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OZET

MESANE KANSERINDE iMMUNOTERAPIYE YANITTA KANSER KOK
HUCRELERININ ROLU

Dr. Yegane Kouvela Ozcan

Yazisma Adresi: Dokuz Eylil Universitesi, Onkoloji Enstitiisi, Temel Onkoloji

Anabilim Dali, izmir

Mesane kanseri mesanenin en icte bulunan tabakasindan koken alir. Sik
reklrrenslerle karakterizedir. Rekurrenslerin ana kaynaklarindan biri olarak CD44+
kanser kok hucreleri (KKH) dusundlebilir. Mesane kanserinde transuretral rezeksiyon
altin standart tedavidir. Buna karsin rekurrensler ile oldukc¢a sik karsilagiimaktadir.
Bacillus calmette guerin (BCG) mesane kanserlerinin rekurrenslerinde tedavide yaygin
kullaniimaktadir. Yine de rekurrensler izlenmektedir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak bu
calismanin amaci mesane kanserinde BCG tedavileri sonrasi reklrrenslerden KKH
lerinin sorumlu olup olmadiginin sorgulanmasi, mesane kanseri hicre kultirlerinde

BCG tedavisi ile mesane kanseri kdk hucreleri arasindaki iliskiyi arastirmaktir.

Bu calismada, farkli karakteristiklerdeki (T24, 5637 ve CLS439) insan mesane
kanseri huicre hatlari ve manyetik boncuk izolasyon yontemi ile (Miltenyl Magtech) izole
edilmis, CD44+ fenotipindeki KKH ‘leri kullaniimistir. Mesane kanseri hicre hatlari ve
bunlardan izole edilmis KKH’leri, 37 °C sicaklikta %5 CO:2 igeren nemli ortamda
komplet DMEM ve RPMI 1640 ortamlarinda Uuretildikten sonra BCG, interferon alfa,
interlokin 2, mononukleer hucre ve kombinasyonlari, 24, 48 ve 72 saat sure ile
uygulanmigtir. ilag ve kontrol gruplarindaki apoptotik ve nekrotik hiicre oranlari tayin
etmek icin Anneksin V-PI testi uygulanmistir. Uygulamalardan sonra RNA izolasyonu
yapilarak, cDNA ya cevrim yapilip Real Time PCR ile immin yanitta goérevli olan
inflamatuar sitokinler ve reseptorleri PCR array yontemi ile degerlendirilmistir. Kantitatif
olarak kat degisimleri degerlendirilmistir. Genlerin ekspresyonlarinin kat degisimleri
gruplar arasinda karsilastinimistir. Sitokin ve kemokin standart array (Biorad)'de 84
gen RT-PCR ile kantitatif olarak analiz edildi.

7,32 mikrogram/ml dozda BCG ile IL-2 (10001U/ml) ve mononukleer hucre (1000
hicre/ml) mesane kanseri hicrelerine en etkili olarak saptandi. Her U¢ hicre hattina
ait KKH’lerine BCG ve kombinasyonlar uygulandiginda, BCG tedavisi kanser hiicreleri
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yaninda KKH’lerine de sitotoksik etkili bulundu. Kanser hicreleri ile karsilastirildiginda
u¢ hicre hattina ait KKHIerinde CXCLS5, CCL8 CNTF, CSF yuksek bulunmustur. KKH
ile kargilastirildiginda kanser hucrelerinde, IL6, TNSFF11, FASLG, CXCL9 yuksek
bulunmustur. Tim hicre hatlarinda, BCG uygulamasi CXCL5 ve LTB ifadeleri
arttarken; CCL20 ve IL6 azalmistir. BCG; IL2 ve MNH ile birlikte uygulandiginda,
CXCL10, CXCL5, IFNG artmig; ve CXCL12, IL6, TNSF11 azalmistir. KKH Uzerine
BCG uygulamasi ADIPOQ, CXCL10, XCL1 de artisa ve CCL8 de azalisa sebep
olmustur. BCG ile IL2 ve MNH kombinasyonu, bir cok kemokin ve sitokinin ifadesini

azaltmistir.

BCG uygulamasi mesane kanserinde bir ¢ok sitokin ve kemokin ifadesini
degistirmektedir. U¢ hiicre hattinda ve onlarin KKH’ lari arasinda ekspresyonlar
farkhdir. Her olgunun immune modilasyonu kendi aralarinda farkhliklar
gostermektedir. Mesane KKH uzerine BCG temelli immunoterapinin etkinligini MNH
ve IL2 kombinasyonlari azaltabilecektir. Bulgularimiz, mesane kanserinde BCG
tedavisi sonrasinda rekurrenslerin nedeninin temel olarak KKH hipotezi ile
aciklanamayacagini gostermektedir. Mesane kanseri yluzey epitelinin  farkl
lokuslerinden gelisen sistemik bir hastalik olarak duasunulebilir.  Bundan sonraki
hedefimiz hastalardan elde edilen kanser hucreleri Uzerinde BCG etkisini ex vivo

degerlendirmektir.

Anahtar Kelimeler: Mesane Kanseri, Basil Kalmet Guerin, Kanser Kok Hucreleri



ABSTRACT

ROLE OF CANCER STEM CELLS IN RESPONSE TO IMMUNOTHERAPY IN
BLADDER CANCER

Dr. Yegane Kouvela Ozcan

Corresponding Adress: Dokuz Eylul University, Institute of Oncology,
Department of Basic Oncology, IZMIR

Bladder cancer originates from innermost layer of the bladder. It is characterised
with frequent recurrences. CD44+ cancer stem cells (CSCs) might be one of the main
reasons of recurrence. Although transurethral resection is a gold standard therapy,
recurrences frequently occurs. Bacillus Calmette Guerin (BCG) has become an
immunotherapy method for recurrent tumors, but after treatment, the recurrences are
frequently occurring. Upon this knowledge, the aim of this study was to evaluate the
responsibility of CSCs from recurrences after BCG. The changes of cytokine and
chemokine expressions in bladder cancer and cancer stem cell cultures in vitro on

which BCG treatment in combination with other immunotherapeutic agents applied.

In this study, three cell lines with different characteristics (T24, 5637 and JMSU-
1) of human bladder cancer cells and CD44+ bladder CSCs isolated by magnetic bead
isolation (Miltenyl Magtech) were used. Bladder cancer cell lines, and bladder CSCs
in complete medium were cultured under humidified conditions of 37 °C temperature
in 5% CO2. BCG, interferon alpha, interleukin 2, mononuclear cells and their
combination were applied on bladder cancer cell lines, and bladder CSCs for 24, 48
and 72 hours. Annexin V- Pl was used to detect the percentages of apoptotic and
necrotic cells in treatment groups and control groups. After treatments, total RNAs
were isolated and converted to cDNA for each group and controls. Quantitative fold
changes in terms of gene expression were measured by RT —PCR array and fold
changes for expression levels of genes were compared among groups. 84 genes in

standard array of chemokines and cytokines (Biorad) were analyzed.
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BCG treatment at 7.32 microgram/ml dose in combination with IL-2 (10001U/ml)
and mononuclear cells (MNC) (1000 cells/ml) was found to be most effective in bladder
cancer cells. When BCG and its combinations were applied to CSCs of each three cell
line, BCG treatment showed cytotoxic effect on CSCs as well as cancer cells. CSCs of
three cell lines over expressed CXCL5, CCL8, CNTF, CSF2 compared with cancer
cells. Cancer cells over expressed IL6, TNSFF11, FASLG, CXCL9 compared with
CSCs. In all three cell lines; BCG application increased expression of CXCL5 and LTB;
besides decreased CCL20 and IL6. When BCG was combined with IL-2 and MNCs
CXCL10, CXCL5, IFNG were increased and CXCL12, IL-6, TNSF11 were decreased.
BCG treatment on CSCs caused increase in ADIPOQ, CXCL10, XCL1 and decrease
in CCL8. When IL-2 and MNCs were combined with BCG; expression of many of the

cytokines and chemokines were decreased.

BCG treatment differs many of the cytokines and chemokines expression in
bladder cancer. The expression differs on three different cell lines and their CSCs.
Immun modulation of each case differs among each other. The affectivity of BCG
based immunotherapy in bladder cancer on CSCs might decrease with combination of
MNCs and IL-2. Our results indicate that recurrences after BCG treatment in bladder
cancer may not be mainly based on CSC hypothesis considering bladder cancer as a
systemic disease occurring at different loci of surface epitheliumOur next step will be
evaluating BCG effect ex vivo on cancer cells obtained from patients with bladder

cancer.

Key Words: Bladder cancer, Bacillus Calmette Guerin, Cancer Stem Cells
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1.  GIRIS VE AMAG

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi

Mesane kanseri (Urotelyal karsinom) mesanenin en i¢ tabakasindan
kaynaklanan bir kanser tipidir. Ekonomik acgidan gelismis ulkeler arasinda tum
kanserler icinde yuUksek prevalans gosteren kanserlerden birisidir. Mesane
kanserlerinin buyuk ¢ogunlugu transisyonel hucreli karsinomdur ve invaziv mesane
kanseri (NMIBC) ve intramuskular invaziv mesane kanseri (NIBC) olmak Uzere iki alt
tipi vardir. Erken evrede tedavi edilebilen bir hastalik olmasina karsin yuksek rekurrens
ile karakterizedir. Bu durumun asil sebeplerinden birisi olarak CD44+ kanser kok
hicreleri (KKH) disuniimektedir. Bacillus calmette guerin (BCG) mesane kanseri
tedavisinde altin standart immunterapi halini almistir. Noétrofilleri timér mikrogevresine
cekerek etkisini gostermektedir. BCG, IL-1, IL-6, IL-8, IL-17, GM-CSF, tUmor nekrozis
faktorda (TNF) gibi kemokinlerin Grotelyal hicrelerde indiklenmesine neden olmaktadir.
BCG tedavisine yanit veren hastalarin %40- 50 ‘sinde 5 yil igerisinde siklikla

rekUrrensler gorulmektedir.

1.2. Aragstirmanin Amaci

Bu calisma ile mesane kanserinde uygulanan BCG immunoterapisinin mesane
kanseri kOk hucrelerine etkin olup olmadigi sorgulanarak sik rekurrenslerin altinda
hangi immunolojik mekanizmalarin oldugu sorusuna yanit aranmigtir. Mesane
kanserinde kok hucreler CD44 pozitifligi ile tanimlanmistir. Ancak mesane kok
hicrelerine BCG tedavisinin etkisi ve immunolojik mekanizmalarini sorgulayan ¢alisma

literatlurde yer almamaktadir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri
Bu arastirmanin hipotezi, “mesane kanserinde BCG immunoterapisi sonrasinda

sik rekurrenslerden kanser kOk hucreleri sorumludur” seklinde onermemizdir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mesane Kanseri:

Mesane tumorlerinin buyuk cogunlugu epitelyal kokenlidir. Bu grupta en sik
gorulen Urotelyal karsinomdur ve erkeklerde birkag kat daha siktir. Karsinom
gelisiminde sigara, analjezikler, bazi karsinojenlere meslek geregi maruz kalma ve
sistozomiyazis sorumlu tutulmaktadir. Urotelyal kanserlerin siniflamasinda, son
yillarda WHO/ISUP sistemi yayginlik kazanmaktadir. Ayrica karsinomlar grade 1,2,3
yerine dusuk yuksek dereceli olarak iki grupta toplanmigtir. Transizyonel epitel yerine
de, urotelyum kullaniimasi énerilmektedir. Derece 1 karsinom dusuk dereceli, derece

2 ve 3 ise yuksek dereceli karsinom ile esdegerdir.

Urotelyal karsinom histopatolojik olarak gogunlukla papiller veya papiller yapi
olusturmayan solid morfolojide izlenir. TUmor derecesi ve evresi en dnemli prognostik

kriterlerdir.

Yeni tani alan hastalarin buyuk kisminda tumorler, yuzeyel ve dusuk dereceli
olup prognozlari mikemmeldir. Ancak hastalarin %30-70’inde rekklrens izlenmekte
ve bunlarin da %10-30’unda invaziv kanser gelisebilmektedir. Bu nedenle mesane
kanseri olan hastalarda, erken rekurrens ve ilerlemeyi tespit edebilmek ve erken
muldahale yapabilmek icin sik araliklarla sistoskopi ve idrar sitolojisi ile yakin takip
gereklidir. Sistoskopinin invaziv bir (2) islem olmasi, sitolojinin ise yeterli duyarlihginin
olmamasi nedeniyle gunumuzde, idrar bazli tumor belirleyicilerin mesane tumaoru tani

ve takibinde 6nemi artmigtir.

Mesane kanseri birgok hastada makroskopik veya mikroskobik hematuri, Griner
semptomlar veya her ikisinin de birlikte goraldigu bir semptomatik hastaliktir. Diger
kanserlerin aksine mesane tumorleri otopsilerde nadiren gorulmektedir. Mesane
kanseri yuksek hayati risk tagiyan ve hem hasta, hem de toplum bakimindan sorun
olusturan bir kanser turudar. Bu gozlemler, taramanin ve erken taninin hastalarin

prognozlarini olumlu yonde etkiledigi hipotezini desteklemektedir.

Mesane kanserinin en sik gorulen semptomu agrisiz hematuri olup, hastalarin
%85’inde gorulir. Mikroskobik hematuri ise tamaminda vardir. Bu, hastayr hemen
hekime basvurmaya zorlayan bir semptom olup, her hekim tarafindan ciddiyetle

arastiriimalidir. Oyle ki hematlriyi agiklayacak bir bulgunun varliginda bile mesane



tumoru yonunden gerekli arastirma yapilmahdir. Hematiri derecesi hastaligin siddeti
ile korele degildir. Hematuri mikroskobik de olsa, aralikli olacagindan hematurik bir
tetkik sonrasinda normal bir idrar tetkiki olmasi sistoskopiyi ekarte ettirmemelidir.
Pollakiri, ani sikisma hissi ve dizuriden olusan mesane irritatif semptomlari, ikinci
sikhkta gorulen semptomlar olup hastalarin %20’isnde gorulir. Bu yakinmalar genelde
yaygin karsinoma in-situ (CIS) ya da invazif mesane kanserini diistindurir. Ureteral
obstruksiyona bagh (3) siddetli yan agrisi ve akut piyelonefrit gelismesine bagli olarak
ustime, titreme gorulebilir. Diger semptomlar ise pelvik kitle ve lenfatik obstriksiyona
bagl olarak gorulen alt ekstremite ddemidir. Kuguk bir grup hasta ise ilerlemis veya
yayllmig mesane kanserine bagli olarak igtahsizlik, kilo kaybi, halsizlik, karin agrisi ve
kemik agrisi gibi metastatik yakinmalar ile bagvurur. Mesanede en sik Urotelial
karsinom gorulirken, %5’den az skuamdz hicreli karsinom, nadiren metastatik ve

primer adenokarsinomlar gorulebilir (4-5).

Mesane kanserinde tanida en sik sistoskopi kullanilir. Floresans endoskopi
eskiden denenmis ama yan etkiler nedeniyle terk edilmis bir yontemdir. intravenéz
piyelografi, ultrasonografi, bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans goérintileme,
sanal sistoskopi, PET tanida, evrelemede ve takipte kullanilabilen yardimci

goruntileme yontemleridir (6-7).

Ozetle, mesane kanseri tanisindaki altin standart sistoskopidir. Mesane kanseri
icin en sik kullanilan testler, hematuri agisindan yapilan idrar analizi ve idrar
sitolojisidir. Her iki testin de ayr1 guclu ve zayif olduklari yanlar bulunmakta ve mesane
kanseri tespitini guclendirmek igin siklikla birlikte kullaniimaktadirlar. Higbir test uygun

bir tarama gereci olamamusgtir.

Sistoskopik olarak tespit edilebilen olgularin timinde hematiri bulunmakla
beraber, hastalarin %8%5’inde baslangi¢c semptomunun agrisiz hematiri oldugu
bilinmektedir. Hematuriyi saptamada kullanilan mevcut yontemler duyarli, ucuz ve
guvenilirdir. Bu yontemler igerisinde Uriner sedimentin mikroskobik incelemesi ve
santrifije edilmemis kismin 6zel bir gubuk “dipstick” ile incelemesi bulunmaktadir. Her
ne kadar teknik olarak daha zor ve zaman alici olsa da mikroskobik inceleme,
hemoglubinuri ve myoglobinuri gibi yanls negatif sonuglara neden olacak durumlara

engel olmaktadir.



Uriner sitoloji, dokilen Urotelyal hicrelerin mikroskobik degerlendirilmesi ile
yapilmaktadir. Yuksek dereceli malign hucrelerin karakteristik bir goériunumu
bulunmakta ve normal drotelyum hucrelerinden rahatlikla ayirt edilebilmekte iken;
dusuk dereceli mesane kanserinin bu yontemle tespiti genellikle zordur. Birgok
arastirici yuksek dereceli timorler igin %70-85 arasinda, dusuk dereceli timor igin
%30-40 oranlarinda duyarlilik bildirmektedir. Deneyimli bir inceleme ile sitolojinin

O0zgullugu, %90’lar asan mukemmel degerlere sahiptir (5).

Mesane kanseri genel olarak mesanenin en igte bulunan tabakasini meydana
getiren Uroepitelyum adi verilen dokudan kaynaklanan ve urotelyal karsinom olarak da
isimlendirilen bir kanser ¢esididir. Mesane kanseri ekonomik olarak gelismis tlkelerde
en yuksek prevalans gosteren kanserlerden biri olup urolojik maligniteler arasinda Cin
‘de birinci sirada, ABD ‘de ikinci sirada goérulmektedir (1-5). Malign mesane
kanserlerinin buyuk cogunlugu Urotelyal epitelden gelisen Urotelyal karsinomdur.
Urotelyal karsinom, histopatolojik olarak kasa invaze olmayan mesane kanseri
(NMIBC) ve kasa invaze mesane kanseri (MIBC) olmak uzere iki grupta degerlendirilir.
Hastalarin %70 -80 ‘inin ilk teshisinde mukoza ile sinirli NMIBC ile karsilagiimaktadir.
Mesane kanserlerinin buylk kismi kanserin en i¢ tabakada gelistigi ve yiksek oranda
tedavinin saglanabildigi erken evrede teshis edilmektedir. Hastaligin progresyonu ile
birlikte mesane dokusuna ve mesane gevresinde yer alan yag dokusuna dogru invaze
olmaktadir (5, 6). En sik metastaz yaptigi dokular akciger, beyin, karaciger ve kemiktir.
Erken evrede tedavi gergeklesebilmesine kargin hastaligin rekurrensleri oldukga sik
karsilasilan bir durumdur. Bu nedenle mesane kanseri olup tedavi sonrasi iyilesen

hastalarin rekurrens riskine karsilik belirli periyodlar ile kontrol edilmesi gerekmektedir

(7).



