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OZET

Malign mezotelyoma %90 plevra olmak {iizere, periton, perikardin serdz
yiizeylerinden ve nadiren tunika vajinalisten gelisen bir tiimordiir. Malign plevral
mezotelyoma etyolojisinde bilinen en énemli faktorler; asbest veya erionit lifleri ile
temastir. Malign mezotelyoma ii¢ temel histolojik formda goriiliir: epiteloid,
sarkomatoid veya mikst (bifazik). Malign mezotelyoma hastalarinin uzun stireli
sagkalim orani kotiidiir. Bu durum immiin kontrol noktalarini1 bloke eden antikorlar

gibi yeni tedavi yontemlerini arastirmaya yonlendirmistir.

Immiin kontrol noktalar;, otoimmiiniteden kacinmak ve doku hasarini
onlemek icin bagisiklik sistemini kontrolden sorumludur. CTLA-4 (CD152), esas
olarak T-hiicrelerinde ve daha diisiik oranda aktive edilmis B-hiicreleri, monositler,
dendritik hiicreler ve graniilositlerde bulunan bir immiin inhibitdr reseptordiir.
Kanserde, ko-inhibitor yolaklarin baskinliginin tiimériin immiin sistem kontroliinden
kaginma o6zelligini etkiledigi gosterilmistir. PD-1 (CD279), immiinoglobiilin siiper
ailesinin bir tiyesidir. B7/CD28 kostimiilator reseptdr ailesinden olan PD-1,
programlanmis 6liim ligand1 1 (PD-L1; CD274) ve programlanmis o0lim ligandi 2
(PD-L2; CD273) 'ye baglanarak T-hiicre aktivasyonunu diizenler. PD-1 baglanmasi,
T-hiicre proliferasyonunu, interferon-y, timor nekroz faktorii-o ve IL-2 dretimini
inhibe eder ve T-hiicre sagkalimimi azaltir. PD-1, B7 ailesinin 6zellikle PD-L1 ve
PD-L2 inhibitér molekiillerine baglanir ve bdylece otoimmiiniteyi onler ve doku

hasarindan kacinir.

Bu calismada malign plevral mezotelyoma hastalarinda immiin kontrol
noktasi reseptorlerinden CTLA-4, PD-L1 ve PD-L2 ekspresyonu ve bu ekspresyonun

timor tipleri ile prognostik parametrelerle iliskisini aragtirmayr amacladik.

Calismamizda 2010 ile 2017 yillar1 arasinda Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dalinda degerlendirilen plevra biyopsi, dekortikasyon ve kitle
eksizyon materyalleri arasindan malign plevral mezotelyoma tanisi almis 50 olgu
secildi. Olgularin Diinya Saglik Orgiitii Simiflamasina gére 44’ii epiteloid tip, 1’i

sarkomatoid tip, 5’i ise bifazik tipti. Tiim olgulara immiinohistokimyasal ve Real-



Time PCR yontemleri ile PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4 c¢alisildi. Hastalarin ortalama
sagkalim siireleri belirlendi. Immiinohistokimyasal ve Real Time-PCR ¢alisma
sonuglar1 yas, cinsiyet, histolojik alt tip ve ortalama sagkalim siireleri ile
karsilastirildi. Gruplarin karsilastirmali analizinde Kruskal Wallis ve Mann Whitney

U testleri, kategorik verilerde Ki-kare testi uygulandi.

Immiinohistokimyasal calisma sonucunda histolojik alt tip ile CTLA-4, PD-
L1 ve PD-L2 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmemistir.
CTLA-4 ve PD-L1 immiin ekspresyonu ile hastalarin sagkalim siireleri arasinda da
anlaml fark izlenmemistir. Ortalama sagkalim siiresi ile immiinohistokimyasal PD-

L2 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki (p=0,045) izlenmistir.

Real Time-PCR yontemi ile yapilan ¢alismada CTLA-4, PD-L1 ve PD-L2
ekspresyonlari ile histolojik alt tip ve ortalama sagkalim siiresi arasinda anlamli iliski
bulunmamustir. iImmiinohistokimyasal CTLA-4, PD-L1 ve PD-L2 ekspresyonu ile
Real Time-PCR yontemi ile CTLA-4, PD-L1 ve PD-L2 overekspresyonu arasinda
anlaml iligki saptanmistir (p=0,004, p=0,001 ve p=0,029).

