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MESANE KANSERINDE YENI IMMUNOTERAPI AJANLARIN
ETKINLIGI
Doktora Tezi

Serdar GELIK

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
Temel Onkoloji Anabilim Dali
OZET

Bu caligmada, orta-riskli ve yiiksek-riskli kas invaziv olmayan mesane kanseri
(KIOMK) hastalarindan elde edilen primer mesane kanseri hiicre kiiltiirlerinde
onkogram olarak immiinoterapdtik ajanlarin ex vivo etkinligini ve klinikopatolojik
ozelliklerle olasi iliskilerini degerlendirmeyi amacladik.

Calismada, 2018-2019 yillar1 arasinda mesane tiimorii nedenli transiiretral
rezeksiyon (TUR-Mt) uygulanan hastalardan taze tiimor dokular1 ve periferik kan
ornekleri alindi. Mononiikleer hiicreler (MNC) kan orneklerinden izole edildi. Her
doku 6rneginden primer mesane kanseri hiicre kiiltiirleri iiretildi. Her bir kiiltiir 5 ilag
uygulama grubuna ayrildi. Grup-1'de, ila¢ verilmeyen primer hiicrelere sadece MNC
uygulandi. MNC'nin yani sira Grup-2 i¢in Mitomisin-C (MMC), Grup-3 icin Bacillus
Calmette Guérin (BCG), Grup-4 icin Nivolumab ve Grup-5 icin Ipilimumab
uygulandi. Canlilik testleri, WST-1 kullanilarak test edildi. Programlanmis Oliim-1,
Ligand-1, Ligand-2 (sirastyla PD-1, PD-L1 ve PD-L2) ve Sitotoksik T-lenfosit liskili
Antijen-4 (CTLA-4) ekspresyonlar1 immiinohistokimyasal (IHK) olarak arastirildi.
Gruplarda, uygulamalar sonrasi canlilik oranlar1 IHK sonuglar1 ve klinikopatolojik
ozellikler degerlendirildi ve birbirleriyle karsilastirild.

Calismada 20 olgu degerlendirildi. Ttimoral PD-1 pozitifliginin, daha kot
patolojik sonuglarla anlamli sekilde iligkili oldugu saptandi. Tiim ila¢ gruplarinda ilag
uygulamalar1 sonrasi kendi kontrollerine kiyasla daha diisiik canlilik oranlar1 gézlendi.
PD-L1 pozitif olgularin iyi yanit oranlari, MMC (%66'ya karst %0, p=0,045) ve
Nivolumab (%66'ya kars1 %0, p=0,045) uygulamalar1 sonras1t PD-L1 negatif olgulara
gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu. Ayrica, MMC'den sonra iyi yanit oraninin,
yalnizca yiiksek riskli ve peritiimoral PD-1 pozitif olgularda negatif olgulara kiyasla

daha yiiksek oldugu goézlendi (%87,5'e karsi %20, p=0,032). Ek olarak, takipte



rekiirrens gozlenen fakat tedavi almamig 6 hastadan 5'inin hiicre kiiltiirlerinde MMC
uygulamasi sonrasti iyi yanit gosterdigi saptandi (p=0.035).

MMC, BCG, Nivolumab ve Ipilimumab'm ex-vivo uygulamalarindan elde
edilen ilag yanitlari, yani onkogram sonuglari, kontrolleri ile kiyaslandiginda anlamli
diizeyde yiiksek bulundu. Orta riskli ve yiiksek riskli KIOMK'lu hastalarda iHK ve
klinikopatolojik Ozelliklere gore bazi farkliliklar olmakla birlikte, 6zellikle PD-L1

pozitif hastalarda Nivolumab yanit oraninin daha iyi oldugu saptanmaistir.

Anahtar Sozciikler: Kas invaziv olmayan mesane kanseri (KIOMK), primer hiicre

kiiltiirii, onkogram, Bacillus Calmette Guerin (BCG), Nivolumab, Ipilimumab

Tezin sayfa adedi: 101

Damisman: Prof. Dr. Tugba YAVUZSEN
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EFFICACY OF NEW IMMUNOTHERAPY AGENTS IN BLADDER
CANCER

Doctorate Thesis
Serdar CELIK
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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Advisor: Prof. Dr. Tugba YAVUZSEN
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KISALTMALAR

AJCC : American Joint Committee on Cancer

APC : Antijen sunan hiicre

BCG : Bacillus Calmette Guérin

CIS : Karsinoma in-situ

CTLA-4 . Sitotoksik T-lenfosit iliskili Antijen-4 / Cytotoxic T-lymphocyte
Associated Antigen-4

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle's medium

DMSO : Dimethyl sulfoxide

EAU : Avrupa Uroloji Dernegi / European Association of Urology
EORTC : European Organization for Research and Treatment of Cancer
FBS : Fetal bovine serum

ISI : Hemen tek doz intravezikal kemoterapi instilasyonu

[HK : Immiinohistokimya

KIMK : Kas invaziv mesane kanseri

KIOMK : Kas invaziv olmayan mesane kanseri

MMC : Mitomisin-C

MNC : Mononiikleer hiicreler

PD-1 : Programlanmis Oliim-1 / Programmed Death-1

PD-L1 : Programlanmus Oliim Ligand-1 / Programmed Death Ligand-1
PD-L2 : Programlanmis Oliim Ligand-2 / Programmed Death Ligand-2
RPMI : Roswell Park Memorial Institute medium

P/S : Penisilin / Streptomisin

Re-TUR : Tekrar TUR

TIMH : Tiimdrii infiltre eden mononiikleer hiicre

TUR-Mt : Transiiretral rezeksiyon

WHO / DSO : Diinya Saglik Orgiitii

WST-1 : Water-Soluble Tetrazolium Salt -1
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SEKILLER DiZiNi

Iki farkli hastaya ait imprint ile tanisal dogrulama
Bir hastaya ait -80 derece kaldirilan doku, hiicre ve kan 6rnekleri

Bir hastaya ait %80 konfluent olan tiimdr hiicrelerinin ilag uygulamalar1
icin 96 well plate’lere ekilmesi. Her kosulun 6 kuyucukla temsili

MS25 olgusuna ait hiicrelerin kontrol grubu 24. saat goriintiisii

MS25 olgusuna ait hiicrelerin MMC uygulamasi oncesi ve sonrasi 24.
saat goriintiileri

MS25 olgusuna ait hiicrelerin BCG uygulamasi dncesi ve sonrasi 24.
saat goriintiileri

MS25 olgusuna ait hiicrelerin Nivolumab uygulamasi 6ncesi ve sonrast
24. saat goriintiileri

MS25 olgusuna ait hiicrelerin Ipilimumab uygulamas: dncesi ve sonrasi
24. saat goriintiileri

Bir hastaya ait her bir kuyucuga uygulanan ila¢ sonras1 yapilan WST-1
canlilik testi sonuclarinin ELISA plak okuyucusundaki ¢iktisi

IHK incelemedeki tiiméral ve peritiimoral CTLA-4 boyamasi

IHK incelemedeki tiiméral ve peritiimoral PD-1 boyamas:

IHK incelemedeki tiiméral ve peritiimoral PD-L2 boyamasi
Gruplarda ila¢ uygulamalar1 sonrasi elde edilen hiicre canlilik oranlar

[HK incelemede saptanan tiimdral CTLA-4 ekspresyon diizeyine gore
CTLA-4 negatif ve pozitif olgulardaki ila¢ uygulamalar1 sonrasi
canlilik oranlari

IHK incelemede saptanan PD-L1 ekspresyon diizeyine gére PD-L1
negatif ve pozitif olgulardaki ila¢ uygulamalar1 sonrasi canlilik oranlari

EORTC risk siniflamasina gore orta risk ve yiiksek risk gruplarinda ilag
uygulamalar1 sonrasi elde edilen hiicre canlilik oranlari

Tedavi gormemis ve takipte rekiirrens gozlenen ve gézlenmeyen
olgularda ila¢ uygulamalar1 sonras1 hiicre canlilik oranlari

BCQG ile teadvi gormiis ve takipte rekiirrens gézlenen ve gézlenmeyen
olgularda ila¢ uygulamalari1 sonrast hiicre canlilik oranlari
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Mesane tiiméorlerinde DSO 2016 siniflama sistemi

American Joint Committee on Cancer (AJCC) Evreleme sistemine gore
(8. edisyon, 2017) mesane kanserinde TNM siniflamasi

Mesane kanserinde 2004/2016 WHO derecelendirmesi (4. edisyon)
Caligma plant

Kullanilan cihazlar

Hastalarin demografik verileri ve klinikopatolojik 6zellikleri

Her hastaya ait patolojik sonuglar, evre, ek tedavi bulgular ve rekiirrens
durumu ile MMC, BCG, Nivolumab ve Ipilimumab uygulamalar
sonras1 primer hiicre kiiltiirii canlilik oranlar1

Gruplarin ilag uygulamalar1 sonrast 24. saat WST-1 ortalama canlilik
oranlari ile ortanca diisiis miktarlar

Tiimor dokularinda yapilmis olan immiinohistokimyasal inceleme
sonuglari

[HK incelemede tiiméral ve peritiimdral immiin kontrol noktasi
ekspresyon diizeylerine gore ilag uygulamalar1 sonrasi hiicre
kiiltiirlerindeki ortalama canlilik oranlari

[HK incelemede tiim&ral ve peritiimdral immiin kontrol noktasi
ekspresyon diizeylerine gore ilag uygulamalar1 sonrasi hiicre
kiiltiirlerindeki iyi yanit oranlari
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1. GIRIS VE AMAC
1.1. Problemin Tanimlanmasi

Mesane kanseri iirolojik kanserler arasinda en morbid ve en mortal kanserlerden
biridir (1). Mesane kanseri tani ve birinci basamak tedavisinde mesane timorii
transiiretral rezeksiyonu (TUR-Mt) uygulanmaktadir (2). TUR-Mt sonrasi, tan1 aninda
hastalarin %70-75’ini kas invaziv olmayan (karsinoma in-situ (CIS), Ta ve TI)
mesane kanserleri (KIOMK), geri kalan %25-30’unu ise kas invaziv (T2-4) mesane
kanserleri (KIMK) olusturmaktadir (2,3). KIOMK tedavisinde birinci basamak TUR-
Mt uygulamasi sonrasi rekiirrens ve progresyon riski nedeniyle European
Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC) risk gruplarina gore
adjuvan intravezikal kemoterapi (Mitomisin-C (MMC), Epirubisin ve Doksorubisin)
ya da immiinoterapi (Bacillus Calmette Guérin (BCG)) 6nerilmektedir. Tedavi sonrasi
sistoskopik takip de yine bu risk gruplarina gére uygulanmaktadir. KIMK tedavisinde
Avrupa Uroloji Dernegi (European Urology (EAU)) kilavuzlarina gore neoadjuvan ya
da adjuvan kemoterapi / immiinoterapinin eslik edebildigi radikal sistektomi (RS),
iiriner diversiyon ve genisletilmis lenf nodu disseksiyonu temel tedavi yaklasimini
olusturmaktadir (1,3,4).

EORTC risk siniflamasina gére KIOMK ii¢ temel grupta degerlendirilmektedir.
Bunlar diisiik-riskli, orta-riskli ve yiiksek-riskli tiimérlerdir (2). Ozellikle orta-risk ve
yiiksek-risk KIOMK hastalarinda, primer TUR-Mt ya da tekrar TUR (Re-TUR)
sonrasi intravezikal olarak uygulanan kemoterapiler rekiirrens riskini azaltmaktadir
fakat progresyon riskini azaltmamaktadir ve mindr yan etkiler gdstermektedir.
Intravezikal BCG (indiiksiyon ve idame) immiinoterapisi ise tedavi sonrasi timor
rekiirrens ve progresyon riskini azaltmada intravezikal kemoterapilere gore daha
ustiindiir fakat toksisitesi daha fazladir (2,5). Fakat BCG immiinoterapisine ragmen
ozellikle yliksek-riskli hastalarda %40-50 oranlarinda timdr rekiirrensi ve
progresyonu gdzlenebilmektedir (2). Bu yiizden, BCG yanitsiz KIOMK hastalarinda
ek tedavi segeneklerine ihtiya¢c duyulmaktadir. Benzer sekilde tedavi ihtiyacinin
oldugu platin kemoterapisi sonrasi ya da platin kemoterapisi uygun olmayan

metastatik KIMK hastalarinda, immiin kontrol noktasi (checkpoint) inhibitrleri



kullanima girmistir (6-10). Kontrol noktasi inhibitorlerinin benzer sekilde BCG
yanitsiz KIOMK tedavisindeki kullanimi ve bu alanda devam eden calismalar bu
ilaclarin 6nemli bir segenek olabilecegini gostermektedir (3,11).

Mesane kanserleri daha Once bir ¢ok c¢aligmada basit yontemler ile hiicre
kiiltiiriinde {iretilebilmistir. Bu 6zelliginden dolayr hem mesane tiimdr dokusundan
elde edilen primer hiicre kiiltiirleri hem de standardize edilmis olan hiicre hatlari
karsinogenez ve ila¢ ¢alismalarinda kullanilmaktadir (12-14). Onceki ¢alismamizda
hastalarin mesane kanseri dokularindan elde ettigimiz primer hiicre kiiltiirlerinde ex-
vivo kemoterapi ve immiinoterapi yanitlarim1 degerlendirerek hastaya o6zgi ilag
duyarlilik diizeylerini arastirdik ve ‘“oncogram” modeli olusturduk (13). Fakat
KIOMK hastalarindan elde edilmis olan primer hiicre kiiltiirlerinde yeni kontrol
noktasi inhibitorlerinin  degerlendirildigi  herhangi bir ex-vivo ¢alisma
bulunmamaktadir. Ayrica bu ilaglarin standart tedaviler olan BCG ve MMC ile
karsilagtirmali sonuglar1 da merak edilen bir diger dnemli nokta olarak karsimiza

cikmaktadir.

1.2. Calismanin Amaci

Bu c¢alisgmada ise, yeni immiinoterapdtik ajanlar olan kontrol noktasi
inhibitorlerinin standart ajanlar olan BCG immiinoterapisi ya da MMC kemoterapisi
ile birlikte orta-risk ve yiiksek-risk KIOMK hastalarindaki etkinligini mesane kanseri
primer hiicre kiiltiiriinde arastirmay1 ve diger klinik ve patolojik bulgular ile iligkisini

ortaya koymay1 amacladik.

1.2. Calismanin Hedefleri

Calismadaki hedeflerimiz primer mesane kanseri veya timor niiksii saptanan
hastalardan rutin olarak uygulanan TUR-Mt sonrasi:

I- Rutin olarak incelenen patoloji preparatindaki parafin bloklarda ek olarak

immiinhistokimyasal (IHK) incelemede mesane tiimérii ve cevre immiin

sistem hiicrelerinde Programmed Death-1 (PD-1), Programmed Death-Ligand



1 (PD-L1) ve Ligand 2 (PD-L2) ve Cytotoxic T-lymphocyte Associated
Antigen-4 (CTLA-4) ekspresyon diizeylerinin incelenmesi.

Uretilen mesane kanseri primer hiicre Kkiiltiirlerine hastanin kendi T
lenfositlerinin yam sira BCG, MMC, Ipilimumab ve Nivolumab uygulayarak
ilaclara verilen tiimdr yanitlarinin ortaya konulmasi.

IHK incelemede ekspresyon diizeyleri ile ilag yanitlarr arasindaki iliskinin
ortaya konulmasi.

Ayrica IHK incelemelerin patolojide rutin uygulama gerekliligi ve ilag
tedavisinin etkinligini ongdrmedeki roliiniin sorgulanmasi.

Son olarak, 6zellikle orta-riskli ve yiiksek-riskli KIOMK tedavisinde standart
olarak uygulanan MMC ve BCG’nin hiicre kiiltiirli yanitlarinin Nivolumab ve

Ipilimumab yanitlari ile karsilastirilarak ortaya konulmasi



2. GENEL BILGILER
2.1. Mesane Kanserinde Epidemiyoloji, Etiyoloji ve Olasi Risk Faktorleri

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi / IARC tarafindan raporlanan Globocan
2020 verilerine gére mesane kanseri diinya ¢apinda 573000 yeni tan1 ve 213000 6lim
ile en ¢ok tani alan 10. Kanserdir (15). Erkeklerde kadinlara oranla yaklasik 4 kat fazla
gozlenmektedir (15). Erkeklerde en sik goriilen kanserler arasinda 6. sirada iken
olimde 9. sirada yer almaktadir (15). Globocan 2020 Tiirkiye verilerini
inceledigimizde ise, mesane kanseri her iki cinsiyette %5,2 ile en sik 6. kanser iken
erkeklerde ise %7,9 oran ile 4. siklikta gozlenmektedir (16). Tirkiye kanser
istatistikleri 2016 y1l1 raporuna gore de erkeklerde en sik gozlenen 4. Kanser 6zelligini
tasimakla birlikte >70 yas erkeklerde gbzlenen en sik 3. kanserdir (17). Amerika
Birlesik Devletleri’nde her iki cinsiyette %3,5 ile 6. sirada ve erkeklerde %S5 ile 4.
sirada iken, Orta ve Dogu Avrupa’da her iki cinsiyette %4,8 ile 5. sirada, erkeklerde
ise %6,6 ile 4. sirada yer almaktadir (18,19). Amerika Birlesik Devletleri’nde 2021
yili i¢in her iki cinsiyette tahmin edilen yeni mesane kanseri vaka sayisi yaklagik
83730, erkeklerde ise 64280 olarak hesaplanmigtir (20). Amerika Birlesik
Devletleri’nde tahmin edilebilir kansere bagl 6liimler arasinda ise %4’liik oran ile 8.
sirada yer almaktadir (20).

