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MESANE KANSERİNDE YENİ İMMÜNOTERAPİ AJANLARIN 

ETKİNLİĞİ 

Doktora Tezi 

Serdar ÇELİK 

DOKUZ EYLÜL ÜNİVERSİTESİ SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 
Temel Onkoloji Anabilim Dalı 

ÖZET 

 Bu çalışmada, orta-riskli ve yüksek-riskli kas invaziv olmayan mesane kanseri 

(KİOMK) hastalarından elde edilen primer mesane kanseri hücre kültürlerinde 

onkogram olarak immünoterapötik ajanların ex vivo etkinliğini ve klinikopatolojik 

özelliklerle olası ilişkilerini değerlendirmeyi amaçladık. 

 Çalışmada, 2018-2019 yılları arasında mesane tümörü nedenli transüretral 

rezeksiyon (TUR-Mt) uygulanan hastalardan taze tümör dokuları ve periferik kan 

örnekleri alındı. Mononükleer hücreler (MNC) kan örneklerinden izole edildi. Her 

doku örneğinden primer mesane kanseri hücre kültürleri üretildi. Her bir kültür 5 ilaç 

uygulama grubuna ayrıldı. Grup-1'de, ilaç verilmeyen primer hücrelere sadece MNC 

uygulandı. MNC'nin yanı sıra Grup-2 için Mitomisin-C (MMC), Grup-3 için Bacillus 

Calmette Guérin (BCG), Grup-4 için Nivolumab ve Grup-5 için İpilimumab 

uygulandı. Canlılık testleri, WST-1 kullanılarak test edildi. Programlanmış Ölüm-1, 

Ligand-1, Ligand-2 (sırasıyla PD-1, PD-L1 ve PD-L2) ve Sitotoksik T-lenfosit İlişkili 

Antijen-4 (CTLA-4) ekspresyonları immünohistokimyasal (İHK) olarak araştırıldı. 

Gruplarda, uygulamalar sonrası canlılık oranları İHK sonuçları ve klinikopatolojik 

özellikler değerlendirildi ve birbirleriyle karşılaştırıldı. 

 Çalışmada 20 olgu değerlendirildi. Tümoral PD-1 pozitifliğinin, daha kötü 

patolojik sonuçlarla anlamlı şekilde ilişkili olduğu saptandı. Tüm ilaç gruplarında ilaç 

uygulamaları sonrası kendi kontrollerine kıyasla daha düşük canlılık oranları gözlendi. 

PD-L1 pozitif olguların iyi yanıt oranları, MMC (%66'ya karşı %0, p=0,045) ve 

Nivolumab (%66'ya karşı %0, p=0,045) uygulamaları sonrası PD-L1 negatif olgulara 

göre anlamlı olarak daha yüksek bulundu. Ayrıca, MMC'den sonra iyi yanıt oranının, 

yalnızca yüksek riskli ve peritümöral PD-1 pozitif olgularda negatif olgulara kıyasla 

daha yüksek olduğu gözlendi (%87,5'e karşı %20, p=0,032). Ek olarak, takipte 
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rekürrens gözlenen fakat tedavi almamış 6 hastadan 5'inin hücre kültürlerinde MMC 

uygulaması sonrası iyi yanıt gösterdiği saptandı (p=0.035). 

 MMC, BCG, Nivolumab ve İpilimumab'ın ex-vivo uygulamalarından elde 

edilen ilaç yanıtları, yani onkogram sonuçları, kontrolleri ile kıyaslandığında anlamlı 

düzeyde yüksek bulundu. Orta riskli ve yüksek riskli KİOMK'lu hastalarda İHK ve 

klinikopatolojik özelliklere göre bazı farklılıklar olmakla birlikte, özellikle PD-L1 

pozitif hastalarda Nivolumab yanıt oranının daha iyi olduğu saptanmıştır. 

 

Anahtar Sözcükler: Kas invaziv olmayan mesane kanseri (KİOMK), primer hücre 

kültürü, onkogram, Bacillus Calmette Guerin (BCG), Nivolumab, İpilimumab 
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EFFICACY OF NEW IMMUNOTHERAPY AGENTS IN BLADDER 
CANCER 

 

Doctorate Thesis 

Serdar ÇELİK 

Dokuz Eylul University Health Sciences Institute 
Department of Basic Oncology 

ABSTRACT 

 The ex-vivo efficacy of immunotherapeutic agents as an oncogram in primary 

bladder cancer cell cultures obtained from patients with intermediate-risk and high-

risk non-muscle invasive bladder cancer (NMIBC) and its possible relationships with 

clinicopathologic features were evaluated. 

 In the study, fresh tumor tissues and peripheral blood samples were obtained 

from each patient at transurethral resection of the bladder tumor (TUR-BT) operated 

between 2018-2019. Mononuclear cells (MNCs) were isolated from blood samples. 

Primary bladder cancer cell cultures were produced from each tissue sample. Each 

culture was divided into 5 drug administration groups. In Group-1, MNCs and non-

treated primary cells only were used. Besides MNCs, Mitomycin-C (MMC) for Group-

2, Bacillus Calmette Guérin (BCG) for Group-3, Nivolumab for Group-4 and 

Ipilimumab for Group-5 were applied to cells. Viability tests were performed with 

using WST-1. Expressions of Programmed Death-1, its Ligand-1, Ligand-2 (PD-1, 

PD-L1 and PD-L2, respectively) and Cytotoxic T-lymphocyte Associated Antigen-4 

(CTLA-4) were also investigated immunohistochemically (IHC). Viability rates of the 

applications, IHC results and clinicopathologic features in the groups were evaluated 

and compared to each other. 

 Twenty cases were evaluated in this study. Tumoral PD-1 positivity was found 

to be significantly associated with worse pathological outcomes. All agents caused 

lower viability rates than own controls after the drug administrations. Good response 

rates of PD-L1 positive cases were found to be significantly higher compared to PD-

L1 negative cases after the MMC (66% vs 0%, p=0.045) and Nivolumab (66% vs 0%, 

p=0.045) treatments. Also, good response rate after MMC was only found to be higher 

in high-risk cases with peritumoral PD-1 positive than negatives (87.5% vs 20%, 
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p=0.032). In addition, 5 of 6 untreated patients who had a recurrence in follow-up 

showed good response rate for MMC in cell cultures (p=0.035). 

 Drug responses, namely oncogram results obtained from the ex-vivo applications 

of MMC, BCG, Nivolumab and Ipilimumab were found to be significantly higher than 

controls. Although, there were some differences based on IHC and clinicopathologic 

features between the patients with intermediate-risk and high-risk NMIBC, Nivolumab 

response rate was found to be better especially in PD-L1 positive patients. 

 

Keywords: Non-muscle invasive bladder cancer (NMIBC), primary cell culture, 

oncogram, Bacillus Calmette Guerin (BCG), Nivolumab, Ipilimumab  
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 1.1. Problemin Tanımlanması 

Mesane kanseri ürolojik kanserler arasında en morbid ve en mortal kanserlerden 

biridir (1). Mesane kanseri tanı ve birinci basamak tedavisinde mesane tümörü 

transüretral rezeksiyonu (TUR-Mt) uygulanmaktadır (2). TUR-Mt sonrası, tanı anında 

hastaların %70-75’ini kas invaziv olmayan (karsinoma in-situ (CIS), Ta ve T1) 

mesane kanserleri (KİOMK), geri kalan %25-30’unu ise kas invaziv (T2-4) mesane 

kanserleri (KİMK) oluşturmaktadır (2,3). KİOMK tedavisinde birinci basamak TUR-

Mt uygulaması sonrası rekürrens ve progresyon riski nedeniyle European 

Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC) risk gruplarına göre 

adjuvan intravezikal kemoterapi (Mitomisin-C (MMC), Epirubisin ve Doksorubisin) 

ya da immünoterapi (Bacillus Calmette Guérin (BCG)) önerilmektedir. Tedavi sonrası 

sistoskopik takip de yine bu risk gruplarına göre uygulanmaktadır. KİMK tedavisinde 

Avrupa Üroloji Derneği (European Urology (EAU)) kılavuzlarına göre neoadjuvan ya 

da adjuvan kemoterapi / immünoterapinin eşlik edebildiği radikal sistektomi (RS), 

üriner diversiyon ve genişletilmiş lenf nodu disseksiyonu temel tedavi yaklaşımını 

oluşturmaktadır (1,3,4). 

EORTC risk sınıflamasına göre KİOMK üç temel grupta değerlendirilmektedir. 

Bunlar düşük-riskli, orta-riskli ve yüksek-riskli tümörlerdir (2). Özellikle orta-risk ve 

yüksek-risk KİOMK hastalarında, primer TUR-Mt ya da tekrar TUR (Re-TUR) 

sonrası intravezikal olarak uygulanan kemoterapiler rekürrens riskini azaltmaktadır 

fakat progresyon riskini azaltmamaktadır ve minör yan etkiler göstermektedir. 

İntravezikal BCG (indüksiyon ve idame) immünoterapisi ise tedavi sonrası tümör 

rekürrens ve progresyon riskini azaltmada intravezikal kemoterapilere göre daha 

üstündür fakat toksisitesi daha fazladır (2,5). Fakat BCG immünoterapisine rağmen 

özellikle yüksek-riskli hastalarda %40-50 oranlarında tümör rekürrensi ve 

progresyonu gözlenebilmektedir (2). Bu yüzden, BCG yanıtsız KİOMK hastalarında 

ek tedavi seçeneklerine ihtiyaç duyulmaktadır. Benzer şekilde tedavi ihtiyacının 

olduğu platin kemoterapisi sonrası ya da platin kemoterapisi uygun olmayan 

metastatik KİMK hastalarında, immün kontrol noktası (checkpoint) inhibitörleri 
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kullanıma girmiştir (6-10). Kontrol noktası inhibitörlerinin benzer şekilde BCG 

yanıtsız KİOMK tedavisindeki kullanımı ve bu alanda devam eden çalışmalar bu 

ilaçların önemli bir seçenek olabileceğini göstermektedir (3,11). 

Mesane kanserleri daha önce bir çok çalışmada basit yöntemler ile hücre 

kültüründe üretilebilmiştir. Bu özelliğinden dolayı hem mesane tümör dokusundan 

elde edilen primer hücre kültürleri hem de standardize edilmiş olan hücre hatları 

karsinogenez ve ilaç çalışmalarında kullanılmaktadır (12-14). Önceki çalışmamızda 

hastaların mesane kanseri dokularından elde ettiğimiz primer hücre kültürlerinde ex-

vivo kemoterapi ve immünoterapi yanıtlarını değerlendirerek hastaya özgü ilaç 

duyarlılık düzeylerini araştırdık ve “oncogram” modeli oluşturduk (13). Fakat 

KİOMK hastalarından elde edilmiş olan primer hücre kültürlerinde yeni kontrol 

noktası inhibitörlerinin değerlendirildiği herhangi bir ex-vivo çalışma 

bulunmamaktadır. Ayrıca bu ilaçların standart tedaviler olan BCG ve MMC ile 

karşılaştırmalı sonuçları da merak edilen bir diğer önemli nokta olarak karşımıza 

çıkmaktadır. 

 

 1.2. Çalışmanın Amacı 

Bu çalışmada ise, yeni immünoterapötik ajanlar olan kontrol noktası 

inhibitörlerinin standart ajanlar olan BCG immünoterapisi ya da MMC kemoterapisi 

ile birlikte orta-risk ve yüksek-risk KİOMK hastalarındaki etkinliğini mesane kanseri 

primer hücre kültüründe araştırmayı ve diğer klinik ve patolojik bulgular ile ilişkisini 

ortaya koymayı amaçladık. 

 

 1.2. Çalışmanın Hedefleri 

Çalışmadaki hedeflerimiz primer mesane kanseri veya tümör nüksü saptanan 

hastalardan rutin olarak uygulanan TUR-Mt sonrası: 

1- Rutin olarak incelenen patoloji preparatındaki parafin bloklarda ek olarak 

immünhistokimyasal (İHK) incelemede mesane tümörü ve çevre immün 

sistem hücrelerinde Programmed Death-1 (PD-1), Programmed Death-Ligand 
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1 (PD-L1) ve Ligand 2 (PD-L2) ve Cytotoxic T-lymphocyte Associated 

Antigen-4 (CTLA-4) ekspresyon düzeylerinin incelenmesi. 

2- Üretilen mesane kanseri primer hücre kültürlerine hastanın kendi T 

lenfositlerinin yanı sıra BCG, MMC, İpilimumab ve Nivolumab uygulayarak 

ilaçlara verilen tümör yanıtlarının ortaya konulması. 

3- İHK incelemede ekspresyon düzeyleri ile ilaç yanıtları arasındaki ilişkinin 

ortaya konulması. 

4- Ayrıca İHK incelemelerin patolojide rutin uygulama gerekliliği ve ilaç 

tedavisinin etkinliğini öngörmedeki rolünün sorgulanması. 

5- Son olarak, özellikle orta-riskli ve yüksek-riskli KİOMK tedavisinde standart 

olarak uygulanan MMC ve BCG’nin hücre kültürü yanıtlarının Nivolumab ve 

İpilimumab yanıtları ile karşılaştırılarak ortaya konulması  
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2. GENEL BİLGİLER 

 2.1. Mesane Kanserinde Epidemiyoloji, Etiyoloji ve Olası Risk Faktörleri 

Uluslararası Kanser Araştırma Ajansı / IARC tarafından raporlanan Globocan 

2020 verilerine göre mesane kanseri dünya çapında 573000 yeni tanı ve 213000 ölüm 

ile en çok tanı alan 10. Kanserdir (15). Erkeklerde kadınlara oranla yaklaşık 4 kat fazla 

gözlenmektedir (15). Erkeklerde en sık görülen kanserler arasında 6. sırada iken 

ölümde 9. sırada yer almaktadır (15). Globocan 2020 Türkiye verilerini 

incelediğimizde ise, mesane kanseri her iki cinsiyette %5,2 ile en sık 6. kanser iken 

erkeklerde ise %7,9 oran ile 4. sıklıkta gözlenmektedir (16). Türkiye kanser 

istatistikleri 2016 yılı raporuna göre de erkeklerde en sık gözlenen 4. Kanser özelliğini 

taşımakla birlikte >70 yaş erkeklerde gözlenen en sık 3. kanserdir (17). Amerika 

Birleşik Devletleri’nde her iki cinsiyette %3,5 ile 6. sırada ve erkeklerde %5 ile 4. 

sırada iken, Orta ve Doğu Avrupa’da her iki cinsiyette %4,8 ile 5. sırada, erkeklerde 

ise %6,6 ile 4. sırada yer almaktadır (18,19). Amerika Birleşik Devletleri’nde 2021 

yılı için her iki cinsiyette tahmin edilen yeni mesane kanseri vaka sayısı yaklaşık 

83730, erkeklerde ise 64280 olarak hesaplanmıştır (20). Amerika Birleşik 

Devletleri’nde tahmin edilebilir kansere bağlı ölümler arasında ise %4’lük oran ile 8. 

sırada yer almaktadır (20).  

