glandiiler diferansiyasyon demek igin yeterli
degildir. Ayrica sitoplazmada glikojen birikimine bagl olarak seffaflasma goriilebilir
(20).
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Infiltratif iirotelyal karsinomda hemen her zaman stromal bir reaksiyon
goriiliir. Desmoplazi, diffiiz infiltratif tirotelyal karsinom vakalarinda goriilebilse de
tirotelyal karsinomda nadir bir bulgudur. Selliller myofibroblastik proliferasyon
sarkomatoid karsinomadan ayirt edilmelidir. Reaktif stromada, miksoid degisiklikler
goriilebilir ve miksoid degisiklikler baskin oldugunda miksoid sarkomatoid
komponent ayirici tanist gerekir. Retraksiyon artefakti en sik lamina proprianin erken
invazyonunda goriliir. (20). Baz1 invaziv karsinomlarda lenfoplazmasitik inflamatuar
cevapta artig goriilebilir. Bu konuda bilgiler sinirlt olsa da, artmis inflamatuar cevaba

sahip tiimorlerin daha iyi prognoza sahip oldugu bildirilmistir (37).

Infiltratif iirotelyal karsinomlarda skuamo6z diferansiyasyon, glandiiler

diferansiyasyon, trofoblastik diferansiyasyon goriilebilir (20).

Resim 7: Infiltratif Urotelyal Karsinom

1. Skuaméz Diferansiyasyon

Skuamoz diferansiyasyon, interselliiler kopriilesme ve/veya Keratinizasyon
varlig1 ile karakterli, invaziv karsinomlarin %40 kadarinda goriilen en sik farkh
diferansiyasyon tipidir. Goriilme siklig1 derece ve evre arttikga artar (16, 20). HPV
enfeksiyonu ile iliskisi gosterilmemistir. Biyopsi ya da TUR materyalinde skuamoz
diferansiyasyonun goriilmesi, lokal ileri hastalik ile iligkili bulunmustur. Ancak,

sistektomi materyalinde kanser spesifik kotii sagkalim ile iliskili degildir (20). Birkag
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yayinda Skuamoz diferansiyasyonun radyoterapi ve kemoterapi etkisini azalttigi

sonucuna varilmistir (38-40).

Son zamanlardaki gen dizileme calismalar1 sonucunda bazal/skuaméz benzeri,
luminal ve P53 benzeri karsinoma olmak iizere {iirotelyal karsinomun 3 alt tipi
tanimlanmistir. Bazal subtip artmis kanser spesifik sagkalim ve kemoterapiye kotii
yantt ile iligkilendirilmigtir. Bazal subtip, skuaméz ya da skuamoid morfolojiye

sahip, CK5/6 pozitif, ancak CK20 negatif olarak tanimlanmustir (20).
2. Glandiiler Diferansiyasyon

Glandiiler diferansiyasyon tiimérde gergek gland yapisinin bulunmasi olarak
tammlanmustir. Invaziv iirotelyal karsinomlarin %18 kadarinda goriiliir. En sik
enterik goriiniimde glandiiler yapilar seklinde goriiliir. Miisindz adenokarsinoma,
tagh yliziik hiicresi de goriilebilir. Psddoglandiiler bosluklardan ayirt edilmesi
gerekir. Immiinohistokimyasal olarak enterik ifade paterni kazandiklar1 icin CDX2
ve CK20 pozitiftir. Baz1 vakalarda P63 ve GATA3 gibi lirotelyal belirteclerde kayip
olabilir. Glandiiler diferansiyasyonun prognostik 6nemi belirsizdir (20). Birkag
calismada glandiiler diferansiyasyon gosteren tiimorlerin daha ileri evrede tani
aldiklari, ancak ayni evredeki hastalarla karsilastirildiginda kotii prognostik etkisinin

bulunmadig1 gosterilmistir (41, 42).
3. Trofoblastik Diferansiyasyon

Trofoblastik diferansiyasyonun H-E boyali kesitlerde taninmasi oldukga
nadirdir. Sinsityotrofoblastik dev hiicrelere benzeyen tiimor dev hiicreleri sayesinde
taninabilir. Morfolojik olarak trofoblastik diferansiyasyon bulgusu gostermeyen
vakalarin %35’inde immiinohistokimyasal olarak BHCG pozitifligi saptanir. BHCG

pozitifliginin yiiksek derece ve ileri evre ile korelasyon gosterdigi bildirilmistir (20).

INFILTRATIF UROTELYAL KARSINOM VARYANTLARI:
1. Nested Urotelyal Karsinom

Nested iirotelyal karsinom, sitolojik olarak benign goériiniime sahip bir iirotelyal

karsinom varyantidir. Sistektomi materyallerinde iirotelyal karsinomlarin %0.8-
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2.4’Uni olusturur. En sik mesanede goriiliir. Nadir olarak renal pelvis ve iireterde de
goriilebilir. Tipik olarak, tirotelyumun altinda, kalabalik, kiigiik yuvalarin diizensiz
bir sekilde ¢ogalmasi ile karakterizedir (13, 20). Varyasyonlari, tiibiiller, mikrokistik
alanlar ve genis yuvalar bulundurur. Lezyonun tabaninda tiimor-stroma arasinda
diizensiz bir smirlanma bulunur. Niikleusta ¢ok belirgin bir atipi goriilmez. Bazen
timor tabaninda sitolojik atipi goriilebilir. Stroma tipik olarak miksoid 6zelliktedir.
Klasik iirotelyal karsinoma eslik edebilir. Ancak saf formu daha sik goriiliir.
Nefrojenik adenoma ve von Brunn adaciklari en onemli ayirici tanilarindandir.
Biiyiik nested karsinoma, inverted biliylime paterni gdsteren non-invaziv iirotelyal
karsinomadan ayirt edilmelidir (20). Klasik iirotelyal karsinomaya gore lokal ileri
hastalik ve lenf nodu tutulum oranlar1 daha yiiksektir (13). Ancak ayni evreye sahip
hastalarla karsilagtirildiklarinda prognoz agisindan farklilik yoktur (20).

2. Mikrokistik Urotelyal Karsinom

Mikrokistik iirotelyal karsinom kismen benign goriinen, ancak ileri evrelerde
tan1 alan bir irotelyal karsinom tipidir. Bazi kaynaklarda mikrokistik iirotelyal
karsinom tanist verebilmek i¢in bu komponentin en az %25 oraninda bulunmasi
gerektigi One siirilmektedir (15). Sistitis sistitikaya olduk¢a benzer bir goriiniime
sahiptir. Benign veya ince, diizlesmis goriiniime sahip epitelle doseli, yuvarlak-oval
mikrokistlerle (1-2 mm boyutlu) karakterizedir. Mikrokistlerin limeni genellikle
eozinofilik sekret ya da nekrotik selliiler debri ile doludur. Stromal yanit genellikle
bulunmaz. Bu varyantta muskularis propria infiltrasyonu siktir (20). Sistitis
sistikadan, daginik dagilim gdstermesi, daha diizensiz adalardan olusturmas: ve kas

invazyonu ile ayirt edilebilir (13).

3. Mikropapiller Urotelyal Karsinom

Mikropapiller irotelyal karsinom, irotelyal karsinomlarin %0.6-2.2 kadarini
olusturmaktadir. Erkeklerde kadinlara oranla 3 kat daha siktir ve en sik 6. dekatta
goriiliir. Mikropapiller karsinoma,etrafinda bosluk bulunduran, vaskiiler kor
icermeyen kiigiik hiicre adalart seklinde izlenir (20). Hiicrelerin niikleusu periferde

yerlesimlidir ve atipik gdriiniime sahiptirler. Immiinohistokimyasal olarak MUCI
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boyasi ile bu hiicrelerin niikleus oryantasyonu gosterilebilir (16). Yiiksek dereceli
olarak kabul edilirler. Niikleusu iten ve halka goriiniimiine yol agan sitoplazmik
vakuoller oldukea tipiktir. Lenfovaskiiler invazyon siktir, karsinoma in situ vakalarin
%50’sinde goriiliir. Genellikle diger {iirotelyal karsinomalarla birlikte goriiliir ve
mikropapiller karsinom demek ic¢in bir esik deger belirlenmemistir. Ancak
bulundugu orandan bagimsiz olarak mikropapiller komponentin  varligi
bildirilmelidir (13, 20). Her2 amplifikasyonu ya da overekspresyonu diger iirotelyal
karsinomalara gore daha siktir (16, 20). Bu varyant artmis mortalite riski ile

iligkilidir ve patolojik evre hastalik spesifik sagkalim i¢in dnemli bir belirtegtir (20).
4. Lenfoepitelyoma Benzeri Urotelyal Karsinoma

Nazofarenksin lenfoepitelyoma benzeri karsinomasi ile benzer morfolojiye
sahiptir. Erkeklerde daha siktir ve ortalama 69 yas (44-90 yas) civarinda goriiliir.
Lenfoepitelyoma benzeri iirotelyal karsinom, biiyiik pleomorfik niikleuslu, belirgin
niikleolld, belirsiz sitoplazmik sinirlara sahip, sinsityal goriiniimde andiferansiye
hiicrelerin olusturdugu, adalar, tabakalar ve kordonlardan meydana gelir. Zeminde T
ve B lenfositler, plazma hiicreleri, histiyositler, nétrofil ve eozinofil l6kositlerle
karisik belirgin lenfoid infiltrasyon bulunur. Tek basina ya da baska bir iirotelyal
karsinom varyant1 ile goriilebilir. Bag boyun bolgesinde goriilen esleniginin aksine
mesanede EBV iliskisi bildirilmemistir (20). Saf formlar1 kemoterapiye daha iyi
yanit verirler. Saf formlarinda ya da baskin komponent olarak bulunduklarinda
kismen daha 1yi bir prognoza sahiptirler. Ancak diger {irotelyal karsinomlarla birlikte
fokal olarak bulunduklarinda ayni evreye sahip hastalar arasinda prognostik agidan

anlaml bir fark bulunmamaktadir (16).
5. Plazmasitoid Urotelyal Karsinoma

Plazma hiicreleri ve/veya monositlere benzeyen hiicrelerden olusan, oldukca
nadir bir varyanttir. Epidemiyolojik 0&zellikleri klasik iirotelyal karsinomaya
benzerdir. Sistoskopide, mesane mukozasi siklikla 6dematéz goriinlimdedir ve
yiizeyde bir lezyon genelde goriilmez. Bu tiimorler, miksoid veya gevsek bir stroma
igerisinde, diskoheziv, seffaf ya da eozinofilik sitoplazmali, kiiciik niikleol

bulunduran, santral ya da ekzantrik yerlesimli, hiperkromatik niikleusa sahip
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hiicrelerden meydana gelirler. Vakalarin %50’sinde eslik eden yiiksek dereceli

tirotelyal karsinoma komponenti bulunur (20).

Plazmasitoid morfolojiye ek olarak tasli yiiziik hiicre gériiniimiine yol acan
sitoplazmik vakuollii hiicreler de goriilebilir. Tash yiiziik hiicreli miisinéz
adenokarsinomun aksine bu hiicreler ekstraselliiler miisin ile iligkisizdir. Diger
tirotelyal karsinomalardan farkli olarak bu tiimorlerin biiylik cogunlugunda E-

cadherinin membran6z ekspresyonunda kayip goriiliir (16, 20).

Biiyiik kismui ileri evrede tani alir. Peritoneal yayilim ve sistektomi materyalinde
pozitif cerrahi siir agisindan yiiksek risk faktoriidiir. Klasik iirotelyal karsinomlara

gore rekiirrens ve 6liim oranlari daha yiiksektir (20).
6. Dev Hiicreli Urotelyal Karsinom

Genellikle klasik iirotelyal karsinomaya eslik eden, olduk¢a nadir ve agresif bir
varyanttir. Pleomorfik dev hiicreli karsinom komponenti, akcigerde goriilen dev
hiicreli karsinoma benzer sekilde bizaar, pleomorfik tiimér dev hiicrelerinden
olusmaktadir. Tipik veya atipik mitoz, muskularis propria invazyonu, genis nekroz
oldukca siktir. Trofoblastik diferansiyasyondan ya da osteoklast benzeri dev

hiicrelerden ayirmak gerekir. Prognoz genellikle kotiidiir (16, 20).

7. Lipitten Zengin Urotelyal Karsinom

Lipitten zengin iirotelyal karsinoma, bir veya birden fazla sitoplazmik vakuol
iceren lipoblast benzeri biyiik hiicrelerle karakterizedir. Literatiirde 37 vaka
bildirilmistir. Lipitten zengin morfoloji genelde tiimoriin %10-50 kadarmi
olusturacak sekilde diger iirotelyal karsinoma komponentleri ile goriiliir. Genelllikle

ileri evrede tani alir (13, 20).
8. Seffaf Hiicreli (Glikojenden Zengin) Urotelyal Karsinom

Seffaf hiicreli (glikojenden zengin) iirotelyal karsinoma, seffaf goriiniime
sahip, glikojenden zengin sitoplazma bulunduran hiicrelerden meydana gelir.
Literatiirde 25 kadar vaka bildirilmistir. Siklikla karsinoma in situ veya papiller

komponent veya infiltratif {irotelyal karsinom ile iligkilidir. Sitoplazmik polisakkarid
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komponent periodik asit- Schiff (PAS) boyasi ile pozitif boyanirken diastaz ile
kaybolur. Klasik tirotelyal karsinom belirteglerini ifade ederler. Cok nadir gorildigi

icin prognostik dnemi net degildir (13, 20).
9. Sarkomatoid Urotelyal Karsinom

Sarkomatoid karsinoma iirotelyal karsinomlarin %0,6 kadarini olusturmaktadir.
Radyasyon ve siklofosfamid tedavisi tipik risk faktorleridir. Makroskopik olarak
bliyiik polipoid ve infiltratif siirl, kavitasyon, nekroz ve hemoraji igeren Kkitle

ozelligindedir.

Mikroskopik olarak, klasik {irotelyal karsinom, skuamdz, glandiiler veya kiigiik
hiicre komponenti ile karigik olabilir. Sarkomatoid komponent, yiiksek dereceli igsi
veya pleomorfik hiicrelerden olusur. Osteosarkom, kondrosarkom, rabdomyosarkom,
leiomyosarkom, liposarkom ve anjiosarkom gibi heterolog komponentler eslik
edebilir. Heterolog eleman varlig1 mutlaka raporda belirtilmelidir. Heterolog eleman
varhigmin daha koti prognozla iliskili olduguna dair sl bir bilgi vardir.
Sarkomatoid komponent en azindan fokal sitokeratin pozitiftir. P63 ve GATA3 ifade
edebilirler. Ayirici tanida, tedavi sonrasi igsi hiicreli nodiil, psédosarkomatdz
stromaya sahip tirotelyal karsinoma, inflamatuar myofibroblastik tiimor ve primer

sarkom yer alir. Sistektomiden sonra 5 yillik sagkalim oran1 %20°dir (13, 16, 20).
10. Az Diferansiye Tiimorler

Az diferansiye tlimorler, kiigiik hiicreli andiferansiye karsinoma, sarkomatoid
karsinoma, dev hiicreli karsinoma ve andiferansiye karsinoma gibi tiimorlerin karisik
bir sekilde morfolojisine sahip tiimdr spektrumunu olusturmaktadir. Osteoklast
benzeri dev hiicrelerden zengin alt tipinde, kemigin dev hiicreli tiimoriine benzer
sekilde belirgin osteoklastik reaksiyon bulunur. Epitelyal belirteglerle pozitif
boyanan mononiikleer hiicreler ve multinlikleer osteoklastik dev hiicrelerden
meydana gelir. Biitiin az diferansiye karsinomlar diger iirotelyal karsinomlar ile
iliskili olarak goriilebilir. Birkag vaka bildirilmis, bunlarda da sonuglar koti

bulunmustur (20).
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2.2.5.2. Papiller Urotelyal Neoplaziler

2.2.5.2.1. Papillom

Normal sitolojiye sahip, seliiler siralanmasi korunmus, normal kalinliktaki
epitellerle doseli basit papiller dallanma gosteren bir neoplazidir. Semsiye hiicre
tabakasi siklikla belirgindir, niikleer multilobiilasyon, niikleomegali ve sitoplazmik
vakuolizasyon gosterirler. Immiinohistokimya ¢alisiimasi tam igin gerekli degildir,
ancak CK20 boyasi ile semsiye hiicrelerinin pozitif, diger hiicrelerin negatif oldugu

gosterilebilir (15, 20).

2.2.5.2.2. inverted Urotelyal Papillom

Anastomozlasan kordonlar ve genellikle uniform kalinlikta trabekiiller meydana
getiren, yiizeyden baslayarak lamina propriaya dogru invajinasyon gosteren bir
tiimdrdiir. Tlmoriin iistiindeki iirotelyum normal, ateniie ya da hiperplastik olabilir.
Ekzofitik papiller organizasyon yoktur veya minimal olabilir. Lezyonun taban
kisminda lezyon ile stroma arasinda diizglin bir sinirlanma bulunur. Kordon ve
trabekiillerin periferindeki hiicreler daha koyu renklidir. Santralinde, kordonlara

paralel akar goriiniimde, igsi sekilli hiicreler bulunur (15, 20).

Tiimor epitel kalinligr 5-10 hiicre arasinda degisir. Daha kalin epitel varligi
ya da sitolojik atipi bulundurmayan hiicrelerden olusan nodiiler ya da solid biiyiime
paterninin bulunmast diisiik malignite potansiyelli inverted papiller iirotelyal
neoplaziyi veya inverted biiylime paterni gosteren {lrotelyal karsinomay1
diistindiirmelidir. Niikleer atipi, irregiiler niikleol varligi, ekspansil biiylime paterni

ve artmis mitoz inverted tirotelyal karsinom lehine bulgulardir (20).

2.2.5.2.3. Diisiik Malignite Potansiyeline Sahip Papiller Urotelyal Neoplazi

Kiiclik bliyiitmede, normal epitelden daha kalin ve/veya daha selliiler
papiller yapilar goriiliir. Bu bulgu disinda baska yapisal anormallik yoktur, polarite
kayb1 izlenmez. Sitolojik olarak monoton bir goriiniim hakimdir. Niikleus hafif
biiyiimiis olabilir ve niikleer centiklenme goriilebilir. Niikleol yoktur veya cok

belirsizdir. Diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinomada goriilen dagilmis
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hiperkromatik niikleus ozellikleri izlenmez. Mitoz son derece nadirdir ve bazal

tabakada sinirhidir (13, 20).

2.2.5.2.4. Non-invaziv Papiller Urotelyal Karsinom

Non-invaziv papiller iirotelyal karsinoma degisik kalinliklarda neoplastik
trotelyum ile doseli ince fibrovaskiiler kora sahip karsinomalar olarak
tanimlanmaktadir. Nikleus sekil, boyut ve kromatin degisiklikleri sitolojik
anormallikleri; hiicrelerin birbirleri ve bazal membranla olan iligkilerindeki

bozulmalar da yapisal anormallikleri olusturmaktadir (20).

2.2.5.2.4.1. Diisiik Dereceli Papiller Urotelyal Karsinom

Diisiik dereceli papiller tirotelyal karsinomalar yaygin dallanmalar gosteren
ince papiller yapilardan olusur. Kiigiik biiyiitmede siralanmada belirgin bir bozulma
dikkati ¢cekmezken, orta biiyiitmede polarite kaybi, hafif niikleer diizensizlik ve

pleomorfizm izlenir. Mitoz goriilebilir, ancak atipik mitoz beklenmez (13, 20).

2.2.5.2.4.2. Yiiksek Dereceli Papiller Urotelyal Karsinom

Yiiksek dereceli lezyonlarda papillalar birleserek daha solid ekzofitik bir
gorliiniime sahip olabilir. Niikleer boyut farkliliklari, irregiiler ve pleomorfik
niikleuslar kiiciik biiylitmeden dahi fark edilebilir. Belirgin niikleol ve artmis mitoz
tipiktir. Urotelyum kalinhigi degiskenlik gosterebilir, baz1 vakalarda belirgin niikleer
anaplazi bulunabilir (13, 20).

