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OZET

MESANE KANSERINDE TOLL-BENZERi RESEPTORLERIN EKSPRESYON
PROFILLERININ BELIRLENMESI

Seda SABAH OZCAN
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji AD
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Vildan CANER

Aralik 2014, 101 sayfa

Mesanede ortaya g¢ikan malign timérlerin %94’inden fazlasini Urotelyal karsinoma
(UK)'lar olusturmaktadir ve bu karsinomalar morfolojik ve genetik agidan heterojen
timorlerdir. UK’lar diinyada en sik gorilen 5. kanser tipi olup, Turkiye’de erkeklerde
akciger ve prostat kanserinden sonra 3. sirada yer almaktadir. Bircok cevresel
faktoriin UK gelisiminde rol oynadiginin bilinmesine karsin, hastaligin nedenleri ve
karsinogenez mekanizmasi net olarak tanimlanmamistir. Toll-benzeri reseptér
(TLR)'ler patojenlere ve hasarli veya 0lu hiuicrelerden kaynaklanan endojen tehlike
sinyallerine yanitta dogal ve adaptif immunitenin aktivasyonunda dnemli rol oynarlar.
Bu reseptorler immun sistem hucrelerinde ve bazi epitel hicrelerinde eksprese
olurlar. Son vyillardaki calismalar bu reseptorlerin malign epitel hicrelerde de
eksprese oldugunu gdéstermistir.

Bu calismada, TLR ekspresyonlarinin UK karsinogenezindeki rollerini belirlemek
amaci ile 24 UK ve 46 non-tumoral mesane doku orneklerinde TLR1-10'un mRNA
ekspresyonlari gergek-zamanli PCR ile degerlendirildi. TLR ekspresyonlarinin
proinflamatuvar sitokinlerin dretimlerini arttinp arttirmadiklarini  belirlemek igin,
ELISA yontemi ile idrar 6rneklerinde pro-inflamatuvar sitokinlerin (IL-133, IL-6 ve IL8)
konsantrasyonlari belirlendi.

Normal doku ornekleri ile karsilastirildiginda, TLR2-7 ve TLR10 ekspresyonlarinin
anlamli derecede yuksek oldugu belirlendi. Bu ekspresyon profilleri ayni zamanda
doku o6rnekleri alinan bireylerin idrar érnekleri ile de karsilastirildi ve bu profillerin
identikal olmadiklari gézlendi. Ayni zamanda TLR1 ve TLR7 ekspresyon artiglarinin
timor buydklaga ile iligkili oldugu belirlendi (sirasiyla p=0.001 ve p=0.043). Kanserli
olmayan kontrol grubu olgularinin idrar &rnekleri ile karsilastirildiginda, UKl
bireylerin idrar 6rneklerinde IL-18, IL6 ve IL8 dizeylerinin anlamli derecede arttigi
belirlendi (sirasiyla p= 0.033, p= 0.001 ve p=0.008). istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte, yliksek dereceli UK'da TLR9 eksprersyonu disik dercelilere
gbre daha yuksekti (p=0,057).

Bu galismadan elde edilen veriler, normal epitel ve tumoér dokularinda TLR’lerin
farkli ekspresyon profiline sahip olduklarini ve bu ekspresyonlarin en azindan
inflamatuvar yolaklari uyaran ve hendz bilinmeyen bir mekanizma ile UK olugumu ve
progresyonunda rol oynayabildiklerini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Toll-benzeri reseptorler (TLR), Mesane kanseri, Gen

ekspresyonu, Pro-inflamatuar sitokinler

Bu galisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2012SBE015)
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ABSTRACT

DETERMINATION OF EXPRESSION PROFILES OF TOLL-LIKE RECEPTORS IN
BLADDER CARCINOMA

SABAH OZCAN, Seda
Ph D. Thesis in Medical Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Vildan CANER

December 2014, 101 pages

More than 95% of all bladder cancers are urothelial carcinomas (UCs) and they are
morphologically and genetically heterogeneous tumors. UCs are the fifth most
common cancers in the world and it is the third most common cancer after lung and
prostate cancer in man in Turkey. The causes of the disease and the process of
carcinogenesis have not been fully identified although it is well known that many
environmental factors contribute to the development of UC. Toll-like receptors
(TLRs) have an important role in the activation of both innate and adaptive immunity
in response to pathogens and endogenous danger signals from damaged or dying
cells. These receptors are expressed in immune cells and in some epithelia. Several
reports have described the expression of TLRs in malignant epithelial cells.

In this study, it was evaluated the mRNA expression of TLRs 1-10 in 24 of UC and
46 of non-tumoral bladder tissue samples by real-time PCR whether they play a role
in the carcinogenesis. Whether the expressions of TLRs activates the production of
proinflammatory cytokines, it was also determined the levels of the pro-inflammatory
cytokines ( IL-1p, IL-6, and IL8) in the urine samples by ELISA.

TLR2-7 and TLR10 expressions were significantly higher in the UC tissue samples
compared to the normal tissues. The profiles of TLR expression were also used to
compare the profiles of urine samples taken from the same patient and the TLR
expression profiles from the tissue and urine samples of the same patient were not
identical. It was also determined that the high expressions of TLR1 and TLR7 were
associated with advanced tumor size (p=0.001 and p=0.043, respectively). Compare
to the urine samples taken from the patients with non-malignant disease, the levels
of IL-13, IL6 and IL8 were significantly higher in the patients with UC (p= 0.033, p=
0.001 and p=0.008). The expression of TLR9 was higher in the high-grade UCs than
in low-grade UCs although there was no statistically significance (p=0.057).

All results obtained from this study shows that TLR genes were differentially
expressed in normal epithelial versus tumor tissues and might at least play a role in
the tumor formation and the progression of UC with the unknown mechanisms that
induce the inflammatory pathways.

Keywords: Toll-like resceptors (TLR), Bladder cancer, Gene expression, Pro-

inflamatory cytokines

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research
Projects Coordination Unit through project numbers 2012SBEO015.
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1. GIRIS

Mesanede ortaya ¢ikan malign timdrlerin yaklasik %95'’i Urotelyumdan gelisen
Urotelyal karsinomlardir (Calismamizda da Urotelyal karsinoma tanisi alan olgular
degerlendirildiginden, tezin bundan sonraki boélimlerinde mesane kanseri yerine
Urotelyal karsinoma terimi kullanilacaktir) ve heterojen &zellikleri tasimaktadirlar.
Urotelyal karsinomlar diinyada en sik gériilen 5. kanser tipi olup, erkeklerde kadinlara
oranla 3 kat fazla goérilmektedir. Yasla birlikte gorilme sikhdinda artis dikkati
cekmektedir ve hastalarin %80’i 50-79 yas arasindadir (Kirkali vd 2005, Peterson vd
2006). Morbidite ve mortalite oranlari ise, Ulkelere ve etnik gruplara gore farklilik

gostermektedir (Murta-Nascimento 2007).

Urotelyal karsinoma etyolojisinde, aile dykusiiniin ciddi risk faktéri oldugu ile
ilgili veriler oldukca sinirhdir (Droller 2004). Her ne kadar konaga ait faktorlerin
(glutatyon-S-transferaz, Sitokrom P-450 izozimleri gibi) etiyolojide rol oynayabilecegi
gosterilmisse de, primer olarak ¢evresel karsinojenlere maruz kalmanin hastaligin
etiyolojisi ile oldukca yakindan iliskili oldugu goérunmektedir (Droller 2004, Lokeshwar
vd 2011). Buna gore gevresel faktorler; bireyin yasam tarzi (sigara, alkol kullanimi gibi),
toksik etkenler (arsenik gibi), mesleksel risk faktorleri (tekstil sanayinde ve kuaférlerde
kullanilan kimyasal boyalar, petrol endustrisinde kullanilan kimyasallar gibi) ve
infeksiyon/inflamasyon (Sistozoma enfeksiyonu ve tekrarlayan sistit gibi) olarak

gruplandirilabilir.

Urotelyal karsinoma gelisimi ve progresyonunun molekiiler temelini
aydinlatmaya yonelik gegmiste yapilan galismalar, bu iki stregten sorumlu genler
ve/veya kromozomal bdlgelerin belilenmesine odaklanmiglardir (Lokeshwar vd 2011).
Belirli genetik degisimlerin (9. kromozomdaki heterozigosite kaybi, p53, FGFR gibi
O0zgln genetik mutasyonlarin kazanimi gibi) patogenezde &énemli bir rol
oynayabileceginin belirlenmesine karsin, ginimuzde tum kanserlerin patogenezinde
oldugu gibi bu cok evreli karsinogenez slrecinde bircok genetik ve epigenetik
faktorlerin sorumlu olabilecegi gosterilmistir (Lokeshwar vd 2011). Her gecen gin

hastaligin patogenezi ile ilgili bilgi birikimimiz artmakla birlikte, heniiz bu karsinomanin



patogenezi net olarak aydinlatilamamigtir ve hala en 6nemli soru hangi gen/lerdeki
genetik ve/veya epigenetik degisimlerin spesifik timdr gelisiminden ve bu malign

fenotipin devamliligindan sorumlu olduklaridir.

Toll-benzeri reseptér (Toll-like receptor, TLR)ler konak savunmasinda
patojenlere ve hlcre ici tehlike sinyallerine karsi dogal immun yanitin olusturulmasinda
ve adaptif ikincil immun yanitin aktivasyonunda kritik role sahip, evrim strecinde siki
korunmus integral membran reseptorleridir. Ginumize kadar memelilerde 13 TLR
analogu tanimlanmakla birlikte, TLR11, 12 ve 13 insanlarda eksprese olmayip sadece
farelerde fonksiyoneldirler. TLR1, 2, 4, 5 ve 6 hicre ylzeyinde eksprese olurlarken
TLR3, 7, 8 ve 9 hemen hemen tamamiyla endozomlarin ylzeyinde eksprese olurlar
(Lawless vd 2012). Farkh TLR’lere 6zgun patojen-kokenli ligandlar hakkinda daha
detayli bilgilerimizin bulunmasina karsin, 6zellikle hicre igi tehlike sinyalleri olarak rol
oynayan ligandlar basta olmak Uzere her bir reseptére 6zgun ligandlar hakkinda
oldukga sinirl bilgi birikimimiz vardir (Lawless vd 2012, Wang vd 2013). TLR’ler baslica
makrofaj ve dendritik hiicreler gibi 6nemli immun sistem hucrelerinde eksprese olurlar
ve patojen invazyonunun anahtar sensorleridir (Miyake 2007). Son yillardaki veriler
fonksiyonal TLR’lerin sadece immun sistem hucrelerinde degil kanser hticrelerinde de
eksprese olduklarini géstermektedir (Ayari vd 2011). Benzer sekilde, TLR’lerin tumor
mikrogevresinde var olan kronik inflamasyon sirasinda hem karsinogenezde hem de
timor progresyonunda rol oynadiklari belirlenmistir. Hasarli normal epitel hiicrelerden
ve nekrotik kanser hiicrelerinden kdken alan hasarla-iligkili molekiler kaliplar (Damage-
associated molecular patterns, DAMPSs), tumér mikrogevresinde onemli dizeyde
bulunmaktadirlar ve bu kaliplarin 6zgin TLR’leri uyarmalarinin kronik inflamasyonu
uyardigi dustnulmektedir ( Sato vd 2009, Bhatelia vd 2014, Husseinzadeh vd 2014).

Helicobacter pylori (H.pylori) ile infekte kronik gastritli bireylerdeki yuksek
gastrik kanseri riski, kronik inflamasyon ve kanser gelisimi arasindaki iligkiyi gosteren
onemli bir 6rnektir (Mantovani vd 2008). TLR2, 4, 5 ve 9un normal gastrik epitel
hucrelerinde eksprese oldugu, ancak TLR4, 5 ve 9'un H.pylori ile infekte bireylerin hem
gastrik kanser hicrelerinde hem de metaplastik ve displastik gastrik epitel hiicrelerinde
asiri eksprese olduklar gosterilmistir (Schmausser vd 2005). Kronik inflamasyon, TLR
ekspresyonu ve karsinogenez arasindaki olasi iligkiyi gosteren bir bagka ornek de
kolorektal kanserdir. TLR1-9 olmak Uzere 9 farkh TLR’nin normal kolon epitel
hicrelerinde eksprese olduklarl, ancak TLR4’Un kolitli bireylerin kolorektal kanser
hicrelerinde asiri eksprese olduklari belirlenmistir (Fukata vd 2007). Over kanseri,

servikal kanser, akciger kanseri ve melanoma gibi farkli kanser turlerinde de benzer



iliskiyi arastiran calismalar bulunmakla birlikte (Mai vd 2013), literaturde urotelyal

karsinomlarla ilgili oldukga sinirli ve netlik kazanmamis veriler bulunmaktadir.

Yukarida Ozetlemeye c¢alistigimiz veriler egliginde, “Doktora tezi” olarak
planladigimiz bu c¢alismadaki hipotezimiz, Urotelyal karsinomlu olgularin kanserli
olmayan olgulara goére farkli TLR ekspresyonlarina sahip olduklari ve bu ekspresyon
profillerinin Urotelyal karsinomanin patogenezinde rol oynadigidir. Bu hipotezimiz
cercevesinde, calismamizda urotelyal karsinomlu olan (yeni tani alan) ve olmayan
olgulardan alinan mesane doku ornekleri ve idrar drnekleri kullanildi. Bu 6érneklerden
gercek-zamanh PCR yéntemi kullanilarak TLR1-10 olmak tGzere 10 farkhi TLR’lerinin
MRNA dizeyindeki ekspresyon profilleri belirlendi. Ayni zamanda, doku ile idrar
orneklerindeki ekspresyon profilleri karsilastirildi. Bu karsilastirmada timérin grade ve
evresi basta olmak Uzere olgulara ait patolojik veriler de degerlendirmeye alindi.
Calismanin bir diger boliminde ise, calismaya dahil edilen olgulardan alinan idrar
orneklerinde pro-inflamatuar sitokinlerin konsantrasyonlari belirlendi ve TLR’lerin

ekspresyon profilleri ile inflamatuar yanit arasindaki olasi iliski degerlendirildi.



2.KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Mesanenin Anatomik ve Histolojik Yapisi

Mesane, idrar depolama ve bosaltma goérevi yapan, pelvik yerlesimli, i¢ci bos
muskuler bir organdir. Bos mesane erigkinlerde simfiz pubisin arkasinda, yeni dogan
ve ¢ocuklarda dessensus tamamlanmadigdi icin daha yukarida yer alir. Mesanenin sekli
ve konumu bos veya dolu olusuna gbre degisir. Bos mesane simfiz pubisin arkasinda
yer alan, tepesi 6nde ve yukarida, tabani arkada ve asagida bir Uggen piramit
seklindedir (Sekil 2.1). Mesanenin en Ust noktasini olusturan apeks, simfiz pubisin
yukarisinda karin én duvarina dogru uzanir ve embriyolojik dénemdeki urakusun artigi
olan fibréz bir bantla (chorda urachii) gébede baglanir. Mesanenin tepesi prostat,
tabani plika rektovezikalis ve yanlari vaz deferenslerden olusan bir tiggen seklindedir.
Erkeklerde rektumla komsudur. Kadinlarda ise mesane tabani vagina 6n duvari ve

uterus ile komsudur (Anafarta vd 2011).

Mesane histolojik olarak mukoza ve submukoza, muskiler tabaka ve seroza

olmak Uzere U¢ tabakadan olusur (Sekil 2.1).

Mukoza ve submukoza: Mukoza transizyonel epitel hiicreleri ile dosenmigtir.
Transizyonel epitel hiicreleri mesane bos iken 4-8, dolu iken 2-3 kat hiicreden olusan
tabakalar halinde dizilmektedir. YUlzeyel tabakada, tek sirali eozinofilik sitoplazmal
hekzagonal semsiye hicreler bulunur. Bu tabaka sdlfatlanmis polisakkaritler
(glikozaminoglikan) ile kaphdir. Orta tabaka; algak kolumnar, kiboidal, oval genis
sitoplazmali lizozim ve sitoplazmik vezikiller iceren hiicrelerden olusmaktadir. Bazal
tabaka; duzenli bir bazal lamina Uzerinde ve ona yapisik olarak bulunan tek sirali

kuboidal hicrelerden olusmaktadir.

Muskiiler tabaka: igte ve dista longitudinal, ortada sirkiiler seyirli kas demetleri
bulunmaktadir. Mesane bos iken oval ve kuboid yapida olan hiicreler, mesane dolunca
basing etkisiyle yassi epitele donusmektedir. Lamina propria zengin bir damar agi
icermektedir. Lenfatik damarlar, elastik liflerden olusan gevsek bag dokusu
bulunmaktadir. Damar agina yakin seyreden dizenli veya duzensiz gsekilde duz kas

demetleri bulunur. Bu kas demetleri muskilaris mukoza’yr olusturmaktadir. Mesane



tumor evrelemesinde bu bodlgede gorulen tumorler bazen kas invazyonu yapmis

izlenimi vererek yanlis evrelemeye neden olabilmektedir.

Seroza: Fibroelastik bir tabaka olup damarlar ve sinirler bulunur. Cok sayida

yag hucresi mevcuttur (Sari 2007).
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Sekil 2.1 Mesanenin anatomik (a) ve histolojik (b) yapisi (Marieb ve Hoehn 2009)

2.2. Urotelyal Karsinoma

2.2.1.Epidemiyoloji

2010 yihnin verilerine gore kanser, hemen hemen tim dinya Ulkelerinde 6lim
nedenleri arasinda kardiyovaskuler hastaliklardan sonra ikinci sirada yer almaktadir
(Siegel vd 2014). Dinya Saghk Orglti 2012 yili verilerine gore, Diinya genelinde 8.2
milyon kisi kanser nedeniyle hayatini kaybetmistir

(http://www.who.int/cancer/en/index.html).

Mesanede ortaya gikan malign timoérlerin yaklasik %95’i Grotelyumdan gelisen
urotelyal karsinomlardir ve heterojen 6zellikleri tagimaktadirlar. Urotelyal karsinomlar
dinyada en sik gorulen 5. kanser tipi olup, erkeklerde kadinlara oranla 3 kat fazla
gorilmektedir. Yagla birlikte gortlme sikhdinda artis dikkati gekmektedir ve hastalarin


http://www.who.int/cancer/en/index.html

%80’i 50-79 yas arasindadir (Kirkali vd 2005, Peterson vd 2006). Morbidite ve mortalite
oranlari ise, ulkelere ve etnik gruplara gore farklilik gostermektedir (Murta-Nascimento
vd 2007).

Urotelyal karsinomalarda en yliksek prevelans Kuzey Amerika ve Avrupa Birligi
Ulkeleri’ndedir. Geligmekte olan ilkelere oranla gelismis olan Ulkelerde (rotelyal
karsinoma prevelansi yaklagik olarak alti kat daha yuksektir. (Eble vd 2004). Bu farkhlik
blylUk olasilikla gelismekte olan Ulkelerde kanser vakasi kayitlarinin diizenli tutulmamis
olmasi ve bu Uulkelerde yillik kanser vakasi istatistiklerinin dizenli yapilmamis
olmasindan kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte Urotelyal karsinomanin risk faktorleri
arasinda bulunan gistosomiyazisin endemik oldugu Orta Dogu ve Kuzey Afrika
ulkelerinde de hastahgin insidans hizi ylksektir (Curado vd 2007). Amerikan Kanser
Dernegi 2014 yil verilerine gore urotelyal karsinoma tanisi konulan tahmini vaka sayisi
141.610’dur ve bu hastaliktan 6len vakalarin sayisinin ise yaklasik 30.350 olacagi
tahmin edilmektedir (Siegel vd 2014).

Turkiye'de 2006-2008 yillarina ait kanser istatistik verilerine gore, Urotelyal
karsinoma erkeklerde en sik gorilen 3. kanser turadur. Bu yillar arasinda dlkemizde
onemli bir insidans artisi gézlenmemektedir. Turkiye’'de, sekiz ile ait verilere gore en
yiksek insidans hizlarinin gézlendigi iller erkeklerde izmir (24.8), Eskisehir (24.8) ve
Trabzon (24.1) iken, kadinlarda Antalya (3.3), Eskisehir (2.7) ve izmirdir (2.5). En
dusuk hizlara sahip iller ise erkeklerde (15.3) ile Bursa, kadinlarda ise (1.7) ile
Samsun’dur. Tablo 2.1 ve 2.2, T.C. Saglk Bakanhginin 2012 yih Tarkiye Saglik
istatistikleri Yilgina'na gdre kadinlarda ve erkeklerde en sik gériilen kanser tiirlerini ve

insidanslarini géstermektedir (Web_3).



Tablo 2.1 Ulkemizde yillara gore kadinlarda en sik gorilen 10 kanser tirunun insidansi
(100.000°de) (Turkiye Saglik Istatistikleri Yilligi, 2012)

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010° 2011

*: 2009, 2010 ve 2011 yillarina ait insidans degerleri tahmini degerlerdir.

Tablo 2.2 Ukemizde yillara gore erkeklerde en sik gorilen 10 kanser turtnin insidansi
(100.000'de) (Turkiye Saglhk Istatistikleri Yilhgi, 2012)

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

*: 2009, 2010 ve 2011 yillarina ait insidans degerleri tahmini degerlerdir.



2.2.2. Etiyoloji ve risk faktorleri

Urotelyal karsinomanin nedeni/leri net olarak bilinmemektedir. Ancak belli risk
faktorlerinin bu hastaligin gelisiminden sorumlu olduklari bilinmektedir. Bu nedenle, bu
bélimde drotelyal karsinom gelisiminde rol oynadiklari belirlenen 6nemli risk

faktorlerinden bahsedilecektir.

2.2.2.1.Sigara kullanimi

Sigara kullanimi ve kanser arasindaki iligkiye dair epidemiyolojik kanitlar 1920’li
yillarda ortaya ¢cikmig, 1950 yilinda da sigara kullanimi ve akciger kanseri arasindaki
iliski kanitlanmistir. Gelismis Ulkelerde sigara kullanimi, akcider kanserinin yanisira

diger kanser turlerinden 6lumlerin yizde otuzundan sorumludur (Gandini vd 2008).

Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) verilerine gére sigara kullanimi;
akciger, oral bosluk, naso-,oro-, ve hipofarinks, nazal bosluk ve paranazal sinusler,
larinks, 6zafagus, mide, pankreas, karaciger, bobrek, mesane, Uretra, uterus, serviks
ve kemik iligi kanserleri ile iligskilendiriimistir. Sigarada kabul edilen karsinojenik
bilesenler arilaminler, 4-aminobifenil, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH’lar), N-
nitrozo bilesenleri, heterosiklik aminler ve c¢esitli epoksidler olarak siralanabilir.
Urotelyal karsinoma risk faktorleri arasinda sigara kullanimi erkeklerde %50-%65 ve
kadinlarda %Z20-%30 oranlarinda belirlenmigtir (Boffetta 2008). Bununla birlikte
dinyada sigara kullanimi, erkeklerde urotelyal karsinoma o6limlerinin %34’Unden
sorumlu iken kadinlarda bu oran %13’tur (Maxwell 2008). Sigara kullanma aligkanhgi
olanlarin yanisira pasif sigara icimi de sigara, Urotelyal karsinoma igin bir risk
faktoradur. Yapilan galismalar, sigara kullanma suresinin ve ortalama gunlik kullanilan
sigara sayisinin kanser riskini belirleyici etmenlerden oldugunu gdstermektedir. Sigara
kullaniminin birakilmasini takiben 1-4 yil igerisinde Urotelyal karsinoma riski %40
azalirken, bu oran 25 yilin sonunda %60’a ¢ikmaktadir (Brennan vd 2000). Tum bu
bulgular Urotelyal karsinomanin karsinogenezinde sigara kullaniminin énemli bir rol
oynadigini ve guglu bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bir bagka ifade ile sigara
urotelyal karsinoma gelisimi risk faktdrleri arasinda birinci sirada yer almaktadir. Sigara
disinda risk faktoru olarak alkol kullanimi degerlendirildiginde, erkeklerde yalnizca ileri
evre timorlerde alkol kullanimi ve Urotelyal karsinoma arasinda disuk bir korelasyon

gOsterilmistir (Zeegers vd 2004).



2.2.2.2. Mesleksel risk faktorleri

Mesleksel risk faktorleri, Urotelyal karsinoma gelisimi agisindan risk faktorleri
arasinda ikinci sirada yer almaktadir. Kimyasallara maruz kalma ve Urotelyal karsinoma
arasindaki iliskinin varligi, yirminci ylzyilda boya sanayinde c¢alisan isciler arasinda
gOsterilmistir. Benzen tlrevleri ve arilaminler (2-naptilamin, 4-ABP, 4,4¢-
metilenedianilin ve o-toluidin) bu kimyasallara 6rnek olarak verilebilir. Uluslararasi
Kanser Arastirma Ajansi (IARC), Grup1, Grup 2A ve Grup 2B olmak lzere Ug¢ sinifa
ayirdigr 11 spesifik aromatik amininin kullanildi§gi boya, tekstil, deri ve lastik
fabrikalarinda ¢alisan meslek gruplarinda mesane kanser riskinde artisin oldugunu ve
mesane kanserlerinin  %20-%25’inin mesleksel risk faktorlerinden kaynaklandigini
rapor etmistir (Tablo 2.3) (Pelucchi vd 2006).

Tablo 2.3 Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan mesane kanseri igin
karsinojen olarak tanimlanan spesifik aromatik aminler (Delclos ve Lerner 2008)

Grup 1 Grup 2A Grup 2B

4- aminobifenil 4-Kloro-orto-toluidin 4 4’- Metilin bis
Arsenik (2-metilanilin)
Benzo[a]pirin Perkloroetilen
Benzidin Trikloroetilen
B- Napitilamin Tetrakloroetilen

N,N-bis (2-kloroetil)-2-
napitillamin (kloroanilin)
4,4’- Metilin bis(2-kloroanilin)
(MOCA)

Orto-toluidin

Son yillarda yapilan bir ¢calismada, riskin garson ve barmenlerde 2.87, tip ve
saglik ile iligkili mesleklerde 2.17, tarimsal, ciftlik hayvanlari ve hayvanlara 6zgu
Urdnlerin Gretiminde ¢alisan bireylerde 1.90, elektrik montaji, kurulumu ve onariminda
c¢alisan iscilerde 1.69 ve iletisim ile ilgili islerde calisanlarda 1.74 kat arttid
gOsterilmistir (Cassidy vd 2009).

2.2.2.3. Genetik yatkinlik

Urotelyal karsinomda genetik yatkinlikla ilgili sinirli veriler olmakla birlikte,
hastalarin birinci derece akrabalarinda Urotelyal karsinoma gelisme riskinin ailede bu
hastaliga yakalanmis kisi bulunmayanlara oranla iki kat daha fazla oldugu rapor
edilmistir (Negri vd 2001). Molekdler arastirmacilar, dUrotelyal karsinomun yanisira diger
bircok kanser turinde karsinogeneze bagli genetik degisikliklerin genetik yatkinlik ile
iliskili oldugunu dogrulamaktadir. Yapilan arastirmalarda, Glutatyon S- transferaz
(GSTM1, GSTP1 ve GSTT1) genlerinin dusuk aktiviteli genotiplerinin Urotelyal
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karsinomada risk faktorl olusturduklari belirlenmistir (Yuan vd 2008). Benzer sekilde
CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2D6, CYP2E1, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4,
CYP3A5, CYP2A6 ve CYP2A13 gibi sitokrom P450 genlerindeki polimorfizmlerin de

urotelyal karsinoma riskini arttirdig1 gosterilmigtir (Sankhwar 2014).