Literatiirde malign plevral mezotelyoma hastalarinda PD-L1 ekspresyon
derecesinin, ozellikle sarkomatoid farklilasmasi olan hastalarda arttigi ve koti
sagkalim ile iligkisi oldugu goriilmektedir. Calismamizda sagkalim ile anlamli iliski
bulunmamasini sarkomatoid tip malign plevral mezotelyoma hasta sayimizin yetersiz
olmasma bagli olabilecegini diisiindiik. Ortalama sagkalim siiresi ile
immiinohistokimyasal PD-L2 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski 1zlenmis olup, sonuglar literatiirde yer alan az sayidaki ¢alisma ile benzerdir ve
PD-L2 ekspresyonunun iyi prognozla iligkili olabilecegini gostermektedir.
Literatiirde CTLA-4 ekspresyonunun malign plevral mezotelyomada prognostik
parametreler ile iligkisini ortaya koyan veri ¢cok sinirlidir. Calismamizda CTLA-4 gen
ekspresyonu ile malign plevral mezotelyoma histolojik alt tipleri ve ortalama

sagkalim arasinda anlamli iligki saptanmamastir.

Anahtar Kelimeler: Malign Plevral Mezotelyoma, PD-L1, PD-L2, CTLA-4



ABSTRACT

Malignant mesothelioma is a tumor developing from serous surfaces of pleura, which
is a 90% possibility, peritoneum, pericardium and rarely from tunica vaginalis. The
most important factors known in the etiology of malignant pleural mesothelioma are
contact with asbestos or erionite fibers. Malignant mesothelioma is observed in three
basic histological forms: epithelioid, sarcomatoid or mixed (biphasic). The long-term
survival rate of malignant mesothelioma patients is poor. This has led to the search

for new treatment methods, such as antibodies that block immunocontrol points.

Immuno-control points are responsible for controlling the immune system to avoid
autoimmunity and prevent tissue damage. CTLA-4 (CD152) is an
immunosuppressant receptor mainly found in T-cells and in less active B-cells,
monocytes, dendritic cells, and granulocytes. The predominance of co-inhibitory
pathways has been shown to affect the ability of the tumor to avoid immunosystem
control in cancer. PD-1 (CD279) is a member of the immunoglobulin superfamily.
PD-1 from the B7 / CD28 costimulatory receptor family regulates T-cell activation
by binding to the programmed death ligand 1 (PD-L1; CD274) and the programmed
death ligand 2 (PD-L2; CD273). PD-1 binding inhibits T-cell proliferation,
interferon-y (IFN-y), tumor necrosis factor-o. (TNF-a) and IL-2 production and
decreases T-cell survival. PD-1 binds to the PD-L1 and PD-L2 inhibitor molecules of
the B7 family in particular, thus preventing autoimmunity and avoiding tissue

damage.

In this study, we aimed to investigate the expression of CTLA-4, PD-L1 and PD-L2
immuno-control receptors in malignant pleural mesothelioma patients and the

relationship between this expression and tumor types and prognostic parameters.

In our study, 50 patients with malignant pleural mesothelioma were selected from
pleural biopsy, decortication and mass excision materials evaluated at Dicle
University Faculty of Medicine in the Department of Pathology between 2010 and
2017. 44 cases were epitheloid type, 1 case was sarcomatoid type and 5 of the cases
were biphasic type according to the classification by World Health Organization. In
all cases, PD-L1, PD-L2 and CTLA-4 were studied by immunohistochemical and



Real-Time PCR methods. Mean survival times of the patients were determined.
Immunohistochemical and RT-PCR study results were compared in terms of age,
gender, histological subtype and mean survival times. Kruskal Wallis and Mann
Whitney U tests were used for comparative analysis of the groups, and Chi-square

test was administered for categorical data.

Immunohistochemical studies showed no statistically significant difference between
histologic subtype and CTLA-4, PD-L1 and PD-L2 expression. There was no
significant difference between the CTLA-4 and PD-L1 immuno-expression and the
survival times of the patients as well. There was a statistically significant correlation

between mean survival time and immunohistochemical PD-L2 expression (p=0.045).

There was no significant relationship between CTLA-4, PD-L1 and PD-L2
expressions and histological subtype and mean survival time in the study conducted
with Real Time-PCR method. Immunohistochemical expression of CTLA-4, PD-L1
and PD-L2 was significantly correlated with CTLA-4, PD-L1 and PD-L2
overexpression by Real Time PCR method (p = 0,004, p = 0,001 and p = 0,029).

It is reported in the literature that the degree of PD-L1 expressions in patients with
malignant pleural mesothelioma is increased in patients with sarcomatoid
differentiation and is associated with poor survival. The lack of a significant
relationship with survival in our study may be associated with the insufficienct
number of patients with sarcomatoid type malignant pleural mesothelioma. A
statistically significant relationship was found between the mean survival time and
immunohistochemical PD-L2 expression, and the results are similar to the limited
number of studies in the literature, indicating that PD-L2 expression may be
associated with good prognosis. In the literature, the data revealing the association of
CTLA-4 expression with prognostic parameters in malignant pleural mesothelioma is
very limited. In our study, there was no significant relationship between CTLA-4
gene expression and histological subtypes of malignant pleural mesothelioma and

mean survival.