2.2.5.2.4.3. inverted Biiyiime Paterni Gosteren Papiller Urotelyal

Karsinom

Bazi {irotelyal tiimorlerde endofitik/inverted biiyiime paterni baskindir. Bu
timorler dallanan, farkli genisliklerde, anastomozlasan kordon yapilar1 ile
karakterizedir. Stroma-epitel arasi smirlanma diizgiindiir. Sitolojik ve yapisal
ozellikler diisiik ve yliksek dereceli papiller iirotelyal karsinomlar ile benzerdir.

Stromal invazyon ve muskularis propria invazyonu beklenmez (20).
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2.2.6. iImmiinohistokimyasal Ozellikler

CD44, CK20 ve P53, flat iirotelyal lezyonlarda atipiyi degerlendirmek i¢in
ginliik rutinde en sik kullanilan immiinohistokimyasal belirteglerdir. Normalde
tirotelyumda CD44 ile tam kat, CK20 ile semsiye hiicrelerinde boyanma izlenir. P53
ile yaygin ve kuvvetli niikleer pozitiflik beklenmez. Reaktif atipi durumlarinda
normal tirotelyal epitele benzer immiinohistokimyasal boyanma izlenir. Karsinoma
in situ durumunda ise CD44, tamamen negatif olabilir ya da sadece bazal tabakada
pozitif olabilir, CK20 ile neoplastik hiicrelerde tam kat yaygin boyanma goézlenir ve
P53 ifadesinde artig bulunur (13).

Uroplakin, iirotelyal diferansiyasyon i¢in en spesifik immiinohistokimyasal
belirte¢ olarak diisiiniilmektedir, fakat sensitivitesi olduke¢a diisiiktiir. GATA3 sik
kullanilan diger bir belirtectir ve iirotelyal karsinomlarin %67-90’inda pozitiftir.
Urotelyal karsinomlarin neredeyse %100’ii CK7, %67 kadar1 CK20 ve yaklasik
%50-62 kadart hem CK7 hem de CK20 ifade ederler (20). Papiller iirotelyal
karsinomalar GATA3, CK20, p63, CK5/6 ve yiiksek molekiil agirlikli sitokeratinler

ile pozitiftir, ancak derecelendirmede immiinohistokimyanin rolii yoktur (20, 43).

Evreleme i¢in 6nemli olan muskularis propria invazyonunu degerlendirmede
zorlanilan durumlarda desmin ve genis spektrumlu sitokeratin igeren bir panel kas

invazyonunu aydinlatmak i¢in kullanilabilir (43).

2.2.7. Molekiiler Ozellikler

Mesane karsinomu temel olarak FGFR3/RAS yolag: (kas invaziv olmayan
papiller karsinom) ya da TP53/RB1 yolag:i (kas invaziv non-papiller karsinom)
tizerinden gelisir. Kromozom 9 delesyonu tirotelyal displazi ve hiperplazi gelisimine

yol agar (19, 44).

Deney faresi modellerinde diisiik seviyelerdeki Hras mutasyonu sonucunda flat
ya da papiller iirotelyal hiperplastik lezyonlar gelistigi, yiiksek seviyelerdeki Hras
mutasyonunun kas invaziv olmayan {irotelyal karsinom gelismesine yol actig
saptanmistir. Benzer sekilde insanlarda da kas invaziv olmayan iirotelyal
karsinomlarin 6nciil lezyonlar flat ya da papiller iirotelyal hiperplastik lezyonlardir

(19).
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FGFR3/RAS yolagi, iirotelyal hiperplaziden invaziv olmayan papiller
timorlere ilerleyiste rol alir. Disiik dereceli-Ta karsinomlarda siklikla
PIK3CA/STAG2 mutasyonu bulunur (19, 44). Diisiik dereceli-Ta karsinomlardan,
yiiksek dereceli-Ta timorler gelisebilir ve CDKNZ2A inaktivasyonu sonucu T1
karsinomaya ilerleme gergeklesir (44).

Deney fareleri lizerinde yapilan ¢aligmalarda, kas invaziv tlirotelyal karsinomun
gelisiminde P53, PTEN, Rb gibi tiimor siipresor genlerden bir veya birden fazlasinin
inaktivasyonunun gerektigi gosterilmistir.  Deney faresi modellerinde izlenen
tiimdrler flat {irotelyal displazi ve karsinoma in situ zemininde gelistigi saptanmistir.
Yine benzer sekilde insanlarda da iirotelyal displazi ve karsinoma in situnun kas
invaziv irotelyal karsinoma gelisiminde yiiksek risk faktorii oldugu gosterilmistir

(19).

TP53/RB1 yolagi, displazi ve karsinoma in situ aracilifi ile invaziv timor
gelisimine yol agmaktadir. P53 mutasyonu siklikla {irotelyal displazi gelisimi
sirasinda ortaya c¢ikarken, RB1 kaybi genellikle tirotelyal hiperplaziden karsinoma in

situya geciste goriliir (44).

HER2 amplifikasyonu ve mutasyonu mikropapiller varyantta diger iirotelyal
karsinomlara gore daha sik goriiliir. FGFR3 mutasyonu kas invaziv olmayanlara gore
daha az siklikta olmakla birlikte, %40’lara varan oranda kas invaziv karsinomlarda
da bulunur (19).

Epigenetik degisiklikler agisindan da kas invaziv grup ve kas invaziv olmayan
grup arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Kas invaziv olmayan mesane
karsinomlarinda non-CPG adalarinda hipometilasyon, kas invaziv mesane

karsinomlarinda promoter bolgelerinde hipermetilasyon goriiliir (19).

2017 yilinda TCGA, mRNA dizileme analizine dayanan kas invaziv iirotelyal
karsinomalarm 3 ana alt tipini (Luminal (%60), Bazal-Skuaméz (%35), Noronal
(%5)) tanimlamistir: Luminal alt tipin iginde, Luminal-papiller, Luminal-infiltre,
Luminal olmak tizere 3 alt grup yer alir. Bu alt tip luminal A meme kanserine benzer
ozelliklere sahiptir ve iirotelyal belirtecleri (GATA3, FOXAL) ifade eder. Luminal

papiller alt grup, papiller morfolojiye sahiptir ve FGFR3 mutasyonu bulundurur.
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Bazal-skuamoz alt tip, kok hiicre belirtecleri ifade eder, bazal benzeri meme kanseri
ve skuamoz hiicreli karsinomaya benzer. Luminal-infiltre ve bazal/skuaméz alt
tiplerinin, PD-1 ve PD-L1 ifade ettikleri i¢in immiin kontrol noktasi inhibitor

tedavilerinden fayda gorebilecegi bildirilmistir (44) .

2.2.8. Histolojik Derecelendirme

Invaziv olmayan mesane kanserlerinde, &zellikle de papiller neoplazilerde
histolojik  derecelendirme  biiyiilk &nem tasgimaktadir. Infiltratif ~iirotelyal
karsinomlarin %95 kadar1 yliksek dereceli iken, sadece kiigiik bir kismi diisiik
dereceli ve lamina propriada smirlidir (20). Invaziv olmayan tiimérler papiller ve flat
olmak iizere 2 kategoride incelenir. Karsinoma in situ tanimsal olarak yiiksek

dereceli kabul edilir ve tanimi1 geregi papiller yap1 igermemesi beklenir.

Flat lezyonlarda goriilen atipi, reaktif atipiden, maligniteye bagl atipiye kadar
degisiklik gosterebilir. Benzer sekilde papiller lezyonlar da reaktif papiller
proliferasyon, papillom, diisik malignite potansiyeline sahip papiller iirotelyal
proliferasyon, diisiik ve yiiksek dereceli papiller tirotelyal karsinom gibi genis bir
tan1 yelpazesine sahiptir. Gelistirilmeye calisilan bircok derecelendirme sistemine
ragmen histolojik derecelendirmede gozlemciler arasi farklilik oldukca yiiksektir

(45).

Urotelyal karsinomlarin histolojik derecelendirilmesinde giiniimiizde Diinya
Saglik Orgiitii (DSO) 2016 tarafindan kullanilmas: 6nerilen sistem, diisiik ve yiiksek

dereceli olmak iizere ikili derecelendirme sistemidir (20, 46).

Diisiik dereceli papiller irotelyal karsinomlar niikleer pleomorfizm ya da
niikleomegali gostermeyen, uniform hiicrelerden olusur. Epitelde polarite kaybi
bulunur. Mitoz oldukg¢a nadirdir, bulundugu zaman genellikle epitelin alt 1/2’sinde

siirli olarak goriiliir (resim 8A).

Yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinomda ise belirgin niikleomegali,
niikleer pleomorfizm ve siklikla yiizeye ulasan, artmis mitotik aktivite izlenir. Atipik
mitoz goriilebilir. Epitelde polarite kayb1 bulunur ve neoplastik hiicreler belirgin

olarak artar (resim 8B) (20, 47).
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Bazi kaynaklar tiimorde %S5’ten fazla yiiksek dereceli komponent olmasi
durumunda, tiimoriin yiiksek dereceli olarak isimlendirilmesini dnermektedir (15).
Ancak bazi gozlemciler %10°dan az yiiksek dereceli komponent bulunduran
tiimdrlerin diigiik dereceli hastalik klinik gidisatina sahip olduklarini1 saptamislardir

(48).

Resim 8: A-Diisiik Dereceli Urotelyal Karsinom, B-Yiiksek Dereceli Urotelyal

Karsinom

2.2.9. Evreleme

AJCC 8’e gore tanimlanan TNM simiflamas1 Tablo 1, Tablo 2 ve Tablo 3’te;
prognostik evre gruplar1 Tablo 4’te gdsterilmistir.

2.2.9.1. T Komponenti

Mesane kanseri evrelemesinde ilk adim sistoskopi uygulanmasidir. Timor
saptandiginda, histolojik tani ve hastalik yaygimligini anlayabilmek igin transiiretral
rezeksiyon (TUR) yapilir ya da biyopsi alinir. Nihai patolojik evreleme radikal ya da
parsiyel sistektomi materyali {izerinden yapilabilir (resim 9). Ancak TUR materyali
cerrahi operasyon dncesi hastaligin yayginligi hakkinda fikir verir. TUR materyalinin
yeterli olabilmesi i¢in kas invazyonunu degerlendirmeye imkan verecek ol¢iide kas
dokusu da i¢ermesi gerekir. TUR materyalinde T komponenti Ta, Tis, T1 ve T2
olmak iizere 4 kategoride degerlendirilir. Bu asamada onemli olan T1 ve T2

ayriminin dogru bir sekilde yapilmasidir (20).
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Yiiksek dereceli Ta ve tim T1 tiimorler i¢in ilk TUR materyalinde muskularis

propria yoksa 2-6 hafta sonra tekrar TUR yapilmasi 6nerilmektedir (20).

Sistektomi materyalinde, perivezikal yag doku ve muskularis proprianin dis
tabakasi arasindaki sinir ¢ok net olmadigi icin, dis 2 muskularis propria invazyonu
(pT2b) ve mikroskopik perivezikal yag doku invazyonu (pT3a) ayrimi gii¢ olabilir
(20).

Staging of urachal tumours

There is no AJCC staging system for tumors arising
in urachal remants, but they may be staged according
to several proposed systems

Urinary bladder staging

Tis: Urothelial carcinoma
in situ

_ Urothel_ium Ta: Noninvasive papillary
Lamina propria urothelial carcinoma
Is propria T1: Invasive into lamina
Perivesical fat propria

T2a: Invasive into inner
half of muscularis propria

T2b: Invasive into outer
half of muscularis propria

T3a: Microscopic invasion
in perivescial soft tissue

; T3b: Macroscopic
Il invasion in perivesical soft
“ tissue

T4: Invasion into adacent

Staging of diverticula organs

Muscularis propria is

absent; thus, there is
noT2

Di o t of

is asep stage
per the urethral staging system

Resim 9: Mesane kanseri T evrelemesi (46)

2.2.9.2. N Komponenti

Radikal sistektomi sirasinda pelvik lenf nodiilii diseksiyonu uygulanir. Kommon
iliak, paraaortik ve parakaval lenf nodlarmin da diseksiyon daha diisiik pelvik
rekiirrens ve artmis sagkalim ile iliskili bulunmustur. Pozitif lenf nodlarinin sayis1 ve
lokalizasyonu evre ve prognoz agisindan onemli oldugu icin tiim lenf nodlari

mikroskobik olarak incelenmelidir (20).
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2.2.9.3. M Komponenti

T1 ya da daha ileri evredeki hastalarda M evrelemesinin sistektomi yapilmadan

once uygulanmasi onerilmektedir (20).

Tablo 1: AJCC-8’e gore Mesane Karsinomu Igin Primer Tiimér Smiflamasi

(M)

T Kategorisi Kriterleri

Tx Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO Primer timor i¢in delil yok

Ta Non-invaziv papiller karsinoma

Tis Karsinoma in situ: ‘flat timor’

T1 Lamina propriaya (Subepitelyal bag doku) invaze

T2 Muskularis propriaya invaze

T2a Kas tabakasinin i¢ 1/2’sine invaze
T2b Kas tabakasinin dis 1/2'sine invaze
T3 Perivezikal yag dokuya invaze
T3a Mikroskopik invazyon
T3b Makroskopik invazyon (ekstravezikal kitle)

T4 Ekstravezikal tiimOriin prostat stromasi, vezikiila
seminalis, uterus, vajina, pelvik duvar ve abdominal
duvardan herhangi birine direkt invazyonu

T4a Prostat stromasi, vezikiila seminalis, uterus, vajinaya
invaze
T4b Pelvik duvara, abdominal duvara invaze
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Tablo 2: AJCC-8’e gore Mesane Karsinomu I¢in Bélgesel Lenf Nodiilii

Siniflamasi (N)

N Kategorisi Kriterleri

NX Bolgesel lenf nodiilii degerlendirilemiyor

NO Bolgesel lenf nodiilii metastaz1 yok

N1 Pelvik lenf nodiillerinden (perivezikal,obturator, internal
ve eksternal iliak ya da sakral) tek bir lenf nodiiliinde
metastaz varligi

N2 Pelvik lenf nodiillerinde (perivezikal,obturator, internal
ve eksternal iliak ya da sakral) birden c¢ok lenf
nodiiliinde metastaz varligi

N3 Kommon iliak lenf nodiillerinde metastaz varligi

Tablo 3: AJCC-8’e gére Mesane Karsinomu Igin Uzak Metastaz Smiflamasi

(M)

M Kategorisi Kriterleri

MO Uzak metastaz yok

M1la Bolgesel olmayan lenf nodiillerinde metastaz var
M1b Diger uzak metastazlar
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Tablo 4: AJCC-8 Prognostik Evre Gruplari

Prognostik Grup T N M
Oa Ta NO MO
Qis Tis NO MO

| T1 NO MO

1 T2a NO MO

1 T2b NO MO
A T3a, T3b, T4a NO MO
A T1-T4a N1 MO
1B T4b NO MO
IVA Herhangi bir T Herhangi bir N M1la
VB Herhangi bir T Herhangi bir N M1b

2.2.10. Prognoz ile iliskili Morfolojik Faktorler

Histolojik derece, evre, lenfovaskiiler invazyon ve bazi varyantlar prognoz ile
iliskili bulunan morfolojik 6zelliklerdendir. Diisiik dereceli papiller {irotelyal
karsinom zemininde invaziv karsinom gelistiginde %34 oraninda, yiiksek dereceli
papiller trotelyal karsinom zemininde invaziv karsinom gelistiginde ise %70
oraninda rekiirrens goriilmektedir. Karsinoma in situ vakalarint %50 kadar1 kas
invaziv hastaliga ilerlemektedir. Ek olarak karsinoma in situ multifokal hastalik ile

iligkili bulunmustur.

Invaziv karsinomlarda invazyon derinligi bir difer ©nemli prognostik
faktordiir. T1 vakalarda, 1mm invazyon esigi ve invazyon derinliginin biiyiik ¢capinin

bir biiyiik biiylitme alanindan (1 BBA’dan) daha biiyiik ya da kii¢iik olmas1 prognoz
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ile iligkili bulunmustur. T2 hastaliklar yiizeyel muskularis propria invazyonu (T2a)
ve derin muskularis propria invazyonu (T2b) olarak alt evrelere ayirmak lenf nodu
metastazi bulunmayan hastalarda rekiirrens ve sagkalim agisindan anlamli farklilik

gostermektedir.

Lenfovaskiiler invazyonun prevelansi evre ilerledikge artmaktadir. Lenf nodu
metastazi bulundurmayan kas invaziv iirotelyal karsinomalarda lenfovaskiiler
invazyon bagimsiz kotii prognostik faktor olarak kabul edilse de, T1 vakalarda ve

lenf nodu metastazi bulunan T2 vakalardaki prognostik 6nemi net degildir (49).

Mikropapiller {iirotelyal karsinom, nested irotelyal karsinoma, plazmasitoid
tirotelyal karsinoma, sarkomatoid irotelyal karsinoma ve kiiclik hiicre
diferansiyasyonu kétii prognoz ve tedaviye yanitsizlik ile iliskili oldugu gosterilmis
tirotelyal karsinoma varyantlaridir. Bu varyantlar1 tanimak, diger iirotelyal karsinom

tipleri ile goriildiiklerinde varliklarin1 bildirmek bu anlamda 6nemlidir.

2.3. Intravezikal Bacillus Calmette-Guérin (BCG) Tedavisi

2.3.1. intravezikal Bacillus Calmette-Guérin (BCG) Tedavisi ve BCG

Tedavisine Yanitsizhik

1974 yilinda Zbar ve Rapp tarafindan, bir hayvan modelinde Mycobacterium
bovis'in zayiflatilmig bir susu olan Bacillus Calmette-Guérin’nin (BCG) anti-timor
etkilerini goOsterilmis, aym1 zamanda bu ilacin etkili olmasi i¢in gerekenler
tanimlanmustir (10). 1976 yilinda, Kanadali onkolog Alvaro Morales, kas invaziv
olmayan tirotelyal karsinoma i¢in intravezikal BCG alan 10 hastanin 7’sinde timor
yanitlarint  tamimlamistir. 1990  yilinda da intravezikal BCG ilk kanser
immiinoterapisi olarak FDA tarafindan onaylanmistir (2). Intravezikal BCG tedavisi,
intravezikal kemoterapik ajanlarla karsilagtirildiginda kas invaziv hastaliga ilerleyis
riski ile rekiirrens olasiligmi azalttifi kanitlanan tek tedavi segenegidir. Yiiksek
riskli, kas invaziv olmayan tiimorlerde (T1, yiiksek dereceli papiller tiimorler ve
karsinoma in situ) transiiretral rezeksiyon (TUR) sonrasi intravezikal BCG
uygulamasi, ilk basamak olarak uygulanan ve altin standart tedavi yaklagimidir (2,
50, 51).
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Indiiksiyon tedavi sikluslar1 haftalik olarak 6 kez intravezikal BCG
uygulanmasini igermektedir. Bu tedavilerin belirgin toksisite olmadan kesilmesi,
optimal bir immiin yanit elde edilmesini engelleyebilir. idame tedavisi igin toplam 10
doz intravezikal BCG’nin 18-27 hafta arasinda degisen siireler iginde uygulandig:
farkli protokoller mevcuttur (51, 52). Tedavi basarisi genel olarak %60-70’lere
ulagsmaktadir. Ancak hastalarin %30-45’inde BCG tedavisi basarisiz olmakta,
rekiirrens veya progresyon gelismektedir (2, 51). Bu hasta grubu i¢in etkili bir
konservatif ikinci basamak tedavi segceneginin bulunmamasi sistektomiyi glindeme
getirmekte, ancak genellikle yasli ve komorbiditesi olan hastalar olmalar sistektomi

gibi radikal yaklasimlar i¢in engel olusturmaktadir (2).

Herhangi bir zamanda kas invaziv karsinoma ilerleme, 3. ay biyopsisinde kas
invaziv olmayan yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinom bulunmasi, hem 3. ay
hem de 6. ayda karsinoma in situ (eslik eden papiller timor olmaksizin) goriilmesi,
BCG tedavisi sirasinda yiiksek dereceli timoriin ortaya ¢ikmasi, BCG tedavisi
sonrasinda ya da idame tedavisi tamamlandiktan sonra yiiksek dereceli timor

rekiirrensi olmas1 BCG tedavisine yanitsizlik olarak kabul edilmektedir (52).