Sekizinci kromozomun kisa kolunda lokalize N-acetyltransferase (NAT)-1 ve
(NAT)-2 genleri, aminlerin inaktivasyonunda goérev almaktadirlar. NAT-2 aktivitesindeki
azalma, aromatik aminler gibi gevresel karsinojenlere maruz kalan hastalar arasinda
Urotelyal karsinoma yatkinligini ortaya ¢ikarmaktadir. Birgcok calismada NAT-2 gen
polimorfizmlerinin  (K268R rs1208, G286E rs1799931, R64Q rs1801279, Y94Y
rs1041983, 1114T rs1801280, L161L rs1799929, R197Q rs1799930) yiiksek dereceli
Urotelyal karsinoma riski ile iligkili oldugunu géstermistir (Garcia-Closas vd 2005). DNA
hasarini tamir eden 6nemli tamir mekanizmalarindan biri olan Nukleotid Eksizyon Tamir
(Nucleotide excision repair, NER) yolaginda goérev alan bir¢gok gene ait polimorfizmlerin

de Urotelyal karsinoma riskini arttirdiklari gésterilmistir (Garcia-Closas vd 2005).

2.2.2.4. Enfeksiyon

Kronik idrar yolu enfeksiyonlari, 6zellikle invaziv skuamdz hucre karsinomlari
basta olmak Uzere tim mesane kanserleri icin dnemli risk faktorleri arasinda yer
almaktadir. IARC, 6zellikle Uriner sistozomiyazisin Urotelyal karsinoma riskini bes kat
arttirdigini bildirmistir (Khurana vd 2005). insanlarda malaryadan sonra en énemli ikinci
yaygin parazitik enfeksiyon olan sistozomiyazin Urotelyal karsinoma patogenezine nasil
katildigi ile ilgili mekanizma heniiz net olarak bilinmemektedir. Ancak bu konu ile ilgili
cesitli hipotezler 6ne surilmektedir. Bunlardan ilki, kronik inflamatuar proliferasyonun,
yuksek kanser insidansina neden olan genetik degisimleri uyarmasidir. Diger bir
yandan, sistozomiyaz ile infekte olan hastalarin idrar 6rneklerinde, nitrozaminler
[6zellikle N-butil-N (4-hidroksibutil)] gibi karsinojenik maddelerin varhdi gézlenmistir.
Ayni zamanda bu inflamatuar reaksiyonla iligkili olarak, transisyonel Urotelyumun
skuamoz epitelyuma donustigu gosterilmistir. Bu nedenle de sistozomiyaz dykisine
sahip urotelyal karsinoma olgularinin %70’inde transisyonel hlicre karsinomasindan

cok, skuamoz hucre karsinomanin varliyi gézlenmektedir (Abol-Enein 2008).

Sistozoma enfeksiyonuna bagl inflamasyon ile skuamdz hucreli Urotelyal
karsinoma arasindaki iliski bilinmesine ragmen, diger enfeksiyonlara bagli

inflamasyonlarin Urotelyal karsinomadaki rolleri henliz tam olarak bilinmemektedir.
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Yapilan birgok galismada, idrar yolu enfeksiyonlari ve Urotelyal karsinoma arasindaki
pozitif iliski agikca gosterilmistir. Ancak, ileride yapilacak olan prospektif calismalar ile
inflamasyonun Urotelyal karsinomandaki roli tam olarak agiklanabilecektir. Uriner
sistem enfeksiyonlari ve taslar ile kalici katater uygulamasi da, mesane epitelinde
irritasyona neden olarak urotelyal karsinoma riskini artirabilmektedir. Amerika Birlesik
Devletleri (ABD)'nde, Uriner sistem enfeksiyonu Oykusu olan kigilerde, 6zellikle g ve
daha fazla enfeksiyon durumunda Urotelyal karsinoma riskinin iki kat arttig
belirlenmistir. Ayrica bobrek taslari riski etkilemezken, Uriner sistem taslarinin anlaml

olarak riski yukselttigi bildiriimistir (Arlene vd 1984).

2.2.2.5. Radyasyon

Uzun bir siuredir kanser gelisiminde iyonize radyasyonun uzun sureli etkileri
arastirilmaktadir. Japonya’da atom bombasinin ortaya c¢ikardigi radyasyondan
etkilenen populasyon ile vyapilan calismalara ait verilerde, radyasyonun
Urotelyalkarsinoma riskini arttirdigi gosterilmistir (Hall 2008). Benzer sonugclar, yiksek
dozda radyoterapi tedavisi alan kanser hastalarinda da gosterilmis ve prostat kanseri
tedavisi alan hastalarda, daha sonraki yillarda Urotelyal karsinoma riskinin arttigi
belirlenmistir (Nieder vd 2008). Radyoterapi tedavisi alan servikal kanserli hastalarda
da, radyoterapi almayanlara oranla ikinci kez kansere (kolon, rektum/anis, mesane,

yumurtalik kanserleri gibi) yakalanma riskinin arttigi belirtilmistir (Chaturvedi vd 2007).

2.2.2.6. Beslenme aliskanliklari

Beslenme faktdrlerinin Urotelyal karsinoma ile iligkisi arastirilmig, ancak yapilan
c¢alismalarda yeterli kanit bulunamamistir. Gianlik alinan su miktarinin da Grotelyal
karsinoma ile iligkisi arastinlmigtir. Fazla su tlketiminin, idrardaki karsinojen
konsantrasyonunun dususine ve/veya bu karsinojenlerin bosaltma ferakansini
arttirarak Urotelyum ile olan temasinin digusine neden oldugu ve karsinoma riskini
azalttigr gosterilmistir (Villanueva vd 2006). Yapilan bazi arastirmalarda meyve
tuketiminin az da olsa riski azalttigi gosterilmigtir (Steinmaus vd 2000). Ayni zamanda
sari-yesil sebzelerin de urotelyal karsinoma riskini azalttigir gézlemlenmistir. Bu durum,
sebze ve meyvelerde bulunan karatoneitler ve C vitamininin antikarsinojenik etkisi ile
aciklanabilmektedir (Lokeshwar vd 2011).
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2.2.3. TNM Evrelendirmesi

Urotelyal karsinomanin tedavisini ve prognozunu belirlemek icin klinik olarak
tumorun lokalizasyonunun, mesane duvarina infiltrasyon olup olmadiginin, infiltrasyon
varsa derinliginin, lokal veya uzak metastazlarinin olup olmadiginin bilinmesi yani tam

anlamiyla evrelendiriimesi gereklidir (Cakir 2006).

Mesane tumorleri Tumor-Nodul-Metastaz (TNM)  siniflandirma sistemi
kullanilarak evrelendiriimektedir. TNM siniflandirmasi ile timérin invasyonunun
gelisimi (T), lokal ya da uzak lenf nodlarina metastatik yayilimi (N), ve uzak metastazin
varhgi (M) belirlenmektedir. Klinik derecelendirme cTNM olarak isimlendirilirken,
patolojik dogrulamadan sonra pTNM olarak isimlendiriimektedir (Lokeshwar vd 2011).
Dunya Saghk Orgiti tarafindan tanimlanan TNM evrelendirmesi, tim dinyada en

yaygin kullanilan siniflandirmadir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4 Mesane karsinomlarinin 2004 yili TMN evrelendirmesi

Primer timar (T)

TX Primer tumor degerlendirilemiyor

TO Primer timore ait kanit yok

Ta invazif olmayan papiller karsinom

Tis Karsinoma in situ.

T1 Lamina propriya invazyonu

T2 TUmor kas dokusunu (muskularis propria) tutmus
T2a Muskularis propriyanin %z Ust tabakasina invazyon
T2b Muskularis propriyanin %2 alt tabakasina invazyon

T3 Kas tabakasini asan infiltrasyon (Perivezikal doku invazyonu)
T3a Mikroskopik invazyon
T3b Makroskopik invazyon

T4 Prostat, uterus, vagina, pelvik duvar ya da abdominal duvara invazyon
T4a Prostat, uterus, vagina invazyonu
T4b Pelvik ya da abdominal duvara invazyon

Lenf nodu (N)

NX Bolgesel lenf nodu degerlendirilemiyor

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 En buyuk ¢ap1 2 cm ya da daha kiguk olan bir adet metastatik lenf nodu
N2 Capi 2-5 cm arasi degigen bir veya birden fazla metastatik lenf nodu

N3 En blyUk ¢api 5 cm’den blylk metastatik lenf nodlari

Uzak metastaz (M)

MX Uzak metastazlar degerlendirilemiyor

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz mevcut
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2.2.3.1. T kategorisi

Normal mesane epitelyumu, Uretelyum adi verilen transisyonel hiicre duvarina
sahiptir. Uretalyumun hemen altinda bazi diz kas fibrillerini igeren subepitelyal
baglayici doku (lamina propria) bulunmaktadir. Bu dokuya komsu, prevesikal yag doku
ile ¢evrili detrusor kasi (muscularis propria) yer almaktadir. Mesane uUretelyumu ile
sinirli birgok ylzeysel timor, pTa (non-invaze) kategorisinde siniflandirilirken, lamina
propria’'ya yayilan tumorler ise pT1l (ylzeysel invaziv) olarak siniflandiriimaktadir.
Karsinoma in-situ (CIS) ya da Tis olarak adlandirilan basik yiksek dereceli timorler ise
Uretelyum ile sinirlidir (Lokeshwar vd 2011). Ancak molekller veriler ve Klinik
deneyimler, CIS ve T1 lezyonlarin zaman iginde daha agresif 6zellik kazanma

potansiyeline sahip lezyonlar olduklarini géstermektedir (Cakir 2006).

T1’den daha yuksek evrelere sahip T2-T4 kategorisinde yer alan timorler, kas-
invaziv timarlerdir. Sirasi ile T2, T3 ve T4 evreleri muskularis propria, perivezikal doku
ve prostat, uterus, vagina, pelvik duvar ya da abdominal duvar gibi komsu organlara
invazyonu icermektedir. Bu kategorideki tumorler tek basina transiretral rezeksiyonla
tedavi edilemezler. Mesastazi olmayan bu olgularda birgok bati Glkesinde altin standart

tedavi olarak radikal sistektomi yapilmaktadir.

Muscle Perivesical
layer tissue

Epithelium/
lamina
propria

Urethra

Sekil 2.2 TNM klasifikasyon sistemine gore mesane karsinomlarinda T kategorileri
(Mertens 2014)



14

2.2.3.2. N kategorisi

N evresi, lenf nodlarinin Bilgisayarli Tomografi (CT) ve Manyetik Rezonans
Goruntileme (MRI) gibi teknikler kullanilarak ya da radikal sistektomi sirasinda pelvik
lenf nodu diseksiyonundan elde edilen lenf nodlarinin patolojik olarak
degerlendiriimesiyle belirlenmektedir. Lenfatik dagihm c¢odu zaman hipogastrik,
obturator, internal ve eksternal iliak digumleri takiben, ilk &nce anterior ve lateral pelvik

nodlarina dogru olmaktadir (Lokeshwar vd 2011).

2.2.3.3. M kategorisi

Urotelyal karsinomanin metastazi en cok akciger, karacijer ve kemikte
g6zlenmektedir. Toraks filmi ya da CT’si, ultrasonografi, karaciger filmi ya da CT’si ve

iskelet sintigrafisi gibi tekniklerle M evresi belirlenebilmektedir (Lokeshwar vd 2011).

2.2.4. Derecelendirme (grade’leme)

Histolojik olarak, mesane kanserlerinin %90’1 Uretelyal orijinli, % 5’i skuaméz
hiicre karsinomu, %2’sinden azi ise adenokarsinomalardir. Uretyal karsinoma, idrar
yolunda gérulen en yaygin malignansidir ve Urogenital timdrler arasinda élime sebep

olan ikinci kanserdir (Web_5).

Tumodr derecelendirmesi, hastalijin progresyonunu ve rekurrensini belirlemek
icin glinimiizde kullanilan en énemli prognostik indikatoérdiir (Hall vd 2007). Urotelyal
neoplazilerde en sik kullanilan siniflandirma sistemi Dunya Saglik Orgutinin 1973
yihinda yayinlamis oldugu siniflandirma sistemidir. Ancak, 2004 yihinda Dinya Saglik
Orgiitd (WHO) ve Uluslar arasi Urolojik Patologlar Birligi papiller neoplaziler icin bu
siniflandirma sistemini revize etmislerdir ve gunumuzde bu derecelendirme sistemi
kullaniimaktadir (Tablo 2.5). (Abat 2011).
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Tablo 2.5 Dinya Saglk Orgiti (WHO) 1973 ve 2004 yili derecelendirme (Grade)
sistemini karsilastiriimasi (Eble vd 2004)

1973 WHO siniflamasi 2004 WHO siniflamasi
Urotelyal papillom Urotelyal papillom
Derece 1: lyi diferansiye Dugsuk malignite potansiyeline sahip papiller

urotelyal neoplazi (PUNLMP)
Derece 2: Orta diferansiye Dusuk dereceli papiller drotelyal karsinom

Derece 3: Kotl diferansiye Yuksek dereceli papiller Urotelyal karsinom

2.2.5. Klinik ve Tani

Urotelyal karsinomalarda klinik semptomlar timaériin lokasyonuna ve yayilimina
gore degismektedir. Uretyal timorll bir cok hasta ilk olarak agrisiz hematuri sikayeti ile
hekime basvurmaktadir. Ardindan bu belirtiyi agrnli miksiyon ve pihti olusumu
izlemektedir. Mesanenin boyun kisminda lokalize ya da mesanenin buyuk bir kismini
kaplayan tumédrler, sik ve agrili idrara ¢gikma ve distri gibi rahatsiz edici belirtiler ile
kendini gosterebilmektedir. Elli yasin Gzerinde asemptomatik mikroskobik hematirisi
olanlarda malignansi insidansi %5 iken; semptomatik mikroskopik hematurisi olanlarda
bu insidans %10 civarindadir (Yenice 2008). Nadir olarak, ilerlemis seviyede olan
hastalarda belirgin pelvik kitlesi veya 6dem de gdzlenmektedir. Ayni zamanda
metastaza bagl olarak hastalarda kilo kaybi ve abdominalde ya da kemiklerde agri
gerceklesebilmektedir. Mesane neoplazisi ultrasonografi ya da bilgisayarli tomogrofide
belirlenebildigi gibi sitotoskopi ile de dogrulanmaktadir. Patolojik olarak guvenli taninin
konmasi igin ise mesane duvarinin muskuler tabakasindan timorin resekte edilmesi

gerekmektedir.

Urotelyal karsinoma hastalarin biyiik bir cogunlugunda hematurinin araliklarla
ya da surekli olarak gorunur ya da mikroskobik olarak kendini gosterdiginden
bahsetmistik. Mesane kanserli hastalarin 6zellikle kas-invaze olmayanlarinda fiziksel
muayenenin O6nemi bulunmamaktadir. Transuretyal rezeksiyon (TUR) sirasinda
bimanuel muayene 0Ozellikle kas-invaziv hastalarda klinik derecelendirmede yardimci
olabilmektedir. Uriner sitoloji, Grotelyal timér tasima riski olan hastalarda ve ayrica

transisyonel hiicre karsinoma 6ykusu bilinen hastalarda rekurrensi, progresyonu ve
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yaniti gérintilemede kullanilabilmektedir. Uriner sitolojinin, duyarliligi ve pozitif tahmin

degeri, yuksek gradedeki Uretyal timorlerin tanimlanmasinda ¢ok daha yUksektir.

Sistoskopi ile baglantili olarak radyolojik goruntileme siklikla 6nerilmektedir. Buna
ek olarak, mesane kanser dykusu bilinen hastalarda, mesane kanser vakalarinin ancak
%5’'inde gozlenen Ust kanal tumorlerinin varliginin belirlenmesi icin de goruntuleme
dnerilmektedir. intravenéz UGrogram, retrograde filografi, bilgisayarli tomografi ve
manyetik rezonans en yaygin goruntileme teknikleri arasinda yer almaktadir (Hall vd
2007).

2.2.5.1. idrar indikatérleri

Urotelyal karsinoma, rekiirrensi yiiksek olan kanser tiirlerinden biri oldugu icin,
idrar sitolojisi hastalarin tarama ve takibinde 6nem tasimaktadir. Yiksek grade’li
malignite veya CIS varlijinda idrarda veya mesane yikanti suyunda dokilmis kanser
hucrelerinin degerlendirilmesi uygun gorulmektedir (Yenice 2008). Son yillarda invaze
olmayan urotelyal kanserlerin tanisinda, sistoskopi, sitoloji ve biyopsi tekniklerinin yani
sira idrar tabanl indikatorler kullanilmaya baslanmistir. Bunlara érnek olarak, mesane
tumor antijeni STAT (Bard Diagnostics, Redmond, WA, USA), BTA TRAK test (Poly
Med Co, Cortlandt Manor, NY, USA), Nuklear Matriks Protein (NMP) 22 ve Mesane
Kontrol Testi (Matritech, Newton, MA, USA) gibi FDA-onayl testler verilebilir. Son
yillarda, idrarda tumor belirteclerinin degerlendirilmesi ile ilgili birgok farkli tekniklerin
kullanildigi yeni yéntemler de kullaniimaktadir ki, bunlarin icinde en yaygin olani FDA-
onayh fluoresan in situ hibridizasyon (FISH) (Urovysion Systems Vysis, Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL, USA) yontemidir (Hall vd 2007).

2.2.5.2. Diagnostik transuretral rezeksiyonu

Urotelyal karsinomanin tanisi sistoskopi, biyopsi ve gikarilan materyalin
patolojik degerlendiriimesi ile konulmaktadir. Bir hasta Urotelyal karsinoma acisindan
degerlendirilirken, Oncelikle sistoskopi yapilabilir. Eger yapilan tetkiklerde urotelyal
karsinoma saptanmis ise (gérintuleme yontemleri veya Uriner sitoloji pozitif); tanisal
sistoskopi yerine hasta anestezi altinda sistoskopi, biyopsi veya tiumor rezeksiyonu igin
hazirlanir. Mesanede ele gelen bir kitle olup olmadidini anlamak ve eger timor varsa,
pelvik duvara fikse olup olmadigini degerlendirmek icin anestezi altindaki hastaya

bimanuel muayene yapilmalidir (Yenice 2008).
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Mesane timoérinin sistoskop kullanilarak cikarilmasi iglemi “Transtretral
Rezeksiyon” (TUR) olarak isimlendiriimektedir. TUR, timériin evre ve derecesinin
belirlenmesine ek olarak histopatolojik bilgi de saglamaktadir. Hastaligin tipini ve
yayilimini tespit etmenin yani sira tum makroskopik ylizeyel ve mumkinse invaziv
tumorleri ortadan kaldirmayr amaglar. Tekrarlanan rezeksiyon ylzeyel tumorlerin
kontrolini daha iyi saglayabilir ve evrelendirme ile derecelendiriimesini kolaylastirabilir.
Ayni zamanda, tekrarlanan TUR, ilk rezeksiyonun sonucuna dayanilarak onerilen

tedavinin degismesine neden olabilir (Hall vd 2007).

2.2.6. Prognoz

Mesane karsinomlarinda prognoz farkl parametrelerle iligkilidir. Evre, en dnemli
prognostik gostergedir ve lenf nodu tutulumu kotld prognozun isaretidir. Birden fazla
lenf nodu tutulumu olan hastalarda, uzun sireli sag kalim orani 0’a yakindir. Evreden
badimsiz olarak mikroskobik grade’leme de énemli bir parametredir ve timor grade’i
kas-invaziv karsinoma ilerlemede en o©nemli prognostik godstergedir. TUmor
lokalizasyonu agisindan degerlendirme yapilacak olursa, mesane boynundaki timaorler
daha kotu prognoz ile iligkilidir. Mesane kubbesindeki tumdrler yuksek grade’li olma
egdiliminde iken, lateral duvar ve Ureterik orifis tUmorlerinin duguk grade’li olma egilimleri
vardir. Tumor lokalizasyonunun yani sira mesane mukozasindaki anormallikler de
prognozu etkileyen faktorler arasindadir. Ozellikle, ana timér kitlesinden uzakta
lokalize olan kig¢uk timoér odaklari veya displastik dedisiklikler ytksek rekirens orani
ile iligkilidir. TUmoér bayUklGga de bir bagka énemli parametredir ve timoér invazivligi ile
iligkilidir (Erol 2006). Ozellikle evre Il timorlerde, timor boyutu metastaz riski ve derin
kas invazyonu agisindan daha iyi bir géstergedir (Rosai ve Ackerman 2004). Yapilan
bir calismada, tumor boyutu 5 cm baz alinarak gruplandirma yapilmig ve bu gruplarda
muskularis propria invazyonuna bakildiginda 5 cm’den buyuk olan timérlerde invazyon

orani 4 kat fazla bulunmustur (Lopez-Beltran vd 2004).

Yuksek grade karsinom veya in situ karsinomlarda anaploidili hiicre
populasyonlarinin varligi s6z konusudur ve bu durum kétl prognozla iligkilidir. Diploid
tumorler genellikle dusuk grade ve diguk evre olma egilimindedir ve daha iyi prognoza
sahiptirler. Birgok ¢alismada, DNA ploidi durumu ile mikroskopik grade ve klinik gidis
arasinda yuUksek korelasyon gdzlenmistir. Ayni zamanda kromozomal aberasyonlar
acisindan degerlendirildiginde, Y kromozomu kaybi ile 1. ve 17.kromozom polizomileri

yuksek progresyon ile koreledir (Rosai ve Ackerman 2004).
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Mesane karsinomlarinda hicre proliferasyon belirtegleri timor grade’i ile korele
olup evre ile korele degildir. Birgok kanser turiinde oldugu gibi, Retinoblastoma geninde
mutasyonlarin belirlendigi mesane tumorlerinin, mutasyona sahip olmayan tumoérlere
oranla daha agresif olduklari gozlenmigtir. Benzer gsekilde mesane karsinomlarinda da
hicre bolinmesinin 6nemli bir duzenleyici faktori olarak rol yapan p53 geninde
mutasyonlar siklikla go6zlenmektedir. Mutant p53 ekspresyonunun Urotelyal
karsinomande erken invazyon ve metastaz ile iligkili oldugu bildirilmistir. Ayni zamanda,
T1 ve T2a mesane karsinomlarinda p53 overekspresyonu ile progresyon arasinda

yiksek korelasyon bulunmustur (Moch vd 1994).

Prognozda etkili bir diger faktor hastanin yasidir. Yasamin ilk 20 yilinda gorilen
tumorler genellikle iyi differansiye, invazyon yapmayan ve cok iyi prognoza sahip
timorlerdir. Bir calismada 40 yasin altindaki hastalarda patolojik agresifligin disuk

oldugu saptanmistir (Erol 2006).

2.2.7.Tedavi

2.2.7.1. Kasainvaze olmayan urotelyal karsinomada tedavi

Kasa invaze olmayan Urotelyal karsinomada tedavinin amaci rekilrrensi ve
progresyonu Onlemektir ki, boylelikle kansere baglh mortalitenin azaltiimasi
hedeflenmektedir. Rekirrens riskini azaltmak icin TUR sonrasi intravezikal kemoterapi
uygulanmaktadir. Tekrarlayan disik dereceli Ta timori ve yilksek dereceli Ta ve T1
lezyonlari olan hastalarda TUR sonrasi adjuvan intravezikal kemoterapi ve CIS olan
hastalarda da rezeksiyon sonrasi Bacillus Calmette-Guerin (BCG) ile intravezikal

kemoterapi 6nerilmektedir (Abat 2011).

2.2.7.1.1.Transuretral rezeksiyon (TUR)

Urotelyal karsinomanin baslangi¢ degerlendirmesi, dogru bir evrelendirmeyi
saglayacak tiUmor alanlarinin rezeksiyonu ile baglar (SOylemez ve Dingel 2013).
TUR’un o6zellikle dusuk evre ve grade’deki tUmorlerde tedavi edici etkinligi ylksektir.
Ozellikle T1 timérlerde timorin ilerleme gdsterme egilimi yiksektir ve miimkiin olan
durumlarda, TUR ile timoérin tamami ¢ikariimalidir. Bazal membrani asan invazyon

olasiligi agisindan kas tabakasi mutlaka alinmalidir. CIS varligindan sliphe ediliyorsa
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biyopsi alinmalidir. Orifis ¢evresini tutan timoérlerde Uretral kateterizasyon esliginde
TUR yapilmaldir (Yenice 2008).

2.2.7.1.2. Intravezikal tedaviler

Kasa invaze olmayan mesane kanserli hastalarda rekurrens ve progresyonu
onlemek ve sistemik tedavilerin morbiditesinden kaginmak icin, mesane icine uretral
katater yardimiyla imminoterapttik veya kemoterapétik ajanlar verilebilir. En sik
kullanilan ajanlar arasinda mitomisin-C, epirubisin ve BCG asisi gelmektedir.
Intravezikal tedaviler rekirrens ve progresyonu o6nlemede etkin olduklari kadar
rezeksiyonu imkansiz olan yaygin yutzeyel tumorlerin tedavisinde de basarili sonuglar
vermektedirler. Ancak, bu tedavilerde en biylk sorun ilaglarin dozu, suresi ve tedaviler
aras| slrenin standardize olmamasidir ve henlz uluslararasi tanimlanmis bir oneri
tedavi protokoll bulunmamaktadir. Bu tir tedavilerin lokal toksisitesi olarak sayilan yan
etkilerinin basinda irritatif iseme semptomlari gelmektedir ve sistemik toksisite nadiren

g0Ozlenen bir durumdur (Séylemez ve Dingel 2013).

Mitomisin-C (MMC) DNA sentezini inhibe eden bir anti-kanserojen ve alkilleyici
bir ajandir. Transuretral mesane timoru rezeksiyonun (TURBT)dan sonra tek doz
kullaniminin yaninda haftalik ¢oklu kullanimi veya uzun sireli idame kullanimi da s6z
konusudur. Interkalasyon ajanlarindan biri olan Epirubisin’in reklrrensi énleme oranlari
daha duslk, hastalia bagh élim oranlari ise daha yuksek bulunmustur. Bir baska
interkalasyon ajani olan Valrubisin, BCG’ye direngli Tis lezyonu olan hastalarda veya
acil sistektomiyi reddeden/ya da sistektomiye uygun olmayan hastalarda intravezikal
kullanimi icin FDA onay! alan bir antrasiklin tirevidir. Etki mekanizmasi Topoizomeraz-
2 enzimini inhibe etmek ve bdylelikle hicre dongusunin durmasina neden olmaktir
(Soylemez ve Dingel 2013). Intravezikal uygulanan kemoterapotik ajanlardan biri olan
BCG (Mycobacteriumbovis'in attenue susu), anti-tumor etkisini karmagik imman
tepkiyle olusturur ve bu etkiyi gosterebilmesi icin immun sistemin saglam olmasi
gerekir. Mesane kanserlerinde BCG tedavisi ile progresyon riskinin %26 oraninda
azaldi§i gosterilmistir. BCG’ye 6zgu en sik gorllen yan etkiler; abakteriyelsistit ve dizuri
(%80), hematuri (%40) ve subfebril atestir (%30) (Brausi vd 2014). Hastalarin ¢ok
disuk bir grubunda (<%5) ciddi yan etkiler gortlmektedir ve asetaminofen, non-
steroidal anti- enflamatuarlar ve spazmolitikler yan etkiden kaynaklanan semptomlari
gidermede genellikle yeterlidirler. Toll-benzeri reseptorler agisindan BCG’nin etkinligini

degerlendirmek gerekirse, bakterilerin neden oldugu uriner sistem infeksiyonlarina
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yanitta Ozellikle bakteriyal ligandlar olan lipopolisakkarit (LPS), fimbria, flagella gibi
yapilarin taninmasinda rol oynayan TLR'ler (TL2, TLR4 ve TLR5) MYD88-bagimli veya
MYD88-bagimsiz yolla pro-inflamatuvar sitokinlerin tretimine neden olurlar. BCG'ye
yanitta ise TLR2, TLR4 ve TLR9 birlikte gorev yaparlar. Mikobakteriyal lipoproteinler ve
glikolipidler TLR2'nin ligandlaridirlar. Urotelyal hiicrelerde LPS ve diger mikobakteriyal
komponentler TLR4’un ligandlari iken unmetile mikobakteriyal DNA TLR9’un ligandidir.
TUm bu ligandlara yanitta s6zkonusu TLR’ler, MYD88-bagimli yolakla pro-inflamatuvar
sitokinlerin  Uretimine neden olarak tumo6r mikrocevresindeki immun yanit
guclendirmektedir (LaRue vd 2013) (Sekil 2.3)

a Uropathogen (bacteria) b Mycobacterium bovis (BCG)
’ Capsule ‘ ‘ Flagellin H LPS ‘ Type 1 Mycobacterial cell wall LPS and other Unmethylated
fimbriated glycolipids mycobacterial DNA
E. coli Diacyl and triacyl peptides | | components

Diacyl Triacyl
peptides peptides

’ Antimicrobial peptides and pro-inflammatory cytokine production ‘ ‘ Pro-inflammatory cytokine production ‘
TLR 12 TLR 26 TLR4/CD14/MD-2 TLR9

Sekil 2.3 insan mesane dokusunda Uropatojenlere (a) ve BCG'ye (b) karsi TLR
yanitinin sematize gosterimi.

