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1. GIRIS ve AMAC

Mesane kanseri genitoiiriner sistemin en sik goriilen malignitelerindendir ve diinya
genelinde 6nemli bir morbidite-mortalite kaynagidir.! Tiimérlerin yaklasik %90'n1 iirotelyal
karsinomlar olusturur, ancak klinik seyir hastadan hastaya belirgin sekilde degisir.> Ayni
patolojik evredeki hastalarin farkli sonuglar yasamasi, evrelemenin tek basina yetmedigini

ve tiimdr biyolojisini daha iyi yansitan belirteglere ihtiyag oldugunu gostermektedir. '

Prognoz bugiin hala biiyiik 6l¢ciide TNM (Tumor, Node, Metastasis) evrelemesi ve
histopatolojik parametrelerle belirlenir.! Oysa bu sistem tiimoriin biyolojik davranisini,
ozellikle de konagin immiin yanitim1 yansitmakta yetersiz kalir. Tiim6r mikrogevresi ve
immiin hiicre infiltrasyonu son yillarda bu boslugu doldurabilecek bir alan olarak 6ne
cikmistir.> Kas invaziv mesane kanserinde CD8" T lenfosit yogunlugunun sagkalimla
iliskisini gosteren erken ¢alismalar, immiin infiltrasyonun bagimsiz bir prognostik parametre

olabilecegine isaret etmistir.*

Timor mikrogevresi, tiimor hiicreleriyle stromal ve immiin hiicreler arasindaki
etkilesimlerden olusan dinamik bir yapidir.’> Bu yapinin baslica bilesenlerinden olan tiimérii
infiltre eden lenfositler (TIL'ler) tiimor gelisimi, immiin kagis ve metastatik potansiyel
tizerinde rol oynar. TIL varlig1 genellikle antitiimér yanitin gostergesi sayilir ve birgok
malignitede daha iyi sonuglarla iliskilendirilir.>® Mesane kanserinde de CD3*/FOXP3-
negatif TIL'lerin invazyon sinirinda yogunlasmasinin daha uzun hastaliksiz sagkalimla

iliskili oldugu gosterilmistir.’

Ne var ki TIL'lerin prognostik anlami sabit degildir; invazyon derinligine ve incelenen
hiicre alt grubuna gore degisebilir.” Radikal sistektomi serilerinde CD8* TIL varlig1, organa
sinirl ve organ dig1 yayilim gosteren hastalikta farkli klinik anlamlar tagimstir.” Bir tissue
microarray calismasinda yliksek FOXP3/CD3 ve FOXP3/CD8 oranlar1 daha kisa genel
sagkalimla iligkili bulunmus; bu da prognozu belirleyenin tek bir belirte¢ degil, alt gruplar
arasindaki denge oldugunu diisiindiirmiistiir.® Benzer sekilde CD3* ve CD68*
infiltrasyonunun mesane kanseri alt tipine 0zgli seyrettigi ve kas invaziv tiimorlerin

gidisatin etkiledigi bildirilmistir.”



Bu dengenin iki ucunda CD8" sitotoksik T hiicreleri ile FOXP3* regiilator T hiicreleri
(Treg) yer alir: ilki antitiimor yanitin temel efektort, ikincisi ise ¢ogunlukla baskilayici bir
rol iistlenir.!® Ikisi arasindaki oran, tiimdr progresyonu ve prognoz agisindan belirleyici
olabilir.!"® Nitekim CD8*/FOXP3* oranmin kas invaziv olmayan mesane kanserinde
(NMIUC) rekiirrens i¢in bagimsiz bir belirteg oldugu gdsterilmistir.'!! Buna karsmn
caligmalarin ¢ogu tek bir belirtece ya da tek bir bolgeye odaklanmis; intratimoral ve

peritiimdral infiltrasyonu birlikte ele alan seri say1s1 sinirli kalmistr. %!

Radikal sistektomi materyali, bu eksikligi gidermek i¢in elverisli bir zemin sunar: hem
intratiimoral (IT) hem peritiméral (PT) (invaziv marjin) alanlarin genis bir yiizeyde
karsilastirilmasina, CD4*, CD8" ve FOXP3" hiicrelerin birlikte degerlendirilerek immiin
dengenin biitiinliikli goriilmesine olanak tanir. Bu caligmada da radikal sistektomi
uygulanan mesane iirotelyal karsinomlu olgularda intratiiméral ve peritiimoral TIL dagilimi
ile immiin fenotipin (CD4, CDS8, FOXP3) klinikopatolojik 6zellikler ve prognozla iliskisi

arastirilmustir.
Aragtirmanin hedefleri:

e Mesanenin invaziv irotelyal karsinomlarinda TIL'lerin intratiimoral ve
peritiimoral dagilimimni degerlendirmek.

e Bu lenfositlerin  immiin  fenotipini (CD4*, CDS8*, FOXP3")
immiinohistokimyasal olarak belirlemek.

e Intratiiméral ve peritiimdral TIL yogunluklarinin patolojik evre, timér derecesi
ve diger klinikopatolojik parametrelerle iliskisini incelemek.

e Alt tiplerin mikrogcevredeki dagiliminin prognoz ve klinik seyirle baglantisini
ortaya koymak.

e Immiin infiltrasyonun mesane kanserinde olas1 bir prognostik biyobelirteg

olarak kullanilabilirligini degerlendirmek.
Aragtirmanin varsayimlart:

e TIL'erin tiimdér mikrogevresindeki yogunlugu ve dagilimi prognostik anlam

tasir.
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Yiiksek CD8* yogunlugu daha gii¢lii bir antitlimor yanit1 ve buna bagli olarak
daha iyi sonuglar1 yansitabilir.

Artmig FOXP3* Treg varlig1 baskilayici bir mikrogevreye ve daha agresif
timor davranisina isaret edebilir.

Intratiimdral ve peritiimoral lokalizasyonlarm prognostik etkileri birbirinden
farkl: olabilir.

CD4*, CD8" ve FOXP3" hiicrelerin birlikte degerlendirilmesi, tek bir belirtece

kiyasla mikrogevreyi daha dogru yansitabilir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. Mesane Embriyolojisi, Histolojisi ve Anatomisi
2.1.1. Mesane Embriyolojisi

Mesane gelisimi, gestasyonun 4-7. haftalar1 arasinda kloakanin iirogenital siniis ve
anorektal kanal olmak iizere iki ayr1 boliime ayrilmasiyla baslar. Urogenital membran,
tirogenital siniisti dis ortamdan ayirir ve bu membranin riiptiirii ile birlikte mesane dis diinya
ile baglant1 kurar.'> Mesane duvarmin gelisimi, endodermal k&kenli epitel tabakasi ile
mezodermal kokenli kas ve bag dokusu tabakalarimin koordineli bir sekilde organize
olmasin1 gerektirir.'? Insan fetal mesane gelisimi gestasyonun 9-10. haftasinda baslar ve diiz
kas hiicrelerinin olusumu, fetal mesane kavitesini ¢evreleyen mezenkimde Hedgehog
proteinleri ve bunlarin sinyal iletim yolaklar1 tarafindan indiiklenir. Gestasyonun ilerleyen
donemlerinde mesane duvar kalinligi, cinsiyetten bagimsiz olarak lineer biiyiime paternleri
araciligiyla belirgin sekilde artar ve bu siire¢ boyunca iirotelyal epitel, lamina propria ve
muskularis propria tabakalar1 farklilasarak olgun yapilarini (Sekil 1) kazanir.'? Embriyolojik
gelisim sirasinda mezenkim-epitel etkilesimleri, normal mesane gelisimi i¢in kritik 6neme

sahiptir ve bu etkilesimlerin bozulmasi konjenital anomalilere yol agabilir.'?

Limen

Urotelyum
endoderm kokenli

Lamina propria
bag doku, damarlar

Muskularis propria
detrusor diiz kasi
(mezoderm kokenli)

adventisya / seroza

Hedgehog (Shh) sinyali Grotelyumdan mezenkime yayilr
— diiz kas (detrusor) farklilagsmasi, #9.-10. hafta

Sekil 1: Mesane duvar katmanlarimin sematik kesiti ve germ tabakasi kokenleri:
iirotelyum (endoderm), lamina propria ve muskularis propria/detrusor (mezoderm).

2.1.2. Mesane Anatomisi

Mesane, pelvik kavitede pubis simfizinin posteriorunda yerlesen kas yapili bir

organdir. Bos haldeyken tamamen pelvis i¢inde yer alirken, doldugunda suprapubik bolgeye
12



dogru genisler. Mesane, superiorda periton ile ortiilii (Sekil 2) olup bu bolgede seroza
tabakasi bulunur; inferior ve lateral ylizeyler ise periton dis1 yerlesimli olup adventisya
tabakasi ile ¢evrilidir.!> Erkeklerde mesane, anteriorda pubis simfizi ve retropubik bosluk
(Retzius araligi), posteriorda rektum ve seminal vezikiiller ile komsuluk gosterirken;
kadinlarda posterior komsuluk uterus ve vajina ile kurulur. Mesane, lateral umbilikal
ligamentler (oblitre umbilikal arterler) ve median umbilikal ligament (oblitre urakus)
aracihigryla én karm duvarma baglanir.!*> Mesane kan dolasimi esas olarak internal iliak
arterin dallar1 olan superior ve inferior vezikal arterler tarafindan saglanir. Vendz drenaj
vezikal vendz pleksus araciligiyla internal iliak vene gergeklesir. Mesane innervasyonu,
sempatik (hipogastrik sinir, T11-L2), parasempatik (pelvik sinir, S2-S4) ve somatik
(pudendal sinir, S2-S4) lifler (Sekil 3) tarafindan saglanir.!* Lenfatik drenaj, mesane
duvarindaki zengin lenfatik agdan baglayarak oncelikle obturator, internal iliak ve eksternal
iliak lenf nodlarina, ardindan common iliak ve paraaortik lenf nodlarma dogru ilerler; bu
lenfatik drenaj paterni, invaziv mesane kanserinin evrelemesi ve tedavi planlamasi agisindan

kritik dneme sahiptir.'?

peritoneum neck of bladder fundus of bladder

ductus (vas) deferens body of urinary bladder

tendinous arch of
> ;
levator ani muscle

superior pubic \
ramus

paravesical space
and venous plexus

uvula of bladder W Y

\) . R .. i"
prostatic fascia& \ -

N
obturator internus

prostate and muscle

prostatic urethra

levator ani muscle

seminal colliculus
(verumontanum)

e bulbourethral
— \J\ (Cowper) gland
W A,
i : inferior pubic ramus
\ crus of penis
vestibular bulb \

bulbospongiosus muiscle membranous layer of subcutaneous tissue
bulbar part of spongy urethra  of perineum (Colles fascia)

sphincter urethrae muscl
in deep perineal space

ischiocavemosus muscle

investing (Gallaudet) fascia

Sekil 2: Erkek mesanesi ve iiretrasi. 13



Cerebral cortex
(interprets messages as
full or empty bladder)

Pontine micturation centre

(switches between

Spinal cord filling/storage & voiding)

Hypogastric nerve (sympathetic)

(inhibits detrusor contraction during
filling mode & contracts muscles in
urethra & bladder neck)

T10-L2
Hypogastric "[ , Pelvic nerve

nerve / (parasympathetic)
(unopposed impulses
52754 . —[ make detrusor contract)
Sacral micturation
centre

Pudendal nerve (somatic)
(under voluntary control)

Pelvic floor
Voluntary

muscle External sphincter

Bladder

Sekil 3: Mesane ve sfinkterin innervasyonu. 4

2.1.3. Mesane Histolojisi

Mesane duvari, icten disa dogru dort ana histolojik tabakadan olusur (Sekil 4):
iirotelyal epitel (mukoza), lamina propria (submukoza), muskularis propria (detrusor kasi)
ve adventisya/seroza.'> Bu tabakalarin her biri, mesanenin depolama ve bosaltma
fonksiyonlarinda 6zel roller {iistlenir ve histolojik organizasyonlari, mesane kanserinin
evrelemesi i¢in temel olusturur.'> Urotelyal epitel, idrarin toksik bilesenlerine kars1 bariyer
gorevi goriirken, lamina propria vaskiiler ve noral yapilari i¢erir. Muskularis propria, mesane
kontraksiyonundan sorumlu kalin diiz kas tabakasidir ve bu tabakanin invazyonu, kas
invaziv mesane kanseri (MIUC) tammim belirler.”” En dis tabaka olan adventisya veya
seroza, mesaneyi cevreleyen yapilardan ayirir ve bu tabakanin 6tesine uzanan timor
invazyonu, ileri evre hastali1 gosterir.'> Mesane duvarinn histolojik katmanlarinin dogru
taninmasi, Ozellikle transiiretral rezeksiyon (TUR-M) materyallerinin patolojik

degerlendirmesinde ve invazyon derinliginin belirlenmesinde hayati dnem tasir.
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« & Superficial urothelial cell
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Sekil 4: Mesane duvar katlarinin histolojisi. 15

2.1.3.1. Epitelyum

Mesane i¢ yiizeyini doseyen lirotelyal epitel, gecis epiteli (transitional epithelium)
olarak da adlandirilir ve mesanenin doluluk durumuna gore 3-7 hiicre tabakasindan (Sekil 5)
olusan dzellesmis bir epitel tiiriidiir.'® Urotelyal epitel, bazalden apikale dogru ii¢ ana hiicre
tipinden olusur: bazal hiicreler (kii¢iik, kiibik veya kolumnar, yiiksek proliferatif kapasiteli),
intermediyer hiicreler (poligonal sekilli, ¢ok katli) ve yiizey semsiye hiicreleri (umbrella
cells, genis, poligonal, ¢ok cekirdekli veya tek biiyiik cekirdekli).!® Semsiye hiicreleri, apikal
ylizeylerinde asimetrik iinit membran yapist ve 6zellesmis uroplakin proteinleri igerir; bu
yapi, idrarin toksik bilesenlerine ve yliksek ozmolaritesine karsi etkili bir gecirgenlik
bariyeri olusturur.'® Urotelyal hiicreler, keratin 7 (KRT?7), keratin 20 (KRT20), keratin 5/6
(KRT5/6), p63 ve GATAZ3 gibi karakteristik immiinohistokimyasal belirtegler eksprese eder;
bu belirtegler, iirotelyal karsinomlarin tanisinda ve diger epitelyal tiimorlerden ayirt
edilmesinde kullanilir.'® Urotelyal epitel, yalmzca bariyer fonksiyonu degil, ayn1 zamanda
mekanosensor 6zellikler de gosterir ve mesane doluluk durumunu algilayarak afferent sinir
uclarma sinyal iletiminde rol oynar.' Bazal hiicreler, iirotelyal epitel yenilenme ve
onariminda kok hiicre nisi olarak islev goriir ve bu hiicrelerin disregiilasyonu, iirotelyal

karsinogenezin erken asamalarinda énemli rol oynar.!’
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Sekil 5: Mesane mukozasi. '

2.1.3.2. Lamina Propria

Lamina propria, iirotelyal epitelin hemen altinda yer alan gevsek bag dokusu
tabakasidir ve kan damarlari, lenfatik damarlar, sinir lifleri, fibroblastlar, miyofibroblastlar
ve immiin hiicreler (Resim 1) igerir. Bu tabaka, iirotelyal epitele beslenme ve immiinolojik
destek saglar.'® Lamina propria iginde, 6zellikle derin kesimlerinde, muskularis mukoza adi
verilen ince, diizensiz diiz kas demetleri bulunabilir; bu yapi, tim bireylerde tutarli olarak
goriilmez ve varligr klinik evrelemede karisiklifa yol acabilir.!® Muskularis mukozanimn
muskularis propria ile karistirilmasi, 6zellikle ylizeyel TUR-M o6rneklerinde, tiimoriin
yanhslikla kas invaziv olarak degerlendirilmesine neden olabilir.'® Lamina propria ayrica,
Cajal benzeri interstisyel hiicreler (interstitial cells of Cajal-like cells) igerir; bu hiicreler, c-
kit (CD117) pozitif olup mesane diiz kas aktivitesinin modiilasyonunda pacemaker benzeri
roller iistlenebilir.'® Klinik acidan, lamina propria invazyonu (T1 evre), kas invaziv hastaliga
progresyon riski tasiyan yliksek riskli yiizeyel mesane kanseri kategorisini tanimlar ve bu
evredeki hastalarm yakin takibi ve agresif tedavi stratejileri gerektirir.'® Lamina propria
icindeki vaskiiler ve lenfatik invazyon varligi, prognostik agidan olumsuz bir faktordiir ve

uzak metastaz riskini artirir.'®
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Resim 1: Mesane lamina propria tabakasi. 18

2.1.3.3. Muskularis Propria

Muskularis propria (detrusor kasi), mesane duvariin en kalin tabakasini olusturur ve
diiz kas hiicrelerinden olusan ii¢ ana tabakadan meydana gelir: i¢ longitudinal, orta sirkiiler
ve dis longitudinal katmanlar (Resim 2). Ancak bu katmanlar, klasik gastrointestinal
sistemdeki gibi keskin sinirlarla ayrilmis degildir; aksine, diiz kas demetleri birbirleriyle i¢
ice gecmis, spiral ve pleksiform bir organizasyon gosterir.'® Detrusor kasinin bu kompleks
lic boyutlu organizasyonu, mesanenin tiim yonlerde esit ve etkili bir sekilde kasilmasini
saglar ve idrar bosaltimi sirasinda mesane ¢ikiminin acilmasina katkida bulunur.'® Diiz kas
demetleri arasinda, kollajen ve elastik liflerden olusan bag dokusu matriks bulunur; bu
matriks, mesanenin elastikiyetini ve dolum sirasinda genisleme kapasitesini destekler.!®
Muskularis propria tabakasinin tiimor tarafindan invazyonu, mesane kanserinin kas invaziv
(T2 evre) olarak siiflandirilmasini belirler ve bu durum, radikal sistektomi veya radyoterapi
gibi agresif tedavi modalitelerinin endikasyonunu olusturur.'® Detrusor kasinin histolojik
olarak dogru taninmasi, 6zellikle TUR-M materyallerinde, muskularis mukoza ile karigiklig

onlemek ve dogru evreleme yapmak igin kritik 5Sneme sahiptir. !
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Resim 2: Mesane kas tabakasi. 18

2.1.3.4. Adventisya/Seroza

Mesane duvarimin en dig tabakasi, mesanenin anatomik lokalizasyonuna bagli olarak
adventisya veya seroza olarak adlandirilir. Mesanenin periton ile ortiilii olmayan inferior ve
lateral yilizeylerinde adventisya tabakasi bulunur; bu tabaka, gevsek bag dokusu ve degisen
miktarlarda adipoz dokudan olusur.!® Mesanenin superior yiizeyi ise periton ile drtiiliidiir ve
bu bolgede seroza tabakasi mevcuttur; seroza, mezotel hiicreleri ile doseli ince bir
membrandir (Resim 3).!” Adventisyal ve perivesikal yag dokusu, mesaneyi cevreleyen
pelvik organlardan ayirir ve mesane hareketliligine olanak tanir. Klinik ve patolojik agidan,
tiimdriin muskularis propria tabakasini agarak perivesikal yag dokusuna (adventisya) invaze
olmasi, T3 evre hastaligi tamimlar ve bu durum, kétii prognoz ile iliskilidir.! T3 evre,
tiimoriin perivesikal yag dokusuna mikroskopik (T3a) veya makroskopik (T3b) invazyonuna
gore alt gruplara ayrilabilir; makroskopik ekstravesikal kitle varligi (T3b), daha koti
prognoz gostergesidir.! Tiimoriin komsu organlar (prostat, uterus, vajina, pelvik duvar,
abdominal duvar) direkt invaze etmesi veya peritoneal yiizeye uzanmasi, T4 evre hastalig1
olarak smiflandirilir ve bu durum, en ileri lokal evre hastaligi temsil eder.!
Adventisya/seroza tabakasimnin histolojik degerlendirmesi, Ozellikle radikal sistektomi
spesimenlerinde, dogru patolojik evreleme ve cerrahi siir degerlendirmesi igin

esansiyeldir.'
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Resim 3: Mesane serozasi. °
2.2. Mesane Tiimorleri
2.2.1. Epidemiyoloji

Mesane kanseri liriner sistemin en sik goriilen tiimorii ve diinyada en sik tan1 konan
dokuzuncu kanserdir; 2022'de tahmini 614.298 yeni vaka ve 220.596 6liime yol agmistir.?
Yiikiin yaklasik dortte tigii (%75) erkeklerde goriiliir ve bu baskinlik tiim bolgelerde
korunur. Bes yillik sagkalim ABD'de %80 iken gelismekte olan iilkelerde %40'n altina
iner.

Insidans cografyaya gore belirgin degisir: yasa standardize hizlar (ASR, /100.000) en
yiiksek Avrupa'dadir (Giiney Avrupa erkeklerde 28,7; Kuzey Avrupa 20,4), bunu Kuzey
Amerika (18,0), Kuzey Afrika (16,3) ve Bat1 Asya (15,2) izler.? Tiirkiye, erkeklerde
22,6k ASR ve 6,6'lik erkek/kadin oraniyla diinyanin en yiiksek degerleri arasindadir.?°
En sik histolojik tipler iirotelyal ve skuamdz hiicreli karsinomdur. Bir¢ok yiiksek gelirli
tilkede insidans ve mortalite gerilemektedir; bu egilim kismen tani-tedavideki ilerlemeleri
yansitsa da kanser kayit uygulamalarindaki farkliliklar g6z 6niinde bulundurulmalidir.?
Klinik olarak hastalik kas invaziv olmayan (NMIUC) ve kas invaziv olmak iizere ikiye
ayrilir.?! Olgularin yaklasik %80'ini olusturan NMIUC tedaviye yanit verse de yiiksek

niiksle seyreder; MIUC'ye ilerlediginde tedavi etkinligi sinirlanir ve prognoz kétiilesir.?!

19



Tiirkiye'de mesane kanseri erkeklerde akciger, prostat ve kolorektal kanserlerin ardindan

doérdiincii siradadir.?°

2.2.2. Etiyoloji ve Risk faktorleri

Mesane kanserinin etiyolojisinde ¢evresel, mesleki ve genetik faktorler rol
oynamaktadir. Tiitlin kullanimi, mesane kanseri i¢in en dnemli risk faktorii olup, vakalarin

%50'sinden fazlasindan sorumludur (

Tablo 1).22-?* Sigara icenlerde mesane kanseri riski, igmeyenlere gére 2-4 kat artmistir
ve risk, glinliik tiiketilen sigara sayis1 ve igme siiresi ile dogru orantilidir. Sigaray1 biraktiktan

sonra risk azalmakla birlikte, tamamen ortadan kalkmamaktadir.??->*

Mesleki karsinojen maruziyeti, 6zellikle aromatik aminler (benzidin, B-naftilamin, 4-
aminobifenil) ve polisiklik aromatik hidrokarbonlara (PAH) uzun siireli maruziyet, mesane
kanseri riskini onemli olciide artirmaktadir.??>* Boya, kaucuk, deri, tekstil, baski ve
petrokimya endiistrilerinde c¢alisanlar yiiksek risk grubundadir.??* Kronik mesane
irritasyonu ve enflamasyonu da risk faktorii olarak kabul edilmektedir; 6zellikle Schistosoma
haematobium enfeksiyonu, endemik bdlgelerde skuamoz hiicreli karsinoma yol
acabilmektedir. Arsenik kontamine i¢me suyu, bazi cografi bolgelerde mesane kanseri

insidansini artirmaktadir. 2224

Farmakolojik ajanlar arasinda, siklofosfamid ve ifosfamid gibi alkilleyici
kemoterapotik ilaglar, mesane kanserine yatkinlik yaratmaktadir. Fenasetin igeren
analjezikler de gecmiste mesane kanseri ile iliskilendirilmistir. 2>** Pelvik radyoterapi
Oykiisii olan hastalarda da mesane kanseri riski artmistir. Genetik yatkinlik agisindan, ailesel
mesane kanseri Oykiisii, 6zellikle birinci derece akrabalarda hastalik varligi, riski 2 kat

artirmaktadir. 2224

Tablo 1: Mesane Kanserinde Risk Faktorleri ve Goreceli Riskler.

Risk Faktori Goreceli Aciklama
Risk
Tiitin Kullanimi 2-4 kat Vakalarin %50'sinden sorumlu, doza
bagimli
Mesleki Maruziyet
- Aromatik aminler 2-5 kat Benzidin, B-naftilamin, 4-aminobifenil
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- Polisiklik aromatik 1.5-3 kat Boya, kauguk, deri, tekstil endiistrileri
hidrokarbonlar

Kronik Enfeksiyon

- *Schistosoma haematobium* 3-5 kat Endemik bolgelerde, skuaméz hiicreli
karsinom

Kimyasal Maruziyet

- Arsenik (icme suyu) 2-3 kat Cografi varyasyon

Ilaclar

- Siklofosfamid 2-4 kat Kiimiilatif doza bagimh

- Fenasetin 2-3 kat Kronik kullanim

Radyoterapi 2-4 kat Pelvik radyasyon Oykiisii

Genetik Faktorler

- Ailesel oykii 2 kat Birinci derece akraba

- NAT2, GST polimorfizmleri Degisken Karsinojen metabolizmasi

Kronik Mesane Irritasyonu 1.5-2 kat Kronik sistit, taglar, kateter

2.2.3. Makroskopik Ozellikler

Mesane tliimdrlerinin  makroskopik goriinlimii, timoriin biyolojik davranisi ve
prognozu hakkinda énemli bilgiler saglamaktadir. Urotelyal karsinomlar, papiller veya diiz
(flat/sesil) olmak iizere iki ana morfolojik patern gostermektedir.® Papiller lezyonlar,
mesane liimenine dogru ekzofitik biliylime gosteren, karnibahar benzeri goriiniimde,
yumusak kivamli tiimorlerdir ve genellikle diisiik dereceli, kas invaziv olmayan tiimorleri
temsil etmektedir.?® Bu lezyonlar genellikle ince bir sap ile mesane duvarma tutunmaktadir

ve boyutlar1 birkag milimetreden birkag santimetreye kadar degisebilmektedir.?

Diiz veya sesil lezyonlar, mesane mukozasinda plak benzeri kalinlasma veya nodiiler
kitleler seklinde izlenmekte olup, genellikle yiiksek dereceli ve kas invaziv tiimdrleri temsil
etmektedir.”® Karsinoma in situ (CIS), makroskopik olarak normal goriinebilir veya hafif
eritemli, kadifemsi bir mukoza degisikligi seklinde kendini gdsterebilir.?> Endofitik biiyiime
paterni gosteren tiimdrler, mesane duvarina invazyon gostermekte ve daha agresif klinik

seyir izlemektedir.?

Timorlerin rengi genellikle pembe-kirmizidan gri-beyaza kadar degismekte olup,
nekroz alanlar1 sari-kahverengi goriiniim alabilmektedir.”> Yiizey 6zellikleri agisindan,
diisiik dereceli papiller timorler diizgiin, kadifemsi bir yiizeye sahipken, yiiksek dereceli
tiimorler diizensiz, iilsere ve nekrotik alanlar igerebilmektedir.?’ Tiimérlerin mesane i¢indeki
lokalizasyonu prognostik Oneme sahiptir; lateral duvarlar ve trigon en sik tutulum

bolgeleridir.”® Multifokalite, mesane kanserinin karakteristik bir 6zelligi olup, vakalarm
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%30-40"1nda es zamanl birden fazla timér odag: izlenmektedir.>> Multifokal tiimérler, tek
odakl1 tiimdrlere gore daha yiiksek niiks ve progresyon riski tasimaktadir.?’

2.2.4. Mikroskopik Ozellikler ve Diinya Saghk Orgiitii (DSO) Simflamasi

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization [WHO], DSO) tarafindan 2022
yilinda yayinlanan 5. bask1 Uriner ve Erkek Genital Sistem Tiiméorleri Siniflamas, iirotelyal
neoplazilerin tam ve derecelendirilmesinde giincel standartlar1 belirlemektedir.! Bu
siniflama, 2016 yilindaki 4. baskinin temel prensiplerini korumakla birlikte, molekiiler ve
prognostik verilere dayali giincellemeler icermektedir.?® DSO 2022 siniflamasi’, iirotelyal
neoplazileri benign lezyonlardan invaziv karsinoma kadar genis bir spektrumda kategorize

etmektedir (Tablo 2).

