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Mesanenin Noninvaziv ve invaziv Urotelyal Karsinomlarinda B7-H3, TIM-3,
BTLA’nin Immunhistokimyasal Analizi, Grade ve Lenf Nodu Tutulumu ile

Iliskisinin Belirlenmesi

OZET

Mesane {iirotelyal karsinomu en sik goriilen 9. kanser tipidir. Yiizeyel mesane
karsinomlarinda 5 yillik sagkalim %90’ {izerindeyken kasa invaze mesane
karsinomlarinda bu oranin %45 ile %55 arasinda bildirilmistir. Bu durum immiin kontrol
noktalarini bloke eden antikorlar gibi yeni tedavi yontemlerini arastirmaya yonlendirmistir.

Immun kontrol noktalar1 bagisiklik tepkisinin tipini, biiyiikliigiinii, siiresini
diizenlemekle gdrevli hem uyarici hem de inhibe edici yollardan olusur. BTLA, TiM-3 ve
B7-H3 immun kontrol noktalarindan olup T hiicre iligkili inhibitér reseptorlerdir.
Calismamizda mesane iirotelyal karsinomlarinda tiimor hiicrelerinde B7-H3, TIM-3 ve
BTLA reseptorlerinin ekspresyon durumlari ile bunlarin prognostik faktorlerle iligkisini
irdelemeyi ve neticede gelecekte bu molekiiller tizerinden etki edecek ilaglarin mesanenin

irotelyal karsinomlarinda kullanima ile ilgili ipucu elde edebilmeyi amacladik.

Calismamiza Meram Tp Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda 2013-2018 yillarinda
noninvaziv veya invaziv lirotelyal karsinom tanili 90 adet vaka dahil edildi. 13 adet normal
goriinimlii  mesane dokusu kontrol grubu olarak belirlendi. Tiim olgulara
immiinohistokimyasal yontem ile BTLA, TIM-3 ve B7-H3 calisildi. Iimmunhistokimyasal
caligmanin sonuglari prognostik faktorlerden yas, cinsiyet, histolojik derece, invazyon
derinligi, lenf nodu metastazi1 varligi ile iliskileri istatistiksel olarak karsilagtirildi.

90 adet iirotelyal karsinom olgusunun 60 tanesinde (%67,4) BTLA ekspresyonu
tespit edilirken, 11 tanesinde (%12,2) yiiksek ekspresyonu mevcuttu. BTLA ekspresyonu
ile yas, cinsiyet, histolojik grade, invazyon derinligi ve lenf nodu metastazi varlig arasinda
istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi. TIM-3 ekpresyonu ile ileri Tevre arasinda
anlamli iliski mevcutken (p=0,001) histolojik derece ve lenf nodu metastaz1 varligi ile
arasinda istatiksel olarak anlamli korelasyon saptanmadi. B7-H3 ekspresyonu ile histolojik
grade ve ileri Tevre arasinda anlamli korelasyon saptanirken lenf nodu metastazi varligi ile
arasinda anlamli fark tespit edilmedi. 17 olguda primer tiimoér dokusunda ve metastatik lenf
nodu dokusunda BTLA, TIM-3 ve B7-H3 ekpsresyonlar: arasinda anlamli fark saptanmadi.

Calismamiz literatiirde mesanenin iirotelyal karsinomlarinda tiimér hiicrelerinde
BTLA ekspresyonunu immunhistokimyasal yontemle gosteren ve B7-H3 ekspresyonu ile

yiiksek histolojik derece ve ileri Tevre korelasyonunu gosteren ilk arastirmadir.



Determination of the Relationship of B7-H3, TIM-3, BTLA with Immunohistochemical
Analysis, Grade and Lymph Node Involvement in Noninvasive and Invasive Urothelial

Carcinomas of Bladder
SUMMARY

Urothelial carcinoma of the bladder is the 9th most prevalent type of cancer. Superficial
bladder carcinomas are associated with a 90% five-year survival rate, however, this rate was
reported to vary between 45% and 55% in cases of muscle invasive bladder carcinoma. This has
promoted research on novel treatment methods such as antibodies that block the immune
checkpoints.

Immune checkpoints consist of stimulatory and inhibitory pathways that are tasked with
regulating the type, strength, and duration of the immune response. The immune checkpoints
BTLA, TIM-3, and B7-H3 are T-cell co-inhibitory receptors. This study aims to investigate the
expression levels of B7-H3, TIM-3, and BTLA receptors in tumor cells and their relationship with
prognostic factors in urothelial carcinoma of the bladder, and consequently, obtain clues about the
future use of medications that would take effect through these molecules in the treatment of
urothelial carcinomas.

This study included 90 cases who were diagnosed with noninvasive or invasive urothelial
carcinomas between 2013-2018 in the Pathology Department of Meram Faculty of Medicine. The
control group was comprised of 13 bladder tissues with a normal appearance. All cases were tested
for BTLA, TIM-3, B7-H3 using immunohistochemistry. The results of the immunohistochemical
work-up was statistically compared to prognostic factors including age, sex, histological grade,
depth of invasion, and the presence of lymph node metastasis.

BTLA expression was detected in 60 (67.4%) of the 90 urothelial carcinoma cases and 11
of these (12.2%) showed high expression. BTLA expression was not statistically correlated with
age, sex, histological grade, the depth of invasion, and the presence of lymph node metastasis.
TIM-3 expression was significantly correlated with an advanced T-stage (p=0.001), however, it did
not have a statistically significant correlation with histological grade and the presence of lymph
node metastasis. B7-H3 expression was significantly correlated with histological grade and an
advanced T-stage (p=0.001), however, it did not have a statistically significant correlation with the
presence of lymph node metastasis. In 17 cases, levels of BTLA, TIM-3, and B7-H3 expression
were not significantly different between the primary tumor tissue and the metastatic lymph node
tissue.

Our study is the first to demonstrate BTLA expression in tumor cells in urothelial
carcinoma of the bladder using immunohistochemistry and show a correlation between B7-H3

expression and a high histological grade and T-stage.
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1. GIRIS VE AMAC

Mesane Tlrotelyal karsinomu iiriner sistemin en sik goriilen malignitesi olup,
erkeklerde goriilen kanserler arasinda?., kadinlarda ise 17. Sirada yer alir. (Burger ve ark
2013) En sik goriilen 9. kanser tipi olarak bildirilen mesane kanserinin iilkemizde yapilan
bazi ¢alismalarda insidansinin diinya ortalamasinin istiinde oldugu tespit edilmistir. (Eser
ve ark 2009, Aydin ve ark 2015, Ferlay ve ark 2015) Mesanenin idrar rezervuari olmasi
sebebiyle konsantre kimyasal maddelere maruz kaldigi ve buna bagli olarak gelisen
mesane tiimorlerinin primer olarak ¢evresel faktorler nedeniyle olustugu yoniinde goriisler
vardir. Mesane kanseri insidansi ve mortalitesinde diinya genelinde cografi farkliliklar
mevcut olup bu durum genetik ve g¢evresel faktorlere baglanmistir. (Siegel ve ark 2014)
Mesane kanserleri erkeklerde kadinlara oranla daha fazla goriilmekle birlikte kadinlarda
daha kotili prognoza sahiptir. (Otto ve ark 2012)

Mesane tiimorlerinin %90’ mdan fazlasini tirotelyal karsinom olusturur. (Messing
ve ark 2007) Urotelyal kanserlerin yaklasik %75°i tan1 aninda yiizeyel timér seklinde (Ta,
Tis, T1) olup bu tiimorlerin g¢ogunlugu rekiirrens ile seyreder. (Smith ve ark 2014)
Urotelyal karsinomda en ©Onemli prognostik faktér evredir. Yiizeyel mesane
karsinomlarinda 5 yillik sagkalim %90’ iizerindeyken kas dokusuna invaze mesane
karsinomlarinda bu oranin %45 ile %55 arasinda oldugu bildirilmistir. (Scinner ve ark
1980, Cheng ve ark 2000) Mesane kanseri siiphesi olan hastalarda tani igin sistoskopi
yapilmasi Ve tespit edilen lezyonlarin mesane kanserini taklit eden benign lezyonlardan
ayirtdilmesi i¢in patolojik inceleme yapilmasi onerilir.

Genel olarak kilavuzlarda kas dokusuna invaze olmayan mesane kanseri
olgularinda transiiretral rezeksiyon (TUR) ve risk gruplarina bagli olarak intravezikal
tedavi Onerilirken, kasa invaze mesane kanseri olgularinda kemoterapili veya
kemoterapisiz sistektomi onerilmektedir. Urotelyal karsinom diger kanser tiirleri arasinda
tanidan hastanin 6liimiine kadar en yiiksek tedavi maliyetine sahip olan kanser tiiri olarak
bildirilmistir. (Sievert ve ark 2009)

Kanser tedavisinde yeni arastirmalarla birlikte kemoterapi yaninda artik
immunoterapi ajanlar1 da kullanilmaktadir. Kanser hiicreleri bagisiklik sistemimiz
tarafindan "yabanci" olarak taninir ve tlimore karst immunite gelistirilir. Ancak, timor
hiicreleri baz1 manipiilatif 06zellikler sergileyerek immiinosiipresif bir mikrogevre
modulasyonu ile immiin sistemden kag¢is mekanizmalarina sahiptir. (Chen ve Mellman

2013) Timori infiltre eden immiin hiicrelerin, timdr biiyiimesini ve ilerlemesini kontrol



etmek i¢in islev gorebilecegi gibi ayn1 zamanda tiimoriin geligebilecegi bir immiinosiipresif
ortamin yaratilmasina da yardimci olabilecegi yapilan c¢aligmalarda ortaya konulmustur.
(Schreiber ve ark 2011) Immun kontrol noktalar;; otoimmun tolerans: korumak ve
bagisiklik tepkisinin tipini, biiylikliiglinii ve siiresini diizenlemekle gorevli hem uyarici
hem de inhibe edici yollardan olusur. Kanserde immiin kontrol noktasi tedavisi, timor
hiicrelerine karst immun aktiviteyi arttirmak icin, diizenleyici yollar1 hedef alan stratejileri
igerir. (Sharma ve Allison 2015) Bagisiklik sisteminin antitiimoral etkilerini giigclendirici,
tiimor indiikleyici etkilerini baskilayicit konularinda ¢ok sayida ¢alisma yapilmakta olup
yeni terapilerin gelistirilmesi ile gelecekte kanser tedavisinde bagarinin artmasi
beklenmektedir.

B ve T lenfosit zayiflatict (BTLA), T hiicresi immiinoglobulin domain ve musin
domain-3 (TiM-3) ve CD276 (B7-H3) immun kontrol noktalarindan olup T hiicre iliskili
inhibitor reseptorlerdir. T hiicreleri, antijen sunan hiicreler gibi immun hiicrelerde
bulunurlar. Mesane kanserlerinde ve diger bazi kanserlerde tiimor hiirelerinde de bu
reseptorlerin ekspresyonunu gosteren cesitli ¢alismalar mevcuttur. Ayrica immiin kontrol
noktasi tedavileri kapsaminda B7-H3, TIM-3 ve BTLA ile ilgili ilag gelistirme calismalari
klinik fazl/fazII arastirmalari olarak devam etmektedir. (Marin-Acevedo ve ark 2018)

Biz bu ¢alismamizda mesane iirotelyal karsinomlarinda tiimér hiicrelerinde immun
kontrol noktalarindan olan B7-H3, TIM-3 ve BTLA reseptorlerinin ekspresyon durumlari
ile bunlarin prognostik faktorlerle iliskisini irdelemek istedik. Elde edecegimiz sonuglar ile
timdr immiinitesini arastiran ve literatiirde az sayida bulunan calismalara katki saglamay1
ve neticede gelecekte bu molekiiller iizerinden etki edecek ilaglarin mesanenin noninvaziv

ve invaziv lirotelyal karsinomlarinda kullanimu ile ilgili ipucu elde edebilmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1 Mesane
2.1.1 Mesanenin Anatomisi

Mesane, pelviste pubis kemiklerin hemen arkasinda yer alan kas yapisinda duvari
olan i¢i bos bir organdir. (Brooks 2007) Idrar deposu olarak gorev yapan ve genisleme
yetenegine sahip mesanenin kapasitesi yetiskinde 350-500 ml’dir. (Emil 2012)

Bos mesane ters gevrilmis dort kenarli piramit seklindedir ve vezikal fasya ile
kaplhidir. (Moore 1992) Mesane detriisor ve trigon olmak tizere iki farkli yapidan olusur.
Detriisoriin birbirlerini serbestge ¢aprazlayan diiz kas demetleri, mesane boynunda dairesel
Ozellik alarak fonksiyonel bir sfinkter oOzelligi kazanir. Trigon, iireterlerin giris
deliklerinden mesane boynuna uzanir. Derin trigon detriisor diiz kasinin, yiizeyel trigon ise
tireter kaslarinin uzantisidir. (Sivrioglu 2005) Trigon mesanenin tabaninda olup, mesane
boynu ile devamlilik gdstererek iiretraya agilir. Mesanenin iiretraya agildigi yere ostium
tiretra internum denir. Mesane boynunun oturdugu yapilar posteriorda erkekte rektum
kadinda vajen tarafindan olusturulur. (Sekil 2.1 ve 2.2) Anterior ve lateralleri pubik
kemikler ile birlikte internal obturator ve levator ani kaslari meydana getirir. Bu yapilar
anterior, lateral veya mesane boynu bdélgelerini isgal eden ileri evre tiimérlerde tutulabilir
ve hastayr ameliyat edilemez kilabilir. Mesanenin en On-iist kesimi apeks veya kubbe
olarak bilinir. Apeks median umbilikal ligamanin insersiyon noktasidir ve dolayisiyla
urakal karsinomlarin gelistigi bolgedir. (Epstein 2016)

Erkeklerde mesanenin {ist yiizeyi tamamen peritonla kapl olup, sigmoid kolon ve
ince bagirsaklarla, kadinlarda ise uterus ve ince bagirsaklarla komsudur. (Tanagho 1992)
Posterior ylizey mesanenin tabani olarak bilinir, posteriora ve inferioara bakar. Rektumdan,
kadinda uterin serviks ve vajenin proksimal kesimi; erkekte seminal vezikiiller ve vaz
deferenslerin ampullas1 ile ayrilir. Mesanenin posterior anatomik komsuluklari klinik
olarak ¢ok Onemlidir. Posterior duvardan kaynaklanan tiimorler, invazyonla yumusak
dokuya ve komsu organlara yayilabilirler. (Epstein 2016) Mesanenin sekil, boyut, pozisyon
ve komsuluklart igerdigi idrar miktar1 ve komsu oldugu organlarin durumuna gore

degisebilmektedir. (Sahinoglu 2007)
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Sekil 2.1: Kadinlarda mesanenin anatomisi (Putz R, Pabst R. Sobotta Atlas of Human
Anatomy. Houten, the Netherlands: Bohn Stafleu van Loghum. 2006.)
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Sekil 2.2: Erkeklerde mesanenin anatomisi (Putz R, Pabst R. Sobotta Atlas of
Human Anatomy. Houten, the Netherlands: Bohn Stafleu van Loghum. 2006.)



Mesanenin anterosiiperior kismi umblikal arterin dali olan siiperior vezikal
arterden, fundus kismi1 da internal iliyak arterin dali olan inferior vezikal arterden kanlanir.
Kadinlarda uterin ve vajinal arterler de mesaneye dallar gonderir. Vendz drenaji ise vezikal
vendz pleksustan gelen venlerin internal iliyak vene dokiilmesiyle gergeklesir. Mesanenin
lenfatikleri vezikal, eksternal iliyak, internal iliyak (hipogastrik) ve ana iliak lenf
nodiillerine bosalir. (Moore 1992)

Mesane sempatik ve parasempatik sinirlerden uyar1 alir. Sempatik sinir lifleri
torakal 11-12 ve lumbal 1-2 sinirlerinden kaynaklanirken, parasempatik sinirler sakral 2-4
segmentlerinden kaynaklanir. Mesanenin otonomik efferent innervasyonu saglayan lifler
pelvik pleksustan koken almakta ve mesaneye posterior ve lateral ligamanlar ile
girmektedir. Detrusorun relaksasyonundan sempatik innervasyon sorumlu iken, detrusor
aktivasyonundan parasempatik ve otonomik sinir sistemin komponenti olan nonadrenerjik

nonkolinerjik sistem sorumludur. (Brooks 2007)

2.1.2 Mesanenin Embriyolojisi

Mesane epiteli iirogenital siniisiin endoderminden koken alir. Lamina propria,
muskularis propria ve adventisya splenik mezenkimden gelisir. Erken embriyolojik
gelisme sirasinda, mezonefrik kanalin kaudal kismi trigon mukozasmin sekillenmesine
katkida bulunur, fakat sonunda yerini endoderm alir. Renal pelvis ve {reterler
mezodermden koken alirlar. (Sternberg 1997)

Urogenital sistem, {iriner sistem ve genital sistem olmak {iizere embriyolojik
gelisimleri i¢ ice olan ancak birbirinden tamamen farkli gorevlere sahip iki kisimdan
olusur. Her iki sistem de karm boslugunun arka duvarinda yer alan intermediyer
mezodermden geligir. Her iki sistemin bosaltim kanallar1 da baslangigta ortak bir bosluga,
kloakaya, acilir. (Sadler 1995)

Gelisimin 4. ve 7. haftalar1 arasinda, iirorektal septum kloakay1 anorektal kanal ve
primitif tirogenital siniise boler. (Sekil 2.3) Kloakal membranin kendisi de 6nde iirogenital
membran, arkada anal membran kalacak sekilde ikiye boliiniir. Primitif {irogenital siniis ti¢
kisimdan meydana gelir. Ust ve en biiyiik parca mesanedir. Baslangigta mesane allantois
ile iligkidedir. Mesane olustukga allantois mesanenin apeksine bagl olarak kalir. Zamanla
allantois kord benzeri bir yap1 halini alir ve bu yap1 urakus adini alarak mesanenin apeksi

ile umblikusu birbirine baglar. (Sadler 1995)



Urogenital siniisiin ikinci kismi dar bir kanal olan pelvik kistm olup buradan
erkeklerde iiretranin prostatik ve membrandz kisimlari olusur. Urogenital siniisiin son
kismu ise fallik kisimdir. Bu kismin gelisimi cinsiyete gore farklilik gostermektedir. (Sadler
1995, Mills 2007)

Kloakanin degisimi sirasinda mezonefrik duktuslarin kaudal kisimlar1 mesane
duvart igine dogru emilir ve mezonefrik kanallarin bir ¢ikintist olarak baslayan siireg
sonucunda tireterler olusur. Bobreklerin yukar1 hareketi nedeniyle iireterlerin uclar1 yukari
dogru kayar. Mezonefrik kanallarin uglari ise birbirine yaklasarak prostatik tiretraya agilir.
(Sadler 1995)

Mesonephric
Bladder duct

Mesonephric
Allantois duct

Primitive \&

rogenital , 3

: gignus L7 Ureteric
bud

. Urorectal  anorectal
Cloacal Hindgut septum canal

membrane

A B C

Sekil 2.3: Kloakanin iirogenital siniis ve anal kanal olmak iizere ikiye
ayrilmasi. A: Besinci haftanin sonu B: Yedinci hafta C: Sekizinci hafta (Sadler T.
Langman"'s Medical Embryology. Philadelphia, Pennsylvania: Lippincott Williams &
Wilkins; 2011)

Mezonefrik kanallar ve iireterler mezoderm kaynakli oldugundan, bu kanallarin
birlesmesi ile olusan mesane mukozasi da aslinda mezodermden koken alir. Ancak
zamanla trigondaki mezodermal epitel iirogenital siniisiin kaudal pargasindan koken alan
endodermal epitelle yer degistirir ve sonugta tiim mesanenin i¢i endoderm kaynakli epitelle
doseli hale gelir. (Sadler 1995, Mills 2007) Lamina propria, muskularis propria ve
adventisya ise splenik mezenkim kaynaklidir. (Mills 2007)



2.1.3 Mesanenin Histolojisi

Histolojik olarak mesanenin tabakalart mukoza, muskularis propria ve adventisya
(seroza) olusturmaktadir. (Mills 2007)

Mukoza: Epitel, lamina propria ve bir muskularis mukozadan olusur. Mesanenin i
yiizeyi iirotelyum (transizyonel epitel) ile doselidir. Urotelyum nonkeratinize skuamoz
epitel ile psodostratifiye kolumnar epitel arasinda histolojik goriiniime sahip oldugu i¢in bu
sekilde isimlendirilmistir. Urotelyumun kalinlig1 anatomik lokalizasyonuna ve distansiyon
derecesine gore degisir. Kontrakte mesanede lirotelyum 6-7 kat hiicreden olusurken dolu
mesanede sadece 2-3 hiicre kalinhgindadir. Urotelyum yiizeyel, intermediyer ve bazal
olmak ftizere ii¢ tabakadan olusur. Yiizeyel tabaka bol eozinofilik sitoplazmaya sahip ve
semsiye hiicreleri olarak amilan tek sira iri elips seklindeki hiicrelerden olusur.
Intermediyer hiicreler kiiboidal-alcak kolumnar sekilli, ince kromatin paternine sahip oval
niikleuslar1 olan sitoplazma simirlar1 belirgin hiicrelerdir. Bazal tabaka ise bazal lamina
lizerine oturan tek sira kiiboidal hiicrelerden meydana gelir. (Sekil 2.4) Lamina propria
zengin bir vaskiiler ag, lenf damarlar1 ve birka¢ elastik lif iceren gevsek bag dokudan
olusur. Lamina propriada genellikle izole bantlar seklinde, bazen kesintili (nadiren
devamlilik gosteren) ince bir tabaka halinde diiz kas hiicreleri izlenebilir. Diiz kas
hiicreleri bir tabaka halinde izlenirlerse muskularis mukoza olarak adlandirilirlar. (Mills

2007)

Muskularis propria: Bu tabakay: detriisor kas1 olusturur. I¢ ve dis longitudinal
tabakalar ve bunlar arasindaki santral sirkiiler kas tabakalarindan olusur. Matiir yag doku

adalar1 mesane duvarinda ozellikle lamina proprianin derin kesimlerinde sik olarak



bulunur. Komsu bag dokuda, genellikle noral yapilarla bir arada kiigiik paraganglia
izlenebilir. (Mills 2007) Paraganglia hiicreleri adalar ve kordonlar yapmis, berrak ya da
graniiler sitoplazmali, kiiciik vezikiiler niikleuslu hiicrelerdir ve invaziv karsinom ile
karistirllmamalidir (Sternberg 2004, Basaklar 2008)

Seroza: Mesaneyi kismen kaplayan peritondur. Mesanenin peritonsuz kisimlarini da
fibroz stroma orter. (Basaklar 2008) Fibroelastik bir tabaka olup damarlar ve sinirler
bulunur. (Mills 2007)

2.2 Mesane Tiimorleri
2.2.1 Epidemiyoloji ve Insidans

Mesane kanseri diinyada en sik goriilen 9. kanserdir. Kansere bagli 6liimlerin 13. en
stk sebebi olan mesane kanseri erkeklerde kadinlara gore yaklasik 3,5 kat daha fazla
goriilmektedir. (Ferlay ve ark 2015) Amerika’da 2016 yilinda 76,960 hasta yeni mesane
kanseri tanis1 alirken, 16,390 hastada mesane kanserine bagli 6lim bidirilmistir. (Siegel ve
ark 2016) Mesane kanseri insidansi ve mortalitesinde diinya genelinde genetik ve ¢evresel

faktorler sebebiyle cografi farkliliklar oldugu bilinmektedir. (Siegel ve ark 2014)

Ulkemizde yapilan bazi ¢aligmalar Tiirkiye’de mesane kanserlerinin diinya
ortalamasinin istiinde oldugunu disiindiirmektedir. (Eser ve ark 2009) Diger iilkelerde
yapilan caligmalarda prostat, akciger ve kolon kanserleri ilk ii¢ sirada yer alirken
Tiirkiye'de Saglik Bakanligi verilerine gore sirasiyla akciger, prostat ve 3. olarak da
mesane kanseri en yiiksek insidans oranlarina sahiptirler. Kadinlarda erkeklere oranla
mesane kanseri insidansinin daha diisiik oldugu bildirilmistir. (Aydin ve ark 2015)

Mesane tiimorlerinin %90’ indan fazlasini tirotelyal karsinom olusturur. Yeni tani
alan mesane kanserli hastalarin yaklasik %75°1 kasa invaziv olmayan mesane kanseri (Ta,
Tis, T1) iken, %25’1 kasa invaziv mesane kanseri veya metastatik hastaliktir. (Smith ve ark
2014) Kasa invaze veya metastatik olan mesane kanserli hastalarin yaklasik %60’inda ise 5

yil i¢inde 6liim bildirilmistir. (Messing ve ark 2007)
2.2.2 Etiyoloji

Idrar icin rezervuar olusturmasi nedeni ile mesane konsantre kimyasal maddelere
maruz kalir. Bu nedenle ¢ogu arastirmaci mesane tiimdrlerinin primer olarak c¢evresel
faktorler nedeniyle olustugunu  diisiinmektedir. Mesane tiimoriiniin ~ olugma
mekanizmasinda c¢evresel faktorlere asirt maruz kalmanin yanisira bagisiklik sisteminde

defektlerin bulunmasi da Onemlidir. Su ana kadarki veriler en azindan bazi mesane



kanserlerinin karsinojenlere bagh gelistigini gostermektedir. (Walsh ve ark 2002) Mesane
kanserinin etiyolojisinde genetik yatkinligin yaninda pek ¢ok cevresel potansiyel risk
faktorii bilinmektedir. Karsinojen tiirii ne olursa olsun maruziyet siiresinin uzunlugu da
onemli bir rol oynar. Bu nedenle idrar stazi mesane tiimorii gelisme insidansini arttirir.
(Emil ve ark 2012)

Genetik yatkinlik: N-Asetiltransferaz 2 yavas asetilasyonu ve GSTM1 genindeki
defekt varliginin, artmis mesane kanseri riski ile iligkili oldugu saptanmistir. (An ve ark
2015)

Sigara Kullanimi: Sigara, mesane kanserlerinin bilinen en Onemli etiyolojik
faktoriidiir. Mesane kanseri olgularinin %40°‘indan sorumludur. Tiitiinde mesane kanserine
neden olan karsinojenler, nitrozaminler ve 2-naftilamindir. Sigara kullanim siiresi ve
kullanim miktar1 ile bu risk artmaktadir. (Bostwick ve ark 2008)

Mesleki Maruziyet: Boya, lastik, kagit, deri sanayii, ila¢ sanayii, tekstil endiistrisi,
petrokimya tesislerinde ¢alisanlar mesane kanseri agisindan risk altindadir (Riibben ve ark
2007) Calisma ortaminda karsilagilan anilin boyalari, 2-naftilamin, 4-aminobifenil,
benzidin kimyasallar1 karsinojen olarak suglanmistir. (Riibben ve ark 2007, Anafarta ve ark
2010)

Fenasitin Igeren ilaglar: Bir aromatik amin iiriinii olup uzun siireli olarak bu
maddeyi igeren ilaglarin tiikketimi renal pelvis, lireter ve mesane kanser gelisiminde risk
faktorii olarak tanimlanmustir. (Ribben ve ark 2007, Anafarta ve ark 2010) Ayrica
klornazepin, siklofosfamid gibi ilaglarin da mesane kanseri gelisiminde rol aldigi
bildirilmistir. (Kirkali ve ark 2005)

Kronik inflamasyon: En 6nemli 6rnegi schistosoma haematobium infeksiyonudur.
S. haematobium yumurtalarinin mesanenin lamina propria ve muskularis propria
tabakalarinda bulunmasi kronik inflamasyon ve fibrozise yol agar. Bu duruma yanit olarak
tirotelyal hiperplazi ve skuaméz metaplazi gelisir. Tim bu degisiklikler ise mesanede
kanser riskini artirmaktadir. (Smith ve ark 1986, Nesi ve ark 2015)

Kronik irritanlar: Uzun siiren tas hastaligi, kateterizasyon ve bunlara bagl
tekrarlayan enfeksiyonlar mesanede mukozal hasara sebep olup mesane tiimoriine zemin
hazirlamaktadirlar. (Riibben ve ark 2007, Anafarta ve ark 2010)

Suni Tatlandiricilar: Sakkarin ve Siklamid gibi suni tatlandiricilar timor
olusumunda katkist oldugu diistiniilmektedir. (Riibben ve ark 2007)

Kahve tiiketimi: Mesane kanser riski ile iliskileri siklikla galisilmis olup aralarinda

zayif pozitif bir iliski bulunmustur. (Montironi ve ark 2005)



Arsenik: Igme suyu ve toprakta bulunan arsenik mesane kanseri igin risk
faktoridiir. (Riibben ve ark 2007)

Radyoterapi: Pelvik radyasyona bagli mutajenik etkiler hem {irotelyal karsinom
hem de skuamdoz hiicreli karsinom riskinde artisa neden olmaktadir. (Abern ve ark 2013)

Dogumsal mesane ekstrofisi: Kronik inflamasyon, subepitelyal fibrozis, skuaméz
metaplazi, sistitis sistika ve sistitis glandiilaris gibi mukozada c¢esitli patolojik
degisikliklere, bu yolla da mesane kanseri riskinde artisa neden olmaktadir. Bu hastalar
erken donemde ameliyatla tedavi edilseler bile mesane kalintisinda iirotelyal karsinom,
adenokarsinom ve skuamdz hiicreli karsinom riski artmustir. (Smeulders ve ark 2001,
Rubenwolf ve ark 2013)