2.2. Kanser Kok Hiicresi:

Kanser kok hucresi (KKH) hakkindaki ilk direkt kanit, 1997°de Dick J. ve
arkadaslarinin yayimladiklari makale ile gelmistir. Dick J. ve grubu, akut myelojenik
I6semili (AML) hastalarin kanlarindan izole ettikleri |I6semik hucrelerin kuguk bir
grubunun (yaklasik 10 000 hucrede <1 hucrenin), diyabetik olmayan agir
immunsupresif (NOD/ SCID) farelerde orijinal timora olusturabildigini gdstermislerdir.
Arastirmacilar, bu hicre grubunun normal hematopoetik kok htcrelerin fenotipinde
oldugunu (CD 34+ /CD 38-) tesbit etmis ve kanserin normal kok hicrelerden

kaynaklandigini ileri surmusglerdir (8).

Daha sonraki yillarda baska arastirmacilar, Dick J. ve arkadaslarinin actigi
yoldan ilerleyerek, bu grubun “ldsemik kok hucreleri” izole ettigi ve bu hlcrelerin kdk
hidcre ozelliklerini test ettigi yontemleri, solid tGmorlere adapte etmislerdir. Bu
baglamda meme kanseri ve glioblastomlarda yapilan arastirmalar basi ¢ekmis (2003
ve 2004) ve ardarda kolon kanseri, akciger kanseri ve prostat kanseri gibi birgok solid

tumorde “kanser kok hucreleri” gosterilmistir (9).

Bir tumor igindeki hucreler gorece homojendir ve tumorun olugsmasina ve
ilerlemesine yol agan genetik degisiklikler butin hucrelerde olusurlar. Sonugta
tumorejenik yolaklarin anlagiimasi ve timaérun eradike edilmesini saglayacak tedaviler,
timordeki hicrelerin hepsini kapsamalidir. KKH ‘leri timort baslatan nadir bir hiicre
populasyon olup biyolojik ve fonksiyonel olarak diger hiicrelerden farklidir.. Dolayisiyla,
kanser relapsini efektif olarak Onleyebilecek tedavilerin gelistirilebilmesi icin
arastirmalar KKH’leri (zerinde yogunlastiriimalidir. in-vivo olarak timér olusumunu
bagslatabilecek kapasiteye sahip olan kdk hucrelerin prospektif olarak tUmaorin geri
kalan buyuk kismindan izole edilmesi Uzerine KKH ‘lerin molekuler ve biyolojik

temelleri arastirilabilmektedir (8, 9).

KKH ‘lerin tanimlandigi birgok belite¢ bulunmaktadir. Ldésemiler igin
CD34+CD38-, meme kanserinde CD44+CD24-/duslik, beyin, kolon ve akciger
kanserlerinde CD133+, karaciger kanserinde CD90+ CD45- fenotipleri ile tanimlanan
kanser tipine 6zgu cesitli KKH’leri tanimlanmigtir. Mesane kanserlerinde guncel
¢alismalarda tanimlanan KKH ‘leri CD44+ fenotip ile karakterizedir. Yuksek rekurrens
oranlarina sahip agresif bir kanser tipi olan mesane kanserlerinde rekiirrens kaynagi
olarak CD44+ KKH ‘leri 6ne surulen sebeplerden biridir (8-10).



2.3. Bacillus Calmette Guerin (BCG):

Bacillus calmette guerin (BCG) mesane kanserlerinin tedavisinde altin standart
haline gelmis bir immunoterapidir (2, 11, 12). Etki mekanizmasini nétrofilleri tGmor
mikrogevresine yonlendirerek gerceklestirmektedir. BCG ‘ye maruz kalan Urotelial
hlcrelerde birgok kemokin uyariimaktadir. IL-1, IL-6, IL-8, IL-17 interlokinleri, GM-CSF,
tumor nekrozis faktdr (TNF) bunlar arasindadir. Mesane kanserinde BCG intravezikal
immunoterapisi 6zellikle NIMBC rekurrensini ve progresyonu azaltmak icin en etkili
adjuvan tedavi seklidir. BCG tedavisi kuglk residuel timorlerin %50- 60’inda,
karsinoma in-situlerin %70-75 ‘inde tam yanit oranlarina sahiptir. Ancak hastalarin
bayuk bir kismi BCG baglangi¢ tedavisine yanit vermemekte ve yanit verenlerin %40-
50 ‘sinde 5 yil icinde reklrrens goértlmektedir. MIBC ‘da ise sisplatin temelli MVAC

(metotreksat, doksorubisin, sisplatin) standart tedavidir (13- 18).



3. GEREG VE YONTEM
3.1 Aragtirmanin tipi

Bu arastirma, ilag¢ disi girisimsel olmayan deneysel bir laboratuar ¢aligmasidir.
Hasta oOrnekleri igcermemektedir. Arastirma insan kanser hicre hatlarnyla

gerceklestirilmistir.
3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirma DEU Onkoloji Enstitlisii Onkoloji Laboratuvarinda gerceklestirildi.
Proje 24 aylik planlandi. ilk alti ay, kimyasal malzemelerin alinmasi; sonraki (i¢ ayda,
deney modellerinin optimizasyonu; daha sonraki alti aylik sirede in vitro deneylerin
gerceklestirilip analizlerinin yapilmasi ve sonraki 6 ayda literatlrlerin toplanmasi,
yeniden gbzden gegciriimesi, verilerin derlenmesi, sonuglarin istatistiksel analizi ve

yorumlanmasi, son 3 aylik donemde yayin haline getiriimesi seklinde gergeklestirildi.

3.3 Arastirmanin evreni ve 6rneklemi:

Bu galismada kullanilan hicre hatlarindan T-24, 81 yasindaki kadin hastanin
primer mesane karsinomundan (transisyonel hicreli kardinom, grade 3) elde edilmis
bir ticari hucre hattidir. Bir diger hucre hatti olarak 5637 kullanildi. Bu hucreler 68
yasinda erkek hastanin primer mesane karsinomundan elde edilmis bir ticari hicre
hattidir. Uglincii kullanilan hiicre hatti IMSU-1 ise, 75 yasinda mesane kanseri erkek
hastanin malign assitik sivisindan orijinlenmis olan epitel hucreli ticari bir hticre hattidir.
Tumorojenik fare deneylerinde de kullanilabilir 6zelliktedir. Bu hticre hatlari 2 mM L-
glutamin ve %21 penisilin/ streptomisin ilaveli 10% fetal bovin serum iceren DMEM ve
RPMI 1640 ortamlarinda kultire edildi. Haftada 2 veya 3 defa ortamlari tazelenerek
37°C de % 5 CO2 ’lik etlivde inklbe edildi. Kdk hicre izolasyonu igin uygun miktarda

hlcre populasyonuna ulasana dek kultir streci devam ettirilecektir.
3.4 Calisma materyali
Bu calismada Ug¢ tip mesane kanseri hicre hatti kullanilarak kalture edildi;

e JMSU-1: 75 yasinda mesane kanseri erkek hastanin malign assitik

sivisindan orijinlenmis olan epitel hiicreli, mesane kanseri hiicre hatti



T-24: 81 yasinda mesane kanseri mesane kanseri tanili kadin hastanin
primer tumorunden orijinlenmig olan transisyonel hicreli karsinom

5637: 68 yasinda mesane kanseri tanili erkek hastanin primer timoérinden
orijinlenmis olan grade Il karsinom

Hucre hatlarinin her Ggu de timorojenik fare deneylerinde de kullanilabilir

ozelliktedir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bu calismada mesane kanseri ve kanser kok hucrelerinin immun iligkili gen

ekspresyonlari bagimsiz degisken, immunoterapiler ile canllik ve gen ekspresyon

degdisimleri bagimli degiskenlerdir.

3.6 Veri Toplama Araglari

3.6.1 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Klltire edilip hedeflenen hiicre sayilarina ulasildiktan sonra asagidaki

materyallerle deneyler gergeklestirildi;

inkiibator ici Su Kiiveti

CD44 Monoklonal Antikor (50 Testlik)

Pipet Tabancasi 1-100 ml (Pipette Aid)

Pipet Ucu Mavi 0-1000 ul

CD44 Manyetik izolasyon Boncugu (25 Testlik)
Aluminyum Folyo En:45 Cm

Lam Polilizin Kapli

Test Plates 96 Kuyucuk/Flat

PCR Tupu 0,5 ml Flat Cap

Serolojik Pipet 2 MI (Tek Tek Posetli, Steril)
Hucre Proliferasyon Reaktifi WST-1
Farmasidal Soliisyon (inkiibatér Sterilizasyonu)
PCR Tupu 2,0 Ml

Serolojik Pipet 5 Ml (Tek Tek Posetli)

Otomatik Pipet Seti (0,5-10; 10-100; 100-1000 UI)



DMEM [Dulbecco'S Modified Eagle Medium] 500 MI.
Annexin V Antikoru

RNA izolasyon Kiti

Lamel 24x50 100luk

FBS Fetal Dana (Fetal Bovine) Serum inaktive Edilmis
Penisilin / Streptomisin

Hucre Hatti 5637 Mesane Kanseri

Vakumlu Filtre Sistemi 1000 ml'lik

Savlon Solusyon

Kriyo-ependorf kutusu (4ad/Pk) (2 MI'Lik Vialler igin)
Kriyo Tup 1-2 Ml

Petri Kutusu (100x20mm) Hucre Kalturi

Petri Kutusu (35x10mm) Hicre Kulttra

Lam Tasima Kutusu (50 It'lik.)

Flask 75 cm2

Pastor Pipeti 3 mi

DMSO

Tripsin EDTA Sollsyonu

Propidyum Iyodiir [Propidium lyodide]

Pipet Ucu Sar1 20-200 ul

Kriyotip Dondurma Konteyniri (Mr. Frosty)
Polistren Flow Sitometri Tapu (Filtreli, Kapakli 5 MI)
Flask 25 Cm2

PCR Tupu 1,5 mi

Serolojik Pipet 10 ml (Steril, posetli)

RPMI 1640 (2,0 G/L NaHCOs ilaveli)

Enjektor 10 ml Steril

Hucre Hatti T-24 Mesane Kanseri

Hepafiltre (CO2 inkibatéri igin)

Vakumlu Filtre Sistemi 500 MI'Lik

Test Plates 6 kuyucuklu/Flat

Amfoterisin B Flakon



e Fosfat Tamponlu Tuz Ca2+ Mg2 icermeyen (Phosphate Buffered Saline,
PBS)

e L-Glutamin

e Real Time Profiller PCR Array

e insilin Enjektori 1 cc Hacimli

e Real Time Profiller PCR Array

(Sekil 1)

J 9

interlokin-2 interferon
alfa

Mononukleer
hucreler

Tekli tedavi ve kombine tedavi

KKH'leri ve mesane kanseri
hucreleri

Sekil 1. KKH ‘lerine ve total mesane kanseri hiicreleri ila¢ uygulama plani
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3.6.2 Calisma Akis Semasi
T-24, 5637 ve IMSU-1 hicre hatlarinin gogaltiimasi

CD44+ mesane kanseri kdk hicrelerinin ve negatif fraksiyonlarinin manyetik yolla

izolaﬁonu
CD44 ekspresyonunun tum gruplarda flow sitometri ile konfirmasyonu ve

degerlendiriimesi

0

WST-1 ile BCG sitotoksiste analizleri,

CD44+ mesane kanseri kok hucrelerine ve total hucreleri yansitan mesane kanseri
hicre hatlarina 25 cm?2 ‘lik flasklarda BCG, interferon alfa, interlokin 2 ve bunlarin

mononukleer hicre (MNH) ile kombinasyonlarinin verilmesi ve 24 saat inklibasyonu

v4 Y

Apoptotik hiicre 6lumua Flow Sitometri RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

!

Real-Time PCR array ile immun yanit iligkili sitokin ve kemokin ekspresyonlarinin

belirlenmesi

!

Verilerin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analiz
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3.6.3. Hiicre Kiilttiri:

Bu arastirmada Ug tip mesane kanseri hlcre hatti (JMSU-1: DSMZ, ACC-505, T-24:
ATCC, HTB-4 ve 5637: ATCC, HTB-9) ile ¢alisildi. Bu hucre hatlari 2 mM L-glutamin
ve %1 penisilin/ streptomisin ilaveli 10% fetal bovin serum igeren DMEM ve RPMI 1640
ortamlarinda kulture edildi. Hucre hatlari ticari olarak satin alinip kuru buz i¢cinde soguk
zincirle nakledilip laboratuvarimiza ulastirildi. Teslim alinan hicreler hizlica 37°C su
banyosu iginde steril kosullara uyarak ¢o6zuldi ve her hicre hatti igin uygun komplet
ortamlar icinde inklibe edildi. 25cm? flasklara alinan hiicreler 4 cc komplet ortam ile
karistirildi. 37 derece %5 CO?ve hava igeren, kiivet icinde 1 litre steril distile su iceren
inkUbatoér icinde nemli ortamda inklibe edildi. 2 cc kriyovial igcinde (donmaya dayanikli
burgulu kapakh tip) teslim alinan hicreler, hiicreler cekildikten sonra tlputn dibinde
kalan yaklagik 10 mikrolitre olan hucreler tzerine 10 mikrolitre tripan mavisi boyasi
eklenerek Thoma laminda canlilik degerlendirildi. Seffaf hicreler canli, 61U hicrelerde
sitoplazmik membranlarda olusan porlardan boya girebildigi igin mavi godzlenen
hucreler 61U kabul edildi. Her bir huicre hatti icin 200 hucre sayildi. Hucrelerin canlilik
yuzdeleri T24 i¢in %82, 5637 i¢in %78, JMSU-1 icin %89’du.

Haftada 2 veya 3 defa ortamlari tazelenerek 37°C de % 5 CO2 ’lik etlvde inkibe
edildi. Kok hiicre izolasyonu igin uygun miktarda hicre populasyonuna ulasana dek
kultur sureci devam ettirildi. JIMSU-1, T-24 ve 5637 mesane kanseri hucrelerinin

mikroskobik goruntuleri sirasiyla sekil 2,3 ve 4 de yer almaktadir.

12



Sekil 2. IMSU-1 mesane kanseri hiicrelerinin mikroskobik gérinima

Sekil 4. 5637 mesane kanseri hlcrelerinin mikroskobik gérinima
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3.6.4. CD44+ Mesane Kanseri Kék Hiicre izolasyonu:

75cm? flasklarda kultlire edilen her Ug¢ hicre hattina ait hicreler %80-90
konfluent (doluluk orani) olduklari zaman, hicrelerin ortamlari uzaklastilip ve PBS ile
yikandi. PBS ile yikama icin 5 cc PBS verilip flaskin kapagi kapatilip, bir kez hafifce
yatay yallanip klas iki kabiner iginde hepafiltre aktif gcaligirken inkiibe edildi. Daha sonra
PBS pipet tabancasi ve 5ml uzun pipet ucu ile gekilip atildi. Daha sonra cell scraber
(htcre kaziyic) ile hucrelerin kalkmasi saglandi. Hicreler toplanirken sari pipet ucu ile
inceltme yapilarak hucrelerin tek hicre sispansiyonu olusmasina katki saglandi. Daha
sonra hucreler 50 mikrometre porlari olan steril filtreden gegirildi. 1:1 oranda ortamlar
eklenip htcreler falkon tlpler icinde santriflij edildi. Elde edilen hticre pelleti Gzerindeki
supernatant uzaklastirildi. Hucreler manyetik ayirma tamponu ile resuspanse
edildikten CD44 monoklonal antikoru ile inklbe edildi. Manyetik isaretleme i¢gin CD44+
olan hucrelere baglanacak ferritin solusyonu ile inklibe edildi. Daha sonra tupler
manyetik alana yerlestirilip, magnete tutunmayan CD44- hiicreleri iceren stpernatant
uzaklastirildi. Magnete tutunan manyetik isaretli CD44+ manyetik partikill
uzaklatiracak sollUsyonla inkibe edilip magnete koyuldu. CD44+ hucreleri igceren

supernatant toplandi. Boylece CD44+ mesane kanseri kok hucreleri izole edilmis oldu.
3.6.5. [zole Edilen Kék Hiicrelerin Flow Sitometrik Konfirmasyonu

CD44+ mesane kanseri kok hdcreleri mesane kanseri hucreleri CD44
monoklonal antikoru ile oda sicakliginda karanlik ortamda 20 dk inkube edildikten
sonra PBS ile yikanarak flow sitometrik olarak izole edilen hicrelerin saflig1 agisindan

degerlendirildi. izole edilen hiicreler %97 CD44 pozitifti.
3.6.6. Deney Modeli

1. grup: Kontrol CD44+ ve CD44- hucrelerin birlikte bulundugu total hiicre populasyonu

(Ortam eklenmis) her U¢ hlcre hatti igin

2. grup: CD44+ ve CD44- hucrelerin birlikte bulundugu total hiicre populasyonu (BCG

eklenmis) her tg¢ hicre hatti igin
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3. grup: CD44+ ve CD44- hucrelerin birlikte bulundugu total hlcre populasyonu
(BCG+MNH+ IL2) her Ug¢ hlcre hatti igin

4. grup: CD44+ mesane kok hticreleri (Ortam eklenmig) her g hicre hatti igin
5. grup: CD44+ mesane kok hucreleri (BCG) her Gg hiucre hatti igin
6. grup: CD44+ mesane kok hicreleri (BCG+MNH+ IL2) her g hlcre hatti igin

Yukarida belirtildigi sekilde her hicre hatti icin 6 ‘sar grup olusturuldu. Sonug
olarak toplam 18 grup elde edildi.