2.2.7.2. Kasa invazive mesane timorlerinde tedavi

Kasa invazive timdrlerin tedavisinde altin standart yontem radikal sistektomidir.
Performans durumu ve yas da tedavi secimini etkilemekte ve sistektomi; eslik eden
hastali§i olmayan daha gen¢ hastalarda tercih edilmektedir (Yenice 2008). Ancak bu
tedavi ile hastalarin yaklasik olarak %50'sinde 5 yillik sag kalim saglanabilmektedir. Bu
nedenle alternatif tedavi olanaklari degerlendiriimeye baslanmistir. Bu baglamda kas

invazyonu olan mesane kanserli hastalarda mikrometastazlari yok etmek, tUmorin
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evresini dustirmek ve sag kalim suresini uzatmak amaciyla neoadjuvan sistemik
kemoterapi arastiriimaktadir. Bazi hastalar igin, gereksiz ve asiri bir tedavi yontemi
olmasinin yani sira sistektomi zamanini geciktirmesi, neoadjuvan kemoterapinin 6nemli
dezavantajlarindandir. Benzer sekilde, MVAC (metotreksat, vinblastin, adriamisin ve
sisplatin) kemoterapisinin ciddi granulositopeni, bulanti, kusma, stomatit, diyare veya
konstipasyon gibi 6nemli yan etkileri saptanmis ve toksik etkilerine bagli mortalite orani
% 3-4 olarak bildirilmistir. Sisplatin icerikli neoadjuvan kemoterapi ile 5 yillik sag kalim
siresini % 5-7 oraninda arttirilabilmektedir. Ancak performansi kéti ve renal yetmezligi

olan hastalarda bu kombine tedavinin kullanimi 6nerilmemektedir (Abat 2011).

2.2.7.2.1.Radikal sistektomi

Sistektomi igin birincil endikasyon, kasa invazive Urotelyal karsinoma (T2-T4a,
NO-NX,MO0)'dir. Diger endikasyonlar; yuksek dereceli ylzeyel timoérler (T1 ve BCG-
direncli CIS) ve konservatif yontemlerle kontrol edilemeyen genis papiller timorlerdir.
Cerrahi-digi tedavi ybntemlerine cevap vermeyenlerde, mesane koruyucu tedavi
sonrasinda relaps olanlarda ve degisici epitelyum hdcreli kanser digi tumorlerde
kurtarma sistektomisi endikedir. Eslik eden ciddi hastaliklari olanlarda ve cerrahi riski

kabul etmeyenlerde sistektomi kontrendikedir (Yenice 2008).

2.2.8. Urotelyal karsinomanin gelisiminde ve progresyonunda rol oynayan

molekiler mekanizmalar

Urotelyal karsinoma gelisiminin altinda yatan molekiler degisimler, uzun bir
suredir bircok calismanin ana hedeflerinden biri olmaya devam etmektedir. S.
haematobium parazitinin endemik oldugu bdlgelerde skuamdz timoérler (parazitin bu
timor tipi icin predominant etki gostermesi nedeniyle) arastirilirken, bu bolge disindaki
dunya genelinde galismalar Urotelyal karsinomlara odaklanmistir (Lokeshwar vd 2011).
Urotelyal karsinomali hastalarin yaklasik %80’ini uniform ¢ekirdekli hiicreleri ve minimal
hicre polaritesiyle, morfolojik olarak iyi tanimlanan distk dereceli timor tipi
olusturmaktadir. Dislk dereceli timorler, endoskopik rezeksiyon ile tedavi edilir ve
hastalarin yaklasik olarak %70’'inde bes yil icerisinde bir ya da daha fazla rekurrens
gozlenirken %15'inde invazyon gercekleserek tumor progresyonu meydana
gelmektedir (Hussain ve Akhtar 2013). ikinci fenotipi olugturan yiiksek dereceli tdémérler
ise lamina propria ve buranin ardina hicum eden yuksek proliferatif yetenede sahip
neoplastik hlcrelerden olugsmaktadir. Geligimin Uglnctu fenotipi ise CIS olarak

isimlendirilmektedir. Bunlar hiperproliferatif, horizontal olarak yayilan invaziv mesane
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kanser hicreleridir (Lokeshwar vd 2011). Yuksek dereceli kasa invaze karsinomalarin
¢ogu yuksek dereceli displazi/karsinoma in situ ile intramukozal lezyonlarda olusmaya
baslamaktadir (Tis evresi). Bir stre sonra bu lezyonlarin ¢odu invaziv olur ve klinik
olarak yuiksek dereceli kasa invaze karsinoma olarak isimlendirilirler (2-4 evresi).
Yuksek dereceli kas invaze karsinoma hastalarinin yaklasik %50’sinde metastaz
gelismekte ve tanidan sonra iki yil igerisinde hastaliga yenik diusmektedirler (Hussain
ve Akhtar 2013). Bu tumor gruplarindaki farkli davraniglar bu timorlerin molekuler

profillerinin farkliliklarini yansitmaktadir.

Genel anlamda, 6zel bir hicre klonu icinde, hucre bdélinmesi ve genomik
batanliglin korunmasindan sorumlu regllatér mekanizmalardan kagisa neden olan
mutasyonlarin  varligi karsinogenezin konvansiyonal modelini olusturmaktadir.
Urotelyumda normal bir hiicrede timor baskilayici genlerden herhangi birinde
gerceklesen mutasyon gibi anormal bir molekiler degisim, mesane karsinogezini
baslatabilmektedir. Preneoplastik Uretyal plak (PUP) olusumu sonrasinda hicrelerin
proliferasyonu gittikce artmakta ve Urotelyumdaki normal komsu hicrelere yavasca
yayilimi gerceklesmektedir. Birgok urotelyal karsinoma hastasinda PUP formasyonuna
sebep olan genetik degisimler arasinda 9. kromozomda heterozigosite kaybi (LOH)
gozlenmektedir. Yapilan ¢alismalarda kritik boélgenin proksimal 9q ve sentromerik 9p
bolgelerini iceren genis bir alani kapsadigini géstermektedir. Detayli haritalama
calismalari sonucunda 9p12 ve 9q34.1 bdlgeleri arasinda TSC1 (tuberdz skleroz-1),
DBC1 (deleted in bladder cancer gene 1), PTCH1 (patched homolog 1), MSSE
(multiple kendi kendini onaran skuamoz epiteloma) ve CDKN1B (encoding P27, siklin
bagiml kinaz inhibitér (CDKI) protein) gibi ¢esitli potansiyel timdr baskilayici genlerin
varlig1 gosterilmigtir (Eble vd 2004). Urotelyal karsinomanin geligiminde 9.
kromozomdaki LOH'un vyanisira yiksek dereceli timorle karakterize olan p53
mutasyonlari da énemli molekuler degisimlerden biridir. Arastirmalar 9. kromozomdaki
LOH’un dusuk dereceli timorlerde CIS ve displaziye gére % 34 oraninda daha ylksek
frekansta gozlendigini, Ta timdrlerde ancak % 3 oraninda mutant p53 gdzlenirken CIS
ve displazi lezyonlarinda bu oranin % 65 oldugunu gdstermektedir (Spruck vd 1994,
Lokeshwar vd 2011). Grade ve evresine bakmaksizin mesane timdrlerinin %50’den
fazlasinda 9. kromozomda LOH g&ézlenmektedir. Bu durum 9. kromozomdaki LOH’un,
dusuk dereceli ve yuksek dereceli tumdrlerde gelisen molekuler degisimlerden ¢ok
daha erken bir dénemde gerceklestigini gostermektedir (Sekil 2.4). Kromozom 9’da
gOzlenen bu en erken genetik degisimle birlikte Urotelyal karsinomda birgok farkl

sayisal ve yapisal kromozom anomalileri de tanimlanmigtir. Bunlar arasinda 3q, 7p ve
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17q kazanimlari ve 9p21 delesyonlari, 6zellikle tani ve prognoz agisindan potansiyel

W B > S -

99-/9p-
HRAS/FGFR3, PI3K/AKT \ /

orma
urotheliu
p53, pRbl

~15%
8p-, 11p-, 13q-, 140-

Oneme sahip kromozomal degisimlerdir (Netto 2013).

909-/9p-
~50Y
p53, pRb1l E-cad, MMP MMP9, VEGF,
8p-, 8p+, 17p- VEGF, COX-2 THBSY, IL-8, EGFR,
IMP3, LAMC2

Sekil 2.4 Kasa invaze olan ve olmayan mesane kanserlerinde farkli molekdler yolaklar
(Netto 2013)

(Kisaltmalar: AKT- v-akt murine thymoma viral onkogeni, CIS- Karsinoma in situ, COX-
Siklooksigenaz 2, E-cad- Kaderin 1 (E-kaderin, EGFR-Epidermal Blylume Faktéri Reseptérd,
FGFR3, Fibroblast Buyume Faktori Reseptori 3, HG URCa- invaziv olmayan yuksek-derecel
Urotelyal karsinoma, HRAS, v-Ha-ras Harvey rat sarkoma viral onkogeni, LAMC2- Laminin alt
Unitesi gama 2, LG URCa- invaziv olmayan dugsuk dereceli Urotelyal karsinoma, MMP- matriks
metalloproteaz, PI3K- Fosfoinositid-3-kinaz, pRb1- Retinoblastoma-benzeri protein 1, THBS1-
Trombospondin 1, URCa- Urotelyal karsinoma, VEGF- Vaskiiler Endotelyal Bilyiime Faktori)

Gunumuze kadar yapilan ¢alismalar, kasa invaze olmayan ve kasa invaze olan
mesane kanserlerinin karsinogenez stirecindeki iki farkli molekdler yolak bulundugunu
gostermektedir. Genetik degisimlerin  hastalidin progresyonunda anahtar roller
oynadiklarindan yola ¢ikarak, hem morfolojik hem de Kklinik agidan bu iki farkl
karaktere sahip tumorlerde de farkli genetik degisimlerin rol oynadiklari
beklenmektedir. Kasa invaze olmayan digsuk dereceli Urotelyal karsinoma gelisimindeki
onemli degisimler FGFR3, HRAS ve MTOR yolaklarina ait genlerdir. Bunun aksine,
kasa invaze olmayan yuksek dereceli ve kasa invaze Urotelyal karsinomada timor
mikrogevresindeki degigsimler kadar TP53, RBL1 gibi tumoOr baskilayici genlerde
meydana geligsimler rol oynamaktadir. Molekiler alanlarda teknolojinin ilerlemesi ile
birlikte, Urotelyal karsinomanin molekiler mekanizmalarini aydinlatmak amaci ile,
Kanser Genom Atlasi Aragtirma Agi 2014 yilinda 19 farkh merkezden elde ettikleri
kasa invaze yluksek dereceli 131 uUrotelyal karsinoma timoér doku ornekleri, 118

periferal kan drnekleri ve timore komsu 23 normal mesane doku 6rnekleri ile detayh bir
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arastirmayi tamamlamigtir. Bu arastirmada DNA kopya sayisi, somatik mutasyonlar,
RNA ve miRNA ekspresyonlari, DNA metilasyonu, viral integrasyon, yolak analizleri
gibi oldukca detayll veriler analiz edilmigtir. Hiicre donguisu regulasyonu, kromatin
regilasyonu ve kinaz sinyal iletim yolaklarinda rol oynayan toplam 32 gendeki
mutasyonun anlamli derecede bu karsinoma ile iligkili oldugu belirlenmigtir. Ayni
zamanda, yolak analizleri sonucunda tumoérlerin %42’sinin  fosfatidilinositol 3
kinaz/AKT/mTOR vyolagini ve %45inin de RTK/MAPK yolagini kullandiklari
belirlenmigstir. Bu ¢alismanin en ilging sonucu, giiniimize kadar ¢alisilan kanser tirleri
arasinda, Urotelyal karsinomada kromatin duzenleyici genlerde yiksek siklikta
mutasyonlarin gézlenmesidir (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2014)
(Sekil 2.5).

Bu genel veriler esliginde, asagidaki bolimde kasa invaze olmayan ve kasa
invaze olan Urotelyal karsinomdaki molekuler degisimlerle ilgili detayh aciklamalar

yapilacaktir.

2.2.8.1. Kasa invaze olmayan urotelyal karsinomadaki molekiiler degisimler

Urotelyumda gbézlenen karsinomalarin yaklasik olarak %80'i invaziv olmayan
dusuk derceli karsinomalardir. DusUk dereceli karsinoma epitelyumu, artmis kalinhgi
(>7 hicre katmani), cesitli ¢cekirdek pleomorfikligi ve papiler bliyime paterni disinda
normal Uretelyum ile benzerlik gostermektedir. Dusuk dereceli karsinomalar
transkripsiyon icin hlcre ylzey reseptdrlerinde c¢ekirdege iletilen asiri ve anormal
transdiksiyon sinyalleri sonucu olugmaktadirlar. Gen mutasyonlarina bagli gelisen
transduksiyon yolaklarindaki anormallikler hiicresel proliferasyonu arttirarak hicresel

hemeostasinin deregulasyonuna neden olmaktadir (Hussain ve Akhtar 2013).

Dusuk dereceli papiller karsinomada Ras-MAPK sinyal kaskadi dnemli bir sinyal
transdiksiyon vyoladidir. FGFR3 genindeki mutasyon, blylime faktdri ligandi
baglanmaksizin anormal reseptér dimerizasyonuna ve aktivasyonuna sebep olarak
Ras- MAPK transduiksiyon yolagini aktiflestirmektedir. Yaklasik olarak disik dereceli
karsinomalarin %70’inde FGFR3 mutasyonu gézlenmektedir (Hussain ve Akhtar 2013).
invaziv gelisen mesane kanserlerinin ise %3-5'inde EGFR amplifikasyonu gozlenirken,
%30-50’sinde EGFR overekspresyonu belirlenmigtir (Eble vd 2004).
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Ras gen ailesi uyelerinden yalnizca H-ras geni urotelyal karsinomanda 6nemli
role sahiptir. H-Ras mutasyonlar 12,13 ve 61. kodonlardaki spesifik degisimler ile
sinirhdir (Eble vd 2004). Duguk dereceli karsinomalarin yaklasik olarak %10’unda H-
Ras mutasyonlari gézlenmektedir (Hussain ve Akhtar 2013).

Dusuk grade Ta papiller Urotelyal karsinomalar genetik olarak stabildirler ve
kompleks kromozomal yeniden dizenlenmelerden ziyade siklikla nokta mutasyonlari
ya da kromozom Kkollarinin kaybi ile degisim gdstermektedirler. Son yapilan
calismalarda onemli degisimlerin ve mikroRNA (miRNA) ekspresyonlarinin varligi
belirlenmigtir. Siklikla karsilasilan degisimler, kromozom 9’un delesyonu (>%50), FGF
reseptor 3 (FGFR3) mutasyonlari ve fosfotidilinositol-3- kinaz (PI3K) (PIK3CA)'In
katalitik alt Unite p110a mutasyonlaridir. Bu timoérler siklikla diploide yakindir. Ta
tumorleri de iceren ancak genellikle yiuksek grade ve stagedeki tumorleri kapsayan
Urotelyal karsinomalarin yaklasik olarak %40’inda, 11p’de heterozigozite kaybi
g6zukmektedir. 1q, 17 ve 20q kazanimi, 11g’nun amplifikasyonu ve 10g’nun kaybi
siklikla olmasa da Urotelyal karsinomalarda gézlenmektedir. 11g’nun amplifikasyonu,
G1 den S fazina kadar hlicre donglsu progresyonunda goérev alan siklin D1 genini
(CCND1) de icermektedir (Knowles vd 2011). Dusik grade ve stagedeki Urotelyal
karsinoma hastalarinin idrar érneklerinden alinan DNA’da APC, CDKN2A (p14ARF) ve
RASSF1A genlerinde promotor hipermetilasyonu gosterilmektedir. Bu duruma yiiksek
grade ve stagedeki timdrlerde daha sik karsilasiimaktadir. Ta/T1 timdrlerindeki bazi
hipermetilasyonlar, progresyon riskinin artmasiyla iligkilendiriimektedir. DNA kopya
sayisindaki lokal gen ekspresyonu ile ilgili bir calisamada kopya sayisindan bagimsiz
olarak genomik bélgelerde dedisen ekspresyonlarin downregilasyona neden oldugu
gosterilmistir. Urotelyal karsinomada promotor metilasyonu goésteren, bilinen genlerin
bu bdlgede yer almamasi farkli mekanizmalarin genlerin susturulmasinda rol oynagini
g6stermektedir. DUslk grade Ta timdrleri genetik olarak stabildirler. Bu durum, ayni
hastadan alinan sekron6z ve metakron6z tumorlerin zaman icinde klonal yayilim
gbstermelerine ragmen blylk genetik benzerlik gdsterdiklerini agiklamaktadir.
Kromozom 9’'daki heterozigozite kaybi ve FGFR3 genindeki mutasyonlar farkli olaylar
olup bu olaylarin erken genetik degisimleri goOsterdigine inaniimaktadir. Tumor
prekrosor belirteci olan yassi urotelyal hiperplazide, siklikla FGFR3 mutasyonundan
ziyade kromozom 9 kaybi gézlenmektedir. (Cairns 2007, Yates vd 2007, Cebrian vd
2008).
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2.28.1.1FGFR 3

Urotelyal karsinomalarda 11 farkli FGFR3 mutasyonu belirlenmektedir. Bunlar,
ekzon 7, 10 ve 15 de hot-spot kodonlarda bulunmakta ve timinidn esas olarak
reseptdrleri aktive ettigi gézlenmektedir. %80’in lGzerinde digsuk grade Ta timdrlerin bu
mutasyonlar gosterilmektedir. Yulzeyel urotelyal karsinoma prekirsort urotelyal
pallimoda da bu mutasyonlar gosteriimektedir. Ta timorlerde, mutasyonlar timor
rekdrensi ve progresyonu ile iligkili bulunmamakla birlikte mutant Ta grade 1 timérlerde
bu mutasyonlarin yuksek rekurrens riski ile iligkili oldugu gosterilmistir. FGFR3
mutasyonu olan ve mutasyon olmayan bircok timoérde, artan FGFR3 protein
ekspresyonu gozlenmektedir. Mutant FGFR3 proteinleri rodent mezenkimal hiicrelerde
onkogeniktir. Normal Urotelyal kiltir hiicrelerinde, mutant FGFR3 RAS-MAPK yolagini
aktive eder ve hicre sag kalimini uyarmaktadir. Bu in vitro fenotip, FGFR3
mutasyonlarinin klonal ekspansiyon ile ya da in vivo Urotelyumda hiperplazi gelisimi ile
iliskili olabilecegini gostermektedir. RAS geni ve FGFR3 mutasyonlari karsilikli
diglamali olaylardir. RAS geni ya da FGFR3 genindeki mutasyonlar disuk grade
timorlerin %82’sinde gozlenmektedir. FGFR3 ve TP53’deki mutasyonlar da kargsilikh
diglamali olaylardir. Buna zit olarak, TP53 mutasyonlari yliksek grade ve stagedeki
Urotelyal karsinomalarda gtzlenmektedir. Ylzeyel Urotelyal karsinomalarda FGFR3 iyi
bir terapatik hedeftir. Yapilan calismalarda, knockdown ya da kiglk molekdller veya
antibiyotikler kullanilarak inhibisyon olusturularak mutant FGFR3’lUn inhibisyonunun
urotelyal karsinomali hucre fenotiplerine etki ettigi gosterilmistir (Cappellen 1999,
Billerey vd 2001, Hernandez vd 2006).

2.2.8.1.2 PIK3CA

PI3K, tirozin kinaz reseptorlerinin sinyalizasyonunda 6nemli bir role sahiptir.
Yapilan calismalarda, Urotelyal karsinomalarda PIK3CA katalitik alt Gnitesi p110a’deki
mutasyonlar gosterilmigtir. Bir calismada digslk tumoér grade’i ve stage’inde %13
frekansinda mutasyon gozlenmig iken bir farkli calismada ise bu %27 frekansinda
bulunmustur (Platt vd 2009, Lopez-Knowles vd 2006). PIK3CA mutasyon spektrumu bu
karsinomada diger kanserlerden farkhlik géstermektedir. Diger kanser tirlerinde yaygin
olan helikal domaindeki E542K ve E545K mutasyonlari (%24-%52) ve H1047R kinaz
domain mutasyonu urotelyal karsinomada nadir olarak (%13) gézlenmektedir (Zhao vd
2008).
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2.2.8.1.3 Siklin D1

CCND1 (11g13), bazi ylzeyel ve invaziv Urotelyal karsinomalarda amplifiye
olmakta ve overeksprese protein profili gostermeketdir. Overekspresyon durumu,
MAPK veya PI3K vyolaklarinin aktivasyonu gibi farkli degisimlerin sonucunda
olusabilmektedir (Knowles vd 2011).
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Sekil 2.6 invaziv olmayan papiller Urotelyal neoplazilerin erken onkogenezinde Ras-
MAPK, Jak-STAT ve PI3K-AKT-mTOR sinyalizasyon yolaklari arasindaki iliskiler
(Netto 2012)

2.2.8.1.4. MikroRNA Ekspresyonu

Urotelyal karsinomalarda degisen miRNA ekspresyonu ile ilgili galismalar rapor
edilmektedir. Normal Urotelyumdan urotelyal karsinomaya degisimler, bu degisimlerin
hastalik gelisiminin erken dénemlerinde meydana gelebilecegini gostermektedir. Profil
olarak, yuzeyel ve ilerlemig Urotelyal karsinoma arasinda anlamli farkhhklar
bulunmaktadir. Normal trotelyum ile karsilagtirildiginda Ta timdrlere gére miRNA’larin

downregiile olduklari gosterilmistir. ilging olarak, downregiile olmus iki miRNA (miR-
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99a ve miR-100)’nin FGFR3'U reglle ettikleri bulunmustur. Ayni sekilde miR-7’nin
dusuk seviyesinin de FGFR3 mutasyonu ile iligkili oldugu rapor edilmistir. (Veerla vd
2009).

2.2.8.2. Kasa invaze urotelyal karsinomadaki molekiiler degisimler

Urotelyal karsinoma in situ olarak da adlandirilan PUP’dan ileri gelen ylksek
dereceli nonpapiler Urotelyal karsinoma, hiicre déngusinin kontroliinde yer alan p53
ve RByi de igeren potent timoér baskilayici genlerdeki mutasyonlar sonucu
gelismektedir (Hussain ve Akhtar 2013).

CIS, kasa invaze olan Urotelyal karsinomanin prekursoér belirtecidir. Genellikle
parafine gomulid  oOrneklerde retrospektif c¢alismalarda genetik  degisimler
gbzlemlenmigtir. TP53 mutasyon degisimleri, kromozom 9 kaybi, ERBB2
ekspresyonunun upregilasyonunu da igeren degisimler, kasa invaze olan Urotelyal
karsinomalarda gosterilmektedir. 5p, 6p22.3, 10p15.1 kazanimi ve 5q ve 13q13-ql4
kaybi CIS’de siklikla karsilasilan durumlar arasindadir. FGFR3 mutasyonlar CIS’'de

bulunmamaktadir (Knowles vd 2011).

TP53 geni, 17923'de hlicre donglsu, DNA hasarina yanit, hicre 8limi ve
neovaskularizasyon gibi hdcresel olaylarda rol oynayan 53kDa agirhiginda protein
kodlayan bir gendir. TP53 geninde siklikla sentral lokasyonda bulunan DNA baglanma
bolgesindeki mutasyonlar invaziv trotelyal karsinoma ile karakterizedir (Eble vd 2004).
P53’Un mutant formlari yaban tip P53 ile dimerizasyon yaparak P53 fonksiyonunu
bloke edebilmektedir. P53 mutasyonlari P21 ekspresyon azalisini da igceren bir seri
yolagi uyarabilmektedir. P53’Un downstream hedefi olan bu genin downregulasyonu
Uretyal karsinomalarin buyidk ¢ogunlugunda gézlenmektedir (Hussain ve Akhtar 2013).
Kanserde Uluslararasi Arastirma Temsilciligi (International Agency for Research on
Cancer; IARC) verilerine gobre invaziv mesane kanserlerinin %40-60'iInda TP53
mutasyonlari gézlenmektedir. Bu mutasyonlarin %90’1 4-9 ekzonlarinda bulunmaktadir
(Eble vd 2004).

insan kanserlerinde ilk tanimlanmig timor baskilayici gen olan retinoblastoma
(RB1) 13g14’de lokalize, hiucre dongusinde 6nemli bir rol oynayan bir gendir. Kasa
invaze olan mesane kanserlerinin %30-80’'inde RB1 inaktivasyonu go6zlenmektedir.
Yapilan bazi arastirmalarda da RB ekspresyonundaki degisimlere bagh olarak hayatta

kalim oranin dustugu gosterilmistir (Eble vd 2004).
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Mesane kanser gelisiminde rol oynayan bir baska gen ise MDM2'dir. MDM2
artan P53 seviyesine bagh olarak P53'li degrade etmektedir. Urotelyal karsinomada
yuksek dereceli tumorlerde MDM2 amplifikasyonu g0zlenebimektedir. MDM2
promotérinde gerceklesen tek nikleotit polimorfizmi (SNP309) mesane kanserlerinde

sik rastlanan bir durumdur (Hussain ve Akhtar 2013).

Mesane kanserlerinde amplifiye olan ve overeksprese olan diger bir molekiil ise
siklin bagimh kinazlar ve onlarin regulator birimleri olan siklinlerdir. 11g13’'de lokalize
siklin D1 (CCND1) geni mesane kanserlerinde %10-20 oraninda amplifikasyon, %30-
50 oraninda ise overekspresyon gostermektedir (Eble vd 2004). Hedef geni bilinmeyen
ve bilinen bircok genetik dedisim kasa invaze olan Urotelyal karsinomada
bulunmaktadir (Knowles vd 2011).