2.3.2. intravezikal BCG Tedavisinin Etki Mekanizmasi

Intravezikal BCG uygulanmasi sonucunda, BCG fibronektin ve ekstraselliiler
matriks proteini araciligiyla iirotelyal epitel hiicresine tutunur. BCG’nin hiicre i¢ine
allmi PTEN delesyonu ve RAS onkogen aktive edici genetik degisiklikler

bulunduran hiicrelerde daha fazla olur. Ayrica BCG'nin hiicre i¢ine alimina yanit

olarak, mesane kanseri hiicreleri MHC sinif I ve ICAM-1'in ekspresyonunu arttirir.

IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, TNF-a ve INF-y gibi sitokinler araciligiyla
ortama graniilositlerin, makrofajlarin, NK (natural Kkiller) hiicrelerin, dendritik
hiicrelerin ve lenfositlerin gelmesini saglar. Sitotoksik lenfositler, NK hiicreleri,

16kositler tarafindan salgilanan TRAIL tiimdr hiicrelerinin apoptozisini uyarir.

Nonspesifik inflamasyona ek olarak spesifik, hiicresel immiin cevap da BCG
tedavisinin antitiimor etkisinde rol oynar. BCG tedavisinin antitiimor etkisi, CD4 ve
CDS pozitif T hiicre aktivasyonuna baghdir (6, 7, 53, 54). Bu nedenle immiin kontrol

noktas1 regililasyonuna bagli olarak gerceklesen T hiicre baskilanmasinin, BCG
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tedavisinin etkisini azaltan faktorlerden biri olabilecegi hipotezi akla gelmektedir (6,

7).

2.4. Mesanede inflamatuar Mikrocevre

Solid tiimorlerde goriilen kronik inflamatuar mikrogevre, hem tiimor
alanlarinda hem de stromada proinflamatuar hiicrelerin (makrofajlar, myeloid tiirevli
baskilayict hiicreler, Treg hiicreler, dendritik hiicreler, mast hiicreleri, notrofiller ve

lenfositler gibi) ve sitokinlerin (TNF-a gibi) varligi ile karakterizedir (55).

Immiin yanit, tiimérlerin gelisiminde, malign hiicreler ve mikrogevre
arasinda karmasik ve dinamik etkilesimler meydana gelmesinde biiylik rol oynar.
Timort infiltre eden 16kositlerin prognozu etkiledigi, ¢esitli neoplastik hastaliklarda
tedaviye yanit ve metastatik yayilim agisindan olumlu prognostik etkisinin oldugu
gdsterilmistir. Immiin ortamdaki elementlerin bazilari, anti-tiimdr aktivitesine yaniti
diizenleyen ve yonlendiren immiinoterapi i¢in hedef haline gelmektedir. Prostat,
mesane ve bobrek tiimorlerinde, konak immiinolojik yanit yeterliligi ile baz1 klinik
patolojik parametreler (histotip, evre ve prognoz) arasindaki iliskiler ve bunlarin

tedavi yanitina etkileri 1978 yilindan bu yana degerlendirilmektedir (56).
Tiimér Infiltre Eden Lenfositler (TiL)

Tiimér infiltre eden lenfositler (TIL), tiimdriin immiin mikrogevresini
etkileyen hayati bir bilesendir. Ayrica, TIL yogunlugunun, PD-L1'in ifadesinde artis
ve klinik yararla iliskili oldugu dogrulanmistir (4).

TIL'in mesane karsinomundaki klinik rolii, hastaligin gesitli evrelerinde iyi
veya kotli sonuclarla iliskilendirildiginden tartismalidir. 1988'de yayimnlanan bir
calismada, TIL varlig1 arastirilmis, akim sitometri analizinde, TIL'in ¢ogunlukla T

lenfositler, ardindan NK ve B hiicrelerinden olustugu gosterilmistir (56).

BCG tedavisi alan yiizeyel mesane karsinomu vakalarida TIL varhig ve
BCG tedavisine yamt arasindaki iliskinin arastirildigi bir ¢alismada TIL’lerin esas
olarak T helper lenfositlerden (CD4 +) olustugu, CD4 / CD8 oraninin 1’den biiyiik
oldugun ve B hiicrelerin daha az bulundugu saptanmis, TIL ile BCG tedavisi yanit:

acisindan bir iligski bulunmadigi sonucuna varilmistir (57).
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Tiimérler, TIL agisindan 4 tipte smiflandirihir. Tip 1 (PD-L1 + TIL +)
timoriiniin PD-1/PD-L1 blokaj tedavisine yanit verme olasiligi yiiksektir. Bununla
birlikte, Tip 11l (PD-L1+ TIL-) tiimorler, PD-1/PD-L1 inhibitorlerinin
monoterapisine kars1 direng gosterirken, PD-1/PD-L1 inhibitorlerinin adjuvan
tedavilerle kombinasyonu T hiicresini timdr yatagina alarak, direnci tersine
cevirmede yardimecr olabilir (4). TiL'ler {izerindeki PD-L1 ekspresyonunun,
metastatik hastalik gelisen ve sisplatin bazli kemoterapi alan {iirotelyal karsinom

hastalarinda genel sagkalim ile anlamli sekilde iliskili oldugu gosterilmistir (58).

Urotelyal karsinomada prognostik bir belirte¢ olarak TIL'i arastiran
caligmalarda, tanimlamalarda ve kullanilan puanlama metodolojilerinde farkliliklar
mevcuttur. Bu tutarsizliklar calismalar arasinda karsilastirma yapilmasini ve
bulgularin klinik ortamlara yansitilmasini1 engellemektedir. H&E'de degerlendirilen
TiL'lerin potansiyel prognostik degerini arastiran biiyiik ¢alismalara ihtiya¢ vardir

(58).
Diizenleyici T (Treg) Hiicreler

Diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler), CD4 pozitif T lenfosit ailesinden FOXP3
ifade eden hiicre grubudur. Inflamasyonun patogenezinde, kanser ve g¢esitli
otoimmiin hastaliklarda, konak¢i immiin yanitinin diizenlenmesinde 6nemli rol
oynar. Halen, bir¢ok ¢alisma Treg’lerin antitimdr immiin yanitlarim1 baskilayarak
veya inflamatuar sitokinleri eksprese ederek kanser progresyonuna katki
saglayabilecegi fikrini desteklemektedir. Treg hiicreler IL-10 ve TGF-f gibi immiin

sistemi baskilayici sitokinler salgilar.

Mesane kanserinde, T hiicrelerinde S1PR1 sinyalleri, JAK / STAT3
aktivasyonu ile tiimorlerde Treg birikimini hizlandirabilir ve bu da tiimdriin
biiyiimesini tesvik eder (55). Bununla birlikte, baz1 ¢alismalar Treg'lerin mesane
irotelyal karsinomu dahil olmak iizere cesitli tlimor varliklar1 {izerindeki paradoksal

bir pozitif prognostik etkisi oldugunu gostermektedir.
Makrofajlar

Tiimorle iligkili makrofajlar (TAM'ler), M1 ve M2 olarak siniflandirilan farkl

polarizasyon durumlarina bagli olarak mesane karsinomunda ikili rol oynarlar. M1
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makrofajlart timor nekroz faktorii-a (TNF-a), interferon-y (IF-y), IL-1p, IL-6, IL-23,
lipopolisakarit (LPS) ile indiiklenebilir ve mesane kanserinin baslatilmasi ve / veya
ilerlemesinin inhibisyonundan sorumludur. M2 makrofajlar ise temel olarak 1L-4, IL-
10, IL-13 veya TGF-B tarafindan aktive edilir ve kanser hiicrelerinin prolifere
olmasimin, gog¢iiniin, invazyonunun, metastazin uyarilmasi ve anti-timor immiin

yanitin baskilanmasi ile iliskilidir (55).

TAM'nin mesane karsinomu olusumunda ve gelisimindeki roliine iliskin
dogrudan kanitlar yakin zamanda bildirilmistir. Streptococcus tiirevli bir antikanser
immiinoterapétik ajan olan OK-432'nin, mesane kanserlerinde M1°i indiikleyerek
sitokinlerin salgilamasini saglayip, hiicre proliferasyonunu ve metastaz gelisimini
baskiladig1 gosterilmistir (59). M2’lerin baskin oldugu stromaya sahip mesane
karsinomalarinda, BCG tedavisinde basarisizlik gelismesinin sebebinin M2’nin

immiin baskilayici etkisi oldugu diistiniilmektedir (55).
Myeloid Tiirevli Baskilayic1 Hiicreler

Myeloid tiirevli baskilayici hiicreler (MDSC'ler) kemik iliginden veya periferal
lenfoid organlardan kaynaklanir. MDSC’lerin varlig1 bir¢ok tiimor tipinde hastaligin

ilerlemesi ve azalmis sagkalim ile iligkilidir.

Mesane karsinomlar1, yiiksek oranda immiinojenik bir malignitedir ve
MDSC'lerin, mesane karsinom hiicresi ile iliskili immiin baskilamanin Kritik
mediatorleri oldugu gosterilmistir. Mesane kanseri dokulari spontan olarak, koti
prognozu ile iligkili olan MDSC'leri ¢eken CXCL8 (IL-8) ve CCL22'y1 iiretir.
MDSC'ler, giiglii T hiicre baskilayicidir ve mesane karsinomu hastalarinda cinsiyet,

timor boyutu, timdr sayisi ve hastalik ilerlemesi ile iligkilidir (55).
Dendritik Hiicreler

Dendritik hiicreler, antijen sunan hiicrelerdir. Bu nedenle hem antijene 6zgii
bagisikligin uyarilmasinda hem de toleransin korunmasinda 6nemli bir rol oynarlar.
Myeloid dendritik hiicrelerin sayisinda azalma ve monosit kaynakli dendritik
hiicrelerin fonksiyonunda bozulma, mesanenin yiizeyel iirotelyal karsinomunun
cogalmasi ile yakindan iligkilidir. Timor infiltre eden dendritik hiicreler, T

hiicrelerini uyarmak i¢in anormal bir fenotip ve bozulmus fonksiyon gosterirler. Cok
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sayida ¢alisma, tiimor infiltre eden dendritik hiicrelerin, antitimor immiin yanitlarini
baskilayarak immiin sistemden tiimoriin kagmasina katkida bulundugunu, dolayisiyla

timor gelisimini destekledigini gostermistir (55).

Yiiksek oranda CD83 (+) olgun tiimor infiltre eden dendritik hiicrelerin
bulunmasi, kas-invaziv mesane karsinomu riski artist ile iligkili bulunmustur (60).
Buna karsilik, Xiang ve ark. timor infiltre eden dendritik hiicrelerin mesane tirotelyal
karsinomunda malignite ve prognoz derecesi ile ters korelasyon gosterdigini ve
timor infiltre eden dendritik hiicreler sayisindaki azalmanin, timor immiin kagisi ve

immiin toleransi ile 6nemli bir iligkiye sahip olabilecegini bildirmistir (61).
Mast Hiicreleri

Mast hiicreleri, kanser de dahil olmak tizere c¢esitli inflamasyon iligkili
hastaliklarda ©nemli bir rol oynadigi bilinen gii¢lii proinflamatuar hiicreler
arasindadir. Birkag klinik ¢alisma, mast hiicrelerinin, mesane kanserinin ilerlemesini

etkileyebilecegini 6ne siirmektedir.

Timor igindeki ve etrafindaki mast hiicrelerinin sayis1 mesane karsinomu olan
hastalarda iyi bir prognostik gosterge olabilir. Mast hiicrelerinin yogunlugu, diisiik
dereceli iirotelyal karsinomalarda, yiiksek dereceli iirotelyal karsinomalara gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Mesane karsinomunda c-Kit pozitif mast

hiicreleri timdr anjiogenezisi ve tiimor invazyonunda 6nemli rol oynar (55).

2.5. immiin Kontrol Noktalar:

T hiicrelerinin birincil rolii, T hiicrelerinin ylizeyindeki ¢esitli reseptorlerin
aktivasyonu veya devre dis1 birakilmasi yoluyla, saglikli hiicreleri patojenlerden veya
malign hiicrelerden ayirt etmektir (62). Bu islem immiin diizenleyici olarak
adlandirilir ve kontrol noktasi inhibisyonunun anlasilmasi icin kritik 6neme sahiptir.
Immiin diizenleme ii¢ temel bilesen igerir: eliminasyon, denge ve kacis. Genomik
mutasyonlarin gerceklesmesi sonucu malign transformasyona ugrayan hiicreler,
MHC-I yoluyla hiicre ylizeylerinde tiimdrle iliskili neoantijenleri sunar, bdylece
bagisiklik sisteminin klasik aktivasyonu gerceklesir, "kendisine ait-olmayan™ ve

hedef olan hiicreler taninir (63).
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T hiicre aracilikli bagisiklik sistemi antijen spesifik hiicrelerin klonal se¢ilimi,
aktivasyonu, proliferasyonu, fonksiyonel olma gibi birgok adim igerir. Her bir agsama,
uyarict ve baskilayic1 sinyaller arasindaki denge ile diizenlenir. immiin kontrol
noktalar1 ise fizyolojik olarak inhibitér yolaklardandir. Diger bir deyisle immiin

kontrol noktalar1, immiin yanit1 durdurabilen normal bagisiklik sinyalleridir (64).

Inaktif formdaki T hiicrelerinin yiizeyinde immiin kontrol noktasi
reseptorlerinin (ILT2 harig) biiyiik kismi yoktur. T hiicre aktivasyonu, antijen sunan
hiicre/tlimor hiicresi tizerindeki MHC I/I1 ile T hiicre reseptoriiniin ve B7 ile CD28’in
baglanmasi ile baglar. Bu baglanma, proliferasyona, sitokinlerin saliniminin
uyarilmasina ve T hiicrelerinin fonksiyon kazanmasina yol agar. Aktive olan T

hiicreleri immiin kontrol noktasi reseptorlerini ifade etmeye baslar (64).

Programlanmis hiicre 6liimii proteini 1 reseptorii (PD-1/CD279) reseptorii, ilk
olarak 1999°da Dong ve ark. tarafindan tanimlanmistir (65, 66). PD-1, aktif T
hiicrelerinin yiizeyinde ifade edilen, 2. kromozom iizerindeki PDCD1 geni tarafindan
kodlanan, 288 aminoasitlik tip | transmembran proteinidir. Fizyolojik sartlarda
myeloid hiicreler ve lenfositler tarafindan ifade edilir. PD-1 ekstraselliiler IgV
benzeri domain ve transmembran domainden olusur (66, 67). PD1’in PD-L1 (B7-H1
veya CD274) ve PD-L2 olmak iizere iki temel ligandi mevcuttur.

PD-1, dinlenme halindeki naive T hiicrelerinin yani sira, gelismekte olan
timositlerin bazilarinda bazal seviyelerde ifade edilir. Bu diisiik seviye, bagisiklik
toleransi ile iliskilendirilmistir. Bir immiin uyariminin ardindan, PD-1, CD4 ve CD8
(+) T hiicreleri, B hiicreleri, makrofajlar ve dendritik hiicreler dahil olmak iizere
birgok immiin hiicre tipinde gegici olarak eksprese edilir. PD-1, akut olarak antijene
maruz kalma durumunda, antijen klirensi ile eszamanli olarak “down” regiile edilir.
Kronik immiin stimiilasyon sirasinda ise PD-1, yiiksek diizeyde ekspresyonda kalir
ve bu durum, fonksiyonel tilkenmeye neden olabilir. Ek olarak, yiiksek PD-1
ekspresyonu, diizenleyici T hiicresi (Treg) gelisimi i¢in gereklidir ve folikiiler helper

T hiicreleri yiiksek PD-1'1 yapisal olarak ifade eder. (67).

PD-L1(B7-H1), kromozom 9 iizerinde bulunan PDCDLI geni tarafindan
kodlanan 290 aminoasitlik tip | transmembran proteindir. IgV ve 1gC benzeri

38



ekstraselliiller domain, hidrofobik transmembran domain ve 30 aminoasitlik kisa bir

sitoplazmik kuyruktan olusur.

PD-L1, T ve B hiicreleri, dendritik hiicreler, makrofajlar, mezenkimal kok
hiicreleri, langerhans hiicreleri, mast hiicrelerinde ifade edilir. Inflamasyona
durumunda hematopoetik, endotelyal ve epitelyal hiicreleri baskilayici sinyal {iretir.
PD-L1, plasenta, testis ve gozilin 6n kamerasi gibi baz1 dokulara, ekzojen antijenlerin,
inflamatuar / immiin yanmitin indiiklenmesi olmadan tolere edildigi "immiin

ayricalikll" statiisii verir.

PD-L1 ekspresyonu oncelikle, APC'lerde yiiksek oranda eksprese edilen ve
patojene bagli molekiiller tarafindan aktive edilen “toll” benzeri reseptorlerden
etkilenir. Toll benzeri reseptor aracili PD-L1 diizenlemesi, niikleer faktor kappa B
yoluyla PD-L1 mRNA transkripsiyonunu artiran MEK/ERK kinazlarinin
aktivasyonuna dayanir. PD-L1 ekspresyonunun diizenlenmesinde, Interferon-y (IFN-
v) 1 ve 2 reseptorlerinin dahil olmasiyla, biiyiik 6lgiide IRF-1'in Jak/STAT aracili
aktivasyonu rol alir. MEK / ERK ve fosfatidil-inositol 3 kinaz (PI13K)/AKT yolu ile
Jak/STAT'm interferon aracili aktivasyonu tarafindan PD-L1 ekspresyonu
arttirtlabilir. Antijen sunan hiicreler ve tiimor hiicrelerinde ifade edilen PD-L1’in PD-
1’e baglanmasi sonucunda, T hiicrelerinde Ras-Raf-MEK-ERK ve PI3K-AKT yolagi
inhibe olur. Boylece T hiicre reseptor aracilikli immiin sistem ve CD8 pozitif T
lenfositlerin proliferasyonu baskilanir (sekil 3) (66). Bu mekanizma fizyolojik sartlar
altinda doku hasarma yol acgacak asir1 immiin reaksiyondan ve otoimmiiniteden

korunmay1 saglamaktadir.
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Sekil 3: PD-L1 ve Hiicre I¢i Sinyal Yolaklar: (66)

Malignite durumunda tiimor hiicreleri immiin sistemden kagabilmek icin PD-
L1 ifade ederler ve karsinogeneziste, siiriicii onkojenik mutasyonlar sonucu PD-L1
ifadesinde artig goriilebilir. Akcigerde EGFR mutasyonu ile PD-L1 ifadesi arasinda
korelasyon bulundugu gosterilmistir. PTEN-mutant timoérlerde, PD-L1 ifadesinde
arttg, PI3K / AKT yolaginin aktivasyonu ile saglanir (4, 66). PD-L1 ifadesi timor
mikrogevresinde saliman IFN-y ve TNF-o tarafindan da arttirilabilir. Timor
hiicrelerinde veya TIL’de PD-L1 ifadesinde artis, T hiicre yanitinin tiikenmesine yol
acar. Timor spesifik immiin yanitin zayiflamasit sonucunda timér progresyonu
gerceklesir (4). Bu bilgiden yola ¢ikilarak gelistirilen immiin kontrol noktasi
inhibitorleri, PD-1 ve PD-L1 etkilesimini inhibe ederek tiimore karst gelisen T hiicre

yanitinin yeniden aktiflesmesini saglar (5).
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Mesane kanserlerindeki PD-L1 ifadesini arastiran g¢aligmalar mevcuttur.
Nakanishi ve ark. PD-L1 ekspresyonu ile yiiksek grade ve kotii sag kalim arasinda
korelasyon bulundugunu gostermislerdir (68). PD-L1’in mesane kanserlerinde ileri
tiimor evresi ile iliskili oldugu ve organla sinirli hastalarda mortalite i¢cin bagimsiz
prediktor faktor oldugunu bildiren ¢aligsmalar mevcuttur (69).