3.6.7. BCG, IL-2, Mononlikleer Hiicre Konsantrasyonunun Belirlenmesi:

Hucre kultirlerinde BCG’nin hicre canlihdr Gzerine etkisi WST-1 testi ile,
apoptotik htcre o6limu flow sitometrik olarak degerlendirildi. WST-1 ydntemi
kullanilarak BCG ile muamele edilen hicrelerin %50 oraninda canhligini kaybettigi
BCG konsantrasyonu belirlendi. Tespit edilen bu doz daha sonra yukarida belirtilen
gruplara 24 cm?2 lik flasklarda verilerek 24 saatlik inkibasyonun ardindan nukleik asit
izolasyonu ve RT-PCR deneyleri yapildi. BCG igin mesane kanserinde tedavide
kullanilan Onco-tice (Merck) 2ml ampul kullanildi. Hasta tedavi dozu bir ampula 50 cc
ye tamamlama seklinde diliisyondur. Bir ampiil 5x108CFU BCG tice susu igermektedir.
Diliisyon sonrasi birim doz 1x10’CFU/ml dir. Bu dozun 1/100, 1/50, 1/25, 1/10, 1/5, 1,
5, 10, 25,50, 100 kat dozlari 96 well platelere ekilmis hlicrelere eklenerek 24 ve 48
saat sonrasi etkileri WST-1 testi ile kontrol ile karsilastirmali olarak ELISA okuyucuda
degerlendiriimigtir. Mononukleer hucreler icin ORh negatif insana ait arastirma
arsivimizde bulunan aferez Urlni kullaniimistir. 104 hiicre/ml olacak sekilde ekleme
yapildi. IL-2 icin Proleukin (Novartis) ampul kullaniimigtir. Liyofilize toz olan ticari trin
1 ml SF le sulandirihr. 1081U/ml interlokin-2 icerir. 10% IU/ml olacak sekilde hiicre
kulturinde ekleme yapilmigtir. 1 ml de ¢ozulen toz karisimindan 10 ml ortam igine
100mikrolitre eklenerek final konsantrasyona ulasiimistir. Denemeler sonrasi
mililitrede 10’CFU igceren BCG, 10%1U igeren IL-2 ve 10* mononiikleer hiicre apoptoz
ve RT PCR g¢aligmalari icin kullaniimistir.
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3.6.8. WST-1 ile Hiicre Proliferasyonunun Tayini:

Hucrelerin bulundugu 96 kuyucuklu plate iginde bos bir kuyucuga da sadece
ortam koyularak kor olarak kullanildi. 100 pl/kuyucuk hicre igin her kuyucuga 10
MI/kuyucuk WST1 hlcre proliferasyon reaktifi eklenerek (1:10 dilisyon) hucreler 37°C
%5 CO2 lik etuvde 2 saat inkibasyona birakildi. Plate calkalayicida 1 dk
calkalandiktan sonra ELISA okuyucuda 450 nm de okutuldu. Referans dalga boyu
olarak 600 nm den fazlasi (630 nm) segildi. Kontrol grubunun absorbans ortalamalari
%100 canlilik olarak kabul edilerek diger absorbanslar karsilastirilarak hicre canlilik

yuzdeleri tayin edildi.

3.6.9. Flow sitometrik Annexin V-FITC/PI Boyamasi

Annexin V-FITC/Propidium lodide (Pl) boyamasi apoptotik hlicre 6lim oranini
belirlemek igin uygulandi. Hucreler Annexin V-FITC apoptoz deteksiyon kiti kullanilarak
protokole uygun olarak boyandi. 5 ul Annexin-V-FITC ve 10 ul PI reaktifleri 100 ul PBS
icerisinde suspanse edilmig olan ilgili deney gruplarindaki hucrelere verildi. 15 dakika
karanlik ortamda ve oda sicakliginda inkubasyonun ardindan, 10x den 1x e seyreltilmig
olan Annexin-V baglayici solisyondan her drnege 400 ul eklendi. BD Accuri C6 akim
sitometri cihazinda ornekler okutulduktan sonra BD Accuri C6 yazilimi ile uygun

kapilamalar yapilarak apoptoz oranlari tespit edildi.

3.6.10. RNA izolasyonu

izole edilen CD44+ kdk hiicreleri ile total mesane kanseri hiicreleri ve BCG
uygulanmig alt gruplari uygun seyreltme islemleri ardindan TOMA lami ile sayildi.
Buna gore 1x10° hiicre basina yaklasik 15 yg RNA eldesi icin prosediir su sekilde
gerceklestirildi. Hicreler 200 pl PBS iginde resispanse edildi. 400 ul liziz ve baglanma
tamponu eklenip 15 sn vortekslenip, ylksek saflikta filtreli tip koleksiyon tlplne
takildi. Ornek Ustteki filtreli tipe aktarilip,15 sn 8000 g de santrifiijlendi. Filtreli tiip
koleksiyon tipunden gikarildi. Koleksiyon tipundeki sivi uzaklastirildiktan sonra ayni
tipler tekrar takildi. Ornek basina 90 ul DNAaz inkiibasyon tamponu reaksiyon tiiptine
eklendi. 10 yl DNAaz | eklenip karistinilip bu karisim filtreli tipe ilave edildi ve 15 dk
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oda sicakliginda inklbe edildi. Filtreli tibe 500 ul yikama tamponu | eklenip 15 sn 8000
g de santriftjlendi. Alttaki koleksiyon tipunde toplanan sivi uzaklastirildiktan sonra
ayni tupler tekrar takildi. Filtreli tibe 500 ul yikama tamponu Il eklenip ve 15 sn 8000
g de santrifljlendi. Alttaki koleksiyon tlpunde toplanan sivi uzaklastirildiktan sonra
ayni tupler tekrar takildi. 200 ul yikama tamponu Il filtreli tipe eklenip 2 dk max. hizda
santrifijlendi (13000 g). Daha sonra koleksiyon tupu atilip, filtreli tip yeni bir steril 1.5
ml ’lik mikrosantriflj tipune takildi. RNA elusyonu igin 50-100 pl elisyon tamponu
filtreli tlpe eklendi. 1 dk 8000 g de santrifljlendi. Elde edilmek istenen RNA artik alttaki
1.5 ml ‘lik mikrosantriflj tiplnde bulundu. Bu RNA cDNA sentezi ve ardindan RT-PCR

calismasinda kullaniimak icin -80 °C ‘de saklandi.

3.6.11. cDNA c¢evirimi:

Elde edilen RNA miktarlari Qubit cihazinda &lguldl. Bazi 6rneklerden elde
edilen RNA miktarlari, hucre azligi kaynakli olarak ¢cok azdir. Bu nedenle RNA
orneklerinden cDNA gevirimi igin alinabilecek maksimum miktarda RNA alinmis ve
iScriptTM cDNA Sentez kiti (BioRad) ile uretici firmanin agikladigi sekilde cDNA
sentezi gergeklestirildi. RNA 6rnek miktarlari ve cDNA ¢evirim miktarlari Tablo 1’de
belirtildi.
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Tablo 1. RNA drnek miktarlari ve cDNA ¢evirim miktarlari

Huicre Adi RNA cDNA igin alinan | cDNA’ya gevrilen
konsantrasyonu miktar (ul) miktar (ng)
(ng/ul)
JMSU hicre 155,2 6 931
JMSU hicre+BSG 20,8 13 270,4
JMSU hucre + BSG+ 16,4 13 213,2
MNH+ IL2+ IFNa
JMSU kok hacre 2,50 13 32,5
JMSU kok hicre + BSG 1,46 13 18,98
JMSU koék hicre + BSG+ 14,1 13 183,3
MNH+ IL2+ IFNa
5637 hucre 92,8 10 92,8
5637 hucre+BSG 40 13 520
5637 hiucre + BSG+ MNH+ 72 13 936
IL2+ IFNa
5637 kok hicre 2,42 13 31,46
5637 kok hucre+BSG 5,28 13 68,64
5637 kok hiucre + BSG+ 6,08 13 79,4
MNH+ IL2+ IFNa
T24 hicre 27,2 13 353,6
T24 hicre +BSG 22,4 13 291,2
T24 hicre + BSG+ MNH+ 33,2 13 431,6
IL2+ IFNa
T24 kok hiicre 9,44 13 122,72
T24 kok hiicre+BSG 6,96 13 90,48
T24 kok hiicre + BSG+ 11 13 143

MNH+ IL2+ IFNa
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cDNA’larin kalitesi RT-PCR reaksiyonu ile array’e konmadan 6nce test edildi.
0,1uM’lik 1X'lik primer-enzim karigimi ara stogu hazirlandi ve kullanima kadar -
200C’de muhafaza edildi. cDNA-SYBRR Green Master mix (BioRad) karigimi, 100 gen

ornegine gore asagidaki sekilde hazirlandi.

100 X cDNA Master-mix karisimi

dH20 (Nuclease-free) 480 pl
cDNA 20 ul
SYBR Green Master Mix (BioRad) 500 pl

Hazirlanan bu cDNA-SYBR Green Master mix karigimi, 1,5ml’lik mikrosantrifuj
tuplerine hazirlanip, vortekslendi ve 9’ar ul, 96 kuyucuklu plate’in her bir kuyucuguna
dagitildi. Karigimin Uzerine 1’er pl hazirlanan primer-enzim ara stok karigsimindan
eklendi. Toplamda 10ul final hacmindeki PCR-array plate’in Uzeri seal ile kapatilip,

2000rpm’de 1 dk boyunca cgevrildi ve PCR gerceklestirildi. PCR su asamalari icerdi:

Primer konsantrasyonu 0.1 uM
Program: 95°C — 10 s, 58°C 45 s (45 siklus)

Elde edilen Cq degerleri ‘Qiagen Bioscience’ programinda analize alindi.

3.6.12. RT-PCR Array Analizi

cDNA f‘lar uygun PCR karisimlarina DNA kontaminasyonundan &zenle
kacinilarak eklendi. Real-time PCR analizi arrayi olarak immun yanitta etkili inflamatuar
sitokinler ve reseptorleri igin hazirlanmis bir kit kullanildi. Yapilan veri analizinde su

genlerin ekspresyonlari hakkinda bilgi edinildi:

Kemokinler: C5, CCL1 (I-309), CCL11 (Eotaxin), CCL13 (MCP-4), CCL15 (MIP-1D),
CCL16 (HCC-4), CCL17 (TARC), CCL2 (MCP-1), CCL20 (MIP-3A), CCL22, CCL23
(MPIF-1), CCL24 (Eotaxin-2), CCL26, CCL3 (MIP-1A), CCL4 (MIP-1B), CCL5
(RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL8 (MCP-2), CX3CL1, CXCL1 (IL8RA), CXCL10
(INP10), CXCL11 (I-TAC/IP-9), CXCL12 (SDF1), CXCL13, CXCL2 (IL8RB), CXCL3,
CXCL5 (ENA-78/LIX), CXCL6 (GCP-2), CXCLO.

Kemokin reseptorleri: CCL13 (MCP-4), CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6,
CCR8, CX3CR1, CXCR1, CXCR2.
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interldkinler: IL13, IL15, IL16, IL17A, IL17C, IL17F, IL1A, IL1B, IL1RN, IL21, IL27, IL3,
IL33, IL5, IL7, IL8, IL9.

interlkin reseptorleri: ILLORA, IL10RB, IL1R1, IL5RA (CD125), IL9R.

Diger sitokinler: AIMP1 (SCYE1), BMP2, CD40LG (TNFSF5), CSF1 (MCSF), CSF2
(GM-CSF), CSF3 (GCSF), FASLG (TNFSF6), IFNA2, IFNG, LTA (TNFB), LTB, MIF,
NAMPT, OSM, SPP1 (Osteopontin), TNF, TNFSF10 (TRAIL), TNFSF11, TNFSF13,
TNFSF13B, TNFSF4 (OX40L), VEGFA. Diger sitokin reseptorleri: TNFRSF11B.

3.7. Arastirma Plani ve Takvimi

Arastirmanin on literatur Taramasi
Mayis 2013-Ekim 2013
\2
Arastirmanin etik Kurul Onayinin Alinmasi
Aralik 2013
2
Malzeme Temini ve On Hazirlik
Ocak 2014-Aralik 2014
\2
Hucre Kaltaru ve kok hicre izolasyon galismalari
Ocak 2015-Mart 2015
\2
Hiicre Kiiltiiriine ilagc uygulamalari ve canlilik apoptoz analizleri
Nisan 2015- Mayis 2015
\2
Real time PCR calismalari
Haziran 2015-Temmuz 2015
\2
Verilerin Diizenlenmesi ve Istatistiksel Analiz
Agustos 2015-Ocak 2016
\2
Tez Savunmasi
Haziran 2017
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3.8. Verilerin istatistiksel Analizi

Gen ekspresyon kat degisimi (fold change) kontrol grubuyla ve gruplar birbiri ile
karsilastirildi. 3 kat ve fazlasi ekspresyon farki anlamli kabul edildi. Heat map ve
clustergramlar ile gen ekspresyon analizleri desteklendi. Bu analizler SA Bioscience’in
Ucretsiz olarak kullanilabilen data analysis expression sayfasinda yapildi. Aragtirma
sonuglarinin istatistik analizi, SPSS i¢in Windows istatistik programinin 15.0 versiyonu
kullanilarak p<0.05 anlamhlik dizeyinde incelendi. Bulgular Ki kare ve Mann Whitney

U testiyle analiz edildi.
3.9. Arastirmanin Sinirliliklan

Bu arastirmanin sinirhliklari baginda hasta 6rnedi icermemesi gelmektedir.
Preanalitik bir laboratuar galismasidir. Devaminda hasta drneklerinden caligilacaktir.

Bir diger sinirlihk RT-PC tekrar sayisinin maddi nedenlerle azhgidir.
3. 10. Etik Kurul Onayi

Dokuz Eylul Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu:
05.12.2013 tarihli 2013/44-03 onayi alindi.
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4. BULGULAR

4.1. Akim Sitometri ile Annexin-V/ Pl Boyanmasi Sonucu Apoptoz

Bulgulan

Anneksin-V ve Pl boyanmasina gore BCG ‘nin 5637 hucrelerinde %63 oraninda erken
apoptoza, %24,4 oraninda ge¢ apoptoza neden oldugu goéruldid. BCG+MNH+IL2
grubunda da tek basina uygulanmasi ile belirgin bir fark goérilmedi. CD44+ 5637
hicrelerinde ise BCG %52,2 oraninda erken apoptoza, %17,8 oraninda ise geg¢
apoptoza neden oldu. Ancak MNH ve IL2 kombinasyonu ile beraber uygulanan BCG
bu hicrelerde %61 oraninda erken apoptoz, %23 oraninda ge¢ apoptoza neden olarak
daha yuksek etki gosterdi. JMSU-1 hucrelerinde ise BCG %64,5 oraninda erken
apoptoza, oraninda %9,4 ge¢ apoptoza neden olurken BCG+MNH+IL2 kombinasyonu
%60,3 oraninda erken apoptoz, %19,4 oraninda ge¢ apoptoza neden olmustur. Benzer
apoptoz indukleyici etkisi BCG nin tek ve kombine uygulanmasi sonucunda CD44+
JMSU-1 hcrelerinde de gortulmustir. BCG nin tek ve kombine olarak T-24 hicrelerine
uygulanmasi kontrol ile kiyaslandiginda belirgin bir farka neden olmamistir. Ancak
CD44+ T24 hucrelerinde BCG uygulanmasi %45 erken apoptoza, %29,2 ge¢ apoptoza
neden olmustur. Kombine uygulama sonunda ise %53,1 erken apoptoz, %17,4 ge¢
apoptoz goérulmustir. Tium gruplara ait veriler Tablo 2 de verilmektedir. Bu verilerin
elde edilmesinde yapilan kapilamalar Sekil 5 de goriimektedir. Kok hicrelerle kanser
hicreleri  karsilastirildiginda kontroller arasinda canlilik, apoptoz ve nekroz
yuzdelerinde Mann Whitney U nonparametrik ortalamalarin karsilastiriimasi testinde
p<0,05 dizeyinde beklendigi Uzere fark ¢ikmamistir. Yine ayni istatistik yontemle
kanser hucreleri ve kanser kdk hicrelerinin BCG uygulamasi ve BCG+MNH+IL-2
uygulamasi sonrasi istatistiksel anlamli fark cikmamasi kanser hucreleri ile kanser kok
hdcrelerindeki her grupta benzer hicre yuzdesi saptanmasi bu kok hicre grubuna
benzer etkiler oldugu bulgusunu getirmistir. P dederleri tablo 2’de en alt satirda
gorulmektedir. Ortalamalarin kargilastiriimasi eglestiriimis 6érnekler testinde BCG
kanser hucrelerine canllik duzeyinde etkili (p=0,046), kanser kok hucrelerine etkili
(p=0,015) bulunmustur. Bu etki kanser kdk hiucre grubunda apoptoz ve nekroz birlikte
etki olarak saptanirken, kanser kok hicre grubunda apoptoz on plandadir (p=0,01).
Ayni testte BCG+MNH+IL-2 kanser hucrelerine etkili (p=0,024) ve yine kanser kok
hacrelerine (p=0,011) bulunmustur. Kanser hicrelerine etki hem apoptoz hem nekroz

dizeyinde iken kanser kok hucrelerinde BCG ye IL-2 ve MNH eklenmesi ile apoptoz
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etkisi daha 6n plana c¢ikmistir. Ancak yine ayni testte BCG ve BCG+MNH+IL-2
karsilastinildiginda hem kanser hem kanser kok hucrelerinde canlilik apoptoz ve
nekroz dizeylerinde istatistiksel anlamh fark saptanmamistir (p>0,05).