2.2.8.2.1. Onkogenler

EGFR gen ailesi Uyesi olan reseptdr tirozin kinaz, ERBB2 (17g23), invaziv
urotelyal karsinomalarin  %10-%20’sinde amplifiye olurken %10-%50’sinde ise
overeksprese olmaktadir (Latif vd 2003, Caner vd 2008). Bu degisimlerin prognostik
anlami tartisilan bir konudur. Eger bu reseptor liganda baglanamiyor ve ERBB3 ile
heterodimerizasyonuna inaniliyor ise ERBB3 statlisii ve/veya ligand ekspresyonun
anlamh  bir etkisi muhtemeldir. Invaziv timérlerin %70'inden fazlasi EGFR
overekspresyonuna sahiptir ve bu durum zayif prognoz ile iligskilendiriimistir. Hem
ERBB2 hem de EGFR, ilerlemis Urotelyal karsinomalarda potansiyel terapatik
hedeftirler. Bu degisimler RAS-MAPK ve/ veya PI3K vyolaklarini aktive
edebilmektedirler. RAS gen mutasyonlari invaziv ya da yuzeyel hastaliklar ile iligkili
olmamakla birlikte, timor hucrelerindeki in vitro deneylerde HRAS’In invaziv fenotipi
uyardidi gosterilmistir. Fare Urotelyumunda eksprese olan mutant H-ras, kasa invaze
olan timdrden ziyade yuzeyel papiller tumor gelisiminde gézlenmigtir. Bu yuzden, RAS
mutasyonu her iki Urotelyal karsinoma gelisiminde de etki gdstermektedir. FGFR3
mutasyonlarina ylzeyel Urotelyal karsinomalarda daha nadir karsilagiimaktadir.
Yaklasik olarak T2 timodrlerinin %15’i bu mutasyonu gdstermektedir. Buna zit olarak,
mutant olmayan invaziv Urotelyal karsinomalarin  %40-%50’sinde  protein
ekspresyonunun upregullasyonu gerceklesmektedir (van Rhijn vd 2004, Tomlinson vd
2007).
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Tablo 2.6 invaziv mesane timorlerindeki genetik degisimler (Knowles vd 2011)

Gen (Sitogenetik lokasyon)

Degisim

Frekans (%)

Onkogenler
HRAS
(11p15NRAS(1p13)KRAS2
(12p12)

FGFR3 (4p16)
ERBB2 (17q)
CCND1 (11q13)
MDM2 (12g13)

E2F3 (6p22)

Tiimor Baskilayici Genler
CDKN2A (9p21)

PTCH (9922)

DBC1 (9932-33)
TSC1 (9g34)
PTEN (10g23)

RB1 (13q14)
TP53 (7p13)

DNA Kopya Sayisi
Degisimleri
2q, 5q, 64q, 8p, 9p, 99, 10q,
11p, 11q, 13q, 15q, 16q, 17p,
18q,Y
1q, 3q, 5p, 7p, 8q, 10p, 17q,
20p, 20q,

1922, 3p24, 6p22, 8p12, 8921-

22 ve q24, 10p13-14, 12415,
17g21, 20913

Aktive edici mutasyon

Aktive edici mutasyon
Amplifikasyon/overekspresyon
Amplifikasyon/overekspresyon
Amplifikasyon/overekspresyon

Amplifikasyon/overekspresyon

Homozigot
delesyon/metilasyon/mutasyon

Delesyon/mutasyon

Delesyon/metilasyon

Delesyon/mutasyon

Homozigozite delesyon/mutasyon

Delesyon

Delesyon/mutasyon

Delesyon > %12

Kazanim > %12

Amplifikasyon < %5
(6p22 igin % 5- % 10)

10-15

0-34
10-14 Amplifikasyon
10-20 Amplifikasyon
4 Amplifikasyon
9-11 Amplifikasyon 2
T1

HD 20-30
LOH 60
LOH 60 Mutasyon
frekansi disuk

LOH 60

LOH 60 Mutasyon 12

LOH 30-35;mutasyon

17

%37
%70

HD: Homozigot delesyonu LOH: Heterozigosite kaybi
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Bazi durotelyal karsinomalarda (%4-%6) MDM2 (12q14) amplifikasyonu
belirlenmigtir. MDM2 p53 dlzeyini regile etmekte ve bu genin overekspresyonu ile p53
fonksiyonunu inaktive etmek igin alternatif bir mekanizma saglanmaktadir. MDM2
upregulasyonu ve timorin grade, stage ve prognozu arasinda her hangi bir iligki
gosterilmemektedir. MYC, mesane timdrlerinin codunda upregtle olamsina ragmen bu
mekanizma henlz bilinmemektedir. Bazi invaziv (rotelyal karsinomalarda 8q
amplifikasyonu bulunmasina karsin, MYC majér hedef olarak gésteriimemektedir. Buna
zit olarak, tim 8qgnun ek kopyalari bulunmakta ve bu durum overekspresyona neden
olabilmektedir. MYC ayni zamanda diger molekuler olaylara (MAPK yolak uyarimi gibi)
yanit olarak da upregulle olabilmektedir. Kasa invaze olan Urotelyal karsinomalarin
%14’Undeki 6p amplikon ve E2F3 iceren hicre hatlari ve fonksiyonel galismalar
E3F3’Un Urotelyal hicre proliferasyonuna neden olabilecedini géstermektedir (Habuchi
vd 1994, Schmitz vd 1997, Oeggerli vd 2004).

2.2.8.2.2. Tumor baskilayici genler

Diger agrasif kanserlerde oldugu gibi, TP53, RB1, CDKN2A ve PTEN timor
baskilayici genleri invaziv Urotelyal karsinomalarla iliskilidir. P53 ve Rb tarafindan
kontrol edilen yolaklar, hiicre dénglsu progresyonunu regule ederler ve strese karsi
yanitta rol oynarlar. TP53 mutasyonu invaziv Urotelyal karsinomada yaygin olarak

goOrulmektedir. P53 proteininin immunohistokimyasal deteksiyonu birgcok mutant p53

proteinini belirlese de birgok TP53 mutasyonu (~20%) stabil olmamakla birlikte bu yolla
detekte edilemeyebilmektedir. Bu ylizden p53 protein varligi kullanigli bir prognostik
belirte¢ degildir. Zayif prognoz ve p53 pozitifligi arasinda, yapilan iki meta-analize goére
distk bir iligki saptanmistir. Rb yolagi G1'den S fazina kadar hicre doéngisu
progresyonun regile etmektedir. RB1, Urotelyal karsinomalardaki mutasyonlarda
g6zlenmemekle birlikte, homozigoz delesyonlari, 13q14’Un heterozigozite kaybi ve Rb
protein ekspresyon kaybi, yuksek grade ve stage’deki timodrlerde saptanmigtir. P16
ekspresyon kaybi ile iligkilendirilmis ekspresyon kaybi ve upregulasyonunu da igeren
Rb proteinindeki degisimler, sistektomi timor drneklerinin %54’lnde bulunmaktadir.
CDKN2A, tim grade ve stage’lerde Urotelyal karsinomalarin %50’sinden fazlasinda
hemozigoz silinimi ve homozigoz delesyonu invazyon ile iligkilidir. PTEN (10923), PI3K
yolaginin negatif regllatéridir ve invaziv Grotelyal timorlerin %24-%58’inde delesyona
ugramistir. Tutulan kopyada mutasyon nadir goérilmekle birlikte HD tumoér hicre
hatlarinda tespit edilmistir. Azalmis ekspresyon yaygindir ve p53 degisimleri ile

iliskilendirilmistir. P53 degisimi gbsteren ¢ogu timoérde (%41), PTEN downreglilasyonu
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g6zlenmekte ve bu degisimler zayif sonug ile iligkilendirilmigtir. Fare Urotelyumunda,
PTEN delesyonu erken Urotelyal hiperplaziye ve insan papiller yizeyel tumorlerine
benzeyen ge¢ gelisime neden olmustur. PTEN kaybi proliferasyon, apoptoz ve
migrasyona etki edebilmektedir.

Rho ailesi GDP ayriima inhibitort RhoGD12, Urotelyal karsinomada tumor
baskilayici olarak etki etmektedir. Metastazin izojenik hidcre hatti modelinde
ekspresyonu azalmis ve ekspresyondaki bu azalig Urotelyal karsinoma hastasinda sag

kalimin azalmasi ile ilgkilendirilmistir (Knowles vd 2011).
2.2.8.3. invaziv iirotelyal karsinomadaki diger genomik degisimler

invaziv Urotelyal karsinomada fazla sayida genomik degisim gosterilmektedir.
Bu degdisimler, DNA kopya sayisinda kayip ve kazanimlari ve yeni onkogenleride
kapsayabilen cesitli ylksek dizeyde aplifikasyonu igeren bircok durumu igine
almaktadir. Gunumize kadar bircok bolgeyi iceren hedef genler henlz
tanimlanamamistir. invaziv trotelyal karsinoma, ayni hastadan alinan iliskili timérlerde
genetik degisiklik sergilemektedir. Bu genellikle mikrosatallit instabilitesinden ziyade
kromozomal instabilitedir. 3p22-25 ve 5p kazanimi ve 4p11-15, 5q15-23, 6g22—-23 ve
10924-26 kayiplari T1 tumor progresyonuyla iligkilendirilmistir (Knowles vd 2011).

2.2.8.4. MikroRNA ekspresyonu

invaziv Urotelyal karsinomada birgok mIiRNA ekspresyon  degisimi
gosterilmektedir. Normal Urotelyum ile karsilastinidiginda, invaziv tumorlerde
miRNA’larin downregulasyonundan ¢ok upregulasyonu gdzlenmistir. Yapilan iki
calismada invaziv ve invaziv olmayan ornekler karsilastirilmis invaziv fenotipte zayif
prognoz ile birlikte spesifik degisimlerin iliskisi gdsterilmistir. Fonksiyonel ¢alismalarda,
miR-145 ve miR-227’in Urotelyal hiicre sag kalimini, miR-200’Un epitelyal-mezankimal
trasisyonu, miR145 ve miR-133a’nin sitoiskelet gen FSCN1’in regllasyonu ve miR-
101’'in  Polycomb Repressive Complex 2 gen EZH 71in ekspresyonunun

modulasyonunda rol oynadigi gosterilmistir (Knowles vd 2011).
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Tablo 2.7 NMIBC ve MIBC’de yeni molekuler prognostik markerlar (Netto 2012)

Kasa Invaze Olmayan Urotelyal karsinoma (NMIBC)

Multitarget FISH

FGFR3 mutasyonu/overekspresyonu

HRAS Degigimi

Molekuler grade (mG)

Proliferasyon indeksi (KI67, MIB1)

P53 inaktivasyonu/akimlasyonu

pRb1, p21, p27’nin ekspresyonunun downregulasyonu

Siklin D3 ve Siklin D1’in overekspresyonu

ERBB3/ERBB4 overekspresyonu (koruyucu)

E-kaderin kaybi

Multimarker immunoekspresyon analizi (p53, p27, KI67, pRb1, p21)
Gen ekspresyon array panelleri

DNA ploidi durumu ve S faz kinetigi

Anjiyogenez marker overekspresyonu (VEGF, HIF1A, THBS1)
Promotor hipermetilasyonu (RASSF1, DAPK, APC, CDH1, EDNRB)

Kasa invaze Urotelyal karsinoma (NMIBC)
P53 inaktivasyonu/akimulasyonu

pRB1’in ekspresyonunun degisimi

P21 ekspresyon kaybi

P16 ekspresyonunun degisimi

Proliferasyon indeksi (K167, MIB1)

E-kaderin kaybi

EGFR overekspresyonu

Anjiyogenez marker overekspresyonu (VEGF, HIF1A, THBS1)
ERBB2 overekspresyonu/amplifikasyonu

MTOR degigimi

Fos S6 ekspresyonu (koruyucu)

Gen ekspresyon array panelleri

Promotor hipermetilasyonu (RASSF1,CDH1, EDNRB)

2.3. Urotelyal karsinomada sinyal yolaklar

Urotelyal karsinomada, RAS-MAPK ve PI3K yolak aktivasyonuna dair baskin
kanitlar gosterilmistir. Ylzeyel Urotelyal karsinomada, FGFR3 ve RAS mutasyonlari
hemen hemen tim g¢alismalarda RAS-MAPK vyolak aktivasyonuna bagli olarak
gosterilmistir. Normal drotelyum kultir hicrelerinde FGFR3 aktivasyonu, PI3K yolagini
aktive etmemektedir. Ylzeyel drotelyal karsinomada PIK3CA mutasyonlarinin
varliginda, ek PI3K yolak aktivasyonu gerekmektedir. Ras mutasyonu her iki yolad: da
aktive etmektedir. Ylizeyel ve invaziv Urotelyal karsinomada, TSC1'’in inaktivasyonu ve
AKTL1’in aktive edici mutasyonlart ve invaziv Urotelyal karsinomada PTEN
inaktivasyonu da PI3K yolagini aktive edebilmektedir. ERBB reseptorlerini de igceren

yolagin upstream aktivatorleri de bu duruma katkida bulunabilmektedir. Yolaktaki
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anahtar U¢ gendeki (PIK3CA, TSC1, PTEN) degisimlerden ziyade kombine mutasyon
birikimler veya sinerjitik etkiler kritik Gnem arzetmektedir. Bu durum kismen TSC1 igin
onemlidir. Yapilan TSC1 ve TSC2 fonksiyon ¢alismalarinda, mTOR aktivitesini regule
eden TSC1/TSC2 kompleksi gozlenmigtir. TSC2'nin bagimsiz fonksiyonlari
aciklanabilirken, TSC7T'in bagimsiz fonksiyonlari agiklananmamaktadir. TSCA1
mutasyonlari mesane kanserlerinde goézlenirken diger kanserlerde bu mutasyonlar
g6zlenmemektedir ve PIK3CA ve PTEN degisimleriyle birlikte Grotelyumda bagimsiz

TSC1 fonksiyonunu gésterebilmektedir (Knowles vd 2011).
2.3.1. Urotelyal tiimor-baslatici hiicreler

Heterojenik drotelyal hicre populasyonlari, ylksek timdrojenik altpopulasyon
Ozelligine sahiptirler. Diger kanser tiplerindeki kok hucreler, kemoterapi ajanlarina
direng gostermekte ve tedavi sonrasi hastaligin niksetmesine neden olabilmektedirler.
Yapilan calismalarda Urotelyal kanserlerdeki bu populasyonlarin varligi kanit olarak

gosterilmistir (Knowles vd 2011).

2.4. Toll-benzeri Reseptor (TLR)’ler

Toll reseptoru ilk kez, Drosophila embriyosunda dorsoventral pozisyon igin
onemli olan reseptdr olarak tanimlanmigtir. Sonraki yillarda (1996), bu reseptorin
yetiskin sineklerde mantarlara karsi dogal immun yanitta da goérev aldigi kesfedilmistir.
Bu gelismeleri takiben, Toll reseptérlerinin dogal badisikhktaki rolleri yalnizca
bdceklerde degil ayni zamanda memelilerde de arastirlmaya baslanmistir. Bu
arastirmalar sonucunda hem yapisal hem de fonksiyonal olarak Toll reseptérlerine
benzeyen reseptorlerin varhgi belirlenmis ve bu benzerlikten dolayr memelilerdeki Toll
reseptorleri “Toll-benzeri reseptér” (TLR) adini almistir. ilk memeli Toll homologu,
1997°de hToll olarak adlandiriimigtir ve bu reseptérin gunimuzdeki adi TLR4’tur
(Konat 2008).

Bugline kadar insanda 10 TLR (TLR1-10), farede ise 12 TLR (TLR1-9, TLR11,
TLR12, farede TLR10 ekspresyonu yoktur) ailesi Uyesi tanimlanmigtir (Oliveira-
Nascimento vd 2012). Memelilerde bulunan tum TLR’ler, ekstraseluler alanda ligand-
baglama bdlgelerinde ortak yapisal 6zelliklere sahiptirler. Bu reseptdrlerin amino-
terminal ekstraselliler domain’leri 16sinden zengin tekrar motiflerini icermektedir ve bu

bolim I6sinden-zengin tekrarlar (leucine-rich repeats, LRRs) olarak adlandiriimaktadir.
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Bu motifler tek bir transmembran domaini ile devam eder ve sonrasinda Toll/interldkin
1 reseptor (TIR) domaini olarak adandirilan globdiler bir sitoplazmik domain ile sonlanir
(Sekil 2.7. a). Kristallografi calismalarinda LRR’lerin, reseptérin ekstraseluler
domain’inin at nali gérunimunde olmasina neden olduklarini, ligand baglanmasini
takiben iki ekstraseliler domain’in “m” seklinde bir dimer yapi olusturduklari
belirlenmigtir. Bu dimer yapilanmayi takiben her iki reseptérin transmembran ve
sitoplazmik domain’leri de sinyal iletim kaskadini baslatmak (zere birbirine oldukca
yakin devam etmektedir (Sekil 2.7. b). Tum TLR ailesi Uyeleri evrimsel sirecte siki
korunmuslardir ve bu da, TLR’lerin normal fizyolojik strecte ne kadar dnemli olduklarini

gbstermektedir.

Ig-like LRRs

domain

|
TIR domain

Box 3

@)

(b)

Sekil 2.7 (a) TLRUn sematize edilmis yapisal modeli (Akira 2004) ve (b) TLR’lerin
dimer yapisinin kristallografi modeli (Botos 2011).

Dogal bagisiklik sistemi, patojen tehditlerini taniyan ve onlara karsi yaniti
harekete geciren germ-line sifreli Pattern Tanima Reseptér (PRR)leri icermektedir.
PRR’ler, mikrobiyal patogenez, sag kalim ve replikasyonda kritik role sahip olan,
Patojenle- iliskili Molekiiler Patern (PAMP)ler olarak adlandirilan mikrobiyal
komponentleri tanimada gérev almaktadirlar. integral hiicre membrani ve hiicre duvari
komponentleri, bakteriyal toksinler, DNA, RNA vb molekiller PAMP’lara en iyi
orneklerdir. PRR’lerin  PAMP’lari tanima kaskati, enfeksiyonu o&nleyen ya da
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enfeksiyonla savasan ve kazaniimig immun yaniti harekete gegiren konak defansini
aktive eder (Oliveira-Nascimento vd 2012). PRR’le; TLR, Ndukleotit baglayan
Oligomerizasyon Domain (NOD)- benzeri reseptdrler (NLR), Retinoik Asit ile Uyarilan
Gen | (RIG-1) benzeri reseptorler (NLR) ve DNA sensoérleri olmak Uzere dort aileden
olusmaktadir (Gautagny vd 2012). PRR’lerin en iyi bilinen grubunu, yukarida da
bahsedildigi Gzere bircok memeli hiicresinde eksprese edilen TLR'ler olusturmaktadir.
Her bir TLR, mikrobiyal komponentlerin spesifik patternlerini tanimaktadir. Mikrobiyal
komponentlerin TLR'ler tarafindan taninmasi farkli genlerin ekspresyonlarini uyararak
dogal immunitenin aktivasyonunu tetiklemektedir. Dogal immunitenin TLR-aracil
aktivasyonu, antijen spesifik kazaniimis bagisikhigin gelisimi igin zorunlu gézikmektedir
(Konat 2008). TLR'ler yalnizca ekzojen PAMP’lar ile degil ayrica tehlike sinyalleri
olarak adlandirilan endojen ligandlar ile de aktive olabilmektedirler. Bu konak-kokenli
TLR ligandlari Tehlike ile iligkili Molekiiler Pattern (DAMP)'lar olarak adlandiriimaktadir
(Muzio vd 2012).

2.4.1. TLR’lerin lokalizasyonlari ve ligandlari

TLR’ler, Tip | transmembran proteinlerdir ve hiicre icerisinde farkl
lokalizasyonlarda bulunmaktadirlar. TLR1, TLR2, TLR4 ve TLR6 hlcre ylzeyinde
eksprese edilirken, TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9 ise endozom gibi hicre ici
komponentlerde eksprese olmaktadir (Konat 2008). (Sekil 2.8).

TLR’lerin kesfinin ardindan yapilan birgok genetik galismada bu reseptorlerin
ilgili ligandlari arastirlmistir. Tablo 2.8° de her bir TLR'ye 6zgun ligandlar ve bu
ligandlarin koken aldiklar orijinler 6zetlenmigtir. TLR1 ya da TLRG6 ile heterodimer
olusturan TLR2, gram pozitif bakterilerin ve mikoplazmanin peptidoglikan, lipopeptit ve
lipoproteinlerini iceren gesitli bakteriyel komponentleri tanimaktadir. TLR3’Un ligandi
replike olan virUslerin Urettigi cift-zincir RNA (dsRNA) molekuladir. Gram negatif
bakterilerde bulunan LPS’nin TLR4’Un ligandi ve bakteriyal flagellin ise TLRS5 ligandi
oldugu belirlenmigtir. TLR7; sentetik imidazoquinolin-benzeri molekilleri, guanozin
analoglarini (loxoribine, tip | human immunodeficiency virus vezikiler stomatitis virus
ve influenza viruslarindan kéken alan ssRNA) ve bazi siRNA’lari tanir. TLR8, farelerde
fonksiyonal degildir ancak imidazoquinolinleri ve ssRNA’yi tanidiklari disunilmektedir.
Bakteriyal ve viral CpG-igeren DNA, TLR9Q’un ligandlaridir. TLR10’'un hentiz bilinen bir
ligandi yoktur ancak, dogal bagisikhkta TLR1 ile ayni mekanizmayi paylasdigi
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bilinmektedir. Farelerde fonksiyonal olan TLR11 Toxoplasma gondii gibi protozoa
kokenli profilin-benzeri molekiilleri ve Uropatojenik bakteri komponentlerini tanir (Sekil
2.8).

Peptidoglycan (Gram-positive)
Lipoteichoic acids (Gram-negative)

Lipoproteins LPS (Gram-negative)
Lipoarabinomannan Endogenous ligands
(Mycobacteria)

Zymosan (yeast)

Profilin-like
(Toxoplasma gondii)
Uropathogen?

>

|
\

NF-kB, IRF and
MAPK signaling

Sekil 2.8 TLR’lerin hicre ici lokalizasyonlari ve fizyolojik fonksiyonlari (Rakoff-Nahoum
2009)

Mikrobiyal ligandlara ek olarak, birgok endojen ligandlarin da TLR’leri
uyardiklari belirlenmistir. Bu endojen ligandlara isi-sok proteinleri (HSP) (HSP60 ve
HSP70), hiyaluronan oligosakkaritleri, surfektan protein A ve heparan siilfat,
fibronektin, endoplazmin gibi farkhh ekstraselller matriks Urlnleri ve bu matriks
ardnlerinin fragmanlari verilebilir (Ahmed vd 2013).



Tablo 2.8 TLR’ler ve ligandlari (Akira 2004)
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Reseptor Ligand Ligand Orijini

TLR1 Triacil lipopeptidler Bakteri ve mikobakteri
Soluble faktorler Neisseria meningitidis

TLR2 Lipoprotein/lipopeptidler Cesitli Patojenler
Peptidoglikan Gram pozitif bakteri
Lipoteikoik asit Gram pozitif bakteri
Lipoarabinomannan Mikobakteri
Fenol-soluble modulin Staphylococcus epidermidis
Glikoinositolfosfolipidler Trypanosoma cruzi
Glikolopidler Treponema maltophilum
Porinler Neisseria
Atipikal lipopolisakkarit Leptospira interrogans
Atipikal lipopolisakkarit Porphyromonas gingivalis
Zimosan Fungi
Isi sok protein 70 Konak

TLR3 Cift zincirli RNA Virus

TLR4 Lipopolisakkarit Gram negatif bakteri
Taksol Bitkiler
Flzyon Protein Repiratory Syntcytial virus
Zarf Protein Fare timor virusu
Isi sok protein 60 Chlamydia pneumoniae
Isi sok protein 70 Konak
Fibronektin Tip 3 Tekrarli Ekstra Domain A Konak
Hiyaluronik asit oligosakkaritleri Konak
Heparan siilfat polisakkarit fragmentleri Konak
Fibronojen Konak

TLR5 Flagellin Bakteri

TLR6 Diacil lipopeptidler Mikoplazma

TLRY Lipoteikoik asit Gram pozitif bakteri
Zimosan Fungi
Imidazokuinolin Sentetik bilesikler
Laksoribin Sentetik bilesikler
Bropirimin Sentetik bilesikler
Tek iplikli RNA Viruslar

TLRS Imidazokuinolin Sentetik bilesikler
Tek iplikli RNA Viruslar

TLR9 CpG -igceren DNA Bakteri ve Viruslar

TLR10 Tanimlanmamis Tanimlanmamig

TLR11 Tanimlanmamis Uropatojenik bakteri
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2.4.2. TLR sinyal iletimi

Son 15 yildir memelilerde TLR sinyal iletiminin nasil gerceklestigi ile ilgili
calismalar yapilmis ve 6nemli veriler elde edilmistir. TLR’lerin ekstraselller N-terminal
domaini ligand baglama spesifikligi ylksek olan 16sin tekrarlarindan olusmaktadir.
TLR5, TLR11, TLR4 ve TLR2-TLR1 veya TLR2-TLR6 heterodimerleri hlcre
ylzeyindeki 6zgin ligandlarina baglanirlar. Oysa, TLR3, TLR7-TLR8 ve TLR9
endozomlarda lokalizedir ve mikrobiyal ya da konak-kdkenli nukleik asitleir tanirlar.
TL4 hem plazma membraninda hem de endozomlarda lokalizedir. TLR sinyal iletimi,
ligandlarin TLR’lerini dimerize etmesi ile baslar. Bunu takiben, TLR’lerin oldukg¢a siki
korunmusg sitoplazmik domainleri olan TIR domainlerine TIR-domaini igceren adaptor
molekdller baglanir. TIR domain’i downstream adaptdér molekdlleri igin baglanma
bdlgesi olarak gérev yapmaktadir. TLR sinyal iletiminde, TIR domain’ine baglanan
Myeloid differentiation primary response gene 88 (MYD88), Toll/IL-1R domain-
containing adaptor inducing IFN (TRIF), TRIF-related adaptor molecule (TRAM),
MyD88 adaptor-like protein (MAL) ve Sterile-alpha and Armadillo motif containing
protein (SARM)dan olusan bes adaptér molekdl yer almaktadir (Sekil 2.9). TLR3
digindaki tim TLR’ler, sinyal iletimi icin MYD88 molekullne ihtiya¢c duyarlar. TLR'ler
icinde TLR4, sinyal iletimini MYD88'den TRIF’e aktarmak icin plazma membranindan
endozoma gecger. Adaptdér molekillerin baglanmasi, IL-1R-iligkili kinaz (IRAKYlar ve
TNF reseptor-iligkili faktor (TRAF)'lar arasinda etkilesime neden olur ve sonrasinda bu
etkilesimler mitogen-activated protein kinase (MAPKY)lar (JUN N-terminal kinase (JNK)
ve p38) ve birgok farkli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna neden olur. TLR
sinyal iletiminin downstream’inde aktive olan 2 &nemli transkripsiyon faktor ailesi
bulunmaktadir. Bunlar niklear faktor kB (NF-xB) ve interferon-regulatory factor (IRF)
ailesidir. Bu iki aile disinda cyclic AMP-responsive element-binding protein (CREB) ve
aktivator protein 1 (AP1) gibi transkripsiyon faktorleri de énemli rol oynamaktadir. TLR
sinyal iletiminin major sonucu pro-inflamatuvar sitokinlerin Uretimidir. Ozellikle
endozomal TLR sinyal iletimi tip | interferon Uretimi ile sonuglanir (O’'Neill vd 2013,
Gautagny vd 2012).
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Sekil 2.9 Memeli TLR sinyal iletim yolaklari (O’Neill vd 2013)

Ozetle, TLR'ler MYD88-bagimli ve MYD88-bagimsiz olmak (zere iki sinyal iletim
yolagini kullanmaktadirlar. Asagidaki bolumde bu iki yolakla ilgili daha detayh bilgiler
yer almaktadir.

2.4.2.1. MYD88- bagimh yolak

MYD88, bir C-terminal TIR domaini ve bir N-terminal 6lim domaine sahip
TLR’lerin TIR domainlerine baglanan bir adaptér molekildir ve MYD88-bagiml yolakta
onemli rol oynamaktadir. MYD88 molekili bulunmayan farelerin TLR3 disindaki
ligantlara yanit olarak, TNF-a ve IL-12p40 gibi inflamatuar sitokinlerin Gretimini
gerceklestirmedigi bilinmektedir (Konat 2008). MYD88-bagdimli yolakta TLR’ler TIR

domainleri ile MYD88 ve MAL proteinleriyle etkilesirler. Bu etkilesim sonucu TIR
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domainlerine IRAK’lar toplanir ve bu kinazlar TRAF6/IKK (Inhibitor of nuclear factor
kappa-B) kompleksini ve MAPKK’leri uyarir. Sonugta ERK, JNK ve p38 gibi MAP
kinazlar, NF-kB ve AP-1 aktive olur. inhibitdr kB-kinaz, inhibitor kB’yi fosforillediginde,
NF- kB sitoplazmadan nikleusa gecer ve TNF-a, IL-6, IL-12, IL-1 ve adezyon
molekdlleri gibi sitokinlerin ve kemokinlerin transkripsiyonunu aktive eder (Maiorov vd
2013). NF-kB aktivasyonu ve sitokin ekspresyonu ile karakterize bu normal immun
yanit, akut inflamasyona neden olur. Ancak bu aktivasyon ve ekspresyonlar devam

ederse kanser olusum strecine katilabilirler.