Papiller {rotelyal neoplaziler, sitolojik ve mimari Ozelliklerine gore
derecelendirilmektedir. Urotelyal papillom, normal iirotelyal hiicrelerden olusan, ince
fibrovaskiiler kor etrafinda diizenli papiller yapilar gosteren benign bir lezyondur.! Diisiik
malignite potansiyelli papiller iirotelyal neoplazi (PUNLMP), normal iirotelden daha
kalin epitele sahip olmakla birlikte, minimal sitolojik atipi ve korunmus polarite
gostermektedir.! PUNLMP, invazyon potansiyeli ¢ok diisiik olmakla birlikte, niiks
edebilmektedir.

Diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinom (LGPUC), hafif-orta derecede sitolojik
atipi, niikleer pleomorfizm ve artmis mitotik aktivite gostermektedir.! Mimari diizen biiyiik
Olclide korunmus olup, papiller yapilar belirgindir (Resim 4). Niikleer polarite kismen
kaybolmustur ve kromatin artis1 izlenmektedir. Diisiik dereceli tiimorler, yiiksek niiks

oranina (%50-70) sahip olmakla birlikte, progresyon riski diisiiktiir (%10-15).!
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Resim 4: Diisiik dereceli papiller iirotelyal karsinom (H&E 200).

Yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinom (HGPUC) belirgin sitolojik atipi,
niikleer pleomorfizm, artmis niikleer/sitoplazma orani ve sik mitotik figiirler ile
karakterizedir.! Mimari diizen bozulmus olup, papiller yapilar diizensizdir ve fiizyon
gosterebilmektedir.! Niikleer polarite kaybolmustur, kromatin kaba ve diizensizdir, belirgin

niikleol izlenmektedir (Resim 5).

Resim 5: Yiiksek dereceli papiller tirotelyal karsinomda belirgin niikleer pleomorfizm
(H&E 200).

Yiiksek dereceli tiimorler, hem yiiksek niiks (%70-80) hem de yiiksek progresyon riskine
(%30-50) sahiptir! ve kas invaziv hastaliga ilerleyebilmektedir (Resim 6).7
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Resim 6: Yiiksek dereceli papiller iirotelyal karsinomda skuamoz diferansiyasyon
(H&E 400).

Karsinoma in situ, diiz lirotelyal mukozada izlenen, yiiksek dereceli sitolojik atipiye
sahip, invaziv olmayan bir lezyondur.! CIS hiicreleri, belirgin niikleer pleomorfizm, artmus
niikleer/sitoplazma orani ve sik mitoz gostermektedir (Resim 7). CIS, agresif bir lezyon olup,
tedavi edilmediginde vakalarin %50-75'inde kas invaziv hastalia progresyon

gostermektedir.! CIS, primer (izole), sekonder (papiller tiimér ile birlikte) veya konkomiton

(invaziv karsinom ile birlikte) olarak siniflandirilabilmektedir.

Resim 7: Urotelyal Karsinoma in situ.

Tablo 2: WHO 2022 Urotelyal Neoplaziler Simiflamasi ve Ozellikleri

Kategori Sitolojik Ozellikler Mimari Ozellikler Niiks Progresyon
Riski Riski
Urotelyal Normal iirotelyal Ince fibrovaskiiler kor, Minimal Yok
Papillom hiicreler diizenli papiller yap1
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PUNLMP Minimal atipi, korunmus ~ Kalinlasmus epitel, diizenli ~ %25-35 %5

polarite papiller yap1
Diisiik Dereceli Hafif-orta atipi, artmis Korunmus mimari, diizenli ~ %50-70 %10-15
Karsinom mitoz papiller yap1
Yiiksek Dereceli Belirgin atipi, Bozulmus mimari, diizensiz ~ %70-80 %30-50
Karsinom pleomorfizm, sik mitoz papiller yap1
Karsinoma in Situ  Yiiksek dereceli atipi, Diiz mukoza, invazyon yok  %80-90 %350-75
(CIS) pleomorfizm

2.2.5. iImmiinohistokimya

Immiinohistokimyasal (IHK) belirtecler, mesane tiimdrlerinin tanisinda, iirotelyal
diferansiyasyonun dogrulanmasinda, ayirici tanida ve prognostik degerlendirmede 6nemli
rol oynamaktadir.?’-* KRT7 ve KRT20, iirotelyal karsinomlarin tanisinda en sik kullanilan
belirteglerdir. KRT7, tirotelyal karsinomlarin %90-100'tinde pozitif boyanma gosterirken,
KRT20 tipik olarak iist lirotelyal tabakalarda "semsiye hiicre" paterni ile pozitiftir (%60-80).
KRT7+/KRT20+ profili, iirotelyal orijini desteklemektedir. "

Resim 8: Invaziv iirotelyal karsinomda keratin 7 boyanma paterni.

p63, iirotelyal diferansiyasyonun giiclii bir belirteci olup, iirotelyal karsinomlarin %80-
90'mda niikleer pozitiflik gostermektedir. GATA3, {irotelyal karsinomlar igin yiiksek
sensitivite (%80-95) ve spesifite gosteren bir transkripsiyon faktoriidiir ve ozellikle
metastatik tiimdrlerin primer orijininin belirlenmesinde degerlidir. 2”-* Uroplakin II ve
Uroplakin III, irotelyal diferansiyasyona ozgii membran proteinleri olup, iirotelyal
karsinomlarin %60-70'inde pozitiftir; ancak sensitiviteleri diisiik dereceli tiimdrlerde daha

yiiksektir. 27-%
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S100P, iirotelyal karsinomlarin %80-90'inda pozitif boyanma gosteren bir kalsiyum
baglayic1 proteindir ve ayirici tanida yardimeidir. 272 CD44, bir hiicre yiizey glikoproteini
olup, ekspresyonu, tiimdr progresyonu ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir. 2”2 Ki-67,
proliferasyon indeksini gosteren bir niikleer antijen olup, yiiksek Ki-67 indeksi (%20min

lizeri) yiiksek dereceli timérler ve kotii prognoz ile korele olmaktadir. 27-*°

Resim 9: Diisiik dereceli non invaziv iirotelyal karsinomda Ki67 boyanma paterni.

pS3, TP53 gen mutasyonlarinin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir; asiri
ekspresyon (diffiiz giiclii niikleer boyanma) veya tam kayip (null pattern), TP53
mutasyonunu diisiindiirmekte ve yiiksek dereceli, kas invaziv timdérler ile iligkili olmaktadir.
2729 553 asir1 ekspresyonu, kotii prognoz ve yiiksek progresyon riski ile korele bulunmustur.
CIS tanisinda KRT20 (bazal hiicrelerde pozitiflik), CD44 (ekspresyon kaybi) ve p53 (asir1

ekspresyon) kombinasyonu yiiksek tanisal degere sahiptir. 27>

Ayiricr tanida, iirotelyal karsinomun prostat adenokarsinomundan ayirt edilmesinde
PSA ve PSAP (prostat icin pozitif), kolorektal adenokarsinomdan ayirt edilmesinde CDX2
ve KRT7 (kolorektal i¢in CDX2+/KRT7-), renal hiicreli karsinomdan ayirt edilmesinde
PAXS belirtecleri kullanilmaktadir. 27-%°
2.2.6. Molekiiler Patoloji ve Genetik

Mesane kanserinin molekiiler patogenezi, iki ana yolak iizerinden gelismektedir:

diisiik dereceli, kas invaziv olmayan yolak ve yiiksek dereceli, kas invaziv yolak.!”? Bu "iki
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yolak modeli", farkli molekiiler degisikliklerin farkli klinik fenotiplere yol actigini
gostermektedir (Tablo 3).

Diisiik dereceli, kas invaziv olmayan yolak, erken donemde fibroblast biiyiime
faktorii reseptorii 3 (fibroblast growth factor receptor 3 [FGFR3]) gen mutasyonlar: ile
karakterizedir. !73° FGFR3 mutasyonlar1, diisiik dereceli papiller tiimérlerin %70-80'inde,
Ta evre tiimérlerin %60-70'inde saptanmaktadir.!”*° Bu mutasyonlar, RAS-MAPK ve PI3K-
AKT sinyal yolaklarimin aktivasyonuna yol agarak hiicre proliferasyonunu artirmaktadir.
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate  3-kinase catalytic subunit alpha (PIK3CA)
mutasyonlar1 da bu yolakta sik goriilmekte (%15-25) ve FGFR3 mutasyonlari ile birlikte
bulunabilmektedir. '72® RAS gen ailesi mutasyonlar1 (HRAS, KRAS, NRAS), diisiik
dereceli tiimorlerin %10-15'inde izlenmektedir.!”*® Bu yolaktaki tiimérler, yiiksek niiks

oranina ragmen diisiik progresyon riski gostermektedir.

Yiiksek dereceli, kas invaziv yolak, tumor protein p53 (TP53) ve retinoblastoma 1
(RB1) tiimdr siipresdr genlerindeki inaktivasyonlar ile karakterizedir. !’ TP53
mutasyonlari, yiiksek dereceli tiimdrlerin %50-60'1nda, kas invaziv tiimérlerin %60-70'inde
saptanmaktadir.” RB1 inaktivasyonu, kas invaziv tiimdrlerin %30-40'1nda izlenmektedir.'”-*
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A) gen delesyonlar1 veya mutasyonlari,
yiiksek dereceli tiimorlerin %40-50'sinde bulunmakta ve hiicre siklusu kontroliiniin kaybina
yol agmaktadir. ' ERBB2 (HER2) gen amplifikasyonu veya asir1 ekspresyonu, kas

invaziv tiimérlerin %10-15'inde saptanmakta ve kotii prognoz ile iliskili olmaktadir. -3

The Cancer Genome Atlas (TCGA) ve Consensus 2020 caligmalari, kas invaziv
mesane kanserlerini molekiiler alt tiplere ayirmistir: luminal, bazal ve néronal alt tipler. !’
Luminal alt tip (%40-50), FGFR3 mutasyonlari, iirotelyal diferansiyasyon belirtecleri
(GATAZ3, uroplakin, KRT20) ekspresyonu ve daha iyi prognoz ile karakterizedir. !"** Bazal
alt tip (%30-40), bazal/skuamoz diferansiyasyon belirtecleri (CK5/6, CK14, CD44, EGFR)
ekspresyonu, TP53 ve RB1 mutasyonlari, yiiksek proliferasyon orani ve kotii prognoz ile
iliskilidir. '"*° Néronal alt tip (%10-15), ndroendokrin diferansiyasyon belirtegleri
ekspresyonu gostermektedir. '3 Bu molekiiler siniflandirma, kisisellestirilmis tedavi

stratejilerinin gelistirilmesinde ©nemli rol oynamaktadir; 6rnegin, FGFR3 mutasyonu
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tasiyan tiimorlerde FGFR inhibitorleri, bazal alt tipte immiinoterapi daha etkili

olabilmektedir. 70

Tablo 3: Mesane Kanserinde Molekiiler Yolaklar ve Genetik Degisiklikler

Yolak/Alt Tip Baslica Genetik Frekans Klinik Ozellikler
Degisiklikler
Diisiik Dereceli Yolak
- FGFR3 mutasyonlari RAS-MAPK %70-80 Yiiksek niiks, diisiik
aktivasyonu (Ta/diisiik derece)  progresyon
- PIK3CA mutasyonlar1 PI3K-AKT aktivasyonu  %15-25 FGFR3 ile birlikte
olabilir
- RAS mutasyonlari MAPK aktivasyonu %10-15 Diisiik dereceli tiimorler

Yiiksek Dereceli Yolak

- TP53 mutasyonlar: Hiicre siklusu kontrolii ~ %50-70 (kas Yiiksek progresyon,
kayb1 invaziv) kot prognoz

- RB1 inaktivasyonu Hiicre siklusu kontrolii ~ %30-40 (kas Agresif davranig
kayb1 invaziv)

- CDKN2A delesyonu Hiicre siklusu kontrolii ~ %40-50 Yiiksek dereceli
kaybi timorler

- ERBB2 amplifikasyonu

Tirozin kinaz

%10-15 (kas

Kétii prognoz, tedavi

aktivasyonu invaziv) hedefi

Molekiiler Alt Tipler

(TCGA/Consensus)

- Luminal FGFR3 mut., GATA3+, %40-50 Daha iyi prognoz, FGFR
CK20+ inhibitori

- Bazal TP53/RB1 mut., %30-40 Koétii prognoz,
CK5/6+, EGFR+ immiinoterapi

- Noronal Noroendokrin %10-15 Degisken prognoz
belirtegler

2.2.7. Evreleme

Mesane kanserinin evrelemesi, tedavi planlamasi ve prognoz tayininde kritik 6neme
sahiptir. American Joint Committee on Cancer (AJCC) ve Union for International Cancer
Control (UICC) tarafindan gelistirilen TNM siniflamasi, 8. baskisi ile giincel standartlar
belirlemektedir.!*!*2 TNM sistemi, primer tiimériin lokal yayilim derinligini (T) (Tablo 4),
bolgesel lenf nodu tutulumunu (N) ve uzak metastaz varligin1 (M) degerlendirerek (Tablo
5), hastaligin anatomik yayginligini objektif olarak tanimlamaktadir. Dogru evreleme, kas
invaziv olmayan hastalik (Ta, Tis, T1) ile kas invaziv hastalik (T2-T4) arasindaki ayrimi
saglayarak, radikal sistektomi, mesane koruyucu tedavi veya sistemik kemoterapi gibi tedavi

modalitelerinin se¢imini ydnlendirmektedir. 312
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2.2.7.1 T Komponenti

T komponenti, primer tiimoriin mesane duvari katmanlarina invazyon derinligini
tanimlamaktadir ve en 6nemli prognostik faktordiir. '*12 Mesane duvari, icten disa dogru
tirotelyal mukoza, lamina propria, muskularis propria (detrusor kasi), perivesikal yag dokusu

ve serozadan olugmaktadir.

Ta: Noninvaziv papiller karsinom. Timor, lamina propriaya invazyon
gostermeksizin tirotelyal mukoza ile sinirlidir. Ta tiimdrler, genellikle diisiik dereceli olup,

TUR ile tedavi edilmektedir. Bes yillik sagkalim oran1 %95'in izerindedir. !-!-*2

Tis: Karsinoma in situ. Diiz, yliksek dereceli, noninvaziv iirotelyal karsinom. CIS,
agresif biyolojik davranig gostermekte ve tedavi edilmediginde yiiksek oranda (%50-75) kas

invaziv hastalia progresyon riski tasimaktadir. '3!3

T1: Timodr, lamina propriaya invazyon gostermekte ancak muskularis propriaya
ulagsmamaktadir. T1 tiimorler, yiiksek dereceli olma egilimindedir ve progresyon riski (%30-

50) nedeniyle yakin takip veya erken sistektomi gerektirebilmektedir. '3!-32

T2: Timor, muskularis propriaya (detrusor kasi) invazyon gostermektedir. T2a,
muskularis proprianin i¢ yarisina (yiizeyel kas) invazyon; T2b, muskularis proprianin dis
yarisina (derin kas) invazyon olarak tanimlanmaktadir. T2 hastalik, kas invaziv hastaligin
baslangicini temsil etmekte ve radikal sistektomi endikasyonu olusturmaktadir. Bes yillik

sagkalim oran1 %60-70'dir. 13132

T3: Tiimor, perivesikal yag dokusuna invazyon gostermektedir. T3a, mikroskopik
perivesikal invazyon; T3b, makroskopik perivesikal kitle (ekstravesikal kitle) olarak
tanimlanmaktadir. T3 hastalik, lokal ileri evre hastalig1 temsil etmekte ve neoadjuvan

kemoterapi sonrasi radikal sistektomi onerilmektedir. Bes yillik sagkalim oran1 %40-50'dir.

1,31,32

T4: Timor, komsu organlara invazyon gdstermektedir. T4a, prostat stromasi,
seminal vezikiil, uterus veya vajinaya invazyon; T4b, pelvik duvar veya abdominal duvara
on olarak tanimlanmaktadir. T4b hastalik, genellikle rezektabl olmayan hastalig1 temsil
etmekte ve palyatif tedavi yaklagimlar1 uygulanmaktadir. Bes yillik sagkalim orani %20'nin

altindadir. 13132
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Tablo 4: Mesane Kanseri TNM Simiflamasi - T Komponenti (AJCC 8. Baski)

T Tanim Invazyon Derinligi 5 Yillik Sagkalim
Evresi
Ta Noninvaziv papiller karsinom Mukoza ile sinirl >%95
Tis Karsinoma in situ (CIS) Diiz, yiiksek derecel, Degisken (tedaviye
noninvaziv bagli)
Tl Lamina propria invazyonu Submukoza, kas invazyonu yok = %80-85
T2 Muskularis propria invazyonu Detrusor kas1 %60-70
-T2a Yiizeyel kas invazyonu I¢ yari %65-75
-T2b Derin kas invazyonu D1s yart %350-60
T3 Perivesikal yag dokusu Ekstravesikal yayilim %40-50
invazyonu
-T3a Mikroskopik invazyon Mikroskopik %45-55
-T3b Makroskopik invazyon Makroskopik kitle %30-40
T4 Komsu organ invazyonu [leri lokal yayilim <%20
-T4a Prostat/uterus/vajina invazyonu Pelvik organlar %15-25
- T4b Pelvik/abdominal duvar Duvar invazyonu <%10
invazyonu
2.2.7.2 N Komponenti

N komponenti, bolgesel lenf nodu metastazlarini tanimlamaktadir ve mesane
kanserinde 6nemli bir prognostik faktordiir. Mesane kanseri i¢in bdlgesel lenf nodlari,
gercek pelvik lenf nodlarini (hipogastrik, obturatdr, eksternal iliak, presakral ve sakral lenf
nodlar1) ve common iliak lenf nodlarini igermektedir. *1*? Bu smirlarin disindaki lenf nodu
tutulumlar1  (6rne8in, paraaortik lenf nodlar1) wuzak metastaz (Mla) olarak

siniflandirilmaktadir (Tablo 5).

NO: Bolgesel lenf nodu metastaz1 yoktur. Radikal sistektomi ile birlikte pelvik lenf
nodu diseksiyonu (PLND) yapilan hastalarda, ¢ikarilan lenf nodu sayis1 prognostik 6neme
sahiptir; en az 10-15 lenf nodunun ¢ikarilmasi 6nerilmektedir.

N1: Tek bolgesel lenf nodunda metastaz vardir. N1 hastalikta, adjuvan kemoterapi

veya immiinoterapi diisiiniilmelidir. Bes yillik sagkalim oran1 %30-40'tir, 1-*1:32

N2: Iki veya daha fazla bdlgesel lenf nodunda metastaz vardir. N2 hastalik, daha kétii
prognoz ile iligkili olup, multimodal tedavi yaklasimlar1 gerekmektedir. Bes yillik sagkalim

orani %20-30'dur. 1,31,32
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N3: Common iliak lenf nodlarinda metastaz vardir. N3 hastalik, en ileri bolgesel lenf

nodu tutulumunu temsil etmekte ve prognoz kotiidiir. Bes yillik sagkalim oran1 %10-20'dir.

1,31,32

Lenf nodu metastaz1 varligi, mesane kanserinde en dnemli prognostik faktorlerden
biridir ve sagkalimi énemli 6l¢iide azaltmaktadir. '2'*? Lenf nodu pozitif hastalarda,

sistektomi sonras1 adjuvan kemoterapi sagkalim avantaji saglayabilmektedir.
2.2.7.3. M Komponenti

M komponenti, uzak metastaz varligini tanimlamaktadir ve mesane kanserinde en kotii
prognostik faktordiir. Metastatik mesane kanseri, genellikle palyatif tedavi yaklagimlari ile

yonetilmektedir. 13132

MO: Uzak metastaz yoktur. Lokal veya lokal ileri hastalik, kiiratif tedavi

yaklagimlaria adaydir.
M1: Uzak metastaz vardir. M1 hastalik, iki alt kategoriye ayrilmaktadir:

M1a: Bolgesel lenf nodlar1 digindaki lenf nodlarinda metastaz (6rnegin, paraaortik,
supraklavikiiler, mediastinal lenf nodlar1). M1a hastalik, sinirli metastatik yayilimi temsil
etmekte ve agresif multimodal tedavi ile bazi1 hastalarda uzun siireli kontrol

saglanabilmektedir.

M1b: Diger uzak organ metastazlar1 (akciger, karaciger, kemik, beyin vb.).- Mesane
kanserinde en sik metastaz bolgeleri akciger (%40-50), karaciger (%30-40), kemik (%25-
35) ve beyin (%5-10)'dir. '*132 M1b hastalik, yaygin metastatik hastali1 temsil etmekte ve

medyan sagkalim 12-15 ay civarindadir (Tablo 5).

Metastatik mesane kanserinde, platin bazli kemoterapi (gemcitabin-cisplatin veya
MVAC [Metotreksat, Vinblastin, Adriamisin, Sisplatin]) birinci basamak tedavi olarak
kullanilmaktadir. 2!2 Son yillarda, immiin kontrol noktasi inhibitdrleri (pembrolizumab,
atezolizumab, nivolumab) ve FGFR inhibitorleri (erdafitinib), metastatik hastalikta 6nemli
tedavi secenekleri olarak ortaya ¢ikmustir. 132 Ancak, metastatik hastalikta prognoz genel

olarak kotii olup, 5 yillik sagkalim oran1 %5-10'dur. 13132
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Tablo 5: Mesane Kanseri TNM Siniflamasi - N ve M Komponentleri (AJCC 8. Baski)

Evre Tanim Tutulum Bolgesi 5 Yillik
Sagkalim

N

Komponenti

NO Bolgesel lenf nodu - T evresine
metastazi yok bagl

N1 Tek bolgesel lenfnodu  Hipogastrik, obturator, eksternal iliak, %30-40
metastazi presakral, sakral

N2 Coklu bolgesel lenf Iki veya daha fazla bolgesel lenf nodu %20-30
nodu metastazi

N3 Common iliak lenf Common iliak lenf nodlar1 %10-20
nodu metastazi

M

Komponenti

Mo Uzak metastaz yok - TveN

evresine bagl

Mila Bolgesel dist lenf nodu  Paraaortik, supraklavikiiler, mediastinal %10-20
metastazi

M1b Diger uzak organ Akciger (%40-50), karaciger (%30-40), %5-10
metastazlari kemik (%25-35), beyin (%5-10)

2.3. Kas invaziv Olmayan Mesane Kanseri (Genel Bakis)

NMIUC, mesane kanserinin tant aninda tiim vakalarin yaklasik %70-75"ini olusturan
heterojen bir hastalik grubudur.?* NMIUC, tiimériin lamina propriay1 invaze etmedigi veya
sadece lamina propria ile sinirli kaldig1, muskularis propriaya invazyon gostermeyen mesane
tiimorlerini kapsar ve patolojik olarak Ta (papiller tiimor), T1 (lamina propria invazyonu) ve
CIS olarak siniflandirilir.>* Bu hastalik grubunun en 6nemli klinik &zellikleri yiiksek niiks
oranlar1 (%50-70) ve kas invaziv hastalifa progresyon riski (yaklasik %10-30) olup, bu

nedenle risk smiflandirmasi ve buna dayali tedavi stratejileri kritik 5Sneme sahiptir. >

Risk smiflandirmasi i¢in diinya ¢apinda kabul goérmiis ¢esitli sistemler mevcuttur.
European Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC) 2006 risk tablolari,
timor sayisi, boyutu, dnceki niiks durumu, T evresi, eslik eden CIS varligr ve tiimor
derecesine dayali olarak hastalar1 diistik, orta ve yiiksek risk gruplarina ayirir ve 1 yillik ve
5 yillik niiks ve progresyon olasiliklarini tahmin eder.** European Association of Urology
(EAU) kilavuzlar1 ise daha basit bir siniflandirma sunarak hastalar1 diisiik, orta, yliksek ve

cok yiiksek risk kategorilerine ayirir.>>*® Club Urolégico Espafiol de Tratamiento
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Oncologico (CUETO) skorlama modeli, 6zellikle Bacillus Calmette-Guérin (BCG) tedavisi
alan hastalarda EORTC'ye gore daha dogru tahminler saglayabilmektedir.’” Tablo 6'da
EAU 2024 kilavuzlarma gére NMIUC risk siniflandirmasi 6zetlenmistir. >

Tablo 6: Kas invaziv Olmayan Mesane Kanserinde Risk Simiflandirmasi (EAU 2024
Kilavuzlar)

Risk Tanim 5 Yillik 5 Yillik
Kategorisi Niiks Progresyon
Riski Riski
Diisiik Risk ~ Tek, <3 cm, Ta, diisiik dereceli, CIS yok %15-40 <%l

Orta Risk Ta/T1, diisiik/yiiksek dereceli, <3 cm, multipl veya niiks %40-60 %1-5
eden, CIS yok

Yiksek T1 yiiksek dereceli, yiiksek dereceli Ta (multipl, >3 cm, %60-80 %10-20
Risk niiks eden), CIS

Cok Yiiksek TI yiiksek dereceli + eslik eden CIS, multipl/genis T1 >%80 %20-50
Risk yliksek dereceli/niiks eden, CIS tek basina, lenfovaskiiler

invazyon, subtipler, BCG basarisizlig1

Tedavi stratejisi risk kategorisine goére belirlenir. Diisiik riskli hastalarda TUR-M
sonrasi tek doz intravezikal kemoterapi (mitomisin C veya epirubicin) yeterli olabilirken,
orta riskli hastalarda TUR-M sonrasi indiiksiyon intravezikal kemoterapi veya BCG tedavisi
onerilmektedir.>® Yiiksek ve gok yiiksek riskli hastalarda ise altin standart tedavi, TUR-M
sonras1 indiksiyon ve idame BCG immiinoterapisidir, BCG tedavisi niiks oranlarini
azaltmakta ve progresyonu Onlemede intravezikal kemoterapiye ustiinliik gostermektedir.
Idame BCG tedavisi (3 yila kadar) yiiksek riskli hastalarda niiks riskini anlamli sekilde
azaltir. Ancak, BCG tedavisi alan hastalarin %30-40'inda tedavi basarisizlig1 gelismekte ve
bu durum niiks ve progresyon riskini artirmaktadir. *® BCG yanitsiz (BCG-unresponsive)
hastalik, BCG'ye tekrar yanit verme olasilig1 son derece diisiik olan agresif bir alt grup olarak
tanimlanmistir ve bu hastalarda radikal sistektomi veya yeni immiinoterapdtik ajanlar

(pembrolizumab gibi) diisiiniilmelidir.

Tam ve kaliteli TUR-M, NMIUC y&netiminin temel tasidir. Ozellikle yiiksek dereceli
tiimorlerde ve ilk rezeksiyonda detrusor kasi icermeyen 6rneklerde, rezidii tiimor ve dogru
evreleme i¢in 2-6 hafta icinde tekrar TUR-M (re-TUR-M) yapilmas1 onerilmektedir; re-
TUR-M, rezidii tiimdr saptama oranim artirir ve evreleme dogrulugunu iyilestirir. *® Floresan

sistoskopi (photodynamic diagnosis, PDD) ve dar bant goriintiileme (narrow band imaging,
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NBI) gibi gelismis goriintiileme teknikleri, ozellikle CIS tespitinde tani dogrulugunu

artirabilir.

Stirveyans protokolleri risk kategorisine gore degisir. Yiiksek riskli hastalarda ilk 2 yil
her 3-4 ayda bir sistoskopi ve idrar sitolojisi, 3-4. yillarda 6 ayda bir, daha sonra yillik takip
onerilirken, diisiik riskli hastalarda daha seyrek takip yeterli olabilir. ** NMIUC'nin yiiksek
niiks ve progresyon potansiyeli nedeniyle yasam boyu takip gereklidir.