Inman ve arkadaslarinin ¢alistig seride, PD-L1 ifadesinin dereceden bagimsiz
olarak lokal tiimor evre progresyonunun prediktif belirteci oldugu ve BCG tedavisine
yanit alinamayan vakalarda immiin sistemden kagista PD-L1 ifadesinde artisin rol
oynuyor olabilecegi one siiriilmiistiir (70). Son donemde yapilan bir ¢alismada BCG
refrakter kas invaziv olmayan tirotelyal karsinoma hastalarda PD-L1 ekspresyonunun
BCG tedavisi sonrasi arttig1 gosterilmistir (71). Ote yandan, Hurwitz ve arkadaslari
PD-L1 ifadesinin rekiirrens ile artis gosterdigi, ancak BCG tedavisi ile iliskisiz
oldugu sonucuna varmislardir (72). Ayrica baska bir ¢alismada artmig PD-L1 ifadesi
bulunduran tiimoérlerde daha az rekiirrens goriildiigii, ancak BCG tedavisi ile PD-L1
ifadesinin iliskisiz oldugu bildirilmistir. Ayrica peritiimoral lenfositlerde yiiksek PD-

L1 ifadesinin tiimor evre progresyonu ile iligkili oldugu tespit edilmistir (73).

PD-L1 ifadesini immiinohistokimyasal olarak degerlendirmede, kullanilan
antikor klonuna gore degerlendirme yontemi ve esik degeri farklilik gostermektedir
(74). Urotelyal karsinomalarda PD-L1 ifadesini arastiran ¢alismalarda kullanilan PD-
L1 klonlarinin ve degerlendirme yontemlerinin farkliligi nedeniyle kabul edilen esik
degerlerde de gesitlilik bulunmaktadir (50, 68, 71, 75). Mesane karsinomlarinin
tedavisinde kullanilan immiin kontrol noktasi inhibitdrlerinden birisi olan
Durvalumab’in klinik olarak uygulanabilirliginde degerlendirilen ve bizim de
calismamizda imminohistokimya boyamalarinda kullanacagimiz PD-L1 klonu
SP263’tiir. PD-L1 (SP263) i¢in “Food and Drug Administration (FDA)” tarafindan
belirlenen esik deger, timor hiicrelerinin veya timdr infiltre eden mononiikleer
hiicrelerin  %25’inden fazlasinda membranéz boyanmanin goriilmesi seklinde
belirtilmis, tiimor infiltre eden mononiikleer hiicre oraninin %1 olmasi durumunda

ise immiin hiicrelerindeki pozitiflik esigi %100 olarak belirlenmistir (10, 76).
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2.6. Mikrosatellit instabilitesi

2.6.1. “Mismatch” Tamir sistemi

DNA replikasyonu sirasinda DNA polimerazin yeni sentezlenen zincire
yaklasik 10.000.000 bazda 1 yanhis niikleotid ekleme riski vardir. Bu ¢ok diisiik hata
oranlarina ragmen, hiicresel islevi bozmak igin yeterli hatalar birikebilir. Bu riske
kars1 prokaryot ve dkaryotlarda benzer sistem iizerinden isleyen “mismatch” tamir
sistemi (MMR) bulunmaktadir. Bu sistemin proteinleri ilk defa prokaryotlarda
tanimlanmis ve MutS, MutH, MutL olarak isimlendirilmistir. Temel olarak yanlis
eslesmis niikleotidin taninmasi, hangi zincirin yeni zincir oldugunun anlasilmas: ve
hatali bolgenin ¢ikarilarak yeniden sentezlenmesi MMR proteinlerinin gorevleridir
(77, 78).

E. Coli’de MutS proteini yanlis eslesmis niikleotidleri tanir ve onlara baglanir.
Bu baglanma MutL proteini ile MutS arasindaki iletisimi saglar. Kalip DNA zinciri
ile yeni sentezlenmis DNA zinciri ayrimini GATC sekansinda adenin
metilasyonunun taninmasi saglar. Yeni sentezlenmis zincir kesik kesik ve
metillenmemis iken, kalip zincir metillenmistir. MutH, yeni sentezlenmis olan
hemimetile GATC sekansini kesebilen bir endoniikleazdir. MutL, “hemimetile” olan
GATC sekansina bagli MutH’nin bulundugu alana ulasir ve ATP-bagiml
translokasyonu uyarir. MutH metillenmemis DNA’y1 parcalar ve ekzoniikleazlarin
hatali sekansi uzaklastirmasini saglar. Hatali sekansin uzaklastirilmasinda MMR
sisteminde en az 4 ekzoniikleaz (recJ, ExoVIl, Exol, ExoX) katilmaktadir. Ayrilan
hatali boliimler daha sonra DNA polimeraz III ile tekrar sentez edilir (sekil 4) (77,
78).
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Sekil 4: E. Coli’deki DNA MMR sistem (77)

Insanlarda MMR proteinleri MutS homolog (MSH), MutL homolog (MLH)
olarak siniflandirilmaktadir: 5 adet MSH (hMSH2-hMSH6) ve 4 adet MLH
(hMLH1, hMLH3, hPMSI1, hPMS2). MMR proteinlerinin tamami DNA
replikasyonu sirasinda meydana gelen hatalar1 diizeltme islevi gormese de temel
olarak hepsi DNA dizisinin Kalitesinin korunmasiyla ilgilenmektedir. Bazilari,
organeller ile ilgili DNA'nin genetik biitiinliigiinii koruma islevi goriirken, bazilar
mayoz sonrasi rekombinasyon olaylarindan kaynaklanan hatalar1 diizeltmekle

gorevlidir (78).

Insan DNA MMR sisteminin MSH2/MSH6 ve PMS2/MLHI olmak iizere 2
temel heterodimeri bulunmaktadir. MSH2; kromozom 2p21-22°de yerlesimlidir, 15
ekzondan olusur ve 934 aminoasid kodlar, MSH6 ise kromozom 2p16°da yerlesimli,
11 ekzondan olusan, 1360 aminoasid kodlayan gendir. MSH2, MSH6’nin
yoklugunda MSH3 ile eslesmektedir. MLH1; kromozom 3p21.3’te yerlesimlidir, 19

ekzondan olusur, 756 aminoasid kodlar, PMS2 ise kromozom 7p22’de yerlesimli, 14
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ekzondan olusan, 862 aminoasid kodlayan gendir. MLH1-PMS2 heterodimerinde
MLH1 major, PMS2 mindr komponenti olusturmaktadir. MLHI1, PMS2’nin
yoklugunda PMSI ile eslesmektedir (77).

MSH (hMSH2-hMSH®6) dimerlerinin tek baz ciftlesme hatalarina ve tek
bazlik insersiyon/delesyon alanlarina yliksek afiniteleri bulunmaktadir. hMSH2 ve
hMSH3 heterodimerleri hem tek bazlik insersiyon/delesyonlar1t hem de daha biiyiik
insersiyon/delesyonlar1 taniyabilir. MSH proteinleri ATP (adenozin-trifosfat)
baglayici alan ve intrensek ATPaz aktivitesi bulundurmaktadir. inaktif durumda
MSH dimerleri ADP (adenozin-difosfat)’ye bagli konumdadir ve DNA hatalarina
kars1 afiniteleri yiiksektir. DNA replikasyonu sirasinda hata olustugunda, MSH
dimerleri hatali DNA alanina baglanir ve ADP’nin ATP’ye doniisiimiinli saglar.
ADP/ATP dontisiimii, MSH dimerinin kayma kiskaci haline gelmesini ve hatali alana
yonelmesini saglamaktadir. ATP hidrolizi ile MSH dimeri DNA’dan ayrilir ve yanlis

eslesme oldugunda saptamak igin hazir olmak {izere inaktif formuna geri doner (78).

MLH heterodimerlerinin  fonksiyonu, yanlis eslesmeyi taniyan MSH
komplekslerinin yer aldigi DNA tamirinde diger proteinlerin olaya katilmasini
saglamaktir. Bu proteinlerin yer aldiklar1 gorevler hatali zincirin taninmasi, hatanin
cikarilmas1 ve diizeltilmesidir. Endoniikleaz aktivitesi bulunan MEDI ile kalip
zincirin belirlenmesinde gorev alan PCNA (“proliferating cell nuclear antigen) bu

proteinler arasinda yer almaktadir (78).

2.6.2. Mikrosatellit bélgeleri ve Instabilitesi

Mikrosatellit  bolgeleri ilk olarak 1970’lerin basinda prokaryotlarda
tanimlanmustir. Mikrosatellitler veya “short tandem repeat”, insan genomu boyunca
kodlanan ve kodlanmayan gen bdlgeleri arasinda serpistirilmis sekilde dagilim
gosteren, 1-6 baz arasinda, 60-100 kez tekrar eden, gift olarak ayni uzunlukta olan
DNA dizileridir. Tekrarlar 10 bazdan wuzun ise “minisatellit” olarak
isimlendirilmektedir. DNA replikasyonu sirasinda mikrosatellit allellerinin
insersiyon veya delesyon ile uzunlugu degisebilmekte, ortaya ¢ikan hatalar normal
kosullarda DNA “mismatch” onarim genleri (MMR) tarafindan diizeltilmektedir.

DNA “mismatch” onarim sisteminde defekt oldugunda ilk yanlis eslesmeler
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mikrosatellit adi verilen tekrar dizilerinde olur. Boylece kodlanan genin ekzonunda
olusan tekrarlayan niikleotid dizileri tamir edilemez, mutasyonlar meydana gelir ve
bunun sonucunda mikrosatellit instabilitesi (MSI) gelisir. MMR defekti diisiiniilen
hiicrelerde ilk bakilmasi gercken bolgeler mikrosatellitlerdir. En sik etkilenen gen
bolgeleri ise TGFBRII, ACVR2A, TCF4, IGF2R, BAX, MSH6 ve MSH3 tiir.

Lynch sendromlu hastalarda MMR genlerinden birinde germline mutasyonu
bulunmaktadir. Ancak hastalik olusmasi ic¢in diger allelin de mutasyona ugramasi
veya heterozigosite kaybinin (LOH) gergeklesmesi gerekir. Sporadik olan olgularda
ise en sik olarak; MLH1 promoter bolgesinde biallelik metilasyon ve MSH2 genine
komsu EPCAM geninde goriilen delesyonlarin MSH2 transkripsiyonunu engellemesi
gibi epigenetik mekanizmalar MSI gelisimine neden olur. MSI kanserler
mikrosatellit stabil kanserlere gore 100-1000 kat daha fazla artmis “missense”

mutasyonlar ile iligkilidir (8, 78).

Literatlire bakildiginda MSI durumunu saptamada PCR bazli fragman analizi
yontemi altin standart olarak kabul edilmekte, fragman analizi sonuclar1 ile
uyumlulugu yiiksek bulunan immiinohistokimya yontemi ise uygulama kolaylig1 ve
ulasilabilirligi acisindan birinci sirada Onerilen, ancak belli durumlarda fragman

analizi ile dogrulanmasi gereken bir yontemdir (9, 79).

Kolorektal karsinomalarda MSI / DNA MMR defekti saptanmasinda PCR
tabanli DNA fragman analizi ve immiinohistokimya yontemlerini karsilastiran bir
calismada, MSI-H saptanmasinda immiinohistokimyanin sensitivitesi ve spesifitesi
strastyla %81,08 ve %92,67 olarak belirtilmistir. PCR metodu altin standart olarak
kabul edildiginde immunohistokimyanin pozitif prediktif degeri %43,48, negatif
prediktif degeri ise %98,6 olarak belirtilmistir. Iki metodun birlikte kullanildig:
durumda uyumluluk %91,92 olarak saptanmistir (kappa=0.526) (80).

DNA MMR defektinin immunohistokimya yontemiyle degerlendirilmesine
iliskin bulgularin biiyiik oranda kolorektal karsinomalarda yapilmis, 6zellikle de
Lynch sendromlu vakalarin tayinine yonelik arastirma sonuglarini icerdigi
goriilmektedir. Bunlarda MLH-1, MSH-2, PMS2 ve MSH6 proteinlerinden herhangi
biri ile total ekspresyon kaybinin MMR defektif vakalar1 gosterdigi, bu proteinlerden

biri ile fokal de olsa ikna edici bir niikleer pozitiflik olmasinin ise DNA MMR intakt
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vakalart belirledigi belirtilmektedir (81-83). Mesane iirotelyal karsinomlarinda
yapilmis birka¢ ¢aligmada ise total ekspresyon kaybi veya belli bir esik degerin
altindaki (¢aligmalar arasinda %20 veya %30 olarak degismektedir) boyanmalar
“ekspresyon azalmas1” kabul edilerek ayni kategoride ele alinmis, bu esik degerin
istlinde boyanma gosteren vakalar ise “kayip yok” kabul edilmistir (84, 85).

Mikrosatellit analiz yontemi, hedef mikrosatellit bolgelerinin PCR ile
cogaltilarak, elektroforez yontemiyle uzunluk farklarinin kiyaslanmasina dayanir ve
bu karsilastirma her hastanin kendi normal dokusu ve tiimor dokusu arasinda yapilir.
“American National Cancer Institute (NCI)”, kolorektal kanserlerde MSI testi i¢in
BAT25, BAT26, D2S123, D5S346 ve D17S52505 (Bethesda paneli) olmak {izere 5
mikrosatellit bolgesi tanimlamistir. Son zamanlarda 5 poli-A mononiikleotid (BAT-
25, BAT-26, NR-21, NR-24 ve MONO-27) tekrarlarindan olusan promega panelinin
Bethesda panelinden daha spesifik ve sensitif oldugu bildirilmistir (86, 87). Timor
DNA’sinda bu 5 bolgeden 2 veya daha fazlasinda instabilite saptanmasi durumu
yilksek MSI (MSI-H), bir bolgede instabilite saptanmasit durumu ise diigsiik MSI
(MSI-L) olarak tanimlanmistir. Bu 5 bolgede instabilite saptanmadiginda timor
mikrosatellit stabil (MSS) olarak kabul edilmektedir (9). Cortes-Ciriano ve
arkadaslari, iirotelyal karsinoma vakalarinda MSI sikligin1 %0.8 oraninda bildirmistir
(88).

Birgok kanser tipinde, DNA “mismatch” onarim sistemindeki defekt
sonucunda ortaya ¢ikan mikrosatellit instabilitesi durumunda immiin kontrol
noktasini hedef alan tedavinin daha etkili oldugu anlasilmistir. Bu iliski mikrosatellit
instabilitesinin timdrlerde artmis timor mutasyon yiikkii sonucu ortaya c¢ikan
neopeptitlere yanit olarak artmis lenfositlerle agiklanmaktadir (8, 89). MSI-H
kolorektal kanserler, MSS kolorektal kanserler ile karsilagtirildiginda, yiiksek oranda
CD8 + T hiicresi infiltrasyonu bulundururlar. Bu aktif immiin fenotipe sahip MSI-H
kolon tiimorleri ayrica PD1, PD-L1, CTLA4, Lenfosit aktive edici 3 (LAG3) ve
interferon-y (IFNy) dahil olmak iizere yiiksek seviyelerde ¢oklu immiin kontrol
noktas1 molekiillerini ifade ederler. Bu bulgular, MSI-H tiimérlerin hem genomik
Ozelliklerinin hem de mikrogevrelerinin immiinoterapiye yiiksek cevap oranlarina

katkida bulunabilecegini gostermektedir (89).
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Mikrosatellit instabilitesi saptanan tiimorlerde immiin kontrol nokta inhibitor
tedavisi uygulanmasi “Food and Drug Administration (FDA)” tarafindan da
onaylanmis bir tedavi yaklasimidir (9). Bu tedavi yontemi ilerlemis fiirotelyal

karsinoma i¢in yakin dénemde tedavi segenegi haline gelmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Olgu Sec¢imi
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji ve Tibbi Patoloji AD’da, 2005-2018

yillar1 arasinda, muskularis propria invazyonu gostermeyen (Ta, T1), yiiksek dereceli
tirotelyal karsinoma tanisi alip, intravezikal BCG tedavisi uygulanmis hastalardan,
Avrupa Uroloji Derneginin 2018 tedavi rehberine gore (bakimz sayfa 33) BCG
refrakter kabul edilmis 29 hasta ve BCG tedavisine yanit alinmis 30 hasta olmak

tizere 59 hasta ¢alisma grubunu olusturmaktadir (52).

BCG refrakter olan hasta grubunda BCG tedavisi dncesinde alinmis biyopsileri
ile BCG tedavisine yanitsiz kabul edildikleri niiks / progresyon biyopsileri; BCG’ye
yanit alinan hasta grubunda ise tani biyopsileri degerlendirmeye alinmistir. Ancak
BCG refrakter kabul edilen 29 hastanin 2’sinde niiks/progresyon biyopsilerine ait
parafin bloklara ulasilamadigi i¢in sadece BCG tedavisi Oncesi biyopsileri {izerinde

degerlendirme yapilabilmistir.

H-E boyali kesitlerine patoloji arsivinden ulasilarak, timor tipi, histolojik
derece (diisiik, yiiksek), niikleer pleomorfizm derecesi (hafif, belirgin), invazyon
yayginligi (1 odak: fokal, 1’den fazla odak: multifokal), en biiyiik invazyon odagi
uzun ¢apt (<2mm, >2mm), lamina propria invazyon derinligi (yiizeyel l.propria,
derin I. propria), eslik eden varyant, skuamo6z diferansiyasyon ve karsinoma in situ
durumu ile tiimor iliskili inflamatuar hiicre (TiIH) orami agisindan yeniden
degerlendirilmistir. Tiimér derecelendirmesi ve tiplendirmesine DSO 2016
siniflamasina gore karar verilmistir. H-E kesitlerde tiimorii en iyi temsil eden parafin

bloklar belirlenmistir.

3.2. Iimmiinohistokimyasal Boyama

Belirlenmis olan parafin bloklardan 4 um kalinliginda kesitlerde MSH2, MSHS,
PMS2, MLH1 ve PD-L1 (SP263) antikorlar1 kullanilarak boyamalar
gerceklestirilmistir. Boyamalar Ventana otomatik boyama cihazinda (Roche-
Ventana), Ventana Optiview ve Ultraview DAB Kitleri kullanilarak yapilmistir.
Pozitif dis kontrol olarak MSH2, MSH6, PMS2, MLH1 i¢in kolon ve PD-L1

(SP263) igin plasenta dokulart kullanilmistir (Tablo 5).
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Tablo 5: Cahismamizda kullamilan immiinohistokimyasal antikorlar

Antikor Antijen Kullamlan | Antikor Klon Dis Tedarikci
agiga Kit inkiibasyon Kontrol
cikarma siiresi
yontemi/siire
PD-L1 EDTA/60° Optiview 120° SP263 Plasenta | Ventana
DAB
MSH2 EDTA/60’° Ultraview | 40’ G219-1129 | Kolon Cell
DAB Marque
MSH6 EDTA/90’ Ultraview | 56’ 44 Kolon Ventana
DAB
PMS2 EDTA/60’ Optiview | 60’ EPR3947 | Kolon Cell
DAB Marque
MLH1 EDTA/60’° Ultraview | 48’ M1 Kolon | Ventana
DAB

3.3. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Immiinohistokimya boyali preparatlar daha énce Tibbi Patoloji AD’na BAP
altyapr projesi (proje no:14A0230003) kapsaminda alimmis olan “3DHistech
Panoramic 250 Flash” dijital tarayicida taranmig ve immiinohistokimyasal

degerlendirme dijital goriintiiler lizerinde yapilmigstir.

3.3.1. PD-L1 (SP263):
PD-L1(SP263) boyali kesitler degerlendirilmeden 6nce H&E boyali kesitler

taranarak timor alanlari ve tiimor iliskili inflamatuar hiicre (TIIH) orani (%0, %1,
%S5, %10, %20, %25, %30, %40, %50, %60, %70, %75, %80, %90, %100 seklinde)
belirlenmistir. TIIH oranin1 belirlemek i¢in infiltratif timérlerde tiimérii infiltre eden
ve tlimore komsu dar stromadaki inflamatuar hiicreler; papiller iirotelyal karsinom
olgularinda ise fibrovaskiiler kor i¢indeki, tiimor tabanina bitisik ve timori infiltre
eden inflamatuar hiicreler degerlendirmeye alinmigtir (90) (resim 10). TIIH yiizdeleri
belirlendikten sonra yiizdelerine gore (Grup 1: <%5, Grup 2: %10, Grup 3: >%20)

gruplandirilmistir.
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TiiH’lerdeki PD-L1 boyanma oram (%0, %10, %20, %25, %30, %40, %50,
%60, %70, %75, %80, %90, %100 seklinde) belirlenmistir. Literatiirde belirtildigi
gibi TIIH oranm1 %]1°den fazla oldugunda boyanma siddetinden bagimsiz olarak,
%25’in  iizerinde  tiimdér  hiicrelerinde =~ membrandz ~ veya  TIIH’de
membrandz/sitoplazmik/graniiler boyanma; TIIH oran1 <%1 oldugunda ise TiiH’de
%100 oraninda membrandz/sitoplazmik/graniiler boyanma veya tiimor hiicrelerinde
%25’in iizerinde membrandz boyanma goriilmesi halinde yiiksek PD-L1 ifadesi
(resim 11), bunun disindaki durumlarda disiik PD-L1 ifadesi veya negatif olarak
smiflandirilmstir (resim 12, 13) (90-93).