Mesanenin kanserleri herhangi bir yasta goriilebilmekle birlikte, genellikle orta
ve ileri yas hastaligi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenledir ki, yeni tam
hastalarin yaklasik %90’1m1 60 yas ve lstii bireyler olusturmaktadir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde ortanca tani yasi1 72 olarak bildirilmistir (21).

Mesane kanseri igin olasi risk faktdrlerine baktigimizda, en 6nemli risk faktoriiniin
sigara oldugunu goriiyoruz (21). Diger bir Onemli risk faktoriinii kimyasallar
olusturmaktadir. Bunlar, arsenik, amino kokenli aromatik hidrokarbonlar, klorize
alifatik hidrokarbonlar (komiir tozu), beta-naftilamin, 2-naftilamin, benzidin gibi
endiistride siklikla kullanilan kimyasal karsinojenlerdir (22-24). Enfeksiyonlar
ozellikle kronik siiregte mesane karsinogenezine neden olabilmektedir. Ozellikle
Schistosoma haematobium’un neden oldugu inflamasyon zemininde skuamoéz hiicreli

karsinom gelisebilmektedir. Ayrica Proteus, Escherichia coli ve Mycobacterium



tuberculosis’in de karsinogeneze neden olabilecegi ile ilgili raporlar mevcuttur
(22,23). Diger risk faktorleri ise radyasyon ve siklofosfamid olarak siralanabilir

(25,26).

2.2. Mesane Kanseri Patolojik Simiflandirmasi

Mesane kanserlerinin  biiylik  ¢ogunlugunu (%90) iirotelyal epitelden
kaynaklanan iirotelyal karsinomlar olusturmaktadir. Geri kalan %10’unu ise non-
iirotelyal karsinomlar olusturur (27). Mesane tiimérlerinin 2016 Diinya Saglik Orgiitii

(DSO/WHO) siniflamasi Tablo 1°de verilmistir (28).

2.3. Mesane Kanseri Evreleme ve Derecelendirmesi

Mesane kanseri evrelemesinde American Joint Committee on Cancer (AJCC)
evreleme sistemi TNM siniflamast kullanilmaktadir (29). AJCC 2017 evreleme
sisteminin giincel 8. edisyonu Tablo 2’de verilmistir. Mesane kanseri derecelendirmesi
ise WHO derecelendirmesi kullanilmaktadir. Mesane kanserinin giincel 2004/2016

WHO derecelendirme sistemi 4. edisyonu Tablo 3°te verilmistir.



Tablo 1. Mesane tiimérlerinde DSO 2016 siniflama sistemi

Urotelyal Tiimérler

Infiltratif iirotelyal karsinom:
Nested

Mikrokistik

Mikropapiller

Lenfoepitelyoma benzeri
Plazmositoid /Tasl yiiziik hiicreli / Diffiiz
Sarkomatoid

Dev hiicreli

Non-invaziv iirotelyal neoplaziler:
Urotelyal karsinoma in-situ

Non-invaziv papiller iirotelyal karsinom,
yiiksek derece

Non-invaziv papiller {iirotelyal karsinom,
diisiik derece

Diisiik malignite potansiyelli papiller,
iirotelyal neoplazi

Malignite potansiyeli belirsiz {irotelyal
proliferasyon

Urotelyal Displazi

Skuamdoz hiicreli neoplaziler
Saf skuamoz hiicreli karsinom
Verriik6z karsinom

Skuamoz hiicreli papillom
Glandiiler neoplaziler
Adenokarsinom (enterik, miisindz, Mikst)
Villoz adenoma

Urakal karsinom

Miillerien tip tiimorler
Berrak hiicreli karsinom

Endometrioid karsinom

Noroendokrin Tiimorler

Kii¢iik hiicreli néroendokrin karsinom
Biiytik hiicreli néroendokrin karsinom
Iyi differansiye noroendokrin karsinom
Melanositik Tiimorler

Malign melanom

Neviis

Melanosis

Mezenkimal Tiimorler
Rabdomyosarkom

Leiyomyosarkom

Anjiosarkom

Inflamatuar myofibroblastik tiimor
Perivaskiiler epiteloid hiicreli timor
Soliter fibroz timor

Leiyomiyom

Hemanjiyom

Graniiler hiicreli timor

Norofibrom

Hematopoetik ve lenfoid tiimorler

Diger tiimorler




Tablo 2. American Joint Committee on Cancer (AJCC) Evreleme sistemine gore (8.

edisyon, 2017) mesane kanserinde TNM siniflamasi

T: Primer Tiimor
Tx: Degerlendirilemeyen primer timor
TO: Primer tiimé&r bulgusu yok
Ta: Non-invaziv papiller karsinom
Tis: Karsinoma in situ. flat / yass1 timor”
T1: Timdr subepitelyal bag dokuya invaze
T2: Tiimdr muscularis propriaya invaze
T2a: yiizeyel muscularis propriaya invaze (i¢ yar1)
T2b: derin muscularis propriaya invaze (dis yar)
T3: Timdr perivezikal dokuya invaze
T3a: mikroskopik invazyon
T3b: makroskopik invazyon
T4: Timor herhangi birine invaze: Prostatik stroma, seminal vezikiil, uterus, vajina, pelvik ve|
labdominal duvar

T4a: prostatik stroma, uterus, vajina invazyonu

N: Bolgesel Lenf Nodlari

Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemez

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: Gergek pelviste (hipogastrik, obtrator, presakral veya eksternal iliak) tek bir lenf nodu metastazi
N2: Gergek pelviste (hipogastrik, obtrator, presakral veya eksternal iliak) birden fazla lenf noduy|

metastazi

M: Uzak Metastaz
MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz

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

Urotelyal papillom

Inverted iirotelyal papillom

Malignite potansiyeli belirsiz iirotelyal proliferasyon (hiperplazi)
Urotelyal displazi

Diisiik malignite potansiyelli papiller iirotelyal neoplazi (DMPUN)
Urotelyal karsinoma in-situ

Diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinom

Yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinom




2.4. Mesane Kanseri Tanisi, Sinmiflandirmasi ve Yonetimi

Mesane kanseri tani ve birinci basamak tedavisinde kullanilan standart yontem
TUR-Mt’dir (2). TUR-Mt sonrast tam aninda hastalarm %70-75’ini KIOMK
(patolojik evresi CIS, Ta ve T1) olusturmaktadir. Geri kalan %25-30"unu ise KIMK
(T2-4) olusturmaktadir (2,3). KIMK yénetiminde EAU kilavuzlarina gére neoadjuvan
ya da adjuvan kemoterapi (platin bazli kemoterapi) veya immiinoterapinin eslik
edebildigi RS, iiriner diversiyon ve genisletilmis lenf nodu disseksiyonu temel tedavi
yaklagimmni olusturmaktadir (1,3,4). KIOMK yénetiminde ise rekiirrens ve
progresyonu 6ngormek adina EORTC risk gruplari tanimlanmig olmakla birlikte hasta
takip ve tedavi protokolleri bu siniflamaya gore Onerilmektedir (2). EORTC risk
siniflamasina gére KIOMK ’ler {i¢ temel grupta degerlendirilmektedir. Bunlar diisiik-
riskli, orta-riskli ve yiliksek-riskli tiimdrlerdir (2). EORTC risk gruplarina gore
KIOMK tedavisinde hem TUR-Mt sonrast MMC ya da Epirubisin ile tek doz
intravezikal kemoterapi instilasyonu (ISI), hem de adjuvan intravezikal kemoterapi
(MMC, Epirubisin ve Doksorubisin) ya da immiinoterapi (BCG) 6nerilebilmektedir.
Tedavi sonrasi sistoskopik takip de yine bu risk gruplarma gore uygulanmaktadir.
Diisiik-riskli ve diisiik rekiirrens skoru olan orta-riskli timorlerde TUR-Mt sonrasi ISI
onerilmektedir. Ozellikle orta-riskli ve yiiksek-riskli KIOMK hastalarinda primer
TUR-Mt ya da Re-TUR sonrasi intravezikal olarak uygulanan adjuvan kemoterapiler
rekiirrens riskini azaltmaktadir fakat progresyon riskini azaltmamaktadir ve mindr yan
etkiler gostermektedir. Intravezikal adjuvan BCG (indiiksiyon ve idame)
immiinoterapisi ise tedavi sonrasit hem tiimdr rekiirrensini hem de progresyon riskini
azaltmada intravezikal kemoterapilere gore daha stlindiir fakat toksisitesi daha
fazladir (2,5). Fakat BCG immiinoterapisine ragmen 6zellikle ytliksek-riskli hastalarda
%40-50 oranlarinda tiimér rekiirrensi ve KIMK ’e progresyon gozlenebilmektedir (2).
Hem BCG tedavisine yanitsizlik hem de toksisite riski nedeniyle alternatif tedavi
arayislart ise halen devam etmektedir. Benzer sekilde alternatif tedavi ihtiyacinin
oldugu platin kemoterapisi sonrasi ya da platin kemoterapisi uygun olmayan
metastatik KIMK hastalarinda immiin kontrol noktas1 (checkpoint) inhibitérleri su an

icin ihtiyac1 karsilamis goriinmektedir (6-10). Immiin kontrol noktas: inhibitdrlerinin



BCG yanitsiz KIOMK tedavisindeki kullanimi ve bu alanda devam eden calismalar
bu ilaglarin 6nemli bir segenek olabilecegini gostermektedir (3,11).

Mesane kanserlerinin bir¢ok 6zelliginden dolay1 immiinoterapi tedavide dnemli
bir yer tutmustur. Bu 6zelliklerine bakacak olursak, tiim kanserler arasinda mutasyon
yiikii en yliksek kanserlerden biri mesane kanseridir. Bu nedenledir ki yiiksek antijenik
potansiyele sahiptir (30). Mesane kanseri intravezikal alanda genis bir yilizeyle temas
halindedir. Bu 6zelligi ise mesane kanserlerini lokal olarak tedavi ve takip edilebilir
kilmaktadir. Fakat tiim pozitif 6zelliklerine ragmen bu kanserlerin tedavi basarisi
istenilen diizeylere ulasamamistir. Tedavi basarisini istenilen diizeylere ¢ikarmak
amaciyla bircok alanda yeni arastirmalar yapilmaktadir. Bu arastirmalardan en

onemlilerini yeni immiinoterapi arastirmalart olusturmaktadir (31).

2.5. Mesane Kanseri Tedavisinde iImmiinoterapi
2.5.1. Mesane Kanserinde Immiinoterapinin Temeli

Immiin sistem ile kanserler arasindaki iliskinin temellerine bakarsak 1891
senesine dayandigini goriiriiz. Fakat immiinoterapiye bakacak olursak 1976 yilinda
Morales ve arkadaslart BCG’nin mesane kanseri tedavisinde etkili bir ajan oldugunu
raporlamiglardir. BCG’nin mesane kanseri tedavisinde kullanilmaya baslanmasi ile
birlikte 2021 yilina gelmemize ragmen BCG halen yiiksek risk KIOMK tedavisinde
adjuvan olarak kullanilmaktadir (2, 32).

2.5.2. BCG ve Mesane Kanseri

BCG, tiiberkiiloz asis1 amaciyla mycobacterium bovis’ten Albert Calmette ve
Camille Guerin tarafindan gelistirilmistir (33). Fakat BCG’nin immiin sistem
izerindeki pozitif etkileri nedeniyle BCG kanser immiinoterapisinde de kullanilmaya
baslanmustir. Oncelikle farelerde implant tiimorlerdeki etkinligi gosterildikten sonra
ozellikle losemi ve melanom tedavisinde kullanilmistir. BCG ilk kez melanomun
mesane metastazinda intralezyoner uygulama ile mesanede kullanilmistir (34,35).
Daha sonra Morales ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilen ¢aligmada intravezikal

BCG’nin KIOMK hastalarindaki etkinligi gdsterilmistir (36). Calismada sik niiks ve



inkomplet rezeksiyon olan hastalara 6 hafta boyunca 120mg intravezikal BCG ve
intradermal BCG uygulamasi yapilmistir (32). O donemden bu yana BCG’nin orta risk
ve yiiksek risk KIOMK tanis1 sonrasi indiiksiyon kullanimi 6 haftalik intravezikal
kullanim seklinde uygulanmaktadir (2). Etki mekanizmasini inceledigimizde, BCG
irotelyal hiicrelere makropinositoz yapmakta, MHC class II upregiilasyonu ve sitokin
salmimina neden olmakta, Thl’lerin peritiimdral infiltrasyonu ile CD8+ hiicreler,
dogal oldiiriicii hiicreler ve graniilositler ile sitotoksik cevap olusturmaktadir. Yani
kisaca immiin sistem aktivasyonu vasitasiyla immiin cevap olusturarak etki etmektedir

(37).
2.5.3. Kontrol Noktasi Inhibisyonu ve Inhibitorleri

Kontrol noktasi inhibisyonu, immiinoonkoloji alaninda son dénem en cok
arastirilan konularin baginda yer almaktadir. Ozellikle antijenik potansiyeli yiiksek
tiimorlerden melanom ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserindeki kullanim onaylarinin
ardindan tirolojik tiimorlerdeki kullanimi da glindeme gelmistir. Kontrol noktasi
mekanizmasini inceledigimizde, T hiicre regiilasyonunun hedeflendigini gérmekteyiz.
Kisaca inhibitdr sinyallerin azaltilmasi ile birlikte arttirilan T hiicre aktivitesi ve
immiin aktivasyon saglanmaktadir. Bu calismalar bize, eskiden beri bildigimiz
aktivator T hiicre reseptorlerinin yaninda bir¢ok inhibitor ve kostimiilator reseptorlerin
varligin1 ve etkilerini de gdstermistir (38,39,40). Inhibitér molekiillere baktigimizda

en onemlilerinin CTLA-4, PD-1, PD-L1 ve PD-L2 oldugunu gérmekteyiz.
2.5.3.1. CTLA-4 ve Inhibitorii (Ipilimumab)

T hiicre yiizey molekiillerinden CTLA-4’iin T hiicre regiilasyonunda énemli bir
molekiil oldugu bilinmektedir. T hiicre yiizeyindeki CTLA-4, antijen sunan hiicre
(APC) (Dendritik hiicre) yiizeyindeki B7 ailesi ligandlar i¢in (B7-1 ve B7-2) CD28
ile yarisarak etkilesime girmektedir (40). Fakat gerceklesen etkilesim, CD28’in aksine
lenfoid alanlardaki T hiicre inhibisyonunu arttirmaktadir. Bu durum arastirmalarda,
CTLA-4 inhibisyonu ile immiin cevap olusumunun saglanabilecegini gostermektedir.
Monoklonal anti-CTLA-4 antikoru olan Ipilimumab ile B7-CTLA-4 kompleksi bloke

edilmekte ve olusan immiin yanitta T hiicre aktivasyonu saglanarak antitiimoral etkiler
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olusmaktadir (40). Ipilimumab, docetaxel sonrasi progresif kastrasyon direngli
metastatik prostat kanserli hastalarda PSA yaniti ve progresyonsuz sagkalimda
plaseboya kiyasla anlamli saptanmistir (4 ay ile 3,1 ay) (41). Mesane kanserinde,
ozellikle lokalize ve ileri evre hastalikta Ipilimumab ile ilgili calismalarda yan etkiler

bildirilmigtir (42).
2.5.3.2. PD-1 ve Ligandlar1 (PD-L1 ve PD-L2)

PD-1 reseptorii (CD279) ve ligandlar1 PD-1 ligand 1 (PD-L1, B7-HI ve CD274)
ve PD-1 ligand 2 (PD-L2, B7-DC ve CD273), inhibitér molekiillerden olan B7
ailesinin hiicre yiizeyi proteinleridir. PD-L1, APC, T Hiicre, kok hiicreler ve ¢esitli
hiicrelerin yiizeyinde bulunabilmektedir (40,43). PD-L2 ise az sayida hiicrede
saptanmaktadir. PD-L1 ve PD-L2, T hiicre yiizeyindeki PD-1 reseptoriine baglanirlar.
Bu reseptor ve ligandlart T hiicrelerin immiin modiilasyonundan sorumlu olan énemli
molekiillerdendir. PD-1, CTLA-4 gibi TCR aracili T hiicre fonksiyonunu inhibe
etmektedir. Fakat etkisini CTLA-4’lin aksine lenfoid alanlarda degil de tiimor
mikrogevresinde yapmaktadir (44). Tiimor hiicrelerinde upregiile PD-L1’in immiin
sistemden kacista dnemli bir mekanizma oldugu bilinmektedir (45). Buna paralel
olarak, immunohistokimyasal arastirmalarda da artmis PD-L1 ekspresyonunun kotii

patolojik bulgular ile iligkili oldugu gosterilmistir (46).
2.5.3.3. Atezolizumab (PD-L1 inhibitorii)

Yeni nesil immiinoterapotikler, immiin sistem aktivasyonundan ziyade immiin
sistem inhibisyonunu inhibe ederek etki gostermektedirler (40). Bu ilaglardan biri
olan, monoklonal IgG1 antikoru, Atezolizumab TECENTRIQ® hem tiimér hiicresi
hem de T lenfositi aktive eden Dendritik APC yiizeyindeki PD-L1’e baglanarak T
hiicre inhibisyonunu inhibe etmektedir. Atezolizumab, kemoterapi sonrasi progresyon
gozlenen ileri evre mesane kanserlerinde FDA onaymin ardindan kullanilmaktadir
(38,47). Onay, faz I ve II caligmalardan elde edilmis olan PD-L1 varligina gore
verilmistir. Faz I’de yanit oran1 %25 olarak saptanmistir. Fakat yanit i¢in timori
infiltre eden mononiikleer hiicrelerdeki (TIMH) skorlar etkili olmustur. Buna gére,

TIMHde yiiksek PD-L1 ekspresyonu saptanan hastalarda objektif yanit oram %50,
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PD-L1 negatiflerde ise %8,3 olarak saptanmustir. Faz II’de (IMvigor 210) toplam yanit
orant %15 olan 310 hasta incelenmis, yanitlar ekspresyon oranlar ile iligkili
saptannugstir (47). Buna gore, TIMH'lerde PD-L1 >%5 olanlarda yanit oran1 %26 iken,
%1-5 arast olanlarda %18 saptanmistir. Bu ¢alismanin kohort 2’sinde toplamda %16
iken TIMH PD-L1 >%35 saptananlarda %28 objektif yanit saptanmustir (47,48). Bir
yillik genel sagkalim ise TIMH PD-L1 >%5 olanlarda %50, tim grupta %37
saptanmistir (47,48).