2.4. Kas Invaziv Mesane Kanseri (MIUC)

Kas invaziv mesane kanseri (MIUC), tlimoriin mesane duvarinin muskularis propria
tabakasin1 invaze ettigi, patolojik olarak T2 veya daha ileri evre (T2-T4) olarak
siniflandirilan mesane kanserini ifade eder. MIUC, tan1 aninda tiim mesane kanserlerinin
yaklagik %20-25'ini olustururken, NMIUC tanis1 alan hastalarin %10-30'unda hastalik
ilerlemesi sonucu MIUC gelisebilmektedir.’® NMIUC'den MIUC'ye gegis, molekiiler
diizeyde onemli degisiklikler igerir; 6zellikle TP53, RB1 ve PTEN gibi tiimor siipresor
genlerdeki mutasyonlar, hiicre dongiisii kontroliiniin kayb1 ve invaziv fenotipe gegiste rol
oynar. MIUC, NMIUC'ye gore ¢ok daha agresif bir seyir izler, erken donemde lenf nodu ve
uzak organ metastazi yapma riski yiiksektir ve tedavi edilmediginde 2 yil i¢inde hastalarin
cogu kaybedilir. *® Bu nedenle, MIUC tanis1 konuldugunda hizl1 ve multidisipliner yaklagim
gerektiren acil bir klinik durumdur ve tedavi kararlar1 hastanin performans durumu,

komorbiditeleri ve hastalik evresi dikkate alinarak bireysellestirilmelidir.

2.4.1. Epidemiyoloji ve Klinik Ozellikler

Kas invaziv mesane kanseri, tan1 aninda tiim mesane kanserlerinin yaklasik %20-25"ni
olusturur ve geri kalan %75-80'lik kissm NMIUC olarak baslayip bir kismi ilerleyerek
MIUC'ye doniisiir. MIUC, tipik olarak 6. ve 7. dekadda goriiliir ve erkeklerde kadinlara gore
3-4 kat daha sik izlenir.?® En sik bagvuru semptomu agrisiz makroskopik hematiiridir (%80-
90); diger semptomlar arasinda diziiri, sik idrara ¢ikma, pelvik agri ve ileri evrelerde
hidronefroz ve obstriiktif semptomlar yer alir.’* Hidronefroz varligi, genellikle ileri lokal

hastalig1 (T3-T4) veya lenf nodu tutulumunu isaret eder ve kotii prognoz gostergesidir.

Tant siireci, oncelikle sistoskopi ve TUR-M ile baslar. TUR-M, hem tanisal hem de

evreleme amagli yapilir ve miimkiin oldugunca tam rezeksiyon hedeflenir; ancak MIUC'de
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TUR-M'nin amac1 &ncelikle doku tamist ve dogru evreleme saglamaktir.’® TUR-M
orneklerinde muskularis propria varligi mutlaka degerlendirilmelidir, ¢iinkii muskularis
propria icermeyen Orneklerde T2 hastalig1 ekarte edilemez ve yanlis evreleme riski artar.
Gorlintliileme yoOntemleri arasinda bilgisayarli tomografi tirografi (CT-ilirografi) veya
manyetik rezonans goriintiilleme (MRI) iist liriner sistem degerlendirmesi, lokal evreleme ve
lenf nodu tutulumunun saptanmasi i¢in kullanilir.* Uzak metastaz taramasi igin toraks

bilgisayarli tomografisi ve gerektiginde kemik sintigrafisi yapilir.

Hastanin performans durumu (ECOG veya Karnofsky skoru) ve komorbiditeleri,
tedavi kararlarinda kritik rol oynar. Ozellikle radikal sistektomi ve sisplatin bazli kemoterapi
icin hasta se¢ciminde bobrek fonksiyonlar1 (kreatinin klirensi >60 mL/dk), kardiyovaskiiler
durum, nérolojik ve isitme fonksiyonlar1 degerlendirilmelidir.* Sisplatin uygunlugu
olmayan hastalarda alternatif kemoterapi rejimleri veya immiinoterapi secgenekleri

diisiiniilmelidir.

2.4.2. Lamina Propria, Muskularis Mukoza ve Muskularis Propria invazyonunun

Prognostik Onemi

Mesane duvarmin anatomik katmanlar1 ve invazyon derinligi, mesane kanserinin
prognozu ve tedavi yaklasimini belirleyen en 6nemli faktorlerdendir; iirotelyal epitelin
hemen altindaki gevsek bag dokusu olan lamina propriay1 invaze eden ancak kalin ve diizenli
diiz kas tabakasina (detrusor/muskularis propria, MP) ulasmayan tiimdrler T1, MP'yi invaze
edenler ise T2 evre olarak tanimlanir ve lamina propria i¢inde yer alan ince, diizensiz,
kesintili ve tiim mesanelerde saptanamayabilen muskularis mukoza (MM) lifleri T1 alt
evrelemesinde anatomik bir referans noktasi olarak kullanilmaktadir.** T1 alt evrelemesi i¢in
Onerilen baslica sistemler, Younes ve ark.nin (1990) MM iistiinii T1a/altin1 T1b olarak
aywran, Angulo ve ark.'min (1995) invazyon derinligini mikrometrik olarak <1.5 mm
Tla/>1.5 mm T1b bigiminde dlgen ve van der Aa ve ark."min (2005) MM iistii/diizeyi/alt1
seklinde ii¢ kategoriye (T1m1/T1m2/T1m3) ayiran sistemleridir; bu yontemler niiks ve
progresyon riskini 6ngérmeyi amaclar ve derin invazyon gosteren olgularda niiks oranlar
%60-80'e, progresyon oranlart %30-50'ye ulasabilmektedir; nitekim giincel meta-analiz

verileri MM invazyonunun progresyon riskinde belirgin artisla (HR: 2.65) iliskili oldugunu,
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EAU kilavuzlar®*® ve DSO smiflamasinca' dnerilmesine karsin MM'nin histolojik olarak her
zaman net tanimlanamamasi, TUR-MT o6rneklerinde siklikla kesintili veya yok olusu ve
degerlendirmedeki subjektivite nedeniyle T1 alt evrelemesinin rutin pratikte halen
standartlasmadigim ortaya koymaktadir.** MP invazyonu (T2 evre), MIUC taniminin temel
kriteri olup tedavi yaklasimini radikal bigimde degistirir ve ylizeyel yar1 i¢in T2a/derin yar1
i¢in T2b olarak alt siniflandirilabilirse de bu ayrimin prognostik degeri tartismalidir*®; TUR-
M orneklerinde ince, diizensiz ve kesintili MM lifleri ile kalin, diizenli ve organize MP
demetleri arasindaki ayrim kritik 6neme sahip olmakla birlikte koterizasyon artefakti, kiigiik
doku parcalar1 ve yonlendirme sorunlar1 nedeniyle her zaman kolay degildir ve deneyimli
tiropatoloji degerlendirmesi gerektirir.*’

2.4.3. Tedavi Yaklasimlar

Kas invaziv mesane kanseri tedavisi multidisipliner ve bireysellestirilmis bir yaklasim
gerektirir; lokalize MIUC'de (T2-T4a, NO-N1, M0) standart tedavi sisplatin bazli neoadjuvan
kemoterapinin (NAC) ardindan radikal sistektomi ve pelvik lenf nodu diseksiyonu iken,
cerrahiye uygun olmayan veya cerrahiyi reddeden se¢ilmis hastalarda trimodal tedavi
(maksimal TUR-M + kemoradyoterapi) ile mesane koruyucu yaklagim, metastatik hastalikta
(M1) ise sisplatin bazli kemoterapi veya PD-1/PD-L1 inhibitorleri uygulanir; giincel EAU
kilavuzlar1 MIUC ydnetiminde multidisipliner degerlendirmenin ve paylasilan karar

vermenin dnemini vurgulamaktadir.!
2.4.3.1. Radikal Sistektomi

Radikal sistektomi lokalize MIUC'de altin standart olup erkeklerde radikal
sistoprostatektomi, kadinlarda anterior pelvik ekzenterasyon seklinde uygulanir; agik,
laparoskopik veya robot yardimli tekniklerin onkolojik sonuglart benzerdir ve
eksternal/internal iliak ile obturator nodlar1 i¢eren bilateral standart pelvik lenf nodu
diseksiyonu hem evreleme hem terapétik amacgla ameliyatin ayrilmaz pargasidir. Faz 3
SWOG S1011 calismasi, lokalize MIUC'de genisletilmis lenfadenektominin standart
diseksiyona kiyasla anlamli sagkalim avantaji saglamadigini, buna karsilik komplikasyon ve
perioperatif mortalite riskini artirdigini gostermis ve standart bilateral lenfadenektomiyi

bakim standardi olarak yerlestirmistir.*>** Uriner diversiyon ileal konduit, ortotopik
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neomesane veya kutandz lireterostomi olarak yapilabilir; perioperatif mortalite %2-8, cerrahi
marjin pozitifligi kotli prognoz gostergesidir ve 5 yillik niikssiiz sagkalim pT2NO0'da %60-
70, pT3NO0'da %40-50, pT4 veya pN+ hastalarda %20-35 arasinda degisir. 4>+

2.4.3.2. (Neo)Adjuvan Kemoterapi

Sisplatin bazli NAC, mikrometastatik hastaligin tedavisi ve patolojik downstaging
yoluyla sagkalimi artirmayi amaglayan standart yaklasimdir; en stk MVAC ve GC
(Gemsitabin, Sisplatin) rejimleri kullanilir (GC daha iyi tolere edilir), yaklasik %5 mutlak
sagkalim faydasi saglar ve patolojik tam yanit (ypTONO) elde eden %20-40 hastada prognoz
belirgin bi¢cimde iyidir. Sisplatin uygunlugu kreatinin klirensi >60 mL/dk ve ECOG 0-1
gerektirir; adjuvan kemoterapi yiiksek riskli (pT3-4 ve/veya pN+) hastalarda uygulanmakla
birlikte hastalarin %30-50'si postoperatif nedenlerle alamadigindan NAC tercih edilir. Son
yillarda perioperatif immiinoterapi one ¢ikmustir: faz 3 NIAGARA calismasi, sisplatine
uygun MIUC hastalarinda neoadjuvan gemsitabin-sisplatine perioperatif durvalumab
eklenmesinin olaysiz sagkalim (HR 0.68) ve genel sagkalimda anlamli iyilesme sagladigini
gostererek olasi yeni bir standart tanimlamigtir.*

2.4.4. Prognozu Etkileyen Klinikopatolojik Faktorler (Tiimor Boyutu, Lenfovaskiiler
invazyon, Subtipler)

MIUC prognozu c¢ok sayida klinikopatolojik faktorle belirlenir: tiimér boyutu
bagimsiz bir faktordiir ve 6zellikle >3 cm tiimorler daha ileri evre, lenf nodu metastazi ve
kotii sagkalimla iligkilidir; lenfovaskiiler invazyon (LVI) MIUC'de %?20-45 oraninda
goriiliir, lenf nodu metastaziyla giiclii iliski gdsterir ve bagimsiz olarak niiks ile kansere 6zgii
sagkalimi olumsuz etkiler; DSO 2022 smiflamasindaki histolojik subtipler tiim olgularin
yaklagik %20-25'inde bulunur ve skuaméz/glandiiler diferansiyasyon saf iirotelyal
karsinoma benzer seyrederken mikropapiller, plazmositoid, sarkomatoid, nested ve kii¢iik
hiicreli subtipler erken metastaz ve kemoterapi direnci ile agresif davranis gdsterir.! Genis
bir radikal sistektomi serisinde histolojik subtipli/divergan diferansiyasyonlu olgular daha
yiiksek kas invazyonu ve LVI oranlarina sahip olmus, hem subtip varligt hem de LVI ¢ok
degiskenli analizde bagimsiz olarak daha kotii genel ve metastazsiz sagkalimla iligkili

bulunmustur (5 yillik genel sagkalim %48.1'e kars1 %73.1).4346
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2.4.5. Niiks, Progresyon ve Metastaz

Radikal sistektomi sonrasi niiks dnemli bir sorundur; hastalarin yaklagik %30-
50'sinde, ¢ogunlukla ilk iki y1lda niiks gelisir, lokal niiks %5-15, uzak metastaz %50'ye kadar
cikabilir ve en sik akciger, karaciger, kemik ve lenf nodlarinda goriiliir. Niiks ve metastaz
riski patolojik evre ve lenf nodu durumuyla giiclii iliski gosterir; pN+ hastalarda 5 yillik
hastaliga 0zgii sagkalim %15-35'te kalir ve silirveyans ozellikle ilk iki yilda
yogunlastirilmali, iist {iriner sistem ve iiretral niiks agisindan da takip yapilmalidir. Cagdas
gercek diinya verilerinde radikal sistektomi yapilan MIUC hastalarinda 5 yillik niiks orani
%45.2, genel sagkalim %48.2 olarak bildirilmis ve niiks gelisen hastalarda mortalite 4.4 kat
yuksek bulunmustur; perioperatif tedavi kullanimindaki artisa ragmen niiks yiikii yiiksek
kalmaktadir.*’

2.5. Tiimér Mikrogevresi ve Kanser Immiinolojisi

Tiimdr mikrogevresi (TME), malign hiicrelerin yani sira stromal ve immiin hiicreleri,
vaskiiler yapilar1 ve ekstraselliiler matriksi barindiran dinamik bir ekosistemdir ve tiimor
gelisimi, progresyonu, metastaz ile tedavi yanitin1 bigimlendiren etkilesimlerin sahnesidir;
icindeki immiin hiicreler tlimore karst hem koruyucu yanit olusturabilir hem de biiylimeyi
destekleyebilir. TMEnin kanser biiylimesi, metastaz ve tedavi yanitindaki belirleyici roli
giderek daha fazla kanitlanmaktadir, bu nedenle mesane kanseri gibi immiinojenik
timorlerde mikrogevrenin karakterizasyonu prognostik biyobelirteg gelistirme ve
immiinoterapi tasarimi agisindan degerlidir.*3

2.5.1. Tiimor Mikrocevresinin Bilesenleri

TME, tiimér hiicreleri disinda kansere 6zgii fibroblastlar1 (CAF), endotel hiicrelerini,
perisitleri ve genis bir immiin repertuvar1 (CD4*/CD8* T, B,NK,MDSC) igerir; timor iligkili
makrofajlar antitiimor M1 ile timor destekleyici M2 fenotipleri arasinda polarize olur ve bu
denge progresyonu etkiler; kollajen, fibronektin ve proteoglikanlardan olusan matriks hiicre
etkilesimlerini diizenlerken sitokinler (IL-2, IL-10, TGF-B, IFN-y) ve kemokinler (CCL2,
CCL22, CXCL12) immiin hiicre go¢iinlii yonlendirir; bu bilesenlerin dengesi tiimoriin

immiin kagis1 ile eliminasyonu arasindaki kaderi belirler.*’
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2.5.2. Tiimér-immiin Sistem Etkilesimi ve Immiin Kagis

Immiin gdzetim kavrami bugiin eliminasyon, denge ve kacis asamalarindan olusan
kanser immiinoeditingi olarak tanimlanir: eliminasyonda tiimor yok edilir, denge fazinda
taraflar dinamik dengede kalir, kacis fazinda ise timor immiin yanittan siyrilarak klinik
olarak belirginlesir; immiinoediting, immiin sistemin immiinojenik antijenlerden yoksun
tiimdr varyantlarini sectigi tic fazli bir siirectir ve kagis mekanizmalart MHC sinif I down-
regiilasyonu, PD-L1/PD-1 ve CTLA-4 kontrol noktalari, IDO aktivitesi, TGF-f3 salgisi ile
Treg/MDSC infiltrasyonunu kapsayarak Hanahan ve Weinberg'in "immiin yikimdan kagis"
ozelligiyle ortiigiir.>

2.5.3. Mesane Kanserinde TME'nin Prognostik Onemi

Yiiksek mutasyon ylikii ve neoantijen ekspresyonu mesane kanserini immiinojenik
kilar; TME kompozisyonuna gore tiimorler immiin ¢6l, immiin diglanmis ve immiin inflame
fenotiplerine ayrilir ve PD-L1 ekspresyonu olgularin yaklagik %30-40'inda goriilerek
kontrol noktas1 inhibitdrii yanitin1 6ngdrmede kullanilir. Bazal/CD8" yogun "sicak" tlimorler
immiinoterapiye daha iyi yanit verirken, immiin hiicre infiltrasyonundan yoksun "soguk"
timorler yanitsiz kalir; yliksek stromal TIL yogunlugu ve tersiyer lenfoid yapilarin varlig
daha iyi sagkalim ve immiinoterapi yanitiyla iliskilidir.”!

2.6. Tiimérii Infiltre Eden Lenfositler (TIL)

TIL'ler, tiimor stromas1 ve hiicre yuvalari igindeki lenfosit popiilasyonlarini ifade eder
ve konagin tliimore karsi immiin yanitinin morfolojik bir gostergesi kabul edilir;
hematoksilen&eozin ~ (H&E)  kesitlerinde ~ dahi  degerlendirilebilen  TIL'ler
immiinohistokimya ile alt tiplerine ayrilarak daha ayrintili karakterize edilebilir ve melanom,
kiiciik hiicreli dis1 akciger, mesane, meme ve over dahil bir¢ok solid tiimérde olumlu
prognozun giivenilir bir belirteci olarak one ¢ikar; bu Ozellikleriyle maliyet-etkin ve
tekrarlanabilir bir biyobelirteg olarak rutin patolojiye entegre edilebilir.>

2.6.1. Tamim ve Genel Ozellikler

TIL'ler stromal ve intratiiméral kompartmanlarda yerlesir, agirlikli olarak T
lenfositlerden olugsmakla birlikte B ve NK hiicreleri de igerir; popiilasyon heterojendir (aktif

efektor ile tikkenmis fenotipteki hiicreler bir aradadir), yogunluk tiimér tipine, molekiiler alt
39



tipe ve mutasyon yiikiine gore genis bir aralikta degisir ve yiiksek yogunluk genellikle giiglii
antitimor yanit ile daha iyi prognozla iliskilendirilir; hiicrelerin fonksiyonel durumu PD-1,
TIM-3 LAG-3 gibi tilkkenme belirtecleriyle degerlendirilir ve bu, immiinoterapi yanitin
ongormede rol oynar.>

2.6.2. TIL'lerin Intratiiméral ve Peritiiméral (Invaziv Marjin) Dagihim

TIL'lerin anatomik yerlesimi prognostik anlamlarimi dogrudan etkiler; intratiimoral,
stromal/peritiimoral ve invaziv marjin kompartmanlar1 ayr1 ayr1 degerlendirilir ve Galon'un
Immiinoskoru tiimér merkezi ile invaziv marjindeki CD3*/CD8* yogunlugunu birlestirerek
prognostik bir skor iiretir. Immiinoskor, kolorektal kanserde siklikla klasik TNM
evrelemesinden daha giiclii, bagimsiz bir prognostik deger tasir; invaziv marjindeki yiiksek
CD8" yogunlugu progresyonun kontrol altinda tutulduguna isaret eder ve kompartmanlarin
prognostik agirligi tiimor tipine goére degistiginden her kanser i¢in ayr1 degerlendirme
gerekir.>?

2.6.3. TIL Degerlendirme Yontemleri ve Skorlama Sistemleri

En yaygin yaklasim H&E kesitlerinde stromal TIL'lerin kapladigi alanin yiizde olarak
skorlanmasidir; Uluslararast TIL Calisma Grubu ve Salgado ve ark. meme kanseri igin
standardizasyon kilavuzlari yayimlamis, immiinohistokimya ile CD3/CD8/FOXP3 alt
tiplemesi ve dijital patoloji gozlemciler aras1 uyumu artirmustir; Galon'un Immiinoskoru
timor merkezi ve invaziv marjinde CD3*/CD8* yogunlugunu birlestirerek 0-4 arasi bir skor
tiretir; yine de farkli tiimdrler ve laboratuvarlar arasinda standardizasyon siiregelen bir
sorundur.>?

2.6.4. Farkh Kanser Tiirlerinde TIL'lerin Prognostik Onemi

TIL'lerin prognostik degeri immiinojenik tiimorlerde gii¢liidiir: meme kanserinde
(0zellikle t¢lii negatif ve HER2-pozitif) yiiksek TIL daha iyi sagkalim ve kemoterapi
yanitiyla, kolorektal kanserde Immiinoskor TNM'den bagimsiz niiks azalmasiyla,
melanomda hem prognoz hem kontrol noktasi inhibitorii yanitiyla, kiiclik hiicreli dis1
akcigerde yiiksek CDS8" infiltrasyonu uzamis sagkalimla, over kanserinde ise intratiimoral
CD8* yogunlugu bagimsiz prognozla iliskilidir; meta-analizler TIL'lerin yalnizca prognostik
degil prediktif deger de tasidigini ortaya koyar.>?
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2.6.5. Mesane Kanserinde TIL'lerin Rolii ve Giincel Literatiir

Mesane kanserinde genel egilim, yiiksek TIL (6zellikle CD8") yogunlugunun olumlu
prognozla baglantili oldugu yoniindedir ve klinik anlam invazyon derinligine gore degisir:
NMIUC'de TIL kompozisyonu BCG yanitin1 6ngoriir, MIUC'de yiiksek yogunluk
neoadjuvan kemoterapi yanitin1 ve sagkalimi olumlu etkiler. Radikal sistektomi sonrasi
yiiksek TIL ekspresyonu daha iyi genel sagkalim (birlestirilmis HR 0.65) ve niikssiiz
sagkalimla (HR 0.48) iliskili bulunmusg, CD8" ve intratlimoral TIL'ler en giiclii belirtegler
olarak 6ne ¢ikmistir; ancak meta-analizler standardize degerlendirme protokollerine duyulan
ihtiyaci vurgular.>*

2.7. TIL immiin Fenotipi

TIL'lerin yalnizca toplam yogunlugu degil immiinfenotipik kompozisyonu da prognoz
acisindan belirleyicidir; immiin fenotipleme popiilasyonu CD4* yardimci, CD8* sitotoksik
ve FOXP3" regiilatuvar T hiicrelerine ayirarak her alt grubun fonksiyonunu tanimlar ve bu
alt tipler arasindaki denge antitimor immiinite ile immiinosiipresyon arasindaki etkilesimi
yansitir; degerlendirme immiinohistokimya, flow sitometri, multipleks immiinfloresan ve
spatial transkriptomik ile yapilabilir, oransal degerlendirme (6rnegin CD8*/FOXP3") tek
basina hiicre sayilarindan daha giiglii prognostik bilgi saglayabilir.>*

2.7.1. CD4* Yardimci T Lenfositler

CD4* yardimet T hiicreleri Thl, Th2, Th17 ve folikiiler yardimci alt gruplara ayrilan
heterojen bir popiilasyondur; Th1 hiicreleri IFN-y ve IL-2 ile sitotoksik T hiicrelerini aktive
ederek giiclii antitimor yanit olusturur ve genellikle olumlu prognozla iligkilendirilirken Th2
baskinlig1 (IL-4, IL-5, IL-13) zayif antitiimor yanitla baglantilidir. CD4* T hiicreleri tiimor
immiinitesinde hem pro- hem antitiimor roller Gistlenir ve her alt grubun hastalik prognozuyla
iligkisi farkli, kimi zaman tutarsizdir; mesane kanserinde CD4* TIL'lerin rolii igerdikleri
Treg bileseni nedeniyle karmasiktir ve Th1/Th2 dengesi yanitin etkinligini belirler.>
2.7.2. CD8" Sitotoksik T Lenfositler

CD8" sitotoksik T lenfositler antitimor immiinitenin temel efektoriidiir ve perforin-
granzim saliimi ileFas-FasL etkilesimiyle apoptoz indiikler; ancak kronik antijen uyarisi ve

immiinosiipresif mikrogevre, PD-1, TIM-3 ve LAG-3 ekspresyonuyla tanimlanan tiikenme
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durumuna yol agar; CDS8" sitotoksik T hiicrelerinin TME i¢indeki varlig1 ¢ok sayida solid
tiimorde olumlu prognozun yerlesmis bir belirtecidir ve mesane kanserinde ozellikle
intratiimoral ve invaziv marjindeki CD8" infiltrasyonu daha iy1 sagkalimla iliskilidir ve
kontrol noktas1 inhibitérii yanitin1 dSngdérmede prediktif deger tagir.>

2.7.3. FOXP3* Regiilatuvar T Lenfositler (Treg)

FOXP3* Treg'ler CD4*CD25*FOXP3* fenotipiyle tanimlanir ve IL-10/TGF-p salgisi,
CTLA-4 ekspresyonu ve efektdr T hiicre baskilanmasi yoluyla giiclii immiinosiipresif etki
gosterir; timore gocleri ¢cogunlukla CCL22/CCR4 aksi iizerinden gergeklesir ve ¢ogu
kanserde yiiksek Treg infiltrasyonu kotii prognozla iliskilidir.”' Mesane kanserinde ise Treg
ve MDSC gibi immiinosiipresif hiicreler 6zellikle MIUC'de baskin bir mikrogevre olusturur;
buna karsilik Winerdal ve ark. (2011) yiiksek FOXP3* infiltrasyonunu paradoksal olarak
daha iyi sagkalimla iliskilendirmis, bunu Treg'lerin MMP2 ekspresyonunu baskilayarak
invaziviteyi azaltmas1 ve asir1 inflamasyonu siirlamasiyla agiklamistir.*

2.7.4. CD8*/FOXP3* Oraninin Prognostik Onemi

CD8*/FOXP3* oran sitotoksik yanit ile immiinosiipresyon arasindaki dengeyi nicel
olarak yansitir ve tek basina hiicre sayilarindan daha giiclii prognostik bilgi saglayabilir;
kolorektal kanserde yliksek oran daha iyi sagkalimla iliskili bulunmus, renal hiicreli
karsinomda Teke ve ark. (2020) oranin hem peritiimdral hem intratiimoral bolgede ayr1 ayri
prognostik deger tasidigini gostermistir. Mesane kanserinde CD8*/FOXP3* orani,
NMIUC'de tiimor niiksiiniin bagimsiz bir ongoriiciisii olarak tanimlanmistir; yiiksek oran
efektor yanitin immiinostipresif mekanizmalara iistiin geldigini gosterir ve genellikle daha
iyi klinik sonug ile immiinoterapi yanitiyla bagdastirilir.”

2.7.5. Immiin Hiicre Dengesi ve Tiimér Progresyonu

Mikrogevredeki immiin denge tiimdr progresyonu ve tedavi yanit1 agisindan dinamik
ve belirleyicidir; efektor hiicreler (CD8* CTL, Thl, M1 makrofaj, NK) ile baskilayici
hiicreler (Treg, MDSC, M2 makrofaj) arasindaki denge tiimoriin kagisini veya
eliminasyonunu ydénlendirir ve CD8/Treg ile M1/M2 oranlar1 bu fonksiyonel durumu

yansitir; dengenin baskilayici yonde bozulmasi progresyon ve metastazi kolaylastirir ve
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immiinosiipresif ortam kontrol noktasi inhibitorlerinin etkinligini sinirlayarak immiinoterapi
direncine katkida bulunur.’!