Tablo 2. Tum deney gruplarinda BCG ve kombine uygulanmasinin neden oldugu

apoptoz yuzdeleri

Kontrol (Tedavi | BCG uygulanmis hucreler BCG+MNH+IL2 uygulanmig
verilmeyen) huicreler
Canli  Erken Geg Canli Erken Gec Canli Erken Geg
Apoptoz  Apoptoz Apoptoz  Apoptoz Apopt  Apoptoz/
/ Nekroz / Nekroz 0z Nekroz
JMSU-1 87,4 7,8 1,2 26 64,5 9,4 19,9 60,3 19,4
5637 65 14,6 4,5 12,4 63 24,4 15,6 66 18,3
T24 64 28,7 7,1 37,2 46,3 16,1 24,8 58,6 16,3
P 0,046 0,075 0,082 0,024 0,026 0,034
Kontrol x
CD44+ 62,8 8,8 6,5 17,1 58,2 24,5 31,4 56,0 12,4
JMSU-1
CD44+ 60,1 16,4 8,9 29,7 52,2 17,8 15,7 61,1 23,0
5637
CD44+ 63,8 7,0 2,2 18,6 45,0 35,5 29,2 53,1 17,4
T24
P 0,015 0,010 0,106 0,011 0,001 0,057
Kontrolx
P 0,1 0,7 0,7 1 0,4 0,2 0,4 0,4 1
hicre/ko
k hicre
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Yapilan analizler sonucu JMSU-1 total mesane kanseri hicreleri ile kendi
CD44+ kok hucrelerindeki apoptoz oranlarinin kiyaslandigi grafik sekil 6 da yer
almaktadir.

JMSU-1 Mesane Kanseri Hiicreleri ve JMSU-1 CD44+ KKH

InsU-1 cell IMSU-1 cell+  IMSU-1 cell+  IMSU-1 CSCs IMSU-1 CSCs JMSU-1 C5Cs
Control BCG BCG + Control +BCG + BCG+
Lymphocyle+ Lymphocytes
L2 L2

B Canlihk @ Apoptoz BMekroz

Sekil 6. IMSU-1 total mesane kanseri hucreleri ile kendi CD44+ kok hucrelerindeki

apoptoz oranlari

Yapilan analizler sonucu T-24 total mesane kanseri hicreleri ile kendi CD44+

kok hucrelerindeki apoptoz oranlarinin kiyaslandigi grafik sekil 7 da yer almaktadir.
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T-24 Mesane Kanseri Hucreleri ve T-24 CD44+ KKH

63,8

58,6

T24 cell T24 cell + BCG T24 cell+ BCG T24 CSCs T24 C50s + T24 C5Cs +
Cantrol + Control BCG BCG+
Lymphocytes+ Lymphocyte+
Lz Iz

B Canlihk @ Apoptoz @ Mekroz

Sekil 7. T-24 total mesane kanseri hucreleri ile kendi CD44+ kdok hucrelerindeki

apoptoz oranlari

Yapilan analizler sonucu 5637 total mesane kanseri hucreleri ile kendi CD44+

kok hucrelerindeki apoptoz oranlarinin kiyaslandigi grafik sekil 8 da yer almaktadir.

5637 Mesane Kanseri Hiicreleri ve 5637 CD44+ KKH

63 61,1

5637 cell 5637 cell + 5637 cell + 5637 C5Cs 5637 C5Cs + 5637 C5Cs +
Contraol BCG BCG + Control BCG BCG+
Lymphocyte+ Lymphocyte+
IL2 L2

B Canlihk m Apoptoz BNekroz

Sekil 8. 5637 total mesane kanseri hucreleri ile kendi CD44+ kok hucrelerindeki

apoptoz oranlari
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4.2. Real Time- PCR Array Bulgulari
4.2.1. IMSU-1 Hucreleri:

JMSU-1 hucrelerinin gen ekspresyonu BCG verilmis olan JMSU-1 hicreleri ile
kiyaslandiginda BCG sonrasinda CCL11, CCL13, CCL7, CCL8, CXCL5, CXCL11,
IFNy, IL24, IL9, LTA ve LTB ekspresyonlarinin arttigr, CXCL9, CCL18, IL17, IL27,
TNFSF11 ekspresyonlarinin azaldigi gértlmuastir. JMSU hcreleri ve JMSU BCG alan
hdcrelerin kargilagtirmali heatmap sonucu sekil. 9'da gortulmektedir. BCG+MNH+IL2
kombine uygulanmasi sonucunda ise ADIPOQ, CCL22, CD40L, CXCL10, CXCLS5,
IL22 ekspresyonlarinin arttigi gorulmustar. 1L10, IL12, IL16, IL17 ekspresyonlarinda

ise azalma gorulmektedir (Sekil 10).
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Sekil 9. JMSU hucreleri ve JMSU BCG alan hicrelerin kargilastirmali heatmapleri
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Magnitude of log 2{Fold Change)

-15.285 0 15.285
Layout| 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
ADIPOQ |BMPZ BMP4 BMPG BMP7 C5 CCL1 CCL11 | CCL13 CCL17 CCL18 | CCL1g
A 30143.86 | 1.29 3.00 -1.02 15.08 |3.00 14.93 6.18 21.67 4.83 -5.13 1.18
A QKAY OKAY OKAY B QKAY C B OKAY A B B
CCL2 CCL20 |CCL21  |CCl22  |CCL24 | CCL3 CCLS CCL7 CCL3 CD40LG | CNTF C5F1
B -1.00 1.84 7.90 66.52 |-1.10 |-5.14 -1.71 37.15 |10.08 2585.02 | 6.92 9.62
A QKAY OKAY OKAY B A QKAY B B B A QKAY
CSF2 C5F3 C¥3CL1 |CXCL1 | CXCL1Q |CXCL11 |CXCLi2 CXCL13 |CXCLie | CxCL2 CXCL5 | CXCLS
C 2.05 1.26 -2.59 1.01 106.40 | 1.68 -7.00 17.79 |4.69 1.24 7913.33 |-13.75
OKAY QKAY OKAY OKAY A B A B OKAY QKAY B B
FASLG GPI IFNAZ  |IFNG IL10 ILi1 IL12A IL12B IL13 IL15 IL16 IL17A
D 1.34 12.14 |2.24 1033.97 |-78.11 |1.41 6.00 -237.43 | 8.01 3.86 -150.75 |-151.75
OKAY B OKAY B A QKAY QKAY A OKAY QKAY A A
IL17F L8 IL1A IL1B ILIRN |IL2 IL21 122 IL23A 24 IL27 IL3
E -2.56 1.62 3.08 1493 |4.15 469.11 |1.12 687.91 |5.49 19.25 -3.48 -6.50
B QKAY OKAY C QKAY B A B OkAY QKAY A A
L4 L5 ILe IL7 CXCLs |ILS LIF LTA LTB MIF MSTN NODAL
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Sekil 10. JMSU hicrelerinde BCG IL-2 ve MNHlerle birlikte uygulandiginda kontrol

hlcrelere gore gen ekspresyon degisimlerini gosteren heatmap.
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4.2.2. 5637 Hiucreleri:

5637 hucrelerinin gen ekspresyonu BCG verilmis olan 5637 hticreleri ile
kiyaslandiginda BCG sonrasinda IL6, IFNG, FASLG, ADIPOQ ekspresyonlarinin
azalirken CCI22, CCI11, CXCL5, IL9, SPP1 ekspresyonlarinin arttigr gérulmastur.
Gen ekspresyonlarindaki artma ve azalmalara dair heatmap sekil 11. ‘de
gosterilmektedir. BCG+MNH+IL2 kombine uygulanmasi sonucunda ise Cogu gen
ekspresyonunda azalma dikkati gekerken, CXCL5, TNFSF11, THPO (trombopoetin)
ekspresyonu artmistir (Sekil 11).
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06 07

05 09 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change)

-19.614 0 19614
Layout| 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
ADIPOQ |BMPZ BMP4 BMPE BMP7 C5 CCL1 CCL11 CCL13 CCL17 CCL18 CCL19
A -257.12 | 1.44 2.88 1.32 -10.86 |2.62 -1.20 19.90 15.41 3.19 -16.12 |5.72
A OKAY OKAY OKAY A OKAY C B OKAY B B A
CCL2 CCL20 CCL21 CCL22 CCL24 CCL3 CCLS CCL7 CCL8 CD40LG CNTF CSF1
B 9.04 -1.67 1.19 51.87 12.18 -2.49 -1.21 2.33 -4.40 -1.20 2.15 -1.00
OKAY OKAY OKAY A B OKAY OKAY B B C A QOKAY
C5F2 CSF3 Cx3CL1 CXCL1 CxCL10 |CXCL11 |CxCL12 CXCL13 |CXCL1& |CXCL2 CXCLS CXCLS
C 2.62 1.52 -1.82 -1.04 4.69 -1.13 -2.94 1.04 3.67 1.28 758.41 |-7.59
OKAY OKAY OKAY OKAY A OKAY OKAY B QKAY QOKAY B B
FASLG GPI IFNAZ IFNG IL10 IL11 IL1ZA IL12B IL13 IL15 IL1s IL17A
D -72.80 |-1.20 3.66 -2646.38 | -1.20 -1.70 3.26 -3.38 1.86 1.67 -3.14 -1.20
A C OKAY A C OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY C
IL17F IL18 IL1A IL1B IL1RN L2 IL21 L2z IL23A IL24 27 IL3
E 8.37 2.05 9.08 -1.20 -2.94 -1.86 3.26 -1.20 2.90 8.53 -2.47 12.55
B OKAY OKAY [ OKAY B OKAY C OKAY OKAY B A
IL4 ILS ILG IL7 CxCLs ILS LIF LTA LTB MIF MSTN NODAL
F 1.07 9.92 -802162.82 | -1.19 1.09 15.72 3.85 1.76 B6.20 -3.01 4.89 2.67
B A A OKAY OKAY A OKAY OKAY A QOKAY QKAY QKAY
Q05M PPEP 5PP1 TGFB2 THPO THNF THFRSF116 | TNFSF10 | TNF5F11 | TNFSF13B | VEGFA | XCL1
G -1.42 1.26 1577.23 6.62 9.55 -1.67 17.21 -1.03 -1.20 36.73 20.25 -1.00
OKAY OKAY A OKAY B OKAY OKAY OKAY C A OKAY OKAY

Sekil 11. 5637 hucrelerinin BCG uygulama sonrasi kontrol ile karsilagtirmall heatmap
analiz sonucu.
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01 02 03 04 05

06 07

Magnitude of log 2{Fold Change)

08 09 10 11 12

-11.058 0 11.058
Layout| 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
ADIPOOQ BMP2 BEMP4 BMPG BMP7 C5 CCL1 CCL11 CCL13 CCL17 CCLig CCL1g
A -2.02 -3.97 -7.46 -3.47 -104.81 | -1.87 -3.97 -7.01 1.28 -9.51 -493.17 | -30.68
QKAY OKAY OKAY OKAY A OEAY C B QKAY B B B
CCL2 CCL20 CCL21 CCL22 CCL24 CCL3 CCLS CCL7 CCL8 CD40LG CNTF CSF1
B -26.49 -4.66 -6.18 5.54 -2.46 -3.37 -11.99 -10.79 |(-281.69 |-3.97 -16.81 |-1.89
A OKAY OKAY & B OEAY OkAY B B C B OKAY
CSF2 CS5F3 CX3CL1 | CXCL1 CXCL10 |CxCL11 |CXCL12 CXCL13 | CXCL16 |CXCL2 CXCLS CHCLS
C -2.17 -1.41 -8.01 -2.70 2.79 -23.23 |-13.34 -3.41 -1.46 -2.76 71.62 -11.87
QKAY OKAY OKAY OKAY A oKLY OkAY B QKAY akaY B B
FASLG GPI IFMAZ IFMG IL10 IL11 IL124 IL1Z2B IL13 IL1S IL1%6 IL17A
D -2132.14 | 3.46 -2.69 -6.38 -3.97 -5.55 -1.12 -13.17 |-2.80 -1.14 -13.80 |-3.97
A B OKAY OKAY C OEAY OKAY OKAY QKAY DKAY OKAY c
IL17F IL13 IL1A IL1BE IL1IRN L2 IL21 L2z IL234A ILz4 IL27 IL3
E -3.97 -1.34 2.26 -3.97 -3.18 -6.13 -4.83 -3.97 -1.44 3.50 1.48 -6.26
C OKAY OKAY C OKAY B OkAY C OKAY OKAY B B
IL4 ILS ILs IL7 CXCL8 ILs LIF LTA LTE MIF MSTHN NODAL
F -3.97 1.82 1.46 -2.30 -2.74 -2.85 -1.34 -8§5.26 |-45.64 |-12.23 -3.98 -2.85
C A OKAY OKAY OKAY B OkAY A B akaY ORAY akaY
a5M PPBP SPP1 TGFB2 THRO THNF TNFRSF11B6 | TNFSF10 | TNFSF11 | TNFSF13B | VEGFA XCL1
G -14.48 -2.27 -3.97 -1.92 32.60 1.05 2.02 -3.21 49.31 -2.55 -63.72 |-1.03
OKAY OKAY C OKAY & OEAY OkAY OKAY B B OKAY OKAY
Sekil 12. 5637 hucrelerinde BCG IL-2 ve MNHlerle birlikte uygulandiginda kontrol

hlcrelere gore gen ekspresyon degisimlerini gosteren heatmap.
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4.2.3. T24 Hiicreleri:

T24 kontrol grubu hicrelerinin gen ekspresyonu BCG verilmis olan T24
hicreleri ile kiyaslandiinda BCG sonrasinda, CCL17, CCL19, CSF2,

CXCL10,

CXCL5, IFN-a2, IFN-G, IL13, LTB, THPO ve VEFGA ekspresyonlari azalirken
CD40LG, CXCL12, IL10 ve TNSF11 ekspresyonlari artmigtir (Seki 13l).
01 02 03 04 05 06 07 0% 00 10 11 12
Magnitude of log 2 {Fold Change)
9417 ] = 1= )
Layout 01 02 03 04 0s 113 07 0s 09 10 11 12
ADIPOQ | BMP2 BMP4 BMPS BMP7 C5 CCL1 CcCL11 CCL13 cCcL17 CCL13 CCL19
A 1.68 1.18 1.28 -1.76 85.41 2.19 -1.75 3.28 -1.01 3.18 -1.75 15.06
ORAY ORAY OKAY OKAY B ORAY [ B QKAY A C A
CCL2 CCcL20 CCL21 CCL22 CCL24 CCL3 CCLS CCL7 cCcLs CD40LG CNTF C5F1
B 6.90 -3.60 -1.16 -4.48 1.88 -2.91 1.75 5.04 2.69 -292.73 1.16 -1.76
ORAY ORAY OKAY OKAY B B OKAY B B B B OrAY
CS5F2 CS5F3 CX3CL1 | CXCL1 CHCL10 | CXCL11 | CXCL12 CXCL13 CXCL16 CHCL2 CXCLS CXCL9
C 7.68 -1.01 1.96 -1.58 B8.67 14.28 -8.71 -5.72 1.86 -1.87 12.56 -3.87
ORAY ORAY OKAY OKAY B B A B QKAY QKAY B B
FASLG GPI IFMNAZ IFNG IL10 IL11 IL1z24 IL12B IL13 IL15 IL1& IL17A
D -1.67 -1.84 24.39 2.03 -6.84 -1.83 -1.75 15.43 4.95 1.52 10.71 3.16
ORAY B A B B ORAY OKAY A A QKAY B B
IL17F IL18 IL1A IL1B ILIRN IL2 IL21 IL22 IL23A IL24 IL27 IL3
E 683.49 | 1.40 1.06 1.89 -1.46 -9.83 5.20 1.33 1.12 1.05 -2.95 10.18
Y ORAY OKAY B ORAY B A B OKAY OKAY B A
IL4 ILS IL& IL7 CXCLB ILS LIF LTA LTE MIF MSTN NODAL
F 2.77 21.88 -3.93 -1.27 -2.22 7.10 -1.09 -2.53 64.324 2.96 7.91 -1.50
B o OKAY oKLY ORAY o OKAY OKAY A OKAY A OKAY
OsM PPEP SPP1 TGFB2 THPO TNF THNFRSF11B | TNFSF10 | TNFSF11 | TNFSF13B | VEGFA XCL1
G 1.14 -2.04 -6.31 -1.26 426.89 | 1.93 3.28 3.42 -165.02 | -1.01 391.69 |(4.00
ORAY ORAY B OKAY B ORAY OKAY ORAY B B OKAY OrAY

Sekil 13. T24 hucrelerinde

ekspresyon degisimlerini gosteren heatmap.

BCG

uygulandiginda kontrol hucrelere gore

gen
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BCG+MNH+IL2 kombine uygulanmasi sonucunda ise CCL3, CXCL10,
CXCL11, CXCL5, IFNa2, LTB, SPP1 ekspresyonlari artarken, CCL11, CCL22, CCL7,
CD40LG, CXCL12, CXCL16, IL10, IL12B, IL16, IL27, LTA ve TNSF11 ekspresyonlari
azalmigtir. (Sekill4).