Mesanenin kanserleri herhangi bir yaşta görülebilmekle birlikte, genellikle orta 

ve ileri yaş hastalığı olarak karşımıza çıkmaktadır. Bu nedenledir ki, yeni tanı 

hastaların yaklaşık %90’ını 60 yaş ve üstü bireyler oluşturmaktadır. Amerika Birleşik 

Devletleri’nde ortanca tanı yaşı 72 olarak bildirilmiştir (21).  

Mesane kanseri için olası risk faktörlerine baktığımızda, en önemli risk faktörünün 

sigara olduğunu görüyoruz (21). Diğer bir önemli risk faktörünü kimyasallar 

oluşturmaktadır. Bunlar, arsenik, amino kökenli aromatik hidrokarbonlar, klorize 

alifatik hidrokarbonlar (kömür tozu), beta-naftilamin, 2-naftilamin, benzidin gibi 

endüstride sıklıkla kullanılan kimyasal karsinojenlerdir (22-24). Enfeksiyonlar 

özellikle kronik süreçte mesane karsinogenezine neden olabilmektedir. Özellikle 

Schistosoma haematobium’un neden olduğu inflamasyon zemininde skuamöz hücreli 

karsinom gelişebilmektedir. Ayrıca Proteus, Escherichia coli ve Mycobacterium 
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tuberculosis’in de karsinogeneze neden olabileceği ile ilgili raporlar mevcuttur 

(22,23). Diğer risk faktörleri ise radyasyon ve siklofosfamid olarak sıralanabilir 

(25,26).  

 

 2.2. Mesane Kanseri Patolojik Sınıflandırması 

Mesane kanserlerinin büyük çoğunluğunu (%90) ürotelyal epitelden 

kaynaklanan ürotelyal karsinomlar oluşturmaktadır. Geri kalan %10’unu ise non-

ürotelyal karsinomlar oluşturur (27). Mesane tümörlerinin 2016 Dünya Sağlık Örgütü 

(DSÖ/WHO) sınıflaması Tablo 1’de verilmiştir (28).   

 

 2.3. Mesane Kanseri Evreleme ve Derecelendirmesi 

Mesane kanseri evrelemesinde American Joint Committee on Cancer (AJCC) 

evreleme sistemi TNM sınıflaması kullanılmaktadır (29). AJCC 2017 evreleme 

sisteminin güncel 8. edisyonu Tablo 2’de verilmiştir. Mesane kanseri derecelendirmesi 

ise WHO derecelendirmesi kullanılmaktadır. Mesane kanserinin güncel 2004/2016 

WHO derecelendirme sistemi 4. edisyonu Tablo 3’te verilmiştir. 
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Tablo 1. Mesane tümörlerinde DSÖ 2016 sınıflama sistemi 

 

 

 

Ürotelyal Tümörler 

İnfiltratif ürotelyal karsinom: 

Nested 

Mikrokistik  

Mikropapiller 

Lenfoepitelyoma benzeri 

Plazmositoid /Taşlı yüzük hücreli / Diffüz     

Sarkomatoid 

Dev hücreli 

Non-invaziv ürotelyal neoplaziler: 

Ürotelyal karsinoma in-situ 

Non-invaziv   papiller   ürotelyal   karsinom, 
yüksek derece 

Non-invaziv   papiller   ürotelyal   karsinom, 
düşük derece 

Düşük malignite potansiyelli papiller, 
ürotelyal neoplazi 

Malignite potansiyeli belirsiz ürotelyal 
proliferasyon 

Ürotelyal Displazi 

Skuamöz hücreli neoplaziler 

Saf skuamöz hücreli karsinom 

Verrüköz karsinom  

Skuamöz hücreli papillom 

Glandüler neoplaziler 

Adenokarsinom (enterik, müsinöz, Mikst) 

Villöz adenoma 

Urakal karsinom 

Müllerien tip tümörler 

Berrak hücreli karsinom 

Endometrioid karsinom 

Nöroendokrin Tümörler 

Küçük hücreli nöroendokrin karsinom 

Büyük hücreli nöroendokrin karsinom 

İyi differansiye nöroendokrin karsinom 

Melanositik Tümörler 

Malign melanom 

Nevüs 

Melanosis 

Mezenkimal Tümörler 

Rabdomyosarkom 

Leiyomyosarkom 

Anjiosarkom 

İnflamatuar myofibroblastik tümör 

Perivasküler epiteloid hücreli tümör 

Soliter fibröz tümör 

Leiyomiyom 

Hemanjiyom 

Granüler hücreli tümör 

Nörofibrom 

Hematopoetik ve lenfoid tümörler 

Diğer tümörler 
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Tablo 2. American Joint Committee on Cancer (AJCC) Evreleme sistemine göre (8. 

edisyon, 2017) mesane kanserinde TNM sınıflaması 

T: Primer Tümör 

Tx: Değerlendirilemeyen primer tümör 

T0: Primer tümör bulgusu yok 

Ta: Non-invaziv papiller karsinom  

Tis: Karsinoma in situ: ”flat / yassı tümör” 

T1: Tümör subepitelyal bağ dokuya invaze  

T2: Tümör muscularis propriaya invaze 

       T2a: yüzeyel muscularis propriaya invaze (iç yarı)  

       T2b: derin muscularis propriaya invaze (dış yarı) 

T3: Tümör perivezikal dokuya invaze  

       T3a: mikroskopik invazyon 

       T3b: makroskopik invazyon 

T4: Tümör herhangi birine invaze: Prostatik stroma, seminal vezikül, uterus, vajina, pelvik ve 

abdominal duvar  

       T4a: prostatik stroma, uterus, vajina invazyonu 

       T4b: pelvik duvar, abdominal duvar invazyonu N: Bölgesel Lenf Nodları 

Nx: Bölgesel lenf nodları değerlendirilemez  

N0: Bölgesel lenf nodu metastazı yok 

N1: Gerçek pelviste (hipogastrik, obtrator, presakral veya eksternal iliak) tek bir lenf nodu metastazı  

N2: Gerçek pelviste (hipogastrik, obtrator, presakral veya eksternal iliak) birden fazla lenf nodu 

metastazı 

N3: Common iliak lenf nodlarına metastaz M: Uzak Metastaz  

M0: Uzak metastaz yok 

M1: Uzak metastaz 

 

Tablo 3. Mesane kanserinde 2004/2016 WHO derecelendirmesi (4. edisyon) 

Ürotelyal papyllom 
İnverted ürotelyal papyllom 
Malygnyte potansyyely belyrsyz ürotelyal prolyferasyon (hyperplazy) 
Ürotelyal dysplazy 
Düşük malignite potansiyelli papiller ürotelyal neoplazi (DMPUN) 
Ürotelyal karsynoma yn-sytu 
Düşük dereceli papiller ürotelyal karsinom 
Yüksek dereceli papiller ürotelyal karsinom 
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 2.4. Mesane Kanseri Tanısı, Sınıflandırması ve Yönetimi 

Mesane kanseri tanı ve birinci basamak tedavisinde kullanılan standart yöntem 

TUR-Mt’dir (2). TUR-Mt sonrası tanı anında hastaların %70-75’ini KİOMK 

(patolojik evresi CIS, Ta ve T1) oluşturmaktadır.  Geri kalan %25-30’unu ise KİMK 

(T2-4) oluşturmaktadır (2,3). KİMK yönetiminde EAU kılavuzlarına göre neoadjuvan 

ya da adjuvan kemoterapi (platin bazlı kemoterapi) veya immünoterapinin eşlik 

edebildiği RS, üriner diversiyon ve genişletilmiş lenf nodu disseksiyonu temel tedavi 

yaklaşımını oluşturmaktadır (1,3,4). KİOMK yönetiminde ise rekürrens ve 

progresyonu öngörmek adına EORTC risk grupları tanımlanmış olmakla birlikte hasta 

takip ve tedavi protokolleri bu sınıflamaya göre önerilmektedir (2). EORTC risk 

sınıflamasına göre KİOMK’ler üç temel grupta değerlendirilmektedir. Bunlar düşük-

riskli, orta-riskli ve yüksek-riskli tümörlerdir (2). EORTC risk gruplarına göre 

KİOMK tedavisinde hem TUR-Mt sonrası MMC ya da Epirubisin ile tek doz 

intravezikal kemoterapi instilasyonu (ISI), hem de adjuvan intravezikal kemoterapi 

(MMC, Epirubisin ve Doksorubisin) ya da immünoterapi (BCG) önerilebilmektedir. 

Tedavi sonrası sistoskopik takip de yine bu risk gruplarına göre uygulanmaktadır. 

Düşük-riskli ve düşük rekürrens skoru olan orta-riskli tümörlerde TUR-Mt sonrası ISI 

önerilmektedir. Özellikle orta-riskli ve yüksek-riskli KİOMK hastalarında primer 

TUR-Mt ya da Re-TUR sonrası intravezikal olarak uygulanan adjuvan kemoterapiler 

rekürrens riskini azaltmaktadır fakat progresyon riskini azaltmamaktadır ve minör yan 

etkiler göstermektedir. İntravezikal adjuvan BCG (indüksiyon ve idame) 

immünoterapisi ise tedavi sonrası hem tümör rekürrensini hem de progresyon riskini 

azaltmada intravezikal kemoterapilere göre daha üstündür fakat toksisitesi daha 

fazladır (2,5). Fakat BCG immünoterapisine rağmen özellikle yüksek-riskli hastalarda 

%40-50 oranlarında tümör rekürrensi ve KİMK’e progresyon gözlenebilmektedir (2). 

Hem BCG tedavisine yanıtsızlık hem de toksisite riski nedeniyle alternatif tedavi 

arayışları ise halen devam etmektedir. Benzer şekilde alternatif tedavi ihtiyacının 

olduğu platin kemoterapisi sonrası ya da platin kemoterapisi uygun olmayan 

metastatik KİMK hastalarında immün kontrol noktası (checkpoint) inhibitörleri şu an 

için ihtiyacı karşılamış görünmektedir (6-10). İmmün kontrol noktası inhibitörlerinin 
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BCG yanıtsız KİOMK tedavisindeki kullanımı ve bu alanda devam eden çalışmalar 

bu ilaçların önemli bir seçenek olabileceğini göstermektedir (3,11). 

Mesane kanserlerinin birçok özelliğinden dolayı immünoterapi tedavide önemli 

bir yer tutmuştur. Bu özelliklerine bakacak olursak, tüm kanserler arasında mutasyon 

yükü en yüksek kanserlerden biri mesane kanseridir. Bu nedenledir ki yüksek antijenik 

potansiyele sahiptir (30). Mesane kanseri intravezikal alanda geniş bir yüzeyle temas 

halindedir. Bu özelliği ise mesane kanserlerini lokal olarak tedavi ve takip edilebilir 

kılmaktadır. Fakat tüm pozitif özelliklerine rağmen bu kanserlerin tedavi başarısı 

istenilen düzeylere ulaşamamıştır. Tedavi başarısını istenilen düzeylere çıkarmak 

amacıyla birçok alanda yeni araştırmalar yapılmaktadır. Bu araştırmalardan en 

önemlilerini yeni immünoterapi araştırmaları oluşturmaktadır (31).  

 

 2.5. Mesane Kanseri Tedavisinde İmmünoterapi 

 2.5.1. Mesane Kanserinde İmmünoterapinin Temeli 

İmmün sistem ile kanserler arasındaki ilişkinin temellerine bakarsak 1891 

senesine dayandığını görürüz. Fakat immünoterapiye bakacak olursak 1976 yılında 

Morales ve arkadaşları BCG’nin mesane kanseri tedavisinde etkili bir ajan olduğunu 

raporlamışlardır. BCG’nin mesane kanseri tedavisinde kullanılmaya başlanması ile 

birlikte 2021 yılına gelmemize rağmen BCG halen yüksek risk KİOMK tedavisinde 

adjuvan olarak kullanılmaktadır (2, 32). 

 2.5.2. BCG ve Mesane Kanseri 

BCG, tüberküloz aşısı amacıyla mycobacterium bovis’ten Albert Calmette ve 

Camille Guerin tarafından geliştirilmiştir (33). Fakat BCG’nin immün sistem 

üzerindeki pozitif etkileri nedeniyle BCG kanser immünoterapisinde de kullanılmaya 

başlanmıştır. Öncelikle farelerde implant tümörlerdeki etkinliği gösterildikten sonra 

özellikle lösemi ve melanom tedavisinde kullanılmıştır. BCG ilk kez melanomun 

mesane metastazında intralezyoner uygulama ile mesanede kullanılmıştır (34,35). 

Daha sonra Morales ve arkadaşları tarafından gerçekleştirilen çalışmada intravezikal 

BCG’nin KİOMK hastalarındaki etkinliği gösterilmiştir (36). Çalışmada sık nüks ve 



 
 
 
 
 
 
 

10 

inkomplet rezeksiyon olan hastalara 6 hafta boyunca 120mg intravezikal BCG ve 

intradermal BCG uygulaması yapılmıştır (32). O dönemden bu yana BCG’nin orta risk 

ve yüksek risk KİOMK tanısı sonrası indüksiyon kullanımı 6 haftalık intravezikal 

kullanım şeklinde uygulanmaktadır (2). Etki mekanizmasını incelediğimizde, BCG 

ürotelyal hücrelere makropinositoz yapmakta, MHC class II upregülasyonu ve sitokin 

salınımına neden olmakta, Th1’lerin peritümöral infiltrasyonu ile CD8+ hücreler, 

doğal öldürücü hücreler ve granülositler ile sitotoksik cevap oluşturmaktadır. Yani 

kısaca immün sistem aktivasyonu vasıtasıyla immün cevap oluşturarak etki etmektedir 

(37). 

 2.5.3. Kontrol Noktası İnhibisyonu ve İnhibitörleri 

Kontrol noktası inhibisyonu, immünoonkoloji alanında son dönem en çok 

araştırılan konuların başında yer almaktadır. Özellikle antijenik potansiyeli yüksek 

tümörlerden melanom ve küçük hücreli dışı akciğer kanserindeki kullanım onaylarının 

ardından ürolojik tümörlerdeki kullanımı da gündeme gelmiştir. Kontrol noktası 

mekanizmasını incelediğimizde, T hücre regülasyonunun hedeflendiğini görmekteyiz. 