2.8. Mesane Kanserinde TIL Dagilimi ve immiin Fenotipe Dair Giincel Cahsmalar

Mesane kanserinde yalnizca TIL varligiin degil anatomik dagiliminin (intratiimoral
vs peritiimoral) ve immiin fenotipin de prognostik 6nem tasidig giderek netlegsmektedir: Sun
ve ark. (2023)* invaziv marjinde yiiksek CD3* yogunlugu ve FOXP3 negatifligini daha iyi
hastaliksiz sagkalimla, Winerdal ve ark. (2011)* FOXP3* Treg'leri paradoksal olarak daha
iyi sagkalimla, Teke ve ark. (2020)° CD8‘/FOXP3* oranimm hem peritiimdral hem
intratiimoral diizeyde prognozla, Eich ve ark.® ise MIUC'de neoadjuvan kemoterapi éncesi
CD8"/Treg oranini patolojik yamitla iliskilendirmistir. Han ve ark. (2025)7, NMIUC'de
CDS8*/FOXP3* oraninin tiimdr niiksiiniin bagimsiz bir ongoriiciisii oldugunu ve yiiksek
oranin daha diisiik niiks riskiyle iliskili oldugunu ortaya koymustur; ne var ki MIUC'de
intratlimoral ve peritiimoral bolgelerde ¢oklu belirteci (CD3, CD4, CD8, FOXP3) bir arada
inceleyen ¢aligsmalar sinirlidir ve bu bosluk, s6z konusu parametreleri ¢ok boyutlu olarak ele

alan bu tezin gerekgesini olusturur.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hasta Popiilasyonu ve Olgu Se¢cimi

Calisma grubu, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde 2018-2024 yillar:
arasindaki 7 yillik donem igerisinde radikal sistektomi uygulanmis ve histopatolojik
inceleme sonucunda invaziv iirotelyal karsinom (pT1-pT4) tanis1 almis hastalar
olusturmaktadir. Olgulara ait formalin ile fikse edilmis, parafine gomiili (FFPE) doku
bloklar1 ve histolojik preparatlar Kocaeli Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali

arsivinden temin edilmistir.

Calisma protokolii, Kocaeli Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onaylanmistir (Proje No: 2026/193, Karar No: KU GOKAEK-
2026/06/44).

3.2. Cahismanin Tipi/Tiiri

Aragtirma, retrospektif ve tek merkezli bir kohort ¢alismasi olarak planlanmstir.
Calisma kapsaminda hastalardan yeni biyolojik 6rnek alinmamig, herhangi bir girisim
uygulanmamig ve hastalarla dogrudan iletisim kurulmamustir; tim veriler mevcut patoloji

arsiv materyalleri ve hastane bilgi yonetim sistemi (HBYS) kayitlarindan elde edilmistir.
3.3. Arastirmaya Alinma ve Dislanma Kriterleri
Dahil Etme Kriterleri

e 2018-2024 yillar1 arasinda Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi'nde radikal
sistektomi uygulanmis olmak.

o Radikal sistektomi materyalinin histopatolojik incelemesinde invaziv iirotelyal
karsinom tanisi almis olmak (pT1-pT4).

e Patoloji arsivinde formalin ile fikse edilmis ve parafine gomiilii (FFPE) doku
bloklarinin mevcut olmasi.

o Immiinohistokimyasal inceleme yapilmasina olanak saglayacak yeterli timdr dokusu

iceren bloklarin bulunmasi.

44



o Klinik ve patolojik verilere hasta dosyalar1 ve hastane bilgi sistemi {izerinden
erisilebilir olmasi.
o Histopatolojik preparatlarin yeniden degerlendirme icin uygun ve yeterli kalitede

olmasi.
Dislama Kriterleri

o Histopatolojik inceleme i¢in yeterli tiimor dokusu igermeyen radikal sistektomi
materyalleri.

o Immiinohistokimyasal degerlendirme yapilmasma uygun parafin blok veya
histolojik preparat1 bulunmayan olgular.

e Yaygin nekroz, ciddi artefakt veya doku kaybi nedeniyle immiinohistokimyasal
degerlendirme yapilamayan ornekler.

e Primer mesane tiimorii disindaki malignitelerin mesaneye metastaz1 olarak
degerlendirilen olgular.

e Urotelyal karsinom disindaki primer mesane tiimérleri (6rn. skuamdz hiicreli
karsinom, adenokarsinom, kii¢iik hiicreli karsinom vb.).

o Klinik veya patolojik verilere hasta dosyalar1 veya hastane bilgi sistemi {izerinden
ulagilamayan olgular.

e Patoloji preparatlarinin yeniden degerlendirilmesi sirasinda tanisal belirsizlik

bulunan veya kesin invaziv tirotelyal karsinom tanis1 dogrulanamayan olgular.

Bu kriterleri karsilayan toplam yaklasik 100 olgunun c¢alismaya dahil edilmesi
planlanmistir. Calismanin retrospektif ve arsiv temelli niteligi nedeniyle, ilgili donem
igerisindeki uygun tiim ardisik olgular 6rnekleme dahil edilmis; ayrica bir gii¢ analizi temelli

orneklem biiyiikliigii hesaplamasi yapilmamustir.
3.4. Veri Toplama Araclari ve Yontemi

Calisma kapsamindaki tiim veriler, aragtirmacilar tarafindan olusturulan bir Olgu
Rapor Formu aracilifiyla standart bir formatta kaydedilmistir. Veri toplama siirecinde
Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi HBYS kullanmlarak hastalarin yasi, cinsiyeti, sigara
Oykiisii, tam tarihi, uygulanan tedaviler (neoadjuvan/adjuvan), takip siiresi, niiks durumu,

metastaz durumu ve sagkalim durumu kaydedilmistir.
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Rutin patolojik degerlendirmeden elde edilen degiskenler arasinda tiimér evresi (pT),
lenf nodu durumu (pN), tiimér derecesi (DSO siniflamasi), tiimor boyutu, lenfovaskiiler
invazyon varligi, perindral invazyon varligi, cerrahi sinir durumu ve tiimor alt tipi/subtip
histoloji yer almistir. Bu degiskenlerin biiyiik bolimii rutin patoloji raporlarinda yer alan
parametreler olup, TIL alt gruplarinin immiin fenotipik analizi ve intratiimoral/peritiimoral

dagiliminin sayisal degerlendirilmesi ise arastirmaya 6zgi olarak gergeklestirilmistir.
3.5. Hematoksilen & Eozin Degerlendirme

Secilen olgulara ait histolojik preparatlar, gerekli arsiv ¢aligsmasi sonrasinda iki patolog
tarafindan yeniden degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede tiimér tanisi, CIS varligi,
invazyon derinligi (lamina propria, muskularis mukoza, muskularis propria tutulumu),

lenfovaskiiler invazyon, perinoral invazyon ve nekroz varligi belirlenmistir.

Immiinohistokimyasal kesitler degerlendirilmeden énce H&E boyali kesitler taranarak
timor alanlar1 belirlenmis; intratiimoral bolge (tiimor adalart iginde ve tlimor hiicreleri
arasindaki stroma) ile peritiimoral/invaziv marjin bdlgesi (tiimoriin invazyon sinirini
cevreleyen, tiimore bitisik stromal alan) ayr1 ayr1 tantmlanmastir. Birden fazla bloga sahip
olgularda, invaziv timor komponentini en iyi temsil eden ve 1s1l artefakt icermeyen bloklar

immiinohistokimyasal ¢alisma i¢in segilmistir.

Immiin infiltrasyonun mekansal dagilimina gore her olgu ii¢ TIL paterninden birine
atanmigtir: intratimoral yogunlugun yiiksek oldugu olgular “Inflamed” (Resim 10),
peritiimoral yogunlugun yiiksek olmasina karsin intratiimdral infiltrasyonun diisiik kaldigi
olgular “Excluded” (Resim 11), her iki kompartmanda da infiltrasyonun diisiik oldugu
olgular ise “Desert” (Resim 12, Resim 13) paterni olarak siiflandirilmistir (sirasiyla 0, 1 ve
2 olarak kodlanmistir).® Bu smiflama, immiin hiicrelerin tiimdre erisimini yansitmasi
bakimindan prognostik bir gradasyon ongdriir: Inflamed patern genellikle daha olumlu,

Excluded patern ara, Desert patern ise daha olumsuz klinik seyirle iliskilendirilir.>
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Resim 11: Peritiimoral yiiksek yogunlukta TIL (x200, H&E)
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Resim 13: Peritiimoral diisiik yogunlukta TIL (x200, H&E)

3.6. Immiinohistokimyasal Boyama

Secilen parafin bloklardan 4 pm kalinliginda kesitler alinarak CD4, CD8 ve FOXP3
antikorlar1 kullanilarak immiinohistokimyasal boyama gergeklestirilmistir. Boyamalar
ROCHE / BenchMark ULTA THC Stainer cihazinda,iiretici firmanin 6nerdigi protokollere
uygun sekilde yapilmistir. Pozitif dis kontrol olarak her ii¢ belirte¢ i¢cin de tonsil dokusu
kullanilmistir. immiinohistokimyasal ¢calismada kullanilan antikorlarin 6zellikleri Tablo 7'de

Ozetlenmistir.

48



Tablo 7: Immiinohistokimyasal cahismada kullamlan antikorlarin 6zellikleri

Antijen Agiga Cikarma Dis

Antikor Klon Tedarikgi
Yontemi/Siiresi Kontrol
Antigen Retrieval Soliisyonu; ROCHE/ ROCHE

CDh4 4Bl12 Cell Conditioning 1 (CC1) ile CC1 Tonsil  Diagnostics, Tucson
Standart protokolii AZ - USA
Antigen Retrieval Soliisyonu; ROCHE/ ROCHE

CD8 Cell Conditioning 1 (CC1) ile CCI1 Tonsil  Diagnostics, Tucson

C8/144B

Standart protokolii] AZ - USA
Antigen Retrieval Soliisyonu; ROCHE/ ROCHE

FOXP3 D2WSE Cell Conditioning 1 (CC1) ile CC1 Tonsil  Diagnostics, Tucson
Standart protokolii AZ - USA

3.7. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Immiinohistokimya ile boyanmis tiim preparatlar, 151k mikroskobunda (%400
biiylitmede) iki patolog tarafindan bagimsiz olarak degerlendirilmistir. Her olguda
intratlimoral ve peritiimoral alanlarda bes farkli biiylik biiyiitme alanmi (high power field,
HPF) secilerek pozitif boyanan lenfositler sayilmis ve elde edilen degerlerin ortalamasi
alinarak olgu bazinda yogunluk hesaplanmistir. Gézlemciler arasi uyumsuzluk durumunda,

ortak mikroskop basinda degerlendirme yapilarak fikir birligine varilmistir.
3.7.1. CD4 Degerlendirmesi

Intratiimoral ve peritiimdral alanlardaki CD4* lenfositler ayr1 ayri sayilarak her bolge
icin ortalama CD4"* TIL yogunlugu (hiicre/HPF) belirlenmistir (Resim 14, Resim 15, Resim
16, Resim 17).
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Resim 14: Intratiiméral yiiksek yogunlukta CD4 pozitif TIL (x200)

Resim 15: Intratiiméral diisiik yogunlukta CD4 pozitif TIL (x200)
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Resim 16: Peritiimoral yiiksek yogunlukta CD4 pozitif TIL (x100)

Resim 17: Peritiimoral diisitk yogunlukta CD4 pozitif TIL (x100)
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3.7.2. CD8 Degerlendirmesi

Intratiimoral ve peritiimdral alanlardaki CD8* lenfositler ayr1 ayr1 sayilarak her bolge

icin ortalama CD8" TIL yogunlugu (hiicre/HPF) belirlenmistir (Resim 18, Resim 19, Resim
20, Resim 21).

Resim 18: Intratiiméral yiiksek yogunlukta CD8 pozitif TIL (x200)

Resim 19: Intratiiméral diisiik yogunlukta CDS8 pozitif TIL (x200)
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Resim 20: Peritiimoral yiiksek yogunlukta CD8 pozitif TIL (x100)

Resim 21: Peritiimoral diisiik yogunlukta CD8 pozitif TIL (x100)

3.7.3. FOXP3 Degerlendirmesi

FOXP3* lenfositler, niikleer boyanma gosteren hiicreler pozitif kabul edilerek
intratlimoral ve peritlimoral alanlarda ayr1 ayr1 sayilmis ve her bdlge i¢in ortalama FOXP3*

TIL yogunlugu (hiicre/HPF) belirlenmistir (Resim 22, Resim 23, Resim 24, Resim 25).
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Resim 22: Intratiiméral yiiksek yogunlukta FOXP3 pozitif TIL (x200)

Resim 23: Intratiiméral diisiik yogunlukta FOXP3 pozitif TIL (x200)
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Resim 24: Peritiimoral yiiksek yogunlukta FOXP3 pozitif TIL (x200)

Resim 25: Peritiitmoral diisiik yogunlukta FOXP3 pozitif TIL (x200)

Elde edilen CD4"*, CD8* ve FOXP3* TIL yogunluk degerlerinden yararlanilarak her olgu
i¢in intratlimoral ve peritimoral CD8/FOXP3 orani ile CD4/CD8 orani hesaplanmustir.
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3.8. Intratiiméral ve Peritiiméral TIL Dagihminin Degerlendirilmesi

TIL'lerin intratiimoéral ve peritiimoral dagilimi, tiimor adalari arasinda ve tlimor
hiicrelerine dogrudan komsu stromada yer alan lenfositler (intratiimdral) ile tiimoriin
invazyon sinirini ¢evreleyen stromal alandaki lenfositler (peritiiméral/invaziv marjin) ayri
ayr1 degerlendirilerek belirlenmistir. Lamina propria yerlesimli olup dogrudan tiimore
komsu olmayan inflamatuar hiicreler degerlendirmeye alimmamuistir. Her iki bolgedeki
CD4*, CD8* ve FOXP3* lenfosit yogunluklar1 birbirleriyle ve klinikopatolojik

parametrelerle karsilastirilmistir.
3.9. Klinikopatolojik Verilerin Toplanmasi

(Calismaya dahil edilen tiim olgulara ait asagidaki klinikopatolojik veriler Olgu Rapor

Formu'na kaydedilmistir:

e Yas, cinsiyet, sigara Oykiisl

e Lezyon lokalizasyonu

e Tiimor evresi (pT), lenf nodu durumu (pN)

e WHO derecesi (low-grade/high-grade)

o Invazyon derinligi (lamina propria, muskularis mukoza, muskularis propria
tutulumu)

e Timor boyutu

o Lenfovaskiiler invazyon ve perinoral invazyon varligi

o Cerrahi sinir durumu

e Subtip varligi

e Takip siiresi, nilkks durumu, progresyon durumu, metastaz durumu ve sagkalim

durumu
3.10. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler GraphPad Prism istatistik paket programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Tanimlayici istatistikler, siirekli degiskenler i¢in ortalama + standart

sapma veya medyan (minimum-maksimum), kategorik degiskenler icin say1 ve yiizde (%)
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olarak ifade edilmistir. Siirekli degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-

Smirnov veya Shapiro-Wilk testleri ile degerlendirilmistir.

Normal dagilim gosteren iki bagimsiz grup arasindaki karsilastirmalarda Student t
testi, normal dagilim gostermeyen veriler i¢in Mann-Whitney U testi kullanilmistir. Tkiden
fazla grubun karsilagtirilmasinda, normal dagilim kosullariin saglandigi durumlarda tek
yonlii ANOVA (post hoc Tukey testi), normal dagilim saglanmadiginda ise Kruskal-Wallis
testi (post hoc Bonferroni/Dunn's coklu karsilastirma testi) uygulanmistir. Kategorik
degiskenler arasindaki iligkiler Ki-kare testi veya gerekli durumlarda Fisher'in kesin testi ile

degerlendirilmistir.

Stirekli degiskenler arasindaki iliskiler, normal dagilim gosteren verilerde Pearson
korelasyon analizi, normal dagilim gostermeyen verilerde Spearman korelasyon analizi ile
incelenmistir. Prognostik faktorlerin belirlenmesi amaciyla uygun durumlarda lojistik

regresyon analizi yapilmustir.

(Calisgmanin primer sonlanim noktasi, intratiimdral ve peritiimdral bolgelerdeki TIL
yogunlugu ile immiin fenotipinin (CD4*, CD8" ve FOXP3* lenfositler) patolojik evre ve
diger klinikopatolojik parametrelerle olan iligkisinin belirlenmesidir. Sekonder sonlanim
noktalar1 ise TIL alt gruplarinin klinik ve patolojik degiskenlerle olan iliskisi ile immiin
hiicre alt tiplerinin oranlarinin (CD8/FOXP3 orani, CD4/CD8 orani) prognostik
parametrelerle iligkilerinin degerlendirilmesidir. Tiim istatistiksel analizlerde %95 giiven

araliginda ¢alisilmis olup p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Caligmaya dahil edilme kriterlerini karsilayan 98 olgu degerlendirmeye alinmistir.

4.1. Tanmimlayic1 Bulgular

Caligmaya dahil edilen 98 olgunun demografik ve klinikopatolojik 6zellikleri Tablo 8'de
Ozetlenmistir. Olgularin yas ortalamasi 58,9+8,5 (medyan 59,5; dagilim 41-85) olup kohort
belirgin sekilde erkek baskinligi gostermektedir (%86,7 erkek, %13,3 kadin). Olgularin
biiylik ¢cogunlugu yiiksek dereceli iirotelyal karsinom (%96,9) ve kas invaziv evrede (pT2-
4: %91,8) tan1 almistir; pN durumu degerlendirildiginde olgularin %33,7'sinde (n=33) lenf
nodu metastazi saptanmistir. Lenfovaskiiler invazyon (LVI) olgularin %57,1'inde, perindral
invazyon (PNI) ise %54,1'inde pozitif bulunmustur. Subtip histoloji (%8,2) ve skuamoz

diferansiasyon (%9,2) gorece az sayida olguda izlenmistir.

Tablo 8: Olgularin Demografik ve Klinikopatolojik Ozellikleri (n=98)

Kategori n (%) / Ort+SS (medyan, min-maks)
Yas — 58,948,5 (medyan 59,5, 41-85)
Cinsiyet Erkek / Kadin 85 (%86,7) /13 (%13,3)
Sigara oykiisii Var / Yok 8 (%8.2) / 90 (%91,8)
Tek/Multipl Tek / Multipl 94 (%95,9) / 4 (%4,1)
Tiimor boyutu
— 4,11+2,80 (medyan 3,50; 0,1-14,0)
(cm)
CIS Var / Yok 38 (%38,8) / 60 (%61,2)
. . Disiik dereceli /
DSO derecesi . 3 (%3,1) /95 (%96,9)
Yiiksek derceli
pT 1a/2a/2b/3/4  8(%38,2)/16(%16,3)/8(%8,2)/40(%40,8)/26(%26,5)
0/+ (1+2+3
pN 65 (%66,3) / 33 (%33,7)
birlesik)
M Evresi MO / M1 70 (%71,4) / 28 (%28,6)
LVI Var / Yok 56 (%57,1) /42 (%42,9)
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Degisken Kategori n (%) / Ort+SS (medyan, min-maks)

PNI Var / Yok 53 (%54,1) / 45 (%45,9)
Cerrahi sinir Intakt / Tiimorlii 95 (%96,9) / 3 (%3,1)
Timor nekrozu Var / Yok 24 (%24,5) / 74 (%75,5)
Subtip Var/ Yok 8 (%8,2) /90 (%91,8)
Skuamoz

. ) Var/ Yok 9 (%9,2) / 89 (%90,8)
diferansiasyon
Pozitif LN sayis1 — 1,07£2,03 (medyan 0,00; 0,00-9,00)
Ekstranodal

Var/ Yok 23 (%23,5) / 75 (%76,5)

yayilim (ENE)

Tablo 9'da olgularin H&E kesitlerinde degerlendirilen genel TIL yogunlugu ve TIL paterni
dagilimi sunulmustur. Olgularin %48,0'1 disiik, %27,6's1 orta ve %24,5'1 yiiksek genel TIL
yogunlugu gdstermistir. TIL paterni siniflamasina gore olgularin %39,8'i inflamed, %32,7'si

Excluded ve %27,6's1 Desert paterni olarak siiflandirilmisgtir.

Tablo 9: Olgularin Tiimérii infiltre Eden Lenfositlerin (TIL) Intratiiméral (IT) ve
Peritiimoral (PT) Dagilimi (n=98)

Kategori n (%) / OrtxSS (medyan, min-maks)
TIL Genel (H&E) Diisiik/Orta/Yiiksek 47(%48,0)/27(%27,6)/24(%24,5)
TIL IT (H&E) — 165,20+92,13 (medyan 150; 15-350)
TIL PT (H&E) — 145,70£87,24 (medyan 120; 20-380)
TIL Paterni Inflamed/Excluded/Desert 39(%39,8)/32(%32,7)/27(%27,6)

Olgularin takip verileri Tablo 10’da sunulmustur. Medyan takip siiresi 24 ay (dagilim 1-168
ay) olarak hesaplanmistir. Takip siirecinde 7 olguda (%?7,1) niiks, 28 olguda (%28,6)
metastaz/progresyon saptanmisg; 63 olgu (%64,3) takip sonunda eksitus olmustur. Medyan
genel sagkalim (OS) 16,0 ay olarak bulunmustur.
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Tablo 10: Olgularin Takip Verileri (n=98)

Degisken Kategori n (%) / Ort+SS (medyan, min-maks)
Takip siiresi (ay) — 35,72433,29 (medyan 24; 1-168)
Niiks Var / Yok 7 (%7,1) /91 (%92,9)
Metastaz Var/ Yok 28 (%28,6) / 70 (%71,4)
Sagkalim Eksitus / Sag 63 (%64,3) / 35 (%35,7)
Genel Sagkalim (ay) — 25,31+24,53 (medyan 16,0; 0,0-103)

CD4*, CD8" ve FOXP3* TIL yogunluklar: ile bunlardan tiiretilen oranlarin tanimlayict
istatistikleri Tablo 11°de verilmistir. Tiim parametreler saga carpik dagilim gostermektedir
(ortalama degerlerin medyandan belirgin yiiksek olmasi); 6zellikle FOXP3* hiicre sayilari
diisiik ve degisken bulunmus olup (medyan 1,00, maksimum 41,0-43,3), bu durum FOXP3*
regiilatdr T hiicre popiilasyonunun olgularin biiyiik kisminda seyrek, az sayida olguda ise

belirgin arttigini diislindiirmektedir.

Tablo 11: CD4*, CD8* ve FOXP3* TIL Yogunluklari ile Oranlarinin Tanimlayici
Istatistikleri (n=98)

Parametre ‘ Ortalama+SS Medyan (min-maks)

CD4* IT 92,20449,78 88,55 (6,0-194,6)
CD4* PT 86,22450,09 80,40 (12,0-240,0)
CD8* IT 63,89+43,49 53,80 (3,0-170,0)
CD8* PT 53,29440,50 38,30 (3,0-197.6)
FOXP3* IT 3,82+6,45 1,00 (0,0-41,0)
FOXP3* PT 2,7045,53 1,00 (0,0-43,3)

CD8*/FOXP3* IT  34,00£41,01 18,50 (0,0-250,0)
CD8'/FOXP3* PT  25,46+31,73 12,50 (0,0-137)
CD4*/CD8* IT 1,85+0,99 2,00 (0,00-5,00)
CD4*/CD8* PT 2,06+1,38 2,00 (0,0-7,00)

60



Parametre ‘ Ortalama+SS Medyan (min-maks)

CD4*/FOXP3* IT  51,76+75,53 34,50 (0,0-637)

CD4*/FOXP3" PT 42,17+47,84 21,50 (0,0-193)

4.2. Intratiiméral vs Peritiiméral Karsilastirma

CD4*, CD8* ve FOXP3* TIL yogunluklarinin intratiimoral ve peritiimoral bolgeler
arasindaki dagilimi sonuglar1 Tablo 12°de sunulmustur. CD8* TIL yogunlugu intratiimoral
bolgede (medyan 53,80) peritiimoral bolgeye gore (medyan 38,30) istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur (p=0,0015). Benzer sekilde FOXP3* TIL
yogunlugu da intratiimoral bolgede anlamli sekilde daha yiiksektir (p=0,0182). CD4" TIL
yogunlugu i¢in intratiimodral ve peritiimoral bolgeler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmamustir (p=0,136). CD8*/FOXP3*, CD4*/CD8" ve CD4*/FOXP3" oranlar1 da IT ve
PT bolgeler arasinda anlamli farklilik gostermemistir. Bu bulgular, sitotoksik (CD8*) ve
regiilator (FOXP3*) T hiicre alt gruplarinin timér dokusu igine dogru tercihli bir birikim
egilimi gosterdigini, buna karsin CD4" yardimci T hiicrelerinin her iki kompartmanda daha

homojen dagildigini ortaya koymaktadir.

Tablo 12: CD4*, CD8* ve FOXP3* TIL Yogunluklarinin intratiiméral ve Peritiiméral
Bolgeler Arasinda Karsilastirilmasi (n=98)

Intratiiméral Peritiiméral
RS [medyan (min-maks)]  [medyan (min-maks)]
CD4* 88,55 (6,0 — 133,4) 80,40 (12,0 —240) 0,136
CDg8" 53,80 (3,0 — 170,0) 38,30 (3,0 — 197,6) 0,0015
FOXP3* 1,00 (0,0 —41,0) 1,00 (0,0 —43,3) 0,0182
CD8*/FOXP3* 18,50 (0,0 —250,0) 12,50 (0,0 — 137,0) 0,266
CD4+/CD8" 2,00 (0,0 — 5,00) 2,00 (0,0 —7,0) 0,224
CD4*/FOXP3* 34,50 (0,0 — 637,0) 21,50 (0,0 — 193) 0,618
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4.3. TIL Yogunlugu/Oranlarinin Demografik ve Klinikopatolojik Parametrelerle
Tliskisi

Cinsiyet ile CD4*, CD8* ve FOXP3" TIL parametreleri arasindaki iligki Tablo 13’de
sunulmustur. Kadin olgularda CD4* IT (123,3 vs 86,80) ve CD8* IT (96,00 vs 50,00)
yogunluklar1 sayisal olarak erkek olgulara gore belirgin yiiksek olmakla birlikte, kiiciik
orneklem biiyiikligl (kadin n=13) nedeniyle bu farklar istatistiksel anlamliliga ulagsmamistir
(sirastyla p=0,090 ve p=0,089). Hicbir TIL parametresinde cinsiyetle anlamli iliski

saptanmamistir.

Tablo 13: CD4, CD8, FOXP3 (IT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarinin Cinsiyet ile
Tliskisi

Erkek (n=85) Kadin (n=13)

Parametre

[medyan (min-maks)]

[medyan (min-maks)]

CD4* IT 86,80 (10,0 — 194,6)  123,3(6,0—186,2) 0,090
CD4* PT 77,25 (12,0 — 240) 89,6 (36,6 — 169,4) 0,224
CD8* IT 50,00 (3,0 — 170,0) 96,00 (5,0 — 128,6) 0,089
CD8* PT 37,00 (3,0 — 145) 46,80 (15,2~ 197,6) 0,142
FOXP3* IT 1,00 (0,0 — 24.,8) 1,00 (1,0-41,0) 0,412
FOXP3* PT 1,00 (0,0 — 24,0) 1,00 (1,0-433) 0415
CD8"/FOXP3* IT 18,00 (0,0-250,0) 38,00 (2,0—110,0) 0,137
CD8"/FOXP3* PT 13,00 (0,0 — 137,0) 5,00 (0,0 - 123,0) 0,625
CD4*/CD8* IT 2,00 (0,0 — 5,0) 1,00 (1,0-4,0) 0,487
CD4*/CD8* PT 2,00 (0,0 — 7,0) 2,00(1,0-3,00 0,835
CD4*/FOXP3* IT 33,00 (0,0 — 637,0) 58,00 (4,0~ 162) 0,150
CD4*/FOXP3* PT 22,00 (0,0 — 193) 9,00 (0,0—119) 0,356

Sigara Oykiisii ile TIL parametreleri arasindaki iliski Tablo 14’de sunulmustur. Sigara icen
olgularda (n=8) tiim CD4* ve CDS8" yogunluklar1 sayisal olarak daha diisiikk olma
egilimindedir; CD8*/FOXP3* IT orani sigara i¢genlerde (medyan 7,00) i¢meyenlere gore
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(medyan 19,50) siirda anlamliliga yaklagan sekilde daha diistiktiir (p=0,059). Ancak higbir

parametrede istatistiksel anlamlilik sinirina ulagilmamastir.