Kalitimsal kanser sendromlari: Ozelikle Lynch sendromu, herediter retinoblastom

ve Costello sendromunda mesane kanseri riski artmaktadir. (Mueller ve ark 2008)
2.2.3 Molekiiler ve Genetik Ozellikler

Mesane tiimérlerinin %90°1ndan fazlasim iirotelyal karsinom olusturur. Uretelyal
kanserlerin yaklasik %75’1 tan1 aninda yiizeyel tiimor seklinde (Ta, Tis, T1) olup
muskularis propriaya invaze degildir. (Smith ve ark 2014) Bunlarin biiyiik ¢ogunlugu
rekiirrens gostermekle birlikte yilizeyel kalir, ancak %20-30’u kasa invazyon yapar.
Morfolojik olarak birbirinin aynist olan iki tiimdrden birisinin yiizeyel kalirken digerinin
progresyon gostermesi kanserin molekiiler davranis farki ile agiklanmaktadir. Urotelyal
karsinom gelisimi igin iki temel yolak vardir. (Castillo-Martin ve ark 2010, Pollard ve ark
2010)

Diisiik dereceli papiller grubun (iirotelyal papillom, diisiik malignite potansiyelli
papiller iirotelyal neoplazm ve diisiik dereceli non-invaziv papiller {irotelyal karsinom)
tirotelyal hiperplaziden koken aldiklar diisiiniilmektedir. Bu grup kasa invazyon yapmadan
rekiirrenslerle seyretme egilimindedir. Kromozom 9 kayb1 ve FGFR-3 (fibroblast biiylime
faktor reseptorii-3) mutasyonlari, bu tiimoérlerde izlenen en sik genetik degisikliklerdir.
(Simon ve ark 2001)

Yiiksek dereceli papiller grup ise genellikle denovo ya da iirotelyal karsinoma
insitu zemininde geligir. (Cordon-Cardo ve ark 1994, Liebert ve ark 1996) TP53
mutasyonu, Rb delesyonu ve PTEN ekspresyon kaybinin kotii prognoz ve agresif seyir ile
iligkili oldugu saptanmistir. (Cordon-Cardo ve ark 1992, Cordon-Cardo ve ark 1994, Platt
ve ark 2009)
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2.2.4 Mesane Tumorlerinin Siniflandirilmasi

Giiniimiizde mesane tiimérlerinin smiflandirilmasinda Diinya Saghk Orgiitii’niin

(DSO) 2016 yilinda giincelledigi siiflandirma tercih edilmektedir. (Tablo 2.1)

Tablo 2.1: Uriner sistem tiimérlerinin Diinya Saghk Orgiitii stniflamasi (2016)

Urotelyal Tiimorler

Invaziv Urotelyal Karsinom
-Nested
-Mikrokistik
-Mikropapiller
-Lenfoepitelyoma benzeri
-Plazmasitoid/tagh yiiziik hiicreli/diffiiz
-Sarkomatoid
-Dev hiicreli
-Az diferansiye
-Yagdan zengin
-Berrak hiicreli

Invaziv olmayan iirotelyal lezyonlar
-Urotelyal karsinoma in situ
-Invaziv olmayan papiller iirotelyal
karsinom, diisiik dereceli
-Invaziv olmayan papiller iirotelyal
karsinom, yiiksek dereceli
-Diisiik malignite potansiyelli papiller
iirotelyal neoplazi
-Urotelyal papillom
-Inverted iirotelyal papillom
-Malignite potansiyeli belirsiz irotelyal
proliferasyon
-Urotelyal displazi

Skuamoz Hiicreli Neoplaziler
Saf Skuamoz Hiicreli karsinom
Verriik6z Karsinom
Skuaméz Hiicreli Papillom

Glandiiler Neoplaziler
Adenokarsinom
-Enterik
-Miisinéz
-Mikst
Vill6z Adenom

Urakal Karsinom

Miilleryen Kokenli Tiimorler
Berrak Hiicreli Karsinom
Endometrioid karsinom

Noroendokrin Tiimorler
Kiictik hiicreli ndroendokrin karsinom
Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom
Iyi diferansiye néroendokrin timor
Paraganglioma

Melanositik Tiimorler
Malign melanom
Nevus
Melanozis

Mezenkimal Tiimorler
Rabdomyosarkom
Leiomyosarkom
Anjiosarkom
Inflamatuar myofibroblastik timor
Perivaskiiler epiteloid hiicreli timor

-Benign

-Malign
Soliter fibroz timor
Leiomyoma
Hemanjiom
Graniiler hiicreli timor
Norofibrom

Hematopoetik ve Lenfoid Tiimérler

Diger Tiimorler
Skene, Cowper ve Litre glandlarinin
tiimorleri
Metastatik ve diger organlardan yayilim
yoluyla gelen tiimorler
Ust iiriner traktin epitelyal tiimérleri
Divertikiil kaynakli tiiméorler
Uretranin iirotelyal tiimdrleri
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2.2.5 Noninvaziv Papiller Urotelyal Karsinom

Papiller tirotelyal karsinom bazal membran altina invazyon gostermeyen, sitolojik
ve vyapisal olarak diizensiz biiylime goOsteren iirotelyumun papiller neoplastik
proliferasyonudur. Yeni tani iirotelyal karsinomlarin %70-75’1 noninvaziv ve papiller
morfolojide olup bunlarin %50’den fazlasi diisiik derecelidir. (Kirkali ve ark 2005, Moch
2016)

2.2.5.1 Makroskobik Ozellikler

Mesane duvarinda en sik lateral ve posterior duvara yerlesim gostermekle birlikte
tirotelyal ylizeyin herhangi bir yerinde bulunabilirler. Noninvaziv {irotelyal karsinomlarin
papiller ve diiz (flat) olmak iizere 2 temel biiyiime paterni vardir. (Yoriikoglu 2016) Bu iki
tip biiylime paterninin patogenezinde iki farkli molekiiler yolak oldugu diisliniilmektedir.
Sistoskopide genellikle ekzofitik biiyiime gdsteren papiller tirotelyal karsinomlar tek ya da
multipl odakli olabilirler. Yiiksek dereceli lezyonlar genellikle hiperemik goriliirler. (Herr

ve ark 2001, Moch 2016)

2.2.5.2 Mikroskobik Ozellikler

Invaziv olmayan papiller {irotelyal karsinom ¢esitli kalinliktaki neoplastik
tirotelyumun ince fibrovaskiiler bir kor etrafinda dizelenmesiyle tanimir. Urotelyal
karsinomlar sitolojik (niikleer boyut, niikleer sekil, kromatin dagilimi) ve yapisal
(hiicrelerin birbirleri ve bazal membran ile iliskilerinde oryantasyon anormallikleri)
bozukluklara bakilarak diisiik ve yliksek olmak tizere derecelendirilir. (Moch 2016) Diisiik
dereceli ve yliksek dereceli alanlarin birarada bulunmasi karakteristiktir. Bazi otorler
yiiksek dereceli demek i¢in bu alanlarin %5 ten fazla olmas1 gerektigini belirtseler de bazi
arastirmacilar yiiksek dereceli alanin %10’a kadarin1 klinik olarak diisiik dereceli kabul
etmek gerektigini ifade etmislerdir. (May ve ark 2010, Gofrit ve ark 2014) Bu nedenle
yiiksek dereceli demek i¢in en az ne kadarlik bir alanda yiiksek derecenin morfolojik
ozelliklerinin izlenmesi gerektigi konusunda goriis birligi saglanamamstir. (Moch 2016)

Diisiik dereceli iirotelyal karsinomda genis dallanmalarla karakterli papillalar
bastan sona diizenli bir goriiniim sergilemekle birlikte minimal sitolojik ve yapisal
bozukluk s6z konusudur. Lezyonu mikroskobik olarak degerlendirirken uzun eksene dik
kesilmis alanlardan ve komsu papillalarin birlesim gosterdigi alanlar disindaki sahalardan

incelemek hatali yiiksek derecelendirmeyi en aza indirir. (Epstein 2016) Diisiik dereceli
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karsinomlarda kiigiik biiyiitmede (100x) genel olarak diizenli iken orta biiylitmede (200x)
bazi alanlarda polarite kaybi, hafif niikleer diizensizlik ve pleomorfizm belirgindir. (Moch
2016) Mitoz izlenebilir veya izlenmeyebilir. izlenen mitozlar atipik degildir ve genellikle
bazal membrana yakin (epitelin alt '%2’sinde) yerlesimlidir. (Hansel ve ark 2013, Epstein

2016) (Sekil 2.5)
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Sekil 2.5: Noninvaziv diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinom (H&E x40)

Yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinom birbirleriyle birleserek daha ¢ok solid
ekzofitik bir goriiniim sergileyen papillalardan olusur. Niikleer boyutlardaki degiskenlik ve
diizensizlik, pleomorfizm kiigiik biiylitmede bile dikkati ¢eker. Diizensiz belirgin nukleole
sahiptirler. Bazilar1 atipik bazilari tipik olmak iizere ¢ok sayida mitoz iirotelyumun her

seviyesinde goriiliir. (Hansel ve ark 2013, Epstein 2016) (Sekil 2.6)

Papiller tirotelyal karsinomlar immunhistokimyasal olarak GATA binding protein 3
(GATA-3), sitokeratin 20, p63, sitokeratin 5/6, trombomodulin, sitokeratin 7 ve yiiksek
molekiil agirlikli sitokeratin (HMWCK) eksprese ederler ancak derecelendirme igin
kullanilabilecek immunhistokimyasal belirte¢ yoktur. (Amin ve ark 2014)

Baz1 iirotelyal karsinomlar genel olarak inverted/endofitik paternde biiydir.
Dallanan, anastomozlasan iirotelyal kordlarin ekspansil biiylimesi ile karakterli olup stroma
ve epitel aras1 diizgiin sinirlidir. Karakteristik olarak stromal reaksiyondan yoksundurlar ve

muskularis proprianin i¢inde bulunmazlar. (Moch 2016)
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2.2.6 invaziv Urotelyal Karsinom

Uriner traktin en sik goriilen malign neoplazisi invaziv iirotelyal karsinomdur.
Tanimlayic1 histolojik kriter olarak bazal membranin altina invazyon gostermesi olan
invaziv trotelyal karsinom farkli diferansiyasyon alanlari bulundurma egilimindedir.
Mesane kanseri erkeklerde kadinlara gore 3-4 kat daha sik goriilmekte olup tani aninda
median hasta yas1 65-70°dir. Urotelyal karsinomlarin %90’ndan fazlas1 mesanede, %5-10
kadar1 st driner traktta goriilmektedir. (Moch 2016) Mesanede ise daha ¢ok trigonda
olmak iizere, iireter orifislerinde ya da mesane yan duvarlarda daha fazla goriilmektedir.

Mesane boynuna yerlesen tiimorler en kotii prognoza sahiptirler. (Bostwick ve ark 2008)

2.2.6.1 Makroskopik Ozellikler

Invaziv tiiméler ise ekzofitik, endofitik veya ikisi birlikte olabilir. Tek odakl1 ya da
cok odakli olabilirler. Genellikle tek solid polipoid kitleler seklinde olmakla birlikte sesil
ya da tlseroinfiltratif olarak da goriilmektedirler. (Yoriikoglu 2016, Grignon ve ark 2016)
Rutinde mesaneye ait en sik karsilagtigimiz 6rnekler endoskopik biyopsiler ve transiiretral
rezeksiyon-mesane (TUR-M) materyalleridir. TUR-M ile ¢ikarilan tiimorlerde koter
histopatolojik degerlendirmeyi olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle 1cm den daha kiigiik
timorlerin ‘cold cup’ biyopsi ile rezeke edilmesi onerilmektedir. (Yorikoglu 2016)
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Mesaneden alinan biyopsi materyali ideal olarak alttaki kas tabakasindan bir parca
icermelidir. Ana tiimoriin drneklenmesine ek olarak normal goriiniimlii komsu mukozadan,
her bir iireteral orifisin yanindan ve iist posterior duvardan biyopsi alinarak génderilmesi
onerilir. (NBCCGA, 1977) Klinikte alinan biyopsi ornekleri dokunun en az 10 kati
hacimde %10’luk tamponlu formaline konularak hastanin klinik bilgileri ve alinan
materyallerin lokalizasyonlar1 belirtilerek gonderilmelidir. TUR materyalleri patoloji
laboratuarinda 6rneklenmeden 6nce agirlik 6l¢timii yapilir. Bir kasete 1 gr’dan fazla doku
konulmamasina ve 10 gr’a kadar olan materyallerin tamaminin 6rneklenmesine 6zen
gosterilmelidir. Daha fazla olan materyallerde ilk bloklardan alinan kesitlerde invaziv
timor izlenmemesi durumunda yeniden 6rnekleme yapilabilir. (Yoriikoglu 2016)

Radikal sistektomi materyalleri patoloji laboratuarina Kaviteleri agilmadan,
biitiinliigii bozulmadan ve taze iken goénderilmelidir. Mesane tespit igin Y bigiminde veya
on-arka olacak sekilde agilir, parafin ya da mantara ignelerle sabitlenir. Genis bir kap
icerisinde %10’luk tamponlu formalin ile 24 saat tespit edilir. Mesanenin mukozasi
iilserasyon, timorler ya da diger degisiklikler acisindan dikkatlice incelenir. izlenen
herhangi bir lezyonun yerlesim yeri, boyutu ve konfigiirasyonu belirtilerek tariflenir.
Ureterler, orifislerine kadar acilir ve striktiir, dilatasyon, iilserasyon, tiiméral kitle gibi
lezyonlar acisindan incelenir, izlenen patolojik 6zellikler kaydedilir. Sonrasinda mesane
dilimlenerek taranir. Saptanan tiimdr varsa mesane duvari boyunca tam kat olacak sekilde
kesit alinir. Perivezikal yagl doku iginde invazyon varsa cerrahi sinir doku boyasi ile
boyanarak drneklenmeli ve perivezikal yagli dokudan lenf nodu disseksiyonu yapilmalidir.
Tiimorden en az 3 parga olmak iizere mesane boynu, trigon, 6n duvar, arka duvar, taban ve
varsa hiperemik goriiniimde siipheli alanlardan (karsinoma insitu agisindan) orneklenir.
Ureter orifislerinden de 6rnekleme yapilmalidir. Prostatik iiretra cerrahi doku boyast ile
boyanarak parga alinmalidir. Makroskopik olarak dikkati ¢eken bir 6zellik yoksa prostatin
her kadranindan 2 parga ve seminal vezikiillerden 1’er par¢a 6rnek alinmalidir. Gonderilen
materyalde hangi organlar oldugu, bu organlarin tiimor ile iligkileri her organin cerrahi
siirt ve her organin diger primer patolojileri makroskopik olarak degerlendirilmeli ve not

edilmelidir. (Yoriikoglu 2016)

2.2.6.2 Mikroskopik Ozellikler

Invaziv iirotelyal karsinomlar oldukca ¢esitli histomorfolojik paternler

sergilemesiyle dikkati cekmektedir. Neoplastik hiicreler ¢cogu kez dezmoplastik stroma ile
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birbirinden ayrilmis diizglin sinirli degisik boyutta yuvalar, kordonlar, trabekiiller, kiiciik
kiimeler veya tek tek hiicreler seklinde mesane duvarini invaze eder. Bazen daha diffiiz
tabaka benzeri paternde biliylime gosterebilir ancak bu olgularda bile fokal yuvalanmalar ve
kiimeler genellikle izlenir. (Epstein 2016)

Neoplastik hiicreler genellikle orta biiyiikliiktedir. Soluktan koyu eozinofilige kadar
degisebilen sitoplazmaya sahiptir. Bazi tiimorlerde fokal alanlarda genis berrak
sitoplazmali hiicrelerin oldugu gériilebilir. Urotelyal karsinomlarin niikleuslar1 genellikle
bliyiik, hiperkromatik, pleomorfik ve diizensiz konturludur. Bazilar1 biiyiik ve eozinofilik
niikleol icerirken bazilar1 da kiigiik niikleole sahiptir. Hiicrelerin iirotelyal karakterini
gosteren Ozelligi ise uzun eksende niikleer ¢entik varhigidir. (Eble ve ark. 2004, Epstein
2016)

Diinya saglk orgiitii 2004/ Uluslararas1 Urolojik Patoloji Toplulugu (WHO 2004/
ISUP) invaziv iirotelyal karsinomlari histolojik olarak diisiik dereceli ve yiiksek dereceli
olmak iizere siniflandirir. Invaziv iirotelyal karsinomlarin sadece kiigiik bir yiizdesi diisiik
dereceli histoloji sergiler. Niikleer ¢entik varligi timoriin histolojik derecesi arttik¢ca daha
nadir goriiniir hale gelmektedir.

Invaziv iirotelyal karsinomlarda en ©nemli prognostik gdsterge evrelemedir.
Evreleme invazyonun derinligine gore olup noninvaziv karsinomlar Ta, lamina propriaya
invaze muskularis propriaya invaze olmamis olanlar T1, muskularis propriaya invaze
olanlar T2, perivezikal yumusak dokuya invaze olanlar T3 ve ekstravezikal yayilim
gosterenler (prostatik stroma, seminal vezikiiller, vajina, uterus, pelvik duvar, abdominal
duvar) T4 olarak siniflanir. (Dalbagni ve ark 2001, AJCC 8th 2017) Klinik olarak tirotelyal
karsinomlar tedavi yaklagimlari farkli oldugu i¢in kasa invaze olmayan iirotelyal karsinom
ve kasa invaze iirotelyal karsinom olarak gruplanir. Kasa invaze olmayan {irotelyal
karsinomlar Ta ve T1 olup klinik olarak genellikle yiizeyel mesane tiimorleri adi altinda bir
arada degerlendirilir. Fakat Ta ve T1 tiimdrlerin progresyonlarinin farkli oldugunu
gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Bu nedenle invazyonun derinligini tespit etmek onemlidir.
(Angulo ve ark 1995, Epstein 2016)

Lamina propriaya invazyon; genellikle sekli bozulmus, koterize ve tanjansiyel
oryante olmus spesmenlerle karsilasan patologlar i¢in tami verilirken zorlanilan ve
gozlemciler arasinda uyum problemlerinin yasandigi konulardan biridir. (Amin ve ark
1997) Lamina propria invazyonu diisiik dereceli tiimorlerde sik bir bulgu degilken T1
tiimorlerin %90°1 yiiksek dereceli olarak bildirilmistir. Invaze iirotelyum hiicreleri stroma

igerisinde tek tek hiicreler veya diizensiz sekilli timor adalart seklinde olup bazal membran
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diizensizlesmis veya kaybolmustur. (Sekil 2.7) Bu alanda papiller tiimoriin diizenine
uymayan yapisal kompleksite dikkat cekicidir ve bazen tiimoriin tabanindan parmaksi
uzanimlar gériilebilir. Invaze alandaki hiicreler noninvaziv alandaki hiicrelere gére daha
yiiksek derecelidir ve daha genis eozinofilik sitoplazmaya sahiptir. invaze alanda stromal
yanit desmoplazi, skleroz, retraksiyon artefakti, yogun inflamasyon, mikzoid veya
psddosarkomat6z goriiniimde olabilirken bazen de stromal yanitin yoklugu izlenir. Lamina
propria invazyonu degerlendirirken inverted papillom, Von Brunn adalar (6zellikle
karsinoma insitu ile tutulduklari olgularda) ve nefrojenik adenomun yalanci taklitci

olabilecegi akilda tutlmalidir. (Epstein 2016)
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Sekil 2.7: Lamlna proprlaya invaze urotelyal karsinom (H&E x40)

Muskularis propriaya invazyonun belirlenmesinde patologlar i¢in temel problem
kas tipinin belirlenemedigi durumlardir. Inflamasyon, tanjansiyel kesit, koter artefakt,
giiclii desmoplatik yanit, kotii oryantasyon gibi durumlarda kas demetlerinin ¢apinin
hipertrofik muskularis mukozayla m1 yoksa muskularis propriayayla mi uyumlu olduguna
karar verilemeyebilir. Bu ayrim konservatif tedavi ve definitif tedavi arasinda bir anlamda
kavsak noktasi konumunda oldugundan 6nemlidir. Muskularis mukoza kesintili seyrek ve

dalgali demetlerden olusurken muskularis propria gevsek bag doku ile beraber birbirini
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caprazlayan perimisyum tarafindan ¢evrelenmis kalin diiz kas demetlerinden olusur. (Sekil
2.8) Lineer genis ¢apli vaskiiler yapilara yakin yerlesim muskularis mukoza lehinedir.
Karar verilemeyen durumlarda bunu raporda belirtmek gerekir. (Epstein 2016, Y 6riikoglu
2016)

o2 - ined s

" )
Vo 4

nvaze iirotelyal karsinom (H&E, x20)

Mesanede iirotelyumun altindaki tiim tabakalarda yag doku goriiliir. Yag dokunun
sikligi ve miktart lamina propriadan derin tabakalara dogru artar. Bu nedenle TUR
materyallerinde tiimoriin yag dokuya invazyonu kesin olarak perivezikal yagli dokuya
invazyon (T3 tiimor) olarak yorumlanmamalidir. (Epstein 2016)

Invaziv iirotelyal karsinom tanisi igin immiinohistokimyasal tetkik onemli bir
yardimer yontemdir. Ozellikle primer timdér ve metastaz ayriminda iirotelyal orjini
saptamada oldukca faydali olabilmektedir. Ancak yiiksek ve diisiik dereceli tiimdrler
arasinda immunhistokimyasal belirteglerin ekspresyonu agisindan belirgin fark olabilecegi
de akilda tutulmalidir. (Moch 2016) Yapilan bir g¢alismada tirotelyal karsinomlarin
neredeyse %100 oraninda sitokeratin7 ve %67 oraninda sitokeratin 20 eksprese ettigi
gosterilirken yiiksek dereceli lirotelyal karsinomlarin %14°tinde sitokeratin 7 veya

sitokeratin 20 ekspresyonu goriilmedigi belirtilmistir. (McKenney ve ark 2005) Bir bagka
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calismada yiiksek dereceli tirotelyal karsinomlarin énemli bir kisminda yiiksek molekiil
agirlikli sitokeratinlerin (Sitokeratin 34betaE12 ve sitokeratin 5/6) eksprese edildigi
gosterilmistir. (Parker ve ark 2003) Urotelyal diferansiasyon igin iiroplakin III, en spesifik
belirte¢ oldugu halde sensitivitesi diisiik oldugu i¢in tanida sagladigi katki sinirlidir. (Amin
ve ark 2014) Urotelyal karsinomlarda immunhistokimyasal olarak p63 (%70-%92),
trombomodulin (%49-%69) ve GATA-3 (%67-%90) pozitifligi gorilmektedir. (Moch
2016, Epstein 2016) TUR materyallerinde kasa invazyon goriildiigiinde izlenen kas
dokusunun tipinin belirlenemedigi durumlarda muskularis propriada pozitif ekspresyon

gosteren immunhistokimyasal smoothelin boyasi kullanilabilmektedir. (Epstein 2016)

2.2.6.3 Diferansiyasyonlar ve Histopatolojik VVaryantlar

Urotelyal karsinomlarin ¢ok gesitli diferansiasyon gosterebildikleri uzun zamandir
bilinmekte olup bunlar skuaméz, glandiiler, trofoblastik ve miillerian diferansiasyon olarak
sayilabilir. Urotelyal karsinomlarda en sik skuamdz diferansiyasyon gériilmektedir. (Moch
2016) Timor iginde saptanan diferansiyasyonun yiizdesi raporda belirtilmelidir. (Epstein
2016, Yoriikoglu 2016)

Skuaméz diferansiyasyon intraseliiler keratin, interseliiler kopriilesme veya Keratin
incilerin bulunmasi seklinde tanimlanir. (Sekil 2.9) Skuaméz diferansiyasyon varligi
genellikle yiiksek derece, ileri evre ve tedaviye yanit orani disikligi ile iligkili
bulunmustur. (Yortikoglu 2016)

Glandiiler diferansiyasyon ise kiigiik tiibiiler veya gland benzeri bosluk ya da miisin
sekrete eden enterik glandlar seklinde goriilmektedir. Glandiiler diferansiasyon, iirotelyal
karsinomda  goriilebilen  psddoglandiiler ~ bosluklar  ile  karistirilmamalidir.
Immiinohistokimyasal olarak glandiiler diferansiasyon alanlarinda enterik belirtegler olan
CDX2 ve CK20 ile pozitif boyanma goriiliir. (Wasco ve ark 2007)

Trofoblastik diferansiasyon genellikle sinsityotrofoblastik dev hiicrelere benzer
tiimor dev hiicreleri ile tanmir. Immunhistokimyasal olarak Beta Human Chorionic
Gonadotropin (B-HCG) pozitifligi olabilmektedir. Sinsityotrofoblastik hiicre varligi kotii
prognoz ile iligkili oldugu icin trofoblastik diferansiyasyonun yiizdesi raporda
belirtilmelidir. Klinik 6nemi gbéz Oniine almak amaciyla trofoblastik diferansiyasyon
gosteren tirotelyal karsinomlar 3 gruba ayrilir; 1) daginik sinsityotrofoblast i¢eren tlirotelyal
karsinom 2) koryokarsinomatéz farklilasma gosteren iirotelyal karsinom veya saf

koryokarsinom ve 3) B-HCG immunhistokimyasal ekspresyonu gosteren ancak taninabilen
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trofoblast igcermeyen irotelyal karsinom. Trofoblastik diferansiyasyon gosteren iirotelyal
karsinom vakalarinin ¢ogunda prezentasyon ve Oliim arasinda 12 aydan daha kisa siire
oldugu yayinlarda belirtilmis olup bu nedenle trofoblastik morfoloji gosteren tiimorlerin
diferansiyasyon alaninin tahmini yiizdesi raporda yer almalidir. (Epstein 2016)

Miillerian diferansiasyon ¢ok nadir goriilmektedir. En sik berrak hiicreli
adenokarsinom seklinde kendisini gosterir. Bu tiimdrlerde hepatosit niikleer faktor (HNF)

ekspresyonu bulunmaktadir. (Moch 2016)
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Sekil 2.9: Skuamoz dlferans1yasy0n gosteren irotelyal karsinom (H&E x100)
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Nested Varyant Urotelyal Karsinom, iirotelyumun altinda birbirinden ayr1 veya
siklikla birlesme egilimi gosteren, arada az miktarda stroma bulunduran kalabalik
gorlinlimlii adalar ve yuvalanmalar olusturan tiimdral hiicrelerden olusmaktadir. Tiimoral
hiicrelerde tipik olarak niikleuslar atipi gostermez ya da minimal atipiye sahiptir. (Sekil
2.10) Masum sitolojik goriiniime sahip bu varyantin en 6nemli ayirict tanilart nefrojenik
adenom ve Von Brunn adalaridir. Karsinomun Von Brunn adalart ve diger benign
durumlardan ayrilmasinda yapisal kompleksite, konfluen ve birbiriyle anastomozlasan
adalar o6zellikle yardimcidir. Konvansiyonel tirotelyal karsinomlara gore daha kotii klinik

gidis gostermektedir. (Epstein 2016)
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3

Sekil.lO: Nested Varant urotelyal karsinom (H&E 0)

Mikropapiller Varyant Urotelyal Karsinom; fibrovaskiiler koru bulunmayan ya da
¢ok nadir bulunan, ince papiller yapilar, ayni lakiiner alanlarda c¢ok sayida kiigiik
yuvalardan olusmakta olup overin ser6z papiller tiimdrlerinde goriilen papiller
konfigiirasyonu animsatir. Enine kesitlerde papillalar glomeriiloid cisimcikler olarak
goriinlir. Psammom cisimcikleri son derece nadirdir. Tiimor hiicreleri vaskiiler invazyonu
taklit eder sekilde lakiinler iginde bulunduklari i¢in vaskiiler invazyon degerlendirmesi
dikkatli yapilmahdir. Genellikle yiiksek patolojik evrelerde prezente olur. Fokal olarak
CEA ve CA125 pozitifligi gosterebilirler. (Amin ve ark 1994, Epstein 2016)

Mikrokistik Varyant Urotelyal Karsinom histomorfolojisi aldatici olarak benign
goriinmekte olup genellikle ileri evrede prezente olan bir iirotelyal karsinom varyantidir.
Klasik olarak 6zelliksiz ya da dokiilmiis goriintimde epitelle doseli, yuvarlak-oval sekilli,
farkli biiyiikliklerde 1-2 mm c¢apinda ¢ok sayida mikrokistlerden olusturmaktadir.
Targetoid olarak salg1 icerebilirler. Ayirict tanida sistitis sistika ve sistitis glandiilaris gibi
benign lezyonlara dikkat edilmelidir. Bu benign durumlardan ayirt etmede en kritik 6zellik

epitelyal olusumlarin boyut ve seklinde ¢ogu kez dramatik fark bulunmasi ve mesane
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duvart i¢inde gelisigiizel infiltratif biiyiime paternine sahip olmalaridir. (Venyo 2013,
Epstein 2016)