Kısaca inhibitör sinyallerin azaltılması ile birlikte arttırılan T hücre aktivitesi ve 

immün aktivasyon sağlanmaktadır. Bu çalışmalar bize, eskiden beri bildiğimiz 

aktivatör T hücre reseptörlerinin yanında birçok inhibitör ve kostimülatör reseptörlerin 

varlığını ve etkilerini de göstermiştir (38,39,40). İnhibitör moleküllere baktığımızda 

en önemlilerinin CTLA-4, PD-1, PD-L1 ve PD-L2 olduğunu görmekteyiz. 

 2.5.3.1. CTLA-4 ve İnhibitörü (İpilimumab) 

T hücre yüzey moleküllerinden CTLA-4’ün T hücre regülasyonunda önemli bir 

molekül olduğu bilinmektedir. T hücre yüzeyindeki CTLA-4, antijen sunan hücre 

(APC) (Dendritik hücre) yüzeyindeki B7 ailesi ligandları için (B7-1 ve B7-2) CD28 

ile yarışarak etkileşime girmektedir (40). Fakat gerçekleşen etkileşim, CD28’in aksine 

lenfoid alanlardaki T hücre inhibisyonunu arttırmaktadır. Bu durum araştırmalarda, 

CTLA-4 inhibisyonu ile immün cevap oluşumunun sağlanabileceğini göstermektedir. 

Monoklonal anti-CTLA-4 antikoru olan İpilimumab ile B7-CTLA-4 kompleksi bloke 

edilmekte ve oluşan immün yanıtta T hücre aktivasyonu sağlanarak antitümöral etkiler 
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oluşmaktadır (40). İpilimumab, docetaxel sonrası progresif kastrasyon dirençli 

metastatik prostat kanserli hastalarda PSA yanıtı ve progresyonsuz sağkalımda 

plaseboya kıyasla anlamlı saptanmıştır (4 ay ile 3,1 ay) (41). Mesane kanserinde, 

özellikle lokalize ve ileri evre hastalıkta İpilimumab ile ilgili çalışmalarda yan etkiler 

bildirilmiştir (42). 

 2.5.3.2. PD-1 ve Ligandları (PD-L1 ve PD-L2) 

PD-1 reseptörü (CD279) ve ligandları PD-1 ligand 1 (PD-L1, B7-H1 ve CD274) 

ve PD-1 ligand 2 (PD-L2, B7-DC ve CD273), inhibitör moleküllerden olan B7 

ailesinin hücre yüzeyi proteinleridir. PD-L1, APC, T Hücre, kök hücreler ve çeşitli 

hücrelerin yüzeyinde bulunabilmektedir (40,43). PD-L2 ise az sayıda hücrede 

saptanmaktadır. PD-L1 ve PD-L2, T hücre yüzeyindeki PD-1 reseptörüne bağlanırlar. 

Bu reseptör ve ligandları T hücrelerin immün modülasyonundan sorumlu olan önemli 

moleküllerdendir. PD-1, CTLA-4 gibi TCR aracılı T hücre fonksiyonunu inhibe 

etmektedir. Fakat etkisini CTLA-4’ün aksine lenfoid alanlarda değil de tümör 

mikroçevresinde yapmaktadır (44). Tümör hücrelerinde upregüle PD-L1’in immün 

sistemden kaçışta önemli bir mekanizma olduğu bilinmektedir (45). Buna paralel 

olarak, immunohistokimyasal araştırmalarda da artmış PD-L1 ekspresyonunun kötü 

patolojik bulgular ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (46).  

 2.5.3.3. Atezolizumab (PD-L1 inhibitörü) 

Yeni nesil immünoterapotikler, immün sistem aktivasyonundan ziyade immün 

sistem inhibisyonunu inhibe ederek etki göstermektedirler (40). Bu ilaçlardan biri 

olan, monoklonal IgG1 antikoru, Atezolizumab TECENTRIQ® hem tümör hücresi 

hem de T lenfositi aktive eden Dendritik APC yüzeyindeki PD-L1’e bağlanarak T 

hücre inhibisyonunu inhibe etmektedir. Atezolizumab, kemoterapi sonrası progresyon 

gözlenen ileri evre mesane kanserlerinde FDA onayının ardından kullanılmaktadır 

(38,47). Onay, faz I ve II çalışmalardan elde edilmiş olan PD-L1 varlığına göre 

verilmiştir. Faz I’de yanıt oranı %25 olarak saptanmıştır. Fakat yanıt için tümörü 

infiltre eden mononükleer hücrelerdeki (TİMH) skorlar etkili olmuştur. Buna göre, 

TİMH’de yüksek PD-L1 ekspresyonu saptanan hastalarda objektif yanıt oranı %50, 
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PD-L1 negatiflerde ise %8,3 olarak saptanmıştır. Faz II’de (IMvigor 210) toplam yanıt 

oranı %15 olan 310 hasta incelenmiş, yanıtlar ekspresyon oranları ile ilişkili 

saptanmıştır (47).  Buna göre, TİMH'lerde PD-L1 ≥%5 olanlarda yanıt oranı %26 iken, 

%1-5 arası olanlarda %18 saptanmıştır. Bu çalışmanın kohort 2’sinde toplamda %16 

iken TİMH PD-L1 ≥%5 saptananlarda %28 objektif yanıt saptanmıştır (47,48). Bir 

yıllık genel sağkalım ise TİMH PD-L1 ≥%5 olanlarda %50, tüm grupta %37 

saptanmıştır (47,48). 

 2.5.3.4. Pembrolizumab (PD-1 inhibitörü) 

Pembrolizumab KEYTRUDA® da benzer etki mekanizmasıyla T hücre 

yüzeyindeki PD-1 inhibisyonu üzerinden T hücre inhibisyonunu engelleyerek etki 

etmektedir. Rekürren veya metastatik ürotelyal karsinomlu hastaların tümör 

hücrelerinde PD-L1 %41 oranında gözlenmiştir (49). Yanıt oranı ise %24 saptanmıştır. 

KEYNOTE-012 faz Ib çalışmasında objektif yanıt oranı %25 iken, PD-L1 pozitiflerde 

(tümöral alanda >%1) objektif yanıt oranı %38 saptanmıştır (50). KEYNOTE-052 faz 

II çalışmasının ilk 100 hasta analizinde ileri evre hastaların 1. basamak tedavisinde 

Pembrolizumab sonrası objektif yanıt %24 saptanmış olup, tümöral >%10 PD-L1 

pozitif olanlarda ise %36,7 saptanmıştır (51). KEYNOTE-045 faz III çalışmasında ise 

metastatik grupta pembrolizumab kemoterapiye göre sağkalım avantajı sağlamıştır 

(52). Pembrolizumabın kemoterapi ve radyoterapi kombinasyon çalışmaları 

(NCT02437370, NCT02690558, NCT02662062 ve NCT02621151) ise halen 

araştırılma aşamasındadır. 

 2.5.3.5. Nivolumab (PD-1 inhibitörü) 

Nivolumab OPDIVO® benzer etki mekanizmasıyla T hücre yüzeyindeki PD-1 

inhibisyonu üzerinden T hücre inhibisyonunu engelleyerek etki eden bir monoklonal 

antikordur. Metastatik ürotelyal karsinomlu hastalarda tümör hücrelerinde ≥%1 PD-

L1 saptananlarda Nivolumab sonrası objektif yanıt oranı %24, PD-L1 <%1 olanlarda 

ise %26 saptanmıştır (53). CheckMate 275 çalışmasında tüm grupta %19,6 objektif 

yanıt gözlenmiş iken, tümöral PD-L1 <%1 olanlarda %16,1 ve PD-L1 ≥5% olanlarda 
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%28,4 saptanmıştır (54). CheckMate 274 (NCT02632409) faz III çalışması ise 

araştırılma aşamasındadır. 

 2.5.3.6. Durvalumab (PD-L1 inhibitörü) 

Atezolizumab ile aynı aileden olan ve benzer etki mekanizmasına sahip 

Durvalumab IMFINZI® de PD-L1 üzerinden etki göstermektedir. Metastatik ürotelyal 

karsinomlu hastalarda faz I/II çalışmasında objektif yanıt %31 iken, PD-L1 düşük 

(<%25) hastalarda %0, PD-L1 yüksek (≥%25) hastalarda %46 saptanmıştır (55). 

 2.5.3.7. Avelumab (PD-L1 inhibitörü) 

Atezolizumab ile aynı aileden olan Avelumab BAVENCIO® da PD-L1 

üzerinden etki göstermektedir. Avelumab, diğer PD-L1 inhibitörlerinin aksine PD-L1 

inhibisyonunun yanında antikor bağımlı hücresel sitotoksiteye de sahiptir (56). 

JAVELIN faz Ib çalışmasında objektif yanıt oranının %16,5 olduğu saptanmıştır (57). 

JAVELIN faz III Mesane 100 çalışmasının ise (NCT02603432) sonuçları 

beklenmektedir. 

 2.5.3.8. PD-1/PD-L1 ve CTLA-4 inhibitör kombinasyonu 

PD-1 T-hücre aktivasyonunun efektör fazında etkili olmakla birlikte PD-1/PD-

L1 kompleksi periferik dokularda antijenlerin T hücrelerine sunumu esnasında 

oluşmaktadır (58). CTLA-4 ise regülatör T hücreleri ve CD-4 hücrelerinde eksprese 

edilmekle birlikte lenfatik dokulardaki T hücrelerin erken aktivasyonu esnasında etki 

gösterrmektedir (58). Bu iki hedefin birlikte inhibisyonunun tümör yanıtında pozitif 

bir katkı sağlayabileceği görüşü hakimdir (40). CheckMate 032 çalışmasında 

nivolumab ve ipilimumab kombinasyonu araştırılmıştır (34). Devam eden bir 

çalışmada (NCT02553642) ise PD-L1 ekspresyonu ile kombinasyon tedavisine yanıt 

oranları incelenmektedir. Bu reseptörlerin dışında hücre aktivasyonunu ve etkililiğini 

düzenleyen OX40 ve B7-H3 gibi T hücre yüzey reseptörleri tanımlanmıştır. 

Bunlardan, B7-H3'ün mesane kanserlerinde PD-1 ile ilişkili olabileceği bildirilmiştir 

(59). 
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 2.5.3.9. KİMK ve KİOMK hastalarında kontrol noktası inhibitörlerinin yeri 

KİMK’de neoadjuvan kemoterapi kombinasyonları önerilen tedavi prosedürleri 

olmakla birlikte, hastaların büyük bir kısmı radikal sistektomi sonrasında nüks 

gelişebilmektedir (60). Platin bazlı kemoterapi için uygun olmayan hasta grubunda ise 

tedavi modalitesi net değildir. Bu noktada, kontrol noktası inhibitörleri ve bunların 

kemoterapi ya da radyoterapi ile kombinasyonlarını içeren çalışmalar araştırılmaktadır 

(40). KİOMK hastalarında özellikle BCG yanıtsız hasta popülasyonunda devam eden 

çalışmaların sonuçları beklenmektedir (40). 

 2.5.3.10. Ürotelyal tümör dokusunda PD-L1 ekspresyonları 

Mesane kanserinde PD-L1 ekspresyonlarının incelendiği farklı çalışmalarda 

farklı sonuçlar bildirilmiştir. Radikal sistektomi sonrası patoloji spesmenlerinin 

%20'sinde ≥%5 PD-L1 ekspresyonu izlenmiştir (61). Bellmunt ve ark tümör 

hücresindeki PD-L1 pozitifliğinin sınır değeri ≥%5 olarak belirtilmiştir. TİMH’lerde 

%40 PD-L1 ekspresyonu izlenmekle birlikte pozitiflik ile sağkalım arasında anlamlı 

ilişki saptanmıştır (62). Diğer çalışmalarda ise >%12,2 ve >%10 PD-L1 ekspresyon 

oranlarının tümörde yüksek derece ile ilişkili olduğu raporlanmıştır (63,64). Başka bir 

çalışmada ise tümör evresi ile PD-L1 pozitifliği (≥%1) arasında pozitif ilişki olduğu 

gösterilmiştir (46). Genel olarak, PD-L1 ekspresyonunu inceleyen çalışmalara 

baktığımızda, bazı sınırlılıkların olduğu göze çarpmaktadır. Yani dokunun alındığı 

organda, rezeksiyon yönteminde, İHK değerlendirme yönteminde, PD-L1 

antikorlarında ve ekspresyon pozitiflik oranlarında farklılıkların olduğu bilinmektedir 

(40,46,59,63). 

 

 2.6. Hücre Kültürü 

 2.6.1. Primer Hücre Kültürü 

Dokunun mekanik ya da enzimatik ayrımı ile hedef hücrenin saflaştırılması ile 

elde edilen ilk kültürdür. Direkt olarak canlının (hayvan ya da insan) normal ya da 

neoplastik dokusundan elde edilebilir. Tek hücre kültürü ya da doku eksplantı olabilir. 
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Başlangıçta heterojendir (yoğun Fibroblast içerir). In-vitro olarak sınırlı yaşam ömrü 

ile birlikte diferansiye fenotipte devam ederler, başlıca tutunma bağımlıdırlar ve 

kontakt inhibisyon özelliği gösterirler (13,14). Mesane kanseri primer hücre kültürü 

ex-vivo araştırmaları için hastaların kanser dokusu ya da üriner eksfoliye edilmiş 

mesane kanseri hücrelerinden elde edilen hücreler kullanılmaktadır (13,14,65-68).  

 2.6.2. Sekonder Hücre Kültürü 

Primer kültür hücreleri sub-kültür edildiğinde (pasajlama / transfer) “hücre hattı” 

elde edilir. Bunlar birkaç pasaj sonrası sekonder hücre kültürü halini alır. Böylece 

benzer fenotipteki hücre soyları elde edilir. Çok miktarda tutarlı hücrenin uzun süre 

devam ettirilmesi amaçlanır. Birçok mevcut hücre hattı, tümör rezeksiyonu sonrası 

insan ürotelyal karsinomundan primer kültür ile türetilmiştir. Bu durum türetilmiş 

hücrelerin ölümsüzleştirilmiş doğasını da yansıtmaktadır (69). Farklı derecelerde ve 

aşamadaki tümörleri temsil eden hücre hatları geliştirilmiş ve değişken şekilde 

karakterize edilmiştir. Yapılan araştırmalar sonunda ortaya çıkan bu hücre hatlarının 

elde edilmiş olduğu tümörlerin özelliklerini tamamen koruduğu gösterilmiştir (69,70). 