01 02 03 04 05 06 OF 08 09 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change}

-16456 1] 16456
Layout| Q1 02 03 04 05 06 o7 08 0o 10 11 12
ADIPOQ | BMP2 EMP4 BMP& BMP7 C5 CCL1 CCL11 CCL13 CcCLiv CcCLis CCL1g
A -7.62 -8.33 -1.16 -2.49 -17.48 | 1.08 -6.75 -41.35 -6.73 -9.91 2.40 -2.17
QKAY OKAY OKAY QEAY B OEAY C B QKAY B E B
CCL2 CCL20 CCL21 CCLz22 CCL24 CCL3 CCLS CCL7 cCcLa CD40LG CNTF C5F1
B -3.16 -1.80 -8.56 -83.54 |-3.73 11.34 -4.42 -51.51 -8.19 -1126.98 |-17.40 |-4.79
TKAY OKAY OKAY A B A ORAY B B B B OKAY
CS5F2 C5F3 CH3CL1 | CXCL1 CHCL10 | CXCL11 | CXCL12 CXCL13 | CXCL16 |CxCLZ2 CXCLS CHCLS
C 1.85 -3.13 -1.47 -1.87 2.76 12.08 -354.00 -237.98 | -1.86 -2.06 1.58 2.38
DAY QKAY QkAY OkAY B B A B OEAY QKAY B B
FASLG GFI IFMNAZ IFNG IL10 ILi1 IL1ZA IL1ZB IL13 IL15 IL1G IL17A
D -17.87 |-7.09 15.51 36.36 -256.74 | -2.75 -7.74 -470.69 | -1.06 -4.18 2.05 -6.75
DAY B A A B OEAY DAY B A QKAY B C
IL17F IL1& IL1A IL1B IL1RN IL2 21 L2z L2338 ILz24 27 IL3
E -6.75 -1.35 -1.39 -3.16 -1.11 -37.85 | -3.60 -45.83 -4.12 -1.64 -402.97 | -B.28
C QKAY QKAY B OKAY B A B QEAY QKAY B B
IL4 ILS ILs IL7 CXCLE ILS LIF LTA LTBE MIF M5TH NODAL
F -7.71 -2.14 -1.82 -1.48 -2.39 -3.60 -3.76 -101.27 | 4.11 -7.00 -3.00 -B9927.24
B B QKAY OKAY OKAY A OKAY A A QKAY A A
OSM PPEP SPP1 TGFE2 THPO TNF TNFRSF11E | TMFSF10 | TNFSF11 | TNFSF13B | VEGFA XLl
G -20.46 |-2.87 42.10 -1.61 1.60 -3.006 -2.39 -4.65 -635.29 | -4.84 -1.38 -5.21
QKAY OKAY B QEAY B OEAY OEAY OKAY B B OKAY OKAY

Sekil 14. T24 hucrelerinde BCG IL-2 ve MNHlerle birlikte uygulandiginda kontrol
hlcrelere gore gen ekspresyon degisimlerini gdsteren heatmap.
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4.2.4. IMSU-1 kok hiicreleri:

BMP7, CCL11, CCL22, CCL7, CCL8, IFNG, IL2, IL22, IL9 ve LTA gen
ekspresyonlari JIMSU-1 kok hicrelerinde total IMSU-1 hiicrelerine kiyasla daha fazla
iken, CXCL10, FASLG, IFNa2, IL12A, IL10 ve IL13 gen ekspresyonlari ise daha azdir

(Sekil 15).

01 02 03 04 05 05 0F 08 09 10 11

Magnitude of log 2 {Fold Change)

-12.021 L1} 12021
Layout 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
ADIPOQ BMP2 BMP4 BMPE BMP7 C5 CCL1 CCL11 CCL13 CCL17 CCL18 CCL19
A 18.36 -1.57 -1.30 -3.30 552.79 | 1.07 21.29 30.41 24.71 4.94 -3.59 5.24
B A A OKAY B OKAY C B OKAY A B B
CccL2 CCL20D CCL21 CCL22 CClL24 CCL3 CCLS CCL7 CCL3 CD40LG CNTF C5F1
B -3.47 -1.21 -1.32 74.25 4.95 18.37 -1.42 36.22 38.69 21.29 1.99 4.59
A OKAY A OKAY B OKAY QKAY B B C A OKAY
C5F2 CSF3 CX3CL1 [ CXCL1 CXCL10 [CXCL11 |CXCLi2 CXCL13 |CXCL16 |[CXCL2 CXCL5 CXCLS
C 2.81 -1.37 -1.40 -1.23 -15.59 | 4.95 -6.43 1.35 2.34 1.17 21.29 -4.62
OKAY OKAY OKAY OKAY B B A B OKAY OKAY [ B
FASLG GPI IFNAZ IFNG IL10 ILi1 IL12A IL12B IL13 IL15 IL16 IL17A
D -2645.66 | 15.72 -478.80 | 163.06 | -54.76 |-1.26 -1272.21 |-7.37 -76.25 |-1.54 10.03 -54.36
A B A B A OKAY A A A OKAY OKAY A
IL17F IL18 IL1A IL1B IL1RN Lz 121 L2z IL23A 124 27 IL3
E 3.84 -1.42 1.59 21.29 1.02 769.80 |5.46 656.96 | 2.88 20.07 6.27 -1.06
B OKAY OKAY C OKAY B QKAY B OKAY OKAY A A
L4 ILS IL6 L7 CXCL8 ILs LIF LTA LTB MIF MSTN NODAL
F 2.49 5.93 2.24 -1.61 -1.10 4155.59 | 2.36 33.02 12.30 -4.60 -4.96 18.81
B B OKAY OKAY OKAY B QKAY B B OKAY A OKAY
osM PPBP SPP1 TGFB2 | THPO TNF TNFRSF11B | TNFSF10 [ TNFSF11 | TNFSF13B | VEGFA | XCL1
G 25.43 3.27 9.22 -1.45 -9.59 11.43 2.18 -4.38 -10.28 |-28.86 13.67 1.50
OKAY OKAY A OKAY B OKAY QKAY OKAY B B OKAY OKAY

Sekil 15. JMSU htcre hatti kdk hicrelerinin kontrol hiicreler ile immun iligkili gen

ekspresyonlarinin kat degisimlerini gosteren heatmap.
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JMSU-1 koék hucrelerine BCG uygulanmasinin ADIPOQ, BMP4, CCL18,
CXCL10, IL12A, IL13, LTB, MSTN, THPO ve TNFSF13B gen ekspresyonlarini
arttirdigi, CCL3, CCL8 ve SPP1 gen ekspresyonlarini azalttigi goralmustur (Sekil 16).
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Sekil 16. JMSU kok hicreleri ve JMSU kok hiicre BCG alan hiicrelerin karsgilagtirmali

heatmapleri
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JMSU-1 kok hacrelerinin BCG+MNH+IL2 kombine uygulanmasinin ardindan
ise ADIPOQ, CCL22, CD40LG, CXCL10, CXCL5, IFNG, IL2, IL22, IL9, LTA ve LTB
gibi cogu gen ekspresyonlarini azalttigi, IL13, IL12A, CCL11 ekspresyonlarini ise

arttirdigi gérulmastur (Sekil 17).

01 02 03 04 05 06 07 05 09 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change)

-17.846 1] 17.846
Layout| 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
ADIPOQ | BMP2 BMP4 BMPG BMP7 C5 CCL1 CCL11 CCL13 CCL17 CCL1s CCL19
A -18.81 |-1.80 2.94 -2.52 -1.18 -1.84 -7.10 15.35 -215557.68 | -23.36 -18.81 | -3.86
C A A ORAY B OKAY B A A B C A
CCL2 CCL20 CCL21 CCL22 CCL24 CCL3 CCLS CCL7 CCL8 CDA0LG CNTF CSF1
B 2.10 -1.41 -1.37 -§4.84 |-47.16 |(-19.59 |-8.96 -3.48 -5.75 -18.81 -2.95 -2.23
A OkAY A ORAY B ORAY OKAY B B C B ORAY
C5F2 C5F3 CX3CL1 | CXCL1 CXCL10 |CXCL11 |CXCLi2 CXCL13 |CXCLi& CXCL2 CXCLS CXCLS
C -2.46 -3.05 -4.80 -2.41 -18.81 |30.02 -49.27 1.66 -235657.89 | -2.65 -18.81 | -2.25
OKAY OKAY OKAY OKAY cC A B A A OKAY C B
FASLG GPI IFNAZ IFNG Lo IL11 IL12A IL12E IL13 IL15 IL16 IL17A
D 108.25 |-18.61 |63.15 -50.76 |-18.81 |-2.06 911.08 -14.86 |120.93 -2.45 -10.08 |-1.49
A C A B C OKAY A B A OKAY OKAY B
IL17F ILis IL1a IL1B IL1RN nz ILz1 ILzz2 IL23A IL24 IL27 L3
E -3.30 -2.49 -1.42 -2.32 -1.75 -680.03 | -5.54 -245.59 | -5.08 -1.44 -414.82 | -18.74
B DAY DAY B ORAY B DAY B OHAY OKAY B B
IL4 ILS LG L7 CXCLa e LIF LTA LTB MIF MSTH NODAL
F -16.79 |-9.30 -2.40 -3.36 -2.93 -3.60 -5.05 -1.59 326.75 1.66 -2.69 -9.39
B B DAY ORAY ORAY B DAY A A OKAY B OKAY
osM PPEP SPP1 TGFB2 THPO TNF THFRSF11BE | TNFSF10 | TNFSF11 THFSF13B | VEGFA ¥CL1
G -65.97 |-19.92 |[1.08 -3.66 31.29 -5.32 -4.35 -9.45 3.26 472.26 -1.20 -1.73
OKAY DAY A ORAY B OKAY DAY DAY B A OKAY OKAY

Sekil 17. JMSU kanser kok hticrelerinde BCG, IL-2 ve MNHlerle birlikte
uygulandiginda kontrol hucrelere gore gen ekspresyon degisimlerini gosteren

heatmap.
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4.2.5. 5637 kok hiicreleri

CCL11, CCL22, CCL24, CXCL5, IL10, IL17A, IL17F, IL22, IL27, IL3, TNFSF11
ve THPO 5637 kok hicrelerinde total 5637 hucrelerine kiyasla daha fazla eksprese
edilirken CSF1, IL16, OSM ve XCL1 gen ekspresyonlari ise daha az gorulmustur.
Sekil18 ‘de heatmap sonuglari yer almaktadir. Ayrica 5637 kok hucreleri CCL11 genini

eksprese ederken 5637 total hicrelerinde bu ekspresyon yoktur.
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ADIPOQ | BMP2Z EMP4 BEMPS BEMP7 Cs CCL1 CCL11 CCL13 CCL17 CCL1s CCL1S
A -7.14 10.08 16.79 -1.13 5.61 3.12 24.23 16675.50 | 37.52 F7.50 -9.98 59.66
A OKAY OKAY OKAY QKAY OKAY B A QKAY B B A
CCLz CCL20 CCL21 CCL2z2 CCLz24 CCL3 CCL5 CCL7 CCL8 CD40LG CNTF C5F1
B 50.23 2.18 18.19 411.39 (221.29 15.84 2.18 §9.62 60.20 12.46 7.17 -537.08
QKAY OKAY OKAY A B OKAY OKAY B B C B A
CSF2 CS5F3 CX3CL1 | CXCL1 CXCL10 CXCL11 |CXCL1Z2 CXCL13 CXCL16 |CXCLZ CXCL5 CXCL9
C 16.14 7.42 1.91 4.27 1.19 3.20 7.29 28.43 7.64 4.90 11719.85 | 2.15
QKAY OKAY OKAY OKAY B OKAY OKAY B QKAY OKAY B B
FASLG GFPI IFMAZ IFNG IL1i0 IL11 IL1z2A IL1ZB IL13 IL15 IL16 IL17A
D 16.13 12.46 26.13 7.24 57645.94 | 2.31 24.22 3.40 6.80 1.46 -57.17 10195.77
TKAY C OKAY OKAY A OKAY OKAY OKAY A oKAY A B
IL17F ILis LA IL1B IL1IRN Iz ILz1 Lzz IL23A ILz4 Lz7 L3
E 4366.46 | 3.27 6.92 115.96 |-3.57 363.36 |(43.15 1896.38 |1.95 11.19 13550.56 | 1207.94
B OKAY OKAY B A B OKAY B QKAY OKAY A A
IL4 ILS ILe IL7 CHCLE IS LIF LTA LTE MIF MSTN MNODAL
F 184.67 |82.64 B8.83 1.43 -1.22 69.99 4.57 49.54 193.31 |(9.38 12.49 5.43
B B OKAY OKAY DAY A OKAY OKAY A OKAY ORAY OKAY
asM FPEP SPP1 TGFB2 THPO TNF TNFRSF11B | TNFSF10 TNFSF11 | TNFSF13B | VEGFA XCL1
G -616.88 | 10.12 12.46 2.26 403.23 136.09 |21.45 -1.85 2700.14 | -4.25 75.29 -B157.17
A OKAY C OKAY B OKAY OKAY OKAY B B ORAY A

Sekil 18. 5637 hicre hatti kdk htcrelerinin kontrol hicreler ile immun iligkili gen

ekspresyonlarinin kat degisimlerini gosteren heatmap.
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5637 kok hucrelerine BCG uygulanmasinin bir gok gen ekspresyonunu azalttigi
tespit edilmistir. Bu genler; ADIPOQ, CSF1, OSM, XCL1, TNFSF13B, VEGFA, IL22,
IL27, IL3, IL4, LTA, MIF, IL13, IL12B, IL17A, IL17F, IL1B, IL1RN ve IL2’ dir. Bunun
aksine CCL19, CCL2, CCL21, CCL8, CXCL11, CXCL12, CXCL13, CXCL5, CXCL9,
INFG, FASLG ve IL10 ekspresyonlarinda ise artig goralmastur (Sekil 19).
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A 56.94 -9.81 -G.00 -3.12 -2.07 -1.61 -6.23 -4.62 -2.87 -15.02 25.46 -52.19
A OKAY OKAY OrAY QKAY QKAY B ORAY OkAY B B A
CCL2 CCL20 CCL21 cCcLz22 CCL24 CCL3 CCLS CCL7 CCL3 CD40LG CNTF C5F1

B -99.78 -10.86 |-40.12 |-170.17 |-2.03 -5.53 -3.99 -13.13 |-29.86 |-3.20 -16.15 3327.46
o OKAY A A B QKAY ORKAY B B C B A
CSF2 C5F3 CX3CL1 | CXCL1 CXCL10 | CXCL11 CxXCL12 CXCL13 |CXCL16 |CXCL2 CXCL5 CXCL9

C -8.13 -3.54 -2.13 -2.97 1.36 -6193.71 | -272.03 -40.50 |(-2.31 -2.12 -3013.13 | -35.57
OKAY OKAY OKAY OrAY B A A B OKAY OKAY B B
FASLG GPI IFNAZ IFNG IL10 IL11 IL12A IL12B IL13 IL15 IL16 IL17A

D -261.53 |-2.16 -3.63 -1105.08 | -21.04 |-3.96 -1612.03 |-158.30 |-69.16 |-1.39 16.49 -2621.30
A B OKAY A A QKAY A A B OKAY B B
IL17F IL18 IL1A IL1B IL1RM Lz ILz1 L2z IL23A ILz4 Lz7 L3

E -1122.60 | 1.36 -1.57 -29.81 -24.56 |[-144.39 |-16.93 -487.55 (-1.16 1.90 -368.09 |-606.85
B OKAY OKAY B B B ORKAY B OEAY OKAY o A
IL4 ILS ILG ILY CxCL3 L LIF LTA LTE MIF MSTHN NODAL

F -47.48 -1.37 -1.92 -2.53 2.59 -7.33 1.04 -237.62 (-2.13 -33.39 -10.03 1.07
B A OKAY OrAY QKAY A OKAY A OKAY OKAY OKAY OEAY
osM FPPBP SPP1 TGFB2 THPO TNF TMFRSF11B | TNFSF10 [ TNFSF11 | TNFSF13B | VEGFA XCL1

G 2385.72 |-4.41 -3.20 -1.51 -39.77 |-10.37 -30.05 -10.93 |-28.82 |-3.20 -172.03 |17320.66
A OKAY C OrAY B QKAY ORAY ORAY B C OkKAY A

Sekil 19. 5637 kanser kok htcrelerine BCG uygulandiginda immun iligkili gen

ekspresyonunun heatmap analiz sonuglari.
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5637 kok hicrelerinin BCG+MNH+IL2 kombine uygulanmasinin ardindan ise

¢ogu gen ekspresyonunun degismedigi gorulmuastur. BMP6, IL2, TNFSF11 gen

ekspresyonlarinda azalma dikkati ¢cekerken, OSM, CSF1, XCL1 ekspresyonunun

arttig1 gérulmustar (Sekil 20).

01 02

03

04 05

06 07

Magnitude of log? (Fold Change)

05 00 10 11 12

-19432 0 19432
Layout| 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
ADIPOQ |BMP2 BEMP4 BMPS BMP7 Cs CCL1 CCL11 CCL13 CCL17 CCL13 CCL1S
A -13.82 |-75.83 |-1.85 -707361.09 |-7.00 -1.42 -12.46 -61.68 |-3.22 -4.99 53.45 -1.58
B A QKAY A OKAY QKAY B A QKAY A B OKAY
ccLz CCL20D CCL21 ccL2z ccLz4 CCL3 CCLS CCcL? ccLs CD40LG CNTF C5F1
B -8.94 -2.20 -1.19 -5.98 3.14 -11.46 |-5.30 -2.14 -3.73 7.21 -14.66 |3236.47
QKAY OKAY OKAY OKAY B QKAY OKAY A A B B A
C5F2 CSF3 CX3CL1 |CXCL1 CXCL10 | CXCL11 | CXCLi2 CXCL13 |CXCL16 CXCL2 CxCLS CXCLS
C -19.88 |-3.99 -11.06 |(-9.50 -1.29 -6.35 -46.77 -8.57 -1.61 -6.20 -33.76 |-9.94
QKAY OKAY OKAY OKAY B QKAY A B OKAY QKAY B B
FASLG GPI IFNAZ IFNG IL10 IL11 ILi2A IL12B IL1Z IL1S IL1E IL17A
D -6.78 -12.46 |-43.45 |-8.34 -133.00 [-1.41 -4.67 -53.69 |-11.25 1.02 76.82 -1.08
QKAY C A OKAY A QKAY OKAY A B QKAY A A
IL17F IL18 IL1A IL1B ILIRN Iz IL21 a2z IL23A ILz4 27 L3
E -11.82 |-4.60 -1.52 -8.92 5.17 -561.76 | -4.90 -76.61 |-1.52 -2.57 -46.33 |-146.54
B OKAY OKAY B A B OKAY B OKAY QKAY A A
IL4 ILS ILs Iz CXCLE s LIF LTA LTB MIF M5TN NODAL
F -5.06 -1.56 -1.52 -1.85 1.14 -1.07 -2.65 -20.86 |-9.83 -5.78 -5.34 -2.25
B A OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY OKAY QKAY OKAY OKAY
QsM PPEP S5PP1 TGFB2 THPO TNF TNFRSF11B [ TNFSF10 | TMFSF11 | TNFSF13B | VEGFA | XCL1
G 1686.96 | -1.87 5.46 -1.80 -1.03 -11.12 | -17.75 -2.57 -1192.02 | 18.64 1.14 141476.83
A OKAY B OKAY A OKAY OKAY OKAY B B OKAY A

Sekil 20. 5637 kanser kok hiicrelerinde BCG iL-2 ve MNHIerle birlikte uygulandiginda
kontrol huicrelere gore gen ekspresyon degisimlerini gosteren heatmap.
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4.2.6. T24 kok hiicreleri

Codu sitokin ve kemokin ekspresyonlari T24 kok hulcrelerinde T24 total
hlcrelere kiyasla daha fazla saptanmistir. Bu genler; BMP4, BMP7, CCL17, CCL24,
CCL3, CCL8, CNTF, CSF2, CXCL10, CXCL11, CXCL5, IFNa2, IFNG, IL17A, IL17B,
IL12B, IL1B, IL2, IL21, IL3, LTB, PPBS, THPO, VEGFA ve SPB1 ‘dir. Sadece B2M

gen ekspresyonu kok hicrelerinde daha azdir (Sekil 21).