Lenfoepitelyoma Benzeri Urotelyal Karsinom morfolojik olarak nazofarenksin
lenfoepitelyomasina benzemektedir. (Moch 2016) Belirgin niikleollu, iri pleomorfik
niikleuslu, belirsiz sitoplazmik sinirlar1 ve sinsityal goriiniime sahip tiimor hiicreleri adalar,
kordonlar ve tabakalar olusturur. Zeminde T ve B lenfositler, plazma hiicreleri, histiositler,
nadir nétrofiller ve eozinofiller izlenir. (Moch 2016) Bu tiimoérlerin daha iyi klinik gidis
gosterdigl yoniinde c¢alismalar mevcut olsa da daha giincel bir ¢alismada 30 vakalik bir
seride bu varyantin konvansiyonel tirotelyal karsinom ile benzer klinik gidise sahip oldugu
gosterilmistir. (Tamas 2007)

Plazmasitoid Varyant Urotelyal Karsinom gevsek veya miksoid stromada plazma
hiicrelerine benzeyen tek diskoheziv malign hiicrelerin ‘indian file’ paterninde dizelenmesi
ile karakterizedir. Timor hiicreleri berrak veya eozinofilik sitoplazmaya, ekzantrik
yerlesmis genis hiperkromatik niikleusa ve kiiciik niikleole sahiptir. intrasitoplazmik miisin
iceren ya da icermeyen tash yiiziik hiicrelerine benzeyen hiicreler de izlenebilir. Ancak
ekstraseliiler miisin goriilmez. Kiiciik biyopsilerde bazen sadece plazmositoid patern
izlenebilir ve bu durumda plazmositom ya da lenfomayr taklit edebilir.
Immunhistokimyasal ¢alismalarda lenfoid belirtegler negatif olmasina ragmen CD138 ile
pozitif boyanma mevcuttur. Dolayisiyla CD138 tek basina plazma hiicreli bir neoplazinin
kaniti olarak kullanilmamalidir. (Epstein 2016) Bu tiimoérlerin ¢ogunda E-kadherin
ekspresyon kaybi izlenir. (Mai ve ark 2006) Plazmasitoid varyant iirotelyal karsinomlarin
cogu ileri evrede prezente olmaktadir. (Epstein 2016)

Sarkomatoid Varyant Urotelyal Karsinom histomorfolojik olarak epitelyal ve
mezenkimal diferansiyasyon bulgular1 gosteren bifazik malign tiimérlerdir. Makroskopik
olarak tipki sarkomlar gibi infiltratif sinirli, kanama ve nekroz alanlar1 igerebilen, biiyiik
polipoid Kkitleler halinde goriiliirler. Hemen her zaman degisen oranlarda {rotelyal,
glandiiler ya da kii¢iik hiicreli komponent ile birliktedir. Heterolog komponent olarak
osteosarkom, kondrosarkom, rabdomyosarkom, leiomyosarkom, liposarkom ve
anjiosarkom goriilebilmektedir. Heterolog elemanin raporda bildirilmesi gerekmektedir.
(Wright ve ark 2007, Y 6riikoglu 2016)

Dev Hiicreli Urotelyal Karsinom genellikle konvansiyonel iirotelyal karsinom ile
birlikte ve nadir olarak goriiliir. Niivelerinde siklikla multipl niikleol igeren genis
eozinofilik veya amfofilik sitoplazmali, biyiik, koheziv, pleomorfik, kotii diferansiye

multiniikleer anaplastik hiicrelerden olusan izole ya da tabakalar seklinde biiylime paterni
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olan indiferansiye bir karsinomdur. K6tii prognozludur. Dev hiicrelerde izlenen anaplazi bu
timori irotelyal karsinomlarda goriilebilecek osteoklast tipi dev hiicrelerden ayirt eder.
(Epstein 2016)

Az Diferansiye Urotelyal Karsinom (osteoklast benzeri dev hiicreler iceren); bu
grup karisik morfolojili simniflanmayan indiferansiye tiimdorleri kapsar. Tiimorler degisken
oranlarda epitelyum belirtecleri ile pozitif ekspresyon gosteren mononiikleer hiicreler,
benzeri dev hiicreler ve tanimnabilir iirotelyal neoplazi (karsinoma insitu, papiller veya
invaziv karsinom)’den meydana gelir. Az sayida olgu bildirilmis olup, klinik gidis kotiidiir.
(Baydar ve ark 2006, Moch 2016, Epstein 2016)

Yagdan Zengin Urotelyal Karsinom biiyiik lipoblast benzeri seffaf multivakuoler
hiicrelerin varhigiyla karakterize nadir goriilen bir timordir. Lipitten zengin alanlar
timoriin - %10-%50’sinden daha azin1 olusturmalidir. Hiicreler S-100 negatiftirler.
Beraberindeki iirotelyal karsinom hemen her zaman yiiksek dereceli ve invazedir.
Genellikle kot klinik gidise sahiptir. (Leroy ve ark 2007, Lopez-Beltran ve ark 2010,
Epstein 2016)

Berrak Hiicreli (Glikojenden Zengin) Urotelyal Karsinom oldukca nadir gériilen bir
varyanttir. Seffaf sitoplazmali glikojenden zengin {irotelyal hiicrelerin polisakkarit icerigi
periodik asit-schiff boyasiyla boyanirken diastaz ile solar. (Knez ve ark 2014, Epstein
2016) Berrak hiicreler, konvansiyonel tirotelyal karsinom ile ayni immiinohistokimyasal
profile sahiptir. (Paner ve ark 2014) Bu tiimorleri mesanenin seffaf hiicreli
adenokarsinomlarindan, metastatik renal hiicreli  karsinomdan veya  prostat

karsinomlarindan ayirt etmek gerekir. (Epstein 2016)

2.2.7 Klinik Bulgular ve Tam

Mesane tiimoérlerinin en 6nemli belirtisi agrisiz hematiiridir. Hematiiri cogu hastada
makroskobik olarak izlenmekle birlikte mikroskobik diizeyde de olabilir. Mesane
tiimoriiniin yerlesim yerine ve tiimoriin biiyilikliigline gore semptomlar degismektedir.
Mesane boynuna yakin yerlesimli tiimorlerde veya biiyiik boyutlu tiimérlerde sik idrara
cikma gorilebilir. (Gattuso ve ark 2010) Karsinoma insitu olan hastalarda irritatif iseme
semptomlar1 olabilecegi gibi hastalar nonspesifik semptomlarla da bagvurabilmektedir.
(Richards ve ark 2016) Hasta degerlendirilirken oncelikle iyi bir anamnez alinmali, sigara,

mesleki maruziyet, aile Sykiisii ve alt iiriner sisem semptomlar: sorgulanmalidir. Ik
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istenecek tetkikler tam idrar tahlili, idrar sitolojisi ve {iriner sistemin radyolojik
goriintiilemesi olmalidir. Uriner sistemin radyolojik goriintiilenmesinde transabdominal
ultrasonografi, tomografi ve magnetik rezonans goriintiilleme kullanilir. Mesane kanseri
stiphesi olan hastalarda tan1 i¢in sistoskopi yapilmasi 6nemlidir. Sistoskopi sirasinda tespit
edilen flat, papiller veya solid lezyonlar1 mesane kanserini taklit eden benign lezyonlardan
ayirt etmek icin patolojik inceleme gerekir. Idrar sitolojisinde malign hiicre varlig
sistoskopiyi ve biyopsi alinarak patolojik inceleme yapilmasini gerektirir. (Sanli ve ark

2017)

2.2.8 Tedavi

Yiizeyel mesane tiimorlii hastalara 6ncelikle TUR uygulanmasi 6nerilir. Bu sayede
hem histopatolojik evrelendirme i¢in yeterli 6rneklemis hem de tiimoral kitle tiimiiyle
rezeke edilmis olunur. TUR materyalinde kas tabakasi izlenmeyen olgularda tedavinin
dogru olarak belirlenebilmesi i¢in mutlaka tekrar TUR yapilmasi onerilmektedir. (Furuse
ve ark 2010)

Genel olarak kilavuzlarda kasa invaze olmayan mesane kanseri olgularinda
endoskopik rezeksiyon ve risk gruplarina bagli olarak intravezikal tedavi onerilirken, kasa
invaze mesane kanseri olgularinda kemoterapili veya kemoterapisiz sistektomi
onerilmektedir.

Giiniimiizde karsinoma insitunun standart tedavisi intravezikal Bacillus Calmette-
Guérin (BCG) uygulamasidir. Yiiksek riskli yiizeyel timorler (T1G3 ve BCG direngli
karsinoma insitu) ile konservatif yontemlerle kontrol edilemeyen genis papiller tiimorlerde

sistektomi Onerilebilmektedir. (Herr 1996, Malkowicz ve ark 2002)

2.2.9 Evreleme

Evrelendirme mesane karsinomlarinda tedavi ve prognozun degerlendirilmesinde
onemli bir faktordiir. (Bostwick ve ark 2008) Mesane karsinomlarinda AJCC (American
Joint Committee on Cancer)'nin TNM Evreleme Sistemi Onerilir. (Amin ve ark 2017)
(Tablo 1.2)
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Tablo 2.2: Mesane karsinomlarinda TNM evreleme sistemi (AJCC 2017)

Patolojik Evreleme (pTNM)
Primer Tiimor (pT):
TX: Primer tiimor degerlendirilemiyor
TO: Primer tiimor bulgusu yok
Ta: Noninvaziv papiller karsinom
Tis: Karsinoma in situ “flat timor”
T1: Tumdr lamina propriaya invaze (subepitelyal bag dokuya invaze)
T2: Timor muskularis propriaya invaze
T2a: Timor ylizeyel muskularis propriaya invaze (kas tabakanin i¢ yarisi)
T2b: Timor derin muskularis propriaya invaze (kas tabakanin dis yarisi)
T3: Tiimor perivezikal yag dokuya invaze
T3a: Timor mikroskopik olarak perivezikal yag dokuya invaze
T3b: Tiumér makroskopik olarak perivezikal yag dokuya invaze
(ekstravezikal Kitle)
T4: Timdr prostat stromasi, vezikiila seminalis, uterus, vajina, pelvik duvar veya
karin duvarlarindan herhangi birine invaze
T4a: Timor prostat stromasi, vezikiila seminalis, uterus veya vajinaya
invaze

T4b: Timor pelvik duvar veya karin duvarina invaze

Bolgesel lenf nodlart (pN):

Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

NO: Bolgesel lenf nodlar1 metastazi yok

N1: Gergek pelviste tek bir lenf nodu metastazi mevcut (hipogastrik, obturator,
eksternal iliak veya presakral)

N2: Gergek pelviste multipl lenf noduna metastaz mevcut (hipogastrik, obturator,
eksternal iliak veya presakral)

N3: Kommon iliak lenf nodlarina metastaz mevcut

Uzak metastaz (pM):
MO: Uzak metastaz yok
M1: Uzak metastaz var
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Tablo 2.3: Mesane karsinomlarinda evre gruplari

Evre Oa Ta NO MO
Evre Ois Tis NO MO
Evre | T1 NO MO
Evre Il T2a-b NO MO
Evre I T3a-b NO MO
T4a NO MO
Evre IV T4b NO MO
Herhangi T N1-3 MO
Herhangi T Herhangi N M1

2.2.9 Urotelyal Karsinomlarda Prognostik Faktorler

Mesane karsinomunda prognoz birgok parametre ile iliskilidir:

Evre: En 6nemli prognostik faktor evredir. (Jewet ve ark 1964) Yiizeyel mesane
karsinomlarinda 5 yillik sag§ kalim %90’ {izerindeyken kasa invaziv mesane
karsinomlarinda bu oran %45 ile %55 arasinda bildirilmistir. (Scinner ve ark 1980, Cheng
ve ark 2000)

Lenf nodu tutulumu: Evreleme semasinda da yer alan lenf nodu tutulumu koti

prognostik bulgudur. (Rosai 2004) Lenf nodu metastazlarinda metastatik lenf nodunun
boyutu ve ekstrakapsiiler tutulum varhiginda prognozun daha koti oldugunu bildiren

caligmalar mevcuttur. (Fleischmann ve ark 2005, Stephenson ve ark 2010)

Histolojik derece: Diisiik dereceli tiimorlerin ¢ogu yiizeyel yerlesimli iken yiiksek
dereceli tiimorlerin kasi invaze etme potansiyellerinin yiiksek oldugu bilinmektedir. Timor
histolojik derecesi kasa invaziv karsinoma ilerlemede en Onemli prognostik biyolojik
gostergedir. Bu nedenle histolojik derece evre ile iliskilidir. (Kern 1984, Rosai 2004)

Histolojik Varyant: Mikropapiller iirotelyal karsinom ve Yyuvalanan (nested)

tirotelyal karsinom tani aninda genelde kasa invaziv olup kotii prognoz gosterirler. (Gaya
ve ark 2010, Wasco ve ark 2010) Sarkomatoid karsinom ve plazmositoid iirotelyal
karsinom gibi kotii diferansiye karsinomlar ileri evre ve artmis 6lim riski ile iligkilidirler.
(Black ve ark 2009) Kiigiik hiicreli karsinomlar ise yiiksek oranda metastaz yaparlar ve

kotl prognozludurlar. (Amin ve ark 2013)
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Hastanin yasi: Yasamin ilk iki dekatinda goriilen tiimorler genellikle iyi

diferansiye, noninvaziv ve ¢ok iyi prognozludurlar. (Javadpour ve ark 1969)

Lokalizasyon: Mesane boynuna yerlesmis tiimorler daha koti prognozludur.
Mesane kubbesine yerlesenler daha yiiksek dereceli; iireterik orifis ve lateral duvarlara
yerlesenler daha diisiik dereceli olma egilimindedir. (Stephenson ve ark 1990)

Mesane mukozasindaki diger lezyonlar: Ana timor kitlesinden uzakta yerlesmis

daha kiiciik, ana kitleden bagimsiz kiigiik tiimorlerin varlig1 veya displastik degisikliklerin
varlig1 yiiksek rekiirrens hizi ile iliskilidir. Urotelyal karsinoma insitu alanlarmin varliginimn
rekiirrrens ve progresyon riskini arttirdigi gosterilmistir. (Wolf ve ark 1983 Rosai 2004)

Vaskiiler invazyon: Lenfatik veya vaskiiler invazyonun artmig rekkiirens ile iliskili

oldugu gosterilmistir. (Lapham ve ark 1997, Rosai 2004)

Tiimo6r sinirlari ve inflamatuar yanit: Lenfositik reaksiyonla birliktelik gosteren itici

sinirlara sahip timorler daha iyi prognoz tasirlar. Tiimori infiltre eden lenfositlerin
yogunlugu histolojik derece ve yiizeyel timdrlerde progresyon ile koreledir. (Lipponen ve
ark 1992)

Tiimo6r boyutu: Tiimér ¢api 30 mm’nin {izerinde olan olgularda rekiirrens riskinin

arttig1 gosterilmistir. (Sylvester ve ark 2006, Herr ve ark 2007)
Cerrahi Smirlarin Durumu: Lokal rekiirrens igin baslica prognostik parametredir.
(Burger ve ark 2013)

Kan grup antijenlerinin durumu: ABO ve Lewis antijenleri iirotelyal mukoza

tarafindan normalde eksprese edilir, ancak Ozellikle yiiksek dereceli tiimorlerde yoktur
veya azalmistir. ABO kan grubu antijenlerinin kayb1 ve yiikselen Lewis X (Lex) antijen
ekspresyonu ile iirotelyal hiicrelerdeki malign transformasyonun iligkili oldugunu gosterir
caligmalar mevcuttur. (Orntoft ve ark 1987)

DNA ploidisi: Anaploid hiicre populasyonlari yiiksek dereceli iirotelyal karsinom
veya in situ karsinom varliginda tespit edilmektedir. Diploid timdérler genellikle diisiik
dereceli iirotelyal karsinomlarda goriiliirler ve bu timdrler daha iyi prognozludur. (Murphy
ve ark 1986)

Hiicre proliferasyonu: Yiiksek proliferatif indeks tiimdr progresyonu ile pozitif

korelasyon gostermektedir. (Oosterhuis ve ark 2000)

Kromozomal aberasyonlar: Y kromozomu kaybi veya 1. ve 17. genlerin polizomisi

gibi baz1 karyotipik sapmalarin yiliksek progresyon ile korele oldugu bildirilmistir.
(Neuhaus ve ark 1999)
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Tiimdr baskilayici genlerin inaktivasyonu: P53 asir1 ekspresyonunun tiimdr evresi,

timor derecesi ve hastalik seyri ile iliskili oldugu gosterilmistir. (Sarkis ve ark 1993)
Invazyon gosteren mesane tiimérlerinin %30-80 kadarinda Retinoblastom (Rb) geninin
inaktive oldugu gosterilmistir (Cairns ve ark 1991) Azalmis Rb protein ekspresyonu
gosteren tlimorlerin daha agresif seyrettikleri bildirilmistir. (Logothetis ve ark 1992)
Mesanenin irotelyal kanserlerinin %350-70’inde Protein tirozin fosfotaz ve tensin
homologu (PTEN) ekspresyon kaybi saptanmis ve bu durum invazyon ile iliskili

bulunmustur. (Platt ve ark 2008)

2.3 Tiimor immiinitesi

Yabanci istilacilarin saldirilarina karsit viicudumuzu savunan bagisiklik sistemi,
birlikte uyum igerisinde ¢alisan hiicreler, dokular, lenfoid organlar ve sitokinlerden olusur.
Dogustan gelen bagisiklik (dogal bagisiklik) ve uyarlanabilir (edinsel, kazanilmis, adaptif)
bagisiklik olmak {iizere iki komponente sahiptir. Dogal bagisiklik konagin yabanci
istilacilardan korunmasini saglayan immiin sistem elemanlarini kapsar ve nonspesifik yanit
olusturur. (Parkin ve Cohen 2001) Makrofajlar, dendritik hiicreler, nétrofiller, dogal
oldiirticti (NK) hiticreler ve dogal lenfoid hiicreler gibi gesitli hiicreleri, lokal ve sistemik
inflamatuar degisiklikleri indiikleyen sitokinleri ve kemokinleri igerir. Kazanilmig
bagisiklik ise oldukga spesifik olup uzun siireli hafiza yanitlarina sahiptir. Kazanilmis
bagisiklik, antijene Ozgii reaksiyonlari icermekte olup antikorlari salgilayan bellek B
hiicrelerinin, sitotoksik CD8+ T lenfositlerin ve yardimc1 CD4 + T lenfositlerinin gelismesi
ve siirece dahil olmasiyla olusur. (Ernst ve Anderson 2015)

Dogal bagisiklik, oOnceleri aktif bagisiklik islev kazanana kadar viicudun on
savunma mekanizmasi olarak diisliniilse de yapilan son ¢aligmalarda dogal bagisikligin
aslinda saglikli doku mikrogevresinin devamliligi i¢in hayati 6nem tasiyan bir anlamda
ndbet¢i sistem oldugu anlasilmistir (Hato ve Dagher 2015) Adaptif bagisiklik dogal
bagisiklik cevabmin bir enfeksiyonu kontrol etmek i¢in yetersiz kaldiginda etkin hale
gelmektedir. Adaptif bagisiklik baslica viicudumuza ait olan ve olmayan antijenlerin
taninmasi, spesifik patojenleri veya patojenler tarafindan enfekte hiicreleri ortadan
kaldirilmast ve buna yonelik immiinolojik hafizanin gelistirilmesi  gibi  spesifik
fonksiyonlar1 icermektedir. (Warrington ve ark 2011)

Kanser hiicreleri; hiicre boliinmesinde g¢evresel stimiilanlara ihtiya¢ duymama,

kendi biiylime faktorlerine sahip olabilme, biiylimeyi inhibe edici ajanlara duyarsizlik,
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stirekli boliinme yetenegi sayesinde oliimsiizliikk kazanabilme, apopitozu baskilama, yeni
damar olusumunu indiikleme, invazyon/ metastaz yapabilme, enerji metabolizmasin
yeniden diizenleyebilme gibi ¢ok dnemli 6zelliklere sahiptir. (Hanahan ve Weinberg 2011,
Horne ve ark 2015) Kanser hiicrelerinin bu karakteristik 6zellikleri onlari normal
hiicrelerden ayirir ve bagisiklik sistemimiz tarafindan "yabanci" olarak taninmasini saglar.
Ancak, timor hiicreleri bazi manipiilatif 6zellikler sergileyerek immiinosiipresif bir
mikrogevre modulasyonu ile immiin sistemden kagis mekanizmalarina sahiptir. (Chen ve
Mellman 2013) Teng ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada T lenfositler
veya dogal Oldiirticii hiicrelerin yoklugunda veya fonksiyon kayiplarinda timor
insidansinda artis oldugu gosterilmistir. Bu nedenle tiimoriin yok edilmesinde hem adaptif
hem de dogal bagisiklik sisteminin rol aldigi diistiniilmiistiir. Qian ve Pollard (2010) ise bir
baska calismada bagisiklik sisteminin kansere karsi gelistirdigi inflamasyonun ve bu
alandaki makrofajlarin aslinda kanser gelisimi i¢in gerekli olan biiylime sinyalleri ve
anjiogenetik faktorleri indiikledigini bildirmistir. Tiimdri infiltre eden immiin hiicrelerin,
tiimdr biiylimesini ve ilerlemesini kontrol etmek i¢in islev gorebilecegi gibi ayn1 zamanda
tiimdriin gelisebilecegi bir immiinosiipresif ortamin yaratilmasina da yardimer olabilecegi
yapilan ¢alismalarda ortaya konulmustur. (Schreiber ve ark 2011)

Kanser hiicrelerinde genetik mutasyonlarin neden oldugu degismis protein {iriinleri
bagisiklik sistemimiz tarafindan "yabanci" olarak algilanir. Ayrica tiimorlerin enflamatuar,
hipoksik ve siklikla nekrotik mikroortamlari, bagisiklik sistemine bir anlamda tehlike
sinyalleri gonderir. Timo6r dokusuna gesitli 16kositler ¢agirilir ve aktive edilirler. (Coulie
ve ark 2014, Crusz ve Balkwill 2015) CD8+ sitotoksik T hiicreleri, interferon- y iireten
yardimer T1 (Thl) hiicreleri ve NK hiicreler, M1 fenotipinde makrofajlar ve DC1
fenotipinde dendritik hiicreler ile birlikte antitimor immiin yanitiyla iligkilidir. Yardimei
T2 (Th2) hiicreleri, M2 fenatipinde makrofajlar, DC2 fenotipinde dendritik hiicreler,
miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler ve interlokin 10 (IL-10) ve Transforming Growth
Factor Beta (TGFp) iireten FOXP3+ diizenleyici T (Treg) hiicreleri ise immiinosiipresif
etkileriyle tliimor progresyonuna katkida bulunur. B hiicreleri ve plazma hiicreleri ise gesitli
faktorlere bagl olarak tiimor progresyonuna ya da tiimor supresyonuna katkida bulunabilir.
Immiin infiltratin tam bilesimi ¢esitli tiimdrler arasinda ve her tiimdriin kendi iginde ve
arasinda genis Olglide degisebilir ve bu da antitiimor yanitin etkinligini belirler. (Hendry ve
ark 2017)

Immiin kontrol noktalari, immiin homeostazi siirdiirmede ve otoimmiiniteyi

onlemede Onemli immiin diizenleyicilerdir. Bunlar, otoimmun toleransi korumak ve
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bagisiklik tepkisinin tipini, biiyilikliigiinii ve siiresini diizenlemek i¢in 6nemli olan hem
uyarict hem de inhibe edici yollardan olusur. Normal kosullar altinda immun kontrol
noktalari; immun sistem enfeksiyon veya malignitelere karsi tepki verirken dokular1 bu
islemden kaynaklanabilecek zarardan korumakla yiikiimliidirler. (Pardoll 2012, Chen ve
Flies 2013) Kanser i¢in immiin kontrol noktasi tedavisi, timor hiicrelerine karsi immun
aktiviteyi arttirmak igin, diizenleyici yollar1 hedef alan stratejileri igerir. (Sharma ve
Allison 2015) En genis sekilde incelenen kontrol noktalari, sitotoksik T lenfosit ile iliskili
molekiil-4 (CTLA-4), programlanmis hiicre 6liimii reseptorii-1 (PD-1) ve programlanmis
hiicre 6limii ligand-1 (PD-L1) 'den olusan inhibitdr yolaklardir. Su anda onaylanmis
immun kontrol noktasi inhibitorleri sadece hastalarin kiigiik bir boliimiinde etkilidir ve ilk
miidahalenin ardindan direng¢ ortak bir bulgudur. Yeni immiin kontrol noktas1 ajanlar1 ve
kombinasyon tedavileri konusunda Faz I / II klinik calismalar1 halen devam etmektedir.
(Marin-Acevedo ve ark 2018) Bagisiklik sisteminin antitiimoral etkilerini giiclendirme,
timor indiikleyici etkilerini baskilama konularinda ¢ok sayida ¢alisma yapilmakta olup
yeni terapilerin gelistirilmesi ile gelecekte kanser tedavisinde basarmin artmasi
beklenmektedir.

Lenfositlerin aktivasyonu iki sinyal yolag tarafindan kontrol edilir. Birincisi major
doku uygunluk kompleksine (MHC) smirli olan T hiicre reseptorii (THR) tanima ve
ikincisi ise antijen sunan hiicrelerde ve T hiicrelerinde bulunan es reseptorlerin karsilikli
etkilesimi ile verilen sinyallerdir. Ikinci yolakta rol alan reseptorler inhibe edici ya da
uyarici reseptorler olabilir. Sinyal molekiiller, yapilarina gore, immunoglobulin (Ig) siiper
ailesi ve tiimor nekrosis faktor (TNF) /tiimor nekrosis faktor reseptér (TNFR) siiper aileye
bagli olmak tizere iki siiper aileden olusur. Ig siiper ailesi, homolojilerine gére B7 / CD28
ve CD2 alt ailelerini igerir. THR’nin capraz baglamast ve MHC peptit ile gelen
reseptOrlerin es sinyali T hiicrelerinin tam aktivayonuna yol acar. Sinyal molekiiller, dogal
bagisiklik tepkileri iizerindeki fonksiyonel etkilerine bagli olarak kostimiilatdr ve inhibitor
molekiiller olarak da smiflandirilabilirler. Bu molekiiller, T hiicre ¢cogalmasini, sitokin
tiretimini, sitotoksiteyi, T hiicre apoptozisi ve T hiicrenin yagam sinyali almasin1 kontrol

ederler. (Bretscher 1999, Greenwald ve ark 2005, Freeman ve ark 2006)
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Fig. 1 immune interactions involving antigen presenting cells or tumor cell
\

Sekil 2.11: Tiimor hiicreleri veya antijen sunan hiicreler ile T hiicreli
lenfositlerin immun etkilesimi, tiimoér mikrogevresi (Marin-Acevedo JA, Dholaria B,
Soyano AE, Knutson KL, Chumsri S, Lou Y. Next generation of immune checkpoint therapy

in cancer: new developments and challenges. J Hematol Oncol. 2018; 11: 39.)

Marin-Acevedo ve arkadaglarinin (2018) yayinladigi kanserde immun kontrol
noktalar1 ve tedavilerinin tartisildigr bir derlemede immun kontrol noktalar: inhibe edici
yolaklar, kostimiile edici yolaklar ve diger potansiyel yolaklar olmak {izere kategorize
edilmistir. (Sekil 2.11) Inhibe edici yolaklar ise T hiicre aracili ve T hiicre iliskili olmayan
olmak tizere 2 grupta siniflandirilmistir. T hiicre iligkili inhibitdr yolak reseptorleri LAG-3,
TIM-3, TIGIT, VISTA, B7-H3, BTLA, A2aR ve CD73; T hiicre iliskili olmayan inhibitor
yolak reseptorleri TGF-B, KIR, PI3Ky ve CD47 olarak belirtilmistir.