Ayrica TIIH oranindan bagimsiz olarak yapilan degerlendirmede PD-L1 ile
pozitif boyanma oranlarma gore TIIH ve tiimor hiicreleri (Grup 1: <%20, Grup 2:
>%620, <%50, Grup 3: >%50) gruplandirilmistir. Tiimor hiicrelerindeki sitoplazmik
boyanma, intravaskiiler inflamatuar hiicrelerdeki ve normal lenfoid dokudaki PD-L1

boyanmasi ile nekroz alanlari ve koter artefakti bulunan alanlar degerlendirme
disinda birakilmustir (10, 76, 90).

BCG refrakter kabul edilen gruptaki olgularda niiks/progresyon biyopsilerinde
TIIH ve timdr hiicrelerinde PD-L1 boyanma oram degerlendirilmis, tam

biyopsilerindeki PD-L1 boyanmalari ile karsilastirilmistir.

Resim 10: TiIH Oraninin Belirlenmesi (Mavi cizgiler ile isaretli alanlar TIIH

alanlar)

50



Resim 13:Timor hiicrelerinde PD-L1 ile membrandz boyanma ve diisiik PD-L1
ifadesi (<%25)
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3.3.2. DNA MMR gen ekspresyonu:
Biitiin olgularda MSH2, MSH6, PMS2, MLH1 ekspresyonu degerlendirilirken

cevredeki non-timdral hiicrelerde pozitif boyanma internal kontrol olarak kabul

edilmis, her bir antikorun niikleer boyanma yiizdesi hesaplanmustir.

Niikleer boyanma yiizdesi degerlendirilirken tiim kesit alani incelenmis,
nekroz ve koter artefakti bulunan alanlar degerlendirme digsinda birakilmistir.
Degerlendirilen alanlarda internal kontrol olan non-tiiméral hiicrelerin boyanmis

olmasina dikkat edilmistir.

MSH2, MSH6, PMS2, MLH1 proteinlerinden herhangi biri ile total
ekspresyon kaybi1 durumu “total kayip”, bu proteinlerden herhangi biri ile %30 ve
altinda ekspresyon goriilmesi “parsiyel kayip”, hepsiyle %30’un iizerinde ekspresyon

goriilme durumu ise “kayip yok” seklinde kategorize edilmistir.

Ayrica boyanma siddeti zayif:l, orta:2, kuvvetli:3 olacak sekilde
degerlendirilmis, boyanma yiizdesi (%0-100) ile boyanma siddetinin degeri (1-3)

carpilarak her bir belirteg icin boyanma skoru belirlenmistir (resim 14).

SN ;
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\ ¢"1 g
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»-.";.bﬂﬁ kit f'og""ﬂ QN

Resim 14: DNA MMR Proteinlerinin  (MSH2, MLH1, MSH6 ve PMS2)

Ekspresyonun Degerlendirilmesi: A-MSH2 ile tiimor hiicrelerinde %100 kuvvetli
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niikleer boyanma, B-MLHI1 ile tiimor hiicrelerinde %100 kuvvetli niikleer boyanma,
C-MSH6 ile tiimor hiicrelerinde %20 oraninda orta-kuvvetli niikleer boyanma
(parsiyel kayip), D- PMS2 ile tiimor hiicrelerinde %10 oraninda zayif niikleer

boyanma (parsiyel kayip) (kirmiz1 ok:endotel hiicrelerindeki boyanma)

Bu c¢alismada amaclarimiz  arasinda MSI-H  vakalart  saptamada
Immiinohistokimya yontemininin belirleyiciliginin degerlendirilmesi ve MSI-H
vakalar1 gosterecek immiinohistokimyasal bulgularin olusturulmasi yer aldigindan,

parsiyel kayiplar da ayrica degerlendirmeye alinmastir.

3.4. Mikrosatellit Analizi (MSA)

Hastalara ait tiimorlii ve normal dokular secilerek, parafin bloklarindan 5 pm
kalinliginda kesitler alinmis, her hastaya ait normal doku ve tiimor dokusu i¢in ayri
kodlar verilmistir. Timor miktar1 %50’den az olan dokularda tiimor alani
isaretlenmis ve makrodiseksiyon uygulanmistir. Olgulardan biri normal dokusunun
olmamasi, bir digeri ise tiimor oraninin ¢ok az olmasi nedeniyle DNA fragman
analizine dahil edilmemis, kalan 57 hastaya ait timor ornekleri (55 tedavi oncesi, 2
tedavi sonrasi niiks/progresyon biyopsisi) DNA fragman analizine dahil edilmis,

asagidaki protokol uygulanarak DNA fragman analizi gerceklestirilmistir.
Deparafinizasyon ve DNA izolasyonu:

1. Parafin bloklardan elde edilen 5 pum kalinhgindaki kesitler 1.5 ml’lik
mikrosantrifiij tiiplere alindu.

2. Her 6rnegin tizerine 1 ml ksilen eklendikten sonra 10 sn vortekslendi.

3. Tium o6rnekler oda sicakliginda (15-25°C) 2 dakika boyunca en yiiksek hizda 2
dakika santrifiije edildi.

4. Yukarida kalan siv1 pipetle tiiplin disina ¢ikarildi.

5. Orneklerin iizerine 1 ml etanol (%96-%100) eklendi ve karistirilarak tekrar
vortekslendi.

6. Oda sicakliginda (15-25°C) 2 dakika boyunca en yiiksek hizda 2 dakika santrifiije
edildi.
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10.
11.
12.
13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.

20

Yukarida kalan sivi1 pipetle tliplin disina ¢ikarildi.

Tiiplerin kapaklar1 agilip, oda sicakliginda rezidiiel etanol kalmayana kadar

inkiibasyona birakildi.

180 ul Buffer ATL ve 20 ul proteinaz K eklenerek tekrar siispansiyon hazirlandi

ve vortekslenerek karistirildi.

56°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

Ardindan 90°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

1.5 ml tiipte santrifiije edildi.

200 ul Buffer AL eklendi ve vortekslendi. Sonra 200 ul etanol (%96-100)

eklendi ve tekrar vortekslenerek karigim hazirlandi.

Santrifiije edildi.

Orneklerin tamami  QIAamp MinElute kolonlara aktarildi ve kapaklari

kapatilarak 1 dakika boyunca 6000 x g (8000 rpm) hizinda santrifiije edildi.

Kolonlar 2 mI’lik temiz tiiplere yerlestirildi.

QIAamp MinElute kolonlar a¢ildi ve 500 pl Buffer AW1 eklendi. Kapaklari

kapatilarak 1 dakika boyunca 6000 x g (8000 rpm) hizinda santrifiije edildi.

Ardindan kolonlar 2 ml’lik temiz tiiplere yerlestirildi. Bu basamak 1 kere daha

tekrar edildi.

3 dakika boyunca en yiiksek hizda, membran kuruyana kadar santrifiije edildi.
QlAamp MinElute kolonlar, temiz 1.5 ml’lik tiiplere yerlestirildi ve sivinin

kaldig: tiipler atildi. QIAamp MinElute kolonlarin kapagi agildi ve membranin

ortasina 20-100 ul Buffer ATE eklendi.

Kapaklar kapatildi ve odak sicakliginda 1 dakika inkiibasyona birakildiktan

sonra en yiiksek hizda 1 dakika santrifiije edildi.

. DNA miktarlar1 6l¢iildii (Qubit 3, Invitrogen) ve DNA konsantrasyonlari 2.5 ng/
ul olacak sekilde ayarlandi.

PCR asamasi; her Ornek i¢in asagidaki miktarlarda kimyasallarla karisim

olusturulmustur.
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21.

22.

23.

24,

25.
26.

27.

Tablo 6: PCR i¢in kullanilan kimyasallar ve miktarlar:

Kimyasallar ul

Su 3.425ul
Gold STHR 10X Buffer 0.5 pul
MSI 10X Primer Pair Mix 0.5 pul
GoTaq MDx Taq Polymerase (5u/ul) 0.075 ul
DNA (10ng/ul)* 0.5 ul
Toplam reaksiyon hacmi 5.00 pl

Kitten c¢ikan K562 High Molecular Weight DNA (10ng/ul) sulandirilarak
kullanildi. Ayrica kontaminasyon kontrolii i¢in her yiiriitmede 1 tane negatif
kontrol (su) kullanildi.

MSI i¢in Thermal Cycler PCR Protokolii uygulandi. (10 siklus: 95°C ‘de 2
dakika, 96°C’de 1 dakika, 94°C’de 30 saniye, 58°C’de 30 saniye, 70°C’de 1
dakika, ardindan 20 siklus: 90°C’de 30 saniye, 58°C’de 30 saniye, 70°C’de 1
dakika, ardindan 60°C’de 30 dakika ve 4°C’de bekleme)

PCR islemi bittikten sonra PCR iiriinlerini ABI 3500 cihazina yiiklemek i¢in
ornek basina; 0.5ul ILS 600 ve 9.5ul Hi-Di™ formamide eklendi.

Karigim 10-15 saniye vortekslendikten sonra 96 well ABI platelerine 10ul
koyuldu.

Ardindan PCR {iriinlerinden 0.5 ul eklendi ve {izeri septa ile kapatildi.

ABI StepOne cihazinda denatiirasyon programinda 5 dk ve 95C’de denatiire
ettikten hemen sonra buza gémerek 5 dk bekletildi.

Plate bu igslemden sonra ABI 3500 cihazina yiiklendi.

ABI 3500 cihazinda kapiller elektroforezde DNA fragman analizi

Mikrosatellit instabilite durumunu saptamak i¢in 5 poli-A mononiikleotid

marker (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ve MONO-27) ve doku kimliklendirmesi

icin 2 polimorfik pentaniikleotid marker (Penta C ve Penta D) iceren Promega

(MD1641 MSI Analysis System, Version 1.2) paneli kullanilarak her hastaya ait

normal doku ve tiimor dokusu arasinda mikrosatellit bolge uzunluklari karsilagtirilda.
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3.5. Mikrosatellit analizi degerlendirme

Literatiirde belirtilen sekilde normal doku ile tiimérlii doku mikrosatellit bolge
uzunluklar1 agisindan yapilan karsilastirmada 5 poli-A mononiikleotid mikrosatellit
bolgesinden (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ve MONO27) en az 2’sinde uzunluk
farki saptandig1 durumda tiimorler MSI-H, 1 bolgede uzunluk farki oldugunda MSI-
L, bolgeler arasi uzunluk farki olmadiginda MSS olarak kabul edilmistir (resim 15)
(9, 79).

24000 Normal doku

BAT-26
21000
BAT-25
18000+

AL

]

6000+

3000

0 FUAY

24000

21000 Timdr dokusu

18000
15000

sl WARIN. AMA N

Resim 15: MSA ile 5 poli-A mononiikleotid mikrosatellit bolgesinin

degerlendirilmesi. Normal doku ve timor dokusu arasinda mikrosatellit bolgelerinde

uzunluk farki yok.
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3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler SPSS istatistik paket programinda yapilmistir. Tanimlayici
bulgular kisminda kategorik degiskenler say1 ve ylizde ile; sayisal degiskenler ise
ortalama + standart sapma, ortanca, en kiiciik ve en biiylik seklinde sunulmustur.
Kategorik degiskenlerin karsilastirllmasinda Ki-Kare ve Fisher Exact Testi, sayisal
degiskenlerin karsilastirilmasinda ise normal dagilima uygunluguna gore parametrik
(Student T Test vb.) veya nonparametrik (Mann Whitney U, Kruskal Wallis vb)
testler kullanilmistir. Tiim analizlerde istatistiksel olarak saptanan 0,05’in altindaki p

degerleri anlamli kabul edilmistir.

57



4. BULGULAR

4.1. Olgulara Ait Genel Bulgular

Olgularin %10,2’si (n:6) kadin, %89,8’1 (n:53) erkektir. BCG refrakter hasta
grubundaki 29 hastanin yas ortalamasi1 66,34 (48-84), BCG tedavisine yanit veren 30
hastanin yas ortalamasi 69,73 (52-85)’tiir. Bu iki grupta yas ve cinsiyet dagilimi
acisindan anlamli fark izlenmemistir (sirasiyla p=0,139; p=0,195). Klinikopatolojik

Ozellikler Tablo 7°de 6zetlenmistir.

Tablo 7: Olgularin Klinikopatolojik Ozellikleri

Klinikopatolojik Ozellikler Degerler (%)
Cinsiyet

Kadin 6 (10.1)

Erkek 53 (89.8)
Ortalama Yas 67.74
Yas Aralig1 48-85
Evre

Ta 8 (13.6)

T1 51 (86.4)
Lamina Propria invazyon Derinligi

Yiizeyel |. propria 33 (64.7)

Derin I. propria 18 (35.3)
Invazyon Yaygmlhigi

Fokal (1 odak) 28 (55)

Multifokal (>1 odak) 23 (45)
En biiytlik invazyon odag1 uzun ¢ap1

<2mm 32 (62.7)

>2mm 19 (37.3)
Eslik eden karsinoma in situ (KIS)

Var 10 (17)

Yok 49 (83)
Evre Progresyonu

Var 4 (14.8)

Yok 23 (85.2)
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BCG refrakter 29 vakanin tedavi Oncesi biyopsilerinin %17,2’si (n:5) Ta,
%82,8’1 (n:24) T1 evresinde; 29 hastanin 27’sinin tedavi sonrasi alinan
biyopsilerinde %40,8’i (n:11) Ta, %44,4’1 (n:12) T1, %11,1’1 (n:3) T2 ve %3,7’si
(n:1) T4a evresindedir. Tan1 biyopsisi ile BCG tedavisi sonrasi biyopsi tiimor evresi
acisindan karsilagtirildiginda 27 hastanin  %14,8’inde (n:4) evre progresyonu
gozlenmistir. BCG tedavisine yanit alinan 30 hastanin tedavi oncesi biyopsilerinin
%10’u (n:3) Ta, %901 (n:27) T1 evresindedir. Tedavi 6ncesi biyopsilerin evreleri
karsilastirildiginda BCG refrakter grup ile BCG tedavisine yanit alinan grup arasinda
farklilik saptanmamistir (p=0,472) (sekil 5). T evresi ile TiIH oran1 arasinda bir iliski
bulunmamustir (p=0,773).

Olgular 1. propria invazyon derinligi ve BCG tedavi yaniti agisindan
karsilastirildiginda derin Lpropria invazyonu gosteren olgularda BCG refrakterliginin

daha yiiksek oranda oldugu goriilmiistiir (p=0,038) (sekil 6)

Tedavi Oncesi biyopsiler degerlendirildiginde 59 hastanin 10’unda (%17)
tiimore eslik eden karsinoma in situ saptanmis, bu bulgu BCG refrakter olma durumu
ile iligkisiz bulunmustur (p=1.000). Ancak tiimoére eslik eden karsinoma in situ

bulunan olgularda TiIH oraninin daha diisiik oldugu gériilmiistiir (p=0,018) (sekil 7).

Hem tedavi oncesi biyopsilerde BCG refrakter grup ile BCG iyi yanit veren
grup arasinda hem de BCG refrakter grupta tedavi oncesi ve sonrasi biyopsiler

arasinda TIIH oranlari agisindan anlamli bir fark saptanmamstir (p=0,922 ve

p=0,352).
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ET4a
aT2
BT1
OTa

10% T I

BCG BCG BCG
Refrakter Refrakter Tedavisine
Grup TO Grup TS  Yamt Veren

Biyopsi Biyopsi Grup

Sekil 5: BCG Refrakter Grup TO (Tedavi Oncesi), TS (Tedavi Sonrasi)
Biyopsilerinde ve BCG Tedavisine Yanit Veren Grupta T Evre Dagilimi

100%
80% WBCG Tedavisine
Iyi Yanit Veren
60% Grup
40% B BCG Refrakter
20% Grup
0
0% T

Yiizeyel Derin
L.propria  L.propria
Invazyonu invazyonu

Sekil 6: Tedavi Oncesi biyopsilerde yiizeyel ve derin 1. propria invazyonu gdsteren
vakalarda BCG tedavi yanitinin karsilastirilmasi. Derin 1. propria invazyonu gosteren

olgularda BCG refrakterligi daha fazladir (p=0,038).
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Tedavi Oncesi (TO) Biyopsilerde (n:59) KiS ve TiiH Oran
Grubu

50

as

20

35

30

25

20

15

10 iH Grup 1: <%5

. TiiH Grup 2: %10
Eslik eden KiS yok Eslik eden Ki$ var  TIH Grup 3: 2%20

uGrupl mGrup2 =Grup3

Sekil 7: Tiimére eslik eden karsinoma in situ (KIS) durumu ile TiIH orani arasindaki

iliski. Tiimdre eslik eden KIS olan olgularda TilH oram daha diisiiktiir (p=0,018).

4.2. immiinohistokimyasal Bulgular

TIIH PD-L1 boyanma yiizdesi ve TIIH oranindan bagimsiz degerlendirmede
PD-L1 boyanma yiizdelerinin en diisiik, median ve en yiiksek degerleri Tablo 8’de

gosterilmigtir.

Tablo 8: Gruplara gore TIIH’de PD-L1 boyanma yiizdeleri ve TIIH oranindan

bagimsiz degerlendirmede PD-L1 boyanma yiizdelerinin en diisiik, median ve en

yiiksek degerleri
BCG Refrakter Grup | BCG Tedavisine BCG Refrakter Grup
Tedavi Oncesi Yanit Veren Grup Tedavi Sonrasi Biyopsi
Biyopsi (n:29) (n:30) (n:27)
Min. Median | Maks. | Min. Median | Maks. | Min. Median | Maks.
TIilH PD-L1 (%) 0 25 80 0 30 80 0 20 80
TiiH orammndan 0 30 80 0 35 80 0 20 80
bagimsiz TIIH PD-
L1 (%)
4.2.1. PD-L1

BCG refrakter ve BCG 1iyi yamt veren her iki grup bir arada
degerlendirildiginde; BCG tedavisi 6ncesine ait 59 biyopsinin 5’inde (%8) (1’1 BCG
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refrakter, 4’tt BCG iyi yanit veren) tiimor hiicrelerinde %5 ve daha az oranda
membranéz boyanma (diisiik PD-L1) izlenmistir. BCG refrakter hasta grubunda
tedavi sonrasi biyopsilerin sadece 1’inde (%3,7) tiimor hiicrelerinde %10 oraninda
membrandéz boyanma (disik PD-L1) gozlenmistir. Boylece tiim biyopsiler timor

hiicresi PD-L1 ifadesine gore diisiik PD-L1 ifadesi gostermistir.

Tedavi 6ncesi biyopsilerde, TIIH gruplarmm, TiIH PD-L1 boyanma yiizdesine
gore, diisiik ve yliksek PD-L1 ifadesine gore dagilimi Tablo 9’da 6zetlenmistir.

Tablo 9: TiiH Gruplarina ve TIiH PD-L1 Boyanma Oranlarina Gore Tedavi

Oncesine Ait Biyopsilerin Dagilimi

Degerlendirme Say1 (%)
TIiH Grup
Grup 1 (<%5) 34 (57,6)
Grup 2 (%10) 13 (22)
Grup 3 (>%20) 12 (20,4)

TIIH Oranindan Bagimsiz Yapilan
Degerlendirmede TiIH PD-L1
Boyanmasina Gore

Grup 1 (<%20) 18 (30,5)
Grup 2 (>%20, <%50) 19 (32,2)
Grup 3 (>%50) 22 (37,3)
TiiH’de Diisiik PD-L1 * 25 (42,4)
TIiH’de Yiiksek PD-L1 (>%25) 34 (57,6)

* TiIH’de diisiik PD-L1 ifadesi grubuna dahil edilen 25 biyopsinin 10’unda (%40)
TIiH oran1 <%1 olarak saptanmis ve TIIH oran1 <%1 olan biyopsilerin hepsinde
TIiH PD-L1 boyanmasi <%100 olarak izlenmistir. TIIH oran1 %]1°den fazla olan 15
olguda ise TIIH PD-L1 boyanma oran1 %25’in altinda oldugu icin diisiik PD-L1

grubuna alinmustir.