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change)

-12.171 0 12171
Layout| 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
ADIPOQ | BMPZ EMP4 BMPS BMF7 Cs CCL1 CCL11 CCL13 CCL17 CCL18 CCL1g
A 2.17 6.86 2217 1.92 4612.23 | 5.16 2.18 4.22 4.17 10.57 2.18 9.92
OKAY OKAY OKAY OKAY A OKAY C B OKAY A C B
CCLz2 CCL20 CcCLz1 cCLzz cCLz4 CCL3 CCLS CCL7 CCLe CD40LG CNTF C5F1
B 3.75 3.47 6.40 4.99 19.19 703.34 |5.15 1.07 115.99 | 3.22 12.69 11.23
OKAY OKAY OKAY OKAY B A OKAY B A B A OKAY
C5F2 CS5F3 C¥3CL1 | CXCL1 CHCL10 | CXCL11 | CxCLiz CXCL13 | CXCL16 | CXCLZ CHCLS CHCLS
C 33.65 8.29 20.84 7.39 4.86 1114.98 | 5.52 -18.24 | 8.53 9.33 62.70 67.05
OKAY OKAY OKAY OKAY B A OKAY B OKAY TEAY B B
FASLG GFPI IFMNAZ IFNG IL10 IL11 IL12A IL1ZB IL13 IL15 IL16 IL17A
D 4.27 2.08 182.42 |773.22 |120.14 |4.29 2.82 180.84 | 27.22 5.39 47.36 7.18
OKAY B A A A OKAY OKAY A A OKAY A B
IL17F IL18 ILiA ILiB IL1IRN Iz ILz1 ILzz ILZ3A ILz4 ILz7 IL3
E 1683.11 | 5.06 3.36 39.03 1.26 56.52 11.60 7.75 2.00 1.72 15.79 31.04
B OKAY OKAY B QKAY B A B OKAY OKAY A A
IL4 ILS ILe L7 CXCL8 ILs LIF LTA LTE MIF MSTN NODAL
F 6.78 17.85 5.71 5.78 3.18 7.86 4.24 23.88 12.64 4.39 17.07 217
B B OKAY OKAY QKAY A OKAY OKAY A OKAY A OKAY
asM PPBP SPP1 TGFB2 THPO TNF TNFRSF11B | TNFSF10 | TNFSF11 | TNFSF13B | VEGFA ¥CL1
G 2.50 2.52 1092.09 | 2.16 45.05 15.70 9.39 1.36 6.27 1.65 1779.32 | 2.17
OKAY OKAY A OKAY B OKAY OKAY OKAY B B OKAY OKAY

Sekil 21. T24 hiicre hatti kok hicrelerinin kontrol hicreler ile immun

ekspresyonlarinin kat degisimlerini gésteren heatmap.

iligkili gen
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Kombine tedavi uygulanmasinin ardindan T24 kdk hicrelerinde 1L12B, IL16, IL13,

IL15, IL23A, CXCL1, CSF2 basta olmak Uzere bir gok gen ekspresyonlari da azalmistir

(Sekil 22).
01 02 03 04 05 06 07 05 09 10 11 12
Magnitude of log 2{Fold Change}
-14.054 1] 14054
Layout| 01 02 03 04 05 06 07 03 09 10 11 12
ADIPOG | BMPZ BMP4 BMPG BMF7 Cc5 CCL1 CCL11 CCL13 CCL17 CCL18s CCL15
A -5.22 -15.23 |-5.62 |-3.66 -16116.98 | -2.41 -2.95 48.14 -10.64 |-10.80 17.72 |-3.71
OKAY OKAY OKAY OKAY A OKAY C A OkAY A B B
cCLz CCL20 |CCL21 |CCL22 CCL24 CCL3 CCLS CCL7 CCLa CD40LG | CNTF CSF1
B -11.05 |-3.43 -7.05 -5.92 -5.30 -12.33 |-8.40 -1.25 -8.64 -2.04 -11.95 |-6.31
A OEAY OKAY OKAY B OKAY QOKAY B & B A OEAY
C5F2 C5F3 CX3CL1 |CXCL1 CXCL10 CXCL11 | CXCLi2 CXCL13 CXCL16 [CXCL2 CXCLs CxCLS
C -66.65 |-11.11 |-50.77 |-15.90 -318.77 -840.02 | -375.53 2.64 -4.11 -13.49 -6.28 -317.66
OKAY OKAY OKAY OKAY B A A B OkAY OKAY B B
FASLG | GPI IFNAZ | IFNG IL10 IL11 IL12A IL12B IL13 IL15 IL16 IL17A
D -783.30 | -2.95 -3.09 -6600.01 | -10.98 -2.13 -4.63 -17014.18 | -15.72 |-4.23 -885.17 | -9.69
A C OKAY A A OKAY QOKAY A OEAY OKAY A B
IL17F IL18 IL1A IL1B ILIRN Iz IL21 IL22 IL23A IL24 27 L3
E -144.94|-5.54 |-1.68 |-52.67 3.46 -1.60 -3.52 25.98 -3.48 3.00 -250.36 | -3.76
B OKAY OKAY B OKAY B oKay A OkAY OKAY A OKAY
IL4 ILS L6 L7 CxCLs e LIF LTA LTB MIF MSTN NODAL
F -1.50 -2.20 -4.90 -3.59 -4.06 -4.13 -8.22 -10.87 -5.54 -3.42 -70.00 |-4.89
B B OEAY OKAY OKAY OKAY QKAY OKAY OKAY OKAY a OEAY
0sM FPEP SPP1 TGFB2 THFO TNF TNFRSF11B | TNFSF10 | TNFSF11 [ TNFSF13B | VEGFA | XCL1
G -1.70 -3.84 |-3.55 |-4.88 12.76 -10.84 |-12.48 -3.51 -3.50 -4.05 -3.16 -1.29
OKAY OKAY OKAY OKAY B OKAY oKay OKAY B B OKAY OKAY

Sekil 22. T24 kanser kdk htcrelerinde BCG IL-2 ve MNHlerle birlikte uygulandiginda

kontrol hicrelere gore gen ekspresyon degisimlerini gdsteren heatmap.
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4.2.7. Uc mesane kanseri hiicre hattinda ortak artan ve azalan gen

ekspresyon sonugclari:

Her U¢ mesane kanseri hucre hattinin kok hucreleri, total hucreleri ile
kiyaslandiginda CXCL5, CCL8, CNTF, CSF2 genleri asiri eksprese etmektedir. Total
kanser hucrelerinde ise IL6, TNSFF11, FASLG, CXCL9 asir ekspresyonlari tespit
edilmistir. Her G¢ hicre hattinda da BCG uygulamasi CXCL5 ve LTB ekspresyonunu

arttirdigi; CCL20 ve IL6 ekspresyonunu azalttigi gértlmuastar (Sekil 23).

01 02 O3 0«4 03 05 0F 05 09 10 11

O 1M I 0wk

Magnitude of log 2 {Fold Chamge)

12

-#.721 L1 #7511
Layout| 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
ADIPOOQ | BMP2 BMP4 BMPS BMP7 C5 CCL1 CCL11 CCL13 CCL17 CCLi8 CCL1%S
A -5.80 -1.92 1.28 -1.88 2.60 1.51 -1.26 3.42 4.54 2.99 -12.74 | 1.75
B OEAY OEAY OKAY B OKAY C B OKAY A B A
CCL2 CCL20 CCLz1 CCL2z2 CCL24 CCL3 CCLS CCL7 CCLS CD40LG CNTF CS5F1
B 1.55 -4.25 -1.10 1.70 3.12 -2.28 -2.31 2.91 1.13 -6.87 1.53 -1.33
QKAY OEAY OKAY A B B OkAY B B B A QKAY
CSF2 C5F3 CX3CL1 | CXCL1 CXCL10 [CXCL11 |CXCL1z CXCL13 | CHCL1s | CxCL2 CXCLS CXCLS
C 1.78 -2.06 -3.24 -2.77 4.00 6.33 -B.28 -1.85 1.48 -2.40 427.86 |-43.65
QKAY OkEAY OKAY OKAY B B OKAY B OKAY OKAY OKAY B
FASLG GPI IFNAZ IFNG IL10 IL11 IL12A IL1zB L1z IL15 IL1s IL17A
D -132.69 |(-1.40 8.99 2.46 -7.29 -2.63 -1.60 -3.21 4.08 -1.00 -2.22 -5.77
A B A B B OKAY ORAY OKAY A OKAY OKAY B
IL17F IL18 IL1A IL1B IL1RN IL2 IL21 ILzz ILz23A IL24 IL27 L3
E 10.87 -1.17 2.23 1.18 -3.30 -1.46 1.59 1.99 1.33 3.69 -14.42 | 2.19
B OEAY OrAY B OEAY B ORAY B OKAY OKAY =] A
IL4 ILS ILG IL7 CxCLS LS LIF LTA LTE MIF MSTN NODAL
F -1.98 4.33 -239.03 | -2.35 -2.88 44.25 1.32 2.27 266.59 |-3.68 1.87 1.36
B A TkAY ORAY ORAY A OkAY A A akAY OKAY QKAY
asM FPPBP 5PP1 TGFG2 THFO TNF TNFRSF11B | TNFSF10 | TNFSF11 | TNF5F136 | VEGFA XCL1
G -1.18 -1.12 8.34 1.85 6.35 1.02 3.37 -1.36 -51.85 |[4.12 4.73 1.11
QKAY OEAY B OKAY B OKAY OkAY OKAY B B OKAY QKAY

Sekil 23. Her g hiicre hattinda ekspresyon ortalamalarinin kanser hicreleri ve kanser

kok hucrelerinde kargilagtiriimasi.
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BCG+MNH+IL-2 kombinasyonunun ise CXCL10, CXCL5, IFNG gen
ekspresyonlarini arttirdigi CXCL12, IL-6, TNSF11 azaltud goruimustir. BCG
uygulamasi mesane kanseri kok hucrelerinin Gg tipinde de ADIPOQ, CXCL10, XCL1

genlerinde artisa CCL8 ekspresyonunda ise azalmaya neden olmustur (Sekil 24, 25).

01 02 03 04 05 06 0F 05 09 10 11 12

Magnitude of log2{Fold Change)

-8.7349 1] §.739
Layout| 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
ADIPOQ | BMP2 BMP4 BMFP& BMP7 C5 CCL1 CCL11 CCL13 CCL17 CCL18 CCL1s
A 13.10 -2.70 -1.50 -2.11 -6.18 1.46 -1.11 -5.32 1.76 -1.97 -9.28 -4.35
A QKAY OKAY OKAY B OKAY C B OKAY B B B
CCL2 CCL20 CCL21 CCL22 CCL24 CCL3 CCLS CCL7 CCL8 CD40LG CNTF C5F1
B -4.95 -1.50 -1.73 2.15 -1.71 1.22 -4.72 -2.68 -6.04 -1.08 -2.85 1.03
OKAY QKAY OKAY A B B OKAY B B B B QKAY
CSF2 C5F3 CX3CL1 | CXCL1 CXCL10 |CXCL11 |CXCL12Z CXCL13 | CXCL16 | CXCL2 CXCL5 CXCLs
C 1.35 -1.68 -3.81 -2.08 37.44 -1.02 -65.31 -2.73 1.44 -1.89 300.35 |-5.94
OEAY QKAY OKAY OKAY A B A B OKAY OKAY B B
FASLG GPIL IFMAZ IFNG IL10 IL11 IL12A IL12E IL13 IL15 IL15 IL17A
D -25.39 | 2.02 B8.73 40.12 -131.93 | -2.44 -1.09 -427.14 | 2.22 1.19 -34.54 |-14.56
A B A B B OKAY ORAY A A OKAY A B
IL17F IL13 IL1A IL1B IL1RN 2 21 Lzz IL23A IL24 IL27 IL3
E -3.73 -1.07 2.07 1.16 1.33 2.46 -2.84 3.23 1.08 3.23 -15.35 |-6.43
B QKAY OKAY B QKAY B OKAY B QKAY OKAY B B
IL4 ILS IL6 IL7 CXCLS ILS LIF LTA LTE MIF MSTN MNODAL
F -3.06 -1.53 1.37 -1.58 -2.04 10.16 -1.14 -3.03 39.81 -5.69 -3.74 -24.67
B B OKAY OKAY OKAY B OREAY B B OKAY QRAY A
asMm PFBP SPP1 TGFB2 THRO TNF TNFRSF116 | TNFSF10 | TNFSF11 | TNFSF136 | VEGFA XCL1
G -5.33 1.96 1.88 -1.01 1.71 1.21 -1.20 -2.49 -2.58 1.69 -46.78 | 1.00
ORAY QKAY B OKAY B OKAY ORAY QKAY B B A QKAY

Sekil 24. BCG, IL-2, MNH uygulanan her Ug¢ hicre hattinda ekspresyon ortalamalarinin

kontrol hucreler ile kargilagtiriimasi
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01 02 03 04 05 06 0OF 08 09 10 11 12

Magnitude of log 2 {Fold Change)

-b.537 0 b.537
Layout| 101 02 03 04 05 06 07 03 09 10 11 12
ADIPOQ | BMP2 BMP4 BMPG BMP7 CS5 CcCcL1 CCL11 CCL13 CCL17 CCL18 CCL19
A 92.86 -1.26 1.40 1.21 -12.60 | 1.45 1.22 2.46 -1.75 -1.43 16.60 -1.38
) OkAY ORAY ORAY B ORAY B B OKAY =] =] B
CCLZ CCL20 CCL21 CCL22 CCL24 CCL3 CCL5 CCL7 CCL8 CD40LG CNTF C5F1
B 1.12 -1.10 -1.13 -6.41 -3.63 -20.90 (-1.14 -2.00 -18.24 |-4.12 -1.55 18.85
OKAY OKAY OKAY A B A OKAY B B B B A
C5Fz CSF3 CX3CL1L | CXCL1 CHCL10 | CXCL11 | CxCL1Z CXCL13 |CXCL1S | CXCL2 CXCLS CXCLe
C -2.23 -1.97 -1.73 -1.40 12.53 -12.63 |(-5.44 -2.31 1.21 -1.24 -24.39 (-1.75
OKEAY OkAY OkEAY ORAY B B A B OKAY ORAY B B
FASLG GPI IFMAZ IFNG IL10 IL11 IL12A IL12B IL13 IL15 IL1S IL17A
D -16.75 1.74 1.20 -8.17 -1.71 -1.08 1.21 -9.48 1.83 -2.36 1.76 2.80
B B B B B ORAY B B B ORAY B B
IL17F IL18 IL1A IL1B IL1RM Lz IL21 L2z IL23A ILz24 27 IL3
E -5.46 2.00 1.32 -1.07 -4.97 -22.47 |(-1.48 -13.02 1.23 2.79 -14.71 -8.44
B OKAY OKAY B A B OKAY B OKAY OKAY A A
IL4 ILS IL& IL7 CxCL8 ILS LIF LTA LTE MIF MSTH NODAL
F -1.62 -2.14 1.01 -1.15 1.54 -1.29 1.65 -2.84 18.03 -1.40 1.75 2.37
B B OELAY ORAY ORLAY B ORAY OKAY A OKAY OKAY OKAY
osM PPEP SPP1 TGFBZ THPO TMF THMFRSF11B | TNFSF10 | TNFSF11 | TNFSF13E | VEGFA XCL1
G 19.44 -1.14 -3.24 1.84 7.68 -1.63 -1.16 -1.47 -8.83 6.50 -2.42 83.93
& OkAY B ORAY B OKAY OkEAY OKAY B B OKAY )

Sekil 25. BCG uygulanan

her G¢ hlcre hatti

ortalamalarinin kontrol hicreler ile karsilastiriimasi

kanser kok hucrelerinde ekspresyon
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Gruplar arasinda her ¢ hlcre hatti avaraj kat degisimi gosteren kemokinlerin
grafik gosterimi, sekil 26 ‘da gosterilmektedir.