AP-1 ve NF-kB’ye ek olarak, cesitli interferon regulator faktor (IRF) ailesi tyeleri
de MYD88 bagiml yolak ile aktive edilmektedirler. IRF-5 ve IRF-7 direkt olarak MYD88
ile etkilesirler ve inflamatuar sitokinlerin ve tip | IFN’larin TLR bagimli uyarimini regile
ederler. IRF4, MYDB88 ile etkileserek MYD88-IRF-5 aracili gen uyariminin negatif
regulatorii olarak etki ederler. IFN-a ile uyarilan IRF-1'de MYD88 ile kompleks
olusturarak nikleusa gegerek IFN-(, nitrik oksit sentaz, IL-12 ve p35 uyarimina sebep
olmaktadir. IRF-8 ise TRAFG6 ile etkileserek inflamatuar mediatérlerin Gretimini regile
etmektedir (Konat 2008).

2.4.2.2. MYD88-bagimsiz ya da TRIF-bagimli yolak

MYD88 geni susturulmus makrofajlarda, ligand varliginda TLR4 araciligi ile
inflamatuar sitokin tretiminin olmadigdi, ancak NF-kB aktivasyonunun gecikmeli de olsa
gerceklestigi belirlenmistir. Bu durum, TLR4 aracili inflamatuar sitokin Uretiminin
MYD88 yolagina bagiml olmasina ragmen, TLR4 sinyal iletiminde MYD88-bagimsiz
bir yolagin da var oldugunu goéstermigtir. Bu yolak ayni zamanda TRIF-bagimh yolak
olarak da adlandiriimaktadir. TLR3 ve TLR4 TRIF-bagiml yoladi kullanmaktadirlar.
TLR4 uyarimi, IRF-3 transkripsiyon faktérundn ve ayrica NF-kB’nin TRIF-bagiml yolak
ile ge¢ faz aktivasyonuna sebep olmaktadir. TLR4 ile uyarimis IRF-3 aktivasyonu
sonucunda IFN-B Uretimi gergeklesir. Ardindan IFN-B, “signal transducer and activator
of transcription 17 (STAT1)i aktive ederek IFN ile uyarilan cesitli genlerin
ekspresyonlarinda artisa neden olmaktadir. TLR3 uyarimi ile de IRF-3 aktivasyonu
gerceklesmekte ve TRIF-bagimh yoldan IFN-B’'nin uyarimi saglanmaktadir (Konat
2008).

MYD88 ve TIRAP/MAL gibi TIR domaini iceren molekiller MYD88-bagiml
yolakta onemli rol oynarken, diger TIR domain iceren molekdller de TRIF-bagimli
yolagdi duzenlerler. TIR domaini iceren adaptér molekillerden biri de TRIF (TICAM-1

olarak da adlandiriimaktadir) molekulidir. TRIF molekulinin uyariimasiyla IFN-
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dretimi gercgeklesir. TRIF molekili TLR3 ve TLR4 ile iligkili TRIF-bagimh yolak icin
esansiyaldir (Konat 2008). Ornegin, TLR’lerin bir diger TIR domaini igeren TRIF-iligkili
adaptor molekdli (TRAM) (TICAM-2 olarak da adlandiriimaktadir) ise TLR4 ile iligkili
TRIF bagimh yolak igin elzemdir. TRIF, “receptor-interacting protein 17 (RIP1) ile
etkileserek TRIF bagimli NF-kB aktivasyonunu gergeklestirmektedir (Konat 2008).

2.4.3. TLR’ler ve kanser

Enfeksiyonlara kargi ilk savunma hattini  dogal bagigikhk sistemi
olusturmaktadir. Germ-line sifreli PRR’leri stres altindaki ya da enfekte olan hcreleri
hizlica taniyarak potansiyel efektér mekanizmalari tetiklerler. Dogal bagisikhk
sinyallerinin mikroorganizmalari tanimadaki rollerinin yani sira, yapilan molekiler ve
klinik mekanizmalar dogal bagisiklik ile birlikte TLR’lerin onkogenik stres ile iletisime

gecerek karsinogenezi diizenledikleri gosterilmistir (Junishi 2012).

Mikrobiyal enfeksiyonlarla savasan ve doku hemeostazini surduren dogal
badisiklik sistemi ile gerceklesen inflamasyon, eger kontrol edilemezse kanser
gelisimine de neden olabilmektedir. Yapilan bircok calismada inflamasyonun timor
baslangici, tumordn ilerlemesi, invazyon, metastaz gibi tumor gelisiminin tim
evrelerinde dnemli role sahip oldugu gésterilmistir. inflamasyon hiicresel strese neden
olarak DNA hasarini ve genetik instabiliteyi tetikleyebilmekte ve dolayisiyla kronik
inflamasyon, malign hicre transformasyonunu baglatan genetik mutasyonlara ve
anormal epigenetik mekanizmalara sebep olabilmektedir. inflamasyon yalnizca
karsinogenezi uyarmak ile kalmayip ayni zamanda immun sistem hucrelerini, tUmaor
hiicreleriyle savagmakta etkisiz hale getirebilmektedir. inflamasyona neden olan
yolaklardan birini de TLR yolagi olusturmaktadir. $ekil 2.10’da inflamasyonda TLR’lerin
rolu sematize edilmigtir (Mairov vd 2013).
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Sekil 2.10 inflamasyonda TLR yolagdi (Maiorov 2013)

TLR’lerin ekspresyonu ilk olarak immun sistem hicrelerinde gosterilmigstir. TLR1
ve TLR6 insan |6kositlerinde eksprese olmaktadir. TLR2/4/5 ekspresyonu
myelomonosit hucreleriyle sinirli kalirken, TLR3 ekspresyonu myeloid dentritik
hiicrelerde ve B hucrelerinin bazi alt gruplarinda gerceklesmektedir. B hicreleri ve
plasmasistoid dentritik hicreler spesifik olarak TLR7/9/10'u eksprese etmektedirler.
TLR’ler primer olarak immun sistem hcrelerinde eksprese olmakla birlikte ayni
zamanda insan keratinositlerinde, intestinal htcrelerin epitellerinde, lrogenital ve
solunum sistemi bez hicrelerinde, endotelyal hicrelerde, mezenkimal kék hiicrelerde

ve gesitli sinir sistemi hlcrelerde de eksprese olabilmektedirler (Gautagny vd 2012).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, kronik inflamasyon sirecinde karsinojenik
degisimlere ugrayan epitelyum hicrelerinde TLR sinyallerinin anormal upregulasyonlari
rapor edilmistir. Bir baska 6nemli veri de dunya genelinde kanserlerin %15’'inden
fazlasi direkt enfeksiyon orijinli olmasidir. Kronik inflamasyon ve kanser arasindaki
iliskiye en iyi ornekler kolorektal kanser (otoimmun hastaliklar ya da mikrobiyal

enfeksiyonlar), gastrik kanser (Helicobacter pylori), servikal kanser (human papilloma
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viris), karaciger kanseri (hepatit B ve C virusleri) ve hematolojik malignansiler
(sitomegalaviriis ve Epstein-Barr virts). Kronik inflamasyon immunolojik olarak akut
infeksiyondan farklilik gostermektedir. Akut faz enfeksiyonlari CD8+T-hiicrelerinin ve
dogal délduricu (NK) hicrelerin aktivasyonu ile karakterizedir. CD8+ effekttr T-hiicreler,
tumor-iligkili - antijen  (TAA)-spesifik immunitede ve dolayisiyla tumdrlerin
eliminasyonunda merkezi bir rol oynamaktadirlar. Aktive olan NK hulcreleri dentritik
hicrelerin maturasyonunu stimule eder ve adaptif anti-tumér immunite yanitini
hizlandirir. Kronik inflamasyon sirasinda bu fonksiyonlarin yok olmasi ya da azalmasi
timor tolerensini, karsinogenezi ve timoér mikrogevresinin gelisimini uyarabilmektedir
(Sekil 2.11). Kanser hucrelerinde ekprese olan TLR’ler, NF-kB kaskadinin asiri
uyarimina neden olarak kanser gelisimine ve kanser hucre proliferasyonuna katkida
bulunan anti-apoptotik proteinlerin Uretimini uyarabilmektedirler. Ayni zamanda TLR
ligandlari kanser hiicrelerinde TLR ekspresyonlarini arttirirlar ve bdéylelikle aktive olan
kanser hicreleri timoér mikrocevresinin dnemli bir komponenti olan sitokinlerin ve
kemokinlerin salinimini baslatirlar. Bu sitokinlerle aktive olan immun sistem hicreleri,
tumor immuntoleransina neden olacak daha fazla sitokin salinimina neden olurlar. Bu
yeni salinan sitokinler ayni zamanda pro-anjiyogenik faktorlerin ve buytme faktorlerinin

salinimini baglatarak timér progresyonuna da katkida bulunurlar (Sato vd 2009).

Son vyillarda yapilan calismalarda, meme, kolerektal, melanoma, akciger,
prostat, glioma, pankreas, karaciger ve 06zofagal kanserlerinde farkli TLR’lerinin
ekspresyonlarinda artiglar rapor edilmistir. Meme kanser hiicrelerinde TLR3
ekspresyonun artarken, mononuklear tumort infiltre eden hicrelerde (MIC) TLR4 ve
stromal fibroblastlarda TLR9 ekspresyonun varhgi gosterilmistir (Ridnour vd 2013).
Bugune kadar yapilan calismalarda farkli kanser turlerinde farkli TLR’lerin eksprese
olduklari belirlenmistir (Tablo 2.9).

Genel olarak 0Ozetleyecek olursak, mikroorganizma-kokenli PAMP’lar ve
nekrotik kanser hucre-kdkenli DAMP’lar TLR’leri tarafindan taninarak hem immun
sistem hucrelerinden ve kanser hicrelerinden TLR ekspresyonuna neden olurlar. Ayni
zamanda bazi TLR’lerin aktivasyonu tumoér gelisimini desteklerken bir bélimia anti-
timoral aktivite gosterebilmektedir. Ornegin, TLR9 aktivasyonu meme kanser
hucrelerinin proliferasyonuna ve ayni zamanda invaziv yeteneginin artmasina neden
olabilirken, néroblastoma hticrelerinde in vitro ve in vivo hicre proliferasyonunu inhibe
ederek ve hiicre 6luminu uyararak etki gosterebilmektedir. TLR ekspresyonunun,

tumor gelisimine ve konak immun yanitina etki eden tumor hicreleri Gzerinden module
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Sekil 2.11 Tumdr mikrogevresinde TLR’ler ile timor progresyonu arasindaki iligki (Sato,
2009)

edilmesi bu zithdi ortaya koymaktadir. Ayni sekilde TLR9 ekspresyonu, bas ve boyun
kanserleri ve servikal kanserlerde anti-tumoral 6zellik gosterirken, meme kanserinde
tam zit etkiye sahiptir (Gautagny vd 2012). Dolayisiyla TLR’lerin kanserde ¢ift yonla rol
oynadiklari karmasikligi sézkonusudur ve bu konu hala glincel ¢alismalarin dnemli

hedefleri arasinda yer almaktadir.

2.4.4. Mesane kanseri tedavisinde TLR’lerin roli

TUumor mikrogevresinde TLR ekspresyon degisimleri, bu molekiilleri sitotoksik yanitta
terapotik hedefler haline getirmistir. Yapilan birgok galismada, TLR agonistlerinin klinik
uygulamalarda, tek terapi olarak kullanildiklarinda etki gostermedikleri gbézlenmistir.
Ancak TLR agonistleri, radyasyon, kemoterapi ya da konak immunitesinde T hicrelerin
aktive olmasina neden olan kanser asilari ile kombine olarak adjuvan seklinde
kullanildiklarinda ¢ok basarili sonuglar elde edilmistir. GUnimizde adjuvan veya tek

kullanimlik ajanlar olarak terapide kullanilan onayli TLR agonistleri bulunmaktadir.

anti-apoptotic protein
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Tablo 2. 9 Farkli tipteki kanserlerde asiri ekspresyonlari rapor edilen TLR’ler (Sato

2009)

Kanser Tipi TLR

Gastrik kanseri TLR2/4/5/9
Kolorektal kanseri TLR2/3/4/5/9
Over kanseri TLR2/3/4/5
Servikal kanseri TLR3/4/5/9
Akciger kanseri TLR2/3/4/9
Prostat kanseri TLR4/9
Melanoma TLR2/3/4
Beyin kanseri TLR2/4
Meme kanseri TLR2/3/4/9
Hepatoseliler karsinoma TLR2/3/4/6/9
Larinks kanseri TLR2/3/4

Son otuz yildir BCG (TLR2/4 agonisti) Urotelyal karsinoma tedavisinde

kullaniimakta ve basarili sonuclar vermektedir. Aylik olarak kullanilan BCG’nin bes yil
icinde rekulrrensi %64.4 oraninda azalttigi ve sag kalimi %39.4 oraninda arttirdigi
gOsterilmistir. Rekidrrensin énlenmesinde BCG ile intravezikal immunotedavide 3 farkh
TLR (TLR2, TLR4 ve TLR9) agonistlerinin rol oynadigi belirlenmesine karsin son
yilllarda bu 3 TLR’nin yani sira TLR7 agonistinin de in vitro ve in vivo antitimoral

etkinlik gostedigi belirlenmistir (Ridnour vd 2013).

Tablo 2.10 Urotelyal karsinomande TLR-aracili immunoterapi icin onerilen ligandlar
(LaRue vd 2013)

Ligand TLR’ler Klinik faz
BCG TLR2;TLR4;TLR9 Standart kullanilan
BCG CWS (SM-105) TLR2;TLR4 Preklinik
MCC TLR9 Faz Il
CpG ODN TLR9 Preklinik
HP-NAP TLR2 Preklinik
Imiquimod (R-837;TMX-101;TMX-202) TLR7 Faz Il

Kisaltmalar: CWS, hiicre duvari iskeleti; HP-NAP, Helicobacter pylori nétrofil aktiveedici protein;
MCC, mikobakteriyel hiicre duvari DNA kompleksi; ODN, oligodeoksinikleotitler; TLR, toll-
benzeri reseptor
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Ozetle, son yillardaki calismalarda TLR’lerin tiimér hiicrelerinde de yiiksek
oranda eksprese edildikleri, kemoterapiye direncle iligkili olduklari ve immun yanittan
kacarak tumor gelisimini uyardiklar gosterilmigtir. Ayni zamanda, henuz net
mekanizmalari tanimlanmamis olmakla birlikte TLR’lerin kanserde zit yonla rol
oynadiklari da rapor edilmistir. TUm bu veriler kanser hiicrelerinde TLR aktivasyonunun
kompleksligini ve kamasikhdini acikca gostermektedir. Bu tez calismasinda Urotelyal
karsinomlu olgularin kanserli olmayan olgulara goére farkli TLR ekspresyonlarina sahip
olduklari ve bu ekspresyon profillerinin Urotelyal karsinomanin patogenezinde rol
oynayabilecedi hipotezinden yola ¢ikarak, Urotelyal karsinomlu olan (yeni tani alan) ve
olmayan olgulardan alinan mesane doku érnekleri ve idrar drneklerinde TLR1-10 olmak
Uzere 10 farkli TLR’lerinin mRNA duzeyindeki ekspresyon profilleri belirlemeyi ve bu
ekspresyon duzeylerinin timorin grade ve evresi basta olmak Uzere olgulara ait

patolojik verilerle olan olasi iliskilerini belirlemeyi amacladik.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1.Galisma grubu

Calismaya Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Uroloji Poliklinigi'ne 2012-2014
tarinleri arasinda bagvuran ve ilk kez primer Urotelyal karsinoma tanisi alan 24 hasta
dahil edildi. Bu hastalardan transiretral rezeksiyon (TUR)la elde edilen taze tUmor
doku ornekleri, hucresel RNA'nin stabilize edilmesi ve korunmasi amaciyla RNAlater
solusyonuna (Life Tech., USA) aktarildi ve en kisa sUrede laboratuvara ulastiriidi. TUR
materyalleri TLR'lerinin ekspresyon analizleri amaci ile degerlendirildi. Ayni zamanda,
TUR materyalleri rutin olarak, olgulara ait patolojik grade ve evrelerinin belirlenmesi
amaci ile PAU Tip Fakiltesi Patoloji AD'na goénderildi. Bu rutin analiz disinda,

¢alismada patolojik analiz agisindan herhangi bir ek tetkik yapiimadi.

Calismada primer Urotelyal karsinoma olgularinin yani sira kontrol grubu olarak
kanser disindaki diger nedenlerden (mesane tasi vb.) PAU Tip Fakiiltesi Uroloji
Poliklinigi'ne basvuran 46 olguya ait non-timoral mesane doku ornekleri alindi. Taze
doku drnekleri RNAlater solusyonuna aktarildi ve en kisa surede laboratuara ulastirildi.
Kontrol grubuna ait doku o&rnekleri TLR’lerinin ekspresyon analizleri amaci ile
degerlendirildi. Analiz dncesinde, bu olgulara ait doku orneklerinin patolojik analiz
raporlari incelendi ve tumoér dokusu igcermedikleri ve inflamasyonun olmadigi teyit
edildi.

Calismada olgu ve kontrol grubunu olusturan hastalardan ayrica doku
materyallerinin alinmasindan hemen 6nce 10 ml idrar 6rnekleri alindi ve en kisa surede
laboratuvara ulastirildi. Alinan idrar 6rnekleri TLR ekspresyonlari agisindan doku
ornekleri ile karsilastirma yapmak ve pro-inflamatuar sitokinlerin konsantrasyonlarini

belirlemek amaci ile kullanildi.

Olgulara ait klinikopatolojik bilgiler Uroloji ve Patoloji Anabilim Dali hasta

dosyalarindan elde edildi.

Bu calisma igcin Pamukkale Universitesi Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Komisyonundan onay alindi (25.09.2012 tarihli 2012/04 sayili kurul toplantisi).
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3.2. Doku ve idrar érneklerinden Total RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi
3.2.1.Total RNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen olgu ve kontrol grubuna ait mesane doku 6rneklerinden ve
idrar orneklerinden total RNA izolasyonu ticari kit (Pure link RNA Mini kit, Cat No
12183018A, Ambion) yardimi ile yapildi. idrar 6érnekleri énce 2000 rpm’'de 5 dakika
santrifij edildi. Santrifj sonrasi, slpernatan kismi pro-inflamatuar sitokin
konsantrasyonunu belirlemek amaci ile -20°C’de saklanirken, pelet kismi da TLR gen
ekspresyon analizleri icin ayrildi. Pelete RNAlater solisyonu eklendi ve total RNA

izolasyonuna kadar -80°C‘de sakland!.
Total RNA izolasyonu igin uygulanan protokolde temel basamaklar asagida verildi:

1- Doku ornekleri (her biri en fazla 30 mg) kitle birlikte saglanan 1000 ul “Lizis
tamponunda (B-merkaptoetanol eklenmis)” homojenizatér (Heidolph RZR 2021,
Almanya) yardimi ile maksimum hizda 90-120 sn lize edildi ve steril RNaz-
icermeyen1.5 mL’lik tlplere aktarildi.

2- Tuplerdeki bu homojenat 14.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve slipernatan
mikropipet yardimi ile alinarak yeni steril tiiplere aktarildi.

3- Bu tuplere toplam hacimleri kadar %70’lik etanol (Merck) ilave edildi ve
mikropipet yardimi ile homojenize edildi.

4- Bu karnigimlardan 700 ul alindi ve kitle birlikte saglanan 2 mllik toplama
tiplerine yerlestiriimis olan spin kolonlara aktarildi ve 14.000 rpm’de 15 sn
santrifij edildi. Toplama tipleri uzaklastirildi.

5- Spin kolonlara kitle birlikte saglanan Yikama Tamponu 1’den 700 pl ilave edildi
ve 14.000 rpm'de 15 sn santrifij edildikten sonra toplama tupu yeniden
degistirildi.

6- Spin kolonlara kitle birlikte saglanan Yikama Tamponu 2’den 500 pl ilave edildi
ve 14.000 rpm’de 15 sn santrifuj edildikten sonra toplama tipu yeniden
degistirildi.

7- Her bir spin kolon tekrar 14.000 rpm’de 1 dk santriflij edildi. Her bir spin kolon
steril, RNaz-icermeyen 1.5 ml'lik tiplere yerlestirildi ve Uzerlerine kitle birlikte
saglanan RNaz-icermeyen sudan 35 pl eklendi. 14.000 rpm’de 2 dk santrifuj
edildi.

8- Elde edilen total RNA ornekleri, ayni gun cDNA sentezinde kullanildi.



o1

3.2.2. Total RNA o&rneklerinin konsantrasyonlarinin ve saflik derecelerinin

belirlenmesi

Olgu ve kontrol grubuna ait mesane doku 6rnekleri ve idrar drneklerinden izole
edilen total RNA Orneklerinin cDNA sentezi 6ncesi konsantrasyonlari ve safliklari
spektrofotometrik yontemle (NanoDrop, Thermo Sci., USA) belirlendi. Ayni1 zamanda

izole edilen 6rneklerde RNA butunlugu agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
3.2.3. Total RNA o6rneklerinden cDNA sentezi

izole edilen total RNA 6rneklerinden cDNA sentezi, ticari kit (High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems) yardimi ile yapildi. cDNA sentezi icin

uygulanan protokolde temel basamaklar asagida verildi:

1. Her dérnek igin asagidaki reaksiyon karisimi hazirlandi:

Komponent Miktar

Reverse transkriptaz (RT) 1l

RT tamponu 2 u

RT primer karigimi 2u

dNTP karisimi 0.8 ul

RNease-free su Xul (herbir 6rnek igin ayri hesaplandi)

Template RNA X ul (20 pl'lik reaksiyon hacminde 2 ug total RNA olacak

sekilde herbir 6rnek icin ayri hesaplandi)

Toplam hacim 20

Hazirlanan reaksiyon karigsimi 42°C’de 15 dk inkiibe edildi.
Reverse transkriptazi inaktive etmek icin, drnekler 95°C’de 3 dk inkube edildi.

Bu asamalarin sonunda 20 pl miktarinda cDNA elde edildi.

o M 0N

Ornekler, gergek-zamanli PCR ile analiz edilmek lizere -20°C’de saklandi.

3.3. Gergek-zamanh PCR

TLR1-TLR1O (hedef genler) ve p-aktin (referans gen) icin relatif kantitasyon analizi,
gercek-zamanli PCR sistemi (LightCycler 480 Gergek-zamanli PCR Sistemi, Roche
Diagnostics) kullanilarak yapildi. Hedef genlerin ve referans genin mRNA dizeyinde

ekspresyon analizi icin kullanilan primer ve prob setleri “Universal Probe Library
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(UPL)’den (Roche) segildi. Gergek-zamanli PCR analizinde kullanilan bu setlere ait

diziler ve UPL numaralari Tablo 3.1’de verildi.

Tablo 3.1 TLR1-10 ve p-aktin mRNA ekspresyon analizlerinde kullanilan 6zgin primer
dizilimleri (5 —>3’) ve UPL numaralari

TLR1

Primer seti

UPL numarasi
TLR2

Primer seti

UPL numarasi

TLR3

Primer seti

UPL numarasi
TLR4

Primer seti

UPL numarasi
TLR5

Primer seti

UPL numarasi

TLR6

Primer seti

UPL numarasi

CCTAGCAGTTATCACAAGCTCAAA (Forward)
CCTTGGGCCATTCCAAATA (Reverse)
Probe no: #79 (04689020001)

GGCCAGCAAATTACCTGTGTG (Forward)
AGGATCAGCAGGAACAGAGC (Reverse)
Probe no: #56 (04688538001)

GTGGCCCTTAAAAATGTGGA (Forward)
GTGTTTCCAGAGCCGTGCTAA (Reverse)
Probe no: #151 (04694376001)

TCATTGTCCTGCAGAAGGTG (Forward)
TCC CAC TCC AGG TAA GTG TT (Reverse)
Probe no: #62 (04688619001)

TGAGGGACTTTCTCATCTTCAAGT (Forward)
CCTTAATGCAGTCAGATGGCTA (Reverse)
Probe no: #151 (04694376001)

TTTGGATTTATCTCATAATCAGTTGC(Forward)
GATCTAAATGCCTGAAACTCACAA(Reverse)
Probe no: #121 (04693558001)



TLRY

Primer seti

UPL numarasi
TLR8

Primer seti

UPL numarasi

TLR9

Primer seti

UPL numarasi
TLR10O

Primer seti
UPL numarasi
B-aktin

Primer seti

UPL numarasi
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GTCTAAAGAACCTGGAAACTTTGG(Forward)
TCTCAGGGACAGTGGTCAGTT (Reverse)
Probe no: #102 (04692209001)

CAGAATAGCAGGCGTAACACATCA(Forward)
TGTTGTCATCATCATTCCACAA (Reverse)
Probe no: #59 (04688562001)

CTGGGACCTCTGGTACTGCT(Forward)
CTGCGTTTTGTCGAAGACCA (Reverse)
Probe no: #98 (04692152001)

TGTCACCATTGTGGTTATTATGC(Forward)
GCAGATCAAAGTGGAGACAGC(Reverse)
Probe no: #76 (04688996001)

ATTGGCAATGAGCGGTTC(Forward)
CGTGGATGCCACAGGACT(Reverse)
Probe no: #11 (04685105001)

TLR1-10 genlerinin mRNA duzeyinde relatif ekspresyonlarini analiz etmek igin,

her bir hedef gen icin optimize edilen gergek-zamanli PCR karisimi ve protokolu

uygulandi (Tablo 3.2 ve Tablo 3.3). Her bir hedef gene ait PCR protokolli ayni

zamanda referans gen igin de uygulandi. Her bir Ornek icin gercek-zamanh PCR

analizleri 2 farkl reaksiyonda 3 kez tekrar edildi ve fluoresan degeri olarak 3 analizin

ortalamasi alindi. Sekil 1’de c¢alismada kullanilan 6rneklere ait bir pleyt Ornegi

verilmigtir.
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Tablo 3.2 TLR1-10 ve g-aktin genlerinin mRNA diizeyinde ekspresyonlarini belirlemek amaci
ile hazirlanan reaksiyon karisimi

Komponent Miktar
Master karigimi (5X)* 4ul
Primer-Probe karisimi (single assay) 1l
PCR-grade su 13ul
cDNA 6rnegi 2 ul

*:Master karisimi olarak, “Hot FirePol probe gPCR mix plus (Solis Biodyne)” kiti kullanildi.