TIIH de yiiksek PD-L1 ifadesi (>%25) agisindan noninvaziv (Ta) ve invaziv
(T1) grup karsilastirildiginda; T1 tiimorlerde Ta tiimérlere gore TIIH yiiksek PD-L1
ifadesinin daha sik oldugu saptanmistir (p=0.008) (sekil 8).

Tedavi Oncesi biyopsilerde T1 olgular iginde, lamina propria invazyon
derinligi, en biiyiik invazyon odag: uzun cap1 ve invazyon yaygmlig: ile TiiH deki
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PD-L1 ifadesi arasinda bir iligki saptanmamustir (sirasiyla p=0,313; p=0,859;
p=0,603). Ayrica tiimore eslik eden karsinoma in situ durumu da TIiIH deki PD-L1
ifadesi ile iliskisiz bulunmustur (p=1,000).

357
30
25
20 @ Diisiik/Negatif
PD-L1 ifadesi

15 B Yiiksek PD-L1
10 ifadesi

0

Noninvaziv invaziv

Sekil 8: Noninvaziv (Ta) ve invaziv (T1) grupta TiiH’de PD-L1 ifadesi iliskisi:
TIiH de yiiksek PD-L1 ifadesi invazyonla iliskilidir (p=0.008).

TIiH de yiiksek PD-L1 ifadesi ile TIIH oran1 arasinda pozitif bir korelasyon

bulunmaktadir (Pearson korelasyonu: 0,428).

Hem BCG refrakter grupta tedavi 6ncesi ve sonrasi biyopsilerde, hem de BCG
refrakter grup ile BCG tedavisine iyi yamit veren grup arasinda TIIH de
diistik/yiiksek PD-L1 ifadesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (sirasiyla p= 0,508; p=0,708) (Tablo 10).

Tablo 10: BCG Refrakter Grupta BCG Tedavisi Oncesi ve Sonrasi Biyopsilerde
TIIH de Yiiksek/Diisiik PD-L1 Ifadesi Dagilim1

BCG Refrakter Grupta PD-L1 Ifadesi | Say1 (%0)

Tedavi Oncesi Biyopside Yiiksek, | 6 (22,2)
Tedavi Sonrast Biyopside Diisiik PD-L1
Ifadesi

Tedavi Oncesi Biyopside Diisiik, Tedavi | 3 (11,1)
Sonras1 Biyopside Yiiksek PD-L1 Ifadesi

Her iki Biyopside Diisiik PD-L1 Ifadesi | 8 (29,7)
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Her iki Biyopside Yiiksek PD-L1 Ifadesi | 10 (37)

4.2.2. DNA MMR gen ekspresyonu:

Bir olguda MSH6 ile, 12 olguda ise PMS2 ile tiimdr hiicrelerinde ve stromal
hiicrelerde niikleer boyanma olmamasi nedeniyle immiinohistokimyasal boyamalar
tekrar edilmis, tekrar sonrasinda boyanma elde edilmistir. Boyanma ylizdelerinin

minimum, median ve maksimum degerleri Tablo 11°de 6zetlenmistir.

Tablo 11: Gruplara gore en diisiik, median ve en yiiksek PMS2, MLH1, MSH2,

MSH6 boyanma oranlari

BCG Refrakter Grup BCG Tedavisine Yamt
Tedavi Oncesi Biyopsi Veren Grup Tedavi
(n:29) Oncesi Biyopsi (n:30)
Min. | Median | Maks. | Min. | Median | Maks.
PMS2 (%) 10 80 100 10 55 100
MLH1 (%) | 50 90 100 | 40 90 100
MSH2 (%) 30 100 100 10 95 100
MSH6 (%) | 10 60 100 | 10 60 100

Olgularin higbirinde DNA MMR proteinleri ile timor hiicrelerinde niikleer
boyanmada total kayip ve MLHI1 ile parsiyel kayip izlenmemistir. Tedavi oncesine
ait 59 biyopsinin 24’tinde DNA MMR proteinlerinde parsiyel kayip (<%30)

izlenmis, bu olgularin dagilimi sekil 9°da gosterilmistir.

= PMS2, MSH2 ve MSH6
4% 4% ile parsiyel kayip

» MSH2 ve MSH6 ile
parsivel kavip

MSH6 ve PMS2 ile
parsiyel kayip

Sadece PMS2 ile
parsiyel kayp

W Sadece MSH6 ile
parsivel kayip

Sekil 9:DNA MMR Protein Ekspresyonunda Parsiyel Kayip Bulunduran

Olgularin (n:24) Dagilimi
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En az bir DNA MMR proteini ile parsiyel kayip bulunduran grup ile

bulundurmayan grup BCG tedavisine yanit acisindan karsilastirildiginda, parsiyel

kayip bulunduran 24 olgunun biiyiik kismimin (%70,8 (n:17)) BCG tedavisine iyi

yanit veren grupta oldugu saptanmistir (p=0,022) (sekil 10).

100%
80%
60%
40%
20%

0%

Parsiyel Kayip Parsiyel Kayip
Var Yok

B BCG Tedavisine
iyi Yanit Veren
Grup

B BCG Refrakter
Grup

Sekil 10: DNA MMR proteinlerinde parsiyel kayip bulunan ve bulunmayan

gruplarda BCG tedavi yanitinin dagilimi.

Tedavi oncesi biyopsilerde BCG refrakter grup ile BCG tedavisine yanit

veren grup arasinda DNA MMR protein ifadeleri ayr1 ayr1 incelendiginde hem PMS2

boyanma yiizdeleri hem de boyanma skorlariin BCG tedavisine iyi yanit veren
grupta daha diisiik oldugu gorilmistir (p=0,011 ve p=0,037) (sekil 11). Ancak

PMS?2 ile parsiyel kayip (<%30) durumuna gore yapilan yukaridaki karsilagtirmada

farkin istatistiksel anlamlilik diizeyinde olmadig: izlenmistir (p= 0,061). MSH2 ve
MSHS6 ile bir farklilik izlenmemistir (p=0,521 ve p=0,113).
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PMS2 (%) ve PMS2 SKOR
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200 x
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BCG Refrakter Grup TO Biyopsi BCG Iyi Yanit Veren Grup TO Biyvopsi

W PMS2 (%) ®PMS2 Skor

Sekil 11: BCG Refrakter Grup ve BCG Iyi Yanit Veren Grup Arasinda PMS2 (%) ve
skor dagilimi. Tedavi 6ncesi (TO) biyopsilerde BCG iyi yamit veren grupta PMS2
boyanma yiizdeleri ve skoru BCG refrakter gruba gore daha disiiktir (p=0,011 ve
p=0,037).

En az bir DNA MMR proteini ile parsiyel kayip bulunduran grup ile
higbirinde kayip olmayan grup arasinda yas, evre, invazyon derinligi, eslik eden
karsinoma in situ varligi acisindan istatistiksel olarak bir fark gozlenmemistir

(sirastyla p=0,965, p=1,000, p=0,972 ve p=0,490).

Ayrica en az bir DNA MMR proteininde parsiyel kayip olmasi ile yiiksek
TIIH orami veya TIiH’de yiiksek PD-L1 ifadesi goriilmesi arasinda bir iliski
saptanmamustir (sirasiyla p=0,778; p=0,891).

4.3. Mikrosatellit Analiz Bulgular:

Olgulardan biri normal dokusunun olmamast, bir digeri ise tiimor oraninin gok
az (<%20) olmas1 nedeniyle mikrosatellit analizine dahil edilmemis, boylece toplam
57 hastada (55 tedavi dncesi biyopsi, 2 tedavi sonrasi niiks/progresyon biyopsisi)

DNA fragman analizi ile mikrosatellit instabilite durumu incelenmistir.

DNA fragman analizi uygulanan 57 tiimoriin tamami mikrosatellit stabil
(MSS) saptanmistir. DNA MMR proteinleri ile parsiyel kayip goriillmesinin,

mikrosatellit instabilitesi gostergesi olmadig1 sonucuna varilmistir.
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5. TARTISMA

Mesane kanserleri diinya genelinde kanser siralamasinda 7. sirada
gelmektedir; erkeklerde en sik 4., kadinlarda ise en sik 17. kanserdir. Diinya
genelinde mesane kanseri insidansi ve mortalitesi erkeklerde kadinlara gore 3-4 kat
daha sik olup, iilkemizde bu oran 8 kata kadar ¢ikmaktadir. Ortalama tani yas1 73 tiir
(2, 18). Bizim ¢alismamizda 59 hastanin %89,8’i erkek, %10,2’si kadindur; literatiirle

uyumlu olarak ortalama tan1 yasi 67,74 bulunmustur.

Son zamanlarda, immin kontrol noktasi molekillerinin monoklonal
antikorlarla bloke edilmesi, bir¢ok malignitede oldugu gibi ileri evre iirotelyal kanser
tedavisinde de umut verici bir yontem olarak giindemdedir. PD-1 / PD-L1 sinyal
yolunun, timdr hiicrelerinin immiin sistemden kagmasinda dnemli bir rol oynadigi
noktasindan yola ¢ikilarak, bu yolaktaki proteinleri bloke eden antikorlarla tiimore

kars1 T hiicre yanitinin yeniden aktive edilmesi amaglanmaktadir (94).

Mesane kanserinde PD-L1 ifadesini arastiran ¢alismalarda tiim kesit alanini
inceleyen c¢alismalar yaninda doku mikroarray oOrneklerinden PD-L1 ifadesinin
arastirildigi ¢alismalar da mevceuttur (73, 94-97). Doku mikroarray 6rneklerinde PD-
L1 ifadesinin incelenmesinde tiimor heterojenitesi sonuglart etkileyen bir faktor
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (95). Bizim ¢alismamizda bu olumsuz faktoriin oniine
gecmek igin tiim kesit alan1 incelenmis hem TiIH’de hem de tiimér hiicrelerinde PD-

L1 ifadesi degerlendirilmistir.

Mesane karsinomunda, tiimér hiicrelerinde PD-L1 pozitifliginin goriilme
orani yayinlanan ¢aligmalarda %4,3 ile %100 arasinda degismektedir (68-71, 95, 96).
Bizim c¢alismamizda diger c¢alismalarin aksine, olgularin higbirinde timor

hiicrelerinin yiiksek PD-L1 ifadesi (>%25 membrandz boyanma) goriilmemistir.

Kas invaziv olmayan iirotelyal karsinom olgularinda tiimdr infiltre eden
mononiikleer hiicrelerde PD-L1 pozitifligi az sayida ¢alismada degerlendirilmis ve
%34,3-%50 oraninda bildirilmistir (71, 94, 96). Bizim ¢alismamizda ise TIIH’de
yiksek PD-L1 ifadesi %57,6 oraninda izlenmistir. Bu oran diger caligmalarda

bulunan sonuglardan gorece yiiksektir.
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Huang ve ark. 103’i kas invaziv olmayan 165 mesane kanserinde PD-L1
mRNA seviyelerini Olgtiikleri ¢alismalarinda, artan T evresi ile PD-L1 ifadesinin
pozitif korelasyon gosterdigini bildirmislerdir (98). Nakanishi ve ark.nin 50’si
mesaneye ait 65 tirotelyal karsinoma olgusunu inceledikleri ¢alismalarinda, T evresi
arttikga timor hiicrelerinde izlenen PD-L1 ifadesinde de artis saptanmistir. T evresi
ile TIL oraninin ters korelasyon gosterdigini, ancak bunun istatistiksel olarak anlamli
bir fark olusturmadigi belirtilmistir (68). Ayrica yeni yayinlanan bir ¢alismada,
peritiimoral lenfositlerdeki PD-L1 ifadesi invaziv timorlerde (>T1) noninvaziv (Ta)

timorlere gore daha yiiksek bulunmustur (73).

Benzer sekilde Wankowicz ve ark. yiiksek dereceli T1 tiimorlerde timor
hiicrelerinin PD-L1 pozitifliginin T2 tiimdrlere oranla belirgin sekilde daha diisiik
oldugunu saptamiglardir (96). Ancak bu sonuglarin aksine 23 Ta/T1, 133 T2
tirotelyal karsinom olgusunun incelendigi Bellmunt ve ark.nin ¢alismasinda tiimor
infiltre eden mononiikleer hiicrelerdeki veya tiimor hiicrelerindeki PD-L1 ifadesinin
evre ile iligkisiz oldugu bildirilmistir (94). Bizim ¢alismamizda ise T1 tiimorlerde, Ta
tiimorlere gore TIIH yiiksek PD-L1 ifadesi daha sik saptanmis (p=0,008), ancak T
evresi ile TIIH oram arasinda bir iliski bulunmamstir (p=0,773). Tiimor evresi ile
TIiH PD-L1 ekspresyonu arasindaki pozitif korelasyon, PD-1 / PD-L1 sinyal yolu
aracili konak immiin yanitindan kagis mekanizmasinin mesane kanseri

progresyonunda rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Literatiirde tiimor infiltre eden mononiikleer hiicre varliginin PD-L1 ifadesi
ile korelasyon gosterdigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (69, 94). Benzer sekilde
bizim ¢alismamizda da artmus TIIH orani ile TIIH de yiiksek PD-L1 ifadesi siklig
arasinda pozitif korelasyon izlenmistir (Pearson korelasyonu: 0,428). Ancak

literatiirde bunu agiklayabilecek bir mekanizma bildirilmemistir (69, 74).

Mesane kanserinde kullanilan ilk immiinoterapi olmas: nedeniyle tarihsel
oneme sahip intravezikal BCG tedavisi ile bir bagka immiinoterapi hedefi olan PD-
L1 ifadesi arasindaki iliskiyi arastiran ¢alismalar bulunmaktadir. Inman ve
arkadaslarinin ¢alistiklar seride BCG tedavisi alan 44 hastada (16’s1 BCG refrakter),
BCG tedavisi sonunda ‘“host” dokuda, &zellikle BCG iligkili graniilomlarda ve

karsinoma in situ alanlarinda PD-L1 ifadesinde artis saptanmis ve artmig PD-L1

68



ifadesinin BCG tedavisinin etkinligini azaltic1 bir faktor olabilecegi one siiriilmiistiir
(70). Bizim c¢alismamizda eslik eden karsinoma in situ bulunan olgularda,
bulunmayan olgulara gére PD-L1 ifadesinde bir farklilik gériilmemistir (p=1.000).
Ayrica yiiksek PD-L1 ifadesi ile BCG refrakter olma durumu arasinda bir iliski de
saptanmamistir (p=0,508).

Bir ¢alismada, 22 BCG refrakter hastada BCG tedavisi 0ncesi ve sonrasina
ait biyopsilerdeki PD-L1 ifadeleri karsilastirilmis; BCG tedavisi sonrasinda 14 (%70)
hastada tiimor hiicrelerinde, 13 (%59) hastada tiimor infiltre eden mononiikleer
hiicrelerde PD-L1 ifadesinde artis saptanmistir (71). Bunun aksine BCG tedavisi
sonrasinda tiimor hiicrelerinde PD-L1 ifadesinin azaldigini (69) veya PD-L1 ifadesi
ile BCG tedavisi arasinda iliski bulunmadigini bildiren ¢alismalar da (73, 94, 95)
mevcuttur. Bizim calismamizda BCG refrakter olgularin biiyiik kisminda (%66,7)
tedavi Oncesi ve sonras1 biyopsiler arasinda yapilan karsilastirmada TIiH’de veya
tiimdr hiicrelerinde PD-L1 ifadesi acisindan degisiklik saptanmamasi, BCG tedavisi
direncinde PD-1/PD-L1 aracili immiin sistemden ka¢is mekanizmasinin roliiniin

olmadigim diisiindiirmektedir.

Wang ve ark., hem in vivo hem de in vitro deneylerle, BCG tedavisine yanit
olarak, akim sitometri yontemiyle kanser hiicrelerinde PD-L1 ifadesinin arttigini
gostermislerdir. Ayrica mesane kanseri bulunduran deney farelerindeki tiimor yiik
miktarlarin1 karsilastirmiglar;, BCG ve anti-PD-L1 kombinasyon tedavisinin timor
infiltre eden CD8 (+) T lenfositler ile myeloid kdkenli siipresor hiicrelerin sayisinda
ve aktivitesinde artig saglayarak, anti-tiimor immiin cevabin artmasina yol agtigini ve
kombinasyon tedavisinin, BCG ile tek ajan tedavisinden daha etkili oldugunu ortaya
koymuslardir (75). Bir baska ¢alismada da benzer sekilde BCG tedavisinin immiin
kontrol noktasi inhibitorleri ile birlikte kullanilmasinin BCG’nin etkinligini
arttirabilecegini bildirmislerdir (99). Buna gore, BCG tedavisi direnci ile PD-1/PD-
L1 aracili immiin sistemden kag¢is mekanizmasi arasinda iliski bulunmasa da, tedavi
oncesi biyopsilerde PD-L1 ifadesinin arastirilmasi ve uygun hastalarda BCG tedavisi
ile immiin kontrol nokta inhibitdr tedavisinin kombine kullanimi tedavi etkinligini

arttirabilecek bir yaklasim gibi goriinmektedir

69



Intravezikal BCG tedavisinin etki mekanizmasmin temelinde inflamatuar
hiicrelerde artis ve tiimdre karsi inflamatuar yanitin olugmasi yer almaktadir.
Calismamizda BCG refrakter grupta tedavi sonrasi biyopsilerde tedavi Oncesi
biyopsilere gore BCG tedavi etkisini gdsterecek sekilde TIIH oraninda bir artis
saptanmamasi, BCG tedavisi ile hedeflenen immiin yanitin bu hastalarda
saglanamadigin1 gostermekte ve BCG tedavisine yanitsiz olma durumu ile

ortlismektedir.

BCG tedavisine yanit alimamayan, kas invaziv olmayan mesane
kanserlerinde PD-L1 ifadesini arastiran az sayidaki c¢aligmanin sonuglaridaki
farkliliklarin kullanilan PD-L1 klonlarinin ve pozitif kabul edilme esiklerinin farkl
olmasindan kaynaklandigr distiniilebilir (tablo 12). Bu durum sonuglarin

yorumlanmasi ve karsilastirilmasinda giigliik yaratmaktadir.
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Tablo 12: Urotelyal Karsinomada PD-L1 ifadesini Arastiran Onceki Calismalarin

Ozeti

Calisma Olgu Sayisi PD-L1 Esik deger | Sonug

klon (%)

Inman ve 280 (44’1 5H1 >1 PD-L1, yiiksek derece ve ileri

ark. (2007) | BCG tedavisi evre ile iliskilidir. BCG refrakter

almig, 16’s1 vakalarda immiin sistemden
refrakter) kagista PD-L1 ifadesinin artis1
rol oynuyor olabilir.

Nakanishi 50 M1H1 >12 PD-L1 yiiksek derece, daha kisa
ve ark. genel sag kalim ve hastaliksiz
(2007) sag kalimla iliskilidir.

Boorjian ve 318 (56’s1 5H1 >5 BCG tedavisi sonrasi timor

ark. (2008) | BCG tedavisi hiicrelerinde (TH) PD-L1

almus) ifadesinde azalma izlenmistir.
TH’de PD-L1 ifadesi ileri evre
ile iligkilidir.

Wang ve 60 Pdcd-1L1 >10 PD-L1 ifadesi yiiksek derece,

ark. (2009) (H-130) kas invazyonu, rekiirrens ve

daha kisa genel sag kalimla
iliskilidir.

Bellmunt 160 (17’si 405.9a11 >5 TH’de PD-L1 ifadesi BCG
ve ark. BCG tedavisi tedavisi oykiist, evre, genel sag
(2015) almis) kalimla iligkisizdir.