2.5.3.4. Pembrolizumab (PD-1 inhibitorii)

Pembrolizumab KEYTRUDA® da benzer etki mekanizmasiyla T hiicre
yiizeyindeki PD-1 inhibisyonu {izerinden T hiicre inhibisyonunu engelleyerek etki
etmektedir. Rekiirren veya metastatik iirotelyal karsinomlu hastalarin tiimor
hiicrelerinde PD-L1 %41 oraninda gozlenmistir (49). Yanit orant ise %24 saptanmistir.
KEYNOTE-012 faz Ib calismasinda objektif yanit oran1 %25 iken, PD-L1 pozitiflerde
(timoral alanda >%1) objektif yanit oran1 %38 saptanmistir (50). KEYNOTE-052 faz
IT ¢aligmasinin ilk 100 hasta analizinde ileri evre hastalarin 1. basamak tedavisinde
Pembrolizumab sonrasi objektif yanit %24 saptanmis olup, tiimoral >%10 PD-L1
pozitif olanlarda ise %36,7 saptanmistir (51). KEYNOTE-045 faz III ¢aligmasinda ise
metastatik grupta pembrolizumab kemoterapiye gore sagkalim avantaji saglamistir
(52). Pembrolizumabin kemoterapi ve radyoterapi kombinasyon ¢alismalari
(NCT02437370, NCT02690558, NCT02662062 ve NCT02621151) ise halen

arastirilma asamasindadir.

2.5.3.5. Nivolumab (PD-1 inhibitorii)

Nivolumab OPDIVO® benzer etki mekanizmasiyla T hiicre ylizeyindeki PD-1
inhibisyonu iizerinden T hiicre inhibisyonunu engelleyerek etki eden bir monoklonal
antikordur. Metastatik iirotelyal karsinomlu hastalarda tiimor hiicrelerinde >%1 PD-
L1 saptananlarda Nivolumab sonras1 objektif yanit orant %24, PD-L1 <%1 olanlarda
ise %26 saptanmistir (53). CheckMate 275 ¢alismasinda tiim grupta %19,6 objektif
yanit gézlenmis iken, timoral PD-L1 <%] olanlarda %16,1 ve PD-L1 >5% olanlarda
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%28,4 saptanmistir (54). CheckMate 274 (NCT02632409) faz III g¢aligmasi ise

arastirilma asamasindadir.
2.5.3.6. Durvalumab (PD-L1 inhibitorii)

Atezolizumab ile aymi aileden olan ve benzer etki mekanizmasina sahip
Durvalumab IMFINZI® de PD-L1 iizerinden etki gostermektedir. Metastatik tirotelyal
karsinomlu hastalarda faz I/Il ¢calismasinda objektif yanit %31 iken, PD-L1 diisiik
(<%?25) hastalarda %0, PD-L1 yiiksek (>%25) hastalarda %46 saptanmistir (55).

2.5.3.7. Avelumab (PD-L1 inhibitorii)

Atezolizumab ile ayni aileden olan Avelumab BAVENCIO® da PD-L1
tizerinden etki gdstermektedir. Avelumab, diger PD-L1 inhibitorlerinin aksine PD-L1
inhibisyonunun yaninda antikor bagimli hiicresel sitotoksiteye de sahiptir (56).
JAVELIN faz Ib ¢caligmasinda objektif yanit oraninin %16,5 oldugu saptanmistir (57).
JAVELIN faz III Mesane 100 caligmasinin ise (NCT02603432) sonugclar

beklenmektedir.
2.5.3.8. PD-1/PD-L1 ve CTLA-4 inhibitor kombinasyonu

PD-1 T-hiicre aktivasyonunun efektor fazinda etkili olmakla birlikte PD-1/PD-
L1 kompleksi periferik dokularda antijenlerin T hiicrelerine sunumu esnasinda
olusmaktadir (58). CTLA-4 ise regiilator T hiicreleri ve CD-4 hiicrelerinde eksprese
edilmekle birlikte lenfatik dokulardaki T hiicrelerin erken aktivasyonu esnasinda etki
gosterrmektedir (58). Bu iki hedefin birlikte inhibisyonunun tiimor yanitinda pozitif
bir katki saglayabilecegi goriisii hakimdir (40). CheckMate 032 c¢aligmasinda
nivolumab ve ipilimumab kombinasyonu arastirtlmistir (34). Devam eden bir
calismada (NCT02553642) ise PD-L1 ekspresyonu ile kombinasyon tedavisine yanit
oranlar1 incelenmektedir. Bu reseptorlerin disinda hiicre aktivasyonunu ve etkililigini
diizenleyen OX40 ve B7-H3 gibi T hiicre yiizey reseptorleri tanimlanmistir.
Bunlardan, B7-H3'lin mesane kanserlerinde PD-1 ile iliskili olabilecegi bildirilmistir

(59).
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2.5.3.9. KIMK ve KIOMK hastalarinda kontrol noktast inhibitorlerinin yeri

KIMK’de neoadjuvan kemoterapi kombinasyonlar1 &nerilen tedavi prosediirleri
olmakla birlikte, hastalarin biiyiik bir kismi radikal sistektomi sonrasinda niiks
geligebilmektedir (60). Platin bazli kemoterapi i¢in uygun olmayan hasta grubunda ise
tedavi modalitesi net degildir. Bu noktada, kontrol noktasi inhibitorleri ve bunlarin
kemoterapi ya da radyoterapi ile kombinasyonlarini iceren ¢aligmalar arastirilmaktadir
(40). KIOMK hastalarinda 6zellikle BCG yanitsiz hasta popiilasyonunda devam eden

caligmalarin sonuglar1 beklenmektedir (40).
2.5.3.10. Urotelyal tiimér dokusunda PD-L1 ekspresyonlart

Mesane kanserinde PD-L1 ekspresyonlarinin incelendigi farkli ¢aligmalarda
farkl1 sonuglar bildirilmistir. Radikal sistektomi sonrasi patoloji spesmenlerinin
%20'sinde >%35 PD-L1 ekspresyonu izlenmistir (61). Bellmunt ve ark tiimor
hiicresindeki PD-L1 pozitifliginin sinir degeri >%35 olarak belirtilmistir. TIMH’lerde
%40 PD-L1 ekspresyonu izlenmekle birlikte pozitiflik ile sagkalim arasinda anlamli
iligki saptanmistir (62). Diger ¢alismalarda ise >%12,2 ve >%10 PD-L1 ekspresyon
oranlarinin tiimdrde yiiksek derece ile iligkili oldugu raporlanmistir (63,64). Baska bir
caligmada ise tiimor evresi ile PD-L1 pozitifligi (>%1) arasinda pozitif iligski oldugu
gosterilmistir (46). Genel olarak, PD-L1 ekspresyonunu inceleyen c¢aligmalara
baktigimizda, baz1 smirliliklarin oldugu goze carpmaktadir. Yani dokunun alindigi
organda, rezeksiyon yonteminde, IHK degerlendirme yonteminde, PD-LI
antikorlarinda ve ekspresyon pozitiflik oranlarinda farkliliklarin oldugu bilinmektedir

(40,46,59,63).

2.6. Hiicre Kiiltiiri
2.6.1. Primer Hiicre Kiiltiirii

Dokunun mekanik ya da enzimatik ayrimi ile hedef hiicrenin saflastirilmasi ile
elde edilen ilk kiiltiirdiir. Direkt olarak canlinin (hayvan ya da insan) normal ya da

neoplastik dokusundan elde edilebilir. Tek hiicre kiiltiirli ya da doku eksplant1 olabilir.

14



Baslangigta heterojendir (yogun Fibroblast igerir). In-vitro olarak sinirli yasam omrii
ile birlikte diferansiye fenotipte devam ederler, baslica tutunma bagimhdirlar ve
kontakt inhibisyon 6zelligi gosterirler (13,14). Mesane kanseri primer hiicre kiiltiirii
ex-vivo arastirmalart i¢in hastalarin kanser dokusu ya da iiriner eksfoliye edilmis

mesane kanseri hiicrelerinden elde edilen hiicreler kullanilmaktadir (13,14,65-68).
2.6.2. Sekonder Hiicre Kiiltiirii

Primer kiiltiir hiicreleri sub-kiiltiir edildiginde (pasajlama / transfer) “hiicre hatt1”
elde edilir. Bunlar birka¢ pasaj sonrasi sekonder hiicre kiiltiirii halini alir. Boylece
benzer fenotipteki hiicre soylar1 elde edilir. Cok miktarda tutarli hiicrenin uzun siire
devam ettirilmesi amaglanir. Birgok mevcut hiicre hatti, tiimor rezeksiyonu sonrast
insan iirotelyal karsinomundan primer kiiltiir ile tiiretilmistir. Bu durum tiiretilmis
hiicrelerin 6liimsiizlestirilmis dogasint da yansitmaktadir (69). Farkli derecelerde ve
asamadaki tlimorleri temsil eden hiicre hatlar1 gelistirilmis ve degisken sekilde
karakterize edilmistir. Yapilan arastirmalar sonunda ortaya ¢ikan bu hiicre hatlarinin
elde edilmis oldugu tiimorlerin 6zelliklerini tamamen korudugu gosterilmistir (69,70).
Fakat hiicre hatlarinin bir kismi belli bir boliinme sayist / dmrii olan siirli hiicre hatti
seklinde iken biiyiikk ¢ogunlugu in vitro transforme edilmis, limitsiz proliferasyon
yetenegi olan siirekli hiicre hattidir (69,70). Morfolojik olarak tiimoér ile benzer in vitro
hiicre hatlar1, ince yapi, tiimor marker iiretimi, ploidi, hiicre yiizey 6zellikleri ve
kemoterapiye yanit gibi bir¢ok fonksiyonel heterojenite gostermektedir. Hiicre hatlari,
mevcut ve yeni sitotoksik ajanlarin tedaviye yanitinin incelenmesinde kullanilabilir
tiimor modelleri olarak karsimiza ¢ikmaktadir (71).

Lieber NM 1984 yilinda, in vitro kemoterapi sensitivitesinin iirotelyal karsinom
dahil olamak iizere diger iirolojik malignitelerde kullanilabilirligini ve bunun
gelecekte iyi bir arastirma araci olabilecegi ilk kez vurgulamistir (72). Nitekim
giiniimiize geldigimizde hem sekonder hiicre kiiltiiriinii olusturan hiicre hatlar1 hem de
primer hiicre kiiltiirleri mesane kanseri temel aragtirmalarinin merkezinde yer
almaktadir. Hatta N-methyl-N-nitrosourea ile indiiklenmis ex vivo hiicre kiiltiirlerinin
rat modellerde ve 3D sferoid kiiltiirlerdeki kullanimina kadar genis bir yelpazede

kendine yer bulmaktadir (73,74).
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3. GEREC VE YONTEM

Etik kurul onayinin ardindan (Onay Numarasi: 3320-GOA, 2017/24-23), 2018-
2019 yillar1 arasinda radyolojik gériintiilemelerinde kitle siiphesi ile Uroloji klinigine
bagvuran, yapilan sistoskopide mesane tiimorii saptanan ve sonrasinda TUR-Mt

planlanan hastalar prospektif olarak degerlendirildi.

3.1. Dahil Edilme ve Dislama Kriterleri

Aragtirmaya Uroloji poliklinigine mesanede kitle nedeniyle bagvurmus
hematiirili >18 yas kadin ve erkek hastalar ile KIOMK nedenli takip edilen ve timér
niiksii saptanan >18 yas kadin ve erkek hastalardan sistoskopi sonucunda mesanede
KIOMK uyumlu tiimér gozlenen hastalar alinmistir. TUR-Mt sonrasi patoloji sonucu
benign lezyon ve saf CIS gelen hastalar, patoloji sonucu KIMK (T2-4) gelen hastalar,
patoloji sonucu tirotelyal karsinom dig1 mesane tiimorii patolojisi gelen hastalar, doku
miktar1 c¢alisma i¢in yeterli olmayan hastalar ile arastirma igin alinacak hiicre
miktarinin hasta patoloji sonucunu etkileyecek diizeyde kiiciik tlimore sahip hastalar
calisgmadan dislanmigtir. Diglama kriterleri sonrasit calisma i¢in degerlendirilen
hastalardan orta-riskli ve yiiksek-riskli KIOMK saptanan hastalar calismaya dahil

edilmisgtir.

3.2. Calisma Plam

Calisma planina baktigimizda, c¢alismamiz Ornek toplama asamasi ve
laboratuvar ¢aligsma asamasi ad1 altinda 2 temel asamadan olugmaktadir. Calisma plant

Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4. Caligsma plant

A) Ornek toplama asamasi
Hematiiri nedenli yapilan tetkiklerinde ylizeyel mesane tiimdrii saptanan hastalar ile
ylizeyel mesane tiimorii nedenli takipte olup tlimor niiksii saptanan hastalar

Bilgilendirilmis onam alinmasi

U

Ameliyat esnasinda alinan dokunun rutin olarak patolojiye gonderilmesi. Geride
kalan tiimdr hiicrelerinden 6rnek alinarak Temel Onkoloji laboratuvarina transfer
edilmesi. Ayrica operasyon dncesi alinan kan tetkikikinden arta kalan birkag¢ mililitre
kanin da Temel Onkoloji laboratuvarina transfer edilmesi

v

B) Laboratuvar ¢alisma asamasi
Patoloji sonucu Ta ve T1 saptanan hastalardan risk siniflamasina gore orta-risk ve
yiiksek risk kas invaziv olamayan mesane kanserli hastalarin parafin bloklarinda ek
immiinhistokimyasal inceleme yapilmasi

Temel Onkoloji laboratuarina ulastirilan hiicrelerden hiicre kiiltiirii olusturulmasi ve
kandan T lenfosit seleksiyonunun yapilmasi

Hiicre kiiltiiriinden alinan hiicrelere T lenfosit ve ilag uygulamalari sonrasi canlilik
ve apoptoz testlerinin yapilmasi

U

C) Verilerin degerlendirilmesi asamasi
[lag yamtlarmin ve patolojideki immiinhistokimyasal boyama sonuglarinin
incelenmesi ve kaydedilmesi

Hasta patoloji sonuglarinin incelenmesi ve hasta takibinde saptanan niikslerin ve
diger klinik verilerin incelenmesi

4

[lag yanitlar1 ve klinikopatolojik verilerin istatiksel analizi ve sonuglarin yayina
dontstiiriilmesi
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3.2.1. Ornek Toplama Asamasi
3.2.1.1. Hastalardan érneklerin elde edilme asamasi

Aydinlatilmis hasta onami1 sonrasi, rutin TUR-Mt sonrast tiimdral lezyonlardan
artan tiimor hiicrelerini igeren en az 5x5x5 mm’lik taze tiimor dokusu Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) medium ve %1 Penisilin Streptomisinden (P/S) olusan
transfer ortamina steril kosullarda konulmustur. Operasyon Oncesi alinan rutin kan
tetkikinden enjektorde arta kalan birka¢ mililitrelik kan EDTA’l1 mor kapakli tiipe
konulmustur. Elde edilmis olan tiimor dokusu ve kan her hasta i¢in ayr1 zamanlarda

soguk zincir ile hemen Temel Onkoloji laboratuvarina ulastirilmistir.
3.2.2. Laboratuvar Calisma Asamast

Temel Onkoloji laboratuvarina ulastirilan her bir hasta 6rnegi i¢in Enstitiimiiziin
standart primer mesane kanseri hiicre kiiltiirii prosediirii asagida da belirtildigi gibi ayr1
ayrt igletilmigtir. Laboratuvar c¢aligsmalarinda kullanilan ve Temel Onkoloji

Laboratuvarinda bulunan cihazlar Tablo 5’te verilmistir.
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Tablo 5. Kullanilan cihazlar

Malzeme/Cihaz Ad1 Marka
FETAL DANA SERUMU (FBS) CEGROGEN
DMEM CEGROGEN
RPMI 1640 CEGROGEN
Penisilin/Streptomisin BIOCHROM
Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS) (10X) BIOCHROM
Tripsin/EDTA BIOCHROM
Dimetil siilfoksit (DMSO) MERCK
CO2 Inkiibatorii Thermo

25 em?2’lik Hicre Kiultiiri Kabi

Greiner Bio-one

75 cm?2’lik Hicre Kultiira Kabi

Greiner Bio-one

Steril Tiip (15mL) Greiner Bio-one
Steril Tiip (50mL) Greiner Bio-one
Laminar Akimli Kabinet ESCO

Derin Dondurucu -80 C Thermo
Buzdolab1 +4 C Ariston

Otoklav Hirayama
L-Glutamin BIOCHROM
Derin Dondurucu -20 C Ariston

3.2.2.1. Hiicre elde etme ve dondurma asamalari

Laboratuvara transfer medyumu igerisinde gelen her bir taze primer hasta

dokusu bir pens veya pastor pipeti yardimi ile alinarak lam {izerine imprint

uygulanmasi yapilmistir. Toluedin blue ile uzman patolog tarafindan dokunun mesane

tiimori tanis1 dogrulanmistir (Sekil 1). Tanisal inceleme sonrasit doku petri kabina

alinarak tlizerine incomplete RPMI eklenerek bistiiri ile kiigiik parcalara ayrilmigtir.