Ayerage Delta Ct

Contr... Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5

- CCL20 o CXCL12 - CXCLE IL12E = IL16

Average Delta Ct

dﬁ W
¢ o & e s &

Sekil 26. Gruplar arasinda her ¢ huicre hatti avaraj kat degisimi gosteren kemokinlerin
grafik gésterimi. Kontrol Grup: Kontrol hucreler, Grup 1.: BCG uygulanan hucreler,
Grup 2: BCG+ IL2+ mononukleer hlcre uygulanan hucreler, Grup 3: Kanser kok
hacreler, Grup 4: BCG uygulanan kanser kok hucreler, Grup 5: BCG+ [L2+

mononukleer hucre uygulanan kanser kok hucreler
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5. TARTISMA

Bu calismada mesane kanseri kdk hicrelerini CD44+ fenotipi ile tanimlayarak
degerlendirdik. Farkl karakteristikteki U¢ mesane kanseri hlcre hattinda CD44+
mesane kanseri kok hicre populasyonunun c¢ok kuguk bir kismi olusturdugunu
gOzlemledik. Arastirmayi olusturan asil soru mesane kanserinde uygulanan BCG
immunterapisinin mesane kanseri kok hucrelerine etkili olup olmadigini arastirmakti.
Benzer bir sekilde literaturde de siklikla ortaya ¢ikan rekirrenslerin altinda yatan
immunolojik mekanizmalari degerlendirmek Uzere spesifik hedef molekdilleri iceren
arastirmalar yapiimaktadir. Bu amagla mesane kanseri kok hucrelerini CD44
pozitifligini hedefleyerek manyetik boncuk ile izolasyon yaparak elde ettik. Hucre
izolasyonunda siklikla tercih edilen yontemler manyetik, manyetik olmayan
boncuklarin hedef hlicre antikorlari ile kaplanmasi ve akim sitometri temelli ayrimlama
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada manyetik izolasyon tercih edilmistir cinku
ticari olarak hazir olan manyetik isaretli CD44 antikoru kullanilarak ucuz, hizli, kolay
uygulanir sekilde yuksek spesifiklikte izolasyon imkani bulunmaktadir. Elde edilen
hucreler steril kosullarda kulture devam edilece@i icin akim sitometri temellerle

izolasyon mumkun olmamaktadir.

Literaturde yer alan diger ¢calismalar degerlendirildiginde bu ¢calismaya benzer
mesane kanserinde immunolojik mekanizmalari inceleyen galismalar bulunmaktadir.
Lee ve arkadaslarinin galismasinda 103 NMIBC, 62 MIBC, 58 normal morfolojili gevre
doku ve 10 saglikh normal dondr dokularda cDNA mikroarray ile inflamatuar sitokin
profilini degerlendirmistir. Bu calismaya gore IL-5, IL-20 ve IL-28A mesane kanseri
gelisiminde spesifik oldugunu ortaya koymuslardir (19). Jinesh GG. ve arkadaslarinin
calismasinda ise FasL ve TRAIL 6lum ligandlarini antikorlari ile farede nétralize
ettikten sonra notrofilleri BCG ile indUklemis ve anti kanser mekanizma olarak TNF-a
salinimini saglamiglardir (20). Andrew SA ve ekibinin yapmis oldugu ¢ok merkezli
calismada meme kanserinin erkeklerde kadinlara gére 3-4 kat daha fazla gorildiugu
saptanmig, bu durumunda hormon duzeyleri ile iligkili olabilecegi dusunulmustir. Bu
farklilklar g6z 6nune alindiginda T hucre aktivasyonu iligkili GATA3, CD81 gen
ekspresyonlarinin da farkli oldugu saptanmistir (21). Chen M ve arkadaslari 803
kontrol ve 803 NIMBC olguyu kapsayan ¢alismalarinda SNP degerlendirmelerine gére
Sonic Hedgehog yolaginda klinige yansiyan genetik varyasyonlar oldugunu

saptamistir. SNP lerin wild-type genotipe sahip olan olgulara gére daha uzun
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reklrenssiz sagkalima sahip oldugu gorulmustir (22). Literatirde birgok mesane
kanseri kok hucre belirteci tanimlanmis olmasina karsin Chan KS ve arkadaslari
CD44+, CK5+ CK20- gibi mesane kanseri kok hucre fenotiplerinin 2009 yilindan beri
primer olgularda veya hasta tlrevli ksenograftlarda mesane kanseri kok hicresi olarak
birgok ¢alismada tanimlandigini ifade etmislerdir (23). Calismamizin temelini olusturan
mesane kanseri kok hucresini degerlendirirken se¢mis oldugumuz CD44 pozitifligi
fenotipi Chen ve ekibinin yapmis oldugu bu degerlendirme ile uyum gostermekte
dolayisiyla dogru hlicre populasyonunu hedefledigimizi ortaya koymaktadir. BCG ve
immun faktorleri iceren bir baska calismada Simons ve arkadaslari BCG tedavisine
yanit olarak mesaneye dogru go¢ eden polimorfik nukleer noétrofiller (PMN) tarafindan
TRAIL salindigini tespit etmiglerdir. Buna ek olarak IFN ‘un PMN tarafindan salinan
TRAIL miktarini ve etkinligini arttirdigini dolayisiyla terapoétik verimi de arttirdigini
ortaya koymuslardir (24).

Calismamizdaki mesane kanseri ve kok hucreleri arasindaki immun iligkili
genlerin farklarini ve BCG ve kombine tedavilerle olusan gen degisimlerini daha iyi
anlamak icin kemokin interlokin ve sitokinlerin yapi ve iglevlerini kisaca tekrarlamak
gerekmektedir. Kemokinler, 8-14 kD boyutta klguk yapisal birbirine benzeyen
molekullerdir. Bir¢gok farkli I6kositin etkilesimlerini duzenlerler. Bu iglevi Gprotein
eslesmis reseptorlerle yaparlar. Kemokinlerin ayrica, gelisimde, homeostazda, immun
sistemin iglevinde onemli rolleri vardir. Anjiogenezde entotel hucreleri Uzerine etkileri
vardir. Santral sinir sistemini de etkilerler. Dort adet korunmus sistein rezuduavlerinin ilk
ikisinin aranjmanina gére CXC ve CC olarak iki ana ailesi vardir. CXC kemokinleri ELR
ve non ELR olarak alt siniflanirlar. Bu siniflama CXC motifinin N terminalinde glu-leu-

arg sekansinin varhgi ya da yokluguna goére olusur (25).

Mesane kanserinde kanser kok hucrelerinin kanser hicrelerine gore kemokinler
olan CXCL5 (ENA-78/LIX), CCL8 (MCP-2), CNTF, CSF2 (GM-CSF) genleri mRNA
duzeyinde asiri eksprese etmekte olarak saptanmistir. Kanser hicrelerinde ise IL6,
TNSFF11, FASLG, CXCL9 daha yuksektir. CXCL5 nétrofil aktive edici peptiddir.
4q13.3 de lokalize gen artnudur. Epitelial hlicre koken almis bir inflamatuar sitokin
olarak tanimlanir. interlékin-8, TNFalfa tarafindan salinimi uyarilir (25). Yine kanser
kék hicrede artmis olan CCL8 mononikleer hicreleri etkileyen CC tipi
kemokinlerdendir. Monosit kemotaktik proteindir. ilk olarak osteosarkomdan izole

edilmistir. 75 aminoasitli bir protein kodlayan gen 17912 de lokalizedir (26).CNTF,
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11912.1 de lokalize silier norotrofik faktordur. Sitokin reseptér benzeri faktor-1 CNTF
ye baglanarak sinyal yolaklarini uyarir (27). CSF2, 5931.1’de lokalize gen tarafindan
kodlanan granulosit makrofaj koloni stimalan faktordir. Hemapoetik progenitor
hlcreler igin proliferasyon icin gerekli stimilan olarak tanimlanmistir. Notrofil
fonksiyonu icin asil regulatuar proteindir (28). Kanser kok hicrelerinde koloni stimilan
faktor, notrofil aktive edici peptid ve monosit kemotaktik protein fazlaligi kdk hicre
sagkalimi ve kanser kok hucrelerinin immun hdcreleri dizenleyici 6zelliklerinin bulgusu
olarak yorumlanabilir. Kék hlcrelerde gore fazla ekspresyon gdsteren IL6 7915.3 de
lokalize bir gen tarafindan kodlanan interferon beta2 olup B hicre diferansiyasyon ve
stimulan faktordur. Akut faz reaktani ve inflamasyon uyariminda onemlidir. IL1
tarafindan stimule edilir. Proliferasyona katki saglar. Tumor gelisiminde rolu vardir
(29). Kok hlcreden daha fazla olmasi B hiicre yanitini uyarimin kék hiicreden daha
fazla oldugu yonunde yorumlanabilir. Kanser hicrelerinde kdk hiicreye gore FASLG
ve TNSFF11 fazla olmasi kanser kok hucrelerinin kanser hicrelerine gore ekstrensek
apoptozdan daha az etkileneceginin gostergesi olabilir. CXCL9 (MIG), gama interferon
tarafindan uyarilan monokin’dir. 4921.2’de lokalize gen tarafindan kodlanir. T hlicre
kemoatraktandir. Kanser hiicreleri kok hlicrelere gére immuniteyi daha fazla uyariyor

olabilir.

BCG uygulamasi mesane kanseri kdk hucrelerinin ¢ tipinde de ADIPOQ,
CXCL10, XCL1 genlerinde artisa CCL8 ekspresyonunda ise azalmaya neden
olmustur. BCG+MNH+IL-2 kombinasyonunun ise CXCL10, CXCL5, IFNG gen
ekspresyonlarini arttirdigi CXCL12, IL-6, TNSF11 azalttigi goérulmustir. CXCL10 alfa
kemokin ailesinin Gyesi olup, 4921.1 de lokalize gen tarafindan kodlanir ve antitimor
aktivitesi olan T hticrelerinin endotele tutunmasi icin kemoatraktan olup anti anjiogenik
bir sitokindir. Reseptoru CXCR3’ dur (30). RAS’In hedef genidir. Birgcok kolorektal
kanserde artmig saptanmistir. BCG ve kombine uygulamada artisinin izlenmesi BCG
immunoterapisinde temel bir kemokin oldugunun gdéstergesi olarak kabul edilebilir.
Kombinasyonda ilave olarak CXCL5 noétrofil kemoatraktanin artmasi, interferon
gamanin artmasi T hicre yanitina ek olara additif B hlcre kdkenli immun etkinin
goOstergesi sayilabilir. BCG uygulamasi ile artmis saptanan XCL1 tek C motifli bir
kemokin olup lenfotaktin olarak ta adlandirilir. CCL8 ve CCI3 e homoloji gdsterir. Hiicre
migrasyonu ve blyume uyaricisidir (31). Tek BCG de artmasi kombinasyonda
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artmamasi, tedaviye sekonder bir yanitin IL-2 ile baskilanabilecedinin géstergesi kabul
edilebilir.

Literatlr degerlendiriimelerinde de ifade edildigi Uzere mesane kanserinde
degisken bir inflamatuar yanit iligki sitokin ve kemokin ekspresyon paterni
bulunmaktadir. Bu acgidan bu galisma degerlendirildiginde literatlrle uyumlu olarak her
u¢c mesane kanseri hucre hattinda herhangi bir iglem yapilmadan dahi kontrol
gruplarinda da farkl ekspreyon profilleri gérilmustir. Ayrica her (¢ mesane kanseri
hlcre hattindan kendi kanser kok hicreleri CD44 pozitifligine gore izole edildiginde de
bir cok gen ekspresyonunda artis ve azalmalar halinde degisiklikler saptanmistir. Bu
durum c¢ok kuguk bir populasyonu olusturan kanser kok hicrelerinin immun yanitta
diger kok hlcre karakteristiinde olmayan hicrelere kiyasla farkli bir davranis
gosterdigini ortaya koymaktadir. O halde immunterapi yaklasimlarina da klinik agidan
kanser kok hdcrelerinin farkli yanit gosterebilecegini dusinmek yanlis olmamaktadir.
Bu dogrultuda BCG nin tek ve kombine uygulamalari agisindan her hicre hattinin
toplam ve izole edilmis kanser kOk hucre yanitlari agisindan degerlendirildiginde
hipotezi destekler sekilde immin yanit iliskili gen ekspresyonlarinin farkhlik
gosterdigini gormekteyiz. Ancak bu verilerin protein ekspresyonu agisindan da

desteklenmesi gerektiginden ilerleyen ¢alismalarda degerlendirilecektir.
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6. SONUC VE ONERILER

BCG tedavisi mesane kanserinde birgok sitokin ve kemokin ekspresyonunu
degistirerek etkilemektedir. Bu ekspresyon farklanmasi her ¢ mesane kanseri hicre
hattinda ve kanser kok hucrelerinde de ortaya ¢ikmaktadir. Her olgudaki immum
modulasyon birinden bir digerine farkhlik géstermektedir. Mesane kanserinde BCG
bazli immunterapinin mesane kanseri kok hucreleri Uzerine etkinligi MNH ve IL-2
kombinasyonu ile birlikte uygulanarak arttirilabilmektedir. Bu ¢alismanin sonuglarina
gore mesane kanserinde BCG tedavisi sonrasinda ortaya c¢ikan reklrensler esas
olarak kanser kok hucre hipotezine bakilacak olursa bu hucre populasyonu temelli
olmayabilir. Bunun nedeni epitel yuzeyi tuzerinde farkli lokuslarda ortaya ¢ikan mesane
kanserinin sistemik bir hastalik olmamasidir. BCG tedavisine baslandigi andan itibaren
her olgu immun yanitin takibi ve degerlendiriimesi tedavi etkinligini kontrol altinda

tutmak igin verimli olunacagi calismanin sonuglarina gore dusunulmektedir.

Bu calisma ile elde edilen sonuglar dogrultusunda bir sonraki adimda BCG
etkisinin hastalardan alinan mesane kanseri timor dokusu ve elde edilen hlcrelerin ex

vivo deg@erlendiriimesi planlanmaktadir.
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Synopsis: In this study, we rearch the effect of BGC with mononuclear cells and IL-2
on bladder cancer cell lines comparing with their cancer stem cells using cell viability,
apoptosis and cytokine, chemokine expressions to explore whether cancer stem cell
are responsible for recurrences after BCG treatment.

IN VITRO STUDY OF ROLE OF CANCER STEM CELLS IN IMMUNOTHERAPY IN
BLADDER CANCER
ABSTRACT

Bacillus Calmette Guerin (BCG) has become a gold standard immunotherapy, after
treatment the recurrences are frequently occurring in bladder cancer. CD44+ cancer
stem cells (CSCs) might be one of the main reasons cytokine and chemokine
expressions in bladder cancer and CSC cultures in vitro on which BCG treatment in
combination with other immunotherapeutic agents applied were evaluated. Three
human bladder cancer cell lines with different characteristics (T24, 5637 and JMSU-1)
and CD44+ bladder CSCs isolated by magnetic bead isolation were cultured. BCG,
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interleukin 2, mononuclear cells(MNC) and their combination were applied on cells and
CSCs for 24, 48 and 72 hours. WST-1, Trypan blue and Annexin V-PI were used to
detect the viability and cell death. After treatments, total RNAs were isolated and
converted to cDNA for each group and controls. 84 genes in standard array of
chemokines and cytokines were analyzed by RT-PCR. BCG (7.32 microgram/ml) with
IL-2 (10001U/ml) and MNC (1000 cells/ml was found to be most effective in bladder
cancer cells. When BCG and its combinations were applied to CSCs,BCG treatment
showed cytotoxic effect on CSCs as well as cancer cells. CSCs over expressed
CXCL5, CCL8, CNTF, CSF2, cancer cells over expressed IL6, TNSFF11, FASLG,
CXCL9. In all three cell lines; BCG application increased expression of CXCL5 and
LTB; besides decreased CCL20 and IL6. When The expression differs among three
cell lines and their CSCs. Our results indicate that recurrences after BCG treatment in
bladder cancer does not mainly based on CSC hypothesis.
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1. INTRODUCTION

Bladder cancer is a type of cancer, which originates from the innermost layer of
the bladder, is also known as uroepithelial carcinoma. Bladder cancer shows one of
the highest prevalence among all cancers in economically developed countries. It is
the most common type of urologic cancer in China and the second in the United States
(1-5). The vast majority of malignant bladder cancer is transitional cell carcinoma
(TCC) developing from transitional epithelium. TCC histopathologically consists of two
types; invasive bladder cancer (NMIBC) and intramuscular invasive bladder cancer
(MIBC). 70-80% of the patients are diagnosed with NMIBC limited to mucosa. The
majority of bladder cancers are diagnosed at an early stage in which the cancer
develops in the innermost layer and can be treated at high rates. The progression of
the disease is invasive to the bladder tissue and the fatty tissue around the bladder (5,
6). The most common metastatic tissues are the lung, brain, liver and bone. Although
the disease can be treated at early-stage, recurrences of the disease are quite
common. For this reason, patients with bladder cancer who are recovering after
treatment need to be checked periods of time against the risk of recurrence (7).

Bacillus calmette guerine (BCG) is an immunotherapy that has become the gold
standard in the treatment of bladder cancer (2, 11, 12). It drives the mechanism of
action by directing neutrophils to the tumor microenvironment. Many chemokines are
induced in urothelial cells exposed to BCG such as IL-1, IL-6, IL-8, IL-17 interleukins,
GM-CSF, tumor necrosis factor (TNF). BCG intravesical immunotherapy in bladder
cancer is the most effective adjuvant therapy to reduce NIMBC recurrence and
progression. BCG therapy has an overall response rate of 50-60% for small residual
tumors and 70-75% for carcinoma in situ. However, a large proportion of patients do
not respond to initial BCG therapy, and 40-50% of responders have recurrence within
5 years. In MIBC, cisplatin-based MVAC (methotrexate, doxorubicin, cisplatin) is the
standard treatment (13 -18).
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Stem cells have been described in bladder cancer. However, there are no other
studies in the literature that question the effects and immunological mechanisms of
BCG therapy on bladder stem cells. Upon this knowledge, the aim of this study was to
evaluate the changes of cytokine and chemokine expressions in bladder cancer and
cancer stem cell cultures in vitro on which BCG treatment in combination with other
immunotherapeutic agents applied.