Tablo 14: CD4, CD8, FOXP3 (IT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarimn Sigara Oykiisii

ile Mliskisi

Parametre

Sigara+ (n=8)

[medyan (min-maks)]

Sigara— (n=90)

[medyan (min-maks)]

CD4* IT 63,30 (18,0 — 135) 92,10 (6,0 — 194,6) 0,179
CD4* PT 52,73 (22,0 - 150,6) 85,25 (12,0 —240,0) 0,197
CD8* IT 34,60 (8,0 - 129,6) 56,60 (3,0—170,0) 0,200
CD8" PT 31,60 (10,0 - 110,0) 40,80 (3,0 - 197,6) 0,236
FOXP3* IT 2,00 (0,0 — 17,4) 1,00 (0,0-41,0) 0,744
FOXP3* PT 1,00 (0,0 — 4,4) 1,00 (0,0 -43,3) 0,320
CD8/FOXP3* IT 7,00 (0,0 —39,0) 19,50 (0,0 —250,0) 0,059
CD8/FOXP3* PT 27,0 (0,0 —43,0) 12,0 (0,0 - 137,0) 0,916
CD4*/CD8* IT 2,00 (1,0 - 2,0) 2,00 (0,0-5,0) 0,824
CD4'/CD8*_PT 1,50 (0,0 — 6,0) 2,00(0,0-7,0) 0,835
CD4*/FOXP3* IT 11,00 (0,0 — 68,0) 35,50 (0,0 — 637,0) 0,077
CD4"/FOXP3* PT 40,00 (0,0 — 84,0) 19,50 (0,0—193,0) 0,751

DSO derecesi (diisiik dereceli / yiiksek dereceli) ile TIL parametreleri arasindaki iliski Tablo
15'de sunulmustur. Peritiimoéral CD4* yogunlugu diisiik dereceli olgularda (medyan 128,60)
high-grade olgulara goére (medyan 77,80) anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur
(p=0,028). Buna karsilik intratiimdéral FOXP3" yiiksek dereceli olgularda (medyan 1,00)
diisiik dereceli olgulara gore (medyan 0,00) anlamli sekilde daha yliksektir (p=0,040).
CD4*/FOXP3* PT orami da diisiik dereceli grupta sinirda anlamlilia yaklasan sekilde
yuksektir (p=0,051). Diisiik dereceli grubun yalnmizca 3 olgudan olustugu goz Oniinde
bulunduruldugunda, bu sonugclar istatistiksel gii¢ agisindan sinirli kabul edilmeli ve kesifsel

diizeyde yorumlanmalidir.
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Tablo 15: CD4, CD8, FOXP3 (iT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarinin DSO Derecesi ile
Tiskisi

Low-grade (n=3) High-grade (n=95)
Parametre

[medyan (min-maks)] [medyan (min-maks)]

CD4* IT 103,00 (43,2—170,8) 87,50 (6,0 — 194,6) 0,709
CD4* PT 128,60 (126,44 —240,0) 77,80 (12,0 —225,6) 0,028
CDS8* IT 57,80 (14,0 - 60,4) 52,60 (3,0—170,0) 0,540
CD8" PT 60,00 (47,0 - 120,0) 37,80 (3,0 - 197,6) 0,178
FOXP3* IT 0,00 (0,0 — 1,0) 1,00 (0,0—41,0) 0,040
FOXP3" PT 2,00 (1,0 - 3,0) 1,00 (0,0-433) 0,467
CD8/FOXP3* IT 0,00 (0,0 — 60,0) 19,00 (0,0 — 250,0) 0,287

CDS8*/FOXP3* PT 40,00 (24,0-60,0) 12,00 (0,0 — 137,0) 0,127
CD4*/CD8" IT 3,00 (2,0 — 3,0) 2,00 (0,0-5,0) 0,057
CD4*/CD8*_PT 2,00 (2,0 - 3,0) 2,00 (0,0-7,0) 0,446
CD4*/FOXP3* IT 0,00 (0,0 — 103,0) 35,00 (0,0 — 637,0) 0,326

CD4*/FOXP3* PT 80,00 (64,0 - 126,0) 20,00 (0,0 —193,0) 0,051

Tiimdriin kas invazyon durumuna gore (pTla kas invaziv olmayan vs pT2-4 kas invaziv)
yapilan karsilastirma Tablo 16’da sunulmustur. Dikkat ¢ekici sekilde, CD4* IT (p=0,035),
CD8* IT (p=0,022) ve FOXP3* IT (p=0,018) yogunluklar1 kas invaziv olmayan pTla
grubunda kas invaziv pT2-4 grubuna gore anlamli sekilde daha diisiik bulunmustur. Bu
bulgu, ¢alismanin baglangi¢ hipotezinde dngoriilen “yiliksek TIL = erken/iyi seyirli hastalik”
varsayiminin tam tersi yoniindedir; tiimor evresi ilerledikce intratiimoral immiin hiicre
infiltrasyonunun azalmak yerine arttigi goriilmektedir. Peritiimoral parametrelerde ve
oranlarda (CD8*/FOXP3*, CD4'/CD8*, CD4*/FOXP3*) pT gruplar1 arasinda anlaml fark

saptanmamuigtir.
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Tablo 16: CD4, CD8, FOXP3 (IT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarinin pT1 (Kas
Invaziv Olmayan) vs pT2-4 (Kas invaziv) Gruplar1 Arasinda Karsilastirilmasi

pTla (n=8) [medyan

pT2-4 (n=90) [medyan
Parametre

(min-maks)] (min-maks)]

CD4" IT 30,60 (6,0 — 162,2) 90,80 (10,0 — 194,6) 0,035
CD4* PT 109,1 (46,25 — 240,0) 78,00 (12,0 — 225,6) 0,186
CDS8* IT 17,50 (5,00 — 110,0) 56,60 (3,0 — 170,0) 0,022
CD8" PT 40,20 (12,0 — 133,0) 38,30 (3,00 — 197,6) 0,767
FOXP3* IT 1,00 (0,0 — 1,0) 1,00 (0,0 — 41,0) 0,018
FOXP3" PT 1,50 (0,0 — 9,6) 1,00 (0,0 — 43,3) 0,965
CD8"/FOXP3* IT 14,50 (0,0 — 110,0) 18,50 (0,0 — 250,0) 0,700
CDS8*/FOXP3* PT 5,00 (0,0 — 133,0) 13,00 (0,0 — 137,0) 0,450
CD4*/CD8" IT 2,00 (1,0 - 3,0) 2,00 (0,0 - 5,0) >0,999
CD4*/CD8*_PT 3,00 (1,0 — 4,0) 2,00 (0,0 — 7,0) 0,115
CD4*/FOXP3* IT 13,50 (0,0 — 162,0) 35,00 (0,0 — 637,0) 0,621
CD4"/FOXP3* PT 14,00 (0,0 — 193,0) 22,50 (0,0 — 158,0) 0,708

Kas invazyonu kazaniminin 6tesinde, evre ilerlemesinin TIL iizerine etkisini ayrigtirmak
amactyla kas invaziv olgular orta evre (pT2, n=24) ve gercek ileri evre (pT3-4, n=66) olarak
ayrica karsilastirildi (Tablo 17). Hicbir TIL yogunlugu veya oraninda iki grup arasinda
anlamli fark saptanmadi (tiim p>0,05); medyan degerler biiyiik 6l¢iide ortiismekteydi (6rn.
CDS8* IT 56,60'a kars1 56,75; CD4*/CD8* IT 1,54'¢ kars1 1,56). Ug evre grubunun (pTla,
pT2, pT3-4) birlikte ele alindigi analizde de hicbir parametre istatistiksel anlamliliga
ulagmadi (tiim p>0,05, en diisiik p=0,060; Tablo 18). Bununla birlikte intratiimoral CD4* ve
CDS8* yogunluklarinda belirgin bir oOriintii dikkat ¢ekmekteydi: artisin biiylik boliimii
pTla—pT2 gecisinde gerceklesmekte, pT2 sonrasinda degerler platoya yaklasmaktaydi
(CD8* IT 17,50—56,60—56,75; CD4* IT 30,60—87,15—97,00). FOXP3* IT bu
orlintiiden ayrilarak asil artisin1 pT3-4'te yapmakta (1,00—1,00—1,50), peritiimdral CD4*
yogunlugu ise evre ilerledik¢e kademeli bicimde azalmaktaydi (109,10—96,42—76,92). En
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azindan sitotoksik ve yardimci T hiicrelerinin intratiméral yogunlugu agisindan bu
gOriiniim, immiin infiltrasyondaki degisimin siirekli evre ilerlemesinden ¢ok kas invazyonu
esiginin kazanilmasina bagli esik-tipi bir gecis oldugunu ve kohortumuzda bifazik oriintiiniin
gerileyen kolunun gozlenmedigini diisiindiirmektedir. Ne var ki iig-gruplu karsilagtirmalarin
hi¢birinin anlamliliga ulasmamasi1 ve ozellikle pTla grubunun kii¢iik olmasi (n=8), bu

Oriintlilerin yalnizca betimleyici diizeyde yorumlanmasini gerektirmektedir.

Ta!)lo 17: CD4, CD8, FOXP3 (iT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarinin Orta Evre (pT2)
vs lleri Evre (pT3-4) Gruplan Arasinda Karsilastirilmasi (n=24 vs 66)

Parametre pT2 (n=24) pT3-4 (n=66) p
[medyan (min-maks)] [medyan (min-maks)]

CD4* IT 87,15 (20,0 - 170,8) 97,00 (10,0 — 194,6) 0,638
CDh4* PT 96,42 (18,0 — 166,0) 76,92 (12,0 —225,6) 0,333
CD8* IT 56,60 (8,0 — 170,0) 56,75 (3,0 — 166,4) 0,841
CD8&" PT 37,50 (13,2 - 141,6) 39,30 (3,0 - 197,6) 0,877
FOXP3* IT 1,00 (0,0 — 24,8) 1,50 (0,0 —41,0) 0,836
FOXP3* PT 1,00 (0,0 — 24,0) 1,00 (0,0 —43,3) 0,880
CDS8*/FOXP3* IT 16,60 (0,0 — 250,0) 19,60 (0,0 — 166.,4) 0,271
CD8*/FOXP3* PT 12,32 (0,0 — 88,6) 13,07 (0,0 — 136,8) 0,825
CD4/CD8* IT 1,54 (0,5 -5,1) 1,56 (0,2 — 4,6) 0,898
CD4*/CD8* PT 1,57 (0,0 - 6,5) 1,57 (0,5 -7,0) 0,924
CD4*/FOXP3* IT 29,02 (0,0 — 637,0) 35,55 (0,0 — 194,6) 0,254
CD4*/FOXP3* PT 24,92 (0,0 — 147,2) 22,33 (0,0 - 158,0) 0,898

Mann-Whitney U testi; anlamlilik siniri p<0,05.

Tablo 18: Intratiiméral ve Peritiimoral TIL Parametrelerinin pT Evre Gruplarina
Gore Dagilimi (pT1a vs pT2 vs pT3-4)

Parametre pT1a (n=8) pT2 (n=24) | pT3-4 (n=66) p (KW)
medyan medyan medyan
CD4"_iT 30,60 87,15 97,00 0,101
CD4* PT 109,10 96,42 76,92 0,261
CD8* IT 17,50 56,60 56,75 0,075
CDS8* PT 40,20 37,50 39,30 0,943
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FOXP3* IT 1,00 1,00 1,50 0,060
FOXP3* PT 1,50 1,00 1,00 0,988
CD8*/FOXP3* IT 14,70 16,60 19,60 0,498
CD8*/FOXP3* PT 541 12,32 13,07 0,730
CD4'/CDS8"*_IT 1,74 1,54 1,56 0,949
CD4+/CD8* PT 2,61 1,57 1,57 0,266
CD4*/FOXP3* IT 13,45 29,02 35,55 0,455
CD4*/FOXP3* PT 13,97 24,92 22,33 0,926

Kruskal-Wallis testi. Degerler medyandir. intratiiméral yogunluklardaki artis pT1a—pT2 gegisinde yogunlasmakta, pT2
sonrasi platoya ulasmaktadir.

Lenf nodu durumu (pNO vs pN+, pN1+pN2+pN3 birlestirilerek) ile TIL parametreleri
arasindaki iliski Tablo 19’da sunulmustur. Higbir parametrede pN durumu ile istatistiksel
olarak anlaml iliski saptanmamustir (tiim p>0,05); tiim karsilastirmalarda p degerleri 0,170

ile 0,904 arasinda degismektedir.

Tablo 19: CD4, CD8, FOXP3 (iT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarinin Lenf Nodu
Durumu ile fliskisi

pNO (n=65) pN+ (n=33)

Parametre

[medyan (min-maks)] [medyan (min-maks)]

CD4* IT 92,00 (6,0 — 188,6) 86,80 (10,0 — 194,6) 0,475
CD4* PT 78,20 (12,0 — 240,0) 84,00 (12,4 — 169,4) 0,525
CD8"_IT 56,00 (3,0—170,0) 52,20 (5,0 — 140,5) 0,904
CD8" PT 36,80 (3,0 - 145,0) 42,80 (3,0 — 197,6) 0,636
FOXP3* IT 1,00 (0,0 — 20,8) 1,00 (0,0 — 41,0) 0,794
FOXP3* PT 1,00 (0,0 — 24,0) 1,00 (0,0 — 43.3) 0,279
CD8/FOXP3* IT 18,00 (0,0—250,0) 20,00 (0,0 — 125,3) 0,334
CD8/FOXP3* PT 12,81 (0,0 — 133,0) 11,53 (0,0 — 136,8) 0,577
CD4*/CD8* IT 1,56 (0,2 —5,1) 1,62 (0,8 —4,3) 0,851
CD4*/CD8* PT 1,58 (0,0 — 7,0) 1,78 (0,7 - 6,7) 0,594
CD4*/FOXP3* IT 33,00 (0,0—637,0) 44,80 (0,0 — 194,6) 0,170



Parametre

pNO (n=65)

[medyan (min-maks)]

pN+ (n=33)

[medyan (min-maks)]

CD4*/FOXP3* PT

Lenfovaskiiler invazyon ile TIL parametreleri arasindaki iliski Tablo 20'de sunulmustur.

Higbir parametrede LVI durumu ile istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmamistir (tim

p>0,05).

Tablo 20: CD4, CD8, FOXP3 (iT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarinin Lenfovaskiiler

18,60 (0,0 — 192,8)

Invazyon Durumu ile Iliskisi

Parametre

LVI+ (n=56)

[medyan (min-maks)]

29,67 (0,0 — 158,0)

LVI- (n=42)

[medyan (min-maks)]

0,327

CD4* IT 79,30 (10,0 — 194,6) 93,90 (6,0 — 188,6) 0,991
CD4* PT 76,92 (12,0 -225,6) 86,35 (12,8 — 240,0) 0,495
CDS8* IT 47,20 (3,0 — 166,4) 59,10 (5,0 — 170,0) 0,462
CD8" PT 39,00 (3,0 — 145,0) 37,80 (3,0 — 197,6) 0,714
FOXP3* IT 1,00 (0,0 — 24,8) 1,00 (0,0 — 41,0) 0,563
FOXP3* PT 1,00 (0,0 — 21,2) 1,50 (0,0 — 43.3) 0,227
CDS8*/FOXP3* IT 18,75 (0,0 — 166,4) 18,22 (0,0 — 250,0) 0,926
CD8/FOXP3* PT 13,80 (0,0 — 136,8) 9,58 (0,0 — 133,0) 0,845
CD4/CD8" IT 1,59 (0,2 — 4,3) 1,56 (0,5 — 5,1) 0,315
CD4/CD8* PT 1,57 (0,5 - 7,0) 1,76 (0,0 — 6,5) 0,821
CD4*/FOXP3* IT 34,62 (0,0 — 194,6) 34,50 (0,0 — 637,0) 0,527
CD4*/FOXP3* PT 27,71 (0,0 - 158,0) 16,78 (0,0 — 192,8) 0,664

Perindral invazyon ile TIL parametreleri arasindaki iliski Tablo 21'de sunulmustur. Hicbir

parametrede istatistiksel olarak anlaml1 iliski saptanmamistir; CD4*/FOXP3* PT oran1 PNI
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negatif olgularda (medyan 34,30) PNI pozitif olgulara gére (medyan 15,57) sayisal olarak
yuksek olup sinirda anlamlili§a yaklagmistir (p=0,068).

Tablo 21: CD4, CD8, FOXP3 (iT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarinin Perinoral
Invazyon Durumu ile Iliskisi

PNI+ (n=53) [medyan PNI- (n=45) [medyan

Parametre

(min-maks)]

(min-maks)]

CD4* IT 87,50 (6,0 — 188.6) 89,60 (10,0 — 194,6) 0,450
CD4* PT 77,40 (12,0 — 240,0) 85,00 (15,0 — 225,6) 0,423
CD8* IT 56,00 (5,0 — 170,0) 52,20 (3,0 — 166,4) 0,946
CD8* PT 38,60 (3,0 — 143,2) 37,80 (3,0 — 197,6) 0,875
FOXP3* IT 1,00 (0,0 — 20,8) 1,00 (0,0 — 41,0) 0,571
FOXP3* PT 1,00 (0,0 — 24,0) 1,00 (0,0 — 43,3) 0,401
CDS8*/FOXP3*_IT 18,00 (0,0 — 250,0) 19,07 (0,0 — 166,4) 0,898
CDS8*/FOXP3* PT 8,69 (0,0 — 136,8) 19,31 (0,0 — 123,0) 0,174
CD4*/CD8*_IT 1,52 (0,2 - 5,1) 1,64 (0,7 - 3,8) 0,533
CD4*/CD8*_PT 1,53 (0,0 - 6,5) 1,85 (0,7 — 7,0) 0,329
CD4*/FOXP3*_IT 28,00 (0,0 — 637,0) 35,80 (0,0 — 194,6) 0,458
CD4*/FOXP3* PT 15,57 (0,0 — 192,8) 34,30 (0,0 — 158,0) 0,068

Tiimdr nekrozu varlig ile TIL parametreleri arasindaki iligki Tablo 22'de sunulmustur.
Higbir parametrede istatistiksel olarak anlamli iligki saptanmamustir; intratiiméral FOXP3*

yogunlugu en diisiik p degerine sahip olup (p=0,096) anlamliliga ulasmamistir.

Tablo 22: CD4, CD8, FOXP3 (iT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarimin Tiimér Nekrozu
Durumu ile Tliskisi

Nekroz+ (n=24) Nekroz— (n=74)

Parametre

[medyan (min-maks)]

[medyan (min-maks)]

CD4" IT 97,90 (10,0 — 186,2) 87,15 (6,0 — 194,6) 0,846
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Parametre

Nekroz+ (n=24)

[medyan (min-maks)]

Nekroz— (n=74)

[medyan (min-maks)]

CD4* PT 89,95 (15,0 — 240,0) 77,33 (12,0 — 192,8) 0,319
CD8* IT 56,40 (3,0 — 166,4) 52,40 (5,0 — 170,0) 0,980
CD8" PT 45,70 (12,0 — 145,0) 37,40 (3,0 — 197,6) 0,166
FOXP3* IT 1,00 (0,0 — 18,6) 1,00 (0,0 — 41,0) 0,096
FOXP3* PT 1,00 (0,0 — 9,4) 1,00 (0,0 — 43,3) 0,553
CDS8*/FOXP3*_IT 15,70 (0,0 — 166,4) 20,00 (0,0 — 250,0) 0,210
CDS8*/FOXP3* PT 25,05 (0,0 — 123,0) 9,77 (0,0 — 136,8) 0,194
CD4*/CD8*_IT 1,54 (0,7 - 3,8) 1,59 (0,2 - 5,1) 0,501
CD4/CD8* PT 1,47 (0,7 - 7,0) 1,82 (0,0 - 6,7) 0,406
CD4*/FOXP3*_IT 26,50 (0,0 — 173,4) 37,65 (0,0 — 637,0) 0,264
CD4*/FOXP3* PT 34,65 (0,0 — 140,0) 18,77 (0,0 — 192,8) 0,258

Subtip ile TIL parametreleri arasindaki iligki Tablo 23'te sunulmustur. Subtip igeren
olgularda (n=8) peritiimoral FOXP3* yogunlugu (medyan 0,00) icermeyen olgulara gore
(medyan 1,00) anlamli sekilde daha diisik bulunmustur (p=0,021). Buna ek olarak,
intratimoral CD4*/FOXP3* oran1 subtipli olgularda (medyan 55,67) anlamli sekilde daha
yiiksektir (p=0,045). Subtip+ grubun yalnizca 8 olgudan olustugu goz Oniinde

bulunduruldugunda bu iki anlamli bulgu kesifsel diizeyde degerlendirilmelidir.

Tablo 23: CD4, CD8, FOXP3 (IT/PT) ve Oranlarimin Subtip Histoloji ile Tliskisi

Subtip— (n=90) [medyan

Subtip+ (n=8) [medyan

Parametre

(min-maks)] (min-maks)]

CD4*_IT 101,60 (49,0 — 173,4) 87,15 (6,0 — 194,6) 0,417
CD4* PT 76,00 (17,6 — 225,6) 80,40 (12,0 — 240,0) 0,770
CD8* IT 39,70 (15,0 — 166,4) 55,50 (3,0 — 170,0) 0,841
CD8* PT 32,30 (7,0 — 145,0) 39,30 (3,0 — 197,6) 0,496
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Subtip+ (n=8) [medyan Subtip— (n=90) [medyan

Parametre
(min-maks)] (min-maks)]|
FOXP3* IT 1,50 (1,0 — 4,0) 1,00 (0,0 —41,0) 0,893
FOXP3* PT 0,00 (0,0 - 3,0) 1,00 (0,0 —43,3) 0,021
CD8*/FOXP3* IT 20,00 (15,0 — 166,4) 17,69 (0,0 —250,0) 0,270
CDS8*/FOXP3* PT 0,00 (0,0 —136,8) 12,98 (0,0 — 133,0) 0,138
CD4+/CD8" IT 2,40 (1,0-3,7) 1,56 (0,2 -5,1) 0,171
CD4/CD8" PT 2,36 (1,1 - 4,0) 1,58 (0,0 - 7,0) 0,183
CD4*/FOXP3* IT 55,67 (28,4 - 173,4) 32,40 (0,0 — 637,0) 0,045
CD47/FOXP3* PT 0,00 (0,0 —152,4) 23,88 (0,0 — 192,8) 0,166

TIL paterni (inflamed/Excluded/Desert) smiflamasmin  kategorik klinikopatolojik
parametrelerle iliskisi Tablo 24’te sunulmustur. LVI varligi ile TIL paterni arasinda anlamli
iliski saptanmustir (p=0,0059); Desert paterninde LVI pozitiflik orani (%81,5), Inflamed
(%53,8) ve Excluded (%40,6) paternlerine gore belirgin yiiksektir. pN durumu ile iligki
sinirda anlamliliga yaklasmistir (p=0,055); Desert paterninde pN+ orani (%48,1) diger
paternlerden yiiksektir. WHO derecesi ve PNI ile TIL paterni arasinda anlamli iliski

saptanmamistir.

Tablo 24: TIL Paterni (Inflamed/Excluded/Desert) ile Histopatolojik Parametrelerin
Mliskisi

Excluded
Parametre
(n=32)

WHO derecesi (Yiiksek,

37 (%94,9) 31 (%96,9) 27 (%100) 0,493
n/%)
LVI (+, n/%) 21 (%53,8) 13 (%40,6) 22 (%81,5) 0,0059
PNI (+, n/%) 22 (%56,4) 16 (%50,0) 15 (%55,6) 0,851
pN (+, n/%) 14 (%35,9) 6 (%18,8) 13 (%48,1) 0,055
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TIL paterninin CD4*, CD8" ve FOXP3* yogunluklar ile iligkisi sonuglar1 Tablo 25’de

sunulmustur. CD4* IT, CD4* PT ve CD8* IT parametrelerinde ii¢ patern grubu arasinda

cok giiclii anlamli farkliliklar saptanmustir (her tigii i¢in p<0,0001); CD8* PT (p=0,0006) ve

FOXP3* IT (p=0,031) icin de anlamli farklilik mevcuttur. Bonferroni diizeltmeli Dunn's

post-hoc testi sonuglarina gore: inflamed paterndeki olgular hem CD4* IT hem CD8* IT

acisindan Excluded ve Desert paternlerine gore anlamli sekilde daha yiiksek degerlere

sahiptir; buna karsilik CD4" PT agisindan en yiiksek degerler -tanimi geregi beklenen

sekilde- Excluded paterninde izlenmektedir (Excluded vs Desert p<0,0001). Bu bulgular,

TIL paterni siniflamasinin altta yatan gercek hiicresel yogunluklari tutarli sekilde yansittigin

dogrulamakta olup, esasen smiflamanin kendi tanimindan (intratiimoral/peritiimoral

yogunluk esiklerine dayali) beklenen bir i¢-tutarlilik bulgusu niteligindedir.

Tablo 25: CD4, CD8, FOXP3 (IT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarimin TIL Paterni

(inflamed/Excluded/Desert) ile iliskisi

Parametre

CD4* IT

CD4* PT

CD8* IT

CD8* PT

FOXP3* IT

FOXP3" PT

CD8"/FOXP3* IT

Inflamed (n=39)

[medyan (min-

maks)]

127,00 (25,0
194,6)

89,60 (12,0 —
158,4)

101,00 (15,0
170,0)

47,00 (3,0 -
141,6)

2,00 (0,0 — 24,8)
2,00 (0,0 — 9,4)

36,33 (0,0
125,3)

Excluded (n=32)
[medyan (min-

maks)]

66,50 (6,0 —
173,4)

103,65 (22,0 —
240,0)

43,80 (5,0 —
166,4)

54,80 (17,6 —
197,6)

1,00 (0,0 —41,0)
1,00 (0,0 — 43,3)

17,69 (0,0 —
250,0)
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Desert (n=27)
[medyan (min-

maks)]

56,00 (10,0 —
190,0)

46,00 (12,4 —
140,8)

29,20 (3,0 -
94 4)

29,00 (3,0 -
61,8)

1,00 (0,0 — 8.8)
1,00 (0,0 — 4,0)

17,00 (0,0 —
93,0)

<0,0001

<0,0001

<0,0001

0,0006

0,031

0,156

0,116



Inflamed (n=39) Excluded (n=32) = Desert (n=27)

Parametre [medyan (min- [medyan (min- | [medyan (min-
maks)] maks)] maks)]
12,81 (0,0 — 30,70 (0,0 — 10,65 (0,0 —
CD8*/FOXP3* PT 0,496
136,8) 133,0) 51,5)
CD4+/CD8" IT 1,45 (0,2 -3,5) 1,64 (0,6 —5,1) 1,87 (0,8 — 4,6) 0,113
CD4'/CD8* PT 1,56 (0,5 - 7,0) 1,85 (0,0 —4,4) 1,78 (0,6 — 6,7) 0,971
39,50 (0,0 — 35,40 (0,0 — 27,85 (0,0 -
CD4*/FOXP3* IT 0,269
194,6) 637,0) 190,0)
22,67 (0,0 — 27,02 (0,0 — 18,95 (0,0 —
CD4*/FOXP3* PT 0,429
152,4) 192,8) 107,0)

Anlamli bulunan 5 parametre i¢in Dunn's post-hoc testi (Bonferroni diizeltmeli) sonuglari

asagida sunulmustur (Tablo 26):

Tablo 26: CD4, CD8, FOXP3 (iT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarimin TIL Paterni
(Inflamed/Excluded/Desert) ile Iliskisi Dunn's post-hoc testi (Bonferroni diizeltmeli

Inflamed vs .
Parametre Inflamed vs Desert Excluded vs Desert
Excluded
CD4*" IT p=0,0001 (I>E) p<0,0001 (1>D) p=1,000 (fark yok)
CD4* PT p=0,138 (fark yok) p=0,0087 (1>D) p<0,0001 (E>D)
CD8" IT p=0,0001 (I>E) p<0,0001 (1>D) p=0,856 (fark yok)
CD8" PT p=0,570 (fark yok) p=0,0198 (i>D) p=0,0004 (E>D)
FOXP3* IT p=0,512 (fark yok) p=0,0263 (I>D) p=0,623 (fark yok)

I =fnﬂamed, E=Excluded, D=Desert.