Dokunun igerisinden ¢ikarildig1 transfer ortamini igeren 15 ml’lik falkon 3000 rpm de

2dk santrifiij edilerek supernatant kismi dokiilerek iizerine icerisinde %5 dimethyl
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sulfoxide (DMSO) ve %20 fetal bovine serum (FBS) iceren complete RPMI eklenerek,
hiicreler iyice siispanse edilmistir. Daha sonrasinda flowsitometride ¢aligilmak iizere -
20’ye kaldirilmistir. Mekanik par¢alama sonrasi kiigiik parcalara ayrilmis olan dokular
RPMI ile diliie edilip 50 mikrometre porlu filtre ile siiziilmiistiir. Tek tek ve kiiciik
kiimeler halinde elde edilen tiimdr hiicreleri comlete medium ile siispanse edildikten
sonra hazirlanmis olan dondurma ortami ile hiicreler yavasca dondurularak -80
derecede saklanmistir (Sekil 2). Dondurma ortami i¢in Medium %70, DMSO %20 ve
FBS %10 kullanilmistir. Doku elde edilen hiicreler dondurma ortamina eklenerek
dondurma islemi tercihen yavas dondurma ile (1°C/dk) -20°C’de 1 giin, sonrasinda -
80°C olacak sekilde yapilmistir. Elde edilmis olan periferik kan 6rnekleri ile 2 cc ficoll
paque soliisyonu kullanilarak 1600 rpm ile santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
mononiikleer hiicreler (MNC), santrifiijlenmis periferik kanin ara katmanindan ficoll
paque soliisyonu ile ayrilmistir. Daha sonra her hastadan elde edilen MNC'yi i¢eren

tiipler sonraki deneyler i¢in -80 °C'ye yavasca donduruldu.

Sekil 1. Iki farkl1 hastaya ait imprint ile tanisal dogrulama
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Sekil 2. Bir hastaya ait -80 derece kaldirilan doku, hiicre ve kan 6rnekleri

3.2.2.2. On deney asamas

Calismaya alinan toplam 20 orta-riskli ve yiiksek-riskli KIOMK hastasindan
elde edilmis olan doku ve kan ornekleri toplandiktan sonra 6n deney asamasina
gecilmistir. Hasta orneklerinden elde edilecek olan primer hiicre kiiltiirii asamasindan
once laboratuvarimizda mevcut olan T24 mesane kanseri hiicre hatt1 (American Type
Culture Collection-ATCC® HTB-4™) iizerinde galismada yapilacak tiim deneyler 6n
deney olarak yapilmigtir. Ayrica bu asamada hiicre kiiltiiriinde uygulanacak ilag
dozlar1 da T24 hiicre kiiltiirli {izerinde belirlenmistir. T24 hiicre hatti, 81 yasinda
mesane kanserli bir hastadan elde edilen grade 3 transizyonel hiicreli karsinom
hiicrelerinden olusmaktadir. T24 hiicre hatti, Dulbecco's Modified Eagle's medium
(DMEM) ve %1 L-Glutamin, %1 P / S ve %10 FBS ile kiiltiire edildi. Hiicre kiiltiirii
37°C ve %5 CO? kosullarinda, hiicre sayisi her kosul i¢in ilag uygulamalari i¢in yeterli
olana kadar devam etti. Tiimor hiicreleri tutunup %80 konfluent olunca ayrilan
laboratuvarda mevcut olan 0 Rh (-) bir kisiden elde edilmis olan T hiicrelerin yani sira
literatiirde hiicre kiiltiirii i¢in dnerilen ila¢ dozlarinin 10 kat iistii ve alt1 doz araliginda
MMC, BCG, Ipilimumab ve Nivolumab uygulanmistir. Buna gére, MMC i¢in 10-80
uM, BCG i¢in 1,2—13,0 pg/ml, Nivolumab i¢in 0,5-50 pg /ml ve Ipilimumab i¢in 0,5-
50 pg/ml doz araliklarinda ilaglar uygulanmigtir. Avelumab, Atezolizumab ve
Pembrolizumab ilaclar1 elde edilemediginden ¢alismada kullanilamamistir.

Proliferasyon yiizdesi (%), kontrol hiicrelerindeki absorbanslara gére hesaplandi.
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Daha sonra MMC, BCG, Nivolumab ve Ipilimumab dozlari sirasiyla 60uM, 8 pg/ml,
Sug/ml ve 10ug/ml olarak belirlendi. Ilag uygulamas sonrasi 24. saatte tripanblue ve
WST-1 canlilik testleri ile canlilik diizeyleri test edilmistir. Canlilik testi sonuglarina
gore primer hiicre kiiltiirlerinde uygulanacak ila¢ dozlar1 belirlenmistir. Annexin V +
Propidium Iodid ile apoptoz ve nekroz orani bakilmistir ancak bu asamada 6n deney

hata vermistir.
3.2.2.3. Hiicrelerin ¢oziilmesi asamasi

Primer Kkiiltlr uygulamalar1 icin ila¢ dozlarinin T24 hiicre hattinda
belirlenmesinin ardindan tiim hasta 6rnekleri, yani tiim dokular ve MNC ¢ozdiiriildi.
Komplet halde 6nceden hazirlanmis 20% FBS iceren RPMI ortaminin kuru etiivde
37°C 1sinmasi saglandi. Cozdiiriilecek olan hiicreler igin 25 cm?’lik flasklar hazirlandh.
-80°C’de bulunan kriyovial icerisindeki hiicre su banyosunda ¢ozdiirtildii. Tamamen
¢oziinmiis olan hiicreler 15 mL’lik steril falkon tiiplere alind1 ve tizerlerine SmL besi
ortami eklenerek pipetaj yapildi. Falkon tiipler 1300 rpm’de 7 dk santrifiijlendi.
Stipernatant atildiktan sonra, dipte kalan pellet 1 ml biiytime ortamu ile siispanse edildi
ve 25cm?’lik flasklara toplam hacim 5ml olacak sekilde alindi. 24 saat sonra hiicreler

faz kontrast mikroskop ile morfolojik olarak degerlendirildi.
3.2.2.4. Hiicrelerin Kiiltiir Ortamlarinin Yenilenmesi

Flasklara ekimi yapilan hiicreler her giin diizenli olarak mikroskop ile kontrol
edildi. Ortamin rengindeki sararma pH degisiminden kaynakli olmaktadir ve hiicrelere
yeterli besin kalmadig1 anlamina gelmektedir. Sararmis olan eski ortamlar steril pipet
yardimiyla flasktan uzaklastirildi. Canli olmayan hiicreleri uzaklastirmak igin 37°C’ye
isitilmag steril 2% P/S igeren PBS ile flasklar temizlendi. Flasklara hiicrelere uygun

olan ortamlar steril pipet ile eklendi.
3.2.2.5. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flasklarin igerisindeki eski ortam steril pipet ile uzaklastirildi ve flask PBS ile
yikand1. Onceden 37°C’ye 1sitilmis Tripsin/EDTA 25 cm?’lik flasklara 2 mL olacak
sekilde eklendi. Tripsin eklenen hiicre kiiltiir kaplari yaklagik 1-2 dakika, %5 CO?
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iceren 37°C’deki inkiibatorde bekletildi. Hiicrelerin flask yiizeyinden kalktig1
mikroskopta goézlendikten sonra Tripsin/EDTA soliisyonunu inaktive etmek igin
flasklara 4 mL besi ortami eklendi. Yapilan pipetajla birlikte hiicreler 15 mL’lik falkon
tiiplerine aktarildi. Falkon tiipler 1300 rpm’de 7 dakika santrifiijlendi. Santrifiij
sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve elde edilen pellet miktarina gore hiicreler besi
ortamlariyla siispanse edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu, uygun flasklara alindu.
Flasklarin lizerine hasta kodu, pasaj sayisi ve pasajlanma tarihi yazilarak hiicreler
37°C’deki %5 CO? igeren inkiibatore kaldirildi. Hiicreler %85-90 konfuluente
ulagtiginda hiicreler pasaj islemine alindi. Hiicreler her well’de 10° hiicre olacak
sekilde 24-well plate’e ekildi. Her well’e icinde %20 FBS iceren bir ml Leibovitz’s L-
15 medium eklendikten sonra, hiicreler karbondioksit inkiibatoriinde %5CO? 37°C
derecede 96 well plate’de inkiibe edildi. Well’lerin 24 saat inkiibasyonundan sonra

tiim hiicrelerin %80 konfluent oldugu gézlendi.
3.2.2.6. Ila¢ Hazirlanmasi ve Uygulanmast

Ilag uygulamalar1 dncesinde T24 hiicre hattinda belirlenmis olan ilag dozlar:
hiicre kiiltiirii miktar1 yeterli olan bir hastada primer hiicre kiiltiirii i¢in 6n deney olarak
tekrarlandi ve ila¢ dozlar1 bir hastaya ait primer kiiltiirde konfirme edildi. Buna gore
bu hastada tiimor hiicreleri tutunup %80 konfluent olunca ayrilan laboratuvarda
hastanin kendisinden elde edilmis olan T hiicrelerin yani sira T24 hiicre hattindan
optimize edilmis ila¢ dozlarmin 10 kat {istii ve alti doz araliginda MMC, BCG,
Ipilimumab ve Nivolumab uygulandi. Sonug olarak ayni ilag dozlar1 optimum dozlar
olarak belirlendi. On deneyin primer hiicre kiiltiiriinde tekrarmi takiben tiim hiicre
kiiltiirlerinde ila¢ uygulama asamasina gecilmistir. Pasajlama sonrast %80 konfluent
olan tiimdr hiicreleri ila¢ uygulamalar1 i¢in 96’ ik well plate’lere ekildi (Sekil 3). Her
hastaya ait kiiltiirler ilag uygulamalar1 i¢in 5 ayr1 gruba ayrildi. Kontrol grubuna (Grup
1) medium (20% FBS iceren Leibovitz’s L-15 medium) ve periferik kan 6rneklerinden
elde edilen mononiikleer hiicreler (her well i¢in 1000 hiicre) eklendi. Diger gruplara
ise medium ve MNC’nin yani sira, sirastyla 60uM MMC (Mitomycin C®) (Grup 2), 8
pg/ml BCG (BCG, SII®) (Grup 3), 5 pg/ml Nivolumab (Obdivo®) (Grup 4) ve 10
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pg/ml Ipilimumab (Yervoy®) (Grup 5) uygulandi (Sekil 3). Her kosul 6 kuyucukla

temsil edilmistir. Her test 3’er kez tekrarlanmustir.

Sekil 3. Bir hastaya ait %80 konfluent olan tiimor hiicrelerinin ilag uygulamalari i¢in
yg

96 well plate’lere ekilmesi. Her kosulun 6 kuyucukla temsili.
3.2.2.7. Hiicre Canlilik Testi

[lag uygulamasi sonras1 24. saat sonunda tripanblue ile canlilik test edildi. flac
uygulamalar1 6ncesi well-plate’lerdeki hiicrelerin goriintiisii ile 24. saat sonundaki
tripan blue boyamasi sonrasi hiicrelerin goriintiisii her ila¢ grubu i¢in ayr1 ayr
verilmistir. Buna gore 24. saat sonrasi kontrol grubu hiicreleri Sekil 4’te verilmistir.
MMC uygulamasi dncesi ve sonrasi 24. saat goriintiileri Sekil 5’te verilmistir. Ayni
sekilde hiicreler BCG igin Sekil 6°da, Nivolumab icin Sekil 7°de ve Ipilimumab i¢in
Sekil 8’de verilmistir. Ilag uygulanan hiicreler 96’lik well-plate’den toplanarak
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1200g’de 7dk santrifiij edildikten sonra siipernatant’in 3/2’si atilarak kalan kismi
pipetaj ile iyice siispanse edildi. Daha sonra yeni bir ependorfa filtrelendi. Icerisinden
yeni bir ependorfa 10ul alinarak tizerine 10ul tripanblue eklenerek EVE sayim
cihazinda hiicreler sayildi. Canlilik sonuglari, her durumda her ilag grubu i¢in alt1 kez
kontrol edildi (Sekil 4-8). Ek olarak, canlilik sonuglarini kontrol etmek i¢in, tripanblue
testi gibi her kiiltiir icin Water-Soluble Tetrazolium Salt (WST-1) testi kullanildi.
WST-1 testi ile saptanan hiicre canliliklart ELISA plak okuyucu ile saptand: (Sekil 9).

Sekil 4. MS25 olgusuna ait hiicrelerin kontrol grubu 24. saat goriintiisii.
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Sekil 5. MS25 olgusuna ait hiicrelerin MMC uygulamas1 dncesi ve sonrasi 24. saat

gorlintiileri.

Sekil 6. MS25 olgusuna ait hiicrelerin BCG uygulamasi 6ncesi ve sonrasi 24. saat

gorlintiileri.

Sekil 7. MS25 olgusuna ait hiicrelerin Nivolumab uygulamasi 6ncesi ve sonrasi 24.

saat goriintiileri.
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Sekil 8. MS25 olgusuna ait hiicrelerin Ipilimumab uygulamas: dncesi ve sonras1 24.

saat gOriintiileri.
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Sekil 9. Bir hastaya ait her bir kuyucuga uygulanan ilag sonrasi yapilan WST-1 canlilik
testi sonuglarmin ELISA plak okuyucusundaki ¢iktist

[lag uygulamalar1 sonrasi iyi yanit orani, ilag gruplarinin medyan canlilik diisme
oranlarina gore her ila¢ uygulamasindan sonra canlilik oranindaki >%23 diisiis olarak
tanimlandi. Hiicre canlilik diizeylerini etkileyebilecek olan faktorlerden fibroblast

biliylimesi ve plastige maruziyetin etkileri tiim kosullar i¢in gecerli olmas1 nedeniyle
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caliymada ihmal edildi. Ilag uygulamalar1 sonrasi geride kalan hiicreler, iizerine

dondurma ortami eklenerek daha sonra calisilmak iizere -20’ye kaldirildi.
3.2.2.8. Pl ile Flow Sitometride Apoptoz Tayini

Hiicre hatt1 ve bir hastada uygulanan iki 6n deneyde Annexin V + Propidium
Iodid ile bakilan apoptoz ve nekroz orani her iki deneyde de hata vermistir. Her iki
deneyde hatali sonuclar ¢ikmasi nedeniyle diger hastalarda bu asama
gerceklestirilmemistir. Her iki 6n deneyde -20’den alinan hiicreler ¢oziindiikten sonra
1300rpm’de 7 dk satrifiij edilmistir. Her bir Flow tiipii folyo ile kaplanip sanrifiij
edilen hiicrelerin siipernatant kismi atilarak, 100ul PBS icerisinde hiicreler resiispanse
edilmis ve flow tiiplerine aktarilmigtir. 10 pl PI ve 5 pl annexin V eklendikten sonra
+40C"de 15dk inkiibe edilmistir. Daha sonra Annexin binding buffer (biolegend) 400

ul eklenmis ve Flowsitometri cihazinda (Accuri) dl¢iim yapilarak analizi yapilmastir.
3.2.2.9. Immiinohistokimyasal Inceleme