Fakat hücre hatlarının bir kısmı belli bir bölünme sayısı / ömrü olan sınırlı hücre hattı 

şeklinde iken büyük çoğunluğu in vitro transforme edilmiş, limitsiz proliferasyon 

yeteneği olan sürekli hücre hattıdır (69,70). Morfolojik olarak tümör ile benzer in vitro 

hücre hatları, ince yapı, tümör marker üretimi, ploidi, hücre yüzey özellikleri ve 

kemoterapiye yanıt gibi birçok fonksiyonel heterojenite göstermektedir. Hücre hatları, 

mevcut ve yeni sitotoksik ajanların tedaviye yanıtının incelenmesinde kullanılabilir 

tümör modelleri olarak karşımıza çıkmaktadır (71).  

Lieber NM 1984 yılında, in vitro kemoterapi sensitivitesinin ürotelyal karsinom 

dahil olamak üzere diğer ürolojik malignitelerde kullanılabilirliğini ve bunun 

gelecekte iyi bir araştırma aracı olabileceği ilk kez vurgulamıştır (72). Nitekim 

günümüze geldiğimizde hem sekonder hücre kültürünü oluşturan hücre hatları hem de 

primer hücre kültürleri mesane kanseri temel araştırmalarının merkezinde yer 

almaktadır. Hatta N-methyl-N-nitrosourea ile indüklenmiş ex vivo hücre kültürlerinin 

rat modellerde ve 3D sferoid kültürlerdeki kullanımına kadar geniş bir yelpazede 

kendine yer bulmaktadır (73,74). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Etik kurul onayının ardından (Onay Numarası: 3320-GOA, 2017/24-23), 2018-

2019 yılları arasında radyolojik görüntülemelerinde kitle şüphesi ile Üroloji kliniğine 

başvuran, yapılan sistoskopide mesane tümörü saptanan ve sonrasında TUR-Mt 

planlanan hastalar prospektif olarak değerlendirildi.  

 

 3.1. Dahil Edilme ve Dışlama Kriterleri 

Araştırmaya Üroloji polikliniğine mesanede kitle nedeniyle başvurmuş 

hematürili >18 yaş kadın ve erkek hastalar ile KİOMK nedenli takip edilen ve tümör 

nüksü saptanan >18 yaş kadın ve erkek hastalardan sistoskopi sonucunda mesanede 

KİOMK uyumlu tümör gözlenen hastalar alınmıştır. TUR-Mt sonrası patoloji sonucu 

benign lezyon ve saf CIS gelen hastalar, patoloji sonucu KİMK (T2-4) gelen hastalar, 

patoloji sonucu ürotelyal karsinom dışı mesane tümörü patolojisi gelen hastalar, doku 

miktarı çalışma için yeterli olmayan hastalar ile araştırma için alınacak hücre 

miktarının hasta patoloji sonucunu etkileyecek düzeyde küçük tümöre sahip hastalar 

çalışmadan dışlanmıştır. Dışlama kriterleri sonrası çalışma için değerlendirilen 

hastalardan orta-riskli ve yüksek-riskli KİOMK saptanan hastalar çalışmaya dahil 

edilmiştir. 

 

 3.2. Çalışma Planı 

Çalışma planına baktığımızda, çalışmamız örnek toplama aşaması ve 

laboratuvar çalışma aşaması adı altında 2 temel aşamadan oluşmaktadır. Çalışma planı 

Tablo 4’te verilmiştir.  
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Tablo 4. Çalışma planı 

A) Örnek toplama aşaması 
Hematüri nedenli yapılan tetkiklerinde yüzeyel mesane tümörü saptanan hastalar ile 

yüzeyel mesane tümörü nedenli takipte olup tümör nüksü saptanan hastalar 
 
 

Bilgilendirilmiş onam alınması 
 
 

Ameliyat esnasında alınan dokunun rutin olarak patolojiye gönderilmesi. Geride 
kalan tümör hücrelerinden örnek alınarak Temel Onkoloji laboratuvarına transfer 

edilmesi. Ayrıca operasyon öncesi alınan kan tetkikikinden arta kalan birkaç mililitre 
kanın da Temel Onkoloji laboratuvarına transfer edilmesi 

 
 

B) Laboratuvar çalışma aşaması 
Patoloji sonucu Ta ve T1 saptanan hastalardan risk sınıflamasına göre orta-risk ve 

yüksek risk kas invaziv olamayan mesane kanserli hastaların parafin bloklarında ek 
immünhistokimyasal inceleme yapılması  

 
 

Temel Onkoloji laboratuarına ulaştırılan hücrelerden hücre kültürü oluşturulması ve 
kandan T lenfosit seleksiyonunun yapılması 

 
 

Hücre kültüründen alınan hücrelere T lenfosit ve ilaç uygulamaları sonrası canlılık 
ve apoptoz testlerinin yapılması 

 
 

C) Verilerin değerlendirilmesi aşaması 
İlaç yanıtlarının ve patolojideki immünhistokimyasal boyama sonuçlarının 

incelenmesi ve kaydedilmesi  
 
 

Hasta patoloji sonuçlarının incelenmesi ve hasta takibinde saptanan nükslerin ve 
diğer klinik verilerin incelenmesi  

 
 

İlaç yanıtları ve klinikopatolojik verilerin istatiksel analizi ve sonuçların yayına 
dönüştürülmesi 
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 3.2.1. Örnek Toplama Aşaması 

 3.2.1.1. Hastalardan örneklerin elde edilme aşaması 

Aydınlatılmış hasta onamı sonrası, rutin TUR-Mt sonrası tümöral lezyonlardan 

artan tümör hücrelerini içeren en az 5x5x5 mm’lik taze tümör dokusu Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI) medium ve %1 Penisilin Streptomisinden (P/S) oluşan 

transfer ortamına steril koşullarda konulmuştur. Operasyon öncesi alınan rutin kan 

tetkikinden enjektörde arta kalan birkaç mililitrelik kan EDTA’lı mor kapaklı tüpe 

konulmuştur. Elde edilmiş olan tümör dokusu ve kan her hasta için ayrı zamanlarda 

soğuk zincir ile hemen Temel Onkoloji laboratuvarına ulaştırılmıştır.  

 3.2.2. Laboratuvar Çalışma Aşaması 

Temel Onkoloji laboratuvarına ulaştırılan her bir hasta örneği için Enstitümüzün 

standart primer mesane kanseri hücre kültürü prosedürü aşağıda da belirtildiği gibi ayrı 

ayrı işletilmiştir. Laboratuvar çalışmalarında kullanılan ve Temel Onkoloji 

Laboratuvarında bulunan cihazlar Tablo 5’te verilmiştir.  
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Tablo 5. Kullanılan cihazlar 

Malzeme/Cihaz Adı  Marka  

FETAL DANA SERUMU (FBS)  CEGROGEN  

DMEM  CEGROGEN  

RPMI 1640  CEGROGEN  

Penisilin/Streptomisin  BIOCHROM  

Fosfat Tamponlu Tuz Çözeltisi (PBS) (10X)  BIOCHROM  

Tripsin/EDTA  BIOCHROM  

Dimetil sülfoksit (DMSO)  MERCK  

CO2 İnkübatörü  Thermo  

25 cm2’lik Hücre Kültürü Kabı  Greiner Bio-one  

75 cm2’lik Hücre Kültürü Kabı  Greiner Bio-one  

Steril Tüp (15mL) Greiner Bio-one  

Steril Tüp (50mL) Greiner Bio-one  

Laminar Akımlı Kabinet  ESCO  

Derin Dondurucu -80 C  Thermo  

Buzdolabı +4 C  Ariston  

Otoklav  Hirayama  

L-Glutamin  BIOCHROM  

Derin Dondurucu -20 C  Ariston  

 

 3.2.2.1. Hücre elde etme ve dondurma aşamaları 

Laboratuvara transfer medyumu içerisinde gelen her bir taze primer hasta 

dokusu bir pens veya pastör pipeti yardımı ile alınarak lam üzerine imprint 

uygulanması yapılmıştır. Toluedin blue ile uzman patolog tarafından dokunun mesane 

tümörü tanısı doğrulanmıştır (Şekil 1). Tanısal inceleme sonrası doku petri kabına 

alınarak üzerine incomplete RPMI eklenerek bistüri ile küçük parçalara ayrılmıştır. 

Dokunun içerisinden çıkarıldığı transfer ortamını içeren 15 ml’lik falkon 3000 rpm de 

2dk santrifüj edilerek supernatant kısmı dökülerek üzerine içerisinde %5 dimethyl 
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sulfoxide (DMSO) ve %20 fetal bovine serum (FBS) içeren complete RPMI eklenerek, 

hücreler iyice süspanse edilmiştir. Daha sonrasında flowsitometride çalışılmak üzere -

20’ye kaldırılmıştır. Mekanik parçalama sonrası küçük parçalara ayrılmış olan dokular 

RPMI ile dilüe edilip 50 mikrometre porlu filtre ile süzülmüştür. Tek tek ve küçük 

kümeler halinde elde edilen tümör hücreleri comlete medium ile süspanse edildikten 

sonra hazırlanmış olan dondurma ortamı ile hücreler yavaşça dondurularak -80 

derecede saklanmıştır (Şekil 2). Dondurma ortamı için Medium %70, DMSO %20 ve 

FBS %10 kullanılmıştır. Doku elde edilen hücreler dondurma ortamına eklenerek 

dondurma işlemi tercihen yavaş dondurma ile (1oC/dk) -20°C’de 1 gün, sonrasında -

80oC olacak şekilde yapılmıştır. Elde edilmiş olan periferik kan örnekleri ile 2 cc ficoll 

paque solüsyonu kullanılarak 1600 rpm ile santrifüj edildi. Santrifüj sonrası 

mononükleer hücreler (MNC), santrifüjlenmiş periferik kanın ara katmanından ficoll 

paque solüsyonu ile ayrılmıştır. Daha sonra her hastadan elde edilen MNC'yi içeren 

tüpler sonraki deneyler için -80 °C'ye yavaşça donduruldu. 

 

 

Şekil 1. İki farklı hastaya ait imprint ile tanısal doğrulama 
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Şekil 2. Bir hastaya ait -80 derece kaldırılan doku, hücre ve kan örnekleri  

 3.2.2.2. Ön deney aşaması 

Çalışmaya alınan toplam 20 orta-riskli ve yüksek-riskli KİOMK hastasından 

elde edilmiş olan doku ve kan örnekleri toplandıktan sonra ön deney aşamasına 

geçilmiştir. Hasta örneklerinden elde edilecek olan primer hücre kültürü aşamasından 

önce laboratuvarımızda mevcut olan T24 mesane kanseri hücre hattı (American Type 

Culture Collection-ATCC® HTB-4™) üzerinde çalışmada yapılacak tüm deneyler ön 

deney olarak yapılmıştır. Ayrıca bu aşamada hücre kültüründe uygulanacak ilaç 

dozları da T24 hücre kültürü üzerinde belirlenmiştir. T24 hücre hattı, 81 yaşında 

mesane kanserli bir hastadan elde edilen grade 3 transizyonel hücreli karsinom 

hücrelerinden oluşmaktadır. T24 hücre hattı, Dulbecco's Modified Eagle's medium 

(DMEM) ve %1 L-Glutamin, %1 P / S ve %10 FBS ile kültüre edildi. Hücre kültürü 

37°C ve %5 CO2 koşullarında, hücre sayısı her koşul için ilaç uygulamaları için yeterli 

olana kadar devam etti. Tümör hücreleri tutunup %80 konfluent olunca ayrılan 

laboratuvarda mevcut olan 0 Rh (-) bir kişiden elde edilmiş olan T hücrelerin yanı sıra 

literatürde hücre kültürü için önerilen ilaç dozlarının 10 kat üstü ve altı doz aralığında 

MMC, BCG, Ipilimumab ve Nivolumab uygulanmıştır. Buna göre, MMC için 10-80 

µM, BCG için 1,2−13,0 µg/ml, Nivolumab için 0,5-50 µg /ml ve Ipilimumab için 0,5-

50 µg/ml doz aralıklarında ilaçlar uygulanmıştır. Avelumab, Atezolizumab ve 

Pembrolizumab ilaçları elde edilemediğinden çalışmada kullanılamamıştır. 

Proliferasyon yüzdesi (%), kontrol hücrelerindeki absorbanslara göre hesaplandı. 
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Daha sonra MMC, BCG, Nivolumab ve Ipilimumab dozları sırasıyla 60µM, 8 µg/ml, 

5µg/ml ve 10µg/ml olarak belirlendi. İlaç uygulaması sonrası 24. saatte tripanblue ve 

WST-1 canlılık testleri ile canlılık düzeyleri test edilmiştir. Canlılık testi sonuçlarına 

göre primer hücre kültürlerinde uygulanacak ilaç dozları belirlenmiştir. Annexin V + 

Propidium Iodid ile apoptoz ve nekroz oranı bakılmıştır ancak bu aşamada ön deney 

hata vermiştir.  

 3.2.2.3. Hücrelerin çözülmesi aşaması 

Primer kültür uygulamaları için ilaç dozlarının T24 hücre hattında 

belirlenmesinin ardından tüm hasta örnekleri, yani tüm dokular ve MNC çözdürüldü. 

Komplet halde önceden hazırlanmış 20% FBS içeren RPMI ortamının kuru etüvde 

37°C ısınması sağlandı. Çözdürülecek olan hücreler için 25 cm2’lik flasklar hazırlandı. 

-80°C’de bulunan kriyovial içerisindeki hücre su banyosunda çözdürüldü. Tamamen 

çözünmüş olan hücreler 15 mL’lik steril falkon tüplere alındı ve üzerlerine 5mL besi 

ortamı eklenerek pipetaj yapıldı. Falkon tüpler 1300 rpm’de 7 dk santrifüjlendi. 

Süpernatant atıldıktan sonra, dipte kalan pellet 1 ml büyüme ortamı ile süspanse edildi 

ve 25cm2’lik flasklara toplam hacim 5ml olacak şekilde alındı. 24 saat sonra hücreler 

faz kontrast mikroskop ile morfolojik olarak değerlendirildi. 

 3.2.2.4. Hücrelerin Kültür Ortamlarının Yenilenmesi 

Flasklara ekimi yapılan hücreler her gün düzenli olarak mikroskop ile kontrol 

edildi. Ortamın rengindeki sararma pH değişiminden kaynaklı olmaktadır ve hücrelere 

yeterli besin kalmadığı anlamına gelmektedir. Sararmış olan eski ortamlar steril pipet 

yardımıyla flasktan uzaklaştırıldı. Canlı olmayan hücreleri uzaklaştırmak için 370C’ye 

ısıtılmış steril 2% P/S içeren PBS ile flasklar temizlendi. Flasklara hücrelere uygun 

olan ortamlar steril pipet ile eklendi.  