2.3.1BTLA

Immiin regiilasyonda inhibitor reseptor ailesi giderek genislemektedir. B7 ailesinin
yeni bir reseptorii olan BTLA tip | transmembran glikoprotein yapisinda olup immiin
yanitlarda negatif diizenlemeye aracilik eder. (Saito ve Yamasaki 2003) Yapisal ve islevsel
olarak B7 ailesi iiyelerinden olan CTLA-4 ve PD-1 ile benzer sekilde koinhibitdr olup
lenfositlerin ¢ogu tarafindan eksprese edilen bir inhibitor reseptordiir. (Paulos ve June
2010) Inhibitdr reseptorlerin ortak 6zelliklerinden biri olan sitoplazmik uglarinda immiino-
reseptor tirozin tabanli inhibitor motiflerin (ITIM) varligit BTLA nin sitoplazmik uglarinda
da tanimlanmistir. Bu ITIM’lar hiicre-igi Src homoloji-2 igeren tirozin fosfataz (SHP-1 ve
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SHP-2) enzimleriyle ile iliskilidir (Gavrieli ve ark 2003) Immiinglobiilin variable domeini
(IgV) biitiin B7 ailesi reseptorlerinde ortak bulunan ligand baglanmasindan sorumlu
ekstraselliiler bir domeindir. Yapisal 6zellik ve hiicrelere dagilimda polimorfizm gosteren
BTLA i¢in Ig domeininde aminoasid farkliliklar1 nedeniyle BALB/c, MRL/Ipr ve C57BL/6
olmak tizere 3 adet allell tanimlanmistir. BALB/c, BTLA alleli dendritik hiicrelerde, B ve
T lenfositlerinde sunulurken C57BL/6 BTLA ilave olarak CD11+ makrofaj ve NK
hiicrelerinden de sunulur. (Hurchla ve ark 2005) Esas olarak BTLA dinlenme halindeki T
hiicrelerinde ¢ok diisiik diizeylerde sunulur (Han ve ark 2004) BTLA ekpresyonunun
primer olarak T hiicre farklilasmasini yoneten faktorlerden ziyade T hiicre aktivasyonu ile
kontrol edildigi gosterilmistir. (Hurchla ve ark 2005)

BTLA, TNFR ailesi iiyesi olan herpes virus entry mediatér (HVEM)’e baglanarak
B ve T hiicre aktivasyonunu, proliferasyonunu ve sitokin {iretimini bloke eder. (Sedy ve
ark 2005)

Antijen sunan hiicre veya timor hiicresi ile T hiicre arasinda etkilesimin genel
kurali, Ig reseptorii ile Ig ligand1 ve TNFR ile TNF ligandmin etkilesmesidir. BTLA ve
HVEM’in ligasyonunda ise B7 aile liyesi BTLA i¢in ligandinin TNFR aile tiyesi HVEM
olmasi Ig siiper ailesi tliyesi ve TNFR siiper ailesi fiiyesi etkilesiminin nadir
orneklerindendir. (Cai ve ark 2008)

HVEM reseptorii TNFR ailesinden liganda sahip tip | transmembran
glikoproteinidir. (Mauri ve ark 1998) HVEM reseptoriiniin B ve T hiicrelerinde, denritik
hiicrelerde, noronlarda, endotelyal hiicrelerde ve epitelyal hiicrelerde bulundugu
gosterilmistir.  Yapilan c¢aligmalarda HVEM’in LIGHT ve Lenfotoksin-a (LTa)’ya
baglanmasi es uyari sinyali olustururken, BTLA veya CD160’a baglanmasi es inhibisyon
sinyali ortaya ¢ikartir. Yani HVEM, T hiicre aktivasyonunu iki yonlii diizenleyebilen,
baglandigi liganda gore es uyari veya inhibasyon olusturabilen bir reseptordiir. (Cai ve ark
2008) T hicreleri tizerindeki BTLA ve CD160’m HVEM’e baglanmasi, T hiicre
aktivasyonunu kisitlayict bir sinyal gonderirken HVEM’in LTa ve LIGHT a baglanmasi
ise dogal bagisiklik tepkilerini uyarir. Dolayisiyla, HVEM hangi ligandin i¢inde olduguna
bagh olarak dogal bagisiklik tepkilerini diizenlemek i¢in bimolekiiler bir anahtar olarak is

goriir. (Wang ve ark 2005) (Sekil 2.12)
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Sekil 2.12: HVEM/BTLA/CD160 sinyal yolag: (https://www.creative-
diagnostics.com)
*: HVEM-BTLA 'min T hiicresi iizerinde etkilesmesi cis kompleks olarak adlandirilir

ve HVEM-LIGHT etkilesimini inhibe ederek NF-kB aktivasyonunu énler. Transkripsiyon
faktorii olan NF-kB 'nin aktivasyonu, IL-2 'nin aktivasyonunu saglamaktadir. NF-xB
proteini inflamatuar igleviere katilir ve hiicre dongiisii ile sag kalimint diizenler. (LOS ve
ark 1995) NF-«B aktivasyonu ayrica B hiicresi ¢ogalmasint ve immiinoglobulin
salgilanmasini (Duhen ve ark 2004) ve DC'leri (Salio ve ark, 1999), NK hiicrelerini (Kwon
ve ark, 1997) uyarir.

BTLA’nin HVEM’e baglanmasi, tirozin fosforlasmasini ve SHP-1/SHP-2 iligkisini
engeller. Bu sinyal IL-2 {iretimini ve T hiicrelerinin ¢ogalmasini azaltir. BTLA baglanmasi,

T hiicrelerinin ilk aktivasyonunu engellemez, ama aktivasyon sonucunu degistirir. Bu
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bulgular, BTLA nin HVEM ile etkilesiminin kisitlayici bir reseptdr olarak islev gordiiglinii
gosterir niteliktedir. (Gavrieli ve ark 2003, Krieg ve ark 2005) BTLA iliskili inhibisyon,
regulator T hiicreleri ve apopitozisten bagimsizken intelokin-2 (IL-2) {iretimini azalmasi ile
ilgilidir. BTLA nin inhibitor etkilerine CD8+ T hiicreleri daha az hassastir. BTLA'in CD4+
T hiicrelerinde yiliksek diizeylerde ekpresyonu ve IL-2’nin, CD8+ T hiicresinin
dongiisiiniin baglamasi igin gerekli olmamasi bu durumu kismen agiklayabilir. (D'Souza ve
Lefrancois 2003, Han ve ark 2004, Krieg ve ark 2005) Bununla birlikte BTLA’nin, CDS8 +
lenfositlerin  proliferasyonunu, pro-enflamatuar sitokinlerin {iretimini ve bellek T
lenfositlerinin olusumunu inhibe ederek T lenfositlerin hareketini negatif olarak
diizenledigi de gosterilmistir. (Fourcade ve ark 2012) BTLA yiiksek 6lgiide B hiicrelerinde
sunulmas1t BTLA’nin humoral yanitda da rol oynayabildigini akla getirir. BTLA eksik olan
B hiicrelerinin, anti Ig-M'in uyarimina yanitlarinin daha fazla oldugu bildirilmistir. BTLA,
B hiicre reseptoriinii diizenler fakat Toll-like reseptor iligkili stimulasyonu diizenleyemez.
Yapilan bir¢ok hayvan ¢alismalarinda BTLA ve HVEM’in otoimmiin hastaliklarda da rol
oynadig1 gosterilmis olsa da insanlarda otoimmiin hastaliklarin patojenitesindeki HVEM-
BTLA yolunun rolii hala biiyiik oranda bilinmemektedir. (Watanabe ve ark 2003)

Tiimor hiicreleri ise bu yolu BTLA'y1 siirekli olarak eksprese eden ve onlari
aktiflestirilmeye duyarli hale getiren disfonksiyonel T hiicrelerinin olusumunu tesvik
ederek veya melanomda oldugu gibi HVEM'yi eksprese ederek yararlanir. (Paulos ve June
2010) Melanom ve mide kanseri hastalarinda yiikksek BTLA/HVEM diizeyleri kotii
prognoz ile koreledir. (Malissen ve ark 2017, Lan ve ark 2017)

2.3.2 TiM-3

Hepatit A virus seliiler reseptér 2 (HAVCR2) olarak da bilinen TIM-3, TIM gen
ailesine aittir. Insanlarda, TIM ailesi TIM-1, TIM-3 ve TIM-4'ii igerir ve 5q33.2
kromozomunda bulunur. (Li ve ark 2013) TIM-3, tip | membran proteinidir ve 281
aminoasitten olusur. Hiicre dis1 bir alan, tek bir transmembran alan ve bir C-terminal
sitoplazmik kuyruk icerir. Baslangigta Th1 ve Th2 hiicrelerinin spesifik yiizey molekiilleri
olarak taninmis olsa da TIM ailesinin iiyelerinin, Th1 ve Th2 hiicrelerinin farklilasmalarin
diizenleme mekanizmalarinda T hiicrelerinin islevsel roliinii hedefleyen ortak uyarici
sinyaller saglayabildigi bildirilmistir. (Angiari ve Constantin 2014) Immiin kontrol noktasi

negatif diizenleyicilerinden biri olan TIM-3, T hiicreleri, diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler),

34



dendritik hiicreler, B hiicreleri, makrofajlar, NK hiicreler ve mast hiicreleri dahil olmak
tizere farkli immiin hiicrelerde tespit edilmistir. (Phong ve ark 2015)

TiM-3, galektin-9 (Gal-9), karsinoembriyonik antijen hiicre yapisma molekiilii 1
(CEACAM-1), yiiksek hareketli grup protein B1 (HMGB1) ve fosfatidilserin (PS) olmak
lizere dort ligand igerir. TIM-3/Gal-9, T hiicre immiinitesini negatif olarak diizenleyerek
kanser immiinitesini inhibe eder. TIM-3 IgV bolgesinin Gal-9 ile baglantisi Thl
hiicrelerinin immiin tepkilerini sonlandirir.

TIM-3 immiin tolerans: arttirir. TIM-3 islev bozuklugunun astim, gida alerjisi,
multipl skleroz ve romatoid artrit gibi otoimmiin hastaliklarla ilgili oldugu tespit edilmistir.
TIM-3 T hiicrelerinin immiin tepkilerini inhibe edebildigi i¢in kronik viral enfeksiyonu
indiikleyen immiin tiikkenme ile iliskili oldugu gosterilmistir. (Freeman ve ark 2010, Zhu ve
ark 2015) Siirekli antijene maruz kalma ve inflamasyon ile birlikte seyreden kronik
enfeksiyon ve kanser durumlarinda T hiicrelerinde “tiikenme” olarak adlandirilan
immiinolojik bir tablo goriliir. Tiikenme; T hiicre efektdr fonksiyonlarin kaybi, ¢oklu
inhibitoér reseptorlerinin ekspresyonu ve azalmis proliferasyon gibi bir¢ok ozellik ile
karakterizedir. (Wherry ve Kurachi, 2015) Genel olarak TIM-3'i{in, antitiimor veya antiviral
tepkilerde baskilayici bir reseptor olarak islev goren T hiicrelerinin temel tiikenme
belirteclerinden biri olduguna inanilmaktadir.

Bazi calismalar, TIM-3'in hem solid hem de hematolojik malignitelerde
baskilanmis veya disfonksiyonel CD8+ T hiicrelerinin popiilasyonunu isaret ettigini
gostermistir. (Wherry 2011) TIM-3, T lenfosit tilkenmesine aracilik ederek antitiimor
immiinitesini inhibe eder. TIM-3+ CD8+ T hiicreleri, bozulmus Stat5 ve p38 sinyal yolu
sergilerler. TIM-3 yolunun bloke edilmesinin kanser bagisikligii arttirdign ve T
hiicrelerinde interferon-gama tiretimini (IFN- y) arttirdigi gosterilmistir. (Cai ve ark 2016)

TIM-3, dogal immiin hiicreler iizerinde yapisal olarak eksprese edilir ve dogal
antitimdr immiinitesini baskilar. TIM-3, IL-2 iiretiminin proliferasyonunu ve efektoriinii
inhibe eder. (Zhou Q ve ark 2011) PD-1 ve TIM-3 pozitif CD8+ T hiicreleri, TIM-3 negatif
CD8+ T hiicrelerinden daha az IFN- vy iirettigi ve anti-TIM-3 antikorlariin ayrica periferal
NK hiicrelerinde IFN-y 'y1 arttirdig1 gosterilmistir. (Takano ve ark 2016)

TIM-3, immiin hiicre fonksiyonlarin1 modiile etmenin yani sira, tiimér hiicrelerinin
fonksiyonunu dogrudan diizenler. TIM-3 ekspresyonu kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri,
hepatoseliiler karsinom, kolorektal kanser, serviks kanseri, over kanseri, bas ve boyun

bolgesi kanserlerinde bildirilmistir. (He ve ark 2018)
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Liu ve arkadaslar1 (2018) hepatoselliiler karsinomda TIM-3 ekspresyonu ve roliinii
tartistiklar1 derlemede tiimér hiicrelerindeki TIM-3 ekspresyonunun; interldkin-6 (IL-6)'nin
otomatik salgilanmasi yoluyla tiimdr biiylimesini hizlandirdigin1 ve epitelyal mezenkimal
gecisi tesvik ederek tiimor hiicrelerinin metastatik yetenegini gelistirdigini bildirmistir. IL-
2, IL-7, IL-12, IL-17 ve TGF-B gibi sitokinler, T hiicrelerinde TIM-3 ekspresyonunu
indiikler. TIM-3 efektdr T hiicrelerinde tiikenme fenotipine aracilik eder IFN-y, IL-2 ve
timor nekroz faktor-alfa (TNF-o)’nin tiretimini azaltarak anti-tiimor immiinitesini baskilar.
Gal-9'un TIM-3+ efektor T hiicrelerinin baglanmasi ayrica efektdr T hiicresi apoptozisine
aracilik eder. TIM-3, Tregs hiicrelerinde IFN-y ve IL-2 iiretimini azaltir. Tiimér iliskili
makrofajlar (TAM) ve dendritik hiicreler de dahil olmak iizere Gal-9 eksprese eden
hiicreler, Gal-9'un TIM-3 ile etkilesime girerek, Tim-3+ T hiicre tiilkenmesi ve apoptozisine
katkida bulunur. Tiimér hiicrelerinin iirettigi TGF-B, TAM'larda TIM-3 ekspresyonunu
arttirir ve TIM-3’i{in asir1 ekspresyonu TAM’larin M2 polarizasyonunu kolaylastirir. M2
fenotipindeki makrofajlar tiimor hiicrelerinde IL-6 tretimini arttirir. Timdr hiicreleri
lizerindeki TIM-3, IL-6’nin otokrin salmimi sekilde tiimér proliferasyonunu, invazyonunu

ve metastazini arttirr. (Sekil 2.13)

TiM-3 T hiicreleri yanisira dendritik hiicreler, makrofajlar ve monositler gibi
miyeloid hiicrelerde eksprese edilir ve dogal immiin hiicre aracili antitimér immiin
yanitlarinda 6nemli bir role sahiptir. TIM-3, ¢esitli hiicrelerde ekspresyonundan dolay1

kanserde umut verici bir hedef olabilir.

Son ¢aligmalar, TIM-3"in T hiicre tiikkenmesinde 6nemli bir rolii oldugunu ve anti-
PD-1 tedavisinin sonucuyla iligkili oldugunu vurgulamistir. (Chiba ve ark 2012) Koyama
ve arkadaslar1 (2016), hastalar anti-PD-1 adaptif direnci ile kars1 karsiya kaldiklarinda
TIM-3 ekspresyonunun arttigini bildirdi. Artan sayida preklinik ¢alisma, TIM-3"in kanser

immiinoterapisinin sonuglarini iyilestirebilecegini bildirmistir. (Chiba ve ark 2012)
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Sekil 2.13: Hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde TIM-3 regiilasyonu ve
fonksiyonlar1 (Liu F, Liu Y, Chen Z. Tim-3 expression and its role in hepatocellular
carcinoma. J Hematol Oncol. 2018; 11:126.)

2.3.3B7-H3

Adaptif bagisiklik sisteminde T lenfositler, ¢ok ¢esitli yabanci ve dogal antijenleri
taniy1p spesifik yanit olusturabilir. Patojenleri yok etmek, otoimmiin toleransi siirdiirmek
ve uygun bir T lenfosit yanitin1 saglamak i¢in, T hiicresi aktivasyonu iki bagimsiz sinyal
yolu ile diizenlenir. Birinci sinyal, antijen sunan hiicrelerde bulunan MHC ile antijenin
THR’lerce taninmast ile aktivasyonun gergeklesmesi olarak kabul edilir. Ikinci sinyalin ise,
antijen sunan hiicrelerde ve T hiicrelerinde bulunan B7 ailesi ve TNF ailesine ait
kostimiilator ve koinhibitér molekiiller araciligiyla oldugu kabul edilir. Antijen sunan
hiicrelerdeki B7-1'in T lenfositlerdeki CD28 ile birlesmesi T lenfositlerin ¢ogalmasini ve
IL-2 iiretimini arttirir. B7-1/B7-2: CD28/CTLA-4 sinyallesmesi kostimiilator yolagin
karakteristik en iyi Ornegidir. Bu es zamanli uyarici sinyalin yoklugunda, THR'nin bir
antijenik peptid ile baglanmasi, T hiicresi islev bozuklugu, intoleransi veya anerji ile
sonuglanir. (Abbas 2003) CTLA-4 ile B7-1 ve/veya B7-2'nin baglanmasi, IL-2 sentezini
inhibe eder ve T hiicre yanitinin sona ermesine yol agar. (Greenwald ve ark 2005) Son
zamanlarda, T hiicrelerinde bulunan B7 ailesinin bazi {iyeleri, antitimdr immiinitesinin
potansiyel diizenleyicileri olarak gosterilmistir. Ornegin, kanser hiicrelerinin anormal B7-

HI1 ekspresyonu, farkli insan malignitelerinde kotii prognostik patolojik ozellikler ile
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iligskilendirilmis ve malign tiimorlerin konakgr bagisikligindan kagabilecegi potansiyel bir
mekanizma olarak 6ne siiriilmiistiir. (Liu ve ark 2008)

2001'de tanimlanan B7-H3, T hiicreleri, dendritik hiicreler ve monositler gibi ¢esitli
immiin hiicreler iizerinde indiiklenebilir ekspresyona sahip bir tip I transmembran
proteinidir. Diger B7 ailesi lyeleriyle %20-%27 oraninda benzer aminoasit kimligini
paylagsan B7-H3, fareler ve insanlar arasinda %88 aminoasit benzerlige sahip en korunmus
olamidir. (Chapoval ve ark 2001) Murin B7-H3, bir hiicre dis1 degisken tip IgV-IgC alam
ve bir hiicre i¢i alandan (2Ig B7-H3) olusurken, insan B7-H3’i, 4Ig B7-H3 olarak
adlandirilan ek bir izoforma sahiptir. (Steinberger ve ark 2004) 4lg transkript insan
dokularinda baskin seklidir.

Kesin reseptorlerin heniiz belirlenmemis olmasina ragmen, B7-H3'lin reseptore
bagh olarak farkli immiin modiilatér yeteneklere (uyarici veya inhibe edici) sahip oldugu
diistinilmektedir. Simdiye kadar, TREM benzeri transkript 2 (TLT-2) gibi miyeloid
hiicrelerde eksprese edilen tetikleyici reseptdr olarak adlandirilan sadece farelerde
gosterilmis bir adet B7-H3 reseptorii tanimlandi. TLT-2, myeloid hiicrelerde ifade edilen
tetikleyici reseptor (TREM) ailesine aittir. (Klesney-Tait ve ark 2006) Her ne kadar murin
B7-H3'iin TLT-2 ile etkilesimini arastiran in vitro veriler mevcut olup TLT2'nin B7-H3
icin bir reseptor olarak islev gorebilecegini diisiindiirse de Leitner ve arkadaslari hem
farelerde hem de insanlarda bdyle bir etkilesime dair kanit bulamadiklarini bildirdiler.
(Leitner ve ark 2009)

B7-H3-mRNA ¢ogu dokuda yaygin olarak gosterilmekle birlikte B7-H3 proteininin
yapisal olarak ifade edilmeyebildigi gosterilmistir. Cok az sayida molekiilin B7-H3
ekspresyonunun diizenlenmesine aracilik ettigi gosterilebilmis olup B7-H3’lin diizenlenme
mekanizmalari heniiz kesfedilememistir. (Li ve ark 2018)

Bu reseptorler hiicresel tepkilerin modiilatorleri olarak islev goriir ve hem dogal
hem de adaptif bagisikliklarda 6nemli roller oynar. (Klesney-Tait ve ark 2006) B7-H3’{in
antijen spesifik T hiicre proliferasyonu, sitotoksik T hiicrelerinin aktivasyonu ve IFN-y
tiretimini uyardigina dair bulgular mevcut oldugu gibi farkli ¢alismalarda B7-H3’tin T
hiicre yanitlarini inhibe edebildigi yoniinde de bulgular elde edilmistir. (Zhang ve ark
2010, Ueno ve ark 2012) (Sekil 2.14)

Bir ko-stimiilator molekiil olan B7-H3’tin, CD4 + ve CD8 + T hiicrelerinin
cogalmasini arttirdig1 bilinmekle birlikte, B7-H3 yoklugunda biiyiik 6lciide artan T hiicresi
proliferasyonu ve IL-2 seviyeleri gdzlenmistir. B7-H3'in immun diizenlemede birgok

celiskili role sahip olmasi nedeniyle, TLT-2’nin B7-H3'lin tek reseptorii olmayabilecegi ve
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bilinmeyen baska reseptorler iizerinden B7-H3’{in fonksiyonlarinin oldugu diisiiniilmiistiir.

(Li ve ark 2018)

Ifadeleri ¢ogunlukla antijen sunan hiicrelerdeki gibi immiin hiicrelerle sinirli olan

B7-1 ve B7-2'nin aksine, B7-H3 proteini osteoblastlarda, fibroblastlarda, fibroblast benzeri

sinoviyositlerde ve epitel hiicrelerinde, karaciger, akciger, mesane, testis, prostat, meme,

plasenta ve lenfoid organlarda bulunur. Bu genis ifade modeli, 6zellikle periferik

dokularda da bulunmasi, B7-H3'lin immiinolojik fonksiyonlari yani sira ve muhtemelen

immiinolojik olmayan fonksiyonlarinin oldugunu da géstermektedir.
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Sekil 2.14: B7-H3’iin potansiyel rolleri (Li G, Quan Y, Che F, Wang L. B7-H3 in

tumors: friend or foe for tumor immunity? Cancer Chemother Pharmacol. 2018;

81(2):245-253.)

*: B7-H3, CD4+ ve CD8+ T lenfositlerde IFN-y ve IL-12 iiretimini arttirdigini gésteren

calismalar mevcut olmakla birlikte IL-12, 1L-17 ve IFN-y iiretimini azalttigina dair

calismalar da literatiirde mevcuttur.

**: B7-H3, Thl, Th2 ve Treg aktivitesini inhibe eder.

***: B7-H3in antitiimér ve protiimor etkisi olduguna dair literatiirde ¢alismalar

mevcuttur.

Son zamanlarda, B7-H3 ekspresyonu, prostat kanseri, berrak tipte renal hiicreli

karsinom, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri, pankreas kanseri, mide kanseri, over kanseri,

kolorektal kanser ve iirotelyal karsinomlarda gosterilmistir. (Loos ve ark 2010) Pek ¢ok
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kanserde B7-H3 ekspresyonunun ileri evre, metastaz veya kotii prognoz ile iligkili oldugu
gosterilmistir. (Zhang ve ark 2010, Ueno ve ark 2012)

B7-H3'lin, antitiimor immiinitesinin diizenlenmesinde olast bir katilimi oldugunu
One siiriilse de B7-H3’iin hem uyarict1 hem de inhibe edici 6zellikleri tanimlandigi igin
aldig1 rol net olarak ifade edilememistir. (Loos ve ark 2010)

Gegtigimiz on yil igerisinde, antitimor bagisikliginda kostimiilatér sinyalin
immiinomodiilator kapasitelerine dair yeni goriisler ortaya ¢ikmistir. Son zamanlarda klinik
Faz I/Il ¢alismalari, anti-CTLA-4 mAb'ler ile tedavinin, objektif antitimdr tepkilerini
indiikleyebildigine dair saglam kanitlar saglamistir. Kostimiilator molekiillerin B7/CD28
stiper ailesinin yakin zamanda tanimlanmis bir iiyesi olan B7-H3'liin immiin diizenlemede
onemli bir rol oynadigi gosterilmis ve bu konuda yeni caligmalara ihtiya¢ oldugu
belirtilmistir. (Loos ve ark 2010) Ayrica bir grup arastirmaci anti-B7-H3 antikorlar
tirettigini ve in vitro/in vivo olarak tiimor biiylimesini baskiladigini bildirmistir. (Loo ve
ark 2012, Li ve ark 2018) Bu nedenle, B7-H3'iin, bir ko-stimiilatér molekiil olma roliiniin

yani sira, kanser teshisinde ve tedavisinde 6dnemli bir rol oynamas1 muhtemeldir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Olgularin Belirlenmesi ve Hazirlanmasi

Meram Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal1 laboratuarinda 2013-2018 yillarina ait
invaziv ya da noninvaziv mesanenin irotelyal karsinomu tanis1 almis vakalardan
retrospektif olarak patoloji arsivi taranarak segilmistir. Noninvaziv trotelyal karsinom
tanili TUR-M materyallerinin en az 2 cc, invaziv iirotelyal karsinom tanili TUR-M
materyallerinin en az 4 cc hacminde olanlar1 ¢alismaya dahil edildi. Noninaziv iirotelyal
karsinom tanili olgularda lamina proprianin goriildiigii bloklar segildi. Lamina propriaya
invaze ancak muskularis propriaya invaze olmayan invaziv irotelyal karsinom tanili
olgularda biyopside asikar muskularis propria tabakasinin oldugu ancak timor
invazyonunun olmadig1 vakalar calismaya dahil edildi. invaziv tiimérlerde tiimériin invaze
oldugu histolojik tabakadan sonra gelen tiimoriin invaze olmadigi en az bir alt tabakanin da
goriilebiliyor olmasina 6zen gosterildi. Tekrarlayan iirotelyal karsinom tanisi alan ve
birden fazla TUR-M materyalleri laboratuarimiza gelen hastalarda invazyon derinliginin en
fazla oldugu ve histolojik derecenin en yiiksek oldugu materyaller ¢alismaya dahil
edilirken aymi hastanin diger materyalleri dahil edilmedi. Radikal sistektomi
materyallerinin timorlii bloklar1 ¢alismaya dahil edildi. Sistektomi materyalinde rezidii
timor izlenmeyen olgular ¢alismadan ¢ikarildi. Sistektomi materyallerinde lezyon olmayan
normal goriiniimlii sahalardan kontrol grubu olusturuldu. Calismaya dahil olan 48-88 yas
arast kadin ve erkek hastalarin sistektomi+lenfadenektomi (47 olgu) ya da TUR-M
materyallerinin (43 olgu) lezyonlu lamlari arsivden ¢ikarildi ve lezyonlar degerlendirilerek

siniflandirildi. Belirlenen kriterlere uyan olgular asagidaki gibi gruplandirildi.
1. grup: Noninvaziv low grade papiller iirotelyal karsinom tanili olgular (10 adet)
2. grup: Noninvaziv high grade papiller tirotelyal karsinom tanili olgular (9 adet)

3. grup: Lamina propriraya invaziv low grade papiller lirotelyal karsinom tanili

olgular (2 adet)

4. grup: Lamina propriaya invaziv high grade papiller iirotelyal karsinom tanili
olgular (20 adet)

5. grup: Muskularis propriaya invaziv high grade papiller iirotelyal karsinom tanili

olgular (14 adet)
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6. grup; Perivezikal yagl dokuya invaziv high grade papiller iirotelyal karsinom
tanili olgular (25 adet)

7. grup: Ekstravezikal uzanim gosteren high grade papiller tirotelyal karsinom tanili

olgular (10 adet)

8. grup: Invaziv papiller iirotelyal karsinom (lamina propria, muskularis propria,
perivezikal yumusak dokuya invaze ya da ekstravezikal yayilim gostermis olabilir) tanili
hastalardan lenf noduna iirotelyal karsinom metastazi olanlarin metastatik lenf nodlar1 (17

adet)
9. grup: Normal iirotelyal epitelyum ile doseli mesaneye ait kontrol grubu (13 adet)

Kesitlere immunhistokimyasal Ventana Benchmark marka otomatik boyama
cihazityla BTLA, B7-H3 ve TIM-3 boyamalar: yapildi. Lamlar entellan yardimiyla lamel
ile kapatildiktan sonra tiim materyaller Olimpos marka 1s1k mikroskobu altinda
degerlendirildi. Boyama sonuglart yiizde olarak ve yogunluga gore rapor edildi ve

istatistiksel olarak birbiriyle karsilastirildi.

3.2. Histopatolojik inceleme

Secilen olgulara ait %10’luk formaldehit soliisyonu ile tespit edilmis ve rutin doku
takibi ile hazirlanmis parafin bloklardan elde edilen Hematoksilen-Eozin (H&E) boyali
preparatlar yeniden degerlendirildi. Olgular WHO 2016 siniflamasina gore siniflandirildi

ve TNM sistemine gore patolojik tiimor (pT) evrelemesi yapildi.

3.3. Immunhistokimyasal inceleme

Immunohistokimyasal inceleme igin tiimorii en iyi yansitan, nekroz ve kanama
alanlarmin enz az izlendigi Kesitlere ait parafin bloklar secildi. Uygun lamlarin bloklari
blok arsivinden ¢ikarildi. Segilen her parafin bloktan BTLA, B7-H3 ve TIM-3 boyamalari
yapmak tizere pozitif sarjli lamlara 4-5 mikron kalinliginda bir lama iki farkli dokunun
birer kesiti olmak iizere kesitler alindi. Lizinli lamlara alman doku ornekleri
deparafinizasyon i¢in 60 C’de bir gece etiivde bekletildi. Firmanin 6nerisi de gézoniine
alinarak inkiibasyon siiresi 2 saat kaynatma siiresi 30 dk olarak belirlenerek lamlar
otomatik yontemle (VENTANA, Bench Mark XT) boyandi.
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Calismamizda kullanilan antikorlarin = ozellikleri Tablo xx’de verilmistir.
Diliisyonlar ve optimum boyama teknigi uygun pozitif kontroller kullanilarak ayarlandi.
Sekonder antikor olarak Ultraview Universal DAB Detection Kit (Katalog no:
04015630972173, LOT NO: E29533, Ventana Medical Systems, USA) kullanildi.

Tablo 3.1: Antikorlarin baz ozellikleri

Antikor Uretici Klon Diliisyon Pozitif Antikor Tiiri
Firma Kontrol

BTLA Abcam Ab96560 1/400 Tonsil* Tavsan
poliklonal

B7-H3 Abcam Ab21948 1/2000 Tonsil Tavsan
monoklonal

TIM-3 Abcam Ab246852 1/100 Tonsil Tavsan
monoklonal

*. Firmanm triin katologunda kontrol doku MDAMBA468 xenograft olarak
belirtilmistir. Laboratuarimizda bu kontrol blogu mevcut olmadigi igin iretici firma ile

goriisiildii. Kontrol blogu olarak tonsil dokusunun kullailabilecegi yazili olarak bildildi.