Patoloji laboratuarinda rutin patolojik inceleme sonrasi caligmaya alinan
hastalarin parafin bloklarinda IHK inceleme yapilmistir. IHK inceleme deneyimli bir
iiropatolog tarafinca yapilmistir. Bu incelemede taze dokuda PD-L1 ekspresyonu,
parafin bloklarda ise tiimdral ve peritiimoral PD-L2, PD-1 ve CTLA-4 ekspresyonlari
arastirllmistir. PD-1, PD-L1 ve PD-L2 rabbit uyumlu monoklonal anti-human
antikorlart ile arastirildi (Abcam ab213524, Abcam ab52587 ve Abcam ab200377).
CTLA-4 ise mause uyumlu monoklonal anti-human antikoru ile aragtirildi (Abcam
ab19792). IHK uygulamada, yikama yapilmadan 1/100 diliie PD-L1, PD-L2, PD-1 ve
CTLA-4 antikorlar1 1 saat siire ile uygulanmistir. PBS ile yikama sonrasi streptovidin
biotin sekonder antikor asamalar1 ve DAB ile renklendirme ve hematoksilen ile zemin
boyama yapilip 151k mikroskobunda degerlendirme yapilmistir. PD-1, PD-L1, PD-L2
ve CTLA-4'in boyama yogunlugu, negatif (0), zayif (1), orta (2) ve gli¢lii (3) olarak
kategorize edilmistir. Bir numune i¢indeki en giiclii yogunluk, numunenin yogunluk
puan1 (IS) olarak se¢ilmistir. 0 ve +1 puanlar1 negatif, 2+ ve 3+ puanlari ise pozitif
olarak smiflandirilmistir. IHK boyama sonras1 gériintiiler CTLA-4 igin Sekil 10°da,
PD-1 icin Sekil 11°de, PD-L1 i¢in Sekil 12°de ve PD-L2 i¢in Sekil 13’te gosterilmistir.
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Sekil 10. IHK incelemedeki tiimoral ve peritiiméral CTLA-4 boyamasi

Sekil 11. IHK incelemedeki tiimoral ve peritiiméral PD-1 boyamasi
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Sekil 12. IHK incelemedeki tiimoral ve peritiimdral PD-L1 boyamasi

Sekil 13. IHK incelemedeki tiiméral ve peritiimdral PD-L2 boyamasi
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3.2.2.10. Hastalarin Patolojik ve Klinik Verileri

KIOMK'lu hastalar EORTC risk tablosuna gore tedavi ve takip edilmistir.
Hastalar calisma ile aym anda bu ilaclarla tedavi edilmemistir. KIOMK tanisi,
immiinohistokimyasal boyama kullanilarak bir iiropatolog tarafindan yapilmistir.
Hastalarin patolojik ve klinik verileri, rutin olarak uygulanmis olan intravezikal tedavi
sonuglar1 (KIOMK igin) ve takip verileri, her vaka igin hiicre kiiltiirlerine ilag

uygulamasinin ex-vivo canlilik sonuglariyla karsilastirilmistir.

3.3. Istatistiksel Analiz

Veriler statistical package for social sciences, version 22.0 (SPSS, Chicago, IlI)
software programi kullanilarak analiz edilmistir. Dokudaki tiimdr hiicrelerinde ve
cevresindeki immiin sistem hiicrelerinde IHK ekspresyon oranlar ile ilag uygulamasi
sonrast tedavi yamit oranlar1 karsilastirilarak  incelenmistir. Istatistiksel
degerlendirmede bagimsiz degiskenler timor hiicreleri ve T hiicrelerinde THK
inceleme sonuglari, hiicre canlilik yiizdeleri, yas, cisiyet, tiimor hiicrelerinin patolojik
ozellikleri, timor boyutu ve yerlesimidir. Bagimli degiskenleri ise her bir ilag i¢in
hiicre kiiltlirii kosulunun 3 kez tekrarlaridir. Bagimsiz degiskenler Mann Whitney U
test, Kruskal-Wallis test ve x? test ile karsilastirilmistir. Bagimli degiskenler igin
istatiksel analiz yapilmamis, sadece ortalamalar1 almmustir. Ilag gruplarinin kendi
kontrolleri ile karsilastirilmasinda ise Wilcoxon test kullanilmistir. Analizlerde

anlamlilik p<0.05 kesim noktasi ile degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

Ortalama yas1 69,6+11,2 (52-89) yil olan 20 KIOMK hastas1 calismamizda
incelendi. Bu 20 hastanin klinikopatolojik 6zellikleri Tablo 6’da verilmistir.
Sistoskopi ve TUR-Mt islemi sirasinda saptanan tiimorlerin ortalama tiimor ¢api 58,5
mm ve timor sayis1 3,8’di. TUR-Mt islemi sonrasi rutin patolojik incelemeye alinmis
olan tiimdr dokularinin patolojik evreleri 7 hastada Ta ve 13 hastada T1 saptanmuistir.
Bunlardan 8’1 diigiik dereceli timor iken, 12°si yiiksek dereceli tlimordi. Aym
zamanda 5 hastada CIS gozlenmistir. Bu veriler dogrultusunda hastalar EORTC risk
smiflamasina gore incelendiginde hastalardan 7’sinin orta-risk sinifinda, 13’{iniin ise
yiiksek risk sinifinda oldugu saptanmustir. Urotelyal karsinom ozellikleri
incelendiginde 17 hastanin saf iirotelyal karsinom oldugu, 2 hastada skuamoz
differansiasyon, 1 hastada sarkomatoid differansiasyon ve 1 hastada glandiiler
differansiasyon oldugu goézlenmistir. Tlimorlerin histolojik paternleri incelendiginde
ise 18 hastada papiller, 3 hastada solid, 2 hastada mikropapiller ve 1 hastada inverted
patern oldugu gozlenmistir.

TUR-Mt islemi sonrasi hasta takipleri retrospektif olarak incelendiginde
hastalarin ortalama takip siiresi 16,9+7,3 (3-24) ay saptandi. Takip verileri
incelendiginde, hastalarin 5’inde (%25) TUR-Mt islemi sonrast MMC ile ISI
uygulanmig oldugu ve 7’sine (%35) TUR-Mt islemi sonras1 2 ile 6 haftalar arasinda
Re-TUR islemi uygulanmig oldugu goriildi. TUR-Mt ve Re-TUR islemleri sonrasi
takip siirecinde 11 (%55) hastaya 6 haftalik indiiksiyon intravezikal BCG tedavisi
verildigi ve 3 haftalik idame BCG ile devam edildigi goriildii. BCG tedavisi gormiis
olan 11 hastanin 5’inde (%45,5°1) tiimoriin niiks etmis oldugu, herhangi bir adjuvan
tedavi verilmemis olan 8 (%40) hastanin ise 6’sinda (%75°1) tiimoriin niiks etmis

oldugu goriildii (Tablo 6).
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Tablo 6. Hastalarin demografik verileri ve klinikopatolojik 6zellikleri

n=20 (%)

Yas (yil) 69,6+11,2 (52-89)
Cinsiyet Erkek 18 (90)

Kadin 2(10)
Timor ¢ap1 (cm) 58,54+34,3 (25-150)
Timor sayist 3,8+3,8 (1-10)
Patolojik evre Ta 7 (35)

T1 13 (65)
Tiimor derecesi Diisiik dereceli 8 (40)

Yiiksek dereceli 12 (60)
EORTC risk | Orta-risk 7 (35)
siniflamasi Yiiksek-risk 13 (65)
Urotelyal Saf UK 17 (85)
karsinom tipi UK ve skuamdz diferansiasyon 2(10)

UK ve sarkomatoid diferansiasyon 1(5)

UK ve glandiiler diferansiasyon 1(5)
UK’un histolojik | Papiller 18 (90)
paterni Solid 3 (15)

Inverted 1(5)

Mikropapiller 2 (10)
Es zamanli CIS varlig1 5(25)
TUR-Mt spesmeninde kas tabakas1 varligi 11 (55)
Vaskiiler invazyon 2(10)
TUR-Mt sonras1t MMC ile ISI 5(25)
Re-TUR 7 (35)
Re-TUR spesmeninde tiimor varligi 5(71,4)
Intravezikal Tedavi edilmemis 8 (40)
tedavi BCG ile tedavi edilmis 11 (55)

MMC ile tedavi edilmis 1(5)
Takipte rekiirrens | 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 siiresi (ay)

16,9+7,3 (3-24)

Kisaltmalar: EORTC= European Organization for Research and Treatment of Cancer, UK=
Urotelyal karsinom, CIS= Carcinoma in situ, ISI= Hemen tek doz intravezikal kemoterapi
instilasyonu, TUR-Mt= Mesane tiimorii transiiretral rezeksiyonu, MMC= Mitomisin C, Re-
TUR= Tekrar transiiretral rezeksiyon, BCG= Bacillus Calmette Guerin
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Hiicre kiiltiirii uygulamalarinda kullanilacak ilaglarin dozlarini belirlemek igin
T24 hiicre hattinda ve bir hasta dokusundan olusturulan primer hiicre kiiltiiriinde
yapilan 6n deneylerde, 10 kat alt1 ve iistii dozlarin uygulanmis olan ilaglarin en etkin
dozlart MMC i¢in 60uM, BCG i¢in 8 pg/ml, Nivolumab i¢in 5 pg/ml ve Ipilimumab
icin 10 pg/ml saptandi. Deney asamasinda toplam 20 hastadan alinmis olan tiimor
dokularindan iiretilen primer mesane kanseri hiicre kiiltiirleri 5 ayr1 grupta incelendi.
Kontrol grubuna sadece ortam (medium) ve MNC kullanilirken, diger 4 grupta ise
ortam ve MNC’nin yam sira sirastyla MMC, BCG, Nivolumab ve Ipilimumab
uygulandi. Tiim gruplara hastalarin kendinden alinmis olan MNC (10° hiicre)
uygulandi. Tek uygulama sonrasi 24. saatte canlilik diizeyleri test edildi.

Her hastaya ait patolojik ve klinik veriler, EORTC risk grubu verileri, ek tedavi
bulgular1 (ISI ve adjuvan tedavi verileri ve rekiirrens durumu) ve hiicre kiiltiirii
uygulama sonuglart (MMC, BCG, Nivolumab ve Ipilimumab uygulamasi sonrasi
primer hiicre kiiltiirii canlilik oranlar1) ayr1 ayr1 Tablo 7'de verilmistir. Hasta bazl
veriler incelendiginde intravezikal BCG tedavisi sonrasi rekiirrens goriilen dort yiiksek
riskli KIOMK hastasinda hiicre kiiltiiriinde BCG uygulamasi sonrasi hiicre canlilik
oranlar1 (MS3 (% 71,4), MS18 (% 75,2), MS22 (% 74,1) ve MS25'te (% 76,3) BCG
tedavisi sonrasi rekiirrens gézlenmeyen hastalara gére (MS4 (% 53,7) ve MS13 (%
35,6)) daha yiiksek saptandi (Tablo 7). Fakat, rekiirrens gozlenen bu dort hastanin
hiicre canlilik oranlart ise ilging bir sekilde rekiirrens gdzlenmeyen iki hastadan (MS14
(% 99,4) ve MS21 (% 82,9)) daha diisiik saptandi (Tablo 7). Bu iki hastadan biri olan
MS14’te diger immiinoterapi ilaglarina gore en diisiik canlilik oran1 % 86,7 ile MMC
uygulamasi sonrasi gozlendi. Ote yandan, BCG ile tedavi edilen orta riskli hastalardan
rekiirens gozlenmeyen bir hastada BCG uygulamasi sonrasi hiicre canlilik orani,
rekiirrens gozlenen bir hastaya gére (MS7 (% 54,5) vs MS8 (% 67,1)) daha diisiik
saptand1 (Tablo 7).
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Tablo 7. Her hastaya ait patolojik sonuclar, evre, ek tedavi bulgular1 ve rekiirrens

durumu ile MMC, BCG, Nivolumab ve Ipilimumab uygulamalari sonrasi primer hiicre

kiltard canlilik oranlari.

H.No | Evre Derece Risk ISI v Rek | flag  uygulamalari  sonrasi  primer
grubu tedavi kiiltiirlerdeki canhlik oranlar: (%)
Kontrol | MMC | BCG | Nivo | Ipili
MS1 T1 Yiiksek | Yiiksek | - - + 99 100 64.9 71.6 72.8
MS3 T1 Yiiksek | Yiiksek | - BCG + 100 71.8 71.4 78.2 88.3
MS4 T1 Yiiksek | Yiiksek | - BCG - 100 61.4 53.7 55.8 58.7
MS6 T1 Yiiksek | Yiiksek | - - + 99 74.9 57.7 81.2 76.4
MS7 Ta Diistik Orta - BCG - 97 57.2 54.5 48.6 50.5
MS8 Ta Diistik Orta - BCG + 95 71.5 67.1 70.6 78.3
MS12 | Tl Yiiksek | Yiiksek | - - s 95 71.9 83.6 80.3 72.4
MS13 | T1 Yiiksek | Yiiksek | - BCG - 95 42 35.6 40.4 33.4
MS14 | Tl Yiksek | Yiiksek | - BCG - 99 86.7 99.4 100 90.3
MS15 | Ta Diistik Orta - - - 99 76.5 89.7 75.1 75.2
MS16 | T1 Yiiksek | Yiiksek | - MMC | - 96 48.5 48.7 47.3 48.5
MS18 | Tl Yiksek | Yiiksek | - BCG + 100 68.8 75.2 61.7 100
MS20 | Ta Diistik Orta MMC | - + 95 71.3 80.4 79.4 88.2
MS21 | Tl Diistik Yiksek | - BCG - 99 81.5 82.9 753 80.6
MS22 | Tl Yiiksek | Yiksek | MMC | BCG + 97 80.3 74.1 79 91.2
MS24 | Tl Yiksek | Yiiksek | MMC | - + 98 70.2 64.8 55.9 54
MS25 | T1 Yiksek | Yiiksek | - BCG + 99 76.3 96.7 83.5 84.2
MS27 | Ta Diistik Orta MMC | - + 98 71.4 59.4 55.1 67
MS28 | Ta Diistik Orta - BCG - 98 82.4 77.8 77.1 75.7
MS30 | Ta Diistik Orta MMC | - - 98 77.3 79.7 66.6 49

Kisaltmalar: H. No= Hasta numarasi, UK= Urotelyal karsinom, Squ= Skuamoz
diferansiasyon, Src= Sarkomatoid diferansiasyon, ISI= Hemen tek doz intravezikal
kemoterapi instilasyonu, IV= Intravezikal, Rek= Rekiirrens, MMC= Mitomisin C, BCG=
Bacillus Calmette Guerin, Niv= Nivolumab, Ipili= Ipilimumab
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Uygulamalar sonrast WST-1 canlilik testine gore hiicre canlilik verileri
ortalamalarina gore degerlendirildiginde, kontrol grubu ve 4 ilag grubundaki canlilik
oranlar1 Tablo 8 ve Sekil 14’te verilmistir. Buna gore tiim hiicre kiiltiirlerine tek doz
ilag uygulamalarinda 24. saatte ortanca yaklasik %23 oraninda canlilik kaybi
gbzlenmigtir. Bu azalma, her ila¢ kendi kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli saptanmistir (tiim ilag gruplari i¢in p<0,001) (Tablo 8).
Ayrica, WST-1 canlilik diizeyleri tripan blue ile konfirme edildiginde canlilik
diizeyleri tablodaki sonugclar ile uyumlu bulunmustur (Ornegin, tripan blue sonrasi
ortalama canlilik oranlar1 Nivolumab igin 56.5+19.3 (20-90) ve Ipilimumab igin
53.3+18.4 (20-80) bulunmustur).

Rutin patolojik inceleme sonrasi parafin bloklarda ve taze dokuda yapilmis olan
IHK inceleme sonucunda immiin kontrol noktas: yiizey belirteclerinin ekspresyon
diizeyleri Tablo 9’da verilmistir. Buna gore her bir hastada tiimoral ve peritiimoral

ekspresyon diizeyleri farklilik gostermektedir.

Tablo 8. Gruplarin ilag uygulamalari sonrasi 24. saat WST-1 ortalama canlilik oranlar1

ile ortanca diisiis miktarlari.

n | Canhlik oranlari1 (%) | Canhlktaki ortanca | p*
diisiis oranlari (%)
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
Ipilimumab 20 | 71,7£17,6 (33,4-100) 22,7 <0,001

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

* Wilcoxon testi kullanilarak kontrol grubuna kiyasla ila¢ gruplarindaki canlilik oranlarinin
karsilastirmali analizi
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Sekil 14. Gruplarda ila¢ uygulamalari sonrasi elde edilen hiicre canlilik oranlari.