 3.2.2.5. Hücrelerin Pasajlanması 

Flaskların içerisindeki eski ortam steril pipet ile uzaklaştırıldı ve flask PBS ile 

yıkandı. Önceden 37°C’ye ısıtılmış Tripsin/EDTA 25 cm2’lik flasklara 2 mL olacak 

şekilde eklendi. Tripsin eklenen hücre kültür kapları yaklaşık 1-2 dakika, %5 CO2 
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içeren 37°C’deki inkübatörde bekletildi. Hücrelerin flask yüzeyinden kalktığı 

mikroskopta gözlendikten sonra Tripsin/EDTA solüsyonunu inaktive etmek için 

flasklara 4 mL besi ortamı eklendi. Yapılan pipetajla birlikte hücreler 15 mL’lik falkon 

tüplerine aktarıldı. Falkon tüpler 1300 rpm’de 7 dakika santrifüjlendi.  Santrifüj 

sonrasında süpernatant uzaklaştırıldı ve elde edilen pellet miktarına göre hücreler besi 

ortamlarıyla süspanse edildi. Elde edilen hücre süspansiyonu, uygun flasklara alındı. 

Flaskların üzerine hasta kodu, pasaj sayısı ve pasajlanma tarihi yazılarak hücreler 

37°C’deki %5 CO2 içeren inkübatöre kaldırıldı. Hücreler %85-90 konfuluente 

ulaştığında hücreler pasaj işlemine alındı. Hücreler her well’de 105 hücre olacak 

şekilde 24-well plate’e ekildi. Her well’e içinde %20 FBS içeren bir ml Leibovitz’s L-

15 medium eklendikten sonra, hücreler karbondioksit inkübatöründe %5CO2 37°C 

derecede 96 well plate’de inkübe edildi. Well’lerin 24 saat inkübasyonundan sonra 

tüm hücrelerin %80 konfluent olduğu gözlendi.  

 3.2.2.6. İlaç Hazırlanması ve Uygulanması 

İlaç uygulamaları öncesinde T24 hücre hattında belirlenmiş olan ilaç dozları 

hücre kültürü miktarı yeterli olan bir hastada primer hücre kültürü için ön deney olarak 

tekrarlandı ve ilaç dozları bir hastaya ait primer kültürde konfirme edildi. Buna göre 

bu hastada tümör hücreleri tutunup %80 konfluent olunca ayrılan laboratuvarda 

hastanın kendisinden elde edilmiş olan T hücrelerin yanı sıra T24 hücre hattından 

optimize edilmiş ilaç dozlarının 10 kat üstü ve altı doz aralığında MMC, BCG, 

Ipilimumab ve Nivolumab uygulandı. Sonuç olarak aynı ilaç dozları optimum dozlar 

olarak belirlendi. Ön deneyin primer hücre kültüründe tekrarını takiben tüm hücre 

kültürlerinde ilaç uygulama aşamasına geçilmiştir. Pasajlama sonrası %80 konfluent 

olan tümör hücreleri ilaç uygulamaları için 96’lık well plate’lere ekildi (Şekil 3). Her 

hastaya ait kültürler ilaç uygulamaları için 5 ayrı gruba ayrıldı. Kontrol grubuna (Grup 

1) medium (20% FBS içeren Leibovitz’s L-15 medium) ve periferik kan örneklerinden 

elde edilen mononükleer hücreler (her well için 1000 hücre) eklendi. Diğer gruplara 

ise medium ve MNC’nin yanı sıra, sırasıyla 60µM MMC (Mitomycin C®) (Grup 2), 8 

µg/ml BCG (BCG, SII®) (Grup 3), 5 µg/ml Nivolumab (Obdivo®) (Grup 4) ve 10 
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µg/ml Ipilimumab (Yervoy®) (Grup 5) uygulandı (Şekil 3). Her koşul 6 kuyucukla 

temsil edilmiştir. Her test 3’er kez tekrarlanmıştır.  

 

 

 

Şekil 3. Bir hastaya ait %80 konfluent olan tümör hücrelerinin ilaç uygulamaları için 

96 well plate’lere ekilmesi. Her koşulun 6 kuyucukla temsili. 

 3.2.2.7. Hücre Canlılık Testi 

İlaç uygulaması sonrası 24. saat sonunda tripanblue ile canlılık test edildi. İlaç 

uygulamaları öncesi well-plate’lerdeki hücrelerin görüntüsü ile 24. saat sonundaki 

tripan blue boyaması sonrası hücrelerin görüntüsü her ilaç grubu için ayrı ayrı 

verilmiştir. Buna göre 24. saat sonrası kontrol grubu hücreleri Şekil 4’te verilmiştir. 

MMC uygulaması öncesi ve sonrası 24. saat görüntüleri Şekil 5’te verilmiştir. Aynı 

şekilde hücreler BCG için Şekil 6’da, Nivolumab için Şekil 7’de ve İpilimumab için 

Şekil 8’de verilmiştir. İlaç uygulanan hücreler 96’lık well-plate’den toplanarak 
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1200g’de 7dk santrifüj edildikten sonra süpernatant’ın 3/2’si atılarak kalan kısmı 

pipetaj ile iyice süspanse edildi. Daha sonra yeni bir ependorfa filtrelendi. İçerisinden 

yeni bir ependorfa 10μl alınarak üzerine 10μl tripanblue eklenerek EVE sayım 

cihazında hücreler sayıldı. Canlılık sonuçları, her durumda her ilaç grubu için altı kez 

kontrol edildi (Şekil 4-8). Ek olarak, canlılık sonuçlarını kontrol etmek için, tripanblue 

testi gibi her kültür için Water-Soluble Tetrazolium Salt (WST-1) testi kullanıldı. 

WST-1 testi ile saptanan hücre canlılıkları ELİSA plak okuyucu ile saptandı (Şekil 9).  

 

 

Şekil 4. MS25 olgusuna ait hücrelerin kontrol grubu 24. saat görüntüsü. 
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Şekil 5. MS25 olgusuna ait hücrelerin MMC uygulaması öncesi ve sonrası 24. saat 

görüntüleri. 

 

 

Şekil 6. MS25 olgusuna ait hücrelerin BCG uygulaması öncesi ve sonrası 24. saat 

görüntüleri. 

 

Şekil 7. MS25 olgusuna ait hücrelerin Nivolumab uygulaması öncesi ve sonrası 24. 

saat görüntüleri. 
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Şekil 8. MS25 olgusuna ait hücrelerin İpilimumab uygulaması öncesi ve sonrası 24. 

saat görüntüleri. 

 

 

 

Şekil 9. Bir hastaya ait her bir kuyucuğa uygulanan ilaç sonrası yapılan WST-1 canlılık 

testi sonuçlarının ELİSA plak okuyucusundaki çıktısı 

İlaç uygulamaları sonrası iyi yanıt oranı, ilaç gruplarının medyan canlılık düşme 

oranlarına göre her ilaç uygulamasından sonra canlılık oranındaki >%23 düşüş olarak 

tanımlandı. Hücre canlılık düzeylerini etkileyebilecek olan faktörlerden fibroblast 

büyümesi ve plastiğe maruziyetin etkileri tüm koşullar için geçerli olması nedeniyle 
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çalışmada ihmal edildi. İlaç uygulamaları sonrası geride kalan hücreler, üzerine 

dondurma ortamı eklenerek daha sonra çalışılmak üzere -20’ye kaldırıldı.  

 3.2.2.8. PI ile Flow Sitometride Apoptoz Tayini 

Hücre hattı ve bir hastada uygulanan iki ön deneyde Annexin V + Propidium 

Iodid ile bakılan apoptoz ve nekroz oranı her iki deneyde de hata vermiştir. Her iki 

deneyde hatalı sonuçlar çıkması nedeniyle diğer hastalarda bu aşama 

gerçekleştirilmemiştir. Her iki ön deneyde -20’den alınan hücreler çözündükten sonra 

1300rpm’de 7 dk satrifüj edilmiştir. Her bir Flow tüpü folyo ile kaplanıp sanrifüj 

edilen hücrelerin süpernatant kısmı atılarak, 100μl PBS içerisinde hücreler resüspanse 

edilmiş ve flow tüplerine aktarılmıştır. 10 μl PI ve 5 μl annexin V eklendikten sonra 

+40C`de 15dk inkübe edilmiştir. Daha sonra Annexin binding buffer (biolegend) 400 

μl eklenmiş ve Flowsitometri cihazında (Accuri) ölçüm yapılarak analizi yapılmıştır.  

 3.2.2.9. İmmünohistokimyasal İnceleme 

Patoloji laboratuarında rutin patolojik inceleme sonrası çalışmaya alınan 

hastaların parafin bloklarında İHK inceleme yapılmıştır. İHK inceleme deneyimli bir 

üropatolog tarafınca yapılmıştır. Bu incelemede taze dokuda PD-L1 ekspresyonu, 

parafin bloklarda ise tümöral ve peritümöral PD-L2, PD-1 ve CTLA-4 ekspresyonları 

araştırılmıştır. PD-1, PD-L1 ve PD-L2 rabbit uyumlu monoklonal anti-human 

antikorları ile araştırıldı (Abcam ab213524, Abcam ab52587 ve Abcam ab200377). 

CTLA-4 ise mause uyumlu monoklonal anti-human antikoru ile araştırıldı (Abcam 

ab19792). İHK uygulamada, yıkama yapılmadan 1/100 dilüe PD-L1, PD-L2, PD-1 ve 

CTLA-4 antikorları 1 saat süre ile uygulanmıştır. PBS ile yıkama sonrası streptovidin 

biotin sekonder antikor aşamaları ve DAB ile renklendirme ve hematoksilen ile zemin 

boyama yapılıp ışık mikroskobunda değerlendirme yapılmıştır. PD-1, PD-L1, PD-L2 

ve CTLA-4'ün boyama yoğunluğu, negatif (0), zayıf (1), orta (2) ve güçlü (3) olarak 

kategorize edilmiştir. Bir numune içindeki en güçlü yoğunluk, numunenin yoğunluk 

puanı (IS) olarak seçilmiştir. 0 ve +1 puanları negatif, 2+ ve 3+ puanları ise pozitif 

olarak sınıflandırılmıştır. İHK boyama sonrası görüntüler CTLA-4 için Şekil 10’da, 

PD-1 için Şekil 11’de, PD-L1 için Şekil 12’de ve PD-L2 için Şekil 13’te gösterilmiştir. 
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Şekil 10. İHK incelemedeki tümöral ve peritümöral CTLA-4 boyaması 

 

 

Şekil 11. İHK incelemedeki tümöral ve peritümöral PD-1 boyaması 



 
 
 
 
 
 
 

30 

 

 

 

Şekil 12. İHK incelemedeki tümöral ve peritümöral PD-L1 boyaması 

 

 

 

Şekil 13. İHK incelemedeki tümöral ve peritümöral PD-L2 boyaması 
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3.2.2.10. Hastaların Patolojik ve Klinik Verileri 

KİOMK'lu hastalar EORTC risk tablosuna göre tedavi ve takip edilmiştir. 

Hastalar çalışma ile aynı anda bu ilaçlarla tedavi edilmemiştir. KİOMK tanısı, 

immünohistokimyasal boyama kullanılarak bir üropatolog tarafından yapılmıştır. 

Hastaların patolojik ve klinik verileri, rutin olarak uygulanmış olan intravezikal tedavi 

sonuçları (KİOMK için) ve takip verileri, her vaka için hücre kültürlerine ilaç 

uygulamasının ex-vivo canlılık sonuçlarıyla karşılaştırılmıştır. 

 

 3.3. İstatistiksel Analiz 

Veriler statistical package for social sciences, version 22.0 (SPSS, Chicago, Ill) 

software programı kullanılarak analiz edilmiştir. Dokudaki tümör hücrelerinde ve 

çevresindeki immün sistem hücrelerinde İHK ekspresyon oranları ile ilaç uygulaması 

sonrası tedavi yanıt oranları karşılaştırılarak incelenmiştir. İstatistiksel 

değerlendirmede bağımsız değişkenler tümör hücreleri ve T hücrelerinde İHK 

inceleme sonuçları, hücre canlılık yüzdeleri, yaş, cisiyet, tümör hücrelerinin patolojik 

özellikleri, tümör boyutu ve yerleşimidir. Bağımlı değişkenleri ise her bir ilaç için 

hücre kültürü koşulunun 3 kez tekrarlarıdır. Bağımsız değişkenler Mann Whitney U 

test, Kruskal-Wallis test ve x2 test ile karşılaştırılmıştır. Bağımlı değişkenler için 

istatiksel analiz yapılmamış, sadece ortalamaları alınmıştır. İlaç gruplarının kendi 

kontrolleri ile karşılaştırılmasında ise Wilcoxon test kullanılmıştır. Analizlerde 

anlamlılık p<0.05 kesim noktası ile değerlendirilmiştir. 
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4. BULGULAR 

Ortalama yaşı 69,6±11,2 (52-89) yıl olan 20 KİOMK hastası çalışmamızda 

incelendi. Bu 20 hastanın klinikopatolojik özellikleri Tablo 6’da verilmiştir. 

Sistoskopi ve TUR-Mt işlemi sırasında saptanan tümörlerin ortalama tümör çapı 58,5 

mm ve tümör sayısı 3,8’di. TUR-Mt işlemi sonrası rutin patolojik incelemeye alınmış 

olan tümör dokularının patolojik evreleri 7 hastada Ta ve 13 hastada T1 saptanmıştır. 

Bunlardan 8’i düşük dereceli tümör iken, 12’si yüksek dereceli tümördü. Aynı 

zamanda 5 hastada CIS gözlenmiştir. Bu veriler doğrultusunda hastalar EORTC risk 

sınıflamasına göre incelendiğinde hastalardan 7’sinin orta-risk sınıfında, 13’ünün ise 

yüksek risk sınıfında olduğu saptanmıştır. Ürotelyal karsinom özellikleri 

incelendiğinde 17 hastanın saf ürotelyal karsinom olduğu, 2 hastada skuamöz 

differansiasyon, 1 hastada sarkomatoid differansiasyon ve 1 hastada glandüler 

differansiasyon olduğu gözlenmiştir. Tümörlerin histolojik paternleri incelendiğinde 

ise 18 hastada papiller, 3 hastada solid, 2 hastada mikropapiller ve 1 hastada inverted 

patern olduğu gözlenmiştir.  