4.4. TIL Parametrelerinin Prognostik Veriler ile Iliskisi

Niiks durumu ile TIL parametreleri arasindaki iliski Tablo 27°de sunulmustur. intratiiméral
CD4" yogunlugu niiks gelisen olgularda (medyan 151,60) niiks gelismeyen olgulara gore
(medyan 84,40) anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur (p=0,0010). Bu sonug, beklenen
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yoniin (yiiksek TIL = diisiik niiks riski) tam tersine isaret etmekte ve Tablo 16°daki pT evresi
ile iligkili bulguyla tutarli bir Oriintii olusturmaktadir; ileri evre/agresif tiimorlerde hem
CD4* IT yogunlugunun hem de niiks riskinin birlikte arttign izlenmektedir.
CD4*/FOXP3* IT orani da niiks gelisen olgularda sinirda anlamliliga yaklasan sekilde
yuksektir (p=0,084). Diger parametrelerde anlamli iliski saptanmamistir. Niiks grubunun
yalnizca 7 olgudan olustugu goz onilinde bulundurulmali, bu bulgular diisiik istatistiksel

giicle smirl kabul edilmelidir.

Tablo 27: CD4, CD8, FOXP3 (IT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarimin Niiks Durumu
ile Tliskisi (n=7 vs 91)

P Niiks+ (n=7) Niiks— (n=91)
[medyan (min-maks)] [medyan (min-maks)]
CD4*" IT 151,60 (115,0 — 190,0) 84,40 (6,0 — 194,6) 0,0010
CD4* PT 77,80 (12,8 — 140,8) 82,60 (12,0 — 240,0) 0,777
CD8* IT 92,00 (45,0 -116,4) 52,20 (3,0 - 170,0) 0,164
CD8* PT 23,00 (3,0-92,2) 38,60 (3,0 - 197,6) 0,236
FOXP3* IT 2,00 (1,0 — 14,2) 1,00 (0,0 — 41,0) 0,320
FOXP3* PT 3,00 (0,0 -7,2) 1,00 (0,0 —43,3) 0,245
CD8*/FOXP3* IT 50,40 (6,5 —93,0) 18,00 (0,0 —250,0) 0,288
CD8*/FOXP3* PT 12,81 (0,0 — 64,2) 11,53 (0,0 —136,8) 0,718
CD4*/CD8* _IT 2,04 (1,3-3,5) 1,56 (0,2 - 5,1) 0,183
CD4*/CD8* PT 2,39 (1,1 -17,0) 1,58 (0,0 - 6,7) 0,159
CD4*/FOXP3* IT 75,80 (13,2 —190,0) 33,95 (0,0 — 637,0) 0,084
CD4*/FOXP3* PT 13,86 (0,0 — 140,0) 22,00 (0,0 —192,8) 1,000

Metastaz/progresyon durumu ile TIL parametreleri arasindaki iligki Tablo 28’de
sunulmustur. Higbir parametrede istatistiksel olarak anlamli iliski saptanmamistir;
peritiimoral CD4*/CD8* oran1 metastazli olgularda (medyan 1,92) metastazsiz olgulara gore

(medyan 1,47) sayisal olarak yiiksek olup sinirda anlamliliga yaklasmistir (p=0,062).
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Tablo 28: CD4, CD8, FOXP3 (iT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarinin Metastaz

Durumu ile Tliskisi (n=28 vs 70)

Parametre

CD4* IT
CD4* PT

CD8* IT

CD8* PT
FOXP3* IT
FOXP3* PT
CD8"/FOXP3* IT
CD8*/FOXP3* PT
CD4*/CD8" IT
CD4*/CD8* PT
CD4'/FOXP3* IT

CD4*/FOXP3* PT

Met+ (n=28) [medyan

(min-maks)]

94,40 (18,0 - 190,0)

77,20 (12,4 - 153,2)

57,85 (7,0 — 116,4)
39,30 (3,0 — 120,0)
1,50 (0,0 — 19,2)
1,00 (0,0 — 9,3)
15,20 (0,0 — 93,0)
13,54 (0,0 — 120,0)
1,63 (0,9 — 4.6)
1,92 (0,7 6,7)
29,90 (0,0 — 190,0)

31,40 (0,0 — 153,2)

Met- (n=70) [medyan

(min-maks)]

88,55 (6,0 — 194,6)

84,50 (12,0 — 240,0)

53,80 (3,0 — 170,0)
38,30 (3,0 - 197,6)
1,00 (0,0 — 41,0)
1,00 (0,0 — 43,3)
19,75 (0,0 — 250,0)
11,52 (0,0 — 136,8)
1,54 (0,2 - 5,1)
1,47 (0,0 — 7,0)
37,65 (0,0 — 637,0)

19,97 (0,0 — 192,8)

0,504
0,601
0,640
0,301
0,877
0,987
0,185
0,579
0,162
0,062
0,361

0,384

Sagkalim durumu (eksitus vs sag) ile TIL parametreleri arasindaki iliski Tablo 29’da

sunulmustur. Intratiimoral CD4*/CD8* orani1 eksitus olan olgularda (medyan 1,65) sag kalan

olgulara gore (medyan 1,30) sinirda anlamli sekilde daha yiiksek bulunmustur (p=0,0499).

Bu bulgu, ileride sunulacak ¢ok degiskenli Cox regresyon analizinde (Tablo 33) bagimsiz

prognostik faktér olarak da dogrulanmistir.

saptanmamuistir.

Diger parametrelerde anlamh

iliski

Tablo 29: CD4, CD8, FOXP3 (IT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarinin Sagkalim ile

Tliskisi (n=63 vs 35)

Parametre

CD4* IT

Eksitus (n=63)

[medyan (min-maks)]

102,00 (10,0 — 194,6)
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Sag (n=35)

[medyan (min-maks)]

86,80 (6,0 — 170,8)

0,120



Parametre

CD4* PT
CD8* IT

CD8* PT
FOXP3* IT
FOXP3* PT
CD8"/FOXP3* IT
CD8"/FOXP3* PT
CD4*/CD8"_IT
CD4*/CD8* PT
CD4*/FOXP3* IT

CD4*/FOXP3* PT

Eksitus (n=63)

[medyan (min-maks)]

77,40 (12,0 — 225,6)
58,50 (3,0 — 166,4)
37,80 (3,0 — 145,0)

1,00 (0,0 — 19,2)
1,00 (0,0 — 9,4)
18,00 (0,0 — 166,4)
13,33 (0,0 — 123,0)
1,65 (0,2 — 4,6)
1,67 (0,5 - 7.0)
35,80 (0,0 — 194,6)

28,50 (0,0 — 158,0)

Sag (n=35)

[medyan (min-maks)]

87,20 (18,0 — 240,0)
50,00 (5,0 — 170,0)
42,60 (3,0 — 197,6)
1,00 (0,0 — 41,0)
1,00 (0,0 — 43,3)
19,70 (0,0 — 250,0)
10,65 (0,0 — 136,8)
1,30 (0,5 5,1)
1,56 (0,0 — 6,7)
23,05 (0,0 — 637,0)

18,60 (0,0 — 192,8)

0,315
0,838
0,273
0,752
0,133
0,651
0,958
0,0499
0,625
0,253

0,955

Yas, tiimor boyutu, takip siiresi ve OS ile TIL parametreleri arasindaki iliskiler korelasyon

analizi ile degerlendirilmis, sonuglar Tablo 30’da sunulmustur. Tiimdr boyutu arttik¢a

peritimoral CD4* yogunlugunun (r=-0,29, p=0,004), peritimoéral CD8"/FOXP3* oraninin
(r=-0,20, p=0,047) ve peritimoral CD4*/FOXP3* oraninin (r=-0,26, p=0,011) anlamh

sekilde azaldig1 saptanmistir. Bu oriintii, biiylik tiimorlerde peritiimoral bolgedeki immiin

hiicre infiltrasyonunun -6zellikle FOXP3* alt grubuna goére normalize edilen oranlarin-

zayifladigint diistindiirmektedir. Ayrica peritiimoral CD8*/FOXP3* orani, genel sagkalim

siiresiyle zayif-orta diizeyde ancak anlamli pozitif korelasyon gostermistir (r=0,21,

p=0,041); bu bulgu, yiikksek CD8*/FOXP3* oraninin daha uzun sagkalimla iliskili olabilecegi

yoniindeki ¢aligma hipotezini destekler niteliktedir. Yas ve takip stiresi ile higbir TIL

parametresi arasinda anlamli korelasyon saptanmamustir.
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Tablo 30: Yas, Tiimor Boyutu, Takip Siiresi ve OS ile TIL Parametreleri Arasindaki
Korelasyon (Spearman)

Parametre ‘

CD4* IT
CD4* PT
CD8* IT
CD8* PT
FOXP3* IT

FOXP3* PT

CD8*/FOXP

3+ 1T

CD8*/FOXP

3+ PT

CD4'/CD8*
IT

CD4*/CD8"
PT

CD4*/FOXP
3+ 1T

CD4*/FOXP
3+ PT

Yas
r=-0,01
p=0,938
r=-0,07
p=0,509

r=0,09
p=0,353
=0,04
p=0,678
r=0,17
p=0,094
r=-0,09
p=0,352
r=0,05
p=0,629
r=-0,04
p=0,711
r=-0,09
p=0,381
r=-0,18
p=0,071
r=0,01
p=0,888
r=-0,11
p=0,274

r=-0,12 p=0,254

=-0,29 p=0,004

r=-0,11 p=0,275

r=-0,16 p=0,111

r=-0,09 p=0,364

r=-0,14 p=0,173

r=-0,05 p=0,596

1=-0,20 p=0,047

r=0,16 p=0,120

=-0,07 p=0,470

r=0,01 p=0,942

r=-0,26 p=0,011
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=0,11
p=0,268

r=-0,03
p=0,744

r=-0,03
p=0,785

r=0,10 p=0,313

r=-0,09
p=0,362

r=-0,09
p=0,369

1=0,02 p=0,837

1=0,09 p=0,370

r=-0,14
p=0,181

r=-0,15
p=0,142

r=-0,04
p=0,687

r=0,04 p=0,671

Tiimor boyutu (cm) Takip (ay) OS (ay)

r=0,00 p=0,976

=0,11 p=0,282

1=0,06 p=0,546

1=0,17 p=0,086

r=-0,08 p=0,448

=-0,09 p=0,402

1=0,10 p=0,338

r=0,21 p=0,041

r=-0,19 p=0,058

r=-0,08 p=0,444

=0,06 p=0,581

1=0,18 p=0,076



TIL paterninin niiks, sagkalim ve metastaz durumu ile iligkisi Tablo 31’de sunulmustur.
Niiks oran1 TIL paternleri arasinda anlamh farklilik gostermistir (p=0,031); niiks olgularmin
biiyiik cogunlugu (6/7) Inflamed paterninde yer almaktadir. Bu sonug, hipotezde éngdriilen
“Inflamed = iyi seyirli” varsayimiyla dogrudan ¢elismekte olup, Tablo 16 ve Tablo 27’deki
CD4*_IT bulgulartyla birlikte degerlendirildiginde tutarli bir oriintiiniin parcasidir: bu
kohortta yiiksek intratiiméral T hiicre infiltrasyonu (ve buna bagl Inflamed smiflamast),
beklenenin aksine daha kotii degil daha sik niiks ile iliskilenmektedir. Sagkalim durumu da
TIL paterni ile anlaml iliski gostermistir (p=0,041); eksitus oram en yiiksek Inflamed
paterninde (%74,4), en diisiik ise Excluded paterninde (%46,9) izlenmistir. Metastaz durumu

ile TIL paterni arasinda anlamli iliski saptanmamustir (p=0,279).

Tablo 31: TIL Paterni (inflamed/Excluded/Desert) ile Prognostik Parametrelerin
Mliskisi

Inflamed Excluded
Parametre Desert (n=27)
(n=39) (n=32)
Niiks (+, n/%) 6 (%15,4) 0 (%0) 1 (%3,7) 0,031
Sagkalim (Eks, n/%) 29 (%74,4) 15 (%46,9) 19 (%70,4) 0,041
Metastaz (+, n/%) 12 (%30,8) 6 (%18,8) 10 (%37,0) 0,279

4.5. Genel Sagkalim (OS) Analizleri

TIL parametrelerinin OS iizerindeki etkisi, her parametre i¢in kohort medyaninin esik (cut-
off) olarak alindigi medyan-split yontemiyle Kaplan-Meier analizi ve Log-rank testi
kullanilarak degerlendirilmis, sonuclar Tablo 32’de sunulmustur (n olay=63). Intratiiméoral
CD8*/FOXP3* orant medyanin {lizerinde olan olgularda medyan OS 30 ay iken, medyanin
altinda olan olgularda 16 ay olarak hesaplanmis; bu fark simnirda anlamlilia ulagsmistir
(p=0,052). Bu bulgu, Tablo 30'daki korelasyon analizi sonucuyla birlikte
degerlendirildiginde, ¢alismanin temel hipotezini (yiikksek CD8*/FOXP3* oraninin daha iyi
prognozla iligkili oldugu) destekleyen en gii¢lii sinyali olusturmaktadir. TIL paterni (3 grup)
i¢cin de siirda anlamlilik izlenmistir (p=0,092). Diger parametrelerde (CD4* IT, CD4* PT,
CD8* IT, CD8' PT, FOXP3* IT, FOXP3* PT, CD4'/CD8' IT, CD4'/CD8' PT,
CD4*/FOXP3*_IT, CD4*/FOXP3* PT) istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.
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Tablo 32: TIL Parametrelerine Gore (Medyan Esik) Kaplan-Meier OS Analizi (n
olay=63)

Medyan OS | Medyan OS
Parametre Log-rank p

Yiiksek grup | Diisiik grup

CDh4* IT 17 ay 20 ay 0,684
CD4* PT 23 ay 17 ay 0,293
CD8* IT 22 ay 17 ay 0,999
CD8" PT 22 ay 17 ay 0,603
FOXP3* IT 19 ay 18 ay 0,423
FOXP3* PT 22 ay 17 ay 0,447
CD8*/FOXP3* IT 30 ay 16 ay 0,052
CD8*/FOXP3* PT 23 ay 17 ay 0,500
CD4+/CD8" IT 15 ay 26 ay 0,129
CD4/CD8" PT 19 ay 18 ay 0,833
CD4*/FOXP3* IT 17 ay 19 ay 0,987
CD4"/FOXP3* PT 22 ay 17 ay 0,977
TIL Paterni (3 grup) — — 0,092

“Yiiksek grup” ve “Diisiik grup” tamimi: Her parametre igin olgularin kendi medyan degeri esik (cut-off)
olarak alinmis; medyan degerin iizerinde veya egit olan olgular “Yiiksek” grubu, medyan degerin altinda kalan
olgular ise “Diisiik” grubu olusturmaktadir. Her iki grup icin Kaplan-Meier ydntemiyle medyan genel

sagkalim stiresi (ay) hesaplanmis ve iki grubun sagkalim egrileri Log-rank testi ile karsilastiriimigtir.
gkalim (OS) siiresi (ay) hesapl s ve iki grub gkalim egrileri Log-rank testi ile karsilagtirilmis

Genel sagkalimin bagimsiz prognostik faktorlerini belirlemek amaciyla Cox orantisal hazard
regresyon analizi yapilmis, sonuglar Tablo 33'de sunulmustur. Tek degiskenli analizde yas
(HR=1,043, p=0,016), pN durumu (HR=1,698, p=0,039) ve LVI varligi (HR=2,439,
p=0,0015) genel sagkalim i¢in anlamli risk faktorleri olarak belirlenmistir; PNI varligi
(p=0,071) ve peritimoral CD8"/FOXP3" oran1 (p=0,096) sinirda anlamliliga yaklagsmstir.
Klinik temelli Model A'da (yas, pT, pN, LVI, CD4*/CD8* IT) yas (HR=1,058, p=0,0025),

LVIvarligi (HR=2,324, p=0,0087) ve intratiimoral CD4*/CD8" oran1 (HR=1,312, p=0,0448)
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genel sagkalim igin bagimsiz prognostik faktdrler olarak saptannustir. CD4*/CDS8* IT
oranindaki her 1 birimlik artig, 6liim riskinde %31 artisla iligkilendirilmistir; bu sonug, CD8*
baskinligmin (diisiik CD4/CD8 oran1) daha iyi sagkalimla iligkili olabilecegini
diistindiirmektedir. PNI ve peritiimoral CD87/FOXP3* oraninin dahil edildigi istatistiksel
secime dayali Model B'de ise CD4*/CD8* IT oraninin bagimsiz anlamliligi kaybolmustur
(p=0,122); bu durum, sonucun modele dahil edilen kovaryatlara duyarli oldugunu ve
orneklem bilyiikliigli (n olay=63) ile degisken sayis1 dengesinin smirli oldugunu

gostermektedir.

Tablo 33: Genel Sagkalimin (OS, n olay=63) Cox Regresyon Analizi

Tek Degisken ~ HR (%95 GA) “

Yas 1,043 (1,008-1,079) 0,016

pT T2 vs T1) 3,703 (0,903-15,185) 0,069

pN (+ vs 0) 1,698 (1,026-2,811) 0,039
LVI (+ vs ) 2,439 (1,405-4,233)  0,0015
PNI (+ vs -) 0,632 (0,384-1,040) 0,071

CD4/CD8_IT 1,226 (0,955-1,575) 0,110

CD8/FOXP3 PT 0,993 (0,985-1,001) 0,096

Cok degiskenli; Model A (klinik temelli: yas, pT, pN, LVI, CD4/CD8_IT)

Degisken HR (%95 GA) ]

Yas 1,058 (1,020-1,097) 0,0025
pT (T2 vs T1) 2,714 (0,657-11,210) 0,168
pN (+ vs 0) 1,217 (0,684-2,166) 0,503
LVI (+vs—) 2,324 (1,238-4,362) 0,0087

CD4/CD8_IT 1,312 (1,006-1,710) 0,0448
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Cok degiskenli; Model B (PNI ve CD8/FOXP3 PT dahil, p<0,20)

Degisken HR (%95 GA) “

Yas 1,059 (1,020-1,099)  0,0027

pT T2 vs T1) 2,489 (0,582-10,638) 0,219

pN (+vs 0) 1,310 (0,721-2,381) 0,376
LVI (+vs ) 2,009 (0,990-4,078) 0,053
PNI (+ vs -) 0,800 (0,440-1,454) 0,464

CD8/FOXP3 PT 0,995 (0,986-1,005) 0,343

CD4/CD8 IT 1,253 (0,941-1,668) 0,122

4.6. Neoadjuvan/Preoperatif Tedavi Durumunun TIL Parametreleri Uzerine Etkisi

(Duyarhlik Analizi)

Her tiirlii preoperatif tedavi dykiisii bulunan olgularla (n=44) hi¢ tedavi almamais olgular
(n=54) karsilastirildiginda, gruplar arasindaki tek anlamli fark CD4* kompartmanindadir:
peritiimoral CD4* TIL yogunlugu tedavi alan grupta anlamli olarak daha diisiiktiir (medyan
75,90’a kars1 93,05; p=0,041) ve intratiiméral CD4* yogunlukta da ayn1 yonde sinirda bir
fark izlenir (p=0,050, Tablo 34). Buna karsilik CD8" ve FOXP3* yogunluklari,
CD8*/FOXP3* ve CD4*/CD8" oranlar1 ile calismamizda bagimsiz prognostik deger tasiyan
intratiimoral CD4*/CD8* orani iki grup arasinda anlamli farklilik géstermez (tiim p>0,05).
TIL paterni dagilimi da tedavi durumundan etkilenmemistir (p=0,343, Tablo 35).

Tablo 34: CD4, CD8, FOXP3 (iT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarinin
Neoadjuvan/Preoperatif Tedavi Durumu ile Tliskisi (n=44 vs 54)

Parametre Tedavi (+) (n=44) Tedavi (-) (n=54) p
[medyan (min—maks)] [medyan (min—maks)]
CD4* IT 71,90 (6,00 — 186,20) 102,50 (10,00 — 194,60) 0,050
CD4" PT 75,90 (12,00 — 169,40) 93,05 (12,75 — 240,00) 0,041
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CD8" iT 44,80 (3,00 — 125,20) 58,15 (5,00 — 170,00) | 0,119
CDS8* PT 36,00 (3,00 — 197,60) 42,70 (3,00 — 145,00) | 0,449
FOXP3" IT 1,00 (0,00 — 41,00) 1,00 (0,00 — 24,80) 0,449
FOXP3" PT 1,00 (0,00 — 43,30) 1,00 (0,00 — 9,30) 0,848
CD8*/FOXP3*_IT 14,11 (0,00 — 250,00) 19,90 (0,00 — 166,40) | 0,114
CD8/FOXP3* PT | 7,42 (0,00 — 123,00) 18,78 (0,00 — 136,80) | 0,191
CD4'/CD8" IT 1,54 (0,24 — 4,28) 1,63 (0,51 - 5,11) 0,705
CD4'/CD8*_PT 1,54 (0,00 — 6,67) 1,72 (0,68 — 7,00) 0,190
CD4/FOXP3" IT | 26,43 (0,00 — 637,00) 38,40 (0,00 — 194,60) | 0,067
CD4/FOXP3* PT | 15,55 (0,00 — 137,00) 32,72 (0,00 — 192,80) | 0,097

Mann-Whitney U testi; anlamlilik simirt p<0,05. Tedavi (+) grubu sistemik kemoterapi ve

intravezikal BCG/diger ajanlar birlikte igerir.

Tablo 35: TIL Paterninin Neoadjuvan/Preoperatif Tedavi Durumuna Gore Dagilimi

TIL Paterni Tedavi (+) (n=44) n (%) Tedavi (-) (n=54) n (%) p
Inflamed 14 (%31,8) 25 (%46,3) 0,343
Excluded 16 (%36,4) 16 (9%29,6)

Desert 14 (%31,8) 13 (%24,1)

Ki-kare testi.

Karistiric1 etkiyi daha net ortaya koymak amaciyla, yalnizca sistemik platin bazli NAK

alan olgular (n=32) tiimiiyle tedavi-naif olgularla (n=54) karsilastirildi; intravezikal tedavi
alan olgular buradaki analizin disinda birakildi. Bu daha kati tanimla da tek anlaml fark
CD4* kompartmaninda izlendi: intratiimoral CD4* TIL yogunlugu NAK grubunda anlamli
olarak daha diisiiktii (medyan 70,10’a kars1 102,50; p=0,035). CD8" ve FOXP3*
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yogunluklari, CD8*/FOXP3* ve CD4*/CD8" oranlari ile bagimsiz prognostik intratiimdral
CD4*/CD8* orani yine anlamli farklilik gostermedi (tiim p>0,05, Tablo 36); TIL paterni
dagilimi da farksizdi (p=0,125, Tablo 37). Her iki tanimda da elde edilen ortak sonug,
neoadjuvan tedavinin dl¢iilebilir etkisinin CD4* kompartmaniyla sinirlt kaldigi,

calismamizin temel prognostik gostergelerinin ise tedavi durumundan bagimsiz oldugudur.

Tablo 36: CD4, CD8, FOXP3 (iT/PT) TIL Yogunluk ve Oranlarinin Sistemik
Neoadjuvan Kemoterapi (NAK) Durumu ile iliskisi (n=32 vs 54)

Parametre Sistemik NAK (+) (n=32) Tedavi-naif (n=54) p
[medyan (min—maks)] [medyan (min—maks)]
CD4* IT 70,10 (6,00 — 158,00) 102,50 (10,00 — 194,60) 0,035
CD4* PT 77,40 (12,00 — 169,40) 93,05 (12,75 —240,00) 0,170
CDS8* IT 47,40 (3,00 — 125,20) 58,15 (5,00 — 170,00) 0,133
CD8&* PT 36,90 (12,00 — 197,60) 42,70 (3,00 — 145,00) 0,886
FOXP3* IT 1,00 (0,00 —41,00) 1,00 (0,00 — 24,80) 0,649
FOXP3* PT 1,00 (0,00 —43,30) 1,00 (0,00 —9,30) 0,956
CD8*/FOXP3* IT 14,11 (0,00 — 250,00) 19,90 (0,00 — 166,40) 0,155
CDS8*/FOXP3* PT 7,42 (0,00 — 120,00) 18,78 (0,00 — 136,80) 0,234
CD4/CD8* IT 1,46 (0,24 —3,79) 1,63 (0,51 —5,11) 0,514
CD4*/CD8* PT 1,42 (0,00 — 3,85) 1,72 (0,68 — 7,00) 0,064
CD4*/FOXP3* IT 23,05 (0,00 — 637,00) 38,40 (0,00 — 194,60) 0,068
CD4Y/FOXP3* PT 9,25 (0,00 — 137,00) 32,72 (0,00 — 192,80) 0,115

Mann-Whitney U testi; anlamlilik sinirt p<0,05. NAK grubu yalnizca sistemik platin bazl
kemoterapi (Gemsitabin/Sisplatin/Karboplatin/Paklitaksel) alan olgulari icerir,; yalniz
intravezikal BCG/diger ajan alan 12 olgu bu analizden dislanmistir.
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Tablo 37: TIL Paterninin Sistemik NAK Durumuna Goére Dagilimi

TIL Paterni Sistemik NAK (+) (n=32) | Tedavi-naif (n=54) n (%) p
n (%)
Inflamed 8 (%25,0) 25 (%46,3) 0,125
Excluded 15 (%46,9) 16 (9%29,6)
Desert 9 (%28,1) 13 (%24,1)

Ki-kare testi.
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5. TARTISMA

5.1. Bulgularin Genel Degerlendirmesi

Bu calismada, kas invaziv agirlikli (%91,8 pT2-4) ve biiyiik cogunlukla yiiksek dereceli
(%96,9) 98 mesane iirotelyal karsinom olgusunda CD4*, CD8* ve FOXP3* TIL'lerin
intratlimoral ve peritiimdral kompartmanlardaki dagilimi ile bunlardan tiiretilen oranlarin
(CD8*/FOXP3*, CD4*/CD8", CD4*/FOXP3") klinikopatolojik parametreler ve sagkalimla
iligkisi arastirildi. Medyan 24 aylik takipte olgularin %64,3" kaybedildi; medyan genel
sagkalim 16 ay olarak hesaplandi.

En dikkat ¢ekici bulgu, baslangi¢ hipotezinin ("yiiksek TIL = 1yi prognoz, erken
evre hastalik") sistematik olarak dogrulanmamasidir. Aksine CD4* IT, CD8* IT ve
FOXP3* IT yogunluklari kas invaziv olmayan (pT1a) olgularda kas invaziv (pT2-4)
olgulardan anlamli derecede diisiiktii; niiks gelisenlerde ise CD4* IT yogunlugu anlamli
sekilde yiiksekti. Ayn1 yonde, TIL paterninde "/nflamed" grup (klasik immiin-onkoloji
beklentisinin tersine) hem en yiiksek niiks hem de en yiiksek eksitus oraniyla iliskiliydi; en
diisiik eksitus orani "Excluded" paterninde goriildii.

Hipotezi destekleyen en tutarli sinyal ise mutlak hiicre yogunluklarindan degil,
sitotoksik/regiilator T hiicre dengesini yansitan oranlardan geldi. Peritiimdral
CD8*/FOXP3* oran1 genel sagkalimla zayif-orta diizeyde pozitif korelasyon gosterdi,
intratiimoral CD8*/FOXP3* oran1t medyan esigine gore ayrilan gruplar arasinda sinirda
anlamli bir sagkalim fark: yaratti ve en 6nemlisi, ¢ok degiskenli Cox analizinde
intratiimoral CD4*/CD8* oran1 yas ve LVI ile birlikte genel sagkalim i¢in bagimsiz bir
prognostik faktor olarak belirlendi; oranin artmasi (CD8" baskinliginin azalmasi) 6liim
riskini ylikseltti. Buna karsin CD4* disindaki tek tek belirte¢lerin (CD8*, FOXP3*) mutlak
degerleri hemen higbir sagkalim sonlanimiyla anlamli iliski vermedi (evre ve derece
disinda).