Tablo 9. Tiimor dokularinda yapilmis olan immiinohistokimyasal inceleme sonuglari

THK sonuclan n=20 (%)

CTLA-4 pozitifligi Tlimoral 2 (10)
Peritiimoral 11 (55)

PD-1 pozitifligi Tlimoral 9 (45)
Peritiimoral 13 (65)

PD-L1 pozitifligi 18 (90)

PD-L2 pozitifligi Tlimoral 1(5)
Peritiimoral 4 (20)

Kisaltmalar: 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, IHK=

Immiinohistokimya
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IHK incelemede saptanan tiimoral ve peritiimoral ekspresyon diizeylerine gore
ila¢ uygulamalarindaki canlilik diizeyleri Tablo 10°da verilmistir. Her bir ekspresyon
pozitifligine gore ilag yanitlar1 degerlendirildiginde canlilik diizeylerinde degisken
sonuglar oldugu gozlenmistir. Fakat bu degisken sonuclarin aym1 IHK incelemede
pozitif ve negatif gruplar arasinda istatistiksel anlamli farkliliga neden olmadigi
goriilmiistiir. Bunun nedenlerine bakacak olursak, olgularin hem toplam hem de pozitif
ve negatif IHK gruplarindaki sayisal azlig1, tek doz ajan uygulanmis olmasi ve 24. saat
erken sonuglarin degerlendirilmis olmasi olarak siralanabilir. Fakat istatistiksel olarak
anlamlilik THK sonuglarina yansimasa da kisa siireli ilag yanitlarinin bazi sartlarda
canlilik diizeylerinde belirgin azalmaya neden oldugu gézlemlenmistir. Ornegin, tiim
immiinoterap6tik ajan (BCG, Nivolumab ve Ipilimumab) uygulamalar: sonrasinda
tiimoral CTLA-4 pozitif vakalarin hiicre canlilik oranlarinin negatif hastalara gore
daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Ancak bu durum kemoterapédtik ajan (MMC)
sonrast gozlenmemistir (Tablo 10 ve Sekil 15). Ayrica, peritiimoral CTLA-4
pozitifliginde benzer bir bulgu gbzlenmemistir. PD-L1 pozitif olgulara baktigimizda
ise, basta Nivolumab olmak iizere tiim ila¢ uygulamalar1 sonras1 canlilik oranlarinin

negatif olgulara gore daha diistik oldugu goriilmiistiir (Tablo 10 ve Sekil 16).
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Tablo 10. IHK incelemede tiimdral ve peritiimdral immiin kontrol noktasi ekspresyon

diizeylerine gore ilag uygulamalar1 sonrasi hiicre kiiltiirlerindeki ortalama canlilik

oranlart.
Immiin IHK n=20 ila¢ uygulamalarindaki ortalama canhhk oranlar
kontrol boyama Kontrol MMC BCG Nivo ipili
noktalar:
Tiiméral Negatif 18 97.8+1.8 | 71.3+11.2 | 72.1x16.7 | 70.1£14.9 | 72.9+17.8
CTLA-4 Pozitif 2 98+1.4 78.6+30.3 59.7£7.3 60.1+16.3 61.6+15.8
Peritiimoral | Negatif 9 97.8+1.4 | 75.4+13.6 | 72.8+14.6 | 68+12.6 68.9£15.2
CTLA-4 Pozitif 11 97.8£2.1 | 69.3+12.2 | 69.2+18.2 | 70.1£17.1 74.1+£19.8
Tiimoéral PD- | Negatif 11 97.2+1.7 | 68+13.2 68.9+18.6 | 64.4+15.2 | 66.9+17.6
1 Pozitif 9 98.6£1.7 | 77+11.2 73.3£13.9 | 74.9+13 77.7+£16.6
Peritimoral | Negatif 7 98.1£1.5 | 79.6+£10.9 | 78.4+16 74.4£15.7 | 76.7+13
PD-1 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
Tiimoéral PD- | Negatif 19 97.9+£1.7 | 72.1£13.2 | 70.2+16.5 | 68.5*15 71.7£18.1
L2 Pozitif 1 95 71.9 83.6 80.3 72.4
Peritimoral | Negatif 16 98.2+1.4 | 74.711.6 | 73.6+£14.7 | 71£14.2 74.5+£16.5
PD-L2 Pozitif 4 96.3£2.5 | 61.7+14 60+20.3 61.8£17.5 | 60.7+20
Kisaltmalar: 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, IHK=
Immiinohistokimya, MMC= Mitomisin C, BCG= Bacillus Calmette Guerin, Nivo=
Nivolumab, Ipili= Ipilimumab
Mann-Whitney U testi kullanilarak negatif ve pozitif IHK sonuglari arasinda aym ilacin
canlilik oranlarinin karsilastirma analizi. Tiim IHK negatif ve pozitif sonuglar arasinda

herhangi bir istatistiksel anlaml farklilik bulunmamustir.
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Sekil 15. IHK incelemede saptanan tiiméral CTLA-4 ekspresyon diizeyine gore

CTLA-4 negatif ve pozitif olgulardaki ila¢ uygulamalar1 sonrasi canlilik oranlart.
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Sekil 16. IHK incelemede saptanan PD-L1 ekspresyon diizeyine gére PD-L1 negatif

ve pozitif olgulardaki ila¢ uygulamalar1 sonrasi canlilik oranlari (%).
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[lag uygulamalar1 sonrasi iyi yanit oran1 canliliklardaki ortanca diisiis (>%23liik
diisiis) diizeyleri baz almarak belirlenmistir. Immiin kontrol noktalarmin [HK
inceleme sonuglarima gore iyi yanit oranlar1 Tablo 11°de verilmistir. MMC ve
Nivolumab uygulamalari sonrast PD-L1 pozitif olgularda negatif olgulara oranla daha
yiiksek iyi yanit oranlar1 saptanmistir (Sirastyla %66'ya kars1 %0, p=0,045 ve %66'ya
kars1 %0, p=0,045) (Tablo 11).

Tablo 11. IHK incelemede tiiméral ve peritiimdral immiin kontrol noktasi ekspresyon

diizeylerine gore ilag uygulamalar1 sonrasi hiicre kiiltiirlerindeki iyi yanit oranlari.

Immiin IHK n=20 Ila¢ uygulamalari sonrasi iyi yamit oranlar
kontrol boyama MMC BCG | Nivolumab | ipilimumab
noktalar

Timoral | Negatif | 18 | 11(61,1) |9 (50) 10(55.6) | 7(38.9)
CTLA-4 | Pozitif 2 | 1G50) | 201000 |2 (100) 2 (100)

Peritlimoral | Negatif 9 4 (44,4) 4 (44,4) 6 (66,7) 5(55,6)
CTLA-4 Pozitif 11 8(72,7) 7 (63,6) 6 (54,5) 4 (36,4)
Ti{imoral Negatif 11 7 (63,6) 6 (54,5) 8(72,7) 6 (54,5)

PD-1 Pozitif 9 5(55,6) 5(55,6) 4 (44,4) 3(33,3)
Peritlimoral | Negatif 7 3(42,9) 3(42,9) 4(57,1) 3(42,9)
PD-1 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)
Timoral | Negatif | 19 | 11(57,9) | 11(57.9) | 12(63,2) | 9 (47,4)

PD-L2 Pozitif 1 | 1(100) |0(0) 0 (0) 0 (0)
Peritimoral | Negatif | 16 | 8 (50) 8 (50) 9 (56.,3) 7 (43,8)
PD-L2 Pozitif 4 |4@100) |3(75 3(75) 2(50)

Kisaltmalar: 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, IHK=
Immiinohistokimya, MMC= Mitomisin C, BCG= Bacillus Calmette Guerin

* Ki-kare testi kullanilarak negatif ve pozitif IHK sonuglar1 arasinda ayni ilacin iyi yanit
oranlarinin karsilastirilmasi. MMC ve Nivolumab uygulamalar1 sonras1 PD-L1 pozitif ve
negatif olgular arasinda istatistiksel anlamlilik mevcuttu (p=0,045).
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Hastalarin patoloji sonuglarina gore hiicre kiiltiirii ilag yanitlarina baktigimizda,
patolojik T evreleri ve timor dereceleri arasinda ila¢ yanitlarinin benzer oldugu
gbzlenmistir. Buna gore Ta ve T1 tiimorlerde siras1 ile MMC canlilik diizeyleri
72,5+£7,9 vs 71,9£15,2 ve BCG canlilik diizeyleri 72,6£12,7 vs 69,9+£18,5 iken,
Nivolumab canlilik diizeyleri 67,5+11,6 vs 70+£16,7 ve Ipilimumab canlilik diizeyleri
69,1+14,6 vs 73,1+19.4 saptandi. MMC ve BCG sonrasi hiicre canlilik oranlar1 T1
tiimorlerde, Nivolumab ve Ipilimumab sonrasi ise Ta tiimorlerde kismen daha diisiik
saptanmistir (p>0.05). Diisiik ve yliksek dereceli tiimorlerde ise sirasi ile MMC
canlilik diizeyleri 73,6+8 vs 71,1£15,6 ve BCG canlilik diizeyleri 73,9+12,3 vs
68,8+18,8 iken, Nivolumab canlilik diizeyleri 68,5+11,1 vs 69,6+17,4 ve Ipilimumab
canlilik diizeyleri 70,5+14,1 vs 72,5+20,1 saptandi. Buna gére, MMC ve BCG sonrast
hiicre canlilik oranlar yiiksek dereceli tiimorlerde, Nivolumab ve Ipilimumab oranlari
ise diisiik dereceli tiimdrlerde kismen daha iyi saptanmistir (p>0.05). Benzer sekilde,
EORTC risk siniflamasina gore orta ve yliksek riskli tiimoérlerde de benzer bulgular

gozlenmistir (Sekil 17).
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Sekil 17. EORTC risk siniflamasina gore orta risk ve yiiksek risk gruplarinda ilag

uygulamalar1 sonrasi elde edilen hiicre canlilik oranlari.
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EORTC risk siniflamasi ve patolojik bulgulara gére immiin belirteglerin IHK
incelemelerindeki ekspresyon diizeyleri incelendiginde, tiimoral PD-1 pozitifligi
sirastyla orta-risk grubu tiimorlere (%14,3) kiyasla yiiksek-risk grubu tiimorlerde
(%61,5), Ta evre tiimorlere (%14,3) kiyasla T1 evre tiimorlerde (%61,5) ve diistik
dereceli tiimorlere (%12,5) kiyasla yiiksek dereceli tiimorlerde (% 66,7) daha yiiksek
saptandi (p degerleri sirasiyla 0,043, 0,043 ve 0,017 saptandi). Fakat, PD-L1 pozitifligi
orta-risk ve yliksek-risk gruplarinda benzer saptanmistir (%92,3 vs %85,7; p=0,589).

Takip verileri incelendiginde, tedavi almamis 8 hastanin 6'sinda takipte
rekiirrens oldugu gézlendi. Rekiirrens olan ve olmayan hastalar arasinda IHK sonuglari
incelendiginde herhangi bir istatistiksel anlamli farklilik gdzlenmedi. Fakat,
peritiimoral PD-1 rekiirrens gozlenmeyen 2 hastanin 2'sinde de (%100) pozitif iken,
rekiirrens gozlenen 6 hastanin sadece 2'sinde (%33,3) pozitif saptanmistir (p=0,102).
Rekiirrens gozlenen ve gozlenmeyen olgularda ila¢ uygulamalari sonrasi hiicre
canlilik oranlar1 Sekil 18’de verilmistir. lyi ilag yamit oranlarma baktigimizda ise,
rekiirrens olan 2 hastanin 2'sinde de MMC uygulamas1 sonrasi hiicre kiiltiiriinde iyi
yanit oran1 saptanmazken, rekiirrens olan 6 hastanin 5'inde MMC uygulamasi sonrasi

iyi yanit gozlendi (p=0,035).

Tedavi alimayanlarda rekiiirens
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Sekil 18. Tedavi gormemis ve takipte rekiirrens gozlenen ve gozlenmeyen olgularda

ila¢ uygulamalar1 sonrasi hiicre canlilik oranlari.

43



Ote yandan, BCG ile tedavi edilen 11 hastanin 5'inde izlemde rekiirrens
saptannugtir. BCG sonrast rekiirrens gdzlenen ve gdzlenmeyen hastalar arasinda IHK
sonuglar1 acisindan herhangi bir istatistiksel anlamli farklilik saptanmamistir. BCG
tedavisi sonrasi takipte rekiirrens gozlenen ve gdzlenmeyen olgularda ilag
uygulamalar1 sonras1 hiicre canlilik oranlar1 Sekil 19°da verilmistir. Iyi ila¢ yanit
oranlarina baktigimizda ise, BCG sonrasi rekiirrens gozlenen 5 hastanin 2’sinde BCG
ve Nivolumab uygulamalari sonrasi iyi yamit oram gozlenirken, Ipilimumab

uygulamasi sonrast ise hi¢ bir hastada iyi yanit oran1 izlenmemistir (p>0,05).

BCG tedavisi sonrasi rekiirrens
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Sekil 19. BCG ile tedavi gormiis ve takipte rekiirrens gozlenen ve gozlenmeyen

olgularda ila¢ uygulamalar1 sonrasi hiicre canlilik oranlart.

Ayrica, orta-risk ya da yiiksek-risk gruplarinda IHK bulgular1 arasinda
immiinoterapétik ilag yanitlar1 benzer saptanmigken, MMC uygulamasi sonrasi iyi
yanit oranlar1 sadece yiiksek riskli peritimoral PD-1 pozitif olgularda, negatif olgulara

gore daha yliksek saptanmustir (%87,5'e kars1 %20, p=0,032).
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5. TARTISMA

Calismamiz1  kisaca Ozetleyecek olursak, tiim immiinoterapdtik ve
kemoterapotik ajanlar hiicre kiiltiirlerinde kendi kontrollerine oranla daha diisiik
canlilik oranlarina neden olmustur. Beklendigi gibi, hastalik takibinde BCG tedavisi
gordiikten sonra rekiirrens goézlenmeyen bazi hastalarin (MS4 ve MS13) hiicre
kiiltiirlerinde BCG uygulamas1 sonrasi canlilik oranlari takipte rekiirrens gozlenen
hastalardan (MS3, MS18, MS22 ve MS25) daha diisiik saptandi. Bu durum bize BCG
tedavisinden fayda goren ya da rekiirrens gézlenen hastalardaki BCG yanitinin hiicre
kiiltiiriine de yansidigin1 gostermistir. Ancak, paradoksal olarak BCG tedavisi sonrasi
rekiirrens gézlenmeyen bazi hastalarda (MS14 ve MS21) rekiirrens gozlenen hastalara
(MS3, MS18 ve MS22) kiyasla BCG sonrast hiicre canliliklarinin daha yiiksek oldugu
gbzlenmistir. Ayrica, bu hastalardan birinin (MS14) hiicre kiiltlirlerinde kemoterapotik
bir ajan olan MMC sonrast hiicre canliliklarinin diger immiinoterapétiklere gore daha
diistik oldugu gozlenmistir. Bu bulgular bize benzer klinikopatolojik 6zelliklere sahip
hastalarin birbirinden farkli sonuglar sergileyebilecegini gostermistir. Bu da hastalik
yonetiminde bireysellestirilmis tedavinin 6nemini tekrar aklimiza getirmektedir.

KIOMK yénetiminde, hastaligin yiiksek rekiirrens ve progresyon riski nedeniyle
baz1 intravezikal tedavi modaliteleri Onerilmektedir. Ancak, bu tedavilere ragmen
KIOMK hem hastalar hem de klinisyenler i¢in problem olmaya devam etmektedir.
Giincel olarak kilavuzlarda, diisiik riskli ve diislik rekiirrens orani ve skoruna sahip
orta riskli KIOMK hastalarinda TUR-Mt sonras1t MMC ya da Epirubisin ile ISI rutin
olarak oOnerilmektedir (2,75-77). Ayrica, orta riskli ve yiiksek riskli KIOMK
hastalarinda TUR-Mt sonrast adjuvan intravezikal MMC ve BCG tedavileri
onerilmektedir (2,5). Ancak, 6zellikle BCG refraktor KIOMK hastalarinda, hastalik
yonetimi hala net degildir. Bu baglamda, intravezikal gemsitabin, mikrodalga
hipertermi ile MMC, rekombinan adenoviriis [FN-a / Syn3 (rAd-IFNa/Syn3
(Adstiladrin)), dosetaksel kombinasyonlart, interldkin-15 stiper agonisti (ALT-803) ve
immiin kontrol noktasi inhibitorleri olast tedavi secenekleri olarak karsimizda
durmaktadir (2,3,11,78-81). Giincel KiIOMK yonetim resmine baktigimizda bu
caligmada standart tedavi segeneklerinden BCG ve MMC'yi ve giincel tedavi
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seceneklerinden olan immiin kontrol noktasi inhibitorlerinden Nivolumab ve
Ipilimumab"i degerlendirmeyi amagladik.

Mesane kanseri hiicre kiiltiirii ex-vivo arastirmalari icin daha 6nce tanimlanan
mesane kanseri hiicre dizileri (T24, JIMSU-1 ve 5637 hiicre hatlar1 gibi) veya hastalarin
kanser dokusu ya da tiriner eksfoliye edilmis mesane kanseri hiicrelerinden elde edilen
primer hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir (13,14,65-68). Bu calismada, daha 6nce
tanimladigimiz onkogram ydntemini kullanarak mesane kanseri dokusundan elde
ettigimiz primer mesane kanseri hiicre kiiltiirlerinden ilag yanit oranlarini arastirdik
(13).