TUR-Mt işlemi sonrası hasta takipleri retrospektif olarak incelendiğinde 

hastaların ortalama takip süresi 16,9±7,3 (3-24) ay saptandı. Takip verileri 

incelendiğinde, hastaların 5’inde (%25) TUR-Mt işlemi sonrası MMC ile ISI 

uygulanmış olduğu ve 7’sine (%35) TUR-Mt işlemi sonrası 2 ile 6 haftalar arasında 

Re-TUR işlemi uygulanmış olduğu görüldü. TUR-Mt ve Re-TUR işlemleri sonrası 

takip sürecinde 11 (%55) hastaya 6 haftalık indüksiyon intravezikal BCG tedavisi 

verildiği ve 3 haftalık idame BCG ile devam edildiği görüldü. BCG tedavisi görmüş 

olan 11 hastanın 5’inde (%45,5’i) tümörün nüks etmiş olduğu, herhangi bir adjuvan 

tedavi verilmemiş olan 8 (%40) hastanın ise 6’sında (%75’i) tümörün nüks etmiş 

olduğu görüldü (Tablo 6).  
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Tablo 6. Hastaların demografik verileri ve klinikopatolojik özellikleri 

 n=20 (%) 
Yaş (yıl) 69,6±11,2 (52-89) 
Cinsiyet Erkek 18 (90) 

Kadın 2 (10) 
Tümör çapı (cm) 58,5±34,3 (25-150) 
Tümör sayısı  3,8±3,8 (1-10) 
Patolojik evre 
 

Ta 7 (35) 
T1 13 (65) 

Tümör derecesi  Düşük dereceli 8 (40) 
Yüksek dereceli 12 (60) 

EORTC risk 
sınıflaması 

Orta-risk 7 (35) 
Yüksek-risk 13 (65) 

Ürotelyal 
karsinom tipi 

Saf ÜK 17 (85) 
ÜK ve skuamöz diferansiasyon 2 (10) 
ÜK ve sarkomatoid diferansiasyon 1 (5) 
ÜK ve glandüler diferansiasyon 1 (5) 

ÜK’un histolojik 
paterni 

Papiller 18 (90) 
Solid 3 (15) 
Inverted 1 (5) 
Mikropapiller 2 (10) 

Eş zamanlı CIS varlığı 5 (25) 
TUR-Mt spesmeninde kas tabakası varlığı 11 (55) 
Vasküler invazyon 2 (10) 
TUR-Mt sonrası MMC ile ISI 5 (25) 
Re-TUR 7 (35) 
Re-TUR spesmeninde tümör varlığı 5 (71,4) 
İntravezikal 
tedavi 

Tedavi edilmemiş 8 (40) 
BCG ile tedavi edilmiş 11 (55) 
MMC ile tedavi edilmiş 1 (5) 

Takipte rekürrens 
 

in untreated patients (n=7) 6 (75) 
in patients under BCG treatment (n=11) 5 (45,5) 
in patients under MMC treatment (n=1) 0 (0) 

Takip süresi (ay) 16,9±7,3 (3-24) 

Kısaltmalar: EORTC= European Organization for Research and Treatment of Cancer, ÜK= 
Ürotelyal karsinom, CIS= Carcinoma in situ, ISI= Hemen tek doz intravezikal kemoterapi 
instilasyonu, TUR-Mt= Mesane tümörü transüretral rezeksiyonu, MMC= Mitomisin C, Re-
TUR= Tekrar transüretral rezeksiyon, BCG= Bacillus Calmette Guerin 
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Hücre kültürü uygulamalarında kullanılacak ilaçların dozlarını belirlemek için 

T24 hücre hattında ve bir hasta dokusundan oluşturulan primer hücre kültüründe 

yapılan ön deneylerde, 10 kat altı ve üstü dozların uygulanmış olan ilaçların en etkin 

dozları MMC için 60µM, BCG için 8 µg/ml, Nivolumab için 5 µg/ml ve İpilimumab 

için 10 µg/ml saptandı. Deney aşamasında toplam 20 hastadan alınmış olan tümör 

dokularından üretilen primer mesane kanseri hücre kültürleri 5 ayrı grupta incelendi. 

Kontrol grubuna sadece ortam (medium) ve MNC kullanılırken, diğer 4 grupta ise 

ortam ve MNC’nin yanı sıra sırasıyla MMC, BCG, Nivolumab ve İpilimumab 

uygulandı. Tüm gruplara hastaların kendinden alınmış olan MNC (103 hücre) 

uygulandı. Tek uygulama sonrası 24. saatte canlılık düzeyleri test edildi.  

Her hastaya ait patolojik ve klinik veriler, EORTC risk grubu verileri, ek tedavi 

bulguları (ISI ve adjuvan tedavi verileri ve rekürrens durumu) ve hücre kültürü 

uygulama sonuçları (MMC, BCG, Nivolumab ve Ipilimumab uygulaması sonrası 

primer hücre kültürü canlılık oranları) ayrı ayrı Tablo 7'de verilmiştir. Hasta bazlı 

veriler incelendiğinde intravezikal BCG tedavisi sonrası rekürrens görülen dört yüksek 

riskli KİOMK hastasında hücre kültüründe BCG uygulaması sonrası hücre canlılık 

oranları (MS3 (% 71,4), MS18 (% 75,2), MS22 (% 74,1) ve MS25'te (% 76,3) BCG 

tedavisi sonrası rekürrens gözlenmeyen hastalara göre (MS4 (% 53,7) ve MS13 (% 

35,6)) daha yüksek saptandı (Tablo 7). Fakat, rekürrens gözlenen bu dört hastanın 

hücre canlılık oranları ise ilginç bir şekilde rekürrens gözlenmeyen iki hastadan (MS14 

(% 99,4) ve MS21 (% 82,9)) daha düşük saptandı (Tablo 7). Bu iki hastadan biri olan 

MS14’te diğer immünoterapi ilaçlarına göre en düşük canlılık oranı % 86,7 ile MMC 

uygulaması sonrası gözlendi. Öte yandan, BCG ile tedavi edilen orta riskli hastalardan 

rekürens gözlenmeyen bir hastada BCG uygulaması sonrası hücre canlılık oranı, 

rekürrens gözlenen bir hastaya göre (MS7 (% 54,5) vs MS8 (% 67,1)) daha düşük 

saptandı (Tablo 7). 
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Tablo 7. Her hastaya ait patolojik sonuçlar, evre, ek tedavi bulguları ve rekürrens 

durumu ile MMC, BCG, Nivolumab ve İpilimumab uygulamaları sonrası primer hücre 

kültürü canlılık oranları. 

H. No Evre Derece Risk 
grubu 

ISI  IV 
tedavi 

Rek İlaç uygulamaları sonrası primer 
kültürlerdeki canlılık oranları (%) 

Kontrol MMC BCG Nivo İpili 

MS1 T1 Yüksek Yüksek - - + 99 100 64.9 71.6 72.8 

MS3 T1 Yüksek Yüksek - BCG + 100 71.8 71.4 78.2 88.3 

MS4 T1 Yüksek Yüksek - BCG - 100 61.4 53.7 55.8 58.7 

MS6 T1 Yüksek Yüksek - - + 99 74.9 57.7 81.2 76.4 

MS7 Ta Düşük Orta - BCG - 97 57.2 54.5 48.6 50.5 

MS8 Ta Düşük Orta - BCG + 95 71.5 67.1 70.6 78.3 

MS12 T1 Yüksek Yüksek - - + 95 71.9 83.6 80.3 72.4 

MS13 T1 Yüksek Yüksek - BCG - 95 42 35.6 40.4 33.4 

MS14 T1 Yüksek Yüksek - BCG - 99 86.7 99.4 100 90.3 

MS15 Ta Düşük Orta - - - 99 76.5 89.7 75.1 75.2 

MS16 T1 Yüksek Yüksek - MMC - 96 48.5 48.7 47.3 48.5 

MS18 T1 Yüksek Yüksek - BCG + 100 68.8 75.2 61.7 100 

MS20 Ta Düşük Orta MMC - + 95 71.3 80.4 79.4 88.2 

MS21 T1 Düşük Yüksek - BCG - 99 81.5 82.9 75.3 80.6 

MS22 T1 Yüksek Yüksek MMC BCG + 97 80.3 74.1 79 91.2 

MS24 T1 Yüksek Yüksek MMC -  + 98 70.2 64.8 55.9 54 

MS25 T1 Yüksek Yüksek - BCG + 99 76.3 96.7 83.5 84.2 

MS27 Ta Düşük Orta MMC - + 98 71.4 59.4 55.1 67 

MS28 Ta Düşük Orta - BCG - 98 82.4 77.8 77.1 75.7 

MS30 Ta Düşük Orta MMC - - 98 77.3 79.7 66.6 49 

Kısaltmalar: H. No= Hasta numarası, ÜK= Ürotelyal karsinom, Squ= Skuamöz 
diferansiasyon, Src= Sarkomatoid diferansiasyon, ISI= Hemen tek doz intravezikal 
kemoterapi instilasyonu, IV= İntravezikal, Rek= Rekürrens, MMC= Mitomisin C, BCG= 
Bacillus Calmette Guerin, Niv= Nivolumab, İpili= İpilimumab  
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Uygulamalar sonrası WST-1 canlılık testine göre hücre canlılık verileri 

ortalamalarına göre değerlendirildiğinde, kontrol grubu ve 4 ilaç grubundaki canlılık 

oranları Tablo 8 ve Şekil 14’te verilmiştir. Buna göre tüm hücre kültürlerine tek doz 

ilaç uygulamalarında 24. saatte ortanca yaklaşık %23 oranında canlılık kaybı 

gözlenmiştir. Bu azalma, her ilaç kendi kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlı saptanmıştır (tüm ilaç grupları için p<0,001) (Tablo 8). 

Ayrıca, WST-1 canlılık düzeyleri tripan blue ile konfirme edildiğinde canlılık 

düzeyleri tablodaki sonuçlar ile uyumlu bulunmuştur (Örneğin, tripan blue sonrası 

ortalama canlılık oranları Nivolumab için 56.5±19.3 (20-90) ve İpilimumab için 

53.3±18.4 (20-80) bulunmuştur).  

Rutin patolojik inceleme sonrası parafin bloklarda ve taze dokuda yapılmış olan 

İHK inceleme sonucunda immün kontrol noktası yüzey belirteçlerinin ekspresyon 

düzeyleri Tablo 9’da verilmiştir. Buna göre her bir hastada tümöral ve peritümöral 

ekspresyon düzeyleri farklılık göstermektedir. 

 

Tablo 8. Grupların ilaç uygulamaları sonrası 24. saat WST-1 ortalama canlılık oranları 

ile ortanca düşüş miktarları. 

 n Canlılık oranları (%) Canlılıktaki ortanca 

düşüş oranları (%) 

p* 

Kontrol 20 97,8±1,8 (95-100) - - 

MMC 20 72,1±12,9 (41,9-100) 23,6 <0,001 

BCG 20 70,8±16,4 (35,6-99,4) 25,9 <0,001 

Nivolumab 20 69,1±14,9 (40,4-100) 23,8 <0,001 

İpilimumab 20 71,7±17,6 (33,4-100) 22,7 <0,001 

Kısaltmalar: MMC = Mitomisin C, BCG= Bacillus Calmette Guerin 

* Wilcoxon testi kullanılarak kontrol grubuna kıyasla ilaç gruplarındaki canlılık oranlarının 
karşılaştırmalı analizi 
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Şekil 14. Gruplarda ilaç uygulamaları sonrası elde edilen hücre canlılık oranları. 

 

Tablo 9. Tümör dokularında yapılmış olan immünohistokimyasal inceleme sonuçları  

İHK sonuçları n=20 (%) 

CTLA-4 pozitifliği Tümöral 2 (10) 

Peritümöral 11 (55) 

PD-1 pozitifliği Tümöral 9 (45) 

Peritümöral 13 (65) 

PD-L1 pozitifliği 18 (90) 

PD-L2 pozitifliği Tümöral 1 (5) 

Peritümöral 4 (20) 

Kısaltmalar: CTLA-4= Cytotoxic T-lymphocyte Associated Antigen-4, PD-1= Programmed 
Death-1, PD-L1= Programmed Death-Ligand 1, PD-L2= Programmed Death-Ligand 2, İHK= 
İmmünohistokimya 
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İHK incelemede saptanan tümöral ve peritümöral ekspresyon düzeylerine göre 

ilaç uygulamalarındaki canlılık düzeyleri Tablo 10’da verilmiştir. Her bir ekspresyon 

pozitifliğine göre ilaç yanıtları değerlendirildiğinde canlılık düzeylerinde değişken 

sonuçlar olduğu gözlenmiştir. Fakat bu değişken sonuçların aynı İHK incelemede 

pozitif ve negatif gruplar arasında istatistiksel anlamlı farklılığa neden olmadığı 

görülmüştür. Bunun nedenlerine bakacak olursak, olguların hem toplam hem de pozitif 

ve negatif İHK gruplarındaki sayısal azlığı, tek doz ajan uygulanmış olması ve 24. saat 

erken sonuçların değerlendirilmiş olması olarak sıralanabilir. Fakat istatistiksel olarak 

anlamlılık İHK sonuçlarına yansımasa da kısa süreli ilaç yanıtlarının bazı şartlarda 

canlılık düzeylerinde belirgin azalmaya neden olduğu gözlemlenmiştir. Örneğin, tüm 

immünoterapötik ajan (BCG, Nivolumab ve Ipilimumab) uygulamaları sonrasında 

tümöral CTLA-4 pozitif vakaların hücre canlılık oranlarının negatif hastalara göre 

daha düşük olduğu tespit edilmiştir. Ancak bu durum kemoterapötik ajan (MMC) 

sonrası gözlenmemiştir (Tablo 10 ve Şekil 15). Ayrıca, peritümöral CTLA-4 

pozitifliğinde benzer bir bulgu gözlenmemiştir. PD-L1 pozitif olgulara baktığımızda 

ise, başta Nivolumab olmak üzere tüm ilaç uygulamaları sonrası canlılık oranlarının 

negatif olgulara göre daha düşük olduğu görülmüştür (Tablo 10 ve Şekil 16). 
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Tablo 10. İHK incelemede tümöral ve peritümöral immün kontrol noktası ekspresyon 

düzeylerine göre ilaç uygulamaları sonrası hücre kültürlerindeki ortalama canlılık 

oranları. 