Tablo 3.3 TLR1-10 ve g-aktin genlerinin mRNA diizeyinde ekspresyonlarini belirlemek amaci
ile uygulanan gercek-zamanl PCR protokoli*

Analiz Modu Déngu  Segment Isi Sure Is1 artisi Kazanim
Modu

Pre-inklibasyon 1 95°C 10dk 4.4 -

Denaturasyon  95°C 10 sn 4.4 -

Amplifikasyon 55 Annealing 60°C 30sn 2.2 -
Ekstensiyon 72°C 1lsn 4.4 Tek okuma
Sogutma 1 40°C 30sn 2.2

*. Gercek-zamanlh PCR Protokoll; Pre-inkiibasyon: Enzim aktivasyonu ve kalip cDNA’nin
denatirasyonu, Amplifikasyon: Hedef bdlgenin primerler yardimi ile ¢odaltiimasi ve 6zgun
problar yardimi ile UrGndn belirlenmesi, Sodjutma: Sistemde yer alan rotorun sogutulmasi
basamaklarini icermektedir.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

TLR1|TLR2|TLR3|TLR4 | TLR5 | TLR6 TLR8 | TLR9 | TLR10|BACT | NC
A orn 1 orn 1 orn 1 orn 1 orn 1 orn 1 orn 1 orn 1 orn 1 orn 1 orn 1 orn 1
TLR1|TLR2 |TLR3|TLR4 |TLR5| TLR6 TLR8 |TLR9 | TLR10|BACT | NC
B orn 2 orn 2 orn 2 orn 2 orn 2 orn 2 orn 2 orn 2 orn 2 orn 2 orn 2 orn 2
TLR1|TLR2|TLR3|TLR4 | TLR5 | TLR6 TLR8 |TLR9 | TLR10|BACT | NC
C orn 3 orn 3 o6rn 3 6rn 3 orn 3 orn 3 orn 3 orn 3 orn 3 orn 3 orn 3 orn 3
TLR1|TLR2 |TLR3|TLR4 |TLR5| TLR6 TLR8 |TLR9 | TLR10|BACT | NC
D orn 4 orn 4 orn 4 orn 4 orn 4 orn 4 orn 4 orn 4 orn 4 orn 4 orn 4 orn 4
TLR1|TLR2 | TLR3|TLR4 | TLR5 | TLR6 TLR8 |TLR9 | TLR10|BACT | NC
E orn 5 orn 5 6rn 5 6rn 5 orn 5 orn 5 orn 5 orn 5 orn 5 orn 5 orn 5 orn 5
TLR1|TLR2 |TLR3|TLR4 |TLR5| TLR6 TLR8 |TLR9 | TLR10|BACT | NC
F orn 6 orn 6 orn 6 orn 6 orn 6 orn 6 orn 6 orn 6 orn 6 orn 6 orn 6 orn 6
TLR1|TLR2 |TLR3|TLR4 |TLR5| TLR6 TLR8|TLR9 |TLR10|BACT | NC
G| om7 orn 7 orn 7 orn7 orn 7 orn 7 orn7 orn7 orn7 orn7 orn 7 orn 7
TLR1|TLR2 |TLR3|TLR4 |TLR5| TLR6 TLR8|TLR9 |TLR10|BACT | NC
H| omns orn 8 orn 8 orn 8 orn 8 orn 8 orn 8 orn 8 orn 8 orn 8 orn 8 orn 8

Sekil 3.1 Hedef genlerin mRNA ekspresyonlarinin kantitatif analizlerinde kullanilan bir pleyt
ornegdi (Kirmizi: 8 adet doku drnegine ait TLR1 hedef geni igin reaksiyon karisimi, Mavi: 8 adet
doku 6rnegine ait TLR2 hedef geni icin reaksiyon karigimi, Yesil: 8 adet doku 6rnegine ait TLR3
hedef geni igin reaksiyon karigimi, Mor: 8 adet doku drnegine ait TLR4 hedef geni i¢in reaksiyon
karisimi, Pembe: 8 adet doku 6rnegine ait TLR5 hedef geni igin reaksiyon karisimi, 8 adet
doku 6rnegdine ait TLR6 hedef geni icin reaksiyon karisimi, 8 adet doku 6rnegine ait
TLRY7 hedef geni i¢in reaksiyon karisimi, Koyu Yesil: 8 adet doku érnegine ait TLR8 hedef geni
icin reaksiyon karisimi, Turkuaz: 8 adet doku oOrnegine ait TLR9 hedef geni igin reaksiyon
karigimi, Kahverengi: 8 adet doku érnedine ait TLR10 hedef geni i¢in reaksiyon karisimi BACT:
[B- aktin referans geni, NTC: Negatif template kontrol (cDNA &rnegi yerine PCR-grade su
kullanild)).

Optimize edilen protokollerle érneklerin gercek-zamanl PCR asamalari tamamlandi
ve “relatif kantitatif” olarak orneklerin ekspresyon duzeyleri belirlendi. Bu amacla, her
bir 6rnegin hedef gene ait mMRNA ekspresyon duzeyi, ayni 6rnegin referans gen olan (-
aktin (ayni zamanda, relatif kantitasyonda eksternal standard) ekspresyon dizeyi
gercek-zamanli PCR sisteminde varolan yazihm programi (LightCycler Relatif
Kantitasyon Yazilim Programi) kullanilarak hesaplandi ve relatif olarak kantite edildi.
Eksternal standart, gercek-zamanli PCR ile kantitasyon sirasinda hedef ve referans
cDNA miktarlari arasindaki farkhhgi, 6rnek yuklemedeki varyasyonlari ve PCR

inhibitorlerinin etkisini dengelemede yardimci olmasi amaci ile segildi.
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3.4. Pro-inflamatuvar Sitokinlerin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Calismaya dahil edilen olgu ve kontrol grubunu olusturan bireylerden alinan idrar
orneklerinden pro-inflamatuvar sitokinler olan IL-1B3, IL-6 ve IL-8 konsantrasyonlari
ticari kitler (Boster, Immunoleader) kullanilarak ELISA ile belirlendi. Her bir sitokin icin
kullanilan standardlar Tablo 3.4’de 6zetlendi.

Tablo 3.4 Pro-inflamatuvar sitokinlerin konsantarsyonlarini belirlemede kullanilan standartlara
ait konsantrasyon degerleri

Sitokin Konsantrasyon (pg/ml)

IL-1B 0.0 3.9 7.8 15.6 31.2 62.5 125 250
IL-8 0.0 15.6 31.2 62.5 125 250 500 1000
IL-6 0.0 4.69 9.38 18.75 37.5 75 150 300

IL-1B, IL-6 ve IL-8 konsantrasyonlarini belirlemek icin uygulanan protokolde temel

basamaklar asagida verildi:

1

100 uL olacak sekilde standart solUsyonlar ve idrar ornekleri 96 kuyulu

mikropleyt’lere dagitildi.

2- Mikropleyt'in Gzeri kapatilarak 37°C’de 90 dakika inklbe edildi.

3- Mikropleyt Uzerindeki kapatici ¢ikartilarak pleyt icerigi kurutma kagidi
yardimiyla uzaklastirildi.

4- Her bir kuyuya 100 pL biotinli anti-human antikor sollsyonlari eklenip 37°C’de
60 dakika inkube edildi.

5- Mikropleyt 0,01M PBS ile Ug¢ kez yikandi.

6- Her bir kuyuya taze hazirlanan ABC galisma solisyonundan 100 pL eklendi ve
37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

7- Mikropleyt 0,01M PBS ile bes kez yikand..

8- Her bir kuyuya TMB renk degistirici solusyondan 90 pL eklendi ve pleyt
karanhkta 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

9- Her bir kuyuya 100 pL TMB stop solisyonu eklendi.

10- Orneklerin OD degerleri 450nm’de mikropleyt okuyucu (Architec 11000 SR,

Abbott Diagn., USA )'da okutularak kaydedildi.
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Her bir sitokine ait olan ve kitle saglanan standard drneklerin OD degerleri ile
olusturulan kantitasyon egrisine gére, idrar érneklerinde var olan IL-1B, IL-6 ve IL-8

konsantrasyonlari hesaplandi.

3.5. Istatiksel Analiz

istatiksel analizler SPSS (Stastistical Package for Social Sciences) 20.0 paket
programi kullanarak yapildi. Batin degerler ortalama + standart hata seklinde verildi.
ikili gruplarin karsilastiriimasi icin bagimsiz t-testi ile klinikopatolojik verilerde iligkinin
gucund belirlemek icin ise Kendall T testi yapildi. Tim analizlerde p<0,05 degeri

istatiksel olarak anlamli kabul edildi.

Calismanin istatistiksel glici “Post-hoc Statistical Power Calculator for a

Student t-Test” (www.danielsoper.com/statcalc3/) kullanilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

Calismada vyaklasik 30 Urotelyal karsinoma olgusunun degerlendiriimesi
hedeflenmigti. Ancak tez siiresini igeren dort yariyillik stregte, Uroloji Poliklinigine 24
adet primer Urotelyal karsinomali olgu basvurdugundan, elde edilen bulgularin
tartigilabilir yeterlilikte olduklarindan emin olmak icin c¢alismanin istatistiksel gicl
hesaplandi ve 0.86 (two-tailed hypothesis) (>0.75) olarak belirlendi. Bunun bir diger
anlami, %95 guven araliginda bu olgu sayisi istatistiksel agidan yeterlidir ve elde edilen
analiz sonuglari istatistiksel agidan 6nemlidir. Bu sonucun elde edilmesinden sonra

olgu grubu icin 6rnek alimina devam edilmedi.

4.1. Olgulara Ait Demografik ve Patolojik Parametreler

Bu ¢alismada ilk kez primer Urotelyal karsinoma tanisi alan 24 olgu ile timor-
disi nedenlerle opere edilen ve kontrol grubunu olusturan 46 olgu degerlendirmeye
alindi. Urotelyal karsinoma olgularinda ortalama yas 64.91+12.36 (45-90) olarak
bulundu. Kontrol grubunu olugturan érneklerinin ortalama yasi ise 52.21+17.35 (24-81)
olarak belirlendi. Urotelyal karsinoma olgularinin1 (%4.1)'i kadin ve 23 (%95.9)'G erkek
hasta iken kontrol grubunu olugturan bireylerin 34 (%69.3)'0 kadin ve 15 (%30.7)i
erkek hasta idi. Toplam 24 adet Urotelyal karsinoma olgularinin %29.4’Gnun giftgi
oldugu (diger olgular sirasi ile memur, kimya fabrika isgisi, nakliyeci, ev hanimi,
marangoz ve firinci), %53’Unln sigara kullandigi ve sadece 1 olguda (%5.9) aile

oykuUsunde urotelyal karsinoma dykusunun bulundugu kaydedildi.

Urotelyal karsinomali olgular patolojik evre, derece (grade), timaor buyuklugi ve
timor sayilarina goére gruplandirildi (Tablo 4.1). Urotelyal karsinomlu olgulardan
sadece 6 (%25)'si dusuk-dereceli, diger olgular 18 (%75) yuksek-dereceli timore
sahipti. Olgularda lenf nodu tutulumu yoktu. Ayni zamanda pT1 tumoére sahip 16
olgunun 9 (%56.3)’una ait patolojik preperatta kas tabakasinin varligi belirlenmigken, 7

(%43.7)'sinde bu tabaka gézlenmemistir.
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Tablo 4.1 Urotelyal karsinoma olgularina ait patolojik parametreler

Patolojik parametre Olgu sayisi (%)
Evre
pTa 4 (16.6)
pT1l 16 (66.6)
pT2a 1(4.2)
pT2 3(12.5)
Grade
Dusuk-dereceli 6 (25)
Yuksek-dereceli 18 (75)
Tumor Blyiklugu
=25cm 7(29.2)
Tlimor Sayisr*
Tek 16 (66.7)
2 2(8.3)
Multiple 6 (25)

* [statistiksel analizlerde timdr sayisi “tek” ve “2 ve iizeri” olmak Ulizere 2 grupta degerlendirildi.

4.2. Olgulara ait TLR1-10 mRNA Ekspresyon Duzeyleri

Calismaya dahil edilen tim UGrotelyal karsinoma doku ornekleri ve idrar
orneklerinden TLR genlerinin ekspresyon duzeyleri icin informatif veriler alindi.
Gruplara ait mesane doku ornekleri ve idrar drneklerinde TLR genlerinin mRNA
ekspresyon dizeyleri -aktin geni diizeyine gore relatif olarak belirlendi. Sekil 4.1'de
Urotelyal karsinomlu doku 6rneklerinde relatif kantitasyon sonrasi tim TLR genlerinde
MRNA dizeyinde ekspresyon artisi belirlenen ve belirlenmeyen olgulara ait
amplifikasyon egrileri drnekleri yer almaktadir. Sekil 4.2 ise Urotelyal karsinomlu

olgulardan alinan idrar 6rneklerindeki amplifikasyon egrilerini géstermektedir.
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Dokuda TLR1 Amplifikasyon Egrileri

Dokuda TLR 2 Amplifikasyon Egrileri

Dokuda TLR 3 Amplifikasyon Egrileri
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Dokuda TLR 4 Amplifikasyon Egrileri

Dokuda TLR 5 Amplifikasyon Egrileri

Dokuda TLR 6 Amplifikasyon Egrileri
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Dokuda TLR 7 Amplifikasyon Egrileri

Dokuda TLR 8 Amplifikasyon Egrileri

Dokuda TLR 2 Amplifikasyon Egrileri




63

Dokuda TLR 10 Amplifikasyon Egrileri

amplification Curves
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Sekil 4.1Urotelyalkarsinomlu doku drneklerinde TLR1-10 ve B-aktine ézglin amplifikasyon egrileri. Herbir
grafikte (a) ve (b) sirasi ile mMRNA dulzeyinde ekspresyonu artisi belirlenen olguda hedef gene ve B-aktine
ait 6zgiin amplifikasyon egrilerini, (c) ve (d) sirasi ile ekspresyonu artigi belirlenmeyen olguda hedef gene
ve B-aktine ait 6zgin amplifikasyon egrilerini, (e) ve (f) sirasi ile hedef gene ve B-aktine 6zgiin reaksiyona
ait negatif kontrol drneklerinin amplifikasyon egrilerini géstermektedir.
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idrarda TLR 1 Amplifikasyon Egrileri

idrarda TLR 2 Amplifikasyon Egrileri

idrarda TLR 3 Amplifikasyon Egrileri
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idrarda TLR 4 Amplifikasyon Egrileri

idrarda TLR 5 Amplifikasyon Egrileri

idrarda TLR 6 Amplifikasyon Egrileri
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idrarda TLR 7 Amplifikasyon Egrileri

idrarda TLR 8 Amplifikasyon Egrileri

idrarda TLR 9 Amplifikasyon Egrileri
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idrarda TLR 10 Amplifikasyon Egrileri

dimplification Corves
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Sekil 4.2 Urotelyal karsinomlu idrar érneklerinde TLR1-10 ve B-aktine 6zgiin amplifikasyon egrileri. Herbir
grafikte (a) ve (b) sirasi ile mRNA diizeyinde ekspresyonu artisi belirlenen olguda hedef gene ve B-aktine
ait 6zgun amplifikasyon egrilerini, (c) ve (d) sirasi ile ekspresyonu artisi belilenmeyen olguda hedef gene
ve B-aktine ait 6zgiin amplifikasyon egrilerini, (e) ve (f) sirasi ile hedefgene ve B-aktine 6zgiin reaksiyona
ait negatif kontrol drneklerinin amplifikasyon egrilerini géstermektedir.

Urotelyal karsinomlu olgu ve kontrol grubuna ait doku érnekleri ve bu olgulardan
alinan idrar orneklerinde TLR ekspresyon duzeyleri sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’'de
verildi. Urotelyal karsinomali doku 6rnekleri igin, TLR1 mRNA diizeyinin, olgu grubu ile
karsilastiriidiginda, kontrol grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte
arttigi belirlendi (p=0.214). idrar 6érneklerinde ise TLR1 mRNA diizeyinin, olgu
grubunda, kontrol grubu ile kargilastirildijinda istatistiksel olarak anlamli olmamakla
birlikte arttigi belirlendi (p=0.471).

Urotelyal karsinomali doku drnekleri icin, TLR2 mRNA diizeyinin, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, olgu grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi
belirlendi (p=0.020). idrar drneklerinde ise TLR2 mRNA diizeyinin, olgu grubunda,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
belirlendi (p=0.000).

Urotelyal karsinomali doku &rnekleri icin, TLR3 mRNA diizeyinin, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, olgu grubunda istatistiksel olarak anlaml derecede arttigi
belirlendi (p=0.010). idrar drneklerinde ise TLR3 mRNA diizeyinin, olgu grubunda,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldi§i
belirlendi (p=0.000).

Urotelyal karsinomali doku &rnekleri icin, TLR4 mRNA diizeyinin, kontrol grubu

ile karsilastirildiginda, olgu grubunda istatistiksel olarak anlaml derecede arttigi
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belirlendi (p=0.009). idrar érneklerinde ise TLR4 mRNA diizeyinin, olgu grubunda,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
belirlendi (p=0.000).

Urotelyal karsinomali doku érnekleri igin, TLR5 mRNA diizeyinin, kontrol grubu
ile karsilastiriidiginda, olgu grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi
belirlendi (p=0.000). idrar érneklerinde ise TLR5 mRNA diizeyinin, olgu grubunda,
kontrol grubu ile karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
belirlendi (p=0.000).

Urotelyal karsinomali doku érnekleri icin, TLR6 mRNA diizeyinin, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, olgu grubunda istatistiksel olarak anlaml derecede arttigi
belirlendi (p=0.000). idrar drneklerinde ise TLR6 mRNA diizeyinin, olgu grubunda,
kontrol grubu ile karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
belirlendi (p=0.000).

Urotelyal karsinomali doku érnekleri icin, TLR7 mRNA diizeyinin, kontrol grubu
ile karsilastinldiginda, olgu grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede arttidi
belirlendi (p=0.001). idrar érneklerinde ise TLR7 mRNA diizeyinin, olgu grubunda,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
belirlendi (p=0.000).

Urotelyal karsinomali doku drnekleri icin, TLR8 mRNA diizeyinin, kontrol grubu
ile karsilastiriidiginda, olgu grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte
arttigi belirlendi (p=0.872). idrar &érneklerinde ise TLR8 mRNA diizeyinin, olgu
grubunda, kontrol grubu ile karsilastiriidiginda istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldigi belirlendi (p=0.000).

Urotelyal karsinomali doku érnekleri icin, TLR9 mRNA diizeyinin, kontrol grubu
ile kargilastinldiginda, olgu grubunda istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte
arttigi belirlendi (p=0.917). idrar &rneklerinde ise TLR9 mRNA diizeyinin, olgu
grubunda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml derecede
azaldigi belirlendi (p=0.000).

Urotelyal karsinomali doku 6rnekleri igin, TLR10 mRNA dtizeyinin, kontrol grubu
ile karsilastiriidiginda, olgu grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi
belirlendi (p=0.012). idrar 6rneklerinde ise TLR10 mRNA diizeyinin, olgu grubunda,
kontrol grubu ile karsilastiriidiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi
belirlendi (p=0.000).



69

14000 -+
12000 -
10000 -
8000 -

H Olgu Grubu
6000 - = Kontrol Grubu

Floresan degeri

4000 - * *

2000 -

TLR1 TLR2 TLR3 TLR4 TLR5 TLR6 TLR7 TLR8 TLR9 TLR10

Sekil 4.3 Olgu ve kontrol grubuna ait mesane doku 6rneklerinde TLR ekspresyonlari

*: [statistiksel olarak anlamli artisin gérildiigi TLR'ler
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Sekil 4.4 Olgu ve kontrol grubuna ait idrar érneklerinde TLR ekspresyonlari

*: [statistiksel olarak anlamli artigin gériildiigii TLR'ler

TLR1-10 ekspresyon profilleri (artig/azalig) olgulara ait klinikopatolojik
parametrelerle karsilastirildi ve sonuglar Tablo 4.2’de 6zetlendi. Olgu grubuna ait

mesane dokularinda TLR1 mRNA dizeyinin, timér blyukligld =5 cm olan hastalarda,
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5 cm’den kiguk olanlara goére istatistiksel olarak anlamh derecede azaldigi belirlendi
(p=0.001). Benzer sekilde, olgu grubuna ait mesane dokularinda TLR7 mRNA
dizeyinin tumor buyudkliglu =5 cm olan hastalarda, 5 cm’den kiguk olanlara gore
istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi saptandi (p=0.043). Bir baska dikkat
cekici bulgu da olgu grubuna ait mesane dokularinda TLR9 mRNA diizeyinin, ytksek-
dereceli timorlerde, disiuk-dereceli olanlara gére istatistiksel olarak anlamli olmasa da
artmasidir (p=0.057).
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Tablo 4.2 Urotelyal karsinoma olgularinda TLR1-10 ekspresyon diizeyleri ile klinokopatolojik
verilerin karsilastirmasi

Evre Olgu
Sayisi  TLR1 TLR2 TLR3 TLR4 TLR5 TLR6 TLR7 TLR8 TLR9 TLR10
pTa 4 4 2 0 1 0 0 3 1 3 1
(%100)  (%50) (%0) (%25) (%0) (%0) (%75)  (%25) (%75) (%25)
pTl 16 11 11 3 0 4 4 14 10 8 4
(9068) (%68) (%18) (9%0)  (%25) (%25) (%87) (%62) (%50) (%25)
pT2 3 3 2 2 1 0 1 3 1 0 0
(%100)  (%66) (%66)  (%33) (%0) (%33) (%100) (%33) (9%60) (%60)
pT2a 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0
(%100) (%100) (%100) (%0)  (%0) (%0) (%100) (%100) (%100) (%0)
p degeri 0.271 0.580 0.602 0.705 0.337 0.826 0.787 0.717 0.580 0.271
Grade
Dusuk- 6 5 3 0 1 0 1 6 3 0 1
dereceli (9%683) (%50) (%16)  (%16) (%16) (%16) (%100) (%50) (960) (%16)
Yiksek- 18 14 13 4 4 4 4 15 10 11 4
dereceli (9%77) (%72) (%22)  (%22) (%22) (%22) (%83)  (%55) (%61) (%22)
p degeri 0.207 0.899 0.271 0.487 0.271 0.960 0.757 0.360 0.057 0.960
Tiimor Sayisi
1 18 14 10 3 2 3 4 16 7 6 3
(%77) (%55) (%16)  (%11) (%16) (%22) (%88) (%38) (%33) (%16)
>2 6 5 6 1 3 1 1 5 6 5 2
(%83)  (%100) (%16)  (%50) (%16) (%16) (%83) (%100) (%83) (%33)
p degeri 0.164 1.000 0.705 0.764 0.448 0.487 0.394 0.252 0.08 0.728
Tamor
Buytikliigu
<5 16 16 13 3 3 2 4 14 11 9 4
(%100)  (%81) (%18)  (%18) (%12) (%25) (%87)  (%68) (%656) (%25)
=5 8 3 3 1 2 2 1 7 2 2 1
(%37.5) (%37.5) (%12.5) (%25) (%25) (%12) (%87) (%25) (%25) (%12)
p degeri 0.001 0.08 0.129 0.134 0.448 0.487 0.043 0.152 0.381  (0.487)
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Urotelyal karsinomlu olgu grubunda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamh derecede ekspresyon artisi belirlenen TLR’lerin (TLR2, TLR3, TLR4, TLR5,
TLR6, TLR7 ve TLR10) doku ve idrar Orneklerinde TLR ekspresyon uyumlarini
belirlemek amaci ile Venn diagramlari olusturuldu (Sekil 4.5). TLR3, TLR4, TLR5 ve
TLR10 ekspresyon profili agisindan doku ve idrar drneklerinde herhangi bir uyuma
rastlanmadigindan, bu TLR’lere ait Venn diagramlar Sekil 4.5’de yer almamaktadir.
Geride kalan TLR2, TLR6 ve TLR7 i¢in uyum sirasiyla %23.8, %6.7 ve %78.3 olarak
belirlendi. Urotelyal karsinomlu olgularin grade’leri gézoni alindiginda, 4 adet yiiksek-
dereceli Urotelyal karsinoma tanisi alan olgularin doku ve idrar orneklerinde ise,
ekspresyon profili (artig/azalig) agisindan sadece TLR5 (timinde azalig), TLRY
(tUminde artis), TLR8 (2 olguda artis ve 2 olguda azalg) ve TLR1O (timinde

azalis)’da tam uyum (%100) gozlenmistir.

TLR2

Lise TLR2 LRe TLR6
Tumordokusu _— @ - -o 5 2

Tamor dokusu

_____

TLR7

Sekil 4.5 Urotelyal karsinomlu doku ve idrar érneklerinde farklh TLR ekspresyon profillerini
gOsteren Venn diagramlari.

Urotelyal karsinomlu olgu grubu ve kontrol grubu bireylerine ait idrar
orneklerinde ELISA ile belirlenen pro-inflamatuvar sitokin konsantrasyonlarini Sekil
4.5de grafik halinde sunuldu. Buna gore, urotelyal karsinomlu olgularin idrar
orneklerinde IL-13 (8.1+37.8), IL-6 (9.8+27.3) ve IL-8 (62.2+125.8) konsantrasyonu,
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kontrol grubuna ait IL-1B (2£6.5), IL-6 (2+6.8) ve IL-8 (16+£78.5) konsantrasyonlarina
gb6re anlamli derecede ylksek bulundu (sirasiyla p= 0.033, p= 0.001 ve p=0.008).