2. MATERIALS AND METHODS
This study was approved by local ethics commity of our University. Cell lines were
buyed from DSMZ (T24: ACC 376; 5637:ACC 35; JMSI-1: ACC 505). Mycoplasma
detection with ELISA kit was negative.
2.1. Cell Culture

Three bladder cancer cell lines were cultured in DMEM and RPMI 1640 medium
supplemented with 1% L-Glutamine, 1% penicillin/ streptomycin and 5% fetal bovine
serum (FBS). T24 cell line was grade 3, transitional cell carcinoma which was
originated from primary bladder carcinoma of 81 years old woman. 5637 cell line was
originated from primary bladder carcinoma of 68 years old male patient. The other cell
line was JMSU-1 which had epithelial morphology and originated from primary bladder
carcinoma of 61 years old male patient. The cultivation was continued under 37°C and
5% CO2 conditions until number of the cells were enough for cancer stem cell isolation.

2.2. CD44+ Bladder Cancer Stem Cell Isolation

Cell culture mediums were removed from passage 3 and cell were washed with
PBS. Adherent cells were detached with trypsin EDTA solution and collected after
centrifugation. After resuspension in PBS at pH 7.2, supplemented with 0.5% fetal
bovine serum, and 2 mM EDTA, 100 ul ferritin coated CD44 monoclonal antibody were
added and incubated at +4 °C for 30 minutes. Tubes were placed in a magnet and
CD44- cells were removed. CD44+ labeled magnetic cells were moved towards the
magnet and attached. CD44+ cells were collected and resuspended in 1 ml PBS. For
flow cytometric confirmation, 100 pl of cells were transferred into another tube. The
rest of the cells were used for test groups.

2.3. Test Groups

1. group: Cell suspension including CD44+ and CD44- bladder cancer cells
(Medium)

2. group: Cell suspension including CD44+ and CD44- bladder cancer cells
(BCG)

3. group: Cell suspension including CD44+ and CD44- bladder cancer cells
(BCG +IL + lymphocytes)

4. group: CD44+ bladder cancer stem cells (Medium)

5. group: CD44+ bladder cancer stem cells (BCG)

6. group: CD44+ bladder cancer stem cells (BCG +IL + lymphocytes)
Test groups were formed for three bladder cancer cell lines.

2.4. Flow Cytometric Confirmation of Isolated CD44+ Cells
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The purity of isolated cells were evaluated by flow cytometry. 10 yl of CD44
monoclonal antibody was added and incubated at room temperature for 20 minutes in
the dark. Unstained cells were also used for gating strategies. After incubation, cells
were washed, resuspended in 500 ul PBS and then analyzed. CD44+ CSC 1000 cells
for each cell line were subcutaneously injected to nude mice to check cancer stem cell
property and tumor formation was observed at day 8-10.

2.5. Determination of BCG Concentration:

The effect of BCG on proliferation of each cell line and their stem cells were
evaluated by WST-1 assay; apoptotic cell death ratios were analyzed by annexin V
staining. Cancer stem cell population is less number of cells among all so LD50 dose
of BCG was first determined in all CD44+ and CD44- cell population. After exposure
of cells with BCG for 24 hours, nucleic acids were isolated and RT-PCR analysis was
performed.

WST-1 Assay for Cell Proliferation Analysis:

10 pl WST-1 solution was added per 100 pl cells (1x10%) in each well and
incubated for 2 hours at 37°C and 5% CO.. After incubation the absorbance values
were analyzed by ELISA reader at 450 nm wavelength and at 630 nm reference
wavelength. Mean values of control absorbances were considered as 100% cell
proliferation and percentages for each condition were calculated relatively.

2.6. Flow Cytometric Analysis of Apoptosis with Annexin V Staining

The cells were incubated overnight in 6 well plates according to the test groups.
10 pl propidium iodide and 5 pl annexin V-FITC solution were added in each test and
incubated for 15 minutes in + 4°C. After incubation, 400 pl 1x annexin V binding
solution was added to each tube. According to the appropriate gating strategies cell
percentages in early stage apoptosis and late stage apoptosis were detected (fig 1).

2.7. RNA Isolation

Isolated CD44+ stem cells, total bladder cancer cells and their subgroups with
BCG were collected and counted. The procedure according to the manufacturer’s
instructions was performed for isolation of approximately 15 uyg RNA from 1x10° cells.
Cells were resuspended in PBS and 400 ul lysis and binding buffer were added.
Samples were transferred to the filtered tubes which were connected to collection
tubes. After centrifugation, filtered tubes were transferred to new collection tubes.
Samples were incubated for 15 minutes at room temperature in mixture of 90 ul DNase
incubation buffer and 10 yl DNase | endonuclease. Eluted RNA samples were
collected in 50 pl elution buffer after washing and centrifugation steps. RNA samples
were quantified by Qubit NanoDrop for cDNA synthesis (Table 1).

2.8. cDNA Synthesis

The amount of RNA obtained from some samples was very low due to cell
depletion. For this reason, the maximum amount of RNA that can be taken from the
RNA samples for cDNA synthesis was taken and cDNA synthesis was performed using
the iScriptTM cDNA Synthesis kit (BioRad) as described by the manufacturer
company. RNA sample guantities and amounts included in cDNA synthesis are given
in the table below.
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The quality of the cDNAs was tested by RT-PCR prior to the array. 0.1 uM of 1X
primer-enzyme mixture stock was prepared and maintained at -20 °C until use. The
cDNA-SYBR Green Master mix (Bio Rad) mixture was prepared according to the 100
gene example as follows.

100 X cDNA Master-mix mixture: 480 pyl dH20 (Nuclease-free) + 20 ul of cDNA +
500 pl SYBRR Green Master Mix (BioRad)

This prepared cDNA-SYBR Green Master mix mixture was prepared in 1.5 ml
microcentrifuge tubes, vortexed and distributed 9 ul to each well of 96 well plates. 1 ul
aliquot of the prepared primer-enzyme mid-stock was added to the mixture. In total,
10ul of the final volume of the PCR-array plate was sealed, spined down at 2000rpm
for 1 min and PCR was performed. The PCR conditions were as follows: 95°C — 10
seconds, 58°C 45 seconds (45 cycles). The obtained Cq values were analyzed in the
'‘Qiagen Bioscience' program.

2.9. Real Time- PCR Array Analysis

The Human Inflammatory Cytokines & Receptors RT? Profiler PCR Array was
used to profile the expression of 84 key genes involved in mediating immune cascade
reactions during inflammation. The chemokines, cytokines, interleukins and their
receptors involved in the inflammatory response were listed as:

Chemokines: C5, CCL1 (I-309), CCL11 (Eotaxin), CCL13 (MCP-4), CCL15
(MIP-1D), CCL16 (HCC-4), CCL17 (TARC), CCL2 (MCP-1), CCL20 (MIP-3A), CCL22,
CCL23 (MPIF-1), CCL24 (Eotaxin-2), CCL26, CCL3 (MIP-1A), CCL4 (MIP-1B), CCL5
(RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL8 (MCP-2), CX3CL1, CXCL1 (IL8BRA), CXCL10
(INP10), CXCL11 (I-TAC/IP-9), CXCL12 (SDF1), CXCL13, CXCL2 (IL8RB), CXCL3,
CXCL5 (ENA-78/LIX), CXCL6 (GCP-2), CXCLO9.

Chemokine Receptors: CCL13 (MCP-4), CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCRS5,
CCR6, CCR8, CX3CR1, CXCR1, CXCR2.

Interleukins: IL13, IL15, IL16, IL17A, IL17C, IL17F, IL1A, IL1B, IL1RN, IL21,
IL27, IL3, IL33, IL5, IL7, IL8, IL9.

Interleukin Receptors: ILI0RA, IL10RB, IL1R1, IL5RA (CD125), IL9R.

Other Cytokines: AIMP1 (SCYEL), BMP2, CD40LG (TNFSF5), CSF1 (MCSF),
CSF2 (GM-CSF), CSF3 (GCSF), FASLG (TNFSF6), IFNA2, IFNG, LTA (TNFB), LTB,
MIF, NAMPT, OSM, SPP1 (Osteopontin), TNF, TNFSF10 (TRAIL), TNFSF11,
TNFSF13, TNFSF13B, TNFSF4 (OX40L), VEGFA.

Other Cytokine Receptor: TNFRSF11B.
2.10. Statistical Analysis

The gene expression fold changes were compared with the control group and
the groups were compared with each other. 3 folds and over expression differences
were evaluated as significant. Gene expression analysis was supported by heat map
and cluster gram analysis. These analyzes were done on the SA Bioscience data
analysis website. The use of this site is free of charge. A statistical analysis of the
results was conducted using SPSS version 15.0 of the Windows statistical program at
a significance level of p <0.05. The findings were analyzed by Chi square and Mann
Whitney U non-parametric test.
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3. RESULTS
3.1. Analysis of Apoptosis with Annexin V- Pl Staining by Flow Cytometry

According to Annexin V and PI staining, BCG increased early (63%) and late
(24.4%) stage apoptosis in 5637 (total) cells but there was no significant difference in
test BCG+ lymphocytes and IL2 combination group. BCG also increased early (52.2%)
and late (17.8%) stage apoptosis in CD44+ 5637 cells, however BCG increased early
(61%) and late (23%) apoptosis more when applied in combination with lymphocytes
and IL-2. Likewise, BCG and BCG+lymphocytes+IL2 combination increased early
(64.5% and 60.3%) and late (9.4% and 19.4%) stage apoptosis on total IMSU-1 cells.
This apoptosis inducing effect of both BCG and its combination, also emerged in
CD44+ JMSU-1 cells. BCG and its combination group did not cause any significant
difference on T24 cells. On the contrary, BCG increased early (45%) and late (29.2%)
in CD44+ T24 cells while BCG, lymphocytes and IL2 combination caused 53.1% early
apoptosis and 17.4% late apoptosis. All apoptosis data were given in Table 2.

3.2. Real Time- PCR Array Results
- 3.2.1. IMSU-1 total cells;

When gene expressions of JMSU-1 cells were compared with BCG treated
JMSU-1 cells. CCL11. CCL13. CCL7. CCL8. CXCL5. CXCL11. IFNy. IL24. IL9. LTA
and LTB expressions were decreased while CXCL9. CCL18. IL17. IL27. TNFSF11
expressions were increased after BCG treatment. ADIPOQ. CCL22. CD40L. CXCL10.
CXCLS5. IL22 expressions were decreased when BCG was given in combination with
IL2 and lymphocytes. When IL-2 and MNCs were combined with BCG; expression of
many of the cytokines and chemokines were decreased. In contrast. this combination
increased expressions of IL10. IL12. IL16. IL17 in IMSU-1 cells.

- 3.2.2.5637 total cells;

According to gene expression comparison of 5637 cells with BCG treated 5637
cells. CCL22. CXCL5.SPP1. TNFSF13B expressions were decreased while ADIPOQ.
CCL18. FASLG. IFNG expressions were increased after BCG treatment. When IL-2
and MNCs were combined with BCG; expression of CXCL5. THPO. TNFSF11 were
decreased. In contrast. this combination increased expressions of BMP7. CCL18.
CCL19. CCL2. CXCL11. FASLG in 5637 cells. LTA. LTB and VEGFA expressions
were decreased when IL-2 and MNCs were combined with BCG in 5637 cells.

- 3.2.3. T24 total cells;

When gene expressions of T24 cells were compared with BCG treated T24
cells. CCL17. CCL19. CSF2. CXCL10. CXCL5. IFN-a2. IFN-G. IL13. LTB. THPO and
VEFGA expressions were decreased while CD40LG. CXCL12. IL10 and TNSF11
expressions were increased after BCG treatment. CCL3. CXCL10. CXCL11. CXCLS5.
IFNa2. LTB. SPP1 expressions were decreased when BCG was given in combination
with IL2 and lymphocytes. In contrast. this combination increased expressions of
CCL11. CCL22. CCL7. CD40LG. CXCL12. CXCL16. IL10. IL12B. IL16. IL27. LTA and
TNSF11 in T24 cells.

- 3.2.4. JIMSU-1 stem cells;

BMP7. CCL11. CCL22. CCL7. CCL8. IFNG. IL2. IL22. IL9 and LTA gene
expressions were less in JMSU-1 stem cells in comparison with total IMSU-1 cells
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while CXCL10. FASLG. IFNa2. IL12A. IL10 and IL13 were more expressed in JMSU-
1 stem cells.

When JMSU-1 stem cells were treated with BCG. expressions of ADIPOQ.
BMP4. CCL18. CXCL10. IL12A. IL13. LTB. MSTN. THPO and TNFSF13B were
decreased. On the contrary. CCL3. CCL8 and SPP1 expressions were increased. The
combined treatment of IMSU-1 stem cells with IL2. MNCs and BCG caused decrease
of ADIPOQ. CCL22. CD40LG. CXCL10. CXCL5. IFNG. IL2. 1L22. IL9. LTA and LTB
gene expressions while IL10. IL12. IL16 and IL17A expressions were increased.

- 3.2.5.5637 stem cells;

CCL11. CCL22. CCL24. CXCL5. IL10. IL17A. IL17F. IL22. IL27. IL3. TNFSF11
and THPO gene expressions were decreased in 5637 stem cells in comparison with
total 5637 cells. In addition CSF1. IL16. OSM and XCL1 were more expressed in 5637
stem cells than total 5637 cells. 5637 stem cells also expressed CCL11 gene while
5637 cells did not.

When 5637 stem cells were treated with BCG most of the gene expressions
were decreased such as; ADIPOQ. CSF1. OSM. XCL1. TNFSF13B. VEGFA. IL22.
IL27. IL3. IL4. LTA. MIF. IL13. IL12B. IL17A. IL17F. IL1B. ILARN and IL2. Counter to
this. CCL19. CCL2. CCL21. CCL8. CXCL11l. CXCL12. CXCL13. CXCL5. CXCLO9.
INFG. FASLG and IL10 expressions were increased. The combined treatment of 5637
stem cells with IL2. MNCs and BCG led to significant decrease of CCL18. CSF1. IL16.
OSM and XCL1 gene expression while BMP2. BMP6. CCL11. CXCL12. CXCL5. IL10.
IL12B. IL2. IL22. IL3 and TNFSF11 expressions were increased.

-3.2.6. T24 stem cells;

Most of the cytokine and chemokine related gene expressions were less in T24
stem cells than total T24 cells such as; BMP4. BMP7. CCL17. CCL24. CCL3. CCLS.
CNTF. CSF2. CXCL10. CXCL11. CXCL5. IFNa2. IFNG. IL17A. IL17B. IL12B. IL1B.
IL2. IL21. IL3. LTB. PPBS. THPO. VEGFA and SPB1. Only B2M gene expression was
more in T24 stem cells. When JMSU-1 stem cells were treated with BCG. expressions
of IL16. CD40LG. FASLG. TNSF11 were decreased. The combined treatment of
T24stem cells with IL2. MNCs and BCG led to decrease of IL16 and IL27 gene
expressions.

CSCs of three cell lines over expressed CXCL5. CCL8. CNTF. CSF2 compared
with cancer cells. Cancer cells over expressed IL6. TNSFF11l. FASLG. CXCL9
compared with CSCs. In all three cell lines BCG application increased expression of
CXCL5 and LTB; besides decreased CCL20 and IL6. When BCG was combined with
IL-2 and lymphocytes CXCL10. CXCL5. IFNG were increased and CXCL12. IL-6.
TNSF11 were decreased. BCG treatment on CSCs caused increase in ADIPOQ.
CXCL10. XCL1 and decrease in CCLS.

4. DISCUSSION

In this study. we evaluated bladder cancer stem cells identified as CD44+
phenotype. which constitute a small fraction of the total cell population in three bladder
cancer cell lines with different characteristics. The main question was whether BCG
immunotherapy applied in bladder cancer was effective on bladder cancer stem cells.
Correspondingly. specific targets for future studies were evaluated based on
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immunological mechanisms underlying frequent recurrences. We obtained bladder
cancer stem cells by magnetically isolation of CD44+ cells from total cell populations.

Lee et al. had performed cDNA microarray to profile inflammatory cytokines in
103 NMIBC. 62 MIBC. 58 surrounding tissue with normal morphology and 10 healthy
normal donor tissues and showed that IL-5. IL-20 and IL-28A were specific for bladder
cancer development (19). After neutralizing FasL and TRAIL death ligands by their
antibodies in mice. Jinesh GG et al. showed that neutrophils induced by BCG. released
TNF-a as an anti-cancer mechanism (20). In a multicenter study conducted by Andrew
SA et al.. it was found that bladder cancer had 3-4 times greater incidence in men than
in men. which might be related to hormone levels. They determined that these
differences had led to gene expression differences associated with T cell activation
such as GATA3. CD81 (21). Chen M et al. showed that genetic variation in the pathway
of Sonic Hedgehog affects the clinical course of the disease according to SNP
evaluations of 803 control and 803 NIMBC cases and that SNPs have longer
recurrence-free survival in wild-type genotypes (22). Although many bladder cancer
stem cell markers have been described in the literature. Chan KS et al. reported
bladder cancer stem cells phenotypes such as CD44+; CK5 + or CK20- in primary
patients or patient-derived xenografts and these phenotypes have been considered as
bladder cancer stem cells in many studies since 2009 (23). Simons et al. demonstrated
that TRAIL is released by polymorph nuclear neutrophils (PMN) migrating into the
bladder in response to BCG therapy. and additionally IFN increases the amount and
effectiveness of TRAIL released by PMG. thereby enhancing therapeutic efficacy (24).

5. CONCLUSION

BCG treatment differs many of the cytokines and chemokines expression in
bladder cancer. The expression differs on three different cell lines and their CSCs.
Immune modulation of each case differs among each other. The effectivity of BCG
based immunotherapy in bladder cancer on CSCs might decrease with combination of
MNCs and IL-2. Our results indicate that recurrences after BCG treatment in bladder
cancer may not be mainly based on CSC hypothesis considering bladder cancer as a
systemic disease occurring at different locuses of surface epithelium. Our results
indicate that immune response of each case might better be evaluated after beginning
of BCG treatment. Our next step will be evaluating BCG effect ex vivo on cancer cells
obtained from patients with bladder cancer.
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