Onceki ¢alismalarda, lokalize mesane kanserlerinin ¢ogunda immiin kontrol
noktasi reseptorlerinin  veya ligandlarinin (CTLA-4, PD-1 ve PD-LI)
ekspresyonlarinin mesane kanseri timor hiicrelerinde ve tlimorii infiltre eden immiin
hiicrelerde gozlemlendigi bildirilmistir (3). Ancak, IHK degerlendirmesinde farkli
yontemlerin veya antikor klonlarinin kullanilmig olmasi istatistiksel analizlerde farkli
sonuclar ortaya c¢ikarmistir (3). PD-L1 pozitifligi (literatiirde %7-69 araliginda
tanimlanmistir) ve CTLA-4 pozitifligi ilerlemis hastalik ve kotli sagkalim sonuglar ile
iligkili saptanmistir. PD-1 pozitifligi (%8-53) ise T evresi ile iligkilendirilmistir (3,11).
PD-L2 ise esas olarak antijen sunan hiicrelerde eksprese edilmektedir (11). Bunedenle
CTLA-4, PD-1, PD-L1 ve PD-L2 ekspresyon oranlarin1 TUR-Mt patolojilerinde IHK
ile tiimdral ve peritiimoéral alanlarda ayri ayr1 degerlendirdik.

Immiin kontrol noktasi inhibitdrleri, immiin sistem aktivasyonundan ziyade
immiin sistem inhibisyonunu inhibe ederek etki gdstermektedirler. Bu ilaclardan biri
olan Atezolizumab (TECENTRIQ®) hem tiimor hiicresi hem de T lenfositi aktive eden
dendritik antijen sunan hiicre ylizeyindeki PD-L1’e baglanarak T hiicre inhibisyonunu
inhibe etmektedir. Atezolizumab metastatik mesane kanserinde endikasyon alarak
Sisplatin direngli hastalikta kullanima girmistir. Ayni aileden ve benzer etki
mekanizmasina sahip Avelumab (BAVENCIO®) da PD-L1 iizerinden etki
gostermektedir. PD-1 inhibitorleri ise Pembrolizumab, Nivolumab ve Durvalumab
olarak siralanmaktadir. Nivolumab (OPDIVO®) ve Pembrolizumab (KEYTRUDA®)
da benzer etki mekanizmasiyla T hiicre ylizeyindeki PD-1’1 inhibe ederek T lenfosit

proliferasyonunu ve aktivitesini yeniden aktive ederek antitiimdr bagisikligi arttirirlar.
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Bir diger immiin kontrol noktas inhibitorii olan Ipilimumab (YERVOY®), T hiicre
ylizeyinde bulunan CTLA-4’1i inhibe ederek dendritik antijen sunan hiicrenin T
lenfositi inhibe etmesini engelleyerek etki etmektedir (82,83). PD-L2, PD-1'in
hedeflenebilir baska bir ligand1 olmakla birlikte prognostik 6nemi halen tartigmalidir
(83). Bu bes immiinoterapdtik ajan, sisplatin bazli kemoterapi sirasinda veya
sonrasinda progresyon gdsteren ve immiinoterapi i¢in uygun PD-L1 pozitif hastalarda
su anda ikinci basamak tedavide kullanilmaktadir. Ek olarak, immiin kontrol noktasi
inhibitorlerinin kullanim1 metastatik iirotelyal karsinom i¢in birinci basamak tedavide,
KIMK igin radikal sistektomi 6ncesi neoadjuvan tedavide ve BCG'ye direncli KIOMK
icin giindemdedir (84). Immiin kontrol noktasi inhibitorleri arasinda, 6zellikle
pembrolizumab, sistektomi i¢in uygun olmayan BCG'ye yanitsiz CIS ve yiiksek riskli
KIOMK ’lu hastalarin tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmistir (85). KEYNOTE-
676 calismasinda, BCG indiiksiyonundan sonra persistan ya da rekiirren yiiksek riskli
KIOMK'lu hastalarda randomize kontrollii bir Faz III calismasi olarak,
pembrolizumab igeren veya icermeyen BCG tedavileri planlanmistir (86).
Kombinasyon kolunda, 3 haftada bir intravendz 200 mg Pembrolizumab ve 6 hafta
boyunca haftada bir kez intravezikal 50 mg BCG indiiksiyon tedavisi uygulanmistir.
Yazarlar tarafindan, yiiksek riskli hastalar i¢in kombinasyon tedavisinin daha etkili bir
secenek oldugu bildirilmistir (86). Ote yandan, tedavi almamis KIOMK 'lu hastalar igin
IHK sonuglarma gére Nivolumab ve ipilimumab'm farkli kosullardaki etkinligi heniiz
netlesmemistir. Ayrica bulgularin netlesmesi icin de her bir ilag i¢in hem primer
KIOMK hastalarinda hem de BCG immiinoterapisi ya da intravezikal kemoterapi
goren fakat bu tedavilere direng gelistiren hastalarda ek bulgular ile arastirilmasi 6nem
arz etmektedir. Bu noktada ek IHK bulgularmin ve hiicre kiiltiirii ex-vivo (onkogram)
sonuglarmin kullamlmasiyla kisisellestirilmis tedavinin KIOMK yo6netimine dahil
edilebilecegi diisiiniilebilir. Belirtilen noktaya paralel olarak, IHK ve ex-vivo hiicre
kiiltiirii (onkogram) testi ile hangi hastaya hangi ila¢ sorusuna cevap verecek sekilde
hipotezimizi planladik. Ayrica, yeni immiinoterapdtik ajanlarin hiicresel diizeydeki
etkilerini de gézlemleme imkanini da elde etmis olduk.

Calismamizin IHK bulgularina baktigimizda, tiim vakalarm 18'inde (%90) PD-
L1 pozitifligi saptadik. Tiimoral ve peritiimoral CTLA-4 pozitiflikleri %10 ve %55
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oranlarinda saptandi. Ek olarak, vakalarin %45'i tliimoral PD-1 pozitif ve %65'i
peritiimoral PD-1 pozitifti. Tiimoral ve peritiimoral PD-L2 pozitiflikleri tiim vakalarin
sadece %5 ve %20'sinde goriildii. Bunlar arasinda, tiimdral PD-1 pozitifliginin daha
kotii patolojik sonuglarla (T1, yiiksek dereceli veya yiiksek riskli hastalar) iligkili
oldugunu literatiirle uyumlu olacak sekilde gozlemledik. Hiicre kiiltiirlerine MMC ve
Nivolumab uygulamalarindan sonra ilaglara iyi yanit oranlari, PD-L1 pozitif olgularda
PD-L1 negatif olgulara kiyasla anlamli olarak daha yiiksek bulundu (her iki ilag
grubunda da benzer sekilde %66'ya kars1 %0; p=0,045). Ayrica tim immiinoterapotik
ajan (BCG, Nivolumab ve Ipilimumab) uygulamalari sonrasinda hiicre canlilik
oranlarinin tiimdéral CTLA-4 pozitif olgularda negatif olgulara kiyasla istatistiksel
olarak anlamsiz olmakla birlikte bir miktar daha diisiik oldugunu tespit ettik. Ek
olarak, MMC sonras1 iyi yanit orani, dzellikle peritiimoral PD-1 pozitif olan yliksek
riskli KIOMK alt grubunda PD-1 negatiflere gore daha yiiksek saptandi (%87,5'e kars1
%20, p=0,032).

Takip verilerine baktigimizda, adjuvan intravezikal herhangi bir tedavi almamis
ve takipte rekiirrens gézlenmis 6 hastanin 5'inin hiicre kiiltiirlerinde MMC uygulamasi
sonrasi iyi yanit orani saptandi (p=0,035). Bu bulgu bize gosteriyor ki, bu hastalar
TUR-Mt sonrasi adjuvan MMC tedavisi almis olsalardi rekiirrens goézlenmeyebilirdi.
Ote yandan, adjuvan BCG tedavisinden sonra takipte rekiirrens gdzlenen vakalarin
cogunda hiicre kiiltiirlerindeki ilag uygulamalarindan sonra tiim ilaglar i¢in iyi yanit
oraninin olmadig1 gézlenmistir. Yani, BCG yanitsiz hastalardaki hiicre kiiltiirlerindeki
BCG yanitsizlig1 uyumlu saptanmistir. Bununla birlikte bu hasta grubunda, hiicre
kiiltiirlerindeki BCG yanitsizligr ile diger immiinoterap6tik ajanlarin yanitsizligi
benzer sekilde iliskilendirilebilir gibi goriinmektedir. Buna gore, BCG basarisizligi
sonras1 Nivolumab ve Ipilimumab tedavileri planlanan hastalarda tedavi dncesinde
IHK ve onkogramdaki ila¢ yanit oranlarina gére se¢im yapilmasi en uygun yaklasim
gibi gortinmektedir.

Bu calismanin en biiylik kisitliligi, Pembrolizumab ve Atezolizumabin ilag
erisim sorunlar1 nedeniyle ¢aligmada arastirilmamis olmasidir. Ayrica, ilaglara sinirlt
erisim nedeniyle Nivolumab ve Ipilimumab kombinasyonu da incelenememistir.

Diger bir sinirlama, bazi vakalarin bazi takip verilerinin sinirlt olmasidir. Bununla
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birlikte, ¢alisma, KIOMK icin immiin kontrol noktas inhibitdrlerini in vitro olarak
degerlendiren ilk ¢alisma olmakla birlikte ex-vivo ila¢ yamitlarin1 ve ek IHK
sonuclarint iceren bir onkogram c¢alismasidir. Ayrica, calisma giinliik rutinde
KIOMK'un kisisellestirilmis tedavisi icin bu ydntemin uygulanabilirligini de
degerlendiren ilk ¢calismadir. Ek olarak, daha genis ve kapsamli onkogram ¢alismamiz
daha fazla ilag ve ek IHK analizlerinin yan sira yeni nesil dizi analizi ile devam

etmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hiicre kiiltiirii uygulamalarinda kullanilacak ilaclarin dozlari hem T24 hiicre
hattinda hem de mesane kanseri primer hiicre kiiltiirinde MMC i¢in 60uM, BCG igin
8 ug/ml, Nivolumab igin 5 pg/ml ve ipilimumab igin 10 pg/ml saptanmistir.

[lag uygulamalari sonrast WST-1 canlilik testine gére canlilik diizeyleri 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 Ipilimumab
grubunda 71,7+17,6 (33,4-100) saptanmistir. Ortanca canlilik diizeyindeki diisiisler
MMC i¢in %23,6, BCG igin %25,9, Nivolumab igin %23,8 ve Ipilimumab i¢in %22,7
saptanmigtir. Buna gore tiim tek doz ilag uygulamalarinda 24. saatte ortanca yaklagik
%23 oraninda canlilik kayb1 gézlenmistir. Bu azalma, her ila¢ kendi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli saptanmistir (tiim ilaglarda p<0,001).
Iyi yamit orani, canlhilik diizeyindeki >%23’liik azalma olarak belirlenmistir. Rutin
patolojik inceleme sonrasi yapilmis olan IHK inceleme sonucunda PD-L1 pozitiflik
orant %90, tiimdral ve peritiimoral PD-1 pozitiflikleri %45 ve %65, timdral ve
peritimoral PD-L2 pozitiflikleri %5 ve %20, ve tlimoral ve peritimoéral CTLA-4
pozitiflikleri %10 ve %55 saptanmistir. Bunlar arasinda, tiimoéral PD-1 pozitifliginin
daha kotii patolojik sonuglarla (T1, yiiksek dereceli veya yiiksek riskli hastalar) iliskili
oldugunu literatiirle uyumlu olacak sekilde gozlemledik. Hiicre kiiltiirlerine MMC ve
Nivolumab uygulamalarindan sonra ilaglara iyi yanit oranlari, PD-L1 pozitif olgularda
PD-L1 negatif olgulara kiyasla anlamli olarak daha yiiksek bulundu (her iki ilag
grubunda da benzer sekilde %66'ya karst %0; p=0,045). Ayrica tiim immiinoterapotik
ajan (BCG, Nivolumab ve Ipilimumab) uygulamalari sonrasinda hiicre canlilik
oranlarinin tiimoral CTLA-4 pozitif olgularda negatif olgulara kiyasla bir miktar daha
diisiik oldugunu tespit ettik. Ek olarak, MMC sonrasi iyi yanit orani, Ozellikle
peritiimoral PD-1 pozitif olan yiiksek riskli KIOMK alt grubunda PD-1 negatiflere
gore daha yiiksek saptandi.

Sonug olarak, MMC, BCG, Nivolumab ve ipilimumab ilaglarmin ex-vivo
uygulamalarindan elde edilen ila¢ yanitlari, onkogram sonuglari, kendi kontrollerine
gore onemli Sl¢lide farklilik gdsterse de hasta bazinda bazi farklilik gdstermektedir.

Ozellikle PD-L1 pozitif hastalarda Nivolumab yanit oranmin daha iyi oldugu
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gbzlenmigtir. Buna gore ex-vivo ila¢ uygulamalari sonrasinda gozlenen ilag
yanitlarinin hastalarin klinik 6zellikleri, histopatolojik ve immiinohistokimyasal
inceleme sonugclart ile birlikte degerlendirilmesi ve bulgularin orta riskli ve yliksek
riskli KIOMK hastalarinda intravezikal tedavi ©Oncesi hastaya en uygun
immiinoterapotik ilag se¢iminde (bireysellestirilmis tedavi) Onemli bilgiler

saglayabilecegi sOylenebilir.
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Summary

Purpose: To investigate the ex-vivo efficacy of immunother-
apeutics and chemotherapeutics tn bladder cancer primary
cell cultures, to assess the applicability of the method accord-
ing to the results and to evaluate suitability of the oncogram
method for personalized treatment of bladder cancer.

Methods: After receiving ethics committee approval, tumor
tissue was obtained from patients with transurethral resec-
tion performed due to bladder tumor from 2015 to 2017.
Primary culture was produced from the obtained fresh tis-
sue. Each culture was divided into 6 groups. The control
group had only medium applied, while the other groups had
Bacillus Calmette Guerin (BCG), Interferon-a (IFN-a), Gem-
citabine, BCG+IFN-a and BCG+Gemcitabine, respectively.
Viability tests in the 24th hour were performed on each cul-
ture. The results of all cases were compared with their own
controls. Also, results of each case were compared between
the cases with similar pathologic results

Introduction

Urothelial carcinoma of the bladder (UC) is a
highly morbid and mortal carcinoma among uro-
genital malignancies [1]. At initial diagnosis, over
709% of patients have non-muscle invasive bladder
cancer (NMIBC) and are treated with transurethral
resection of the bladder tumor (TUR-BT) with or
without additional intravesical chemotherapy or
immunotherapy [2]. About 30% of the patients

Results: The study a d 24 bladder cancer cases. Mean
patient age was 66.2+11.7 years (34-83), with 19 male
(79.5%) and 5 female patients (20 5%). When data were com-
pared between the groups, viability percentages were 31.2%,
30.99%, 27.7%, 32.1% and 29.4% in the BCG, IFN-a, Gemcit-
abine, BCG+IFN-a and BCG+Gemcitabine groups compared
with their own controls (73.1%), respectively (p<0.001). In
addition, we found that viability results were not similar
in all cases.

Conclusions: Cell cultures produced from bladder can-
cer tissue might help to determine sensitivity to treatment.
This ex-vivo method (oncogram) is a simple and applicable
method that can be used for personalized treatment before
intravesical or systemic therapy.

Key words: Bacillus Calmerte Guerin (BCG), bladder cancer,

cell culture, gemcitabine, interferon-a (IFN-a), oncogram

have muscle-invasive bladder cancer (MIBC), and
are treated with standard treatment of radical cys-
tectomy (RC) with or without neoadjuvant and ad-
juvant chemotherapy [1].

For the management of NMIBC, different
treatment modalities and follow-up procedures
are recommended after TUR-BT according to Eu-
ropean Organization for Research and Treatment
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Abstract

Objective: Bladder cancer is characterized by frequent recurrence and progression. CD44+ cancer stem cells (CSCs) might be one of the
main reasons for recurrence. Although Bacillus Calmette Guerin (BCG) has by a gold dard i herapy, after treatment recur-
rence frequently occur. Based on this knowledge, the aim of this study was to evaluate the changes in cytokine and chemokine expressions
in bladder cancer and CSCs cultures in vitro with BCG only and in combination with IL2 and lymphocyte (MNCs) applications.

Material and methods: In this study, 3 cell lines of human bladder cancer cells with different characteristics (T24, 5637, and IMSU-1) and
CD44+ bladder CSCs isolated by magnctic 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% CO,. BCG only and its combination with 112 and MNCs were
applied to bladder cancer cell lines and bladder CSCs for 24, 48, and 72 hours. Annexin V-PI was used to detect the percenta ges 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 con-
trols. Quantitative fold changes in terms of gene expression were measured by RT2—PCR array and fold changes for expression levels of genes
were compared among groups. Eighty-four genes were analyzed in standard array of chemokines and cytokines (Biorad).

Results: BCG treatment with 732 pg/ml dose alone and in combination with IL2 (1000 IU/ml) and MNCs (1000 cells/ml) were found to be
most effective an bladder cancer cells, When BCG and its combinations were applied to CSCs of the 3 cell lines, BCG treatment showed cyto-
toxic effect on CSCs as well as cancer cells. CSCs of 3 cell lines over expressed CXCLS5, CCL8, CNTF, and CSF2 compared with cancer cells.
Cancer cells over expressed IL6, TNSFF1 1, FASLG, and CXCLY compared with CSCs. In all 3 cell lines, BCG application increased expression
of CXCLS and LTB and also decreased CCL20 and 1L6. When BCG was combined with 12 and MNCs, CXCL10, CXCLS, and IFNG were
increased and CXCL12, IL6, and TNSF11 were decreased BCG treatment of CSCs caused increases in ADIPOQ, CXCLI0, and XCL1 and a
decrease in CCL8. When IL.2 and MNCs were combined with BCG, the expression of many cytokines and chemokines decreased.