200 ~
180 -
160 -

140 -

IL (pg/mL)

100 - T B kontrol grubu

80 4 B olgu grubu

60 -

40 -

20 -

IL1B IL6 IL8

Sekil 4.6 Urotelyal karsinoma ve kontrol grubu bireylerde pro-inflamatuvar sitokinlerin ortalama
konsantrasyonlari

Pro-inflamatuvar sitokin konsantrasyonlari, ayni zamanda Uurotelyal karsinomlu
olgulara ait patolojik parametrelerle de karsilastirildi (Tablo 4.3). Tum pro-inflamatuvar
sitokin konsantrasyonlarinin, timor sayisina paralel olarak anlamli derecede arttiklari
belirlendi. Ayni zamanda, IL-8 konsantrasyonunun timor bayudkligl 5 cm’den buyuk olan
olgularda istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi gézlendi (p=0.045). IL-1, IL-6 ve IL-
8 ve konsantrasyonlarinin birlikte ylksek oldudu olgularin (n=4), timdr sayisi agisindan

multiple olduklari gézlendi.
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Tablo 4.3 Pro-inflamatuvar sitokin konsantrasyonlarinin klinikopatolojik verilerle karsilagtiriimasi

Evre
T1-Tla
T2- T2a

Grade
Dusuk-dereceli
Yiksek-dereceli

Tumor sayisi
Tek
>2

Tumor buyukliigli
<5cm
=25cm

p degeri

p degeri

p degeri

p degeri

IL-1B
(9.75+41.4)
(020)
0.337
(020)
(10.8+43.7)
0.271

(0£0)
(32.1+75.3)

0.002

(00)
(1.1%1.6)

0.058

IL-6
(11.6+29.7)
(1.2+2.4)
1.000
(4.3210.6)
(11.7+31)
0.776

(1.946.1)
(33.6+49.1)

0.050

(2.2+6.5)
(25.2+44.3)

0.328

IL-8
(49.1+114.6)
(127.9+176.8)
0.717
(94.8+209.2)
(51.3+89.8)
0.056

(63.2+143.4)
(59.1+53.8)

0.045

(40.5:92.8)
(105.6+174.2)

0.045
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5. TARTISMA

TLR’lerin kesfi immunoloji arastirmalari icin édnemli bir olaydir ve bu kesif 2011
yilinda Jules Hoffmann, Bruce Beutler ve Ralph Steinman’in dogal immunitenin
baslamasindaki molekiler mekanizmalari aydinlatmalari nedeniyle Tip ve Fizyoloji
alaninda Nobel 6dult almalari ile daha da anlam kazanmigtir. TLR’ler baslica dendritik
hicreler, makrofajlar ve dogal dldurict hicreler gibi dogal immun yanit hicrelerinde
eksprese olurlar. Bu hucrelerdeki aktivasyonlari, dogal immun yanitin aktivasyonunu
baslatmakla birlikte pro-inflamatuvar sitokinlerin, kemokinlerin ve adezyon
molekdllerinin  Uretimine de neden olarak adaptif immun yanitin aktivasyonunu
kolaylastirir. Son yillardaki ¢alismalar, TLR’lerin immun sistem hdcrelerinin yani sira
hem normal epitel hicrelerde hem de timodr hicrelerinde eksprese olduklarini
gostermektedir (Gautagny vd 2012). Normal epitel hicrelerdeki ekspresyolara érnek
olarak TLR1-9'un barsak epitel hicrelerinde, TLR2, TLR4, TLR5 ve TLRQun mide
epitel hicrelerinde ve TLR2 ile TLR5'in over ylizey epitel hiicrelerinde ekspresyonlari
verilebilir (Ridnour vd 2013). Gunumuze kadar, Uriner sistem enfeksiyonlarina yanitta
rol oynayan TLR’ler (insanda TLR4 ve TLR5) disinda urotelyal hicrelerde TLR
ekspresyonunu rapor eden oldukca sinirli ¢alisma bulunmaktadir (Zhang vd 2004,
Song ve Abraham 2008, Qian vd 2008)

Tez calismasinin ana hipotezlerinden biri normal mesane dokusu ile kanserli
dokunun farkli TLR ekspresyonlarina sahip olduklaridir. Bu hipotez esliginde,
¢alismada 24 Urotelyal karsinomali doku oOrnegi ile 46 non-timdral normal mesane
doku ornegi karsilastirildi. Her ne kadar istatistiksel olarak anlamhlik belilenmemisse
de normal doku Orneklerinde en belirgin degisimler TLR1 ve TLR7’nin asir
ekspresyonlari ve TLR3-5 ve 10'un dusik dizeydeki ekspresyonlaridir. Normal
Urotelyal hiicrelerde disik dizeyde eksprese olan TLR4 ve TLR5’in calismaya dahil
edilen olgularda herhangi bir uriner enfeksiyonun olmadigini teyit etmesinin yanisira
TLR4 ve TLR5’in ekspresyon duzeylerinin Uriner patojenlere karsi dogal immun
yanittaki aktif rolleri ile uyumlu oldugu degerlendirilebilir. TUmor doku orneklerinde ise
istatistiksel bir anlamlilik belirlenmemekle birlikte, kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
TLR1 ekspresyonunda belirgin bir azalma gozlenirken, TLR2-TLR7 ve TLR10'un
ekspresyon duzeyinin anlamli derecede arttigi belirlendi. Bilgilerimiz dahilinde
literattrde normal trotelyal hiicrelerde ve Urotelyal karsinomlarda TLR’lerin ekspresyon
dizeylerini belirlemeyi hedefleyen bir c¢alisma bulunmamaktadir. Ancak, benzer
amaglari hedefleyen ve farkli &rnekleri degerlendiren sadece bir ¢alisma

bulunmaktadir. Bu c¢alismada mRNA dizeyinde TLR ekspresyonlari saglikli
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donodrlerden elde edilen Urotelyal hucrelerden hazirlanan 4 adet primer kilturde ve 15
adet drotelyal karsinoma hicre hatlarinda (MGH-U3, MGH-U4, JON, VMCUB-1,
VMCUB-3, SW780, SW1710, SW800, 575A, 253J, RT4, 639V, 5637, T24 ve J82)
belirlenmigtir. Saglkli Urotelyal hlcrelerden hazirlanan 4 primer hidcre kultirinde
TLR1-6 ve TLR9un mRNA dlzeyinde ekspresyonlarinin arttigi (en yuksek
ekspresyonun TLR4’te gbzlenmistir) ancak TLR7, 8 ve 10’da ekspresyon artisinin
olmadigi rapor edilmistir. Yukarida belirtilen Grotelyal karsinoma htcre hatlarinda ise,
genel olarak TLR dizeylerinin normal Urotelyal hilcrelerden hazirlanan primer
kiltdrlerdeki sonuglara benzemekle birlikte diistik ve ylksek dereceli hiicre hatlarinda
bir farkin belirlenmedigi gézlenmistir. Hicre hatlarinda TLR3 ve TLR4 ekspresyonun
genel olarak daha yuksek, TLR7 ve TLR8 ekspresyonlarinin olduk¢a disik oldugu
gozlenmistir.  Primer  kultdrlerle  karsilastirildiginda ise, TLR5 ve TLR6
ekspresyonlarinin kanser hicre hatlarinda daha ylksek oldugu belirlenmistir.
Calismada ayni zamanda yine saglikli dondrlerden elde edilen 11 mesane FFPE doku
ornekleri ile 11 adet kas-invaze olmayan timdrlere ait TUR materyalleri ve 15 adet kas-
invaze timorlere ait sistektomi sonrasi doku drnekleri TLR’lerin (TLR2, TLR3, TLR4,
TLR5, TLR7 ve TLR9) ekspresyonlari acisindan immunohistokimyasal (IHC) yontemle
analiz edilmistir. Normal Urotelyumda TLR4 ve TLR9Qun gugli, TLR2, TLR3 ve
TLR7’nin orta dizeyde ve TLR5’in zayif eksprese oldugu gozlenmigtir. Kas-invaze
olmayan tumoérlerde TLR5 diginda degerlendirmeye alinan tim TLR’lerin
ekspresyonlarinin anlamli derecede azaldiginin belirlenmesinin yani sira kas-invaze
timorlerde bu ekspresyonlarin daha da azaldigi ve bu boyanma siddetinin normal
urotelyumda gobzlenenden daha dusuk oldugu belirlenmistir (Ayari vd 2011).
Calismamizdan elde ettigimiz verilerle s6z konusu bu ¢alismadan elde edilen veriler
arasindaki uyumsuzluk, degerlendirmeye alinan 6rnek turlerinin farkli olmasindan ve
kullanilan yéntemlerin farklihgindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle TLR ekspresyon
duzeylerini belirlemede kullanilan IHC, semikantitatif bir yéntemdir ve hedef olarak
protein dizeyinde ekspresyonu gostermektedir. Ayni zamanda, normal drotelyal
hicrelerden primer kultir hazirliginda kullanilan biyime faktorleri, shigella toksini gibi
suplementlerin de TLR ligandlari olma olasihigi degerlendiriimelidir. Benzer sekilde,
kultdrdeki timor hicrelerinde antijen ekpresyonunda degisimler oldugu bircok calisma
da rapor edilmistir (LaRue vd 1997, Zietarska vd 2007).

Urotelyal karsinoma gibi birgok farkli solid timérlerde ve hematolojik
malignensilerde TLR ekspresyonlarinin kanser gelisimi ve progresyonundaki rollerini
hedefleyen bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Over kanseri lzerinde yapilan bir ¢galismada,

TLR ekspresyon duzeyleri acisindan kanserli doku ile normal saghkli doku
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karsilastiriimis ve kanserli dokularda TLR2, TLR3 ve TLR4’'un mRNA dizeyinde
ekspresyonlarinin  arttigr  belirlenmistir  (Chen vd 2008). Bu c¢alismanin
yayinlanmasindan 1 yil sonra bir bagka arastirma grubu normal over epitel dokusunda
TLR2, TLR3, TLR4 veTLR5in asiri eksprese oldugunu, TLR2-5 ekspresyon
dizeylerinin ise bening ve malign duruma goére farklihk gOstermedigini rapor
etmiglerdir. Benzer sekilde bening ve malign olgularda TLR1, TLR7 ve TLROQun
ekspresyonun zayif oldugu, ancak timér dokusundaki vaskiler endotelyal hiicrelerde,
makrofajlarda ve fibroblastlarda TLR ekspresyonlarinin ytksek oldugu bildirilmistir. Bu
galisma, bizim calismamizdan elde ettigimiz bulgularla da uyumlu olacak sekilde,
normal epitel hicrelerinde ve tumor hicrelerinde farkli TLR’lerin eksprese olabildiklerini
ve epitel kokenli timoérlerin timoér progresyonunu kolaylastirmak icin TLR’lerin rol
oynadigi ve henliz net olarak aydinlatilamayan bir mekanizma ile inflamatuvar yolaklari
uyarabildiklerini gostermektedir (Zhou vd 2009).

Son yillarda yapilan bir ¢calisma, kolon kanserlerinde TLR2 ve TLR4 ekspresyonuna
odaklanmis ve normal kolon epitelinde TLR4 ekspresyonu goézlenmezken kanserli
dokuda TLR4 ekspresyonunun arttigini gdstermistir. Ayni  c¢alismada, tumor
dokularindan elde edilen kolon kanser hicre hatlari da kullaniimis ve TLR2 mRNA
ekspresyonunun sadece LPS ile uyariimis kolon kanser hucrelerinde goézlendigi
bildirilmistir (Tcho’rzewski vd 2014). Samara ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada
ise, kugclk hicre disi akciger kanseri hastalarinin bronkoalveolar lavaj sivilarinda
TLR2, TLR7 ve TLR9 mRNA ekspresyonlarinin arttig1 gosterilmistir (Samara vd 2012).
Solid tumorlerin aksine literatirde hematolojik malignansilerde TLR ekspresyonlarini
arastiran ¢alisma verileri oldukga sinirhdir. B ve T-hlcreli Non-Hodgkin lenfomalarla
ilgili yapilan bir calismada ise TLR1-9 mRNA ekspresyonlarina odaklaniimis ve reaktif
lenfoid doku 6rnekleri ile lenfoma (Follikuler lenfoma, Diffuz Blyik B-htcreli lenfoma ve
periferal T-hicreli lenfoma) doku Ornekleri karsilastiriimistir. Follikuler lenfomanin
aksine diger iki lenfomada TLR2'nin asirn eksprese oldugu, TLR8&in sadece Diffuz
Buyuk B-hcreli lenfomada agsiri diizeyde eksprese oldugunu ve TLR5 ekspresyonunun
Follikuler lenfomada dugiik diizeyde oldugu belirlenmistir. Ozetle bu galismada da,
solid tumorlerde oldugu gibi lenfoma alt tiplerinde de TLR ekspresyonlarinin oldukg¢a
degisken oldugu, ancak farklilik gésteren TLR’lere odaklanarak yeni tedavi stratejileri
acisindan degerlendirilmeleri gerektigi vurgulanmigtir (Smith vd 2010). B hicre
prekursor akut lenfoblastik I6semi (BCPALL) hucrelerinde TLR1-9 ekspresyonlari
gOzlenirken, TLR3-5 ekspresyonlari gézlenmemistir. Primer myeloma hucrelerinde ise

TLR1, 7 ve 9 ekspresyonlari rapor edilmistir (Harsini vd 2014).
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Solid ve hematolojik malignensilerde timor olusumunun yanisira TLR’lerle ilgili
g¢alismalarin  énemli bir bdliminl, progresyon ve rekurrensle olan iligkiler
olusturmaktadir. Prostat kanserli 133 olguya ait tumoér doku orneklerinde TLR’lerin
MRNA dizeyinde ekspresyonlarina odaklanan bir caligmada, rekurrens gdsteren
tumorlerde TLR3, TLR4 ve TLR9 ekspresyonunun anlamli dercede arttiklari ve ayni
zamanda bu artig dizeylerinin ylUksek olasilikla biyokimyasal rekurrensle de iligkili
oldugu gdsterilmistir (Gonzales-Reyes vd 2011). Finlandiya’da 1996-2003 yillari
arasinda radikal sistektomi yapilan 186 prostat kanserli olgunun arsiv materyallerinde
TLR9 protein ekspresyon dizeyleri analiz edilmis ve TLR9un rekurrensle anlaml
derecede iligkili oldugu belirlenmistir. Bu calismada ayni zamanda istatistiksel
anlamhlik belirlenmemigse de TLR9 asir1 ekspresyonunun yuksek Gleason skoru ile de
iliskili oldugu rapor edilmistir (Vaisanen vd 2013). Prostat adonarsinomlarinda Gleason
skoru ve TLR ekspresyonlari arasinda anlamli bir iliski 2009 yilinda bir galismada
belirlenmis ve Gleason skoru ylksek olgularda TLR4 ekspresyonunun anlamli
derecede dusik oldugu goézlenmistir (Gatti vd 2009). Gonzales ve arkadaslarinin
yaptiklari bir diger calismada, meme kanserli dokularda (n=74) TLR3, TLR4 ve
TLR9un mRNA dizeyinde ekspresyonlarinin arttidini ve ayni zamanda bu artisin
rekdrrens gosteren tiumdrlerde gdstermeyen timorlere oranla daha yiksek oldugunu
belirlemistir (Gonzéles-Reyes vd 2010). Meme kanserleri ile ilgili 2014 yilinda
yayinlanan bir ¢calismada, hem meme kanser hiicre hatlarinda hem de klinik meme
kanseri doku orneklerinde TLR9 mRNA ve proteininin ekspresyon dizeyinin yuksek
oldugu ve sentetik TLR9 ligantlarinin in vitro kanser hlcre invazyonunu uyardiklari
rapor edilmigtir. Arastirmacilar, bu verilere dayanarak TLR9 ekspresyonunun timor
immunofenotipinde etkili olabilecegini ve kemoterapinin immunojenik yararlarina katki

saglayabilecegini degerlendirmislerdir (Sandholm vd 2014).

TLR’lerin timor progresyonu ile olan iligkileri de, bu alandaki ¢alismalarin
onemli bir bolimind kapsamaktadir. Dolagimda timor hicre (CTC)lerine sahip
metastatik meme, kolorektal ve prostat kanserli olgularin dogal immun sistem
fonksiyonlarini karsilagtiran bir calismada, saglikli kontrollerle karsilastirildiginda TLR2
ve TLR4 ekspresyonlarinin tim metastatik olgularda anlamh derece azaldigi
belirlenmigtir. Bu ¢calismanin énemli ilgi ¢ekici bir bulgusu da, her bir metastatik grupta
CTC sayisi arttikca her iki reseptorin ekspresyon dizeyinin azalmasidir (Santos vd
2014). Kuguk hucre digi akciger kanserlerinde, hem in vivo hem de in vitro olarak
TLR7 ekspresyonunun timar hicrelerinin sag kaliminda énemli bir etkiye sahip oldugu,
bir basgka ifade ile ylksek ekspresyon diizeyinin kétl overall sag kalimla iligkili oldugu

belirlenmigtir. Ayni zamanda bu calismada ilk kez neoadjuvan kemoterapisi alan
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hastalarda TLR7 ekspresyon artisinin tedaviye yaniti da etkiledigi ve kemoterapiye
direncte bir belirte¢ (marker) olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Chatterjee vd 2014).
Tdm bu veriler dogrultusunda, TLR'lerin ekspresyonlarindaki azalmaya bagl olarak,
tumor spesifik antijenlerin taninmasindaki duzensizlikler ve dogal 6ldurtcu hacrelerin
fonksiyonunun bozulmasi gibi durumlar ortaya cikabilecedi ve boylelikle TLR’lerin
timoér progresyonuna katkida bulunabilecekleri 6ngoérilebilir. Benzer sekilde,
kemoterapi tedavilerine direngten sorumlu mekanizmalarin anlasiilmasinda TLR’lerin

onemli etkilere sahip olabilecekleri hatirlanmasi gereken énemli noktalardan biri olabilir.

TUimor doku o6rneklerinin yanisira farkli kanser hicre hatlarinda da TLR
ekspresyonlari arastirilmistir. Rezania ve arkadaslarinin, LNCaP, DU145 ve PC3
prostat kanseri hiicre hatlarini kullanarak yaptigi bir calismada, LNCaP hicre hattinda
TLR7 ve TLR8 ekspresyonu fark edilebilir sekilde gbézlenmez iken ¢ok az seviyede
TLR2 ekspresyonu goézlenmistir. Du145 hicre hattinda TLR4, TLR7 ve TLR9 disindaki
tim TLR’ler eksprese edilirken, PC3 hicre hattinda ise TLR7 disinda tim TLR
ekspresyonlari gdsterilmistir. Bu calismada ayrica TLR4 ligandi olan LPS ve TLR2
ligandi olan LTA ile muamelesi sonucunda, tim prostat kanser hiicre hatlarinda LTA
aktivasyonunun hicre proliferasyonunu anlamli derecede arttirdigi belirlenmistir.
DU145 hidcre hattinda, TLR4 ekspresyonu olmadigi halde LPS muamelesine yanit
olarak proliferasyonun artarken LPS, LNCaP hucrelerinin invazivliginin artmasina
neden oldugu gézlenmistir. Oysa, PC3 hlcre hattinin invaziv kapasitesinin ise LPS
veya LTA ile uyariimanin ardindan anlaml derecede azalmistir. Ayni zamanda, tim
prostat tumor hucrelerinin LTA ile uyariminin, IL-8 Uretiminin ve hiicre adezyonunun
artisi ile iliskili oldugu belirlenmisken, prostat timoér hicrelerinde IL-6 Uretiminin LPS
uyarimi ile farkli sekilde dizenlendigi saptanmistir (Rezania vd 2014). Tum bu veriler,
kanser hicrelerinin ayni histolojik orjinden kdken almasi durumunda dahi, ayni TLR
ligandlarina heterojen yanitlar verebildiklerini ve pro-inflamatuvar sitokinlerin artisina

neden olduklarini gostermektedir.

Yukarida acgiklamaya calistigimiz verilere paralel olarak, son yillardaki
calismalar TLR’lerin karsinogenezdeki molekiler mekanizmalarina odaklanmiglardir.
Wang ve arkadaslari SKOV3, OVCARS, A2780 ve 3A0 olmak Uzere 4 over kanser
hiicre hattinda yaptiklari galismada, MYD88‘in downstream faktori olarak etki ettigini
ve TLR4 ile birlikte over kanser hucrelerinin proliferasyonunu arttirdigini géstermiglerdir
(Wang vd 2014). Benzer bir baska calisma ise, TLR4 ekspresyonunun, over epitelyum
hiicrelerinde TLR4/MYDS88 sinyal yolagi ile iligkili olarak hastanin sag kalimi ile iligkili

olabilecegdini gostermistir (Kim vd 2012). Kolon kanserleri ile ilgili yapilan bir caismada
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IHC analiz ile kolon karsinoma hicre hatlarinda TLR3 ve TLR9 ekspresyonlarinin
arttigini, ayrica bu hadcre hatlarinin TLR liganti Poly I:C ile uyarimi sonucunda
apoptozda énemli bir disisin goézlendigi bildirilmistir. Ayni ¢calismada, TLR9 liganti
olan CpG-oligodeoksinukleotid (CpG-ODNY)'lerin ise hicre proliferasyonunu uyardiklari
ve bu ligandin, kemoterapotik ajan olarak kullanilan adriamisinin sitotoksik etkisini
azalttigini rapor etmislerdir. Ozetle bu calismada TLR3 ve TLR9un NF-kB'yi aktive
ettikleri, dolayisiyla bu TLR’lerin hiicre 6limU ve sag kalimi ile yakindan iligkili olduklari
gosterilmistir  (Nojiri vd 2013). Bu veriler esliginde, TLR3 veTLR9un hem
regulasyonlarinin  hem de olasi rollerinin aydinlatimasi hicre dAlimunin,
proliferasyonun ve timor hicrelerinin immun goézetimden kagisinin kontroliinde kritik

oneme sahip olacaktir ve bu alanda daha detayli calismalara gereksinim vardir.

CTC'lere sahip olan ve olmayan metastatik meme kanserli hastalarin dendritik
hicreler ve sitotoksik T lenfosit (Tc)lerindeki TLR (2, 3, 4, 8) ekspresyonlarini
belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada, CTC’lere sahip meme kanserli hastalarin
dentritik hiicrelerinde TLR3 ekspresyonunun anlamli derecede azaldidi, Tc ‘lerde ise
TLR2 ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (Green vd 2014). Metastatik potansiyel
yuksek bir meme kanseri hiicre hatti olan MDA-MB-231’de yapilan bir ¢galismada ise en
yiuksek ekspresyonunun TLR4’de gdzlenmekle birlikte, TLR1-TLR10’'un hem mRNA
hem de protein seviyesinde eksprese oldugunu bildirilmistir (Yang vd 2010). Berger ve
arkadasglari yaptiklari bir calismada ise, TLR9 ekspresyonunun meme ve over
kanserlerinde kotu diferansiyasyon ile iligkili oldugunu rapor etmislerdir ve TLR9 asiri
ekspresyonu ile hipometile DNA ile uyariminin bu kanser hicre hatlarinda migrasyon
kapasitesini  arttirdigini  gostermislerdir (Berger vd 2010). TLR5'in yuksek
ekspresyonunun kuguk hicre disi akciger kanserinde iyi prognozla iligkili oldugunu
gOsteren bir calismada, TLR5’in flagellin ile aktivasyonu sonucunda, bu kanser
hiicrelerinde in vitro hilicre proliferasyonunun, migrasyonun ve invazyonun inhibe
oldugu saptanmistir (Zhou vd 2014). insan primer akciger hiicrelerinde, TLR7 veya
TLR8 agonistleri ile uyariminin NFkB’nin aktivasyonunun yanisira anti-apaptotik protein
Bcl-2’'nin  ekspresyonunda, tumor hucre sag kaliminda ve kemoterapotik ajanlara
direngte artisa neden oldugu rapor edilmistir. Bu raporda ayrica ¢alisma verilerine
dayanilarak, akciger kanserinde immunoterapide TLR7 veya TLR8 agonistlerinin
adjuvan olarak kullanilabilecegi vurgulanmigtir (Vicini vd 2010).

Literatlrde diger kanser hiicre hatlarinin yani sira, TLR’lerin karsinogenezdeki
molekiler mekanizmalarinin aydinlatilmasini amaglayan Urotelyal karsinoma htcre
hatlarinda yapilan c¢alismalar da bulunmaktadir. Olduk¢ga malign ve evre lll olan

mesane kanseri hiicre hatti (T24)'Gn kullanildigi bir galismada, TLR4 aktivasyonunun
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B7-H1 ekspresyonunu regule ederek, T24 hucrelerini Tc'lerden korudugu belirlenmistir.
B7-H1 ya da ERK yolaginin bloke edilmesiyle T24 hacrelerinin Tc-aracili 6lum
duyarlihdinin duzenlenebilecegi de bu galismanin verileri arasinda yer almaktadir
(Wang vd 2014). Bu veriler, Urotelyal karsinomada TLR4 ve B7-HT'in tumor
hdcrelerinin immun kagisina katkida bulundugunu ve var olan immunoterapilerin
guglendiriimesinin  yani sira yeni tedavi hedeflerinin bulunmasinda da rol
oynayabileceklerini géstermektedir. Shimizu ve arkadaslarinin T24, 5637, UMUCS3,
HT1197 mesane kanseri hicre hatlarinda yaptiklari calismada, TLR2 ve TLR4
ekspresyonunun artigini goéstermiglerdir (Shimizu vd 2004). Bir bagka Onemli
calismada da mesane kanser hicrelerinde TLR4 sinyalizasyon aktivasyonunun,
timorle-iligkili IL-6 ekspresyonunu, p38 ve ERK aktivasyonu araciligiyla uyardigi
gOsterilmistir (Qian vd 2009). TLR4’Un tumo6r immunitesindeki rolt oldukga 6énemli bir
konudur. TLR4’Un dentritik hicre (DC) maturasyonuna ve timoér mikrogevresinde
lenfosit yigilimina neden olarak timor immunitesini uyarmada yararl olabilecedinin
yanisira tumor hdcrelerinde TLR4 sinyalizasyonunun immun goézetimden kacmayi
kolaylastirdidini ve tumoérlerde TLR4 inhibisyonunun konak igin 6nemli avantajlar
saglayabilecegi gosterilmistir (Ying vd 2013, Wang vd 2014). Yukarida tartigilan
¢alisma verileri ile uyumlu olarak, ¢alismamizda da Urotelyal karsinoma olgularinda
TLR4 ekspresyonunda anlamli artis belirlenmistir. Bu da bize TLR4’Gn Urotelyal
kansinoma hdcrelerinin immun g6zetimden kagisinda kritik bir 6neme sahip
olabilecegini ve yeni klinik sitotoksik ajanlar olarak TLR4 agonistlerinin kullanilabilme

olasiligini géstermektedir.

Urotelyal karsinoma hiicre hatlarinda, sentetik cift-iplikli RNA analogu olan
Polyinosinic-polycytidylic acid (poly(l:C)), IL-8 yanitinin en etkili uyaricisidir. Evre 1
Urotelyal karsinoma hucre hatti olan MGH-U3 hucrelerinde, poly (I:C)'in gugli IL-6 ve
IL-1B uyarimi ile karakterize kapsaml inflamatuar yanitin uyariimasinda etkili oldugu
gOsterilmistir. Normal ve malign Urotelyal karsinomalarda IL-8 yanitinin ikinci etkili
uyaricisi olan zymosan iken BCG, yalnizca malign urotelyal karsinomalarda orta
derecede IL-8 yanitini uyarmaktadir. MGH-U3 hicrelerinde, TLR aktivasyonunun,
NFkB ve JNK MAP-kinaz aktivasyonu 6lmek lUzere 2 6nemli aktivasyonla karakterize
TLR sinyal iletimi araciligi ile inflamatuar yanita neden oldugu bilinmektedir. BCG
intravezikal uygulamanin yuksek riskli kasa invaze-olmayan mesane kanserlerinde ve
in situ karsinomalarin tedavisinde rekurrensi dnledigi ve hatta hastalarin %60’inda bu
tedavinin basarili sonuglar verdigi bilinmektedir. Urotelyal karsinomada TLR
agonistlerinin kasa invaze-olmayan mesane kanserlerinde, immunoadjuvan temelli

terapilerin optimizasyonunda immun modulatér olarak kullanimlarinin, dogal ve adaptif
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immun sistem uyarimini guglendirebilecegi 6ngoérulmektedir (Ayari vd 2011).
Dolayisiyla, son yillarda immun yanitin TLR ligandlari kullanilarak dizenlenmesi,
kanser basta olmak Uzere gesitli hastaliklarin tedavisinde yeni bir yaklagim olarak kabul

gbrmektedir.

Yapilan son c¢alismalarda, bazi TLR aktivasyonlarinin antitimor etkisi (tumor
nekroz faktor Uretimi, dogal oldurdcu hucrelerin aktivasyonu ve notrofil ve lenfositlerin
tumor mikrogevresinde birikimi gibi) de gosterilmigtir. Deneysel modellerde Urotelyal
karsinomada CpG ODN ve imiquimod gibi bazal hicre karsinomanin tedavisinde
kullanilan TLR agonistlerinin bazi anti-timoral aktivitelere sahip olduklari bildirilmistir.
Ayari ve arkadaslarinin yaptiklar ¢calismada, TLR2 ve daha ¢ok TLR3 agonistlerinin
gucli pro-inflamatuvar IL-8 yanitinda rol oynadiklarini géstermektedir. intravezikal BCG
tedavisi ile IL-8 yanitinin erken uyarimi, yeni yapilacak arastirmalarda kasa invaze
olmayan urotelyal karsinomanin tedavisinde TLR agonistlerinin terapatik ajan olarak
kullanimini cazip hale getirmektedir. Bu veriler, BCG’ye alternatif ya da tamamlayici
olan anti-timor immunoterapilerinin TLR agonistleri kullanimi ile desteklenebilecegini
goOstermektedir (Ayari vd 2011). Hulcre hatlarinda yapilan bu calismalarin yanisira
literatirde az da olsa fare modellerinde de benzer calismalar bulunmaktadir. Son
yillarda yapilan bir c¢alismada TLR9-aracili mekanizmanin lokal radyoterapinin
ardindan timorin yeniden gelisimini baslattigi ve yine lokalize ylksek doz tumor
radyoterapisinin ardindan TLR9'un sistemik inhibisyonunun B16 melonoma, MB49
mesane kanseri ve CT26 kolon kanseri fare modelinde tumor rekirrensini geciktirtirdigi
belirlenmigtir. Yine ayni ¢alismada TLR9'un timdrojenik etkisini myeloid hlcrelerde
JAK/STATS3 sinyalizasyonunun downstream aktivasyonu ile ve IL-6 ekspresyonunun
MyD88/ NF-kB-aracili upregulasyonu ile gosterdigi belirlenmistir. Yabanil tip timor ve
radyasyon sonrasi timoérlerden kdken alan TLR9 ya da STAT3-yetmezlikli myeloid
hicrelerin global gen ekspresyonlari karsilastirdiklarinda, TLR9/STAT3 tarafindan
reglle genlerin bazilarinin timdr gelisimini uyaracak sekilde inflamasyon ve
revaskiilarizasyonu icerdikleri gosterilmistir. iki myeloid spesifik genetik strateji ile
STAT3'Un blokasyonu, radyoterapinin ardindan TLR9-aracii kanser rekirrensini
dogrulamaktadir. Tum bu sonuglar, lokalize timér radyoterapisi ile TLR9/STAT3
sinyalizasyonunun spesifik inhibisyonunu iceren bu kombine tedavinin, kanserlerde
radyo resistansi elimine edecegini gostermektedir (Gao vd 2013). Akciger kanseri ile
ilgili olarak da, fare deneylerinde, timdre infiltre olan mononuklear hicrelerde TLR9
ekspresyonunun anjiogenezi hizlandirdigini ve ayni zamanda sag kalim suiresini

azalttigi bildirilmistir (Belmont vd 2014). Calismamizda urotelyal karsinoma doku
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orneklerinde her ne kadar istatistiksel anlam bulunmasa da TLR9 mRNA diizeyinin
yuksek-dereceli tGmdrlerde, disuUk-dereceli olanlara gore arttigi belirlenmigtir. Bu
bulgu, yukarida tartisilan literatir bulgulari ile uyumlu gdérinmektedir ve TLR9un
Urotelyal karsinogenezdeki rolini agiklamayl hedefleyen daha ileri calismalara

gereksinim vardir.