Kisaca deparafinizasyon, dehidratasyon, endojen peroksidaz inaktivasyonu ve
antikorlar i¢in uygun antijen agiga ¢ikarma ydntemleri sonrasinda kesitler iki saat oda
1s1sinda primer antikor ile inkiibe edildi. Ardindan camlara biotinlenmis sekonder antikor
sonrasinda streptavidin konjuge horseradish peroksidaz uygulandi ve diaminobenzidin
kromojeni ile isaretleme gerceklestirildi. Boyama islemi biten lamlar sivi deterjanh su ile
yikandi. Daha sonra 2 kez alkolden gecirildi ve kurumaya birakildi. Lamlar kuruduktan
sonra 2 kez ksilolden gegirildi ve kapama malzemesi olarak Entellan Mounting Medium

marka balzam kullanildi.

3.4 Immunreaktivitenin Degerlendirilmesi

Preparatlar 151k mikroskobunda (Olympus BX51, Japan) degerlendirildi. Daha 6nce
yapilan ¢aligsmalar dikkate alinarak BTLA igin sitoplazmik ve membranéz boyanma, B7-

H3 membrandz boyanma, TIM-3 i¢in sitoplazmik ve membrandz boyanma pozitif olarak
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kabul edildi. (Feng ve ark 2015, Lan ve ark 2017, Peng ve ark 2017, Soo ve ark 2017,
Chen ve ark 2017)

Immiinohistokimyasal boyamalarin sonuglar1 degerlendirilirken 200x ve 600x
objektif kullanildi. BTLA, B7-H3 ve TIM-3 i¢in boyanma yogunlugu tabloda belirtildigi
sekilde degerlendirildi. (Tablo 3.2)

Tablo 3.2: immunhistokimyasal BTLA, B7-H3 ve TIM-3 icin boyanma

yogunlugunun degerlendirilmesi

Hig¢ boyanma yok (-) /0 puan

Zayif boyanma var 1(+) / 1puan
Orta siddette boyanma var 2(+) / 2 puan
Kuvvetli boyanma var 3(+) / 3puan

BTLA i¢cin boyanma yaygmhgi degerlerdirmesi daha once yapilmis bazi
caligmalardaki skorlamalar referans alinarak yapildi. (Feng ve ark 2015, Lan ve ark 2017).
Degerlendirme boyanmanin en yogun oldugu alanlarda 600x biiyiitmede en az 1000 hiicre
sayllmak kosuluyla yapilmistir. Boyanma yayginligi tablo 3.3’te belirtildigi sekilde
degerlendirildi.

Tablo 3.3: Immunhistokimyasal BTLA icin boyanma yayginhgmnn

degerlendirilmesi
<%5 0 puan
%5-%25 1 puan
%26-%50 2 puan
>%50 3 puan

BTLA boyamasinin degerlendirilmesinde Immunhistokimyasal reaktivite skoru
(IRS) kullanilmis olup bu skor su sekilde hesaplanmaktadir;
IRS = boyanma yogunlugu x boyanma yayginlig1
BTLA boyamasi i¢in IRS puan1 <4 ise diisiik ekspresyon; >4 ise yiiksek ekspresyon
olarak kabul edildi.
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TIM-3 icin boyanma yaygmhg degerlerdirmesi daha once yapilmis bazi
calismalardaki skorlamalar referans alinarak yapildi. (Peng ve ark 2017) Degerlendirme
boyanmanin en yogun oldugu alanlarda 600x biiylitmede en az 1000 hiicre sayilmak
kosuluyla yapilmistir. Boyanma yayginligi tabloda belirtildigi sekilde degerlendirildi.
(Tablo 3.4)

Tablo 3.4: Immunhistokimyasal TiM-3 icin boyanma yaygmhgmn

degerlendirilmesi
%0 0 puan
<%25 1 puan
%25-%50 2 puan
>9%50 3 puan

TIM-3 boyamasinin degerlendirilmesinde Immunhistokimyasal reaktivite skoru
(IRS) kullanilmis olup bu skor su sekilde hesaplanmaktadir;
IRS = boyanma yogunlugu x boyanma yayginligi
TiM-3 i¢in IRS puan1 asagidaki tabloda belirtildigi sekilde degerlendirildi;

Tablo 3.5: Immunhistokimyasal TiM-3 icin IRS puanlama sisteminin

degerlendirilmesi
0-2 puan Negatif
3-4 puan 1(+)
5-6 puan 2(+)
7-8-9 puan 3(+)

0-2 puan negatif olarak kabul edilirken 1(+), 2(+) ve 3(+) olgular pozitif olarak
kabul edildi.

B7-H3 boyamasinin degerlerdirmesi daha once yapilmis bazi caligmalardaki
skorlamalar referans alinarak yapildi. (Soo ve ark 2017, Chen ve ark 2017). Degerlendirme
200x biiylitmede tim timor alan1 gozoniine alinarak yapilmis olup H-skor ydntemi

kullanilarak yapilmistir. H-skor su sekilde hesaplanmaktadir;
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H-skor = (0 X boyanma yogunlugu 0 olan alanlarin yiizdesi) + (1 X boyanma
yogunlugu 1+ olan alanlarin yiizdesi) + (2 x boyanma yogunlugu 2+ olan alanlarin
ylizdesi) + (3 X boyanma yogunlugu 3+ olan alanlarin yiizdesi)

H-skor 0-300 arasinda bir deger olup herbir olgunun H-skoru hesaplanmistir. Tiim
calisma grubunda B7-H3 i¢in ortalama ve standart sapma degeri istatistiksel olarak
belirlendi.

3.5 istatistiksel Analiz

Katilimcilarin kisisel 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla arastirmada ortalama,
yiizde ve standart sapma gibi betimleyici analizler kullanildi. BTL-A ve TIM-3 degerleri
yiiksek ve diisiik olan hastalar arasinda kategorik ozellikleri karsilastirmak amaciyla Ki-
Kare testi ve Fisher Kesin Ki-Kare Testi kullanildi. Normal dagilim gosteren ve denek
sayist 30°dan biiyiik olan iki grup arasinda ortalamalari karsilastirmak amaciyla Bagimsiz
Gruplar t testi, normal dagilim gdstermeyen veya denek sayis1 30’dan diisiik olan iki grup
arasinda ortalamalar1 karsilastirmak amaciyla Mann-Whitney U testi kullanildi.
Arastirmada ikiden ¢ok grup arasinda skor ortalamalarini karsilagtirmak amaciyla Kruskal
Wallis-H testinden yararlanildi. Verilerin degerlendirilmesinde IBM SPSS 22.0 programi

kullanildi. Tiim analizler i¢in anlamlilik seviyesi p<0,05 olarak belirlendi.
3.6 Etik Kurul Onay1

Calismamiz i¢in Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi 22.06.2018

tarihinde 71 nolu toplantida 2018/1421 nolu karar ile yerel etik kurul onay1 alinmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Genel Bulgular

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim’da 2013-
2018 yillarina ait sistektomi+lenfadenektomi (47 olgu) ya da TUR-M materyallerinde (43
olgu) ait invaziv ya da noninvaziv mesanenin iirotelyal karsinomu tanisi almig toplam 90
olgu calismaya dahil edildi.

Calismamiza  dahil  olan  hastalarin  prognostik  parametreleri  ve
immiinohistokimyasal boyanma 6zellikleri sonuglar1 Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1: Hastalarin yas, cinsiyet, histolojik grade, invazyon derinligi, lenf
nodu tutulum durumu, B7-H3/BTLA/TIM-3 immunhistokimyasal boyanmalarinin

istatistiksel degerleri

Parametreler; n = vaka sayisi Yiizde (%)
Yas
<60 21 23.3
>60 69 76.7
Cinsiyet
Erkek 82 91.1
Kadin 8 8.9

Histolojik Grade
Diisiik Dereceli 12 13.3
Yiiksek Dereceli 78 86.7

Invaziyon Derinligi

Ta+T1 41 45.6
T2+T3+T4 49 54.4
Lenf Nodu Metastazi

NO 73 81.1
N1+N2+N3 17 18.9

[HK BTLA yaygimlig1
<%5 42 46.7
%5-%25 15 16.7
%26-%50 20 22.2
>9%50 13 14.4
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Tablo 4.1 (Devam): Hastalarin yas, cinsiyet, histolojik grade, invazyon
derinligi, lenf nodu tutulum durumu, B7-H3/BTLA/TiM-3 immunhistokimyasal

boyanmalarinin istatistiksel degerleri

[HK BTLA yogunlugu
() 30 33.3
(+) 47 52.2
(++) 10 111
(+++) 3 3.3
BTLA — IRS puanina gore;
Diistik ekspresyon (<4) 79 87.8
Yiiksek ekspresyon (>4) 11 12.2
[HK TIM-3 yogunlugu
) 11 12.2
(+) 51 56.7
(++) 19 21.1
(+++) 9 10.0
[HK TiM-3 yaygmlhig
0 18 20.0
<%25 16 17.8
%25-%50 23 25.6
>%50 33 36.7
[HK TIM-3 yogunlugu
) 11 12.2
(+) 51 56.7
(++) 19 21.1
(+++) 9 10.0
TIM-3 — IRS puanina gore;
<3 50 55.6
>3 40 44.4
Ort.+£Ss. Maksimum-
Minimum
B7-H3 — H skor 165.24+61.71 40-285
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4.1.1 Yas

Calismamizdaki olgularin en genci 48, en yaslis1 88 yasinda olup, yas ortalamasi
66,12+8,77 olarak hesaplandi. Bu sonug literatiir ile uyumlu bulundu. (Rosai ve Ackerman
2004). immiinohistokimyasal BTLA, TiM-3 ve B7-H3 ekspresyonlar1 ile yas arasinda
istatistiksel olarak anlamli iligki tespit edilmedi. (Tablo 4.2, 4.3 ve 4.4)

4.1.2 Cinsiyet

90 adet vakamizin 8 tanesi kadin (%8,9), 82 tanesi erkek (%91,1) idi. Literatiirde
erkek/kadin orani:3-4/1 olarak bildirilmistir. (Stenberg 2004). Calismamiza dahil olan
vaka serisinde bu oran yaklasik olarak 8/1 bulunmustur. Immiinhistokimyasal BTLA, TIM-
3 ve B7-H3 ekspresyonlari ile cinsiyet farki arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski tespit
edilmedi. (Tablo 4.2, 4.3 ve 4.4)

Tablo 4.2: Yas ve cinsiyet ile immunhistokimyasal BTLA ekspresyonunun

istatistiksel analiz sonuclari

Parametre n BTLA P-values
Diisiik ekspresyon | Yiiksek ekpresyon
n (%) n (%)
Yas
60<| 21 20 (25.3) 1(9.1) 0.4472
>60 69 59 (74.7) 10 (90.9)
Cinsiyet
Kadin 8 7(8.9) 1(9.1) 1.000?
Erkek 82 72 (91.1) 10 (90.9)

a=Fisher’s testi
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Tablo 4.3: Yas ve cinsiyet ile immunhistokimyasal TiM-3 ekspresyonunun

istatistiksel analiz sonuclar

Parametre n TIM-3 P-values
Negatif n (%) Pozitif n (%)
Yas
60< 21 13 (26.0) 8 (20.0) 0.504°
>60 69 37 (74.0) 32 (80.0)
Cinsiyet
Kadin 8 4 (8.0) 4 (10.0) 1.000?
Erkek 82 46 (92.0) 36 (90.0)

a=Fisher’s testi, b=Ki-kare testi

Tablo 4.4: Yas ve cinsiyet ile immunhistokimyasal B7-H3 ekspresyonunun

istatistiksel analiz sonuclari

Parametre n B7-H3/ H-Skor P-values
Yas Mean+Sd Istatistik
<60 21 149.05+74.34 Z=-1.63 0.101
>60 69 170.17+£57.04
Cinsiyet
Kadmn 8 158.13+£77.31 Z=-0.41 0.681
Erkek 82 165.94+60.52

Z=Mann-Whitney U testi

4.1.3 Histolojik Derece

Caligmamizda disiik dereceli iirotelyal karsinom tanili olgu sayist 12 (%13,3)
yiiksek dereceli iirotelyal karsinom tanili olgu sayist 78 (%86,7) idi.

BTLA diisiik dereceli tirotelyal karsinom olgularinin tamaminda (12 vaka) diisiik
ekspresyon gosterdi. Yiiksek dereceli tirotelyal karsinom olgularinin 67 tanesinde disiik
ekpresyon gosterirken 11 tanesinde yiiksek ekspresyon gosterdi. 90 vaka arasinda sadece
11 olguda BTLA ile yiiksek ekspresyon saptanmis olup bu olgularin tamami yiiksek
dereceli iirotelyal karsinom olgulariydi. Ancak bu verilerle p=0.348 saptanarak grade ile

BTLA ekspresyonu arasinda istatiksel olarak anlamli iligki saptanmadi. (Tablo 4.5)
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Tablo 4.5: Histolojik grade ile immunhistokimyasal BTLA ekspresyonunun

istatistiksel analiz sonuclar

Parametre n BTLA P-values
Diistik ekspresyon | Yiiksek ekpresyon
n (%) n (%)
Histolojik grade
Diisiik dereceli 12 12 (15.2) 0 (0.0) 0.348?
Yiiksek dereceli 78 67 (84.8) 11 (100.0)

a=Fisher’s testi

TIM-3 ile diisiik dereceli iirotelyal karsinom tanili vakalarin 2 tanesinde pozitif
ekspresyon goriiliirken 10 tanesinde negatif saptandi. Yiiksek dereceli iirotelyal karsinom
tanili olgularin ise 38 tanesinde pozitif ekpresyon tespit edilirken 40 tanesinde ekspresyon
goriilmedi. TIM-3’{in ekspresyon gosterdigi olgularm %95’ yiiksek dereceli iirotelyal
karsinom tanili olgulardi. Bu verilerle istatiksel olarak grade ile TiIM-3 ekspresyonu
arasinda anlamli iliski oldugu sdylenemedi. (p=0.059) Ancak p degerinin 0.05’in hafif
iistiinde olmast nedeniyle yiiksek dereceli iirotelyal karsinomlarda diisiik dereceli
karsinomlara gére daha fazla TIM-3 ekspresyonu goriilebilecegi, bu konuda daha genis

vaka serileriyle ¢alisma yapilmasi gerektigi diistiniildii. (Tablo 4.6)

Tablo 4.6: Histolojik grade ile immunhistokimyasal TIM-3 ekspresyonunun

istatistiksel analiz sonuclari

Parametre n TiM-3 P-values

Negatif n (%) | Pozitif n (%)

Histolojik grade
Diisiik dereceli 12 10 (20.0) 2 (5.0) 0.059?
Yiiksek dereceli 78 40 (80.0) 38 (95,0)

a=Fisher’s testi

B7-H3 boyamada diisiik dereceli {rotelyal karsinom olgularinda H-skor
129.58+64.26 iken yiiksek dereceli iirotelyal karsinom olgularinda H-skor 170.73+59.86

olarak hesaplandi. Istatiksel olarak B7-H3 ekspresyonu ile grade arasinda anlamli iliski
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tespit edildi. (p=0.043) Yiiksek dereceli iirotelyal karsinom olgularinda B7-H3
ekspresyonu diisiik dereceli iirotelyal karsinom olgularina gore daha fazla saptandi. (Tablo

4.7)

Tablo 4.7: Histolojik grade ile immunhistokimyasal B7-H3 ekspresyonunun

istatistiksel analiz sonuclar

Parametre n B7-H3/ H-Skor P-values
Mean+Sd Istatistik

Histolojik grade
Diistik dereceli 12 129.58+64.26 Z=-2.02 0.043

Yiiksek dereceli | 78 170.73+£59.86
Z=Mann-Whitney U testi

4.1.4 invazyon Derinligi

Calismamizda; noninvaziv tirotelyal karsinom (Ta) tanili1 19 adet, lamina propriaya
invaze trotelyal karsinom (T1) tanili 22 adet, musularis propriaya invaze dirotelyal
karsinom (T2) tanili 14 adet, perivezikal yagli dokuya invaze iirotelyal karsinom (T3) tanili
25 adet ve etraf yumusak doku organlara invaze iirotelyal karsinom (T4) tanili 10 adet
olgumuz mevcuttu. Olgularin 41 tanesi yiizeyel mesane tiimorii iken 49 tanesi kas invaziv
mesane karsinomu idi.

BTLA boyamasinda yiiksek ekspresyon gosteren 11 adet olgu mevcuttu. Bu
olgulardan 4 tanesi noninvaziv iirotelyal karsinom, 3 tanesi muskularis propriaya invaze
tirotelyal karsinom ve 4 tanesi perivezikal yagli dokuya invaze iirotelyal karsinom tanilt
iken etraf yumusak doku/organlara invaze iirotelyal karsinom ve lamina propriaya invaze
tirotelyal karsinomlarinda BTLA ile yiiksek ekpresyon gosteren olgu tespit edilmedi.
Yiizeyel mesane tiimorlerinin %9,8’inde (4 olgu) kasa invaze mesane tiimorlerinin
%14,3’iinde (7 olgu) BTLA yiiksek ekpresyonu mevcuttu. Bu verilerle BTLA ekspresyonu
ve invazyon derinligi arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi. (p=0,075 ve

p=0,748) (Tablo 4.8)
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Tablo 4.8: Invazyon derinligi ile immunhistokimyasal BTLA ekspresyonunun

istatistiksel analiz sonuclar

Parametre n BTLA P-values
Diistik ekspresyon Yiiksek ekspresyon
n (%) n (%)
Invazyon derinligi
Ta| 19 15 (19.0) 4 (36.4) 0.075°
T1| 22 22 (27.8) 0(0.0)
T2 | 14 11 (13.9) 3(27.3)
T3 | 25 21 (26.6) 4 (36.4)
T4 | 10 10 (12.7) 0(0.)
Invazyon derinligi
Yiizeyel timorler 41 37 (90.2) 4 (9.8) 0.748?
(Ta+T1)
Kasa invaze timorler | 49 42 (85.7) 7 (14.3)

(T2+T3+T4)

a=Fisher’s testi

TIM-3 boyamasinda pozitif ekspresyon gosteren 40 adet olgu mevcuttu. Bu

olgulardan 7 tanesi noninvaziv lrotelyal karsinom, 3 tanesi lamina propriaya invaze

irotelyal karsinom, 6 tanesi muskularis propriaya invaze iirotelyal karsinom, 18 tanesi

perivezikal yagli dokuya invaze iirotelyal karsinom ve 6 tanesi etraf yumusak

doku/organlara invaze irotelyal karsinom taniliydi. Yiizeyel mesane tlimdrlerinin

%24,4’inde (10 olgu) kas invaziv mesane tiimérlerinin %61,2’sinde (30 olgu) TIM-3

pozitif ekpresyonu mevcuttu. Bu verilerle TIM-3 ekspresyonu ve invazyon derinligi

arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptandi. (p=0,001 ve p=0,001) Invazyon derinligi

arttikca TIM-3 pozitif ekpresyonunun arttig1 tespit edildi. (Tablo 4.9)
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Tablo 4.9: invazyon derinligi ile immunhistokimyasal TIM-3 ekspresyonunun

istatistiksel analiz sonuclar

Parametre n TiM-3 P-values
Negatif n (%) Pozitif n (%)
Invazyon derinligi
Ta| 19 12 (24.0) 7 (24.0) 0.001%
T1| 22 19 (38.0) 3(7.5)
T2| 14 8 (16.0) 6 (15.0)
T3| 25 7 (14.0) 18 (45.0)
T4 10 4(8.0) 6 (15.0)
Invazyon derinligi
Yiizeyel timorler (Ta+T1) 41 31 (75.6) 10 (24.4) 0.001°
Kasa invaze tiimorler 49 19 (38.8) 30 (61.2)
(T2+T3+T4)

a=Fisher’s testi, b=Ki-kare testi

B7-H3 boyamada H-skor degeri; noninvaziv iirotelyal karsinom i¢in 169.84+63.60,

lamina propriaya invaze iirotelyal karsinom i¢in 133.41+49.93, muskularis propriaya

invaze Urotelyal karsinom i¢in 157.86+57.57, perivezikal yagl dokuya invaze iirotelyal

karsinom i¢in 181.40+60.35 ve etraf yumusak doku/organlara invaze iirotelyal karsinom

igin 196,50+69,52 olarak hesaplandi. Yiizeyel mesane tiimorlerinde H-skor 150.29+58.89

iken kas invaziv mesane tiimorlerinde 177.76+61.81 idi. Bu verilerle B7-H3 ekspresyonu

ve invazyon derinligi arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptandi. (p=0,039 ve p=0,035)

Kasa invaze mesane tiimorlerinde yiizeyel mesane timorlerine gére B7-H3 ekspresyonu

daha fazla goriildii. (Tablo 4.10)
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Tablo 4.10: invazyon derinligi ile immunhistokimyasal B7-H3 ekspresyonunun

istatistiksel analiz sonuclar

(T2+T3+T4)

Parametre n B7-H3/ H-Skor P-values
Mean+Sd Istatistik
Invazyon derinligi
Ta| 19 169.84+63.60 X2=10.11 0.039
T1| 22 133.41+49.93
T2 | 14 157.86+57.57
T3] 25 181.40+60.35
T4 | 10 196.50+69.52
Invazyon derinligi
Yiizeyel timorler (Ta+T1) | 41 150.29+58.89 t=-2.14 0.035
Kasa invaze timorler | 49 177.76+61.81

X2= Kruskal Wallis-H Testi, t=Bagimsiz gruplar t testi

4.1.5 Lenf Nodu Metastazi

Calismamiza dahil olan 90 adet hastanin 17 (%18,9) tanesinde lenf nodu metastazi

mevcutken 73(%81,1) tanesinde lenf nodu metastazi mevcut degildi.

BTLA boyamada lenf noduna metastaz yapmig 17 adet {iirotelyal karsinom

olgusunun 3 tanesinde (%17,6’sinda) yiiksek ekspresyon 14 tanesinde (%82,4’iinde) diistik

ekspresyon izlendi. Lenf noduna metastaz yapmamis 73 adet irotelyal karsinom olgusunun

8 tanesinde (%11’inde) BTLA ile yiiksek ekspresyon, 65 tanesinde (%89’unda) diisiik

ekspresyon goriildii. BTLA ile yiiksek ekspresyon gosteren toplam 11 olgunun 3 tanesi

lenf noduna metastatik {irotelyal karsinom iken 8 tanesi lenf noduna metastaz yapmamis

tirotelyal karsinom olgusu idi. Bu verilerle BTLA ekspresyonu ile lenf noduna metastaz

yapmis olmak arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki tespit edilmedi. (p=0,429) (Tablo

4.11)
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Tablo 4.11: Lenf nodu metastaz1 ile immunhistokimyasal BTLA

ekspresyonunun istatistiksel analiz sonuclar:

Parametre n BTLA P-values
Diisiik ekspresyon | Yiiksek ekpresyon
n (%) n (%)
Lenf nodu metastazi
Yok (NO) | 73 65 (89.0) 8 (11.0) 0.429%
Var (N1+N2+N3) | 17 14 (82.4) 3(17.6)

a=Fisher’s testi

TIM-3 boyamada lenf noduna metastaz yapmus 17 adet iirotelyal karsinom
olgusunun 11 tanesinde (%64,7’sinde) pozitif ekspresyon 6 tanesinde (%35,3’linde) negatif
ekspresyon izlendi. Lenf noduna metastaz yapmamis 73 adet iirotelyal karsinom olgusunun
29 tanesinde (%39,7’sinde) TIM-3 ile pozitif ekspresyon, 44 tanesinde (%60,3’iinda)
negatif ekspresyon goriildii. TIM-3 ile pozitif ekspresyon gdsteren toplam 40 olgunun 11
tanesi lenf noduna metastatik iirotelyal karsinom iken 29 tanesi lenf noduna metastaz
yapmamis iirotelyal karsinom olgusu idi. Bu verilerle TIM-3 ekspresyonu ile lenf noduna
metastaz yapmis olmak arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki tespit edilmedi. (p=0,062)
(Tablo 4.12)

Tablo 4.12: Lenf nodu metastaza ile immunhistokimyasal TiM-3

ekspresyonunun istatistiksel analiz sonuclar:

Parametre n TiM-3 P-values
Lenf nodu metastazi Negatif n (%) | Pozitif n (%)
Yok (NO) | 73 44 (60.3) 29 (39.7) 0.062°
Var (NL+N2+N3) | 17 6 (35.3) 11 (64.7)

b=Ki-kare testi

B7-H3 boyamada lenf noduna metastaz yapmigs 17 adet olgunun H-skoru
170.59+65.11, lenf noduna metastaz yapmamis 73 adet iirotelyal karsinom olgusunun H-
skoru 164.00+61.29 olarak hesaplandi. Bu verilerle B7-H3 ekspresyonu ile lenf noduna
metastaz yapmis olmak arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki tespit edilmedi. (p=0,812)
(Tablo 4.13)
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Tablo 4.13: Lenf nodu metastazi ile immunhistokimyasal B7-H3
ekspresyonunun istatistiksel analiz sonuclar:
Parametre n B7-H3/ H-Skor P-values
Lenf nodu metastazi Mean+Sd Istatistik
Yok (NO) | 73 164.00+61.29 Z=-0.23 0.812
Var (N1+N2+N3) | 17 170.59+65.11

Z=Mann-Whitney U testi

Calismamizda ayrica metastaz yapmis 17 olgunun ana tiimor dokularindan alinan
orneklerle yapmis olduklar1 lenf nodu metastazindan alinan 6rneklere immunhistokimyasal
BTLA, TIM-3 ve B7-H3 boyamalar1 yapildi ve reseptdr ekspresyonlari istatiksel olarak
degerlendirildi.

Metastatik lenf nodlarina uygulanan immunhistokimyasal BTLA boyamada
olgularin 13 tanesinde (%76,5) yliksek ekspresyon tespit edildi. Lenf nodu metastazi
bulunan 17 olgunun 14 tanesinde (%82,4) BTLA yiiksek ekspresyonu tespit edildi.
Metastatik lenf noduna sahip olgularda ana tiimor dokusu ile lenf nodundaki metastatik
timor dokusunun arasinda BTLA ekspresyonlart agisindan anlamli fark goriilmedi. (Tablo
4.14)

Tablo 4.14: Metastatik olgularda ana tiimor dokusu ile lenf nodu metastaz

dokusunun immunhistokimyasal BTLA ekspresyonlarinin istatistiksel analizi

Parametre Metastatik lenf Ana timor [statistik | P-values
nodu dokusu dokusu
n(%) n(%)
BTLA Diisiik 4 (%23,5) 3 (%17,6) X2=0,18 | p=1,000?
ekspresyon
Yiiksek 13 (%76,5) 14 (%82,4)
ekspresyon

a=Fisher Kesin Ki-Kare testi

Metastatik lenf nodlarina uygulanan immunhistokimyasal TiM-3 boyamada
olgularin 11 tanesinde (%64,7) yiiksek ekspresyon tespit edildi. Lenf nodu metastazi
bulunan 17 olgunun 11 tanesinde (%64,7) TIM-3 yiiksek ekspresyonu tespit edildi.
Metastatik lenf noduna sahip olgularda ana timdr dokulart ile lenf nodundaki metastatik
tiimor dokularinda pozitif boyanan vaka sayilar tesadiifi ayn1 oldugu igin istatistiki analiz
anlamli degildi. (Tablo 4.15)
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Tablo 4.15: Metastatik olgularda ana tiimoér dokusu ile lenf nodu metastaz

dokusunun immunhistokimyasal TIM-3 ekspresyonlarinin istatistiksel analizi

Parametre Metastatik lenf Ana timor [statistik | P-values
nodu dokusu dokusu
TiM-3 Negatif 6 (%35,3) 6 (%35,3) X2=ad p=ad
ekspresyon
Pozitif 11 (%64,7) 11 (%64,7)
ekspresyon

ad=anlaml degil

Metastatik lenf nodlarina uygulanan immunhistokimyasal B7-H3 boyamada
olgularin H-skoru ortalamasi1 209.71+62,21 saptandi. Lenf nodu metastazi bulunan hastalarda
ana tiimor dokusunun H-skor ortalamasi 170,59+65,11 tespit edildi. Metastatik lenf noduna
sahip olgularda ana tiimor dokusuna gore lenf nodundaki metastatik tliimoér dokusunun daha
yiiksek B7-H3 ekspresyonu goriilmesine ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli

degildi. (Tablo 4.16)

Tablo 4.16: Metastatik olgularda ana tiimor dokusu ile lenf nodu metastaz

dokusunun immunhistokimyasal B7-H3 ekspresyonlarinin istatistiksel analiz

Parametre n | B7-H3/H-Skor P-values

Mean+Sd Istatistik
Metastatik lenf nodu dokusu 17 209.71+62,21 Z=-1,52 0,133
Ana tiimor dokusu 17 170,59+65,11

Z=Mann-Whitney U testi

4.2 immunhistokimyasal Bulgular

Immunhistokimyasal c¢aligmada tiimdr hiicrelerinde BTLA, TIM-3 ve B7-H3

ekspresyonlari semikantitatif ve subjektif olarak degerlendirildi.

42.1BTLA

Sistektomi materyallerinde normal goriinlimlii mesane alanlarindan alinan
orneklerden olusturulmus kontrol grubunda BTLA boyama ile ekspresyon goriilmedi.