Faraj ve 56 (26’s1 BCG 5H1 >5 PD-L1 ile korelasyon gdsteren
ark. (2015)  tedavisi almis) sonug yok.

Wankowicz 140 405.9a11 >5 T1 yiiksek dereceli tiimorlerde
ve ark. PD-L1 ifadesi tiimdr infiltre
(2017) eden mononiikleer hiicrelerde

yayginken, TH’de kas
invazivlere gore belirgin sekilde
daha diisiiktiir; KIS ve prognoz
ile iliskisizdir.

Hashizume 30 (22’si E1L3N >1,1S,PS  BCG tedavisi sonrast TH’de
(2018) refrakter) PD-L1 artar.

Eich ve 61 (19 hasta E1L3N >lveb TH’de artmus PD-L1 ifadesi,
ark. (2019) BCG tedavisi daha az rekiirrens ile iligkili,
almis ve 12 ancak BCG tedavisi ile
hastanin tedavi iligkisizdir. Peritiimoral
oncesi ve lenfositlerde yiiksek PD-L1
sonrasi) ifadesi tiimor evre progresyonu
ile iliskilidir.

Calismamiz 59 (29u SP263 >25 TIiH de yiiksek PD-L1 ifadesi

refrakter, invazyon varlig ile iliskili, BCG
27’sinin tedavi refrakter olma durumu, KIS, 1.p

oncesi ve invazyon derinligi ve invazyon

sonrast) yaygmligt ile iligkisizdir.

TIIH PD-L1 ifadesi BCG
tedavisinden bagimsizdir.
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Genetik instabilite karsinogenezisin erken asamalarindan biri olarak
bilinmektedir. Kromozom anormallikleri ve niikleotid diizeyindeki mutasyonlari
olmak tizere iki genetik instabilite mekanizmasi tanimlanmistir. Bunlardan ikincisi
genellikle replikasyon sonrast DNA “mismatch” onarim (MMR) sistemindeki
hatalardan kaynaklanir ve mikrosatellitler ad1 verilen basit tekrarlayan sekanslarda
insersiyon/delesyon mutasyonlariin birikmesine yol acar (100).

Mikrosatellit instabilitesi (MSI) ilk olarak Lynch sendromu olgularinda
yapilan arastirmalarla giindeme gelmistir. Lynch sendromu, basta kolorektal
kanserler olmak {izere ¢esitli kanserlere genetik yatkinligin goriildiigi kalitsal kanser
sendromudur ve literatiire bakildiginda MSI ile iligkili olarak 6zellikle kolorektal
karsinomalarda yapilan c¢alismalarin 6ne c¢iktig1 goriilmektedir. DNA MMR
defekti/MSI durumunun arastirilmasinda ilk basamak olarak immiinohistokimyanin
kullanilmas: 6nerilmektedir (9, 101). Kolorektal karsinomlarda PMS2 ve MSH6’y1
da igeren dortlii immiinohistokimya panelinin MSH2 ve MLH1’den olusan ikili
panele gore MSI saptamada daha sensitif oldugu gosterilmistir (83, 101). Gegmiste
tirotelyal karsinomada DNA MMR defekti / MSI durumunu immiinohistokimyasal
yontemlerle arastiran ¢alismalarda sadece MLHL1 ifadesi ya da MSH2 ve MLH1
ifadesi birlikte incelenmistir (84, 85, 102, 103). Sadece 1 ¢alismada MSH2, MSH6
ve MLH1’den olusan ig¢lii panel kullanilmistir (1). Calismamiz mesane firotelyal
karsinomlarinda PMS2, MLH1, MSH2 ve MSHG6 panelini birlikte kullanan ilk

calisma 6zelligindedir.

Kolorektal karsinomlarda DNA MMR proteinleri ile fokal de olsa niikleer
boyanmanin goriilmesi DNA MMR proteinlerinin intakt oldugunun iyi bir kaniti
olarak kabul edilmektedir (83). Calismamizda DNA MMR proteinlerinin intakt
oldugunu gosterir sekilde olgularin higbirinde DNA MMR proteinleri ile total
ekspresyon kayb1 izlenmemis; fragman analiz yontemi ile olgularin tamaminin MSS

oldugu goriilerek DNA MMR defekti olmadigi dogrulanmastir.

Joost ve ark. heterojen boyanmayr intraglandiiler, klonal ve
“compartmental” olmak tizere 3 tipte tamimlamiglardir (104). Mikrodiseksiyon ile
boyanma olan ve boyanma olmayan tiimér alanlarindan ayri ayri DNA elde edilerek

mikrosatellit analizi ¢alisilmis ve ekspresyon kaybi olan tiimér alanlarinin MSI-H
72



oldugu saptanmistir (104, 105). Bu nedenle bu ¢alismalarda DNA MMR proteinleri
ile heterojen boyanma goriilen tiimorlerin MSS denmeden 6nce daha ileri analizlerle
incelenmesi gerektigi onerilmektedir (104, 106). Ancak bizim ¢alismamizda timor
hiicrelerinde izlenen heterojen boyanma tipinin daha ¢ok intraglandiiler
heterojeniteye benzer olmasi nedeniyle mikrodiseksiyon ile boyanma olan ve
olmayan timér hiicre grubunu ayirmak ve ayri ayrt mikrosatellit analizi yapmak
miimkiin olmamistir. Tiimdriin genelinden mikrosatellit analizi yapilmis, olgularin

tamami MSS olarak degerlendirilmistir.

Mesane iirotelyal karsinomlarinda MLH1 ve MSH?2 ifadesinde azalmanin
daha geng hastalarda ve invaziv tiimdrlerde daha sik oldugunu bildiren bir ¢galigmanin
(85) aksine baska bir ¢alismada MMR defekti ve MSI-H durumunun mesane
kanserinde son derece nadir ve yastan bagimsiz oldugu sonucuna varilmistir (1).
Calismamizda da DNA MMR proteinlerinden (PMS2, MLH1, MSH2, MSH6) en az

biri ile parsiyel kayip goriilmesi durumu yas ile iliskisiz bulunmustur (p=0,965).

Catto ve ark. farkli evre ve dereceye sahip 111 iirotelyal karsinom
olgusunda azalmis MLH1 ve MSH2 ifadesinin (<%30), kas invaziv timdrlerde
yiizeyel ve diisiik dereceli timorlere gore daha sik oldugunu bildirmislerdir (85). Bu
durumun aksine Saetta ve arkadaslart ne azalmis MLHI ifadesi (<%20) ne de MSI
durumu ile evre ya da derece arasinda iliski bulunmadigini bildirmislerdir (103).
Bizim calismamizda DNA MMR proteinlerinden (PMS2, MLH1, MSH2, MSH6) en
az biri ile parsiyel kayip goriilmesi durumu evre ve lamina propria invazyon derinligi

ile iligkisiz bulunmustur (p=1,000 ve p=0,972).

Literatiirde bir calismada yiizeyel mesane kanserlerinde DNA MMR
proteinleri (MLH1, MSH2) ile ifade azalmasinin (<%30) daha az rekiirrens ile iligkili
oldugu bildirilmistir (85). Baska bir ¢alismada DNA MMR proteinleri (MLHI,
MSH2) ile azalmis ifade (<%30) gosteren 9 mesane {iirotelyal karsinomunun
higbirinde hastalik progresyonu saptanmadigi belirtilmistir (107). Bunlarin aksine bir
calismada ise azalmis DNA MMR ifadesinin (MLH1, <%?20) daha kisa hastaliksiz
sagkalim prediktorii oldugu bildirilmistir (103).
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Literatiirde mesane karsinomlarinda BCG tedavi yaniti ile DNA MMR
protein ifadesi arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Sadece bir
calismada BCG tedavisi alan grup ile BCG tedavisi almayan grup karsilastirilmas,
MLHI1 ifadesindeki azalmanin BCG tedavisi alan grupta progresyonsuz sagkalim
icin prediktif bir faktér oldugu sonucunu ¢ikarmiglardir (84). BCG tedavi yanit1 ile
DNA MMR protein ifadesi arasindaki iligkiyi arastiran ilk c¢alisma olan
calismamizda en az bir DNA MMR proteini ile parsiyel kayip bulunduran olgularin
biiylik kisminin (%70,8) BCG tedavisine iyi yanit veren grupta oldugu saptanmistir
(p=0,022). Ayrica DNA MMR protein ifadeleri ayr1 ayri degerlendirildiginde PMS2
boyanma ylizde ve boyanma skorlarinin BCG tedavisine iyi yanit veren grupta daha
diisiik oldugu izlenmistir (p=0,011 ve p=0,037). Bu bulgular azalmis DNA MMR

protein ifadesinin BCG tedavisine iy1 yanit ile iligkili oldugunun gdstergesi olabilir.

Lynch sendromlu kisilerde st iiriner kanalda iirotelyal karsinom goriilme
riski normal popiilasyona gore 14 kat artmistir, ancak mesane iirotelyal karsinomu
icin boyle bir iligki bulunmamaktadir (108). Mesane iirotelyal karsinomunda MSI
sikligim1 arastiran ¢aligmalarda gesitli mono-, di- tri- veya tetra-niikleotid panelleri
kullanilmis, MSI siklig1 %0-100 arasinda bildirilmistir (1, 85, 88, 100, 103, 109-
113). Sonuglardaki c¢esitlilik, analiz edilen mikrosatellit bolgeleri ve sayisinin,
kullanilan tekniklerin, kullanilan materyallerin, MSI simiflandirma kriterlerinin ve

hasta popiilasyonunun farkliliklarindan kaynaklanmaktadir (tablo 13) (113).

Kolorektal karsinomlarda mikrosatellit analizi i¢in 5 poli-A mononiikleotid
tekrarini igeren panelin (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ve MONO-27) Bethesda
panelinden (BAT25, BAT26, D2S123, D5S346, D17S5250) daha sensitif ve spesifik
oldugu bildirilmistir (86, 87, 101). Mesane karsinomlarinda mikrosatellit analizi i¢in

Onerilen standart bir panel bulunmamaktadir.

Mongiat-Artus ve ark. tani yas1 45°ten kiigiik 17 mesane kanserinde 5 poli-
A mononiikleotid panelini kullanarak mikrosatellit instabilitesi arastirmis, sadece 1’1
MSI-H kabul edilmis, sonu¢ olarak bu panelin mesane iirotelyal karsinomlarinda
MSI degerlendirmesi icin yeterli oldugu ve erken yasta mesane iirotelyal karsinomu

goriilmesi durumunun MSI ile iligkisiz oldugunu bildirmislerdir (113). Bizim
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calismamizda da 5 poli-A paneli kullanilmis ve 57 olgunun tamami MSS kabul

edilmistir.

Mesane iirotelyal karsinomlarinda DNA MMR proteinlerinin ifadesinde
azalma goriilmesinin mikrosatellit instabilitesi ile korelasyon gosterdigini bildiren bir
calisma (103) yani sira azalmis ifade veya ifade kaybi ile mikrosatellit instabilitesi
arasinda korelasyon olmadigini bildiren yaymlar (1, 85) da bulunmaktadir. Bizim
calismamizda fragman analizi uygulanan 57 olgunun tamami MSS olarak
degerlendirilmis, parsiyel kayip goriilmesinin mikrosatellit instabilite gostergesi
olmadigi sonucu c¢ikarilmigtir. Bu sonu¢ g6z Oniine alindiginda, mesane
karsinomlarinda kolorektal karsinomlara benzer sekilde fokal de olsa DNA MMR
ifadesinin goriilmesi, DNA MMR defekti olmadigi veya MSS oldugu yoniinde

degerlendirme i¢in yeterli kabul edilebilir.

PD-1 / PD-L1 etkilesimini hedefleyen immiin kontrol nokta inhibitorleri
tedavisine yanit1 belirlemede mikrosatellit instabilite durumunun biyobelirte¢ oldugu
bilinmektedir ve bu durum bircok farkli kanser tipinde DNA MMR defekti testi i¢in
klinik talep artisina neden olmustur (8, 101). Gastrointestinal ve endometrial
karsinomlar gibi mikrosatellit instabilitesinin sik oldugu tiimoérlerde DNA MMR
defekti/MSI ile tiimor hiicrelerinde PD-L1 ifadesi arasinda korelasyon bulundugu
gosterilmistir (114, 115). Ancak meme ve akciger kanseri gibi mikrosatellit
instabilitesinin daha nadir oldugu tiimdrlerde boyle bir korelasyonun bulunmadigini
bildiren ¢alismalar mevcuttur (116, 117). Bizim ¢alismamizda diger mesane
karsinomu ¢alismalarindan farkli olarak DNA MMR protein ifadeleri ve mikrosatellit
instabilite durumu ile PD-L1 ifadesinin iligkisi arastirilmis; en az bir DNA MMR
proteininde parsiyel kayip olmas1 ve mikrosatellit instabilite durumu ile TiIH oranm
ve TIIH PD-L1 ifadesi arasinda bir iliski bulunmamistir (p=0,778 ve p=0,891). Bu
durum parsiyel kayip gosteren olgularin tamaminin MSS olmasi ve MSI-H olgularda

goriilen artmig neoantijen yapimina ve immiin yanita yol agmamasi ile agiklanabilir.

Sonug olarak; calismamiz, kas invaziv olmayan mesane kanserlerinin BCG
tedavisine yanitsizliginda, DNA MMR ifadesi, mikrosatellit instabilite durumu ve
PD-L1 ifadesi roliinii birlikte arastiran ilk ¢alisma olma 6zelligindedir. Calismamizin

sonuclari BCG tedavisi direncinde PD-1/PD-L1 immiin sistemden Kkacis
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mekanizmasinin rolii olmadigini diisiindiirmektedir. Azalmis DNA MMR protein
ifadesi BCG tedavisine yanit verecek olgulari belirlemede yol gosterici olabilir,
ancak bu sonucun daha genis vaka serileri ile desteklenmesi gerekmektedir. Mesane
karsinomlarinda immunohistokimyasal DNA MMR parsiyel ifade kaybi, MSI ile
iligkisizdir ve fokal de olsa DNA MMR ifadesinin goriilmesi tiimoriin MSI
olmadigin1 yiiksek olasilikla gostermektedir. Ancak olgu sayisinin  azlhig
calismamizin smirli kaldigi bir yondiir ve sonu¢larimizin daha genis serilerde

yapilacak ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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Tablo 13:
Ozeti

Mesane Urotelyal Karsinomu ve Mikrosatellit Analizi (MSA) Calismalarinin

Cahsma

Bonnal ve
ark.
(2000)

Kassem
ve ark.
(2001)

Catto ve
ark.
(2003)

Saetta ve
ark.
(2004)

Vaish ve
ark.
(2005)

Mongiat-
Artus ve
ark.
(2005)
Yamamot
o ve ark.
(2006)

Giedl ve
ark.
(2014)

Sanguedo
Ice ve ark.
(2018)
Calismam
z

Olgu
Sayisi
33

24

111
(84’iine
MSA)

72

44

17 (<45
yas)

100

204
(109°u
<45
yas)

67

59

IHK-Esik
Deger

MLH1 ve
MSH2- total

kayip

MLH1 ve
MSH2- total
kayip ve
<%30 azalmis
ifade

MLH1 ve
MSH2 <%20
azalmig ifade

MLH1 ve
MSH2 <%30
azalmug ifade

MLH1,
MSH2, MSH6
<%b5 ya da
total kayip

MLH1, MSH2
<%20 azalmis
ifade

MLH1, PMS2,
MSH2, MSH6
<%30 parsiyel
kayip

>%30 kayip
yok

MSA Paneli

3 Mononiikleotid (BAX,
TGFBRII, BAT-26)

21 hastada: 3 Diniikleotid
(D2S123, D5S346,
D175250)

6 Diniikleotid (D25123,
D2S391, D2S119,
D3S1612, D3S1561,
D3S1611)

14 bdlge (BAT25, BAT26,
MFD15, D2S123, D18S58,
D10S197, APC, BATA40,
MYCIL, D18S69, BAX,
TGFBRIL, hMSHS3,
hMSH6)

Bethesda Paneli:
BAT25, BAT26, D25123,
D5S346, D175250

10 bolge (BAT26,
D2S123, D18S58, D9S283,
BAT40, D9S1851, BAX,
TGFBRII, hMSH3, IGFIIR)
Promega Paneli:
BAT-25, BAT-26, NR-21,
NR-24 ve MONO-27, Penta
C ve Penta D

Bethesda Paneli:
BAT25, BAT26, D2S123,
D5S346, D17S5250

Promega Paneli:
BAT-25, BAT-26, NR-21,
NR-24 ve MONO-27, Penta
C ve Penta D

Sonug¢

Mononiikleotid tekrarlar ile
hastalarin hepsi MSS, diniikleotid
tekrarlar ile 21 hastanin sadece 1
tanesinde MSI saptanmis. MSI
mesane kanserinde ¢ok nadirdir.
Orneklerin biiyiik kisminda
intratimdral heterojenite goriilmesi
MMR defektinin timor
progresyonu sirasinda gelistiginin
kanit1 olabilir.

MLH]1 ve MSH2 ile parsiyel kayip
derece, evre ve prognozla iligkili,
MSI ile iliskisizdir. Heterojen
MMR ifadesi karsinogenezde erken
progenitor hiicrelerin klonal
cogalmasinin gostergesi olabilir.
MLH1’in parsiyel kaybi1 MSI ile
iligkilidir ve daha kisa hastaliksiz
sagkalim i¢in bir prediktoérdiir. MSI
derece, evre ve prognozla
iligkisizdir.

MSI yiizeyel tiimorlerde rekiirrens
i¢in bagimsiz bir prognostik faktor
olabilir.

Promega paneli, mesane iirotelyal
karsinomlarinda MSI saptamada
yeterlidir. Geng hastalarda mesane
kanseri MSI ile iligkisizdir.

MMR proteini ile azalmis ifade
daha iyi prognoz gostergesidir.
Kromozomal instabil tiimérler daha
koti prognozludur.

MMR defekti ve MSI mesane
kanserinde son derece nadir ve
yastan bagimsizdir. MSI ve MMR
protein ekspresyonu arasinda
korelasyon yoktur.

MLH1, BCG ile tedavi edilen
hastalarda progresyonsuz sagkalim
icin bagimsiz bir prediktordiir.
DNA MMR proteinlerinden en az
birinde parsiyel kayip goriilmesi
yas, evre, l.propria invazyon
derinligi, TiiH orani1, TiIH de PD-
L1 ifadesi ve MSI ile iligkisizdir.
Ancak BCG tedavisine iyi yanitin
gostergesi olabilir.
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6. SONUCLAR

Calismamizin baglica amaglari, BCG tedavisi yanitsizliginda PD-L1 aracili
immiin sistemden kag¢is mekanizmasi rollinlin arastirilmasi, MSI durumunun
BCG yanit1 ile iligkisini incelemek ve mesane iirotelyal karsinomlarinda MSI
arastirtlmasinda immiinohistokimya ve DNA fragman analiz ydntemlerinin
sonuglarinin karsilagtirllmast ve immiinohistokimya yonteminin etkinliginin

degerlendirilmesidir.

Yiiksek dereceli, Ta veya T1 evresinde iirotelyal karsinom tanisi alip,
intravezikal BCG tedavisi uygulanmis hastalardan, Avrupa Uroloji Derneginin
2018 tedavi rehberine gore BCG refrakter kabul edilmis 29 hasta ve BCG
tedavisine yanit alinmis 30 hasta olmak iizere toplam 59 hasta calisma
grubumuzu olusturmustur. BCG’ye yanit veren grupta sadece tedavi dncesine ait
timor Ornekleri; BCG refrakter grupta ise tedavi oncesi biyopsiler ve tedavi
sonras1 niiks/progresyon biyopsileri degerlendirmeye alinmistir. Ancak BCG
refrakter grupta 2 hastanin tedavi sonrasi niiks biyopsisine ait parafin bloga

ulagilamamustir.

PCR bazli fragman analizi yontemi ile mikrosatellit analizi 57 hastada
yapilabilmigtir. Bunlardan 55’inde tedavi Oncesi biyopside, 2 hastada ise tedavi
sonrasi niiks / progresyon biyopsisinde (tedavi 6ncesi biyopside tiimor ¢ok kiiclik

oldugundan) bu degerlendirme yapilmistir.