Asagida bu bulgular sirasiyla (i) IT-PT dagilim farki ve periferik kan
kompartmaniyla iliskisi, (ii) TIL yogunlugu ile tiimdr evresi/invazyonu arasindaki ters
yonlii iligki, (ii1) TIL paterninin prognostik paradoksu ve olasi hiicreler-arasi mekanizmasi,
(iv) CD8/FOXP3 ve CD4/CDS8 oranlarinin bagimsiz prognostik degeri, (v) diger
klinikopatolojik iliskiler ve (vi) yontemsel hususlar bagliklar1 altinda giincel literatiirle
karsilagtirmali olarak ele alinmaktadir.

5.2. Intratiiméral-Peritiimoral Dagilim Farki
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Calismamizda CD8" (p=0,0015) ve FOXP3* (p=0,0182) yogunluklar intratiimoral
bolgede peritiimorale gore anlamli derecede yliksekti; CD4" ise iki kompartman arasinda
anlamli fark gostermedi (p=0,136). Bu 0Oriinti, sitotoksik ve regiilator T hiicre alt
gruplarmin tiimor epiteli icine dogru tercihli bir birikim egiliminde oldugunu, CD4*
yardime1 T hiicrelerinin ise her iki kompartmanda daha homojen dagildiginmi diistindiiriir.

Bu bulgu, TIL'lerin mekansal dagilimimin mutlak yogunluktan bagimsiz prognostik
bilgi tasidigini gdsteren ¢alismalarla uyumludur. Drachneris ve ark., BCG immiinoterapisi
alan non-muskiiler invaziv papiller lirotelyal karsinom hastalarinda CD8" hiicrelerin epitel
veya stroma kompartmanlarindaki mutlak yogunlugunun herhangi bir prognostik etki
gostermedigini, buna karsin epitel-stroma ara yiizii boyunca hesaplanan CD8* yogunluk
gradient'inin (center of mass ve immunodrop) niiks-serbest sagkalim i¢in bagimsiz
prognostik deger tasidigin1 bulmustur.’” de Andrea ve ark. da atezolizumabla tedavi edilen
ileri evre iirotelyal karsinom olgularinda CDS, PD-1, TIM-3 ve LAG-3 ekspresyonunu
tiimdr, stroma ve tiim doku kompartmanlarinda ayr1 ayri ¢oklu kantitatif immiinofloresan
ile degerlendirmis ve yanitla iliskinin kompartmana 6zgii oldugunu gostermistir.’® Chen ve
ark. ise iist iiriner yol iirotelyal karsinomunda PD-L1* immiin hiicreler, stromal PD-1*
TIL'ler ve intratiimdral CD8* TIL'lerin birbirinden farkli kompartmanlarda yer aldigini ve
bunlari birlestiren bir siniflayicinin sagkalimi éngérdiigiinii ortaya koymustur.®® Bu
calismalarm ortak mesaji, IT/PT ayriminin teknik bir ayrit: degil, biyolojik olarak farkl
iki mikrogevreyi (tiimdr epiteli igi vs. gevresi) yansittigidir.*!:60-61

Ote yandan Uluslararas1 TIL Calisma Grubu'nun standardizasyon 6nerilerinde,
tekrarlanabilirlik kaygisiyla stromal TIL degerlendirmesi 6nceliklendirilmekte,
intratiimdral degerlendirmenin daha gii¢ tekrarlanabilir oldugu belirtilmektedir.®? Bu
acidan hem IT hem PT kompartmanlarin ayr1 ayr1 ve sistematik degerlendirilmis olmasi
calismamizin metodolojik bir giiciidiir; ancak intratiimoral sayimlarin gézlemciler arasi
degiskenlige daha acik olabilecegi de goz ardi edilmemelidir.

Bu kompartman temasini periferik dolasima tasiyan veriler de mevcuttur.
Desgrandchamps ve ark., non-kas invaziv mesane kanserinde dolasimdaki CD8* T
hiicrelerinin immiin kontrol noktas1 reseptorii ILT2'yi eksprese eden alt grubunun
(CDS8'ILT2") tiimdr niiksii icin bagimsiz bir prediktif faktdr oldugunu, yiiksek oranli
hastalarda 2 yillik niikssiiz sagkalimm %83'ten %12'ye geriledigini gdstermistir.®*> Bu,
dolasimdaki efektor hiicre havuzunun fonksiyonel/baskilayict durumunun lokal antitiimor

yanitla iligkili oldugunu ve ¢alismamizdaki IT/PT farkinin da periferden tiimor
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mikrogevresine igleyen daha genis bir immiin trafik ekseninin parcasi olabilecegini
diisiindiiriir. Bu nedenle gelecekteki calismalarda periferik kan 6rneklemesinin dokuya
dayal1 IT/PT degerlendirmesine eklenmesi, immiin yanitin kompartmanlar aras1 dinamigini
daha biitiinctil gosterebilir.

5.3. Tiimér Evresi/Invazyonu ile TIL Yogunlugu Arasindaki Ters Yonlii Iliski

Calismamuzin belki de en tartismaya agik bulgusu, CD4* T, CD8* IT ve
FOXP3* IT yogunluklarmin kas invaziv olmayan (pT1a, n=8) olgularda kas invaziv (pT2-
4, n=90) olgulara gbre anlamli sekilde diisiik olmasidir (sirastyla p=0,035; p=0,022;
p=0,018). Bu sonug, "ilerlemis hastalikta immiin infiltrasyonun azaldig1 ve bunun immiin
toleransi/kacgist yansittig1" klasik paradigmaya dogrudan terstir.

Bu paradigmay1 en net temsil eden ¢alisma Jozwicki ve ark.'nin (2016) onciil
serisidir; daha ileri, metastaz yapan, non-klasik diferansiasyon ve daha agresif doku
invazyon tipi (nested/styloid/dispersive) gosteren tiimorlerde CD4*, CD8*, CD20*, CD25*
ve FoxP3* TIL sayilar1 azalmis, diisiik CD4" TIL sayis1 kotii prognozla iliskilenmistir.

4 Ayni1 calismada diisiik TIL sayisi, ileri evre (pT3-pT4), non-klasik diferansiasyon, agresif
invazyon tipi, metastaz varlig1 ve daha yiiksek 6liim riskiyle bir arada goriilmiis ve immiin
tolerans gelisimi olarak yorumlanmistir.** Bizim kohortumuzda ise (intratiimoral
kompartmanda) tam ters yonde bir iliski saptandi; bu klasik "diistik TIL = k&tii prognoz"
cizgisi, kohortumuzda CD4* IT yiiksekliginin niiksle iliskilenmesiyle (p=0,0010)
dogrudan geligir. Jozwicki ve ark.%* yalnizca intratiiméral degerlendirme yapmis ve daha
kiiciik, daha homojen bir kohort kullanmisken, bizim ¢alismamiz hem IT hem PT
kompartmanini ayr1 ayr1 degerlendirmis ve kas invaziv agirlikli, daha heterojen bir kohort
(n=98) icermektedir. Yine de iki ¢alisma ortak bir sonugta bulusur: TIL yogunlugu ile
tiimor agresifligi arasindaki iligki basit, dogrusal ve evrensel degildir; kompartmana, hiicre
alt tipine ve sonlanima gore yon degistirebilir.

Gortiniirdeki bu ¢eliski ¢esitli faktorlerle acgiklanabilir. Birincisi 6rneklem
dengesizligidir: pTla grubumuz yalnizca 8 olgudan olusmakta ve immiin infiltrasyonun
dogal olarak diisiik oldugu erken/yiizeyel lezyonlar1 temsil ediyor olabilir. Ikincisi ve daha
aciklayici olan1, Hassan ve ark.'nin (2023)% gosterdigi bifazik driintiidiir: non-invaziv
(NIUC) ttiimorlerden non-muskiiler invaziv (NMIUC) tiimdrlere gegiste diisiik dereceli
timorlerde CD8* sayis1 anlamli artmis (p=0,045), invaziv tiimorlerde (MIUC) genel
lenfosit say1s1 NIUC'a gore yiikselmis (yiiksek dereceli p=0,005; diisiik dereceli p=0,052);

buna karsin NMIUC'dan MIUC'a gegiste 6zellikle diisiik dereceli tlimorlerde CD8* sayis1
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azalmustir (p=0,052).%° Bizim pT1la—pT2-4 karsilastirmamiz bu egrinin yiikselen kolunu
yakalamistir; immiin infiltrasyondaki artis esas olarak kas invazyonunun kazanildigi
pTla—pT2 gegisinde gerceklesmektedir. Nitekim orta evre (pT2, n=24) ile gergek ileri
evre (pT3-4, n=66) olgular ayrica karsilastirildiginda hi¢bir TIL parametresinde anlamli
fark saptanmamis (tiim p>0,05; Tablo 17), {i¢c gruplu analizde de degerlerin pT2 sonrasi
platoya ulastig1 goriilmiistiir. Bu bulgu, kohortumuzda bifazik 6riintiiniin gerileyen
kolunun bulunmadigini; immiin yeniden sekillenmenin siirekli evre ilerlemesinden ¢ok, kas
invazyonu esigine bagl esik-tipi bir degisim oldugunu diisiindiirmektedir.

Uciincii agiklama "adaptif immiin diren¢" kavramindan gelir. Baras ve ark.
(2016)%, kas invaziv iirotelyal karsinomda TIL yogunlugunun tiimdr PD-L1
ekspresyonuyla giiclii korelasyon gosterdigini ve bunun adaptif immiin direng
mekanizmasiyla uyumlu oldugunu, ancak tiimér hiicresi PD-L1 ekspresyonunun yanitin
anlaml1 bir éngdriiciisii olmadigini bildirmistir; de Andrea ve ark. (2025)® da kontrol
noktas1 molekiillerinin (PD-1, TIM-3, LAG-3) intratiimdral CD8" hiicreler tizerindeki
ekspresyonunu tedavi yanitiyla iligkilendirmistir. Bu ¢er¢evede yiiksek intratiimoral TIL
yogunlugu, mutlaka etkili bir immiin yanit1 degil; tlimoriin immiin baskiyi tetikledigi, PD-
1/PD-L1 ekseni iizerinden kontra-regiilasyon gelistirdigi, aktif ama nihayetinde etkisiz
kalan bir miicadeleyi de yansitryor olabilir. Bu yorum, yiiksek CD4* IT yogunlugunun
niiksle iligkilenmesi ve "Inflamed" paternin paradoksal olarak kotii prognozla
bagdagmastyla tutarlidir.

Periferik kan diizeyinde de benzer bir "daha fazla lenfosit # daha iyi prognoz"
oriintiisii bildirilmistir. Desgrandchamps ve ark. (2018)%, dolasimdaki CD8*ILT2* T hiicre
oranini non-kas invaziv mesane kanserinde niiks i¢in bagimsiz bir prediktif faktor olarak
tanimlamus; yliksek oranli hastalarda 2 yillik niikssiiz sagkalim %12'ye gerilemistir. Bu,
dolasimdaki efektor hiicre fazlaliginin her zaman etkili bir antitiimoéral yaniti
yansitmadigini, aksine bu hiicrelerin tlimére yeterince go¢ edemedigi disfonksiyonel bir
durumu isaret edebilecegini diisiindiiriir ve kohortumuzdaki CD4* IT-niiks iliskisiyle
kavramsal olarak Ortiisiir.

Olkhov-Mitsel ve ark. (2020)%’, MIUC'de sistektomi sonras1 hizli relaps (2 yil
icinde) gelisen hastalarda CD3*, CD4* ve CD8* yogunluklarinin anlamli diisiik, FOXP3'in
ise anlamsiz oldugunu bildirmistir; yazarlar ayrica PD-1 ekspresyonunun yiiksek, KLRB1

ve HLA-DQAT ekspresyonunun diisiik olmasini hizli relapsla iliskilendirerek T hiicre-

aracili immiin kacis1 6ne ¢ikarmistir. Klasik "diisiik TIL = kotii prognoz" ¢izgisini
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dogrudan destekleyen bu sonugla kohortumuzun ters yonii, 6rneklem farkinin 6tesinde
"relaps" tanimiyla da ilgilidir: Olkhov-Mitsel ve ark. yalnizca 2 yil i¢indeki hizli relapsi
incelerken, bizim niiks tanimimiz takip siiresince herhangi bir zamanda gelisen olaylar1
kapsar; bu fark, TIL—prognoz iliskisinin zamana bagli dogasinin iki kohortta farkl
yakalanmis olabilecegini diistindiirtir.

Son olarak, Stakhovskyi ve ark.®®*nim 42 pT2-3NOMO MIUC olgusunda, timorii
infiltre eden CD8*, FOXP3*, CD68* yogunluklarinin ve PD-L1 durumunun sagkalimi
etkilemedigi, buna karsin yiiksek CD163* yogunlugu ve PMN infiltrasyonunun kotii
prognozla iliskili oldugu; olgularin ¢ogunda immiin desert veya immiin excluded TIME
1zlendigi gosterilmistir. Bu tablo, MIUC'de CD8" T hiicrelerinin tiimore penetrasyonunun
veya etkin sitotoksik aktivitesinin ciddi bi¢imde kisitlandigini gdsterir ve bizim "Inflamed
patern = beklenen yonde koruma yok" bulgumuzun tek bir ¢alismaya 6zgii olmadigini
destekler; ayrica PD-L1'in tek basina prognostik biyobelirte¢ sayilmamasi gerektigi
mesajin1 giiclendirir.

5.4. TIL Paterni (Inflamed/Excluded/Desert) ve Prognostik Paradoks

Caligmamizda "Inflamed" patern olgularin %15,4'tinde niiksle iliskiliydi (yedi
niiksiin altis1 bu gruptaydi), "Excluded" paternde ise hi¢ niiks goriilmedi (p=0,031);
sagkalimda da Inflamed patern en yiiksek eksitus oranina (%74,4), Excluded patern en
diisiik orana (%46,9) sahipti (p=0,041). Bu sonug, immiin-onkolojide yerlesik "sicak
(inflamed) tiimdr = olumlu prognoz/immiinoterapi yanit1" paradigmasiyla dogrudan celisir.

Bununla birlikte, mutlak TIL yogunlugunun iirotelyal karsinomdaki prognostik
degeri literatiirde tutarsizdir. Eich ve ark. (2019), non-kas invaziv iirotelyal karsinomun
tiimdr immiin mikrogevresini degerlendirmistir;® bu calismada mutlak CD8* yogunlugunun
klinik sonlanimlarla tutarli bir iliski vermedigi bildirilmistir. Krpina ve ark., soliter diisiik
dereceli non-kas invaziv iirotelyal karsinomda yiliksek CD3* ve CD8* TIL sayisini
(beklenenin aksine) niiksle iligkili bulmustur (CD3* ve CD8" TIL diizeyleri niiks gelisen
grupta anlaml yiiksek; p=0,0001 ve p=0,0002);% bu, bizim "Inflamed = daha fazla niiks"
bulgumuzla dogrudan paraleldir. Almeida Rodrigues ve ark. (2023) {irotelyal
karsinomlarda CDS hiicre yogunlugu, GSK-3p ve PD-L1 ekspresyonunu birlikte
degerlendirmis ve CD8'in tek basina degil, ancak PD-L1/GSK-3 ile birlikte
degerlendirildiginde anlam kazandigini ileri stirmiistiir.”® Baras ve ark. (2016) ise daha

carpict bi¢cimde, neoadjuvan kemoterapi 6ncesi biyopsilerde toplam TIL, CD8" veya Treg
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yogunlugunun tek basina yanitla iligkili olmadigini; yalnizca CD8/Treg oraninin anlamli
prediktif deger tasidigin1 gdstermistir.®®

Bu caligmalarin ortak vurgusu, mutlak hiicre yogunlugunun (ve buna dayali
Inflamed/Excluded/Desert gibi kategorik siniflamalarin) iirotelyal karsinomda her zaman
giivenilir bir prognostik gosterge olmayabilecegi; infiltratin bilesiminin ve islevsel
durumunun (efektor/regiilator dengesi, kontrol noktasi ekspresyonu) en az yogunluk kadar
belirleyici oldugudur. Nitekim kohortumuzdaki siniflama, alttaki hiicresel yogunluklar1
dogru yansitsa da (Tablo 25°deki giiclii ig-tutarlilik, p<0,0001) klinik sonlanim1 beklenen
yonde dngdrmemistir.

Paradoksu mekanistik diizeyde agiklayabilecek en gii¢lii kanit, Liang ve ark.'nin
(2022) st tiriner yol tirotelyal karsinomunda yiiriittiigii tek hiicreli RNA dizileme
calismasidir;’! timérleri bazal ve luminal alt tiplere ayiran yazarlar, immiinosiipresif
makrofajlarin ve tiikkenmis (exhausted) T hiicre alt gruplarinin bazal alt tipte zenginlestigini
ve bunlar arasinda gii¢clenmis etkilesimler bulundugunu, immiinostipresif makrofajlari
yakalayan bir gen imzasinin (Macro-C3 skoru) sonuglari yerlesik alt tiplerden daha iyi
ongordiigiinii gdstermistir.”! Baska bir deyisle "Inflamed" goriiniim, bazi tiimorlerde etkili
bir yanit1 degil, makrofaj kaynakli sinyallerle rekrute edilmis fakat islevsel olarak
baskilanmis bir CD8" popiilasyonunu yansitabilir. Bu model, kohortumuzdaki yiiksek
niiks/eksitus oranlarmni ve CD4* IT-niiks iliskisini agiklayabilecek bir makrofaj—T hiicre
crosstalk mekanizmasi sunar.

Bu mekanizmaya popiilasyon diizeyinde dolayl destek, Lv ve ark.'nin (2020)
TCGA ve GEO kohortlarint CIBERSORT ile analiz ettigi calismadan gelir;”> LASSO ile
belirlenen alt1 prognostik immiin hiicreden M0 makrofaj, M2 makrofaj ve notrofil kot
prognostik (hazard) faktorlerken, CD8" T hiicre ve bellek-aktive CD4* T hiicre koruyucu
bulunmus; yiiksek TIICS skoru daha kétii sagkalimla iliskilenmistir.””> Bu da bizdeki "ileri
evrede artmis intratiimdral T hiicre infiltrasyonu" paradoksunun izole bir lenfosit fenomeni
degil, makrofaj baskin bir myeloid kompartmanla birlikte degerlendirildiginde anlam
kazanan daha genis bir immiin yeniden sekillenmenin pargasi olabilecegini diistindiiriir.

Ouyang ve ark. (2024), iirotelyal mesane karsinomunda tiimor iliskili nétrofillerin
COX-2/PGE?2 ekseni iizerinden kanser hiicrelerinde IDO1 ekspresyonunu artirarak CD8* T
hiicre islevini baskiladigini; yiiksek nétrofil infiltrasyonunun immiin kontrol noktasi
blokajina daha kétii yanit1 ongordiigiinii ve COX-2 inhibitorii selekoksibin ICB etkinligini

artirdigin1 gdstermistir.”> Bu sonug, tek tek CD8 veya FOXP3 yogunluklarinin basarisiz
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kaldig1 yerde oransal gostergelerin sinyal liretmesiyle kavramsal olarak ortiisiir (bkz. 5.5)
ve myeloid-lenfoid dengesinin iirotelyal karsinomda immiin fonksiyonu belirleyen asil
eksenlerden biri olabilecegini destekler.

Bunu MIUC dokusunda dogrudan gosteren Stakhovskyi ve ark., 42 olguluk
kohortlarinda CD8* TIL'in aksine yiiksek CD163* M2-makrofaj yogunlugu ve
polimorfniikleer 16kosit infiltrasyonunun kétii prognozla bagimsiz iliski gosterdigini
bildirmistir.®® Bu, MIUC'de immiin kagisin CD8* yetersizliginden cok M2 makrofaj ve
nétrofil agirhikli dogal immiinite baskinligia dayandigini diisiindiiriir ve Lv ve ark.'nin’?
bulgulariyla tutarlidir. Bu ¢caligsmalarin ortak ¢ikarimi pratik bir 6neriye igaret eder:
kohortumuzdaki paradoksun myeloid kompartmanla baglantisin1 stnamak i¢in, mevcut
IT/PT lenfosit panelinin myeloid belirteglerle (CD68, CD163, PD-L1, IDO1)
genisletilmesi prognostik modelin giiciinii artirabilir.

5.5. CD8"/FOXP3* ve CD4'/CD8" Oranlarimin Bagimsiz Prognostik Degeri:

Calismamizin en tutarli bulgusu, mutlak hiicre yogunluklarinin degil,
sitotoksik/regiilatér T hiicre oranlarinin prognostik deger tasimasidir. Peritlimoral
CD8*/FOXP3* oran1 genel sagkalimla anlamli pozitif korelasyon gosterdi (r=0,21;
p=0,041), intratiimdral CD8*/FOXP3* oran1 medyan-split Kaplan-Meier analizinde sinirda
anlaml bir ayrim yaratt1 (30 ay vs 16 ay; p=0,052) ve intratiimoéral CD4*/CD8" oran1 ¢ok
degiskenli Cox analizinde yas ve LVI ile birlikte bagimsiz prognostik faktor ¢ikti
(HR=1,312; %95 GA 1,006-1,710; p=0,0448).

Horn ve ark. (2015), 149 hastalik invaziv mesane kanseri kohortunda tek tek
belirteclerin (CD3, CD8, FOXP3, CD45R0) hi¢birinin sagkalimla iliskili olmadigini, buna
karsilik FOXP3/CD3 (HR=1,29; p=0,016) ve FOXP3/CD8 oraninin (HR=1,32; p=0,013)
daha kisa sagkalimla iligkili oldugunu ve FOXP3/CD8'in pT-pN i¢in diizeltilmis analizde
bagimsizligini1 korudugunu (HR=1,32; p=0,018) bulmustur.'’ Onlarm yiiksek FOXP3/CDS8
ile kotii prognoz iliskisi, bizim yiiksek CD8/FOXP3 ile iyi prognoz bulgumuzla ayni
biyolojik yondedir; oran yalnizca ters ¢evrilmistir. Sun ve ark. (2023) da 64 invaziv olguda
invaziv kenarda FoxP3* TIL'i bagimsiz kotii prognostik faktoér bulmus (HR=10,11;
p=0,006) ve CD4-yiiksek/CD8-yiiksek fenotipte olumlu prognoz egilimi gézlemistir;* bu,
bizde CD4/CD8 orani yiikseldik¢e (CD8 baskinligi azaldik¢a) prognozun kotiilesmesiyle
yon bakimindan uyumludur. Benzer bir oran sinyali iirotelyal karsinom disinda da goriiliir:
Sheu ve ark. (1999), serviks karsinomunda tiimorii infiltre eden lenfositlerde CD4/CD8

oraninin tersine donmesini (CD8 lehine) hizli tiimor biiyiimesi ve lenf nodu metastaziyla
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anlaml bigimde iligkilendirmistir,”* yani CD8 baskinlig1 farkli tiimérlerde tekrarlayan bir
imza olarak karsimiza cikar.

Burada dikkat edilmesi gereken biyolojik karmasiklik, FOXP3'iin gercek regiilator
T hiicrelerini mi yoksa aktive efektor hiicreleri mi isaretledigidir. Winerdal ve ark. (2011),
37 kas invaziv olguda FOXP3* TIL infiltrasyonunun beklenmedik bi¢imde daha 1yi
sagkalimla, tiimor hiicrelerindeki FOXP3 ekspresyonunun ise kotii sagkalimla iliskili
oldugunu bulmus; bunu, insan T hiicrelerinde FOXP3'lin aktivasyon sirasinda gegici
yiikselmesiyle, yani FOXP3* TIL'lerin bir kisminin ger¢ek Treg degil aktive efektor hiicre
olabilecegiyle aciklamistir.* Bizim kohortumuzda FOXP3* yogunlugunun tek basina higbir
sagkalim sonlanimiyla iligki géstermemesi (Tablo 29) bu ikili dogayla baglantili olabilir;
FOXP3'lin Treg-baghiligin1 epigenetik yontemlerle (promoter demetilasyonu) veya ek
yiizey belirtecleriyle (CD25, CD127, Helios) dogrulamak bu belirsizligi giderebilir.

Tekil yogunluklarin yetersiz kaldigi, oran ya da kompozit gostergelerin 6ne ¢iktigi
bu oriintii farkli yontemlerde de tekrarlanir. Baras ve ark. (2016), neoadjuvan kemoterapi
oncesi toplam TIL, CD8* veya Treg yogunlugunun tek basina yanitla iliskili olmadigini;
yalmzca CD8/Treg oraninin prediktif deger tagidigini gdstermistir.®® Holm ve ark. (2022),
atezolizumab alan metastatik hastalarda klinik yanit1 belirleyenin neoantijen-reaktif CD8*
T hiicrelerinin (NART) mutlak frekans1 degil, sayica ¢esitlenmesi ve fenotipik kalitesi
(PD-1"Ki67" efektdr fenotip, yiiksek CD39) oldugunu gdstermistir.”> Luo ve ark. (2020)
alt1 proteinlik kompozit bir risk skorunun bagimsiz prognostik deger tasidigini,’® Elias ve
ark. (2026) ise bir B hiicresi—-CD8 T hiicresi gen imzasinin (B8T) tekil belirteclerden daha
giiclii prognostik/prediktif deger tasidigimi bildirmistir.”” Biitiin bu ¢alismalarda oldugu
gibi bizde de CDS8, CD4 veya FOXP3 yogunluklari tek basina sinyal {iretmezken oranlari
tiretti; prognostik gii¢ tekil belirtecten ¢ok birlikte degerlendirilen kompozisyonda
toplanmaktadir.

Ayni sonug tek tek hiicre sayimi yapan iirotelyal serilerde de dogrulanir. Eich ve
ark. (2019), NMIUC'de tek basina CD8" veya FOXP3"'in klinik sonlanimla tutarl iligki
vermedigini;® Tsai ve ark., 73 yiizeysel olguda FOXP3* TIL'in tek degiskenli analizde
progresyonla iliskiliyken ¢ok degiskenli analizde bagimsizligini yitirdigini’® bulmustur.
Buna karsilik Sharma ve ark. (2007), 69 olguda intratiimoral CD8* TIL >8 olan kas invaziv
hastalarda medyan DFS'i 52 ay, <8 olanlarda 13 ay bulmus (P<0,001); ancak bu iligki
yalnizca kas invaziv hastalikta gegerli olup evreyle anlamli etkilesim gostermistir

(P=0,04).® Yani mutlak CD8" sayis1 bile ancak evreye dzgii kosullarda anlam
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kazanmaktadir. Onlarin aksine bizde intratiimoral CD8" tek basina anlamli ¢ikmadi; sinyali
oranlar tagidi, dolayisiyla CD8" TIL'in degeri Treg baskisindan bagimsiz
degerlendirilemez.

Iki kompartman ve iki belirteci birlestiren yaklasimin iistiinliigiinii en agik gdsteren
calisma, Teke ve ark.'nin (2020)° bobrek hiicreli karsinomda gelistirdigi "Immiinolojik
Profil (IP)" skorudur: peritiimoral ve intratimoral CD8"/FoxP3* hiicreler birlikte
skorlandiginda IP-gii¢lii hastalarda 5 yillik OS %100, IP-zayifta %62,5 bulunmus
(P=0,006) ve IP-zayif, TNM'den bagimsiz kotii PFS 6ngoriiciisii olmustur (HR=8,64;
P=0,042); oysa tek basina intratiméral CD8", FoxP3* veya CD8/FoxP3 orani anlaml
degildi. Immiinoterapi baglaminda Sakatani ve ark. (2022), pembrolizumab alan 26 ileri
evre hastada yiliksek CD8" TIL'i olumlu objektif yanit ve daha uzun sagkalimla (OS igin
HR=0,17; p=0,0034) iliskili bulurken, diisiik CD8*/diislik IFN-y birlikteligini ("soguk"
fenotip) kotii prognozla iliskilendirmis; PD-L1' ise higbir sonlanimla iligkili bulmamistir.”
Tiim bu ¢aligmalar bizim bulgumuzla ayn1 yondedir: mutlak yogunluklar yetersiz kalirken
peritiimdral CD8/FOXP3 ve intratiimoral CD4/CD8 oranlar1 gibi kompozit/oransal
gostergeler tutarli prognostik sinyal tiretmektedir.