(Sekil 4.1)
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Sekil 4.1: Normal iirotelyumda immunhistokimyasal BTLA boyanmasi
(ok: BTLA (+) lenfosit, x100)

90 adet trotelyal karsinom tanili olguda immunhistokimyasal BTLA boyama

uygulandi. iImmunhistokimyasal BTLA boyanma 6zellikleri asagida belirtilmistir. (Sekil

4.2,4.3, 4.4, 4.5)

e Boyanma yaygimligi;

<%S5 olan olgu sayis1 42 (olgularin %46,7’s1),
%5-%25 olan olgu sayis1 15 (olgularin %16,7’si)
%26-%350 olan olgu sayis1 20 (olgularin %22,2’si)
>9%50 olan olgu sayis1 13 (olgularin %14,4’)

e Boyanma yogunlugu;

(-) olan olgu sayis1 30 (olgularin %33,3’1),
1(+) olan olgu say1s1 47 (olgularin %52,2’si)
2(+) olan olgu sayis1 10 (olgularin %11,1si)
3(+) olan olgu say1s1 3 (olgularin %3,3°1)
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e Immunreaktivite skoru;

<4 (dustik ekspresyon) olan olgu sayis1 79 (olgularin %87,8°1)

>4 (yliiksek ekspresyon) olan olgu sayist 11 (olgularin %12,2’si1) olarak belirlendi.

17 adet metastatik lenf nodundan immunhistokimyasal c¢alisilan BTLA
boyamasinda;

<4 (dtsiik ekspresyon) olan olgu sayisi 4 (olgularin %23,5°1)

>4 (yiiksek ekspresyon) olan olgu sayisi 13 (olgularin %76,5°1) olarak belirlendi.

Sekil 4.2: Urotelyal karsinomda immunhistokimyasal BTLA ile (-) boyanma
(ok: BTLA (+) lenfosit, x200)
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Sekil 4.3: Urotelyal karsinomda immunhistokimyasal BTLA ile 1(+) boyanma (x200)

Sekil 4.4: Urotelyal karsinomda immunhistokimyasal BTLA ile 2(+) boyanma (x200)




Sekil 4.5: Urotelyal karsinomda immunhistokimyasal BTLA ile 3(+) boyanma (x100)

4.2.2 TiM-3

Sistektomi materyallerinde normal goriinimlii mesane alanlarindan alinan
orneklerden olusturulmus kontrol grubunda TIM-3 boyama ile ekspresyon goriilmedi.
(Sekil 4.6)

Sekil 4.6: Normal iirotelyumda immunhistokimyasal TIM-3 ile boyanma (ok: TIM-3
(+) lenfositler, x100)
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90 adet iirotelyal karsinom tanili olguda immunhistokimyasal TIM-3 boyama
uygulandi. Immunhistokimyasal TIM-3 boyanma 6zellikleri asagida belirtilmistir. (Sekil
4.7,4.8,4.9 ve 4.10)

e Boyanma yayginligi;

0 olan olgu say1s1 18 (olgularin %20,0’s1),

<%25 olan olgu sayis1 16 (olgularin %17,8°1)
%25-%50 olan olgu sayis1 23 (olgularin %25,6’s1)
>%>50 olan olgu sayist 33 (olgularin %36,7’si)

¢ Boyanma yogunlugu;

(-) olan olgu sayist 11 (olgularin %12,2’si),
1(+) olan olgu say1s1 51 (olgularin %56,7’s1)
2(+) olan olgu say1s1 19 (olgularin %21,1°1)
3(+) olan olgu sayis1 9 (olgularin %10,0°u)

¢ Immunreaktivite skoru;

<3 (negatif ekspresyon) olan olgu sayis1 50 (olgularin %55,6s1)

>3 (pozitif ekspresyon) olan olgu sayis1 40 (olgularin %44,4’1) olarak belirlendi.

Ayrica IRS puanlamaya gore

0-2: (-)

3-4: (+)

5-6: (++)
7-8-9: (+++4)

olarak belirlendi.

TIM-3 boyamas: IRS puanmna gére; histolojik grade, invazyon derinligi ve lenf
nodu tutulumu agisindan istatistiksel olarak anailz edildiginde; histolojik grade ve lenf
nodu tutulumu ile anlamli oransal fark goriilmezken invazyon derinligi arttikca TIM-3
immunreaktivite skorunun (IRS) arttig1 tespit edildi. (Tablo 4.17)

17 adet metastatik lenf nodundan immunhistokimyasal calisilan TIM-3
boyamasinda;

<3 (negatif ekspresyon) olan olgu sayis1 6 (olgularin %35,3’1)

>3 (pozitif ekspresyon) olan olgu sayist 11 (olgularin %64,7’si) olarak belirlendi.
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Sekil 4.7: Urotelyal karsinomda immunhistokimyasal TIM-3 ile (-) boyanma
(ok: TIM-3 (+) lenfosit, x100)

Sekil 4.8: Urotelyal karsinomda immunhistokimyasal TiM-3 ile 1(+) boyanma (x200)



Sekil 4.9: Urotelyal karsinomda immunhistokimyasal TIM-3 ile 2(+) boyanma (x200)

Sekil 4.10: Urotelyal karsinomda immunhistokimyasal TIM-3 ile 3(+) boyanma
(x100)




Tablo 4.17: Histolojik grade, invazyon derinligi ve lenf nodu metastazinnin

TiM-3 IRS puanlamasina gore istatistiki analizi

Parametre TIM-3 IRS puanlama
- + ++ +++
Histolojik grade
Diistik dereceli | 10 (20.0) | 1(4.8) 1(9.1) 0 (0) Fisher’s test=3.524
Yiiksek dereceli | 40 (80.0) | 20 (95.2) | 10(90.9) 8 (100) p=0.280
Invazyon derinligi
Ta | 12 (24.0) | 5(23.8) 2 (18.2) 0(0) Fisher’s test=23.751
T1]19(38.0) | 3(14.3) 0 (0) 0 (0) p=0.006
T2 | 8(16.0) 2 (9.5) 2(18.2) |2(25.0)
T3 | 7(14.0) | 9 (42.9) 4 (36.4) 5 (62.5)
T4 | 4(8.0) 2 (9.5) 3(0) 1(12.5)
Lenf nodu
metastazi
Yok (NO) | 44 (88.0) | 17 (81.0) | 8 (72.7) 4 (50.0) | Fisher’s test=3.524
Var (N1+N2+N3) | 6(12.0) | 4(19.0) 3(27.3) 4 (50.0) p=0.280
Toplam | 50 (55.6) | 21 (23.3) | 11 (12.2) 8 (8.9)

Histolojik grade, invazyon derinligi ve lenf nodu metastazinnin TIM-3 IRS

puanlamasina gore istatistiki analizi asagida belirtilmistir. (Tablo 4.17)

4.2.3B7-H3

Sistektomi

materyallerinde normal goriiniimlii mesane alanlarindan alinan

orneklerden olusturulmus kontrol grubunda bazi alanlarda B7-H3 boyama mevcut olup H-
skor 51.54+27.64 idi. (Sekil 4.11)

90 adet iirotelyal karsinom tanili olguda immunhistokimyasal B7-H3 boyamasinda

H-Skor 165.24+61.71 idi. Normal goriiniimlii {irotelyum ve iirotelyal karsinom arasinda

B7-H3 ekspresyonu acisindan anlamli oransal fark mevcut olup tiimérde B7-H3

ekspresyonunun arttig1 saptandi. (Tablo 4.18)
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Sekil 4.11: Normal iirotelyumda immunhistokimyasal B7-H3 boyamasi (x200)

Tablo 4.18: Urotelyal karsinom tamh tiim hastalarin tiimér dokulan ile

normal iirotelyumun immunhistokimyasal B7-H3 ekspresyonlarimin istatistiksel

analizi
Parametre n B7-H3/H -skor P-values
Mean+Sd [statistik
Tiim olgular 90 165.24+61.71 Z=-5.30 | <0.001
Normal iirotelyum 13 51.54+27.64

Z=Mann-Whitney U testi
Ayrica 17 adet metastatik lenf nodundan immunhistokimyasal ¢aligilan B7-H3
boyamasinda H-skor 209.71+62,21 idi.

1mmunhistokimyasal B7-H3 boyanma Ornekleri Sekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15 ve
4.16’da belirtilmistir.
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Sekil 4.12: Urotelyal karsinomda immunhistokimyasal B7-H3 ile negatif boyanma (x200)

Sekil 4.13: Urotelyal karsinomda immunhistokimyasal B7-H3 ile 1(+) boyanma (x100)

68



.

| Skil 4.15: rotelyal kasioda immunistokimyasal B7-H3 ile 3(+) boyanmaA(XZOO)
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Sekil 4.16: Urotelyal Karsinomda iinmunhistkimyasa B7-H3 ile 1(+), 2(+)v ve 3(+) boyanma
(x40)
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5. TARTISMA

Mesane kanseri, liriner sisteminin ikinci en sik goriilen malignitesi olup, mesanenin
tirotelyal hiicreli karsinomu en sik goriilen mesane kanseri tipidir. Mesane kanseri insidansi
ve mortalitesinde diinya genelinde genetik ve c¢evresel faktorler sebebiyle cografi

farkliliklar oldugu bilinmektedir. (Siegel ve ark 2014)

Ulkemizde yapilan bazi c¢aligmalar Tiirkiye’de mesane kanserlerinin diinya
ortalamasinin lstiinde oldugunu diisiindiirmektedir. Diger lilkelerde yapilan ¢alismalarda
prostat, akciger ve kolon kanserleri ilk ti¢ sirada yer alirken Tiirkiye'de Saglik
Bakanligi’nin 2015 yilindaki verilerine gore sirasiyla akciger, prostat ve 3. olarak da

mesane kanseri en yiiksek insidans oranlarina sahiptir. (Aydin ve ark 2015)

Urotelyal karsinom igin tam anindaki medyan yas yaklasik 70 olarak bildirilmistir.
Yas, trotelyal karsinom gelisimi i¢in giicli ve bagimsiz bir risk faktoriidiir. Cesitli
demografik calismalar, 65 yas ve iistiindeki yaglarda olan bireylerin 65 yas altindaki
bireylere gore iirotelyal kanser oranin1 10 kat arttigin1 ve yine bu hastalarin 15 kat daha
fazla 6liim oranina sahip oldugunu gdstermistir. (Messing 2008) Calismamiza dahil olan
olgular 48-88 yas arasinda olup yas ortalamasi 66.12+8,77 olarak hesaplandi. Bu sonug
literatiir ile kismen uyumlu bulundu.

Urotelyal karsinom erkeklerde kadinlara oranla 3-4 kat daha fazla goriilmektedir.
(Ferlay ve ark 2015) Son yillarda kadinlarda sigara kullanimi ve kimyasallara maruziyetin
yaygin olmasi nedeniyle iirotelyal karsinom hastalarinda kadin oraninin arttig1 ancak buna
ragmen erkek hakimiyeti devam ettigi bildirilmistir. (Shariat ve ark 2010) Calismamizdaki
90 vakamizin 8 tanesi kadin (%8,9), 82 tanesi erkek (%91,1) olup erkek/kadin orani
yaklagik olarak 8/1 bulunmustur. Caligmamizda erkek/kadin orani literatiir ile uyumsuz
gibi goriinse de Tiirk ve arkadaslarinin (2017) Tiirkiye’de 2011-2017 yillar1 arasinda
tirotelyal karsinom tanili 589 olgunun ilk defa yapilan TUR-M materyallerinin dahil
edildigi ¢alismalarinda erkek sayist 497 (%87,3) ve kadin sayist 72 (%12,7) olarak
bildirilmistir. Bu ¢alismada da erkek/kadin orani1 yaklasik 7 olarak bulunmustur. Mesane
kanseri insidans1 ve mortalitesi cografi farkliliklar gosterebilmesi, Tiirk ve arkadaslarinin
calismasi ve bizim calismamizda benzer sonu¢ elde edilmesi Tiirkiye’de {irotelyal
karsinomlarda erkek hakimiyetinin literatiirden daha fazla olabilecegini akla getirmistir.
Ancak Tiirkiye’de goriilen mesane iirotelyal karsinomlarinda erkek/kadin oraninin yaklasik
degerinin belirlenmesi ve literatlir ile karsilastirilmas: i¢cin daha genis vaka serileriyle

yapilacak yeni ¢aligmalara gereksinim vardir.
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Mesane karsinomunda prognoz bir¢cok parametre ile iligkili olup en Onemli
prognostik faktor evre olarak bildirilmistir. (Jewet ve ark 1964) Yapilan ¢alismalarda
mesane kanserlerinde muskularis propriaya invazyon kisa sagkalim ile anlamli derecede
iliskili bulunmustur. (Cheng ve ark 2000) Histolojik grade ile ilgili olarak yiiksek dereceli
tirotelyal karsinomlarin kasa invaze olma riskinin ytliksek oldugu bildirilmis olup yiiksek
histolojik grade’in evreyi etkileyerek diisiik dereceli iirotelyal karsinomlara gore daha kotii
prognoz gosterdigi belirtilmistir. (Rosai 2004) Calismamizda degerlendirdigimiz diger bir
prognostik faktdr olan lenf nodu metastazinin varliginin, boyutunun biiyiik olmasinin ve
ekstrakapsiiler tutulum gostermesinin daha kotii prognozla iliskili oldugunu bildiren
calismalar mevcuttur. (Fleischmann ve ark 2005, Stephenson ve ark 2010)

Ferlay ve arkadaslar1 2015 yilinda yaptiklari bir caligmada kansere baglh 6liimlerin
13. en sik sebebi olarak mesane kanserini bildirdiler. 2016 yilinda Amerika’da yapilan bir
calisgmada 76,960 hasta yeni mesane kanseri tanist alirken, 16,390 hastada mesane
kanserine baglh 6liim bidirildi. (Siegel ve ark 2016)

Kanser tedavisinde yeni arastirmalar 1s18inda kemoterapi yaninda artik
immunoterapi ajanlart da kullanilmaktadir. Normal kosullar altinda immun kontrol
noktalari; immun sistem enfeksiyon veya malignitelere karsi tepki verirken dokulari bu
islemden kaynaklanabilecek zarardan korumakla yiikiimlidiir. (Pardoll 2012, Chen ve
Flies 2013) Tiimori infiltre eden immiin hiicreler, ¢oklu ko-inhibitor reseptorleri eksprese
ederler ve bu sayede tiimore karsi immunite gelistirilmesini engellerler. T hiicreleri
tarafindan asir1 eksprese edilen inhibitor reseptorlerin ikili veya tiglii bloke edilmesi,
antitimor immiin yanitin1 arttiracagl varsayilmaktadir. Bu terapdtik yaklagimin mesane
kanserinde umut verici oldugu ve hastanin hayatta kalma siiresini uzatabilecegi yoniinde
caligmalar literatiirde mevcuttur. (Oguro ve ark 2015, Chevalier ve ark 2017)

Kanser hiicrelerinin immiin sistemden kacis yollarinin tanimlanmasi ve bu yollarin
blokaj ajanlarinin gelistirilmesi ile ilgili arastirmalar devam etmektedir. B7-H3, TIM-3 ve
BTLA kanser immiin kontrol noktalarindan biri olan T hiicre iligkili inhibitor molekiilleri
grubunda yer almaktadir. Immiin kontrol noktas: tedavileri kapsaminda B7-H3, TIM-3 ve
BTLA ile ilgili ilag gelistirme ¢alismalart klinik fazl/fazIl arastirmalar1 olarak devam
etmektedir.

BTLA’nin CD4 + ve CD8 + T hiicrelerinde, B lenfositlerinde, dendritik hiicrelerde,
NK hiicrelerinde ve ayrica endotel hiicrelerinde bulundugu bildirilmistir. (McGrath ve
Najafian 2012) Ancak tiimor hiicrelerinde BTLA ekspresyonunu arastiran az sayida

calisma vardir.
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Feng ve arkadaslar1 2015 yilinda 123 gastrik karsinom olgusunda tiimor
hiicrelerinde ~ immunhistokimyasal ~ yontemle = BTLA  ekspresyonunu  aragtirdi.
Immunhistokimyasal BTLA boyanmasmi bizim c¢alismamizda kullandigimiz sekilde
IRS<4 disiik ekspresyon; IRS>4 vyiiksek ekspresyon kabul ederek olgularini
degerlendirdiler. 123 olgunun 93 tanesinde (%75,6) BTLA ekspresyonu ve 39 tanesinde
(%31,7) yiiksek ekspresyon tespit ettiler. Calismada BTLA ekspresyonu ile histolojik
grade, invazyon derinligi ve lenf nodu tutulumu prognostik faktorleri arasinda anlamli
iliski tespit edilememis olsa da yiiksek BTLA ekspresyonunun kisa stireli sagkalim ve
relaps ile iligkili oldugu bulundu. Bu calismada mide kanserlerinde yiliksek BTLA
ekspresyonu kotii prognoz agisindan bagimsiz biyobelirte¢ olarak tanimlanabilecegi
bildirildi. Lan ve arkadasglart 2017 yilinda 136 gastrik karsinomlu olguda
immunhistokimyasal yontemle BTLA ve HVEM ekspresyonlari ile prognostik faktorlerin
iligkilerini degerlendirmek tiizere yaptiklart ¢alismada ayni IRS puanlama sistemini
kullandi. Olgularin %74,3’iinde BTLA; %89’unda HVEM ekspresyonu tespit etti.
Calismalarinda yiliksek BTLA ekspresyonu ile lenf nodu metastazi; yiiksek HVEM
ekspresyonu ile invazyon derinligi ve lenf nodu metastazi arasinda istatiksel olarak anlaml
korelasyon oldugu gosterildi.

Trougouboff ve Shefer 2013 yilinda 253 B hiicreli non hodgkin lenfoma tanili
(kronik lenfositik 16semi/kiiciik lenfositik lenfoma, mantle hiicreli lenfoma, folikiiler
lenfoma Marjinal zon lenfomada, diffiiz bityiik B hiicreli lenfoma, Burkitt lenfoma) seride
immunhistokimyasal BTLA ekspreyonunu degerlendirdi. BTLA, kronik lenfositik 16semi /
kiiciik lenfositik lenfomada oldukca belirgin eksprese edildigine ve olgun B hiicreli
lenfoma ayirici tanisinda ek bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegine isaret etti.

Fu ve arkadaslari 592 meme kanseri olgusunda saptadiklar1 BTLA gen
polimorfizmlerinin Cinli kadinlarda sporadik meme kanseri riskini ve prognozunu
etkileyebilecegini one siirdii. (Fu ve ark 2010)

Literatiirde mesanenin iirotelyal karsinomlarinda BTLA’nin roliinii arastiran tek
calisma mevcut olup bu g¢alismada da BTLA ekspresyonuna tiimor hiicrelerinde degil
timori infiltre eden dendritik hiicrelerde bakilmistir. Chevalier ve arkadaslart yaptiklar
calismada 40 adet trotelyal karsinomlu hastadan ve 15 adet saglikli goniilliiden aldiklar
kan numunelerinde flow sitometri yontemi ile CDIc + dendritik hiicreler, CD141 +
dendritik hiicreler ve plazmasitoid dendritik hiicrelerde inhibitor reseptorlerden PD-1,
CTLA-4, BTLA, TIM-3 ve CDI160 varligim1 arastirdi. Farkli dendritik hiicre alt

kiimelerinde BTLA ve TIM-3 ekspresyonu saptanirken diger inhibitoér reseptorlerde
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anlaml istatitksel veri kabul edilebilecek ekspresyon tespit edilmedi. Daha da onemlisi
BTLA ve TIM-3’lin, lokal olarak mesane tiimdriine infiltre dendritik hiicrelerde, ayni
zamanda eslestirilmis nontumoral dokudaki dendritik hiicrelere kiyasla asir1 eksprese
oldugu saptandi. Chevalier ve arkadaslari bu caligmalarinda {irotelyal karsinomun,
dendritik hiicrelerde BTLA ve TIM-3'in lokal ve sistemik asir1 ekspresyonunu
indiikledigini gosterdiler ve bu reseptorlerin iirotelyal karsinom tedavisi i¢in potansiyel
hedefler olabilecegini bildirdiler.

Calismamiz literatiirde su ana kadar mesanenin trotelyal karsinomlarinda timor
hiicrelerinde BTLA ekspresyonunu arastiran ilk arastirmadir. Calismamiza dahil olan 90
adet irotelyal karsinom olgusunun 60 tanesinde (%67,4) BTLA ekspresyonu tespit
edilirken 13 adet normal mesane dokusunun hig¢birinde BTLA ekspresyonu goriilmedi.
Olgularin 11 tanesinde (%12,2) yiiksek ekspresyon mevcuttu. BTLA ekspresyonunun; yas,
cinsiyet, histolojik grade, invazyon derinligi ve lenf nodu metastazi ile arasinda istatiksel
olarak anlamli iligki saptanmadi. Ancak 11 adet yiiksek ekspresyon gdsteren olgunun
tamaminin yliksek dereceli iirotelyal karsinom vakasi olmasi dikkat c¢ekici bulundu.
Literatiir ile karsilastiramasak da mesanenin iirotelyal karsinomlarinda tiimdr hiicrelerinde
BTLA ekspresyonunun gosterilmesi agisindan literatiire katki sagladigimizi diistiniiyoruz.

T hiicre tiilkenmesinde énemli bir rolii olan TIM-3’iin immun hiicreleri modiile
ederek antitimor immiinitesini baskiladigi bilinmektedir. Bunun yanisira melanom, kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri, osteosarkom, malign plevral mezotelyoma, berrak hiicreli
tipinde renal hiicreli karsinom, servikal karsinom, mesanenin irotelyal karsinomu,
hepatoseliiler karsinom dahil olmak {izere ¢esitli kanserlerde tiimor hiicrelerinde TIM-3
ekspresyonu saptanmigtir. (Wiener ve ark 2007, Zhuang ve ark 2012, Cao ve ark 2013,
Shang ve ark 2013, Komohara ve ark 2015, Yang ve ark 2015, Marcq ve ark 2017, Liu ve
ark 2018) Bununla birlikte timér hiicrelerinde TIM-3'iin ekspresyonuna odaklanan az
sayida ¢alisma vardir.

Literatirde su ana kadar mesanenin iirotelyal karsinomlarinda TIM-3
ekspresyonunu immunhistokimyasal yontem ile arastiran tek ¢aligma mevcuttur. Yang ve
arkadaglar1 (2015) mesanenin iirotelyal karsinomlu 100 olgusunda immunhistokimyasal
TIM-3 ekspresyonunun prognostik faktorler ve sagkalim ile iligkisini arastirdi.
Immunhistokimyasal TIM-3 boyanmasin1 H-skor ydntemi ile degerlendirerek H-skor<100
olan olgular1 diisiik ekspresyon, H-skor >100 olan olgular1 yiiksek ekspresyon olarak
smiflandirdi. 100 adet iirotelyal karsinom tanili olgunun 96 tanesinde (%96) TIM-3
ekspresyonu, 50 tanesinde (%50) yiiksek TIM-3 ekspresyonu tespit etti. Kontrol grubu
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olarak kullanilan 20 adet normal mesane dokusunun sadece 3 tanesinde diisiik ekspresyon
oldugu ancak iirotelyal karsinomlu olgularda normal mesane mukozasina gore anlamli
derecede TIM-3 ekspresyonu goriildiigiinii bildirdi. Biz calismamizda IRS puanlama
sistemini kullanarak 90 mesane iirotelyal karsinomlu olgunun 40’inda (%44,4) pozitif
ekspresyon tespit ettik. 13 adet normal mesane epitelinde hic TIM-3 ekspresyonu
saptamadik. Yang ve arkadaslar1 ¢alismalarinda TIM-3 ekspresyonunun yiiksek histolojik
grade, ileri Tevre (Ta+T1 / T2+T3+T4 karsilastirmasinda) ve daha kisa genel sagkalim ile
korele oldugunu saptayip TIM-3 ekspresyonunun, mesane iirotelyal karsinomlu hastalarda
prognozunu ongdrmede bagimsiz bir faktdr oldugunu 6ne siirdii. Lenf nodu metastazi ise
calismalarinda degerlendirilen parametrelerden biri degildi. Biz ¢alismamizda prognostik
faktorlerden histolojik grade ve lenf nodu metastazi varligi ile TIM-3 ekspresyonlari
arasinda istatiksel olarak anlamli korelasyon bulamadik. (Sirasiyla p=0,059 p=0,062)
Ancak biz de en &nemli prognostik faktér olan invazyon derinliginin arttikga TIM-3
ekspresyonunun arttigini tespit ettik. (p=0,001) Yang ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alisma
ile bizim calismamizin vaka sayilari birbirine yakin olmasina ragmen onlarin ¢aligmasinda
TIM-3 ekspresyonu ile histolojik grade arasinda anlamli korelasyon saptanirken bizim
calismamizda saptanmadi. Aym1 zamanda onlar vakalarinin %96’sinda pozitif TIM-3
ekspresyonu tespit edilirken biz %44,4’iinde tespit ettik. Iki caliyma arasindaki bu
farkliligin immunhistokimyasal TIM-3 boyamasimin degerlendirilmesinde farkli yontemler
kullanilmasina bagl olabilecegini diisiiniiyoruz. Ayrica olgularimizda TIM-3 ekspresyonu
gosterenlerin %95°1 yliksek dereceli tirotelyal karsinom tanili olup, yiiksek histolojik
derece ve lenf nodu tutulumu ile TIM-3 ekspresyonu arasinda istatiksel iliski
degerlendirildiginde p degerleri sirasiyla 0,059 ve 0,062 ile sinirda yiiksek saptandi.
[statistiki olarak anlamli iliski oldugu sdylenemese de histolojik grade arttikga TIM-3
ekspresyonunun daha fazla goriilebilecegi ve lenf noduna metastaz yapan tiimorlerde TIM-
3 ekspresyonunun daha fazla goriilebilecegi dikkati ¢ekti. Ancak yiiksek histolojik grade,
lenf nodu metastaz1 varlig: ile yiiksek TIM-3 ekspresyonunun korelasyonu daha kesin
sOyleyebilmek i¢in daha genis vaka serilerinde yeni ¢alismalara vardir.

Literatirde mesane kanserinde immunhistokimyasal TIM-3 ekspresyonunu
degerlendiren baska calisma olmasa da genitoiiriner sistem tiimorlerinden berrak hiicreli
tipte renal hiicreli karsinom ve metastatik prostat kanserlerinde TIM-3 ekspresyonu
degerlendirilmistir.

Komohara ve arkadaglar1 (2015) 91 adet berrak hiicreli tipte renal hiicreli
karsinomlu olgunun 63’iinde TIM-3 pozitif ekspresyon tespit etti. Normal bdbrek
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tiibiillerinde de TIM-3 ile pozitif ekspresyon goriildiigii ayrica belitirlen calismada TIM-3-
pozitif kanser hiicrelerini, daha yiiksek klinik T evreye sahip olgularda ve niikleer derecesi
yiiksek olgularda oldugu bildirildi. TIM-3 ekpresyonunun daha kisa hastaliksiz sagkalim
ile anlamli sekilde iliskili oldugunu, ancak genel sagkalim ile anlamli iliski olmadigim
tespit etti. Wu ve arkadaslar1 (2017) ise 139 metastatik prostat kanserli olguda TIM-3
ekpresyonu ile prognostik faktorler ve genel sagkalim iliskisini arastirdi. 139 olgunun
35’inde pozitif ekspresyon tespit etti. TIM-3 ekspresyonu ile Gleason skor, Nevre ile TIM-
3 ekspresyonu arasinda anlamli iliski tespit edilemezken Tevre ile anlamli korelasyon
saptadi.

Bu bilgiler 1518inda literatiirde tiimor hiicrelerinde yiiksek TIM-3 ekspresyonunun
baz1 kotii prognostik faktorler ve daha kisa sagkalim ile korele oldugunu tespit eden
calismalar oldugunu sdylemek miimkiindiir. Ancak immunhistokimyasal TIM-3
boyamasinin degerlendirilmesinde standart bir yontem heniiz yoktur.