İmmün 

kontrol 

noktaları 

İHK 

boyama 

n=20 İlaç uygulamalarındaki ortalama canlılık oranları 

Kontrol MMC BCG Nivo İpili 

Tümöral 

CTLA-4 

Negatif 18 97.8±1.8 71.3±11.2 72.1±16.7 70.1±14.9 72.9±17.8 

Pozitif 2 98±1.4 78.6±30.3 59.7±7.3 60.1±16.3 61.6±15.8 

Peritümöral 

CTLA-4 

Negatif 9 97.8±1.4 75.4±13.6 72.8±14.6 68±12.6 68.9±15.2 

Pozitif 11 97.8±2.1 69.3±12.2 69.2±18.2 70.1±17.1 74.1±19.8 

Tümöral PD-

1 

Negatif 11 97.2±1.7 68±13.2 68.9±18.6 64.4±15.2 66.9±17.6 

Pozitif 9 98.6±1.7 77±11.2 73.3±13.9 74.9±13 77.7±16.6 

Peritümöral 

PD-1 

Negatif 7 98.1±1.5 79.6±10.9 78.4±16 74.4±15.7 76.7±13 

Pozitif 13 97.6±1.9 68±12.3 66.8±15.7 66.3±14.2 69±19.6 

PD-L1 Negatif 2 97.5±0.7 81.3±1.5 75.9±2.6 78.1±1.3 83.5±10.9 

Pozitif 18 97.8±1.9 71±13.2 70.3±17.2 68.1±15.4 70.4±17.9 

Tümöral PD-

L2 

Negatif 19 97.9±1.7 72.1±13.2 70.2±16.5 68.5±15 71.7±18.1 

Pozitif 1 95 71.9 83.6 80.3 72.4 

Peritümöral 

PD-L2 

Negatif 16 98.2±1.4 74.7±11.6 73.6±14.7 71±14.2 74.5±16.5 

Pozitif 4 96.3±2.5 61.7±14 60±20.3 61.8±17.5 60.7±20 

Kısaltmalar: CTLA-4= Cytotoxic T-lymphocyte Associated Antigen-4, PD-1= Programmed 
Death-1, PD-L1= Programmed Death-Ligand 1, PD-L2= Programmed Death-Ligand 2, İHK= 
İmmünohistokimya, MMC= Mitomisin C, BCG= Bacillus Calmette Guerin, Nivo= 
Nivolumab, İpili= İpilimumab 
Mann-Whitney U testi kullanılarak negatif ve pozitif İHK sonuçları arasında aynı ilacın 
canlılık oranlarının karşılaştırma analizi. Tüm İHK negatif ve pozitif sonuçları arasında 
herhangi bir istatistiksel anlamlı farklılık bulunmamıştır. 
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Şekil 15. İHK incelemede saptanan tümöral CTLA-4 ekspresyon düzeyine göre 

CTLA-4 negatif ve pozitif olgulardaki ilaç uygulamaları sonrası canlılık oranları. 

 

 

Şekil 16. İHK incelemede saptanan PD-L1 ekspresyon düzeyine göre PD-L1 negatif 

ve pozitif olgulardaki ilaç uygulamaları sonrası canlılık oranları (%). 
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 İlaç uygulamaları sonrası iyi yanıt oranı canlılıklardaki ortanca düşüş (>%23’lük 

düşüş) düzeyleri baz alınarak belirlenmiştir. İmmün kontrol noktalarının İHK 

inceleme sonuçlarına göre iyi yanıt oranları Tablo 11’de verilmiştir. MMC ve 

Nivolumab uygulamaları sonrası PD-L1 pozitif olgularda negatif olgulara oranla daha 

yüksek iyi yanıt oranları saptanmıştır (Sırasıyla %66'ya karşı %0, p=0,045 ve %66'ya 

karşı %0, p=0,045) (Tablo 11).  

 

Tablo 11. İHK incelemede tümöral ve peritümöral immün kontrol noktası ekspresyon 

düzeylerine göre ilaç uygulamaları sonrası hücre kültürlerindeki iyi yanıt oranları. 

İmmün 

kontrol 

noktaları 

İHK 

boyama 

n=20 İlaç uygulamaları sonrası iyi yanıt oranları 

MMC BCG Nivolumab İpilimumab 

Tümöral 

CTLA-4 

Negatif 18 11 (61,1) 9 (50) 10 (55,6) 7 (38,9) 

Pozitif 2 1 (50) 2 (100) 2 (100) 2 (100) 

Peritümöral 

CTLA-4 

Negatif 9 4 (44,4) 4 (44,4) 6 (66,7) 5 (55,6) 

Pozitif 11 8 (72,7) 7 (63,6) 6 (54,5) 4 (36,4) 

Tümöral 

PD-1 

Negatif 11 7 (63,6) 6 (54,5) 8 (72,7) 6 (54,5) 

Pozitif 9 5 (55,6) 5 (55,6) 4 (44,4) 3 (33,3) 

Peritümöral 

PD-1 

Negatif 7 3 (42,9) 3 (42,9) 4 (57,1) 3 (42,9) 

Pozitif 13 9 (69.2) 8 (61,5) 8 (61,5) 6 (46,2) 

PD-L1 Negatif 2 0 (0) * 0 (0) 0 (0) * 0 (0) 

Pozitif 18 12 (66) * 11 (61,1) 12 (66) * 9 (50) 

Tümöral 

PD-L2 

Negatif 19 11 (57,9) 11 (57,9) 12 (63,2) 9 (47,4) 

Pozitif 1 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Peritümöral 

PD-L2 

Negatif 16 8 (50) 8 (50) 9 (56,3) 7 (43,8) 

Pozitif 4 4 (100) 3 (75) 3 (75) 2 (50) 

Kısaltmalar: CTLA-4= Cytotoxic T-lymphocyte Associated Antigen-4, PD-1= Programmed 
Death-1, PD-L1= Programmed Death-Ligand 1, PD-L2= Programmed Death-Ligand 2, İHK= 
İmmünohistokimya, MMC= Mitomisin C, BCG= Bacillus Calmette Guerin 
* Ki-kare testi kullanılarak negatif ve pozitif İHK sonuçları arasında aynı ilacın iyi yanıt 
oranlarının karşılaştırılması. MMC ve Nivolumab uygulamaları sonrası PD-L1 pozitif ve 
negatif olgular arasında istatistiksel anlamlılık mevcuttu (p=0,045). 
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Hastaların patoloji sonuçlarına göre hücre kültürü ilaç yanıtlarına baktığımızda, 

patolojik T evreleri ve tümör dereceleri arasında ilaç yanıtlarının benzer olduğu 

gözlenmiştir. Buna göre Ta ve T1 tümörlerde sırası ile MMC canlılık düzeyleri 

72,5±7,9 vs 71,9±15,2 ve BCG canlılık düzeyleri 72,6±12,7 vs 69,9±18,5 iken, 

Nivolumab canlılık düzeyleri 67,5±11,6 vs 70±16,7 ve İpilimumab canlılık düzeyleri 

69,1±14,6 vs 73,1±19,4 saptandı. MMC ve BCG sonrası hücre canlılık oranları T1 

tümörlerde, Nivolumab ve İpilimumab sonrası ise Ta tümörlerde kısmen daha düşük 

saptanmıştır (p>0.05). Düşük ve yüksek dereceli tümörlerde ise sırası ile MMC 

canlılık düzeyleri 73,6±8 vs 71,1±15,6 ve BCG canlılık düzeyleri 73,9±12,3 vs 

68,8±18,8 iken, Nivolumab canlılık düzeyleri 68,5±11,1 vs 69,6±17,4 ve İpilimumab 

canlılık düzeyleri 70,5±14,1 vs 72,5±20,1 saptandı. Buna göre, MMC ve BCG sonrası 

hücre canlılık oranları yüksek dereceli tümörlerde, Nivolumab ve İpilimumab oranları 

ise düşük dereceli tümörlerde kısmen daha iyi saptanmıştır (p>0.05). Benzer şekilde, 

EORTC risk sınıflamasına göre orta ve yüksek riskli tümörlerde de benzer bulgular 

gözlenmiştir (Şekil 17). 

 

 

Şekil 17. EORTC risk sınıflamasına göre orta risk ve yüksek risk gruplarında ilaç 

uygulamaları sonrası elde edilen hücre canlılık oranları. 
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EORTC risk sınıflaması ve patolojik bulgulara göre immün belirteçlerin İHK 

incelemelerindeki ekspresyon düzeyleri incelendiğinde, tümöral PD-1 pozitifliği 

sırasıyla orta-risk grubu tümörlere (%14,3) kıyasla yüksek-risk grubu tümörlerde 

(%61,5), Ta evre tümörlere (%14,3) kıyasla T1 evre tümörlerde (%61,5) ve düşük 

dereceli tümörlere (%12,5) kıyasla yüksek dereceli tümörlerde (% 66,7) daha yüksek 

saptandı (p değerleri sırasıyla 0,043, 0,043 ve 0,017 saptandı). Fakat, PD-L1 pozitifliği 

orta-risk ve yüksek-risk gruplarında benzer saptanmıştır (%92,3 vs %85,7; p=0,589).  

 Takip verileri incelendiğinde, tedavi almamış 8 hastanın 6'sında takipte 

rekürrens olduğu gözlendi. Rekürrens olan ve olmayan hastalar arasında İHK sonuçları 

incelendiğinde herhangi bir istatistiksel anlamlı farklılık gözlenmedi. Fakat, 

peritümöral PD-1 rekürrens gözlenmeyen 2 hastanın 2'sinde de (%100) pozitif iken, 

rekürrens gözlenen 6 hastanın sadece 2'sinde (%33,3) pozitif saptanmıştır (p=0,102). 

Rekürrens gözlenen ve gözlenmeyen olgularda ilaç uygulamaları sonrası hücre 

canlılık oranları Şekil 18’de verilmiştir. İyi ilaç yanıt oranlarına baktığımızda ise, 

rekürrens olan 2 hastanın 2'sinde de MMC uygulaması sonrası hücre kültüründe iyi 

yanıt oranı saptanmazken, rekürrens olan 6 hastanın 5'inde MMC uygulaması sonrası 

iyi yanıt gözlendi (p=0,035).  

 

 

Şekil 18. Tedavi görmemiş ve takipte rekürrens gözlenen ve gözlenmeyen olgularda 

ilaç uygulamaları sonrası hücre canlılık oranları. 
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 Öte yandan, BCG ile tedavi edilen 11 hastanın 5'inde izlemde rekürrens 

saptanmıştır. BCG sonrası rekürrens gözlenen ve gözlenmeyen hastalar arasında İHK 

sonuçları açısından herhangi bir istatistiksel anlamlı farklılık saptanmamıştır. BCG 

tedavisi sonrası takipte rekürrens gözlenen ve gözlenmeyen olgularda ilaç 

uygulamaları sonrası hücre canlılık oranları Şekil 19’da verilmiştir. İyi ilaç yanıt 

oranlarına baktığımızda ise, BCG sonrası rekürrens gözlenen 5 hastanın 2’sinde BCG 

ve Nivolumab uygulamaları sonrası iyi yanıt oranı gözlenirken, İpilimumab 

uygulaması sonrası ise hiç bir hastada iyi yanıt oranı izlenmemiştir (p>0,05).  

 

 

 

Şekil 19. BCG ile tedavi görmüş ve takipte rekürrens gözlenen ve gözlenmeyen 

olgularda ilaç uygulamaları sonrası hücre canlılık oranları. 

 

 Ayrıca, orta-risk ya da yüksek-risk gruplarında İHK bulguları arasında 

immünoterapötik ilaç yanıtları benzer saptanmışken, MMC uygulaması sonrası iyi 

yanıt oranları sadece yüksek riskli peritümöral PD-1 pozitif olgularda, negatif olgulara 

göre daha yüksek saptanmıştır (%87,5'e karşı %20, p=0,032). 
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5. TARTIŞMA 

Çalışmamızı kısaca özetleyecek olursak, tüm immünoterapötik ve 

kemoterapötik ajanlar hücre kültürlerinde kendi kontrollerine oranla daha düşük 

canlılık oranlarına neden olmuştur. Beklendiği gibi, hastalık takibinde BCG tedavisi 

gördükten sonra rekürrens gözlenmeyen bazı hastaların (MS4 ve MS13) hücre 

kültürlerinde BCG uygulaması sonrası canlılık oranları takipte rekürrens gözlenen 

hastalardan (MS3, MS18, MS22 ve MS25) daha düşük saptandı. Bu durum bize BCG 

tedavisinden fayda gören ya da rekürrens gözlenen hastalardaki BCG yanıtının hücre 

kültürüne de yansıdığını göstermiştir. Ancak, paradoksal olarak BCG tedavisi sonrası 

rekürrens gözlenmeyen bazı hastalarda (MS14 ve MS21) rekürrens gözlenen hastalara 

(MS3, MS18 ve MS22) kıyasla BCG sonrası hücre canlılıklarının daha yüksek olduğu 

gözlenmiştir. Ayrıca, bu hastalardan birinin (MS14) hücre kültürlerinde kemoterapötik 

bir ajan olan MMC sonrası hücre canlılıklarının diğer immünoterapötiklere göre daha 

düşük olduğu gözlenmiştir. Bu bulgular bize benzer klinikopatolojik özelliklere sahip 

hastaların birbirinden farklı sonuçlar sergileyebileceğini göstermiştir. Bu da hastalık 

yönetiminde bireyselleştirilmiş tedavinin önemini tekrar aklımıza getirmektedir.  

KİOMK yönetiminde, hastalığın yüksek rekürrens ve progresyon riski nedeniyle 

bazı intravezikal tedavi modaliteleri önerilmektedir. Ancak, bu tedavilere rağmen 

KİOMK hem hastalar hem de klinisyenler için problem olmaya devam etmektedir. 

Güncel olarak kılavuzlarda, düşük riskli ve düşük rekürrens oranı ve skoruna sahip 

orta riskli KİOMK hastalarında TUR-Mt sonrası MMC ya da Epirubisin ile ISI rutin 

olarak önerilmektedir (2,75-77). Ayrıca, orta riskli ve yüksek riskli KİOMK 

hastalarında TUR-Mt sonrası adjuvan intravezikal MMC ve BCG tedavileri 

önerilmektedir (2,5). Ancak, özellikle BCG refraktör KİOMK hastalarında, hastalık 

yönetimi hala net değildir. Bu bağlamda, intravezikal gemsitabin, mikrodalga 

hipertermi ile MMC, rekombinan adenovirüs IFN-α / Syn3 (rAd-IFNα/Syn3 

(Adstiladrin)), dosetaksel kombinasyonları, interlökin-15 süper agonisti (ALT-803) ve 

immün kontrol noktası inhibitörleri olası tedavi seçenekleri olarak karşımızda 

durmaktadır (2,3,11,78-81). Güncel KİOMK yönetim resmine baktığımızda bu 

çalışmada standart tedavi seçeneklerinden BCG ve MMC'yi ve güncel tedavi 
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seçeneklerinden olan immün kontrol noktası inhibitörlerinden Nivolumab ve 

İpilimumab'ı değerlendirmeyi amaçladık. 