5.6. Diger Klinikopatolojik Parametrelerle iliskiler

Tiumor derecesi ile iligskide peritiimoral CD4* yogunlugu diisiik dereceli olgularda
yuksek, intratlimoral FOXP3* ise yiiksek dereceli olgularda fazla bulundu (n=3 diisiik
dereceli olgu ile sinirli giigte). Bu, Almeida Rodrigues ve ark.'nin (2023)7° yiiksek dereceli
tiimorlerde CD8/GSK-3B/PD-L1 ekspresyonunu ve Hassan ve ark.'nin (2023)% nétrofil
sayist ile NLR'nin arttigin1 gosteren bulgulariyla ayni temaya isaret eder: yiiksek dereceli
tiimdrler sayica daha fazla degil, niteliksel olarak daha "dengesiz" (kontrol noktas1 ve Treg
ekspresyonu artmis, NLR yiiksek) bir mikrogevreye sahip olabilir.

Lenfovaskiiler invazyonda Desert paterninin en yiiksek LVI pozitifligine (%81,5)
sahip olmasi, J6zwicki ve ark.'nin (2016)* agresif invazyon tipindeki
(nested/styloid/dispersive) tiimorlerde CD8*, CD20*, CD25" ve FoxP3* TIL'leri anlaml1
diisiik bulmasiyla yon bakimindan tutarlidir; ve diisiik immiin infiltrasyonun lokal agresif
biiyiimeyle birlikte seyrettigini gosterir. Liang ve ark. (2022)! ise agresif bazal alt tipte
immiinosiipresif makrofajlarin ve tilkkenmis (exhausted) CD8" T hiicre alt gruplarinin
zenginlestigini ve aralarindaki etkilesimlerin giiglendigini gdstermistir. iki bulgu birlikte,
agresif fenotipte immiin hiicrelerin yalnizca sayica azalmadigini, mevcut hiicrelerin

islevsel olarak da baskilanabilecegini diisiindiiriir.
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Buna karsilik pN durumu ve metastaz/progresyon ile hi¢bir TIL parametresi
anlaml iliski gdstermedi; bu, Jozwicki ve ark.'nin® metastatik tiimorlerde TIL
yogunlugunu diisiik bulan sonucuyla ortiismez. Fark, olay sayisindaki kisithilikla
(metastaz+ n=28) aciklanabilecegi gibi, kohortumuzun zaten agirlikli ileri evre/yiiksek
dereceli olgulardan olugsmasinin (Tablo 8) evreler-arasi TIL farklarini saptama giiciinii
azaltmasindan da kaynaklanabilir. Benzer bir gii¢c sorunu Papadopoulou ve ark.nin
(2022)%° platin bazli kemoterapi alan iirotelyal kohortunda da gériiliir: PD-L1 ekspresyonu
CDS8 ve genel TIL yogunluguyla pozitif korele bulunmus (5.3'teki adaptif immiin direng
cercevesini destekler), ancak ne DDR mutasyonlari, ne TIL, ne PD-L1/CDS, ne de alt tip
sagkalimla anlamli iliski gdstermistir. Bizde CD4/CD8_IT oranimin anlamliligin1 yitirmesi
gibi (bkz. 5.5, 5.7), orta biiylikliikteki tek merkezli irotelyal kohortlar TIL/PD-L1 temelli
sagkalim analizlerinde sistematik olarak sinirli giicle karsilagsmakta; alan, cok merkezli ve
daha biiyiik 6rneklemli dogrulamaya ihtiya¢ duymaktadir.

Subtip ile peritimoral FOXP3 arasinda saptadigimiz ters iligki (Tablo 23), Phé ve
ark.'nin (2015)% bildirdigi bulgularla kismen celisebilir. Fark, iki calismanin farkli
popiilasyon ve kompartman tanimlarini yansitiyor olabilir: bizim subtip+ grubumuz n=8 ile
siirli olup nested, mikropapiller ve plazmasitoid gibi skuamoz dis1 subtipleri de icerir. Bu
nedenle bulgu kiiciik grup giiciiyle ihtiyatla yorumlanmali ve skuaméz diferansiasyonun
ayr1 ele alinacagi daha biiylik kohortlarda dogrulanmalidir.

Standart PD-L1'in 6tesindeki kontrol noktas1 molekiillerinin degeri iki ¢alismada
belirginlesir. Tsai ve ark.’®, 308 hastalik transkriptom analizinde CD276 (B7-H3) ve TIM-
3 ekspresyonunun ileri evre ve kotii prognozla iliskili oldugunu (mortalite i¢in HR sirasiyla
3,5 ve 5,5), kombine yliksek ekspresyonun evre ve dereceden bagimsiz en yiiksek mortalite
riskini 6ngordiigiinii gostermis; PD-L1, PD-1 ve CTLA-4"in ise sagkalimla anlamli iligki
vermedigini bulmustur. Ayni calismada’® erken evre tiiméorler "soguk" (az CD8/Treg
infiltrasyonlu) iken, ge¢ evre tiimorlerin yaklasik %30'unda yiiksek CD8* infiltrasyona
yuksek PD-1 ve FOXP3 ekspresyonunun eslik etmesi, bizim "Inflamed patern =
paradoksal kotii prognoz" gozlemimize mekanistik boyut katar: ge¢ evredeki yiiksek CD8*
TIL, etkin aktiviteden ¢ok tiikenmis/baskilanmig bir fenotipi yansitiyor olabilir.

Zhong ve ark.®?, 251 hastalik UTUC serisinde (3 bagimsiz kohort) timor
hiicresinde yiiksek IDO1 ekspresyonunu kotii genel ve hastaliksiz sagkalimla
iligkilendirmis; IDO1-yiiksek tiimdrlerde CD4*, CD8" ve Foxp3* T hiicre infiltrasyonu ile

Foxp3/CDS8 oraninin arttigini, yani IDO1'in immiinoevazif bir kontekstle birlikte
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seyrettigini gostermistir. Her iki calismada da PD-L1 tek basina sagkalimla iligkisizken
alternatif kontrol noktalar1 (CD276, TIM-3, IDO1) gii¢lii bagimsiz deger tasimistir; bizde
de mutlak CD8/FOXP3 yetersiz kalirken efektor/regiilator dengesi sinyal iirettiginden,
gelecekteki ¢aligmalarda bu molekiillerin PD-L1'e ek olarak degerlendirilmesi
mikrogevrenin daha kapsamli karakterizasyonuna katki saglayabilir.

5.7. Yontemsel Hususlar ve Sinirhliklar

Uluslararas1 TIL Calisma Grubu'nun (ITWG) standardize morfolojik degerlendirme
onerileri cergevesinde,®? ¢alismamzin TIL'leri hem intratiimdral hem peritiiméoral
kompartmanda ayr1 ayr1 ve standardize bir protokolle degerlendirmis olmas1 metodolojik
bir glictiir. Ancak ayni1 ¢er¢evenin vurguladigi gibi, gorsel TIL degerlendirmesinde belirli
bir gézlemciler-arasi degiskenlik kaciilmazdir ve 6zellikle intratiimoral/diisiik stromal
icerikli alanlarda ayn1 yogunluk farkli algilanabildiginden, intratiimdral degerlendirmenin
tekrarlanabilirligi stromal degerlendirmeye gore daha kisith olabilir; bu, IT/PT
karsilastirmalarimizi yorumlarken akilda tutulmalidir.

Diger baslica sinirliliklar sunlardir: (i) baz1 alt grup analizlerinin (niiks n=7, diisiik
dereceli n=3, subtip n=8) diisiik 6rneklem nedeniyle kesifsel diizeyde kalmasi, (i1) cok
degiskenli Cox modellerinde olay sayisinin sinirlt olusunun (n=63) model se¢imine
duyarlilik yaratmasi (Model A'da anlaml1 olan CD4/CD8_IT oraninin Model B'de
anlamliligin yitirmesi), (ii1) tek merkezli, kesitsel-retrospektif tasarimin nedensel ¢ikarimi
sinirlamasi. Bu kisitliliklar, Horn ve ark. (2015) ile Baras ve ark.'nin (2016) da vurguladigi,
alandaki ortak bir metodolojik sorunu yansitir: orta biiytikliikteki tek merkezli tirotelyal
kohortlar, tekil belirtegler yerine oran/kompozit géstergeler anlam tasisa bile, sagkalim
analizlerinde sinirl istatistiksel giicle karsilagmaktadr.'%6®

Giincel literatiir yontemsel agidan da yeni olanaklar sunmaktadir. Xie ve ark., kas
invaziv yliksek dereceli iirotelyal karsinomda CD8, FOXP3 ve Granzyme B'yi ayn1 anda
degerlendiren {i¢ kromojenli bir multipleks IHC (mIHC) assay1 gelistirmis ve dijital
goriintii analiziyle (QuPath) tekli boyama ile multipleks boyama ve manuel ile dijital sayim
arasindaki uyumu degerlendirmistir.®> Bu yaklasim siirl biyopsi materyalinde birden
fazla belirteci es zamanl degerlendirmeye ve hiicreler aras1 mekansal iligkileri korumaya
olanak tanir; bizim yogunluk sayimlarimizdaki olas1 gbzlemciler arasi degiskenlik
diistintildiiginde, mIHC + dijital analiz kombinasyonu gelecekteki prospektif caligmalarda

standardizasyona katki saglayabilir. Xie ve ark.'min®* CD8/Granzyme B/FOXP3 panelini
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bir immiin-onkoloji biyobelirteg is akisi olarak konumlandirmasi da, bizim 6nerdigimiz
cok belirtecli kompozit yaklasimla ayni dogrultudadir.

Yontem cesitliligi bu noktada genisletilebilir. Liang ve ark.'nin (2022) tek hiicreli
RNA dizilemesi, IHC tabanli yogunluk 6l¢iimiiniin yakalayamadig1 hiicresel heterojenligi
(6rn. ayn1 CD8" popiilasyonundaki tiikenmis/aktive alt kiimeler) ve hiicreler-arasi iletisim
aglarni ortaya koyabilir;”' Holm ve ark.'nin (2022) DNA barkod-etiketli pMHC multimer
teknolojisi ise periferik kanda antijen-spesifik T hiicre yanitlarinin boyut ve fenotipini es
zamanli izleyebilir.” Bu yontemlerin standart IHC paneline eklenmesi, 6zellikle "yiiksek
yogunluk ama kétii prognoz" paradoksunun mekanistik temelini aydinlatmak igin yararlh
olacaktir. Ayrica Desgrandchamps ve ark.'min (2018)% gésterdigi periferik kan—doku
ekseni 1s1¢1nda, preoperatif periferik kan lenfosit profilinin doku TIL degerlendirmesine
eklenmesi hem daha az invaziv bir prognostik ara¢ gelistirmeye hem de immiin hiicre
trafiginin daha iyi anlagilmasina katki saglayabilir.

Bir diger siirlilik, kohortun neoadjuvan/preoperatif tedavi dykiisii agisindan
homojen olmamasidir; olgularin yaklasik yaris1 (n=44) sistemik platin bazl1 kemoterapi
(n=32) veya intravezikal BCG dahil preoperatif tedavi (n=12) almistir. Sisplatin bazli
tedavi ve BCG, immiinojenik hiicre 6liimii ve lokal immiin aktivasyon yoluyla timor
mikrogevresini ve TIL kompozisyonunu degistirebilir. Bu nedenle yiiriitiilen duyarlilik
analizinde (Tablo 34, Tablo 36), tedavi alan olgularla tedavi-naif olgular tiim TIL
parametreleri agisindan karsilastirildi. Hem genis tanimda (her tiir preoperatif tedavi, n=44
vs 54) hem de yalnizca sistemik kemoterapinin esas alindigi kat1 tanimda (n=32 vs 54)
gruplar arasindaki tek anlaml fark CD4* kompartmanindaydi (peritiimoral CD4* p=0,041;
intratiimoral CD4* p=0,035); buna karsin CD8" ve FOXP3* yogunluklari, CD8*/FOXP3*
ve (bu ¢aligmada bagimsiz prognostik deger tasiyan) intratiimdral CD4*/CD8" orani ile TIL
paterni dagilimi tedavi durumundan etkilenmedi (tiim p>0,05). Bu, ¢aligmanin temel
prognostik gostergelerinin tedavi heterojenliginden biiyiik 6l¢iide bagimsiz oldugunu

desteklemekle birlikte, CD4* yogunluguna dayali yorumlarin tedavi durumu g6z 6niinde

bulundurularak degerlendirilmesi gerektigini gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, agirlikli olarak kas invaziv (%91,8 pT2-4) ve yiiksek
dereceli (%96,9) 98 mesane invaziv tirotelyal karsinom olgusunda CD4*, CD8" ve FOXP3*
tiimori infiltre eden lenfositlerin (TIL) intratiimdral ve peritiimdral dagilimi ile bunlardan
tiiretilen oranlarin (CD8*/FOXP3*, CD4*/CD8*, CD4*/FOXP3*) klinikopatolojik
parametreler ve genel sagkalim ile iligkisi aragtirtlmistir. Elde edilen baslica sonuglar ve
bunlara dayanan Oneriler agagida 6zetlenmistir.

Sitotoksik (CD8*) ve regiilator (FOXP3*) T lenfositlerin yogunlugu intratiimoral
bolgede peritiimoral bolgeye gore anlamli sekilde daha yiiksek bulunmus (sirastyla
p=0,0015 ve p=0,0182), CD4* yardimc1 T lenfositler ise iki kompartman arasinda benzer
dagilim gdstermistir. Bu bulgu, intratiimoral ve peritiimoral bolgelerin biyolojik olarak ayri
iki immiin mikrogevreyi temsil ettigini ve TIL degerlendirmesinin bu iki kompartmanin
ayr1 ayr1 ele alinmasiyla daha bilgilendirici hale geldigini ortaya koymaktadir.

Calismanin en dikkat ¢ekici sonucu, klasik “yiiksek TIL = erken evre/iyi
prognoz” varsayiminin bu kohortta desteklenmemis olmasidir. intratiimdral CD4*, CD8*
ve FOXP3* yogunluklari kas invaziv olmayan (pT1a) olgularda kas invaziv (pT2-4)
olgulara gore anlamli sekilde daha diisiik saptanmis (sirasiyla p=0,035; p=0,022; p=0,018);
yiiksek intratiimdral CD4* yogunlugu niiks ile iliskili bulunmus (p=0,0010); “Inflamed”
TIL paterni ise en yiiksek niiks (p=0,031) ve en yiiksek mortalite (%74,4; p=0,041)
oranlartyla iligkilenmistir. Bu paradoksal oriintii, yiiksek intratiimoral infiltrasyonun her
zaman etkin bir antitiimoral yanit1 yansitmayabilecegini; adaptif immiin direng, T hiicre
tiikkenmesi (exhaustion) ve myeloid kaynakli immiinosiipresyon gibi mekanizmalarla
islevsel olarak baskilanmig bir immiin infiltrat: da temsil edebilecegini diisiindiirmektedir.

Buna karsilik, mutlak hiicre yogunluklarinin aksine, sitotoksik/regiilatoér T hiicre
dengesini yansitan oranlar tutarli ve bagimsiz prognostik bilgi tasimistir. Peritiimdral
CD8*/FOXP3* oran1 genel sagkalimla anlamli pozitif korelasyon gostermis (r=0,21;
p=0,041), intratimoéral CD8"/FOXP3* oran1 medyan esigine gore ayrilan gruplar arasinda
sinirda anlaml bir sagkalim farki yaratmis (30 aya kars1 16 ay; p=0,052) ve en 6nemlisi,
intratiimoral CD4*/CD8* oran1 ¢cok degiskenli Cox regresyon analizinde yas ve
lenfovaskiiler invazyon ile birlikte genel sagkalim i¢in bagimsiz bir prognostik faktor
olarak dogrulanmistir (HR=1,312; p=0,0448). Bu sonug¢, CD8* baskinliginin (diisiik
CD4*/CD8* orani) daha iyi sagkalimla iliskili olabilecegine isaret etmektedir. Ancak s6z
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konusu bagimsizligin farkli kovaryatlarin dahil edildigi modelde (Model B) kaybolmasi
(p=0,122), bulgunun sinirli olay sayisina (n=63) bagl1 istatistiksel gii¢ kisitlilig1
cercevesinde ihtiyatla yorumlanmasi gerektigini géstermektedir.

Klasik klinikopatolojik degiskenler arasinda ileri yas (HR=1,058; p=0,0025) ve
lenfovaskiiler invazyon varligi (HR=2,324; p=0,0087) genel sagkalim i¢in gii¢lii ve
bagimsiz risk faktorleri olarak belirlenmistir. TIL paterni ile lenfovaskiiler invazyon
arasinda anlaml iligki saptanmis; Desert paterninde lenfovaskiiler invazyon pozitifligi en
yiiksek oranda (%81,5; p=0,0059) izlenerek diisiik immiin infiltrasyonun agresif lokal
biiylime paternleriyle birlikte seyrettigi gosterilmistir. Buna karsilik tek tek mutlak TIL
yogunluklarinin lenf nodu metastazi, lenfovaskiiler invazyon, perinoral invazyon ve uzak
metastaz ile anlamli bir iliskisi izlenmemistir.

Biitiin olarak degerlendirildiginde bu ¢aligsma, invaziv mesane iirotelyal
karsinomunda prognostik giiciin tek bir belirtecin mutlak yogunlugunda degil, immiin
infiltratin bilesiminde ve sitotoksik/regiilator dengesinde yattigini; immiin
degerlendirmenin oran/kompozit temelli ve ¢ok kompartmanli (intratiimoral + peritiimdral)
bir yaklasimla yapilmasinin prognostik degeri artirabilecegini desteklemektedir.

Bu sonuglar 1s181nda agagidaki oneriler gelistirilmistir:

(i) Invaziv iirotelyal karsinomda TIL temelli prognostik degerlendirmelerde, tek tek mutlak
yogunluklar yerine ya da bunlarin yani sira sitotoksik/regiilatdr dengesini yansitan oransal
gostergelerin (CD8*/FOXP3*, CD4*/CD8") oncelikli olarak kullanilmasi énerilir.

(i1) Lenfoid panelin myeloid belirteglerle (CD68, CD163, PD-L1, IDO1 ve nétrofil
belirteci CD66b) genisletilmesi, bu ¢alismada gozlenen “yiiksek infiltrasyon—katii
prognoz” paradoksunun altinda yatabilecek myeloid kaynakli immiinosiipresyon
mekanizmalarmin test edilmesine olanak saglayacaktir.

(ii1) FOXP3" hiicrelerin gergek regiilatdr T hiicresi mi yoksa aktive efektdr T hiicresi mi
oldugunun ek yiizey belirtegleri (CD25, CD127, Helios) veya epigenetik yontemlerle
(FOXP3 promoter demetilasyon analizi) dogrulanmasi, FOXP3 temelli sonuglarin
yorumlanmasindaki belirsizligi azaltacaktir.

(iv) Multipleks immiinohistokimya (mIHC) ve dijital goriintli analizi (6r. QuPath)
yontemlerinin kullanilmasi, 6zellikle intratiimdral sayimlarda gézlemciler arasi
degiskenligi azaltarak standardizasyona ve hiicreler arasi mekansal iligkilerin korunmasina

katk1 saglayabilir.
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(v) Standart PD-L1 degerlendirmesinin 6tesinde, prognostik degeri giiclii bildirilen
alternatif immiin kontrol noktasi molekiillerinin (CD276/B7-H3, TIM-3) degerlendirmeye
eklenmesi diisiiniilmelidir.

(vi) Preoperatif periferik kan lenfosit profilinin doku temelli TIL degerlendirmesine
eklenmesi, hem daha az invaziv bir prognostik ara¢ gelistirilmesine hem de immiin hiicre
trafiginin kompartmanlar aras1 dinamiginin daha iyi anlasilmasina katkida bulunabilir.
(vil) Calismanin tek merkezli, retrospektif tasarimi ve bazi alt gruplardaki sinirli olgu
sayist (niiks n=7, diisiik dereceli grup n=3, subtip n=8) g6z 6niinde bulunduruldugunda,
elde edilen bulgularin ¢ok merkezli, daha biiyiik 6rneklemli ve ileriye doniik (prospektif)

calismalarla dogrulanmas1 gerekmektedir.
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7. OZET

Mesanenin Invaziv Urotelyal Karsinomlarinda Tiimérii infiltre Eden Lenfositlerin
Intratiiméral ve Peritiiméral Dagilim fle Iimmiin Fenotipinin Prognostik Onemi
Amac: Bu ¢alismada, invaziv mesane tlirotelyal karsinomunda CD4*, CD8" ve FOXP3*
tiimori infiltre eden lenfositlerin (TIL) intratiimdral ve peritiiméral dagilimi ile bunlardan
tiiretilen oranlarin (CD8*/FOXP3*, CD4*/CD8") klinikopatolojik parametreler ve genel
sagkalim ile iligkisinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

Gereg ve Yontem: Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi'nde 2018-2024 yillar1 arasinda
radikal sistektomi uygulanmis ve invaziv iirotelyal karsinom (pT1-pT4) tanis1 almis 98
olgu retrospektif olarak degerlendirildi. Olgulara ait parafin bloklara CD4, CD8 ve FOXP3
immiinohistokimyasal boyamalar1 uygulanarak intratiméoral ve peritiimdral bolgelerdeki
pozitif lenfosit yogunluklar: (hiicre/biiytlik biiyiitme alani) iki patolog tarafindan bagimsiz
olarak degerlendirildi; CD8"/FOXP3* ve CD4*/CD8* oranlar1 hesaplandi. TIL dagilimi
ayrica Inflamed/Excluded/Desert paterni olarak siiflandirilds. Istatistiksel analizlerde
Mann-Whitney U, Kruskal-Wallis, Ki-kare, Spearman korelasyon, Kaplan-Meier (Log-
rank) ve Cox regresyon testleri kullanildi; p<0,05 anlamli kabul edildi.

Bulgular: Olgularin yas ortalamasi 58,9£8,5 olup %86,7'si erkek, %96,9'u yiiksek dereceli
ve %91,8'1 kas invaziv evrede idi. Medyan takip stiresi 24 ay, medyan genel sagkalim 16
ay olarak hesaplandi. CD8* (p=0,0015) ve FOXP3* (p=0,0182) yogunluklar1 intratiimdral
bolgede peritiiméral bdlgeye gore anlaml sekilde yiiksekti. Intratiimdral CD4*, CD8* ve
FOXP3* yogunluklari kas invaziv olmayan olgularda kas invaziv olgulara gore anlaml
derecede daha diisiik bulundu (sirastyla p=0,035; p=0,022; p=0,018). Intratiimoral CD4*
yogunlugu niiks gelisen olgularda anlamli sekilde yiiksekti (p=0,0010) ve inflamed patern
en yliksek niiks (p=0,031) ile mortalite (p=0,041) oranlariyla iliskiliydi. Peritiimoral
CD8*/FOXP3* oran1 genel sagkalimla pozitif korelasyon gdsterdi (r=0,21; p=0,041). Cok
degiskenli Cox regresyon analizinde yas (HR=1,058), lenfovaskiiler invazyon (HR=2,324)
ve intratiimoral CD4*/CD8* oran1 (HR=1,312; p=0,0448) genel sagkalim i¢in bagimsiz
prognostik faktorler olarak belirlendi. Tek tek mutlak TIL yogunluklarinin lenf nodu
durumu, lenfovaskiiler invazyon, perinoral invazyon ve metastaz ile anlamli iliskisi
saptanmadi.

Sonug: Invaziv mesane iirotelyal karsinomunda tek tek mutlak TIL yogunluklar: tutarl bir

prognostik deger tasimazken, sitotoksik/regiilator T hiicre dengesini yansitan oranlar
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(0zellikle intratiimdral CD4*/CD8" ve peritiimdral CD8*/FOXP3* oranlar1) bagimsiz
prognostik bilgi saglamig; CD8" baskinlig1 daha iyi sagkalimla iliskili bulunmustur. Bu
bulgular, iirotelyal karsinomda immiin degerlendirmenin tek belirte¢ yogunlugundan ¢ok,
oran/kompozit temelli ve ¢ok kompartmanli yaklagimlara dayanmasi gerektigini
desteklemektedir.

Anahtar Sozciikler: Mesane iirotelyal karsinomu, tliimorii infiltre eden lenfositler, CDS,

FOXP3, CD4/CD8 orani, immiin fenotip, prognoz
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8. SUMMARY

The Prognostic Significance of the Intratumoral and Peritumoral Distribution and
Immune Phenotype of Tumor-Infiltrating Lymphocytes in Invasive Urothelial

Carcinomas of the Bladder

Objective: This study aimed to determine the relationship between the intratumoral and
peritumoral distribution of CD4*, CD8*, and FOXP3* tumor-infiltrating lymphocytes
(TILs) [together with the ratios derived from them (CD8*/FOXP3*, CD4"/CD8")] and
clinicopathological parameters and overall survival in invasive urothelial carcinoma of the
bladder.

Materials and Methods: Ninety-eight patients who underwent radical cystectomy at
Kocaeli University Faculty of Medicine between 2018 and 2024 and were diagnosed with
invasive urothelial carcinoma (pT1-pT4) were evaluated retrospectively. CD4, CDS, and
FOXP3 immunohistochemical staining was performed on the patients' paraffin blocks, and
the densities of positive lymphocytes (cells/high-power field) in the intratumoral and
peritumoral regions were assessed independently by two pathologists; the CD8*/FOXP3*
and CD4*/CDS8" ratios were calculated. The TIL distribution was additionally classified as
an Inflamed/Excluded/Desert pattern. The Mann-Whitney U, Kruskal-Wallis, chi-square,
Spearman correlation, Kaplan-Meier (log-rank), and Cox regression tests were used for
statistical analyses; p<0.05 was considered significant.

Results: The mean age of the patients was 58.9+8.5 years; 86.7% were male, 96.9% had
high-grade tumors, and 91.8% were at the muscle-invasive stage. The median follow-up
was 24 months, and median overall survival was 16 months. CD8" (p=0.0015) and
FOXP3* (p=0.0182) densities were significantly higher in the intratumoral region than in
the peritumoral region. Intratumoral CD4"*, CD8*, and FOXP3* densities were significantly
lower in non-muscle-invasive cases than in muscle-invasive cases (p=0.035, p=0.022, and
p=0.018, respectively). Intratumoral CD4" density was significantly higher in patients who
developed recurrence (p=0.0010), and the Inflamed pattern was associated with the highest
rates of recurrence (p=0.031) and mortality (p=0.041). The peritumoral CD8*/FOXP3*
ratio showed a positive correlation with overall survival (r=0.21; p=0.041). In multivariate
Cox regression analysis, age (HR=1.058), lymphovascular invasion (HR=2.324), and the
intratumoral CD4*/CD8* ratio (HR=1.312; p=0.0448) were identified as independent

prognostic factors for overall survival. No significant association was found between
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individual absolute TIL densities and lymph node status, lymphovascular invasion,
perineural invasion, or metastasis.

Conclusion: While individual absolute TIL densities did not carry consistent prognostic
value in invasive urothelial carcinoma of the bladder, ratios reflecting the
cytotoxic/regulatory T-cell balance (particularly the intratumoral CD4*/CD8"* and
peritumoral CD8*/FOXP3* ratios) provided independent prognostic information, with
CD8" predominance associated with better survival. These findings support the view that
immune assessment in urothelial carcinoma should rely on ratio-/composite-based and
multi-compartment approaches rather than on the density of a single marker.

Key Words: Bladder urothelial carcinoma, tumor-infiltrating lymphocytes, CD8, FOXP3,
CD4/CDS ratio, immune phenotype, prognosis
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