Immunhistokimyasal TIM-3 boyamasinin degerlendirilmesinde Yang ve
arkadaslar1 (2015) H-skor yontemini kullanirken Komohara ve arkadaslar1 (2015) TIM-
3'in boyama yogunluguna gore olgular ti¢ gruba (skor 0, negatif veya zayif; skor 1, orta;
skor 2, gliglii ) ayirarak degerlendirmislerdi. Wu ve arkadaslar1 (2017) immunhistokimyasal
TIM-3 boyamasimm degerlendirirken IRS puanlama sistemini kullanmis olup; boyama
yogunlugu 0'dan 2'ye (0, boyama yok; 1, zayif boyama; 2 gii¢lii boyama), boyanma
yayginlig1, immiinoreaktif tiimdr hiicrelerinin yiizdesine bagl olarak 0°dan 4’e (% 0: 0, %
1-5: 1 % 6-25: 2 ,% 26-75: 3, % 76-100: 4) kadar derecelendirdi. Boyama yogunlugu
skoru ile boyama yogunlugu skoru garpilarak sonugta her drnek i¢in negatif (0-4) boyama
veya pozitif (6-8) boyama elde etti. Biz ¢alismamizda Peng ve arkadaslarinin (2017)
pankreas kanserlerinde TIM-3 ekspresyonunu arastirmak igin kullandiklar1 IRS puanlama
sistemini kullandik. Boyama yogunlugunu 0'dan 3'e (0, boyama yok; 1, zayif boyama; 2
orta boyama; 3, giiglii boyama), boyanma yayginligi, immiinoreaktif timor hiicrelerinin
yiizdesine bagli olarak 0’dan 3’c¢ (%0: 0, <%25: 1, %25-50: 2,>%50: 3) kadar
derecelendirdik. Boyama yogunlugu skoru ile boyama yogunlugu skoru ¢arpilarak sonucta
her ornek igin negatif (0-9) arasi IRS puani elde ettik. IRS puani <3 olanlar1 negatif
boyama >3 olanlar1 pozitif boyama kabul ettik. Immunhistokimyasal TIM-3 degerlendirme
yontemlerindeki bu farkliliklarin istatistiki verileri etkiledigini diislinliyoruz. Bu nedenle
TIM-3 boyamasimin degerlendirmesinde standardizasyon gelistirebilmek adma genis vaka
serilerinde hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim verilerinin de degerlendirmeye alindig1

cok sayida caligmaya ihtiyac vardir.
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Calismamizda mesane iirotelyal karsinomlarinda ekspresyonunu arastirdigimiz bir
diger immun kontrol noktasi inhibitdr molekiilii olan B7-H3’{in son zamanlarda yapilan
baz1 ¢alismalarda ¢esitli kanser hiicrelerinde ve dokularinda yiiksek ekspresyon gosterdigi
bulunmustur. Bu da B7-H3'in antitimoér immiinitesinde onemli bir rol oynadigim
gostermektedir. (Li ve ark 2018) Meme kanseri hastalarinda, yiiksek B7-H3
ekspresyonunun tiimoér boyutu ile negatif bir iliski oldugu bulundu (Bachawal ve ark
2015). Saglikli doku ile karsilastirildiginda, over tiimorlerinin %93"iniin B7-H3 eksprese
ettigi ve B7-H3 tiimor ekspresyonunun ileri evre, yiliksek niiks riski ve kisa sagkalim ile
iliskili oldugu gosterildi. (Fauci ve ark 2012). Kolorektal karsinomlarda B7-H3
ekspresyonunun yiiksek oldugu ve kolorektal karsinom gelisiminde rol oynayabilecegi
bildirildi. (Sun ve ark 2010). Ayrica B7-H3 proteininin; prostat kanseri, pankreas kanseri,
skuamo6z hiicreli karsinom, kii¢lik hiicreli dis1 akciger kanseri ve gastrik karsinomlarda
asir1 eksprese oldugu bulundu. (Xu ve ark 2010, Zhao ve ark 2013, Zhang ve ark 2015,
Benzon ve ark 2017, Li ve ark 2017)

Bununla birlikte ¢alismalar B7-H3'lin tiimor baskilayici etkisini de gdstermistir.
Sun ve arkadaslari (2003) hayvan deneyi c¢alismalarinda fare B7-H3 / pcDNA3.1
ekspresyon plazmidi olusturup ve intratumoral olarak EL-4 lenfomalara enjekte ettiler.
Timor biiytimesinde yavaslama tespit ettiler. Bir baska hayvan deneyi ¢alismasinda murin
prostat tiimor modelinde, B7-H3’ten yoksun olan tliimorlerin kontrol grubundaki
timorlerden daha biiyilik boyutta olduklar1 gosterildi. (Kreymborg ve ark 2015) Baska bir
Klinik ¢alismada ise pankreas kanseri hasta verileri, hastalarin %88'inin B7-H3 ekprese
ettigini ve yiiksek B7-H3 ekspresyonu olan hastalarin postoperatif sagkalimi daha iyi
oldugunu ortaya koydu. (Loos ve ark 2009)

Genel olarak literatiire bakildiginda B7-H3 i¢in ko-stimiilator, ko-inhibitor, pro-
timor veya antitimor molekiilii olarak gorev yapabilecegini gosteren ¢aligmalar mevcuttur.
TLT2, B7-H3"in tanimlanan tek potansiyel reseptorii olup, literatiirde B7-H3’lin farkili
fonksiyonlarinin gosterilmis olmasi farkli islevlere aracilik eden baska kesfedilmemis
reseptorleri olabilecegini akla getirmektedir. Tiimor biyolojisinde B7-H3'lin birbiriyle
celisen rolleri i¢in daha fazla arastirma yapilmasimi gerektigi cesitli caligmalarda
belirtilmistir. (Li ve ark 2018)

Mesane iirotelyal karsinomlarinda B7-H3 ekspresyonunu arastiran az sayida
calisma mevcuttur. Xylinas ve arkadaslar1 (2014) 302 mesane fiirotelyal karsinom tanili
sistektomi materyali ve 50 adet tiimore komsu normal mesane dokusunu dahil ederek

yaptiklar1 calismada B7-H1, B7-H3 ve PD-1 ekspresyonunun prognostik faktdrler ve
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sagkalim 1ile iligkisini arastirdilar. Calismalarinda immunhistokimyasal B7-H3
boyanmasint <%10 ise negatif %10 ve {istii boyanmalar1 pozitif kabul ederek
degerlendirdiler. B7-H3'tin, 302 iirotelyal karsinomlu olgunun 177’sinde (%58,6) eksprese
edildigini; 50 normal iirotelyal epitelin 17°sinde (%34) ekprese edildigini ve tiimorli
dokularda istatistiksel anlamli fark gosterecek sekilde normal trotelyal epitelden daha
yiiksek ekspresyon oranina sahip oldugunu gosterdiler. Ayrica B7-H3 ekspresyonu ile
patolojik Tevre, histolojik derece, lenf nodu metastaz1 varligi, eslik eden karsinoma insitu
varlig1 veya pozitif yumusak doku cerrahi sinirlarinin varligi arasinda anlamli iliski tespit
edemediler. Calismalarinda B7-H3 ekspresyonunu ile genel sagkalim, rekiirrens ile iliskili
bulmadiklarini bildirdiler. Boorjian ve arkadaslar1 (2008) 222 vaka serilik ¢alismalarinda
ayni yontemle B7-H3 boymasin1 degerlendirmis ve prognostik faktorlerle anlamli iliski
tespit edememislerdi.

Xu ve arkadaglart (2018) kasa invaze irotelyal karsinom nedeniyle sistektomi
yapilmig 115 vakalik serinin timdr dokularinda B7-H3 ekspresyon seviyeleri ve
klinopatolojik 6zellikler, sagkalim ile iligkini analizi etti. Calismada immunhistokimyasal
yontem, western blot ydntemleri kullanildi. Immunhistokimyasal degerlendirme IRS
puanlama sistemine gore degerlendirilmis olup boyama yogunlugu 1'den 3’e (1: boyama
yok/zayif boyama; 2: orta boyanma, 3: giiglii boyanma), boyanma yaygmligi,
immiinoreaktif timor hiicrelerinin yiizdesine bagli olarak 1’den 3’¢ (<%33: 1, %33-66: 2,
>%066: 3) kadar derecelendirildi. Boyama yogunlugu skoru ile boyama yogunlugu skoru
carpilarak sonugta her 6rnek i¢in diisiik ekspresyon (<3) veya yliksek ekspresyon (>3)
boyama elde edildi. B7 - H3 ekspresyon seviyesinin sadece uzak metastaz (p=0.014) ve
vaskiiler invazyon (p=0.031) ile anlamli olarak iliskisinin oldugunu, buna karsin histolojik
derece, tiimor evresi, niiks ve lenfatik metastaz ile iliskisinin istatistiksel olarak anlamli
olmadigin1 ortaya koydu.

Biz c¢alismamizda 90 mesane {irotelyal karsinomlu olgu ve 13 adet normal
gbriinlimlii mesane dokusuna immunhistokimyasal B7-H3 boyamasin1 daha 6nce yapilan
caligmalar gézoniine alarak H-skor yonetmi ile degerlendirdik. (Soo ve ark 2017, Chen ve
ark 2017) Tim vakalarimizin H-skor ortalama degeri 165 iken normal mesane doksunda
ortalama H-skor 51 idi ve bu fark istatiksel olarak anlamliydi. Mesane iirotelyal karsinom
hiicrelerinde normal iirotelyuma gore B7-H3 ekspresyonunun arttigin1 tespit ettik.
Prognostik faktorlerden yiiksek histolojik grade ve ileri Tevre ile B7-H3 ekspresyonu
arasinda anlamli korelasyon saptanirken lenf nodu metastazi yapan olgularla metastaz

yapmayan olgular arasinda B7-H3 ekspresyonu agisindan anlamli fark bulamadik. Daha
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once mesane iirotelyal karsinomunda B7-H3 ekspresyonu gosterilmis olup ¢alismamiz bu
veriyi destekler nitelikteydi. Literatiirdeki diger ¢alismalarda B7-H3 ekspresyonu ile
histolojik derece ve invazyon derinligi arasinda anlamli iliski bulunmazken bizim
calismamizda yiiksek histolojik dereceli ve/veya ileri patolojik T evreye sahip olgularda
B7H3 ekspresyonunun daha fazla oldugunu gosterdik. Loos ve arkadaslar1 2010 yilinda
yayinladiklari derlemede immunhistokimyasal B7-H3 boyanmasinin degerlendirilmesinde
bir standardizasyon olmadigmni ve belki bu nedenle farkli ¢alismalarda farkli timor
gruplarinda B7-H3 eskpresyon varligimmin tanmimi  ve degerlendirmesinin  farkhi
sonuclandigint belirttiler. Daha O6nce mesane iirotelyal karsinomlu olgularda B7-H3
ekpresyonunu prognostik faktorlerle iliskini degerlendiren ¢aligmalarda histolojik grade ve
invazyon derinligi ile iliski tespit edilememesinin immunhistokimyasal boyanmay1 farkli
yontemlerle degerlendirmemize bagli olabilecegini diisiiniiyoruz. Bu nedenle B7-H3
boyamasmin degerlendirmesinde de ayn1 TIM-3 immunhistokimyasal boyamasinda oldugu
gibi standardizasyon gelistirebilmek adina genis vaka serilerinde hastaliksiz sagkalim ve
genel sagkalim verilerinin de degerlendirmeye alindig1 ¢ok sayida calismaya ihtiyag vardir.

Xylinas ve arkadaslar1 (2014) 302 mesane irotelyal karsinomlu olguda 117
metastatik lenf nodu ile primer tiimor arasinda B7-H1, PDL-1 ve B7-H3 ekspresyonlarinin
yuksek oranda uyumlu oldugunu bulmuslardi. Bizim c¢alismamizda 90 vakanin 17’sinde
lenf nodu metastazt mevcuttu. Bu 17 olgunun primer tiimor dokusunda ve metastatik lenf
nodu dokusunda BTLA, TIM-3 ve B7-H3 ekpsresyonlarin1 immunhistokimyasal yontemle
degerlendirdik. Her 3 belirte¢ icin de istatiksel olarak metastatik lenf nodlarinda primer
timor dokusuna gore artmis ekspresyon saptamadik.

Timor mikrogevresi ve tiimor immiinitesi klinik ve preklinik arastirmalarin devam
ettigi glincel bir konudur. Timoér mikrogevresinin diizenlenmesinde ve antitimor
immiinitesinin olusmasinda immun kontrol noktalarinin baslica rol aldig1 bilinmektedir.
Cesitli timorlerde immiin kontrol noktalarindan biri olan T hiicre iliskili inhibitor
molekiilleri arastirilmakta ve bu inhibitor reseptorler lizerinden immunoterapiye yonelik
preklinik caligmalarin sayis1 giin gegtikge artmaktadir. Literatiirde mesanenin iirotelyal
karsinomlarinda T hiicre iliskili inhibitér molekiillerden BTLA, TiM-3 ve B7-H3
ekspresyonunu arastiran az sayida calisma mevcuttur. Calismamizda bu belirteglerin
ekspresyonlari, prognostik faktorlerden histolojik grade, invazyon derinligi ve lenf nodu

metastazi ile iligkilerini aragtirmay1 ve sonuglarimizla literatiire yeni bir katki sunmay1

hedefledik.
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Calismamizin zayif yonleri; olgu sayimmizin sinirlt olusu, prognostik faktorlerden
bazilarinin arastirilmasi, genel sagkalim ve hastaliksiz sagkalim verilerimizin olmayist
nedeniyle ¢alismada degerlendirilememsi, histopatolojik degerlendirmelerin tek gézlemci
tarafindan yapilmasi, immunhistokimyasal degerlendirme yontemlerinde standardizasyon
olmayisidir. Genis serilerle, klinik verilerle ve birden ¢ok gozlemci ile yapilacak

arastirmalar, bu konuda literatiire daha ¢ok katkida bulunacaktir.
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6. SONUCLAR

Olgularin cinsiyetlere gore dagiliminda 90 adet hastanin 82 (%91,1) adeti erkek
iken 8 (%8,9) adeti kadind:.

Ortalama tan1 yas1 66.12+8,77 olarak tespit edildi. Yas araligi 48-88 idi.
Calismamizda normal mesane dokularinin (13 adet) hi¢birinde BTLA ekspresyonu
saptanmazken, 90 adet iirotelyal karsinomlu olgunun 11 tanesinde (%12,2’si)
yiiksek BTLA ekspresyonu saptandi. Bu veriyle literatiirde mesane {iirotelyal
karsinomlarinda timdr hiicrelerinde immunhistokimyasal BTLA ekspresyonu ilk
defa gosterilmis oldu.

Normal mesane dokularmin (13 adet) hicbirinde TIM-3 ekspresyonu
saptanmazken, 90 adet iirotelyal karsinomlu olgunun 40 tanesinde (%44,4°{i) TIM-
3 ekspresyonu saptandi.

Mesane {rotelyal karsinom tanili olgularimizda (90 adet) normal mesane
dokularina (13 adet) kiyasla immunhisokimyasal B7-H3 ekspresyonu daha fazla
tespit edildi. (p=<0.001)

Caligmamizda diisiik dereceli iirotelyal karsinom tanili olgu sayisi 12 (%13,3)
yiiksek dereceli tirotelyal karsinom tanili olgu sayis1 78 (%86,7) idi.

Histolojik grade ile BTLA, TIM-3 ve B7-H3 ekspresyonlarmin iliskisi
degerlendirildi. Yiiksek dereceli iirotelyal karsinom ile diisiik dereceli iirotelyal
karsinom olgularinda BTLA ve TiM-3 ekspresyonlarida anlamli oransal fark
tespit edilmedi. (Sirasiyla p=0.348 ve p=0.059) B7-H3 ekspresyonu yiiksek
dereceli tiirotelyal karsinom olgularinda distik dereceli iirotelyal karsinom
olgularina gore istatistiki olarak anlamli derecede yiiksek saptandi. (p=0.043)
Ayrica histolojik grade ile TIM-3 ekspresyonunun istatistiki analizinde p degerinin
0.05’in hafif iistiinde olmas: dikkati ¢ekti. TIM-3 ekspresyonu ve histolojik grade
iligkisinin daha genis vaka serileriyle yeni ¢alismalarda degerlendirilmesi gerektigi
diistinildii.

BTLA, TiM-3 B7-H3 ekspresyonlart ile invazyon derinligi iliskisi hem
Ta/T1/T2/T3/T4 olarak hem de yiizeyel tiimorler (Ta+T1) / kasa invaze timorler
(T2+T3+T4) olarak arastirildi, her iki durumda da benzer sonuglar elde edildi.
Immunhistokimyasal BTLA ekspresyonu ile invazyon derinligi arasinda anlamli
korelasyon saptanmadi. (p=0.075, p=0.748) invazyon derinligi arttikga TIM-3 ve

B7-H3 ekspresyonunun tespiti oransal olarak anlamli derecede fazlaydi. Kasa
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invaze lrotelyal karsinomlarda yiizeyel tirotelyal karsinomlara oranla daha fazla
TIM-3 velveya B7-H3 ekspresyonu tespit edildi. (p degerleri TIM-3 icin sirayla
p=0.001, p=0.001; B7-H3 i¢in sirayla p=0.039, p=0.035)

Lenf nodu metastazi varlig1 ile immunhistokimyasal BTLA, TIM-3, B7-H3
ekspresyonlarinin iligkisi degerlendirildi. Lenf noduna metastaz yapan olgularda
lenf nodu metastaz1 olmayan olgulara kiyasla BTLA, TiM-3 ve B7-H3
ekspresyonlarinda anlamli oransal fark tespit edilmedi. (Sirasiyla p=0.429,
p=0.062, p=0.812) Ancak lenf nodu metastaz1 varlig1 ile TIM-3 ekspresyonunun
istatistiki analizinde p degerinin 0.05’in hafif iistiinde olmasi goreceli olarak
anlamli iliski saptanabilecegini akla getirmis olup daha genis vaka serileriyle yeni
calismalarda degerlendirilmesi gerektigi diistiniildii.

Lenf nodu metastazi olan olgularda metastatik dokular ile primer timor
dokularinda immunhistokimyasal BTLA, TIM-3, B7-H3 ekspresyonlarinda
farklilik olup olmadigi arastirildi, ancak anlamli fark tespit edilmedi. (Sirasiyla

p=1.0, p=anlaml degil, p=0.13)

82



7. KAYNAKCA

REFERANSLAR

Abbas AK. The control of T cell activation vs. tolerance. Autoimmunity Reviews.
2003;2:3:115-118.

Abern MR, Dude AM, Tsivian M, Coogan CL. The characteristics of bladder cancer
after radiotherapy for prostate cancer. Urol Oncol. 2013;31(8):1628-34.

Amin MB, Edge SB, Greene FL, Compton CC, Gershenwald JE, Brookland RK et al.
eds. AJCC Cancer Staging Manual. 8th Ed. New York: Springer; 2017.

Amin MB, McKenney JK, Paner GP, Hansel DE, Grignon DJ, Montironi R et. al.
International Consultation on Urologic Disease-European Association of Urology
Consultation on Bladder Cancer 2012. ICUD-EAU International Concultation on
Bladder Cancer 2012: Pathology Eur Urol 2013;63:16-35.

Amin MB, Murphy WM, Reuter VE, Ro JY, Ayala AG, Weiss MA. Controversies in
the pathology of transitional cell carcinomaof urinary bladder. Part II. In: Rosen PP,
Fechner RE, eds. Review of pathology, vol. 2, Chicago IL:ASCP Press, 1997:72-100.
Amin MB, Ro JY, el-Sharkawy T, Lae KM, Troncoso P, Silva EG, et al.
Milcropapillary variant of transitional cell carcinoma of the urinary bladder. Hislologic
pattern resembling ovarian papillary serous carcinoma. Am J Surg Pathol 1994,
18:1224-32.

Amin MB, Trpkov K, Lopez-Beltran A, Grignon D, Members of the 1iDUPG. Best
practices recommendations in the application of immunohistochemistry in the bladder
lesions: report from the International Society of Urologic Pathology consensus
conference. Am J Surg Pathol. 2014;38(8):(20-34.)

AnY, Li H, Wang KJ, Liu XH, Qiu MX, Liao Y et al. Meta-analysis of the
relationship between slow acetylation of N-acetyl transferase 2 and the risk of bladder
cancer. Genet. Mol. Res. 14. 2015:16896-16904

Anafarta Kadir, Bediik Yasar, Aridan Nihat. Temel Uroloji 3, béliim1. Giines Kitabevi.
2010: 7-14, 725-740, 680-682

Angiari S and Constantin G. Regulation of T cell trafficking by the T cell
immunoglobulin and mucin domain 1 glycoprotein. Trends Mol Med 2014;20:
675-684.

83



Angulo JC, Lopez JI, Grignon DJ, Sanchez-Chapado M. Muscularis mucosa
differentiates two populations with different prognosis in stage T1 bladder cancer.
Urology 1995 Jan;45(1):47-53.

Aydin S, Boz MY. Rapid changes in the incidence of urinary system cancers in
Turkey. Turkish journal of urology. 2015 Dec;41(4):215-20.

Bachawal SV, Jensen KC et al Breast cancer detection by B7-H3-targeted ultrasound
molecular imaging. Cancer Res 2015; 75(12):2501-25009.

Basaklar AC. Skandalakis Cerrahi Anatomi-Modern Cerrahinin Embriyolojik ve
Anatomik Temelleri II, Boliim: 24, Palme Yayincilik, Ankara 2008:1345-1377
Baydar D, Amin MB, Epstein JI. Osteoclast-rich undifferentiated carcinomas of the
urinary tract. Mod Pathol. 2006;19(2):161-71.). (88, 90)

Benzon B, Zhao SG et al. Correlation of B7-H3 with androgen receptor, immune
pathways and poor outcome in prostate cancer: an expression-based analysis. Prostate
Cancer Prostatic Dis 2017; 20(1):28-35.

Black PC, Brown GA, Dinney CP. The impact of variant histology on the outcome of
bladder cancer treated with currative intent. Urol Oncol. 2009; 27:3-7.

Boorjian SA, Sheinin Y, Crispen PL, Farmer SA, Lohse CM, Kuntz SM. T-cell
coregulatory molecule expression in urothelial cell carcinoma: clinicopathologic
correlations and association with survival. Clin Cancer Res. 2008; 1;14(15):4800-8.
Bostwick GD, Cheng L. Urologic Surgical Pathology 2 nd Ed. Chapter 6. Moshy
Elsevier, China 2008: 216-227, 274-275, 287-296

Bretscher PA. A two-step, two-signal model for the primary activation of precursor
helper T cells. Proc Natl Acad Sci USA 1999;96:185-190.

Brooks JD. Anatomy of the lower urinary tract and male genitalia. In: PC Walsh et al.
eds. Campbell's Urology. 9th Ed. 2007; 1:41-80.

Burger M, Catto JWF, Dalbagni G, et al. Epidemiology and risk factors of urothelial
bladder cancer. Eur Urol 2013;63:234-241.

Burger M, Oosterlinck W, Konety B, Chang S, GudjonssonS, Pruthi R et. al.;
International Consultation on Urologic Disease-European Association of Urology
Consultation on Bladder Cancer 2012. ICUD-EAU International Concultation on
Bladder Cancer 2012: Non-muscle-invasive urothelial crcinoma of the bladder. Eur
Urol. 2013; 63:36-44.

84



Cai C, Xu YF, Wu ZJ, Dong Q, Li MY, Olson JC et al. Tim-3 expression represents
dysfunctional tumor infiltrating T cells in renal cell carcinoma. World J Urol.
2016;34(4):561-567.

Cai G, Anumanthan A, Brown JA, Greenfield EA, Zhu B, Freeman GJ. CD160 inhibits
activation of human CD4+ T cells through interaction with herpesvirus entry mediator.
Nat Immunol 2008;9:176-185.

Cairns P, Proctor AJ, Knowles MA. Loss of heterozygosity at the RB locus is frequent
and correlates with muscle invasion in bladder carcinoma. Oncogene 1991;6:2305-9.
Cao Y, Zhou X, Huang X, Li Q, Gao L, Jiang L, Huang M, Zhou J. Tim-3 expression
in cervical cancer promotes tumor metastasis. PLoS One. 2013;8(1):e53834.
Castillo-Martin M, Domingo-Domenech J, Karni-Schmidt O, Matos T, Cordon-Cardo
C, Moleculer pathwaysof urothelial development and bladder tumorigenesis. Urol
Oncol 2010,28: 401-8

Chapoval Al, Ni J, Lau JS, Wilcox RA, Flies DB, Liu D et al., B7-H3: a costimulatory
molecule for T cell activation and IFN-y production. Nature Immunology.
2001;2:3:269-274.

Chen DS, Mellman I. Oncology Meets Immunology: the cancerimmunity cycle. 2013;
39(1):1-10

Chen L, Chen J, Xu B, et al. B7-H3 expression associates with tumor invasion and
patient’s poor survival in human esophageal cancer. Am J Transl Res. 2015;7:2646—
2660.

Chen L, Flies DB. Molecular mechanisms of T cell co-stimulation and coinhibition.
Nat Rev Immunol. 2013;13:227-42.

Cheng L, Weaver AL, Leibovich BC, Ramnani DM, Neumann RM, Scherer BG, Nehra
A, Zincke H, Bostwick DG. Predicting the survival of bladder carcinoma patients
treated with radical cystectomi. Cancer 2000, 88:2326-32

Chevalier MF, Bohner P, Pieraerts C, Lhermitte B, Gourmaud J, Nobile A, Rotman S,
Cesson V, Martin V, Legris A-S, et al. Immunoregulation of dendritic cell subsets by
inhibitory receptors in urothelial cancer. Eur Urol. 2017;71:854-857.

Chiba S, Baghdadi M, Akiba H, Yoshiyama H, Kinoshita I, Dosaka-Akita H et al.
Tumor-infiltrating DCs suppress nucleic acid-mediated innate immune responses
through interactions between the receptor TIM-3 and the alarmin HMGB1. Nat
Immunol. 2012;13(9):832-842.

85



Cordon-Cardo C, Dalbagni G, Saez GT, Oliva MR, Zhang Z, Rosai J et al. p53
mutations in human bladder cancer: genotypic versus phenotypic patterns. Int J Cancer
1994;56:347-53.

Cordon-Cardo C, Wartinger D, Petrylak D, Dalbagni G, Fair WR, Fukset Z et al.
Altered expression of the retinoblastoma gene product: prognostic indicator in bladder
cancer. J Natl Cancer Inst 1992;84:1251-6

Coulie PG, Van den Eynde BJ, Van der Bruggen P, Boon T. Tumour antigens
recognized by T lymphocytes: at the core of cancer immunotherapy. Nat Rev Cancer.
2014;14:135-146.

Crusz SM, Balkwill FR. Inflammation and cancer: advances and new agents. Nat Rev
Clin Oncol. 2015;12:584-596.

Dalbagni G, Genega E, Hashibe M, Zhang Z, Russo P, Herr H. et al. Cystectomy for
bladder cancer; a contemporary series. J Urol 2001 Apr;165(4):1111-1116

D'Souza WN, Lefrancois L. IL-2 is not required for the initiation of CD8 T cell cycling
but sustains expansion. J Immunol. 2003;171:5727-5735.

Duhen T., Pasero C., Mallet F., Barbara, B., Olive D., and Costello RT. LIGHT
costimulates CD40 triggering and induces immunoglobulin secretion; a novel key
partner in T cell-dependent B cell terminal differentiation. Eur. J. Immunol. 2004;34,
3534-3541.

Eble JN, Sauter G, Epstein JI, Sesterhenn 1A. World Health Organization Classification
of Tumors. Lyon, France: International Agency for Research on Cancer (IARC); 2004.
Pathology and genetics of tumours of the urinary system and male genital organs. pp.
90-157.

Emil A, Tanagho MD, Jack W. McAninch, MD. Smith & Tanagho’s General Urology.
2012.

Epstein JI, Amin MB, Reuter VE. Bladder biopsy interpretation. Lippincott Williams
& Wilkins, Philadelphia. 2016.

Ernst B, Anderson KS. Immunotherapy for the treatment of breast cancer. Current
oncology reports. 2015; 17(2): 5

Eser S, Zorlu F, Divrik RT et al. Incidence and epidemiological features of cancers of
the genitourinary tract in izmir between 1993-2002. Asian Pac J Cancer. Prev.2009,
10(3): 491-6

86



Fauci JM, Michael Straughn J Jr et al. A review of B7-H3 and B7-H4 immune
molecules and their role in ovarian cancer. Gynecol Oncol 2012; 127(2):420-425.
Feng XY, Wen XZ, Tan XJ, Hou JH, Ding Y, Wang KF et al. Ectopic expression of B
and T lymphocyte attenuator in gastric cancer: a potential independent prognostic
factor in patients with gastric cancer. Mol. Med. Rep. 11(1), 658-664 (2015).

Ferlay J, Soerjomataram I, Dikshit R, et al. Cancer incidence and mortality worldwide:
sources, methods and major patterns in GLOBOCAN 2012. Int J Cancer 2015;136:
E359-E386

Fleischmann A, Thalmann GN, Markwalder R, Studer UE. Prognostic implications of
extracapsular extension of pelvic lymph node metastases in urothelial carcinoma of the
bladder. Am J Surg Pathol 2005, 29:89-95

Fourcade J., Sun Z., Pagliano O., Guillaume P., Luescher I.F., Sander C., Kirkwood
J.M., Olive D., Kuchroo V., Zarour H.M.: CD8+ T cells specific for tumor antigens can
be rendered dysfunctional by the tumor microenvironment through upregulation of the
inhibitory receptors BTLA and PD-1. Cancer Res., 2012; 72: 887-896.

Freeman GJ, Casasnovas JM, Umetsu DT, Dekruyff RH. TIM genes: a family of cell
surface phosphatidylserine receptors that regulate innate and adaptive immunity.
Immunol Rev. 2010;235(1):172-189.

Freeman GJ, Wherry EJ, Ahmed R, Sharpe AH. Reinvigorating exhausted HIV-
specific T cells via PD-1-PD-1 ligand blockade. J Exp Med 2006;203:2223-2227.

Fu Z, Li D, Jiang W, Wang L, Zhang J, et al. Association of BTLA gene
polymorphisms with the risk of malignant breast cancer in Chinese women of
Heilongjiang Province. Breast Cancer Res Treat. 2010; 120: 195-202.

Furuse H, Ozono S. Transurethral resection of the bladder tumour (TURBT) for non-
muscle invasive bladder cancer: Basic skills. Int J Urol. 2010;17:698-9.

Gattuso P, Reddy VB, David O, Spitz DJ, Haber MH. Ureter, Urinary bladder and
Kidney in Differantial Diagnosis in Surgical Pathology. 2nd ed. Saunders, 2010.
Gavrieli M, Watanabe N, Loftin SK, Murphy TL, Murphy KM. Characterization of
phosphotyrosine binding motifs in the cytoplasmic domain of B and T lymphocyte
attenuator required for association with protein tyrosine phosphatases SHP-1 and SHP-
2. Biochem Biophys Res Commun. 2003;312:1236-1243.