Conclusion: BCG tr changes the expression of many cytokines and chemokines in bladder cancer. The expression differs in 3
different cell lines and their CSCs. Immune modulation of each case differs from each other. The effectivity of BCG-based immunotherapy
in bladder cancer on CSCs might decrease in combination with IL2. Our results indicate that recurrence after BCG treatment for bladder
cancer may not occur mainly based on the CSCs hypothesis considering bladder cancer occurs at different loci of surface epithelium, ©
2020 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Bladder cancer: Bacillus Calmette Guerin (BCG): Cancer stem cells (CSCs): In vitro cell lines

1. Introduction

Funding: This study was supported by Dokuz Eylul Univensity Scientific s y . .
Rescarch Project funding (Project No: 2014 KB.SAG.052). Urathelial carcinoma (UC) of the bladder developing
from transitional epithelium is a highly morbid and mortal
carcinoma among urogenital malignancies [1]. Bladder
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1078-1439/© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.

61



EK-4. Tez ile iliskili Makale 3 (Derleme)

OFZ30) Review
= DOI: 10.4274/uob.947

Bulletin of Urooncology 2018;17:18-25

Effects and Mechanisms of Checkpoint Inhibitors
(CTLA-4, PD-1 and PD-L1 Inhibitors) as New
Immunotherapeutic Agents for Bladder Cancer

@ Serdar Celik MD'2, ® Zekiye Sultan Altun MD?, @ Safiye Aktag MD?

"zmir Bozyaka Training and Research Hospital, Ginke of Urdlogy, bzmir, Turkey
“Daokuz Eyitl University Faculty of Medicine, institute of Oncology, Department of Oncology, lzmir; Turkey

Abstract | ——

Since intravesical Bacillus Calmette-Guerin (BCG) began to be used for bladder cancer, our understanding of the importance of immune mechanisms
in bladder cancer has steadily grown. Wllh developments in immunotherapy in recent years, the use of new lmmunolherapeuuc agents for bladder
cancer, especially ch ive and i ic cancers, has opened the way for research in this area. Of these new therapeutic
agents, this article reviews studws published on PubMed or listed on the ClinicalTrials.gov website as of December 2017 regarding the effects and
mechanisms of action of checkpoint inhibitors [cytotoxic t-lymphocyte associated protein-4, programmed cell death 1 receptor (PD-1) and PD-1
ligand inhibitors] on bladder cancer. Because checkpoint inhibitors were first used for chemotherapy-resistant bladder cancer after identification of
positive expression in tumor cells and especially in tumor-infiltrating mononuclear cells, significant objective response rates and survival advantages
have been reported. Research continues regarding the use of these agents as first- and second-line treatment for metastatic disease in combination
with chemotherapy; their efficacy in neocadjuvant, adjuvant, and bladder-preserving approaches to muscle-invasive bladder cancer (MIBC) disease,
and their use in non-muscle-invasize bladder cancer (NMIBC), especially BCG-refractory disease. Depending on the results of these ongoing studies,

immunotherapy may direct the treatment of bladder cancer in the future,
Keywords: Bladder cancer, immunotherapy, PD-1, PD-L1, CTLA-4

Introduction

Bladder cancer ranks fifth among the most common types of
cancer (1). Seventy-five percent of cases are identified as non-
muscle-invasive bladder cancers (NMIBC) [(pathologic stage Ta,
T1 and carcinoma in situ (CIS)] following transurethral resection.
European Organization for Research and Treatment of Cancer
risk groups have been defined to predict the recurrence and
progression of NMIBC, and follow-up and treatment protocols
are recommended based on this classification (2). Intravesical
Bacillus Calmette-Guerin (BCG) therapy is the only agent that
reduces recurrence and progression to muscle-invasive bladder
cancer (MIBC), and is especially recommended for high-risk
patients (2,3). The search for alternative treatments is ongoing
due to the risk of toxicity or unresponsiveness to BCG therapy.
Immunotherapy is the most important and newest of these
research areas, yet is also the oldest (because it forms the basis
of the BCG mechanism of action).

There are several reasons that immunotherapy is a favorable
treatment modality for bladder cancer. Firstly bladder cancer
has one of the highest mutation rates among all cancers.
Therefore, it has high antigenic potential (4). Secondly, because
the tumor is surrounded by a large surface in the intravesical
area, it is easily accessible and suitable for local treatment.
Thirdly, follow-up is easy because response to treatment can
be observed visually. Despite these advantages, however,
treatment success in bladder cancer is not at the desired level.
For this reason, it is also an important target in research on new
immunotherapeutic agents (5).

The aim of this review is to discuss bladder cancer immunology
and the role of new immunotherapeutic agents (inhibitors) in
the treatment of bladder cancer in light of the current literature.
The contents are presented within the following subheadings:
Immunotherapy in bladder cancer, BCG and bladder cancer,
and checkpoint inhibition and inhibitors. Substantial attention
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Received: 09.12.2017 Accepted: 18.12.2017
18 @Copyright 2018 by Urooncology Assocation Bulletin of Urooncology | Published by Galenas Yaynen

62



EK-5. Tez ile iliskili Makale 4 (Dergi Gonderim Belgesi)

24-Feb-2021
Dear Dr Celik,

of ex-vivo efficacy of i ic agents in i isk and high-risk non-muscie invasive bladder cancer” has
bean sucosssfulry smmad onlne to the International Journal of Clinical Pracﬁeo and will be assessad by the Editor-in-Chief shortly.

Your manuscript ID is 1JCP-02-21-0639.

If you have any queries please feel free to contact me by email or phone, quoting the manuscript ID above. To change your contact details at any time, please log in to
ipt Central at hitp:/mc. riptcentral.com/ijco and edit your user information as appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center after logging in o hitpu//me. manuscripicentral.comfiiep.
Thank you for submitting your manuscrip!t to the International Journal of Clinical Practice.
Best wishes,

Yuvalatha Loganathan
Editorial Assistant

on behalf of
Dr Charles Young MRCP

Editor-in-Chief,
International Journal of Clinical Practice

63



EK-6. Tez ile iliskili Sozlii Bildiri Ozeti 1

Dornegi

&L Ex 9. UROLOJIK CERRAHI KONGRESI

Jon

1 15 ¥aen 0

0-55 91 - ORTA VE YUKSEK RISKLI KAS INVAZIV OLMAYAN MESANE KANSERINDE IMMUNOTERAPOTIK
AJANLARIN EX-VIVO ETKINLiGINiN DEGERLENDIRILMESi
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1- SBU iZMIR BOZYAKA EGITIM VE ARASTIRMA HASTANES], UROLOJI KLINIGi VE DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
ONKOLOJI ENSTITUSU TEMEL ONKOLOJI ANABILIM DAL

2- DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI ONKOLOJI ENSTITUSU TEMEL ONKOLOJi ANABILIM DALI

3- DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI PATOLOJi ANABILIM DALI

4- DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI UROLOJI ANABILIM DALI

5- DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI TIP FAKULTESI MEDIKAL ONKOLOJI ANABILIM DALI

AMAC:

Galismamizin amact orta ve yiiksek riskli KIOMK'de Mitomisin C (MMC), Bacillus Calmette Guerin (BCG),
Nivolumab (PD-1 inhibitéri) ve Ipilimumab (CTLA-4 inhibitorii) gibi kemoterapotik ve immiinoterapétiklerin ex-
vivo etkinligini immiin belirtegler Uzerinden degerlendirmek ve hasta bazinda en uygun tedaviyi belirlemektir.

GEREC-YONTEM:

2018-2019 vyillan arasinda DEU’ne basvuran ve mesane tlimdrl nedenli transiretral rezeksiyon (TUR-M)
uygulanan 20 hastadan taze timér dokusu ve tam kan 6rnegi elde edildi. Taze timér dokusundan mesane kanseri
primer hucre kulturd olusturuldu. Primer hucrelerin yani sira T24 hucre hatlan da hucre kiltur ortaminda
¢ogaltildi. T24 mesane kanseri hiicre hatlarinda hiicre kiltiriine uygun ilag doz araliklari WST-1 canlilik testi ile
belirlendi. Olugturulan primer kilturler ise pasajlama sonrasi 5 gruba ayrildi. Kontrol grubuna (Grup 1) medium
ve mononukleer hiicreler eklendi. Diger gruplara medium ve mononukleer hiicrelerin yani sira sirasiyla 60mM
MMC (Grup 2), 8 mg/ml BCG (Grup 3), 5 mg/ml Nivolumab (Grup 4) ve 10 mg/ml Ipilimumab (Grup 5) uyguland.
Her ilag uygulamasi sonrasi 24. saatte tripan blue ve WST-1 kullanilarak hiicre canhliklani test edildi. ilag
uygulamalari sonrasi canhiliklardaki diistis diizeyine gére kesim degeri ile ilaca iyi yanit diizeyi belirlendi. TUR-M
islemi sonrast rutin histopatolojik incelemenin yani sira parafin blokta immiinohistokimyasal (IHK) PD-1, PD-L1,
PD-L2 ve CTLA-4 ekspresyon duzeyleri incelendi. Hastalann primer kultUrdeki ilag yanitlan, klinikopatolojik
bulgulari ve IHK ekspresyonlari karsilastiriidi.

BULGULAR:

Calismada 18'i (%90) erkek, 2’si (%10) kadin olan 20 primer mesane kanserli hasta degerlendirildi. Ortalama
timor gapi 58.5mm, ortalama sayisi 3.8 olan hastalarin 13'tinde (%65) patolojik olarak T1 timér, 12'sinde (%60)
ylksek dereceli timdr ve S'inde es zamanli karsinoma in-situ (CIS) saptandi. Bulgulara gore hastalarin 7’si (%35)
orta risk grubunda iken, 13'G (%65) yuksek risk grubundaydi. Hucre kultird ve ilag uygulamalari sonrasi ortalama
canlilik oranlar Tablo'da verilmistir. lyi yanit orani, canlilik dizeyinde gerceklesen %23'lik azalma olarak
belirlendi. ilag gruplarinda kendi kontrollerine oranla ortanca %23'liik canlilik azalmasi gozlendi (p<0,001) (Tablo).
IHK incelemede 18 (%90) hastada PD-L1 pozitifligi saptand. iki hastada timoral CTLA-4 pozitif iken, 11 hastada
peritimoral CTLA-4 pozitifligi saptand). Ayrica 9 hastada timéral PD-1 pozitif, 13 hastada peritimoral PD-1
pozitif, 1 hastada timdral PD-L2 pozitif ve 4 hastada peritiméral PD-L2 pozitif saptandi. PD-L1 pozitif hastalarda
MMC ve Nivolumab uygulamalari sonrasi PD-L1 negatif hastalara gore daha yiiksek iyi yanit orani saptandi (her
iki ilag grubunda %66 vs %0; p=0,045).

SONUC:

Primer mesane kanseri hicre kultirine uygulanan ex-vivo MMC, BCG, nivolumab ve ipilimumab uygulamalan
sonras| elde edilen ilag yanitlari kontrol grubuna gore anlamli saptanmakla birlikte hasta bazinda farkliliklar
gdstermektedir. Ozellikle PD-L1 pozitif hastalarda nivolumab yanitinin daha iyi oldugu saptanmistir.
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MESANE KANSERINDE iMMUNOTERAPOTIK VE KEMOTERAPOTIKLERIN EX-
ViVO ETKiNLIGIiNiN DEGERLENDIRILMES| (ONKOGRAM)

Serdar CELIK!, Hilmi SARI?, Mehmet Ugur MUNGAN?, Kutsal YORUKOGLU?, ilhan CELEBI?, Safiye
AKTAS!

Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Daly, Izmir, Tiirkiye
2Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali, izmir, Tiirkiye
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Amag: Bu c¢aliymadaki amacimiz mesane kanseri hicre kilturinde imminoterapotik ve
kemoterapdtiklerin ex-vivo etkinligini canhlik testi ile dlgmek ve cikan sonuglara gére yéntemin
uygulanabilirligini degerlendirmektir.

Gereg-Yéntem: Etik kurul onayr alindiktan sonra, 2015-2017 yillari arasinda mesanede kitle nedenli
transiiretral rezeksiyon (TUR-Mt) uygulanan hastalardan 0,5 mm taze donmug tiimor dokusu elde
edildi. Elde edilen taze dokudan primer kiiltiir olugturuldu. llk pasaj sonrasi her kiiltiir 6 gruba aynldi.
Kontrol grubuna sadece medium, diger gruplara swrasiyla Bacillus Calmette Guerin (BCG, Onco-tice®),
Interferon- a 2b (INF-q, Intron-A®), Gemsitabin (Gemko®), BCG+INF-a ve BCG+Gemsitabin uyguland.
Her bir kultirde 24. saatte tripan blue ve WST-1 ile canlilik test edildi. Her islem tger kez uyguland:.
istatistiksel analizde Wilcoxon ve Mann-Whitney U testleri kullanilds.

Bulgular: Calismada 24 mesane kanserli olgu degerlendirildi. Ortalama yas1 66,2 + 11,7 (34-83) yil olan
hastalardan 19'u (%79,5) erkek, 5'i (%20,5) kadindi. Gruplar arasi verileri karsilastirdigimizda, BCG, INF-
a, Gemsitabin, BCG+INF-a ve BCG+Gemsitabin uygulananlarda kendi kontrollerine oranla diigiik canlilik
yiizdeleri gézlendi (Tablo).

Tablo: llag uygulamalari sonrasi gruplardaki canhlik oranlan ve kargilastrmali sonuclar

Gruplar n  Canhlik Oranlan (%) p*
Kontrol 24 73,1+13,3 {42-91) -

8CG 23 31:21,.8(3-97) <0,001
INF-a 24 30,9:21,3 (5-80) <0,001
Gemsitabin 24 27,7+20,8 (3-82) <0,001
BCG + INF-a 24 32,1:22,2 {0-86) <0,001
BCG + Gemsitabin 24 29,4+21,4 (0-80) <0,001

* kontrol grubuna gére diger gruplardaki canliik oranlanmin analizi Wilcoxon test kullamlarak
yapilmistir.

Sonug: Mesane kanseri dokusundan uretilen hiicre kultirlerine uygulanan ilaglar tedavi duyarliligini
gostermekte, mesane kanseri hiicreleri hizh ve kolay primer kiltir olusturmaktadir. Bu ex-vivo ygntem

(onkogram) tedavi éncesi kullanilabilecek basit ve uygulanabilir bir ydntemdir.

Anahtar Kelimeler: Mesane kanseri, hiicre kiiltiirii, onkogram, canlilik testi

25
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Understanding of Non-muscle Invasive Bladder Cancer
Immune Microenvironment For Potential Targets
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Introduction

Urothelial carcinoma of the bladder (UC) is a highly morbid and mortal carcinoma
among urogenital malignancies. At initial diagnosis, over 70% of patients have
non-muscle invasive bladder cancer (NMIBC) and are treated with transurethral
resection of the bladder tumor (TUR-BT) with or without additional intravesical
chemotherapy or immunotherapy. However, it has a high recurrence rate and a
high progression rate to muscle-invasive bladder cancer.

The tumor microenvironment impacts tumor progression and individual cells,
including T cells, immune checkpoints, inflammation markers and vascularisation
factors which have been detected in bladder cancer tissues.

The aim of this study is to evaluate immune microenvironment related protein
expressions in NMIBC.

Material and Methods

Immunohistochemical expression of PD-1, PD-L1, PD-L2, CTLA-4, LAG3, CD47,
CD20, CD4, CD8, FOXP3, CD163, NCR1, EGFR, Angl, Ang2 were automatically
detected on sections of 25 NMIBC by the streptavidin-biotin method. Expression
percentages were evaluated and statistically compared to clinical and pathological
data.

Results and Discussions

This study included 25 NMIBC. The mean age was 70£9.9 years and 23 were male.

Eleven cases were stage pTa and 14 cases were pT1 after TUR-BT. Twenty-one
cases were in papillary histology. Twelve cases were low grade and 13 cases were
high-grade tumors. According to the EORTC risk classification; 8 cases were at low
risk; 4 cases were in intermediate-risk and 13 cases were in high-risk groups. High
expressed markers were Lag 3 (96%); PD-L1 (88%), PD-1 (92%), PD-L2 (%92),
CD4 (76%) and EGFR (84%). CD47 (Don’t eat me marker), Ang-1, Ang-2 were
expressed in the stroma of the tumor tissues in all cases. Tumor-associated M2
macrophages (CD163) were observed in all cases in low numbers in the stroma.
Low expressed markers are CTLA4 (8%), FoxP3 (Treg cells) (8%), CD8 (12%),
NCR1 (NK cell marker) (44%).

Conclusion

Determining of the immune microenvironment of NMIBC showed high ratios of
targeted therapy and immunotherapy related protein expressions. Our results
promise new options for personalized therapy for bladder cancer.
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