Calismamizda, idrar 6rneklerinde TLR1 mRNA dizeyi, olgu grubunda, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte artmistir ve
geriye kalan dokuz TLR'de (2-10) mRNA duzeyleri olgu grubunda, kontrol grubu ile
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azalmigtir. Urotelyal karsinoma
doku drneklerinde ise TLR (1, 8, 9) mRNA duzeyi, olgu grubunda, kontrol grubu ile
karsilastiriidiginda istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte artmistir ve geriye
kalan yedi TLR’de (2, 3, 4, 5, 6, 7, 10) mRNA duizeyleri olgu grubunda, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir. Calismamizda doku
ve idrar sonuglari TLR mRNA ekspresyon dizeyleri acisinda birbiriyle uyumlu
bulunmamistir. Bu durumun, driner sitolojinin glvenirliginin, farkli durumlardan
etkilenebilme olasiigindan  kaynaklandigini  disiinmekteyiz.  Urolojik  hastalik
yakinmalari ile basvuran olgularda baslangi¢c tani yontemi olarak ve ayni zamanda
mesane kanserli hastalarin takibinde kullanilan Uriner sitoloji, invaziv olmayan ve kolay
uygulanabilen bir yontemdir. Ancak Uriner sitolojinin guvenirligi 6rneklemenin kalitesi,
hazirlama metodu, dokilen hicre sayisi, inflamatuvar hucrelerin varhgi, timoérin
blyUklGga, histolojik derecesi, ve patologun deneyimini iceren bir¢ok faktére baghdir
(Kern vd 1997). Uriner sitolojik 6érneklemenin en énemli sinirlayicih@i, ézellikle disik
dereceli tumdrlerde dokulen hicre sayisinin az olmasi nedeniyle duyarlihdinin dusuk
olmasidir (Nilay vd 2010). Ulkemizde yapilan bir ¢calismada ylksek dereceli Urotelyal
karsinom tanili olgularin idrar sitolojileri igin sensitivite oranlari %85-100, disuk
dereceli Urotelyal karsinom tanili olgularin idrar sitolojileri i¢in bu oran %45-75 olarak
bildirilmistir (Oguztizin vd 2009). Calismamizda degerlendirilen idrar &rneklerinin
blylk bir bolimi (%83.3) disik-dereceli Urotelyal karsinoma tanisi alan olgulara aitti.
Dolayisiyla bu drneklerde malign hucre sayisinin az olmasi, ¢alismamizda doku ve
idrar sonuglarinin uyumlu olmamasinin 6nemli bir nedeni olabilir. Ayni zamanda idrar
Ornegi alinan olgularin immun yetmezlik durumlari ve asemptomatik enfeksiyon
durumlari (6rn. Human papillomavirus) da bu uyumsuzluktan sorumlu olabilirler (Goyal
vd 2014). GunUimizde bircok galisma idrar orneklerinden sirkllasyondaki mesane
kanseri hdcrelerinin  secimine odaklanmistir. Bu c¢alismalarda, &zellikle driner

infeksiyonlar nedeni ile kan hicrelerinin ve normal eksfoliye htcrelerin (normal
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epitelyum katmandan ayrilan epitel hicre grubu) kontaminasyonunun yanlig-pozitif
sonuglar verdigini gostermektedir (Weikert vd 2009). Calismamizda her ne kadar
herhangi bir enfeksiyon 6ykusu diginda urotelyal karsinoma olgularindan alinan idrar
ornekleri deg@erlendiriimisse de eksfoliye hucrelerin varhdinin da yanlig-pozitif
sonuglarin alinmasina neden olabileceg@i dusunulmuastir. Uyumsuzlugu agiklayabilecek
bir bagka dnemli nokta da kontrol grubunu olusturan olgularin mesane tasi nedeniyle
opere olmalaridir. Mesane taslarina olduk¢a sik rastlaniimaktadir ve blylk bir
cogunlugunu da bobrekten mesaneye disen bdébrek taslar olusturmaktadir.
Dolayisiyla mesanede tasinin neden oldugu kronik irritasyon TLR ekspresyonlarindaki
degisimden sorumlu olabilir. Urotelyal karsinomlu olgularin kan érneklerinde CTC’leri
hicrelerini  belirlemeyi hedefleyen ve glnimize kadar yapilan calismalarda bu
hicrelerin olgularin %30’'undan daha azinda belirlenebildigini géstermektedir (Rink vd
2011, Guzzovd 2012). Bu noktada en 6nemli faktdériin hiicre segiminde kullanilan
yontem oldugundan yola ¢ikarak, 2014 yilinda yapilan bir calismada, immunomagnetik
seperasyon metodlarinin aksine buyuklik-tabanli filtrasyon metodunu kullanarak
olgularin %64’Unde CTC’lerin varlidinin belirlenebildigi rapor edilmistir (Cegan vd
2014). Bu ve buna benzer calismalarin idrar Orneklerinde de vyapilmasi, idrar
orneklerinden tumar hucrelerinin ayirimina olanak saglayacak ve bu hicreler Gzerinden

elde edilecek veriler daha 6nem kazanacaktir.

Hem normal hicrelerde hem de timor hicrelerinde, 6zellikle timor
mikrogevresinde, TLR’lerin tipik dogal immun sistem hicrelerinin yanisira tUmor
hucrelerinde de aktivasyonlari karmasik senaryolara neden olmaktadir. TLR mRNA
ekspresyon duzeylerini degerlendiren c¢alismalarin bulgulari birbirleriyle uyum
gbstermemektedir. Yapilan bir arastirmada, prostat kanserinde TLR sinyalizasyonunu
aktive eden spesifik bir patojenin varhigini géstermekte oldukg¢a zorlaniimigtir. Bir
endojen TLR ligantinin (hasarli ve/ veya nekrotik dokulardan salinan DAMP’In) bu
olayda 6énemli rol oynayabilecegi distintlmektedir. Kanserde endojen TLR ligantlari ile
etkilesen HMGB1, TLR2 ve TLR4’G aktive edebilmekte (Apetoh vd 2007), ve ayni
sekilde versikan da TLR2 agonisti olarak davranabilmektedir (Kim vd 2009).
Peroksiredoksin 1’in (Prx1), prostat kanser gelisiminde TLR4 agonisti olabilecegdi
dusunulmektedir. Belki de arastiriimasi ve tanimlanmasi gereken daha birgok endojen
TLR liganti bulunmaktadir. Son yillarda, tumor dokularindaki TLR ekspresyonunun,
anti-timoér immune telorensina neden olan, disfonksiyonel immunite ve uygun olmayan
immun geligsimin iyilegtiriimesindeki mekanizmada, onemli rol oynadigi gosterilmistir.
Tumor mikrogevresinde disfonksiyonel immunite ile birlikte tumoér progresyonu, ilag

direnci, metastaz, malign hicrelerin sag kalim sinyalleri ve proliferatif aracilarla
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uyariimaktadir. Meme, kolorektal, melanoma, akciger, prostat, glioma, pankreas,
karaciger ve 0Osofegal tiumorler gibi timdrlerde TLR ekspresyonunun artigi rapor
edilmistir. Meme kanserinde vyapilan c¢alismalarda, kanser hicrelerinde TLR3
ekspresyon artisi gdzlenirken, timor mikrogcevresine infiltre olan mononiklear
hicrelerde TLR4 ve stromal fibroblastlarda TLR9 ekspresyonunun artigi gosterilmistir.
TLR3 ve TLR4’Un, kétd sag kalimin prediktért oldugu distndlirken, TLR9un sag
kalimi glgclendirdigi disundlmektedir. Yapilan bir calismada, dsofegal kanserde, tumor
dokularinin %70, %72, %67 ve %78’inde sirasiyla TLR 3, 4, 7 ve 9 ekspresyonlarinin
varhgi gosterilmistir. Kolorektal timdrlerde TLR7/8 ekspresyonunun artisinin, CD133
kok hicre belirteci ile korele olacak sekilde, sag kalimda azalma ile iligkili bulunmustur.
Yapilan bir bagka ¢alismada ise, pankreas kanserli hastalarin %69’unda, artan NF-kB
ile birlikte TLR4 ekspresyonunun varhdi rapor edilmistir (Ridnour vd 2013). Dolayisiyla
tumor mikrogevresinde yer alan kanserli hucrelerle birlikte basta immun sistem
hicrelerinin de yer aldigi komsu saglikli doku hucrelerde farkl dizeylerde eksprese
olan TLR’lerin o timor mikrogevresini yonlendirebilecegi agik oldugu kadar son derece

karmasik olaylar zincirini de barindirmaktadir.

Kanser siklikla, lokal inflamatuar bir yanit ile iligkili sekilde gelismektedir. Bu
durum, Urotelyal karsinomali hastalarin idrarlarinin, timaor hicreleri ve inflamasyonlu
komsu urotelyum ile yakin iligki halinde bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Margel vd
2011). Bu veriler esliginde, calismamizda Urotelyal karsinomlu olgularla saglikh
olgulardan alinan idrar 6rneklerinde pro-inflamatuar sitokinlerin konsantrasyonlarini
belirlemeyi ve TLR ekspresyonu ile inflamatuar yanit arasindaki olasi iligkiyi
degerlendirmeyi amaclamistik. Calismamizda, udrotelyal karsinomlu olgularin idrar
orneklerinde IL-1B, IL-6 ve IL-8 konsantrasyonu, kontrol grubuna goére anlamh
derecede yuksek bulunmustur. Pro-inflamatuvar sitokin konsantrasyonlari, ayni
zamanda Urotelyal karsinomlu olgulara ait patolojik parametrelerle de
karsilastirildiginda, tum pro-inflamatuvar sitokin konsantrasyonlarinin, timér sayisina
paralel olarak anlamh derecede arttiklari belirlenmistir. Ayni zamanda, IL-8
konsantrasyonunun tumor buyuklugu 5 cm’den buyuk olan olgularda da anlamli
derecede arttig1 ve tum pro-inflamatuvar sitokin konsantrasyonlarinin birlikte ylksek
oldugu olgularin (n=4), timdr sayisi agisindan multiple olduklari gézlenmistir. Mesane
Ozelinde incelendiginde, Uriner sistem enfeksiyonlarinin, Uriner tas Oykusunin ve
kanser gelisiminin yanisira komsu organlardaki patolojik degisimlerin (6rn: prostattaki
bening prostat hiperplazisi gibi) de idrar &rneklerinde pro-inflamatuvar sitokin
konsantrasyonunda artisa neden olduklarn bilinmektedir (Margel vd 2014).

Calismamizda Urotelyal karsinoma tanisi disinda farkl sikayetler ile (bébrek tasi, BPH
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gibi) Uroloji Poliklinigine bagvuran kontrol grubu hastalarin idrar 6rneklerinde de
inflamatuar durumu sézkonusu olabilecedi ve bu durumun proinflamatuvar sitokin
konsantrasyonlarinda artisa neden olabilecedi beklenebilir. Ancak bu durumda dahi,
kanserli olgulara ait idrar Orneklerinde pro-inflamatuvar sitokin konsantrasyonlari
anlamli  derecede ylksek bulunmustur. Proinflamatuar sitokinler Urotelyal
karsinomalarda, timor biyolojisinde biyomarker olarak kullanilabilmektedirler. IL-6,
timor anjiyogenezini uyararak ve kanser hicrelerinin apoptozu inhibe ederek, timor
gelisimine katki bulunmakta ve patogenezde 6nemli rol oynamaktadir. Serum IL-6
konsantrasyonu, endometrial kanser, akciger kanseri, kolorektal kanser, renal hicreli
karsinom, meme kanseri ve over kanserlerinde siklikla artis géstermektedir. Kolorektal
kanserde IL-6 konsantrasyonunun, hastaligin progresyonu, patolojik grade (derece) ve
invazyon ile iliskili oldugu rapor edilmistir. Ozetle bircok ¢alismada IL-6’nin parakrin ve
otokrin yollarla, solid tumorlerin  gelisimini regule ettikleri gosterilmistir. 1L-6
konsantrasyonundaki artis, ayni zamanda tlimor evresi ve sad kalim ile
iliskilendirilmistir. Dolayisiyla, timor gelisiminin yanisira tUumoér progresyonunda da

onemli rol oynayabilecegdi dusunulmustir (Lukaszewicz vd 2007).

IL-18, hem fizyolojik ve hem de patolojik anjiyogenezin pro-anjiyogenik
uyariminda onemli role sahiptir (Voronov vd 2007). IL-8 de inflamasyon ve
karsinogenezde rol oynayan anjiyogenik bir faktérdur (Urquidi vd 2012). Yapilan
calismalarda IL-8 Uriner protein seviyesinin Urotelyal karsinomall hastalarda yiksek
oldugu rapor edilmistir. Bilgilerimiz dahilinde literaturde Urotelyal karsinoma olgularina
ait idrar orneklerinde proinflamatuar sitokin konsantrasyonlarinin karsinogenezdeki
rollerini hedefleyen az sayida c¢alisma bulunmaktadir. Margel ve arkadaslarinin
yaptiklari bir calismada, urotelyal karsinomali olgularin idrar &rneklerinde, IL-13
konsantrasyonunu goézlemezler iken, IL-6 ve IL-8 konsantrasyonlarini gézlemislerdir.
Kasa invaze olan ve olmayan urotelyal karsinomali olgularin idrar érneklerinde, I1L-8 ve
konsantrasyonu agisindan saglikh bireylerin idrar érneklerinde bir fark gérmez iken, IL-
6 konsantrasyon seviyesinin kasa invaze olan Urotelyal karsinomali olgularin idrar
orneklerinde arttigini belirlemislerdir (Margel vd 2014). Urquidi ve ark.’lari yaptiklari bir
¢alismada, Urotelyal karsinoma hasta idrarlarinda IL-8 konsantrasyonununun, kontrol
grubu ile karsilastinidiginda anlaml derecede arttigini gostermislerdir (Urquidi vd
2012). Urotelyal karsinomada IL-8 konsantrasyonunun biyomarker olarak
kullanilabilecegine dair ¢alismalarin yani sira idrar orneklerinde IL-8 konsantrasyon
dizeyinin hastaligin evresi ve rekurrensi ile orantili olarak arttigini rapor eden
calismalar da bulunmaktadir. BCG ve mitomisin C terapilerini igceren intravezikal

tedavilerin etkinliginin kaybi da bu durum ile iligkilendirilmigtir. Fare modellerinde
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mitojenik ve anjiojenik 6zellik gosteren IL-8 konsantrasyon duzeyinin artiginin tumor
olusumu, progresyon ve metastazla iligkili oldugu gosterilmistir (Mian vd 2003).
Sheryka ve arkadaslari, transisyonel hicre karsinomali hasta idrar érneklerinde IL-8
konsantrasyon duzeyinin saglkli bireylere oranla anlamli derecede arttigini rapor
etmiglerdir. Ayni zamanda, uriner IL-8 duzey artiginin, hastaligin evresi ile arttigini
ancak, hastaligin gradei ile iligkili olmadigini géstermiglerdir. Bu durum driner IL-8
dizeyindeki artisin timoér invazivliginde ya da anjiyogenezde etkili oldugunu
goOstermektedir. CIS’in gorildigu durumlarda, IL-8 dizeyinde artisin gdézlendigi ve
bunun nedeninin de CIS lezyonunun yassi seklinin idrara daha fazla IL-8 diffize
olmasina izin vermesi oldugu duisinilmektedir (Sheryka vd 2003). Literatirde
proinflmatuar sitokin konsantrasyonlari Urotelyal karsinoma olgularinin yani sira ayni
zamanda farkli kanserlerde de arastirilmistir. Nastase ve arkadaslarinin yaptiklari bir
calismada, 62 kolon kanseri olgusuna ait serum oOrneklerinde, IL-8 sitokin
konsantrasyonu seviyesi kontrol grubu ile karsilastirildiinda anlamli derecede yuksek
bulunmustur (Nastase vd 2014). Farkli kanser tirleri ile yapilan bir calismada, 128
kanser hastasinin serum orneklerinde IL-8 konsantrasyon dizeyleri aragtiriimistir. Bu
¢alisamaya goére, melanoma (n=16), renal hicre karsinoma (n=23), NSCLC (n= 21),
hepatoseliler karsinoma (n= 30) olgularindada IL-8 konsantrasyon diizeyi kontrol
gruplari ile karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak anlamh derecede yiksek
bulunmustur (Sanmamed vd 2014). Graham ve arkadaslari, meme kanserli olgularda
IL-6 konsantrasyon seviyesinin kontrol grubu ile kargilagtirdiklarinda anlamli derecede
arttigini rapor etmislerdir (Graham vd 2004). Bu bulgular bize, timdr mikrogevresinde
var olan inflamatuvar yanitin  karsinogenez suresinde 6nemli rol oynadiklarini ve
Urotelyal karsinoma doku orneklerinde farkli TLR ekspresyonlarindaki artisin, pro-
inflamatuvar sitokin konsantrasyon artisindan sorumlu olabilecegini gostermektedir.
Ancak, bu kompleks mekanizmanin her bir TLR ve sitokin 6zelinde detayli arastirilarak
sorumlu mekanizmalarin aydinlatiimasina yonelik yeni c¢alismalarin yapilmasina

gereksinim vardir.

Yukarida tartisilan ve elde edilen bilgi birikimi ¢ergevesinde, gunimuzde, TLR
ve kanserle ile ilgili arastirmalarin énemli bir bolimuni yeni tedavi edici ajanlar olarak
TLR agonistleri ile yapilan ¢alismalar olusturmaktadir ve literatirde bu alanda 200’den
fazla bilimsel yayin bulunmaktadir. Kanser hastalarinda gunimuzde yalnizca U¢ TLR
agonisti FDA onayhdir. Bunlar mesane kanser tedavisinde kullanilan BCG, insan
papiloma virus 16 ve 18’de kullanilan monofosforil lipit A (MPL) ve aktinik keratozis,
superfizyal bazal hicre karsinoma ve eksternal genital ve ya da perianal sidillerin

tedavisinde kullanilan (%5 krem) imikuimod olarak siralanabilir. TLR7 agonisti 852A,
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ilerlemig hematolojik malignansilerde deri alti enjeksiyon seklinde uygulanmaktadir.
TLR9 agonisti IMO-2055 rekkurrens gozlenen veya metatstatik bas ve boyun skuamoz
hiucre karsinomalarinda kullaniimaktadir. Ayrica, Agatolimod TLR9 agonisti,
tremelimumab ile kombine verildiginde solid timorlerin (melonoma) tedavisinde
kullaniimaktadir (Vacchelli vd 2013).

TLR agonistlerinin, T hicrelerine timor spesifik antijen sunumunun
gerceklestirerek dentritik hiicre (DC) maturasyonuna ve aktivasyonuna neden olduklari
gosterilmistir. TLR pozitif timér hicrelerinde apoptozun uyariimasi, TLR agonistlerinin
anti-timoral 6zelliklerine de katkida bulundugu belirtiimistir. TLR9 agonisti olan PF-
3512676 (CPG7909) ile monoterapinin, farkli tipteki kanserlerin tedavisinde umut verici
sonuglar verdigi gosterilmistir. Melanoma ve bazal hucre karsinomali hastalarda, PF-
3512676'nin intratiimoral enjeksiyonu, uzak metastazlarin progreresyonunda etkili
olmazken, deri lezyonlarinin regresyonunu uyarmaktadir. Deri altina PF-3512676
uygulamasi ise melanoma, ilerlemis renal karsinoma ve ilerlemis kuton6z T hacreli
lenfoma hastalarinda kismen yararli olmugtur. PF-3512676 kemoterapisi alan NSCL
hastalarinda, ylksek objektif yanit orani ve 1 yillik sag kalimin arttigi gosterilmistir.
Gunumuzde, TLR9 agonistleri ile kombine verilen kemoterapi ajanlarinin guvenirligi ve
etkinligi cesitli klinik denemeler ile arastirimaktadir. TLR7 ve TLR7/8 agonistleri olarak
etki eden imikuimod (R-837) ve resikuimod (R-848) gibi imidazakuinolin bilesikleri
sentetik kicguk molekillerdir. Bu molekiller, NF-kB aracili pro-inflamatuvar sitokinlerin
uretimi ile, DC maturasyonuna neden olmaktadirlar. Buna ek olarak, TLR7 ligasyonu,
plazmosistoid DC’lerde tip | IFN’larin Uretimine neden olan IRF7 aktivasyonunu uyarir.
Lokal imikuimod %5 kreminin, (Aldara TM), lentigo maligna, metastatik melonema deri
lezyonlari, prekansérdz aktinik keratosiz lezyonlari, Bowen’s hastaligi, skuamoz hicre
karsinoma ve ekstra “mammary” Paget hastaliginda etkili oldugu gdsterilmistir
(Hedeyat vd 2012). Gunumuzde, Aldara TM, superfisiyal bazal hicreli karsinoma ve

aktinik keratozis igin gelistirilmis terapatik bir ajan olarak kullaniimaktadir.

TLR 7, 8, 9 agonistlerinin anti-timor aktivitesi, kicik timore (tipik olarak <200
mm3) sahip fare modellerinde de arastiriimistir. TLR-tabanli terapilerin blylk
timorlerdeki (>500 mm3) etkisi dusuktur. TLR agonistlerinin etkisinin, kombine
kullanildiklarinda ve kanserbz dokuya direkt enjekte edildiklerinde daha basarili
olabilecedi dusUnulmektedir. Buyuk tumdrlerin siklikla, immunosupresif I6kositler
tarafindan uyarildiklari ve boylelikle anti-timér yaniti down regule ettikleri
distnllmektedir. CpG ODN’nin intra-timdéral enjeksiyonu ile timore infiltre olan

myeloid-kokenli baskilayici hiicrelerin (MDSC)’lerin sayisinin ve baskilayici aktivitesinin
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azaldigi bildirilmistir. TLR 7, 8, 9 hedefli agonist kombinasyonlarinin timoére karsi
yuksek etki gosterebilecegi dusUnUlmektedir. Ancak, ilk jenerasyon TLR7/8
agonistlerinin fizikokimyasal karakteri, kisa yari émre sahiptir. Bu durumda CpG ODN
ile kombine verildiginde TLR7/8 agonistlerinin aktivitesini dugurmektedir. Son yapilan
calismalarda, yeni bir TLR7/8 agonisti (3M-052)'e modifiye edilen lipofilik kuyrugun,
uygulamadan en az 24 saat sonrasinda yiksek seviyeye ulagsmasina izin verdigi
gosterilmistir. Sonuglar, (3M-052)+CpG ODN kombinasyonunun, Tc aktivitesini ve Thl
sitokin Uretimini anlamli derecede arttirdigini ve MDSC immunsupresif aktiviteyi down
regile ettigini gostermektedir (Vacchelli vd 2013, Zhao vd 2014). Ozetle, giiniimiize
kadar yapilan galismalar, kiclk timoérlerde TLR agonistlerinin timoére karsi konak
immun yanitini destekledigini, ancak buylk timorler igin yeni tanimlanacak TLR
agonistlerine gereksinim duyuldugunu gostermektedir. TLR agonistlerinin tek basina
veya radyoterapi, kemoterapi veya immunoterapi ile birlikte kombine olarak profilaktif
veya terapotik kullanimlarinin da arastirilmasi gerekmektedir. Bir baska énemli nokta
da, farkh kanser turlerinde farkli TLR ekspresyon profillerinin gézlenmesi, kisiye-6zgu
TLR agonistlerin belirlenmesini de akla getirmektedir. Herseyden &énce, TLR
agonistlerinin anti-timor immunitesindeki mekanizmalarini tam olarak anlayabilmek igin

daha ¢ok galismaya ihtiyag vardir.

Ozetle bu calismamizdan elde edilen veriler esliginde, Urotelyal karsinomada
hiicre ici tehlike sinyallerinin farkh TLR’lerce algilanabildigini ve bu reseptorlerin en
azindan pro-inflamatuvar sitokinlerin artisina neden olarak timoér gelisimi ve

progresyonuna neden olabilecekleri disuntlmektedir.
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SONUCLAR

Bu calisma, mesane taze doku ornekleri ile TLR mMRNA ekspresyon
dizeylerinin belirlendigi ilk calismadir.

Normal doku 6rneklerinde en belirgin degisim TLR1 ve TLR7 de gozlenmigtir.
Calismamizda, istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte bu iki TLR artigi
gOsterilmistir.

Tumor doku orneklerinde ise istatistiksel bir anlamlilik belirlenmemekle birlikte,
kontrol grubu ile kargilastiriidiginda, TLR1 ekspresyonunda belirgin bir azalma
gOzlenirken, TLR2-TLR7 ve TLR10’'un ekspresyon duzeyinin anlamli derecede
arttigi belirlendi.

Calismamizda, idrar drneklerinde TLR1 mRNA dizeyi, olgu grubunda, kontrol
grubu ile Kkarsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte
artmistir ve geriye kalan dokuz TLR’'de (2-10) mRNA dizeyleri olgu grubunda,
kontrol grubu ile karsilastiriidiginda istatistiksel olarak anlamli derecede
azalmistir.

Sonuglarimiza goére, dokuda ve idrar orneklerinde TLR mRNA ekspresyon
duzeylerinin birbiriyle paralel olmadigini ve bu durumun, c¢alismamizda
degerlendirilen idrar 6rneklerinin buylk bir bolimunin (%83.3) dusuk-dereceli
Urotelyal karsinoma tanisi alan olgulara ait olmasi ve dusiuk dereceli timorlerde
dokulen hidcre sayisinin az olmasi nedeniyle duyarhihdinin digtuk olmasi
durumuna bagliyoruz.

Calismamizin sonucunda, Urotelyal karsinomali hastalara ait idrar 6rneklerinde
IL-1B, IL-6 ve IL-8 konsantrasyonlarinin kontrol grubuna gére anlamh dercede

arttigini soyleyebiliriz.

. Ayni zamanda, IL-8 konsantrasyonunun timér blyUkligld 5 cm’den blylk olan

olgularda istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi gézlendi (p=0.045). IL-6,
IL-8 ve IL-1B konsantrasyonlarinin birlikte yiksek oldugu olgularin (n=4), timaor

sayisi agisindan multiple olduklari gézlendi.

Olgu grubuna ait mesane dokularinda TLR1 mRNA duzeyinin, timor bayudklugu
25 cm olan hastalarda, 5 cm’den kiliglk olanlara gore istatistiksel olarak anlamli
derecede azaldigi belirlendi (p=0.001).

Benzer sekilde, olgu grubuna ait mesane dokularinda TLR7 mRNA diizeyinin
timor buydkliga =25 cm hastalarda, 5 cm’den klglk olanlara gore istatistiksel

olarak anlamli derecede azaldigi saptandi (p=0.043).
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10. Olgu grubuna ait mesane dokularinda TLR9 mRNA dizeyinin, yuksek-dereceli
tumorlerde, dusuk-dereceli olanlara gore istatistiksel olarak anlamli olmasa da
arttigini sdyleyebiliriz.  (p=0.057). Bu durumda, TLR’lerin mesane kanserinin

progresyonunda rol oynayabilecegini disinmekteyiz.
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