Gaya JM, Palou J, Algaba F, Arce J, Rodriguez-Faba O, Villavicencio H. The case for

conservative management in the treatment of patients with non-muscle- invasive

87



micropapillary bladder carcinoma without carcinoma insitu. Can J Urol. 2010;
17:5370-6.

Gofrit ON, Pizov G, Shapiro A, Duvdevani M, Yutkin V, Landau EH et. al. Mixed
high and low grade bladder tumours-are tjey clinically high or low grade? J Urol.
2014:191:1693-6.

Greenwald RJ, Freeman GJ, Sharpe AH, The B7 family revisited, Annual Review of
Immunology. 2005; 23:515-548.

Grignon DJ, Al-Ahmadie H, Algaba F, et al. Tumours of the urinary tract. In: Moch H,
Humphrey PA, Ulbright TM, et al. World Health Organization Classification of
Tumours of the Urinary System and Male Genital Organs. 4th ed. Lyon, France:
IARC; 2016:77-133.

Han P, Goularte OD, Rufner K, Wilkinson B, Kaye J. An inhibitory Ig superfamily
protein expressed by lymphocytes and APCs is also an early marker of thymocyte
positive selection. J Immunol. 2004;172:5931-5939.)

Hanahan D, Weinberg RA. (2011). Hallmarks of Cancer: The Next Generation. Cell,
2011;144(5): 64674

Hansel DE, Amin MB, Comperat E, Cote RJ, Kniichel R, Montironi R et. al. A
contemporary update on pathology standards for bladder cancer: transuraethral
resection and radical cystectomy specimens. Eur Urol. 2013; 63:321-32.

Hato T, Dagher PC. How the innate immune system senses trouble and causes trouble.
Clinical Journal of the American Society of Nephrology.2015; 10(8):1459-69)

He Y, Cao J Zhao C, Li X Zhou C, Hirsch, F. TIM-3, a promising target for cancer
immunotherapy. OncoTargets Ther. 2018; 11: 7005-7009.

Hendry S, Salgado R, Gevaert T, Russell PA, John T, Thapa B et al. Assessing Tumor-
infiltrating Lymphocytes in Solid Tumors: A Practical Review for Pathologists and
Proposal for a Standardized Method From the International Immunooncology
Biomarkers Working Group: Part 1: Assessing the Host Immune Response, TILS in
Invasive Breast Carcinoma and Ductal Carcinoma In Situ, Metastatic Tumor Deposits
and Areas for Further Research. Adv Anat Pathol. 2017;24(5):235-251.

Herr HW, Donat SM, Reuter VE. Management of low grade papillary bladder tumors.
J Urol 2007;178:1201-5; discussion 5

Herr HW. Uncertainty and outcome of invasive bladder tumors. Urol Oncol 2:92-97,
1996

88



Herr HW. Does cystoscopy correlate with the histology of recurrent papillary tumours
of the bladder? BJU Int. 2001;88:683-5.

Horne SD, Pollick SA, Heng HHQ. Evolutionary mechanism unifies the hallmarks of
cancer. International Journal of Cancer. 2015;136(9): 2012-21

Hurchla MA, Sedy JR, Gavrieli M, Drake CG, Murphy TL, Murphy KM. B and T
lymphocyte attenuator exhibits structural and expression polymorphisms and is highly
induced in anergic CD4+ T cells. J Immunol. 2005;174:3377-3385.

Javadpour N, Mostofi FK. Primary epithelial tumors of the bladder in the first two
decades of life. J Urol 1969, 101: 706-10.

Jewet HJ, King RL, Shelley WM, A study of 365 cases of infiltrarting bladder cancer.
Relation of certain pathological characteristics to prognozis after extirpation. J Urol
1964, 92: 668-78.

Kern WH. The grade and pathologic stage of bladder cancer. Cancer 1984, 53:1185-9.
Kirkali Z, Chan T, Manoharan M, Algaba F, Busch C, Cheng L et al. Bladder cancer:
Epidemiology, Staging and Grading and Diagnosis. Urology 2005; 66: 4-34
Klesney-Tait J, Turnbull IR and Colonna M, The TREM receptor family and signal
integration. Nature Immunology, 2006;7:12:1266-1273, 2006.

Knez VM, Barrow W, Lucia MS, Wilson S, La Rosa FG. Clear cell urothelial
carcinoma of the urinary bladder: a case report and review of the literature. J Med Case
Rep. 2014;8:275.

Komohara Y, Morita T, Annan DA, Horlad H, Ohnishi K, Yamada S, Nakayama T,
Kitada S, Suzu S, Kinoshita I, Dosaka-Akita H, Akashi K, Takeya M, Jinushi M. The
coordinated actions of TIM-3 on cancer and myeloid cells in the regulation of
tumorigenicity and clinical prognosis in clear cell renal cell carcinomas. Cancer
Immunol Res. 2015;3(9):999-1007.

Koyama S, Akbay EA, Li Y'Y, Herter-Sprie GS, Buczkowski KA, Richards WG et al.
Adaptive resistance to therapeutic PD-1 blockade is associated with upregulation of
alternative immune checkpoints. Nat Commun. 2016;7:10501.

Kreymborg K, Haak S et al. Ablation of B7-H3 but Not B7-H4 Results in highly
increased tumor burden in a murine model of spontaneous prostate cancer. Cancer
Immunol Res 2015; 3(8):849-854.

89



Krieg C, Han P, Stone R, Goularte OD, Kaye J. Functional analysis of Band T
lymphocyte attenuator engagement on CD4+ and CD8+ T cells. J Immunol 2005;
175:6420-6427.

Kwon, BS., Tan KB., Ni J., Oh KO., Lee ZH., Kim KK_, et. al. A newly identified
member of the tumor necrosis factor receptor superfamily with a wide tissue
distribution and involvement in lymphocyte activation. J. Biol. Chem. 1997; 272,
14272-14276.

Lan X, Li S, Gao H, Nanding A, Quan L, Yang C et al. Increased BTLA and HVEM in
gastric cancer are associated with progression and poor prognosis. Onco Targets Ther.
2017;10:919-26.

Lapham RL, Grignon D, Ro JY. Pathologic prognostic parameters in bladder urothelial
biopsy, transurethral resection, and cystectomy specimens. Semin Diagn Pathol 1997,
14: 109-22.

Leitner J, Klauser C, Pickl WF, Stockl J, Majdic O, Bardet AF et al., B7-H3 is a potent
inhibitor of human T-cell activation: no evidence for B7-H3 and TREML2 interaction.
European Journal of Immunology. 2009; 39:7:1754-1764.

Leroy X, Gonzalez S, Zini L, Aubert S. Lipoid-cell variant of urothelial carcinoma: a
clinicopathologic and immunohistochemical study of five cases. Am J Surg Pathol.
2007;31(5):770-3.

Li G, Quan Y, Che F, Wang L. B7-H3 in tumors: friend or foe for tumor immunity?
Cancer Chemother Pharmacol. 2018; 81(2):245-253.

Li Y, Yang X et al (2017) B7-H3 promotes gastric cancer cell migration and invasion.
Oncotarget. 2017; 8(42): 71725-71735.

Li Z, Ju Z, Frieri M. The T-cell immunoglobulin and mucin domain (Tim) gene family
in asthma, allergy, and autoimmunity. Allergy Asthma Proc. 2013;34(1):21-26.
Liebert M, Seigne J. Characteristics of invasive bladder cancers: histological and
molecular markers. Semin Urol Oncol 1996;14:62-72.

Lipponen PK, Eskelinen MJ, Jauhiainen K, Harju E, Terho R. Tumor infiltrating
lymphocytes as an independent prognostic facton in transitional cell bladder cancer.
Eur J Cancer 1992, 29A: 69-75.

Liu F, Liu Y, Chen Z. Tim-3 expression and its role in hepatocellular carcinoma. J
Hematol Oncol. 2018; 11:126.

90



Liu Y, Zeng B, Zhang Z, Zhang Y, Yang R, B7-H1 on myeloid-derived suppressor
cells in immune suppression by a mouse model of ovarian cancer. Clinical
Immunology, 2008;129:3:471-481.

Logothetis CJ, Xu HJ, Ro JY, Hu SX, Sahin A, Ordonez N, Benedict WF. Altered
expression of retinoblastoma protein and known prognostic variables in locally
advanced bladder cancer J Natl Cancer Inst. 1992, 84:1256-61.

Loo D, Alderson RF et al. Development of an Fc-enhanced anti-B7-H3 monoclonal
antibody with potent antitumor activity. Clin Cancer Res 2012; 18(14):3834-3845.
Loos M, Hedderich DM et al. Expression of the costimulatory molecule B7-H3 is
associated with prolonged survival in human pancreatic cancer. BMC Cancer 2009;
9:463.

Loos M, Hedderich DM, Friess H, Kleeff J. B7-h3 and its role in antitumor immunity
Clin. Dev. Immunol., 2010 : 683875

Lopez-Beltran A, Amin MB, Oliveira PS, Montironi R, Algaba F, McKenney JK, et al.
Urothelial carcinoma of the bladder, lipid cell variant: clinicopathologic findings and
LOH analysis. Am J Surg Pathol. 2010;34(3):371-6

Los M, Schenk H, Hexel K, Baeuerle PA, Droge W, and Schulzeosthoff K. IL-2 gene
expression and NF-kB activation through CD28 requires reactive oxygen production by
5-lipoxygenase. EMBO J 1995; 14: 3731-3740.

Mai KT, Park PC, Yazdi HM, Saltel E, Erdogan S, Stinson WA, et al. Plasmacytoid
urothelial carcinoma of the urinary bladder report of seven new cases. Eur Urol.
2006;50(5):1111-4

Malissen N, Macagno N, Granjeaud S, Granier C, Moutardier V, Marqueste CG et al.
HVEM: a novel cosignaling molecule of major interest in melanoma. J Clin Oncol
2017; 35: e14591-e14591.

Malkowicz SB. Management of superficial bladder cancer. In PC Walsh, AB Retik, E
Darracott Vaughan, AJ Wein eds, Campbell’s Urology, Eighth Edition. Philadelphia:
Saunders-Elsevier, 2002: 2789— 92

Marcq E, Siozopoulou V, De Waele J, van Audenaerde J, Zwaenepoel K, Santermans
E, Hens N, Pauwels P, van Meerbeeck JP, Smits EL. Prognostic and predictive aspects
of the tumor immune microenvironment and immune checkpoints in malignant pleural
mesothelioma. Oncoimmunology. 2017;6(1):e1261241.

91



Marin-Acevedo JA, Dholaria B, Soyano AE, Knutson KL, Chumsri S, Lou Y. Next
generation of immune checkpoint therapy in cancer: new developments and challenges.
J Hematol Oncol. 2018;11:39.

Mauri DN, Ebner R, Montgomery RI. LIGHT, a new member of the TNF superfamily
and lymphotoxin are ligands for herpesvirus entry mediator. Immunity. 1998;8:21-30.
May M, Brookman-Amissah S, Roigas J, Hartmann A, Storkel S, Kristiansen G et. al.
Prognostic accuracy of individual uropathologists in noninvasive urinary bladder
carcinoma: a multicentre study comparing the 1973 and 2004 World Health
Organisation classifications. Eur Urol. 2010; 57:850-8.

McGrath, M. M., and N. Najafian. The role of coinhibitory signaling pathways in
transplantation and tolerance. Front. Immunol. 2012; 3: 47.

McKenney JK, Amin MB. The role of immunohistochemistry in the diagnosis of
urinary bladder neoplasms. Semin Diagn Pathol. 2005;22(1):69-87.

Messing EM. Etiology and Risk Factors. In PC Walsh et al. eds. Campbell's Urology.
9th Ed. 2007

Messing EM. Urothelial tumors of the bladder. Campbell-Walsh Urology. In: Wein AJ,
Kavoussi LR, Novick AC, Partin AW, Peters CA, editors. Ninth Edition. Saunders-
Elsevier; Philadelphia: 2008. pp. 2407-46. Chapter 75.

Mills SE. Histology for pathologists, 3 nd Ed, Lippincott Williams&Wilkins,
Phliadelphia 2007, p.910-921.

Moch H, Humphrey PA, Ulbright TM, Reuter VE. World Health Organization
Classification of Tumours-Pathology & Genetics, Tumours of the Urinary System and
Male Genital Organs 4th ed. IARC: Lyon 2016.

Montironi R, Lopez-Beltran A. The 2004 WHO Classification of Bladder Tumors: A
Summary and Commentary. International Journal of Surgical Pathology 2005; 13(2):
143-153

Moore KL. Clinically Oriented Anatomy. 3rd ed. Williams & Wilkins, 1992

Mueller CM, Caporaso N, Greene MH. Familial and genetic risk of transitional cell
carcinoma of the urinary tract. Urol Oncol. 2008;26(5):451-64.

Murphy WM, Chandler RW, Trafford RM. Flow cytometry of deparaffinized nuclei
compared to histological grading fort he pathological evaluation of transitional cell
carcinoma. J Urol. 1986, 135: 694-7.

92



National Bladder Cancer Collaborative Group A (NBCCGA). Development of a
strategy for a longitudinal study of patients with bladder cancer. Cancer Res 1977, 37:
2898-906.

Nesi G, Nobili S, Cai T, Caini S, Santi R. Chronic inflammation in urothelial bladder
cancer. Virchows Arch. 2015;467(6):623-33.

Neuhaus M, Wagner U, Schmid U, Ackermann D, Zellweger T, Maurer R, Alund G,
Knonagel H, Rist M, Mock H, Mihatsch MJ, Gasser TC, Sauter G. Polysomies but not
Y chromosome losses have prognostic significance in pTa/pT1 urinary bladder cancer.
Hum Pathol. 1999, 30: 81-6

Oguro S, Ino Y, Shimada K, et al. Clinical significance of tumor-infiltrating immune
cells focusing on BTLA and Cbl-b in patients with gallbladder cancer. Cancer Sci.
2015; 106: 1750- 1760.

Oosterhuis JW, Schapers RF, Janssen-Heijnen ML, Smeets AW, Pauwels RP. MIB-1
as a proliferative marker in transitional cell carcinoma of the bladder: clinical
significance and comparison with other prognostic factors. Cancer 2000; 88: 2598-605.
Orntoft TF, Nielsen MJS, Wolf H, Olsen S, Clausen H, Hakomori S-1, Dabelsteen E.
Blood group ABO and Lewis antigen expression during neoplastic progression of
human urothelium. Immunohistochemical study of type 1 chain structures. Cancer
1987, 60: 2641-8.

Otto W, May M, Fritsche HM, et al. Analysis of sex differences in cancer-specific
survival and perioperative mortality following radical cystectomy: results of a large
German multicenter study of nearly 2500 patients with urothelial carcinoma of the
bladder. Gend Med 2012;9:481-489.

Paner GP, Annaiah C, Gulmann C, Rao P, Ro JY, Hansel DE, et al.
Immunohistochemical evaluation of novel and traditional markers associated with
urothelial differentiation in a spectrum of variants of urothelial carcinoma of the
urinary bladder. Hum Pathol. 2014;45(7):1473-82)

Pardoll DM. The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy. Nat Rev
Cancer. 2012;12:252-64.

Parker DC, Folpe AL, Bell J, Oliva E, Young RH, Cohen C, et al. Potential utility of
uroplakin 111, thrombomodulin, high molecular weight cytokeratin, and cytokeratin 20
in noninvasive, invasive, and metastatic urothelial (transitional cell) carcinomas. AmJ
Surg Pathol. 2003;27(1):1-10.)

93



Parkin, J, Cohen B. An overview of the immune system. Lancet, 2001;
357(9270):1777-89

Paulos CM, June CH. Putting the brakes on BTLA in T cell-mediated cancer
immunotherapy. J Clin Invest. 2010;120(1):76-80.

Peng P-Ji, Li Y, Sun S. On the significance of Tim-3 expression in pancreatic cancer.
Saudi J Biol Sci. 2017;24(8):1754-1757.

Phong BL, Avery L, Sumpter TL, Gorman JV, Watkins SC, Colgan JD, and Kane LP.
Tim-3 enhances FceRI-proximal signaling to modulate mast cell activation. J. Exp.
Med. 2015;212:2289-2304.

Platt FM, Hurst CD, Taylor CF, Gregory WM, Harnden P, Knowles MA. Spectrum of
phosphatidylinositol 3-kinase pathway gene alterations in bladder cancer. Clin Cancer
Res 2009 ;15:6008-17

Pollard C, Smith SC, Theodorescu D. Molecular genesis of non-muscle-invasive
urothelial carcinoma (NMIUC). Expert Rev Mol Med 2010:12

Putz R, Pabst R. Sobotta Atlas of Human Anatomy. Houten, the Netherlands: Bohn
Stafleu van Loghum. 2006.

Qian BZ, Pollard JW. Macrophage diversity enhances tumor progression and
metastasis. Cell. 2010;141(1):39-51.

Richards KA, Ham S, Cohn JA, Steinberg GD. Urinary tract infection-like symptom is
associated with worse bladder cancer outcomes in the Medicare population:
implications for sex disparities. Int. J. Urol. 23, 4247 (2016)

Rosai J. Urinary Tract. In Ackermann’s Surgical Pathology, 9th ed. Mosby 2004: 1317-
1359.

Rubenwolf PC, Eder F, Ebert AK, Hofstaedter F, Woodhouse CR, Roesch WH.
Persistent histological changes in the exstrophic bladder after primary closure-a cause
for concern? The Journal of urology. 2013;189(2):671-7

Riibben H, Sauer R, Schenck M, Schmid K W, Stief C, Stockle M, Zaak D.
Uroonkologie Harnblasenkarzinom, Kapital 19. Springer 2007. p: 302-358

Sadler TW. Medical Embryology. Williams&Wilkins; 1995.

Saito T, Yamasaki S. Negative feedback of T cell activation through inhibitory
adapters and costimulatory receptors. Immunol Rev 2003;192:143-160.

Salio M., Cella M., Suter M., and Lanzavecchia A. Inhibition of dendritic cell

maturation by herpes simplex virus. Eur. J. Immunol. 1999; 29, 3245-3253.

94



Sanli O, Dobruch J, Knowles MA, Burger M, Alemozaffar M, Nielsen ME, Lotan Y.
Bladder Cancer, Nat Rev Dis Primers. 2017 Apr 13;3:17022

Sarkis AS, Dalbagni G, Cordon-Cardo C, et al. Nuclear overexpression of p53 protein
in transitional cell bladder carcinoma: a marker for disease progression. J Natl Cancer
Inst 1993;85:53-9

Schreiber RD, Old LJ, Smyth MJ. Cancer immunoediting: integrating immunity’s role
in cancer suppression and promotion. Science. 2011;331:1565-1570.

Scinner DG. Current perspectives in the management of high grade invasive bladder
cancer. Cancer 1980, 45:1866-74.

Sedy JR, Gavrieli M, Potter KG. B and T lymphocyte attenuator regulates T cell
activation through interaction with herpesvirus entry mediator. Nat Immunol
2005;6:90-98.

Shang Y, Li Z, Li H, Xia H, Lin Z. TIM-3 expression in human osteosarcoma:
correlation with the expression of epithelial-mesenchymal transition-specific
biomarkers. Oncol Lett. 2013;6(2):490-4.

Shariat SF, Sfakianos JP, Droller MJ, Karakiewicz Pl, Meryn S and Bochner BH. The
effect of age and gender on bladder cancer: a critical review of the literatiire. BJU Int.
2010; 105(3): 300-308.

Sharma P, Allison JP. The future of immune checkpoint therapy. Science.
2015;348:56-61.

Siegel R, Ma J, Zou Z, Jemal A. Cancer statistics, 2014. CA Cancer J Clin.
2014;64(1):9-29.

Siegel RL, Miller KD, Jemal A. Cancer statistics, 2016. CA Cancer J. Clin. 66, 7-30
Sievert KD, Amend B, Nagele U, et al. Economic aspects of bladder cancer: what are
the beneWts and costs? World J Urol 2009 ;27:295-300

Simon R, Richter J, Wagner U, Fijan A, Bruderer J, Schmid U et al. High-throughput
tissue microarray analysis of 3p25 (RAF1) and 8p12 (FGFR1) copy number alterations
in urinary bladder cancer. Cancer Res 2001;61:4514-9.

Sivrioglu K. Mesane Anatomisi ve Iseme Fizyolojisi. Tiirk Fiz Tip Rehab Derg 2005;
51 (Ozel Ek A): A16-A18.

Smeulders N, Woodhouse CR. Neoplasia in adult exstrophy patients. BJU Int.
2001;87(7):623-8.

95



Smith AB, Deal AM, Woods ME, Wallen EM, Pruthi RS, Chen RC et al. Muscle-
invasive bladder cancer: evaluating treatment and survival in the National Cancer Data
Base. BJU Int. 114, 719-726 (2014).

Smith JH, Christie JD. The pathobiology of Schistosoma haematobium infection in
humans. Hum Pathol. 1986;17(4):333-45.

Soo RA, Kim HR, Asuncion BR, Fazreen Z, Omar MFM, Herrera MC et.al.
Significance of immune checkpoint proteins in EGFR-mutant non-small cell lung
cancer. Lung Cancer. 2017 ;105:17-22.

Steinberger P, Majdic O, Derdak SV, et al., Molecular characterization of human 41g-
B7-H3, a member of the B7 family with four Ig-like domains. Journal of Immunology.
2004 ;172:4:2352-2359.

Stephenson AJ, Gong MC, Campbell SC, Fergany AF, Hansel DE. Aggregate lymph
node metastasis diameter and survival after radical cystectomy for invasive bladder
cancer. Urology 2010; 75:382-6

Stephenson WT, Holmes FF, Noble MJ, Gerald KB. Analysis of bladder carcinoma by
subsite. Cystoscopic location may have prognostic value. Cancer 1990, 66: 1630-5.
Sternberg SS, Mills SE, Carter D, Greenson JK, Reuter VE, Stoler MH. Sternberg’s
Diagnostic Surgical Pathology VVolum 11, 4 nd Ed, Chapter: 14, Philadelphia 2004:
2035-2088

Sternberg SS. Histology for Pathologist. New York: Lippincott-Raven Press; 1997.
2nded. 835-47

Sun J, Chen L et al. Clinical significance and regulation of the costimulatory molecule
B7-H3 in human colorectal carcinoma. Cancer Immunol Immunother 2010;
59(8):1163-1171.

Sylvester RJ, van der Meijden AP, Oosterlinck W, et al. Predicting recurrence and
progression in individual patients with stage Ta T1 bladder cancer using EORTC risk
tables: a combined analysis of 2596 patients from seven EORTC trials. Eur Urol
2006;49:466-5; discussion 75-7.

Sahinoglu K. Klinige Yo6nelik Anatomi. 4. Baski, Boliim 3. Nobel Tip Kitabevi. 2007:
358-363

Takano S, Saito H, Ikeguchi M. An increased number of PD-1+ and Tim-3+ CD8+ T
cells is involved in immune evasion in gastric cancer. Surg Today. 2016;46(11):1341-
1347.

96



Tamas EF, Nielsen ME, Schoenberg MP, Epstein JI. Lymphoepithelioma-like
carcinoma of the urinary tract: a clinicopathological study of 30 pure and mixed cases.
Mod Pathol. 2007;20(8):828-34.

Tanagho EA. Anatomy of the lower urinary tract. In: Walsh PC et al (editors):
Campbell’s Urology. 6th ed. vol. 1. Saunders 1992. p.40.

Teng MW, Swann JB, Koebel CM, Schreiber RD, Smyth MJ. Immunemediated
dormancy: an equilibrium with cancer. J Leukoc Biol. 2008;84(4):988-993.
Trougouboff, P., Kreizman Shefer, H. B and T lymphocyte attenuator expression in
mature B cell lymphomas J Hematopathol 2013; 6: 57.

Tiirk H, Un S, Ergani B. The Effect of Sex and Age Differences on Pathology Results
in Primary Bladder Cancer Patients. Bulletin of Urooncology 2017 ;16:81-85.

Ueno, T, Yeung MY, McGrath M, Yang S, Zaman N, Snawder B et. al., Intact B7-H3
signaling promotes allograft prolongation through preferential suppression of Thl
effector responses. Eur J Immunol. 2012. 42(9):2343-53.

Venyo AK. Microcystic variant of urothelial carcinoma. Adv Urol. 2013;654751
Walsh PC, Retik AB, Vaughan ED, Wein AJ (eds) Campbell’s urology, 8th edn.
Saunders, Philadelphia 2002

Wang Y, Subudhi SK, Anders RA, Lo J, Sun Y, Blink S et al. The role of herpesvirus
entry mediator as a negative regulator of T cellmediated responses. J Clin Invest 2005
;115 :711-717.

Warrington, R, Watson W, Kim HL, Antonetti F. An introduction to immunology and
immunopathology. Allergy, Asthma & Clinical Immunology. 2011; 7(Suppl 1) :S1.
Wasco MJ, Daignault S, Bradley D, Shah RB. Nested variant of urothelial carcinoma: a
clinicopathologic and immunohistochemisterical study of 30 pue and mixed cases.
Hum Pathol. 2010; 41:163-71

Wasco MJ, Daignault S, Zhang Y, Kunju LP, Kinnaman M, Braun T, et al. Urothelial
carcinoma with divergent histologic differentiation (mixed histologic features) predicts
the presence of locally advanced bladder cancer when detected at transurethral
resection. Urology. 2007;70(1):69-74.

Watanabe N, Gavrieli M, Sedy JR. BTLA is a lymphocyte inhibitory receptor with
similarities to CTLA-4 and PD-1. Nat Immunol 2003; 4:670-679.

Wherry EJ, Kurachi M. Molecular and cellular insights into T cell exhaustion. Nat Rev
Immunol. 2015;15:486-99.

97



Wherry EJ. T cell exhaustion. Nat Immunol. 2011;12:492-9.

Wiener Z, Kohalmi B, Pocza P, Jeager J, Tolgyesi G, Toth S, Gorbe E, Papp Z, Falus
A. TIM-3 is expressed in melanoma cells and is upregulated in TGF-beta stimulated
mast cells. J Invest Dermatol. 2007;127(4):906—-14.

Wolf H, Hojgaard K. Prognostic factors in local surgical treatment of invasive bladder
cancer, with special reference to the presence of urothelial dysplasia. Cancer 1983, 51:
1710-5.

Wright JL, Black PC, Brown GA, Porter MP, Kamat AM, Dinney CP, et al.
Differences in survival among patients with sarcomatoid carcinoma, carcinosarcoma
and urothelial carcinoma of the bladder. The Journal of urology. 2007;178(6):2302-6;
discussion 7

Wu J, Lin G, Zhu Y, Zhang H, Shi G, Shen Y, Zhu Y, Dai B, Ye D. Low TIM3
expression indicates poor prognosis of metastatic prostate cancer and acts as an
independent predictor of castration resistant status. Sci Rep. 2017;7(1):8869.

Xu YH, Zhang GB, Wang JM, Hu HC et al. B7-H3 and CD133 expression in non-
small cell lung cancer and correlation with clinicopathologic factors and prognosis.
Saudi Med J 2010; 31(9):980-986.

Xu ZL, Zhang Y, Wang L, Li F, Man HW, Li PF, Shan BE. B7-H3 promotes
malignant progression of muscle-invasive bladder cancer. Oncol Rep.
2018;40(5):2722-2733.

Xylinas E, Robinson BD, Kluth LA, Volkmer BG, Hautmann R, Kiifer R. Association
of T-cell co-regulatory protein expression with clinical outcomes following radical
cystectomy for urothelial carcinoma of the bladder. Eur J Surg Oncol.2014;40(1):121-7
Yang M, Yu Q, LiuJ, Fu W, Cao Y, Yu L et al. T-cell immunoglobulin mucin-3
expression in bladder urothelial carcinoma: clinicopathologic correlations and
association with survival. J Surg Oncol. 2015; 112: 430- 435.

Yériikoglu K, Tuna B, Culhact N, Nese N, Sarsik B, Sen S ve ark. Uropatoloji. Kongre
Kitabevi. Izmir; 2016:193-285

Zhang G, Wang J, Kelly J, Gu G, Hou J, Zhou Y et. al. B7-H3 augments the
inflammatory response and is associated with human sepsis. J Immunol, 2010. 185(6):
3677-84.

Zhang SS, Tang J et al. Expression levels of B7-H3 and TLT-2 in human oral
squamous cell carcinoma. Oncol Lett 2015; 10(2):1063-1068.

98



Zhao X, Li D et al. B7-H3 overexpression in pancreatic cancer promotes tumor
progression. Int J Mol Med 2013; 31(2):283-291.

Zhou Q, Munger ME, Veenstra RG, Weigel BJ, Hirashima M, Munn DH et al.
Coexpression of Tim-3 and PD-1 identifies a CD8+ T-cell exhaustion phenotype in
mice with disseminated acute myelogenous leukemia. Blood. 2011;117(17):4501—
4510.

Zhu C, Sakuishi K, Xiao S, Sun Z, Zaghouani S, Gu G et al. An IL-27/NFIL3
signalling axis drives Tim-3 and IL-10 expression and T-cell dysfunction. Nat
Commun. 2015; 6:6072.

Zhuang X, Zhang X, Xia X, Zhang C, Liang X, Gao L, Zhang X, Ma C. Ectopic
expression of TIM-3 in lung cancers: a potential independent prognostic factor for
patients with NSCLC. Am J Clin Pathol. 2012;137(6):978-85.

99