Mesane kanseri hücre kültürü ex-vivo araştırmaları için daha önce tanımlanan 

mesane kanseri hücre dizileri (T24, JMSU-1 ve 5637 hücre hatları gibi) veya hastaların 

kanser dokusu ya da üriner eksfoliye edilmiş mesane kanseri hücrelerinden elde edilen 

primer hücre kültürleri kullanılmaktadır (13,14,65-68). Bu çalışmada, daha önce 

tanımladığımız onkogram yöntemini kullanarak mesane kanseri dokusundan elde 

ettiğimiz primer mesane kanseri hücre kültürlerinden ilaç yanıt oranlarını araştırdık 

(13).   

Önceki çalışmalarda, lokalize mesane kanserlerinin çoğunda immün kontrol 

noktası reseptörlerinin veya ligandlarının (CTLA-4, PD-1 ve PD-L1) 

ekspresyonlarının mesane kanseri tümör hücrelerinde ve tümörü infiltre eden immün 

hücrelerde gözlemlendiği bildirilmiştir (3). Ancak, İHK değerlendirmesinde farklı 

yöntemlerin veya antikor klonlarının kullanılmış olması istatistiksel analizlerde farklı 

sonuçlar ortaya çıkarmıştır (3). PD-L1 pozitifliği (literatürde %7-69 aralığında 

tanımlanmıştır) ve CTLA-4 pozitifliği ilerlemiş hastalık ve kötü sağkalım sonuçları ile 

ilişkili saptanmıştır. PD-1 pozitifliği (%8-53) ise T evresi ile ilişkilendirilmiştir (3,11). 

PD-L2 ise esas olarak antijen sunan hücrelerde eksprese edilmektedir (11). Bu nedenle 

CTLA-4, PD-1, PD-L1 ve PD-L2 ekspresyon oranlarını TUR-Mt patolojilerinde İHK 

ile tümöral ve peritümöral alanlarda ayrı ayrı değerlendirdik.  

İmmün kontrol noktası inhibitörleri, immün sistem aktivasyonundan ziyade 

immün sistem inhibisyonunu inhibe ederek etki göstermektedirler. Bu ilaçlardan biri 

olan Atezolizumab (TECENTRIQ®) hem tümör hücresi hem de T lenfositi aktive eden 

dendritik antijen sunan hücre yüzeyindeki PD-L1’e bağlanarak T hücre inhibisyonunu 

inhibe etmektedir. Atezolizumab metastatik mesane kanserinde endikasyon alarak 

Sisplatin dirençli hastalıkta kullanıma girmiştir. Aynı aileden ve benzer etki 

mekanizmasına sahip Avelumab (BAVENCIO®) da PD-L1 üzerinden etki 

göstermektedir. PD-1 inhibitörleri ise Pembrolizumab, Nivolumab ve Durvalumab 

olarak sıralanmaktadır. Nivolumab (OPDIVO®) ve Pembrolizumab (KEYTRUDA®) 

da benzer etki mekanizmasıyla T hücre yüzeyindeki PD-1’i inhibe ederek T lenfosit 

proliferasyonunu ve aktivitesini yeniden aktive ederek antitümör bağışıklığı arttırırlar. 
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Bir diğer immün kontrol noktası inhibitörü olan İpilimumab (YERVOY®), T hücre 

yüzeyinde bulunan CTLA-4’ü inhibe ederek dendritik antijen sunan hücrenin T 

lenfositi inhibe etmesini engelleyerek etki etmektedir (82,83). PD-L2, PD-1'in 

hedeflenebilir başka bir ligandı olmakla birlikte prognostik önemi halen tartışmalıdır 

(83). Bu beş immünoterapötik ajan, sisplatin bazlı kemoterapi sırasında veya 

sonrasında progresyon gösteren ve immünoterapi için uygun PD-L1 pozitif hastalarda 

şu anda ikinci basamak tedavide kullanılmaktadır. Ek olarak, immün kontrol noktası 

inhibitörlerinin kullanımı metastatik ürotelyal karsinom için birinci basamak tedavide, 

KİMK için radikal sistektomi öncesi neoadjuvan tedavide ve BCG'ye dirençli KİOMK 

için gündemdedir (84). İmmün kontrol noktası inhibitörleri arasında, özellikle 

pembrolizumab, sistektomi için uygun olmayan BCG'ye yanıtsız CIS ve yüksek riskli 

KİOMK’lu hastaların tedavisi için FDA tarafından onaylanmıştır (85). KEYNOTE-

676 çalışmasında, BCG indüksiyonundan sonra persistan ya da rekürren yüksek riskli 

KİOMK'lu hastalarda randomize kontrollü bir Faz III çalışması olarak, 

pembrolizumab içeren veya içermeyen BCG tedavileri planlanmıştır (86). 

Kombinasyon kolunda, 3 haftada bir intravenöz 200 mg Pembrolizumab ve 6 hafta 

boyunca haftada bir kez intravezikal 50 mg BCG indüksiyon tedavisi uygulanmıştır. 

Yazarlar tarafından, yüksek riskli hastalar için kombinasyon tedavisinin daha etkili bir 

seçenek olduğu bildirilmiştir (86). Öte yandan, tedavi almamış KİOMK'lu hastalar için 

İHK sonuçlarına göre Nivolumab ve İpilimumab'ın farklı koşullardaki etkinliği henüz 

netleşmemiştir. Ayrıca bulguların netleşmesi için de her bir ilaç için hem primer 

KİOMK hastalarında hem de BCG immünoterapisi ya da intravezikal kemoterapi 

gören fakat bu tedavilere direnç geliştiren hastalarda ek bulgular ile araştırılması önem 

arz etmektedir. Bu noktada ek İHK bulgularının ve hücre kültürü ex-vivo (onkogram) 

sonuçlarının kullanılmasıyla kişiselleştirilmiş tedavinin KİOMK yönetimine dahil 

edilebileceği düşünülebilir. Belirtilen noktaya paralel olarak, İHK ve ex-vivo hücre 

kültürü (onkogram) testi ile hangi hastaya hangi ilaç sorusuna cevap verecek şekilde 

hipotezimizi planladık. Ayrıca, yeni immünoterapötik ajanların hücresel düzeydeki 

etkilerini de gözlemleme imkanını da elde etmiş olduk.  

Çalışmamızın İHK bulgularına baktığımızda, tüm vakaların 18'inde (%90) PD-

L1 pozitifliği saptadık. Tümöral ve peritümoral CTLA-4 pozitiflikleri %10 ve %55 
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oranlarında saptandı. Ek olarak, vakaların %45'i tümöral PD-1 pozitif ve %65'i 

peritümöral PD-1 pozitifti. Tümöral ve peritümoral PD-L2 pozitiflikleri tüm vakaların 

sadece %5 ve %20'sinde görüldü. Bunlar arasında, tümöral PD-1 pozitifliğinin daha 

kötü patolojik sonuçlarla (T1, yüksek dereceli veya yüksek riskli hastalar) ilişkili 

olduğunu literatürle uyumlu olacak şekilde gözlemledik. Hücre kültürlerine MMC ve 

Nivolumab uygulamalarından sonra ilaçlara iyi yanıt oranları, PD-L1 pozitif olgularda 

PD-L1 negatif olgulara kıyasla anlamlı olarak daha yüksek bulundu (her iki ilaç 

grubunda da benzer şekilde %66'ya karşı %0; p=0,045). Ayrıca tüm immünoterapötik 

ajan (BCG, Nivolumab ve İpilimumab) uygulamaları sonrasında hücre canlılık 

oranlarının tümöral CTLA-4 pozitif olgularda negatif olgulara kıyasla istatistiksel 

olarak anlamsız olmakla birlikte bir miktar daha düşük olduğunu tespit ettik. Ek 

olarak, MMC sonrası iyi yanıt oranı, özellikle peritümoral PD-1 pozitif olan yüksek 

riskli KİOMK alt grubunda PD-1 negatiflere göre daha yüksek saptandı (%87,5'e karşı 

%20, p=0,032). 

Takip verilerine baktığımızda, adjuvan intravezikal herhangi bir tedavi almamış 

ve takipte rekürrens gözlenmiş 6 hastanın 5'inin hücre kültürlerinde MMC uygulaması 

sonrası iyi yanıt oranı saptandı (p=0,035). Bu bulgu bize gösteriyor ki, bu hastalar 

TUR-Mt sonrası adjuvan MMC tedavisi almış olsalardı rekürrens gözlenmeyebilirdi. 

Öte yandan, adjuvan BCG tedavisinden sonra takipte rekürrens gözlenen vakaların 

çoğunda hücre kültürlerindeki ilaç uygulamalarından sonra tüm ilaçlar için iyi yanıt 

oranının olmadığı gözlenmiştir. Yani, BCG yanıtsız hastalardaki hücre kültürlerindeki 

BCG yanıtsızlığı uyumlu saptanmıştır. Bununla birlikte bu hasta grubunda, hücre 

kültürlerindeki BCG yanıtsızlığı ile diğer immünoterapötik ajanların yanıtsızlığı 

benzer şekilde ilişkilendirilebilir gibi görünmektedir. Buna göre, BCG başarısızlığı 

sonrası Nivolumab ve İpilimumab tedavileri planlanan hastalarda tedavi öncesinde 

İHK ve onkogramdaki ilaç yanıt oranlarına göre seçim yapılması en uygun yaklaşım 

gibi görünmektedir. 

Bu çalışmanın en büyük kısıtlılığı, Pembrolizumab ve Atezolizumabın ilaç 

erişim sorunları nedeniyle çalışmada araştırılmamış olmasıdır. Ayrıca, ilaçlara sınırlı 

erişim nedeniyle Nivolumab ve İpilimumab kombinasyonu da incelenememiştir. 

Diğer bir sınırlama, bazı vakaların bazı takip verilerinin sınırlı olmasıdır. Bununla 
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birlikte, çalışma, KİOMK için immün kontrol noktası inhibitörlerini in vitro olarak 

değerlendiren ilk çalışma olmakla birlikte ex-vivo ilaç yanıtlarını ve ek İHK 

sonuçlarını içeren bir onkogram çalışmasıdır. Ayrıca, çalışma günlük rutinde 

KİOMK'un kişiselleştirilmiş tedavisi için bu yöntemin uygulanabilirliğini de 

değerlendiren ilk çalışmadır. Ek olarak, daha geniş ve kapsamlı onkogram çalışmamız 

daha fazla ilaç ve ek İHK analizlerinin yanı sıra yeni nesil dizi analizi ile devam 

etmektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Hücre kültürü uygulamalarında kullanılacak ilaçların dozları hem T24 hücre 

hattında hem de mesane kanseri primer hücre kültüründe MMC için 60µM, BCG için 

8 µg/ml, Nivolumab için 5 µg/ml ve İpilimumab için 10 µg/ml saptanmıştır.  

İlaç uygulamaları sonrası WST-1 canlılık testine göre canlılık düzeyleri kontrol 

grubunda 97,8±1,8 (95-100), MMC grubunda 72,1±12,9 (41,9-100), BCG grubunda 

70,8±16,4 (35,6-99,4), Nivolumab grubunda 69,1±14,9 (40,4-100) ve İpilimumab 

grubunda 71,7±17,6 (33,4-100) saptanmıştır. Ortanca canlılık düzeyindeki düşüşler 

MMC için %23,6, BCG için %25,9, Nivolumab için %23,8 ve İpilimumab için %22,7 

saptanmıştır. Buna göre tüm tek doz ilaç uygulamalarında 24. saatte ortanca yaklaşık 

%23 oranında canlılık kaybı gözlenmiştir. Bu azalma, her ilaç kendi kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı saptanmıştır (tüm ilaçlarda p<0,001). 

İyi yanıt oranı, canlılık düzeyindeki >%23’lük azalma olarak belirlenmiştir. Rutin 

patolojik inceleme sonrası yapılmış olan İHK inceleme sonucunda PD-L1 pozitiflik 

oranı %90, tümöral ve peritümöral PD-1 pozitiflikleri %45 ve %65, tümöral ve 

peritümöral PD-L2 pozitiflikleri %5 ve %20, ve tümöral ve peritümöral CTLA-4 

pozitiflikleri %10 ve %55 saptanmıştır. Bunlar arasında, tümöral PD-1 pozitifliğinin 

daha kötü patolojik sonuçlarla (T1, yüksek dereceli veya yüksek riskli hastalar) ilişkili 

olduğunu literatürle uyumlu olacak şekilde gözlemledik. Hücre kültürlerine MMC ve 

Nivolumab uygulamalarından sonra ilaçlara iyi yanıt oranları, PD-L1 pozitif olgularda 

PD-L1 negatif olgulara kıyasla anlamlı olarak daha yüksek bulundu (her iki ilaç 

grubunda da benzer şekilde %66'ya karşı %0; p=0,045). Ayrıca tüm immünoterapötik 

ajan (BCG, Nivolumab ve İpilimumab) uygulamaları sonrasında hücre canlılık 

oranlarının tümöral CTLA-4 pozitif olgularda negatif olgulara kıyasla bir miktar daha 

düşük olduğunu tespit ettik. Ek olarak, MMC sonrası iyi yanıt oranı, özellikle 

peritümoral PD-1 pozitif olan yüksek riskli KİOMK alt grubunda PD-1 negatiflere 

göre daha yüksek saptandı. 

Sonuç olarak, MMC, BCG, Nivolumab ve İpilimumab ilaçlarının ex-vivo 

uygulamalarından elde edilen ilaç yanıtları, onkogram sonuçları, kendi kontrollerine 

göre önemli ölçüde farklılık gösterse de hasta bazında bazı farklılık göstermektedir. 

Özellikle PD-L1 pozitif hastalarda Nivolumab yanıt oranının daha iyi olduğu 
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gözlenmiştir. Buna göre ex-vivo ilaç uygulamaları sonrasında gözlenen ilaç 

yanıtlarının hastaların klinik özellikleri, histopatolojik ve immünohistokimyasal 

inceleme sonuçları ile birlikte değerlendirilmesi ve bulguların orta riskli ve yüksek 

riskli KİOMK hastalarında intravezikal tedavi öncesi hastaya en uygun 

immünoterapötik ilaç seçiminde (bireyselleştirilmiş tedavi) önemli bilgiler 

sağlayabileceği söylenebilir.  
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