Tiim olgularin yas, cinsiyet, BCG tedavisine yanit durumu, T evresi, 1. propria
invazyon derinligi, en biiylik invazyon odagi uzun c¢api, 1. propria invazyon

yayginhigy, eslik eden karsinoma in situ varlig1 ve TIIH orani not edilmistir.

Immiinohistokimyasal olarak PD-L1(SP263), PMS2, MLH1, MSH2, MSH6

antikorlar1 uygulanmstir.

PD-L1 ile tiimor hiicrelerinde membrandz ve TIIH’de sitoplazmik/membrandz
boyanma yiizdeleri kaydedilmis, ayrica buna gore olgular yiiksek PD-L1 (>%25)
ve diisiik PD-L1 (<%25) ifadesi olarak simiflandirilmistir. TIIH oran1 <%1 olan
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olgularda TIiIH PD-L1 ifadesi i¢in yiiksek PD-L1 (%100), diisiik PD-L1 (<%100)
seklinde farkli bir esik deger kullanilmistir. Bu degerlendirmeler iizerinden

gruplar arasi farklar arastirilmistir.

PMS2, MLHI1, MSH2, MSH6 ile tiimor hiicrelerindeki niikleer boyanma
yiizdeleri belirlenmis; %30 ve altinda boyanma gosteren olgular “parsiyel kayip”
grubuna, %30’dan fazla boyanma gosteren olgular “kayip yok” grubuna dahil
edilmistir. Ayrica boyanma siddeti zayif:1, orta:2, kuvvetli:3 olacak sekilde
degerlendirilmis, boyanma yiizdesi (%0-100) ile boyanma siddetinin degeri (1-3)
carpilarak her bir belirte¢ icin boyanma skoru elde edilmistir. Bu degerler

tizerinden gruplar arasi farklar aragtirilmigtir.

PCR bazli fragman analizi yontemi ile mikrosatellit analizi i¢in 5 poli-A
mononiikleotid marker (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ve MONO-27) ve
doku kimliklendirmesi icin 2 polimorfik pentaniikleotid marker (Penta C ve
Penta D) igeren Promega (MD1641 MSI Analysis System, Version 1.2) paneli

kullanilmastir.

Normal doku ile tiimoér dokusu arasinda mikrosatellit bolge uzunluklari
karsilastirilmis, 5 bolgeden en az 2’sinde uzunluk farki saptandigi durumda
timorler MSI-H, 1 bolgede uzunluk farki oldugunda MSI-L, bolgeler arasi
uzunluk farki olmadiginda MSS olarak kabul edilmistir.

Olgularin %10,2’si (n:6) kadin, %89,8’1 (n:53) erkektir, ortalama yas 67,74 (48-
85)’tiir. BCG refrakter hasta grubundaki 29 hastanin yas ortalamasi 66,34 (48-
84), BCG tedavisine yanit veren 30 hastanin yas ortalamasi 69,73 (52-85)’tiir. Bu

iki grupta yas ve cinsiyet dagilimi acisindan anlaml fark izlenmemistir (sirastyla

p=0,139; p=0,195).

59 hastanin tedavi dncesi T evresi dagilimina bakildiginda; %13,6’s1 (n:8) Ta,

%86,4’1 (n:51) T1 evresindedir.

BCG refrakter olgularda tedavi dncesi ve sonrast T evreleri karsilagtirilmistir. 29
olgunun tedavi Oncesi biyopsilerinin %17,2’s1 (n:5) Ta, %82,8’1 (n:24) TI

evresinde; 27’sinin tedavi sonrasit alinan biyopsilerinin %40,8’1 (n:11) Ta,
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%44,4’10 (n:12) T1, %11,1’1 (n:3) T2 ve %3,7’si (n:1) T4a evresindedir. Buna

gore %14,8’inde (n:4) evre progresyonu gozlenmistir.

BCG tedavisine yanit alinan 30 hastanin tedavi 6ncesinde %10°u (n:3) Ta, %901

(n:27) T1 evresindedir.

Tedavi Oncesi timor evreleri karsilastirildiginda; BCG refrakter grup ile BCG

tedavisine yanit alinan grup arasinda farklilik saptanmamistir (p=0,472).

T1 olgular BCG tedavi yamiti1 ve l. propria invazyon derinligi agisindan
kiyaslandiginda derin lLpropria invazyonu gosteren grupta BCG

refrakterliginin daha yiiksek oranda oldugu tesbit edilmistir (p=0,038).

Olgularin %17’sinde (n: 10) tedavi dncesi biyopside tiimore eslik eden karsinoma
in situ (KIS) saptanmis, ancak bu bulgu BCG refrakterligi ile iliskisiz
bulunmustur (p=1.000).

Tiimére eslik eden karsinoma in situ bulunan olgularda TIiH oram daha

diisiik bulunmustur (p=0,018).
T evresi ile TIIH oran1 arasinda bir iliski yoktur (p=0,773).

Hem tedavi 6ncesi biyopsilerde BCG refrakter grup ile BCG iyi yanit veren grup
arasinda hem de BCG refrakter grupta tedavi Oncesi ve sonrasi biyopsiler
arasnda TIIH oranlar1 agisindan anlaml bir fark yoktur (p=0,922 ve p=0,352).
BCG refrakter grupta tedavi sonrasi biyopsilerde BCG tedavi etkisini gosterecek
sekilde TIIH oraninda bir artis saptanmamasi, BCG tedavisi ile hedeflenen
immiin yanitin bu hastalarda saglanamadigin1 gostermekte ve BCG tedavisine

yanitsiz olma durumu ile ortiigmektedir.

Tedavi &ncesi biyopsilerde olgularin %57,6’s1 (n:34) TilH’de yiiksek PD-L1
ifadesi, %42,4°ii (n:25) TIIH de diisiik PD-L1 ifadesine sahiptir. BCG refrakter
grupta tedavi sonrasina ait biyopsilerin %48,1°’i (n:13) yiiksek PD-L1 ifadesi,
%351,9’u (n:14) diisiik PD-L1 ifadesi gostermektedir.
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BCG refrakter grup ve BCG tedavisine iyi yanit veren grup arasinda TIIH’de
yiiksek PD-L1 ifadesi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamustir (p= 0,708)

Tiim olgularda tiimor hiicrelerinde diisiik PD-L1 ifadesi goriilmistiir.

BCG refrakter olgularin biiyiik kisminda %66,7 (n:18)) tedavi 6ncesi ve sonrasi
biyopsiler arasinda TIIH’de diisiik veya yiiksek PD-L1 ifadesi agisindan
degisiklik saptanmamasi, PD-L1 ifadesinin BCG tedavisinden bagimsiz
oldugunu destekler niteliktedir.

T1 tiimérlerde, Ta tiimérlere gore TilH yiiksek PD-L1 (2%25) ifadesi daha
siktir (p=0.008).

Tedavi Oncesi biyopsilerde T1 olgular i¢inde, lamina propria invazyon derinligi,
en biiyiik invazyon odagi uzun cap1 ve invazyon yaygmhgi ile TIIH’de PD-L1
ifadesi arasinda bir iliski yoktur (sirastyla p=0,313; p=0,859; p=0,603).

Eslik eden KIS durumu TIiH’de PD-L1 ifadesi ile iliskisizdir (p=1,000).

TiiH’de yiiksek PD-L1 ifadesi (2%625) ile TIiH oram arasinda pozitif bir

korelasyon vardir (Pearson korelasyonu: 0,428).

Olgularin higbirinde DNA MMR proteinleri ile tiimoér hiicrelerinde niikleer
boyanmada total kayip veya MLHI1 ile parsiyel kayip izlenmemistir.

Tedavi Oncesine ait 59 biyopsinin 24’iinde (%40,7) DNA MMR proteinlerinde
parsiyel kayip (<%30) izlenmistir. Bu olgularin 11’inde (%46) izole MSHS6,
6’sinda (%25) izole PMS, 5’inde (%21) PMS2 ve MSH6, 1’inde (%4) MSH2 ve
MSHS6, 1’inde (%4) PMS2, MSH2 ve MSH6 parsiyel kayb1 gozlenmistir.

En az bir DNA MMR proteini ile parsiyel kayip bulunduran 24 olgunun
biiyiik kisminin (%70,8 (n:17)) BCG tedavisine iyi yanit veren grupta
oldugu saptanmstir (p=0,022).

Tedavi Oncesi biyopsilerde BCG refrakter grup ile BCG tedavisine yanit veren
grup arasinda DNA MMR protein ifadeleri ayr1 ayri incelendiginde; PMS2

boyanma yiizdeleri ve boyanma skorlar1t BCG tedavisine iyi yanit veren grupta
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daha disiiktiir (p=0,011 ve p=0,037). Ancak PMS?2 ile parsiyel kayip (<%30)
durumuna gore yapilan yukaridaki karsilastirmada farkin istatistiksel anlamlilik
diizeyinde olmadigi izlenmistir (p= 0,061). MSH2 ve MSH6 ile bir farklilik
izlenmemistir (p=0,521 ve p=0,113).

DNA MMR proteinlerinden en az biri ile parsiyel kayip goriilmesi durumu yas,
evre, lamina propria invazyon derinligi, eslik eden KiS varhig: ile iliskisizdir
(strastyla p=0,965, p=1,000, p=0,972 ve p=0,490).

Ayrica en az bir DNA MMR proteininde parsiyel kayip olmasi ile yiiksek TilH
orant veya TIIH’de yiiksek PD-L1 ifadesi goriilmesi arasinda bir iliski
saptanmamustir (sirastyla p= 0,778; p=0,891).

Mikrosatellit analizi uygulanan 57 tiimériin tamami mikrosatellit stabil
(MSS) saptanmustir. DNA MMR proteinleri ile parsiyel kayip goriilmesinin,

mikrosatellit instabilitesi gostergesi olmadigi sonucuna varilmistir.

Kolorektal karsinomlara benzer sekilde mesane karsinomlarinda fokal de
olsa DNA MMR ifadesinin goriilmesi; DNA MMR defekti olmadig1 veya
MSS oldugu yoniinde degerlendirme icin yeterli kabul edilebilir.

Calismamiz, kas invaziv olmayan mesane kanserlerinin BCG tedavisine
yanitsizliginda, DNA MMR ifadesi, mikrosatellit instabilite durumu ve PD-L1
ifadesi roliinii birlikte arastiran, bunlarin birbiri ile iliskisini inceleyen ilk ¢alisma

olma 6zelligindedir.

Ayrica diger mesane karsinomalarinda MMR defektini arastiran c¢aligmalardan
farkli olarak, bilinen major MMR proteinlerinin dordiine de birlikte (MLH-1,
PMS2, MSH-2 ve MSH6) immiinohistokimya panelinde yer veren ilk ¢alisma

olarak onem kazanmaktadir.

Ancak olgu sayisinin azlhigr calismamizin siirli kaldigi bir yondiir ve
sonuglarimizin daha genis serilerde yapilacak c¢alismalarla desteklenmesi

gerekmektedir.
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OZET

Kas invaz.iv Olmayan BCG Refrakter Mesane Karsinomlarinda
Mikrosatellit Instabilitesi ve PD-L1 Ekspresyonunun Arastirilmasi
Amac: Yiksek dereceli kas invaziv olmayan mesane karsinomalarinda transiiretral
rezeksiyon sonrasi intravezikal Bacillus Calmette-Guerin (BCG) uygulamasi altin
standart tedavi yaklagimidir. Ancak hastalarin %30-45’inde BCG tedavisi basarisiz
olmakta ve radikal cerrahiye alternatif konservatif tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir.
PD-1/PD-L1 etkilesimini hedefleyen immiin kontrol nokta inhibitorleri, antitimor
konak immiin yanitinin diizenlenmesinde etkili ve pek ¢ok kanser tipinde giindemde
olan umut verici bir tedavi yaklasimidir. DNA “mismatch” onarim (MMR)
sisteminde defekt sonucunda mikrosatellit instabilitesi (MSI) gosteren tiimorlerde
immiin kontrol noktasini hedef alan tedavilerin daha etkili oldugu saptanmistir.
Calismamizda BCG tedavi yaniti ile PD-L1 ifadesinin rolii ve MSI durumunun
iligkisi incelenerek, immiin kontrol nokta inhibitdrlerinin BCG direncgli olgularda
tedavi segenegi olma olasiliginin degerlendirilmesi amaglanmigtir. Ayrica mesane
karsinomlarinda MSI arastirilmasinda immiinohistokimya ile PCR yonteminin
karsilastirilmast ve MSI-H vakalar1 gosterecek immiinohistokimyasal bulgularin

belirlenebilmesi planlanmstir.

Materyal ve Metod: Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji AD’nda
incelenmis, yiiksek dereceli, Ta/T1 evresinde iirotelyal karsinom tanisi alip,
intravezikal BCG tedavisi uygulanmis hastalardan tedavi yaniti alinmis 30 hasta ve
BCG refrakter kabul edilmis 29 hasta olmak {izere toplam 59 hasta ¢alisma
grubumuzu olusturmustur. Immiinohistokimyasal olarak PD-L1 (SP263), MSH2,
MSH6, PMS2 ve MLH1 ekspresyonu arastirilmigtir. PD-L1 ekspresyonu, timor
hiicrelerinde ve tiimér iliskili iltihap hiicrelerinde (TIIH) degerlendirilmistir. Tiim
immiinboyal1 kesitler dijital ortamda degerlendirilerek boyanma yiizdeleri
hesaplanmigttr. DNA MMR proteinlerinde ayrica boyanma siddeti de
derecelendirilmis ve boyanma ylizdesi (%0-100) ile siddeti (1-3) ¢arpilarak boyanma
skoru hesaplanmistir. Mikrosatellit analizi igin 5 poli-A mononiikleotid marker
(BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 ve MONO-27) igeren Promega (MD1641 MSI

Analysis System, Version 1.2) paneli kullanilmis, normal doku ile tiimér dokusu
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arasinda mikrosatellit bélge uzunluklar1 karsilastirilmistir. Istatistiksel olarak 0,05’in
altindaki p degerleri anlamli kabul edilmistir.

Sonuclar: BCG refrakter grup ve BCG tedavisine 1yi yanit veren grup arasinda yas,
cinsiyet dagilimi ve timor evresi agisindan anlamli fark izlenmemistir; ancak 1.
propria invazyon derinligi agisindan bakildiginda derin l.propria invazyonu gosteren
olgularda BCG refrakterliginin daha yiiksek oranda oldugu izlenmistir (p=0,038). T1
tiimorlerde, Ta tiimorlere gore TIIH yiiksek PD-L1 ifadesi daha siktir (p=0.008).
TiiH’de vyiiksek PD-L1 ifadesi ile TIIH oran1 arasinda pozitif korelasyon
saptanmistir (Pearson korelasyonu: 0,428). BCG refrakter grupta tedavi dncesi ve
sonras1 biyopsiler arasinda, BCG refrakter grup ile BCG tedavisine iyi yanit veren
grup arasinda TIIH orani, TIIH’de ve tiimér hiicrelerinde PD-L1 ifadesi acisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Olgularin higbirinde DNA MMR
proteinleri ile total kayip izlenmemis; %40,7’sinde en az bir DNA MMR proteininde
parsiyel kayip izlenmis, bunlarin biiylik kisminin (%70,8) BCG tedavisine iyi yanit
veren grupta oldugu saptanmistir (p=0,022). En az bir DNA MMR proteininde
parsiyel kayip olmasi ile yiiksek TIIH orani veya TIIH’de yiiksek PD-L1 ifadesi
goriilmesi arasinda bir iliski saptanmamuistir. 57 olguda DNA fragman analizi ile MSI
degerlendirilmis, tim olgular mikrosatellit stabil bulunmustur.

Tartisma: Calismamiz, kas invaziv olmayan mesane kanserlerinin BCG tedavisine
yanitsizliginda, DNA MMR ifadesi, mikrosatellit instabilite durumu ve PD-L1
ifadesi roliinii birlikte arastiran ilk ¢alisma olma ozelligindedir. Calismamizin
sonuglar1 BCG tedavisi direncinde PD-1/ PD-L1 aracili immiin sistemden kagis
mekanizmasinin rolii olmadigini diisiindiirmektedir. Azalmis DNA MMR protein
ifadesi BCG tedavisine yanit verecek olgular belirlemede yol gosterici olabilir,
ancak bu sonucun daha genis vaka serileri ile desteklenmesi gerekmektedir. Mesane
karsinomlarinda immiinohistokimyasal DNA MMR parsiyel ifade kaybi, MSI ile
iliskisizdir ve fokal de olsa DNA MMR ifadesinin goriilmesi timdorin MSI

olmadigini yiiksek olasilikla gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Mesane, BCG, PD-L1, DNA MMR, Mikrosatellit instabilitesi
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SUMMARY

Investigation of Microsatellite Instability and PD-L1 Expression in Non-
Muscle Invasive BCG Refractory Bladder Carcinomas

Aim: Instillation of intravesical Bacillus Calmette-Guerin (BCG) following
transurethral resection is the gold standard treatment approach for high grade
nonmuscle invasive urothelial carcinoma of the bladder (NMIBC). However, in 30-
45% of patients, BCG treatment fails, and requirements of new conservative
treatment occurs for these patients. Immune checkpoint inhibitor therapy (anti-PD1,
anti-PD-L1) is a new therapy option that regulates the antitumoral immune response
and has been found to be more effective in the microsatellite instable (MSI-H) /
deficient mismatch repair (dMMR) cases. In our study, it was aimed to evaluate the
role of PD-L1 expression and MSI status in BCG therapy response and the
possibility of immune control point inhibitors as a treatment option in BCG
refractory cases. In addition, it was planned to determine the immunohistochemical
findings that will show MSI-H cases in NMIBC by comparing the PCR method and
the immunohistochemistry method.

Material and Methods: This study consist of 59 patients (29 BCG refractory and 30
BCG responsive) who were examined in Ankara University School of Medicine,
Department of Pathology and diagnosed as NMIBC with high grade and then
intravesical BCG treatment was applied. Expression of PD-L1 (SP263), MSH2,
MSH6, PMS2 and MLH1 were investigated by immunohistochemistry. PD-L1
expression was evaluated in tumor cells and tumor associated immune cells (IC).
The percentage of staining was calculated on the digitally scanned slides. For DNA
MMR proteins, the staining intensity was also graded, and the staining score was
calculated by multiplying the percentage of staining (0-100%) and the intensity (1-3).
For microsatellite analysis, 5 poly-A mononucleotide markers (BAT-25, BAT-26,
NR-21, NR-24 and MONO-27) were used and microsatellite region lengths were
compared between normal tissue and tumor tissue. P values of <0.05 were
considered statistically significant.

Results: No significant difference was observed between the BCG refractory group

and BCG responsive group in terms of age, gender distribution and tumor stage.
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BCG refractory cases were found to be more frequent in tumors with deep lamina
propria invasion (p = 0.038). In T1 tumors, high PD-L1 expression in IC is more
common than Ta tumors (p = 0.008). A positive correlation was found between IC
percentage and high PD-L1 expression in IC (Pearson correlation: 0.428). There was
no statistically significant difference in terms of IC percentage, PD-L1 expression in
IC or tumor cells between neither the pre-and post-treatment biopsies in the BCG
refractory group, nor the BCG refractory group and the BCG responsive group. None
of the cases had total loss with DNA MMR proteins; reduced expression of DNA
MMR protein was observed in 40.7% of total cases, and most of them (70.8%) were
found to be in the BCG responsive group (p = 0.022). No relation was found between
reduced expression of DNA MMR protein and high IC percentage or high PD-L1
expression in IC. MSI was evaluated by DNA fragment analysis in 57 cases, and all
cases were microsatellite stable.

Conclusion: Our study is the first study to investigate the role of DNA MMR
expression, microsatellite instability and PD-L1 expression in the BCG refractory
NMIBC cases. The results of our study suggest that PD-1/PD-L1 mediated immune
system escape mechanism has no role in BCG treatment resistance. Reduced
expression of DNA MMR protein may be a sign to identify cases that will respond to
BCG therapy, but this result should be supported by larger case series.
Immunohistochemically reduced expression of DNA MMR expression is unrelated
to MSI in bladder carcinomas and the presence of DNA MMR expression, even

focal, most likely indicates that the tumor is not MSI.

Key Words: Bladder, BCG, PD-L1, DNA MMR, Microsatellite instability
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