Key words: Malignant Pleural Mesothelioma, PD-L1, PD-L2, CTLA-4
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1.GIRIS VE AMAC

Malign plevral mezotelyoma (MPM), plevray: doseyen mezotel hiicrelerinden
koken alan, plevranin en sik goriilen primer malign timoriidiir (1, 2). Genellikle 50-
70 yas arasi bireylerde goriilmektedir. Goriilme sikligi yilda milyonda 1 ile 2,2
arasindadir (2, 3). MPM etyolojisinde yer alan en 6nemli etkenler, asbest veya erionit
lifleri ile temastir (3). MPM kotii prognozlu bir hastaliktir. Tedavi gdrmemis
hastalarda medyan genel sagkalim siiresi yaklasik 10 aydir (4, 5). MPM'da
kanitlanmis tek tedavi yontemi palyatif platin-antifolat kemoterapidir ve ortalama
sagkalim yaklasik 12 ay ile sonuglanir. Bu durum, 6zellikle MPM’da heniiz tam
olarak aydinlanmamis immiin kontrol noktalarin1 bloke eden antikorlar gibi yeni

tedavi yontemlerini aragtirmaya yonlendirmistir (6).

Immiin kontrol noktalar;, otoimmiiniteden ka¢mmak ve doku hasarini
onlemek i¢in bagisiklik sistemini kontrolden sorumludur (7). Sitotoksik T lenfosit
antijen-4 (CTLA-4), T-hiicrelerinde bulunan bir immiin inhibitor reseptordiir. T
hiicre reseptoriiniin (TCR) antijenik uyarimu ile T-hiicresi aktivasyonunu diizenler.
CTLA-4, antijen sunan hiicre (APC)’deki B7 (CD80/CD86) ligandlarina baglanarak
etki eder. Normalde CD28 bu ligandlar ile T hiicre yapim ve uyarimim saglarken,
CTLA-4 CD28 Kko-stimiilatér molekiil ile olan etkilesimini bloke ederek T hiicre
fonksiyonunu baskilamaktadir (8-14).

Programlanmis hiicre 6liim proteini 1 (PD-1), B7/CD28 kostimiilator reseptor
ailesinden transmembran bir proteindir. PD-1, programlanmis 6liim ligandi 1 (PD-
L1) ve programlanmig 6lim ligandi 2 (PD-L2)'ye baglanarak T-hiicre aktivasyonunu
diizenler (15-17). CTLA-4 sinyallesmesine benzer sekilde, PD-1 baglanmasi1 da T-

hiicre sagkalimini azaltir (17).

Timor mikrogevresinde kansere bagli immiin supresyonda potansiyel
rolii g6z oniine alindiginda, PD-1/PDL ve CTLA-4 yolaklarin1 hedeflemek cazip bir
tedavi stratejisi gibi goziikmektedir. Biz de ¢alismamizda MPM hastalarinda immiin
kontrol noktast reseptorlerinden CTLA-4, PD-L1 ve PD-L2 ekspresyonunu

arastirdik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Plevranin Yapisi ve Fonksiyonu

Plevra, akcigerleri sararak solunum hareketleri ile birbiri iizerinde kayan bir
cift seroz zardir. Kalinhig1 yaklasik 30-40 mikron olup, iki membran arasinda 10-20
um genisliginde plevral bosluk bulunur. Plevral bosluk, sag ve sol bosluk halinde
ayr1 olmakla birlikte, nadiren de olsa tek bosluk olarak da goriilebilir. Plevral bosluk
icinde yaklasik 0.1-0.2 mL/kg berrak goriiniimde sivi vardir. Bu siv1 1,5 g/dL‘den az
protein konsantrasyonuna sahiptir. Glikoz konsantrasyonu ve pH degeri kan diizeyi
ile aymdir. Ayrica plevral sivi 1500 adet hiicre/uL hiicre igerir. Bunlarin cogu
monosittir. Az miktarda lenfosit, makrofaj, mezotel hiicresi, polimorfoniikleer 16kosit

icerir. Eritrosit bulunmaz (18-21).

2.2. Plevranin Embriyolojisi

Plevral, perikardiyal ve peritoneal bosluklar gestasyonel donemin {igiincii
haftasindan itibaren mezodermden sekillenmeye baslar. Primitif mezoderm
boliinerek lateral ve medial olarak iki yaprak olusturur. Lateral yaprak da igte
bulunan splanknoplevra ile dista bulunan somatoplevraya béliinerek iki adet kavite
olusturur. Ugiincii haftanin sonunda ventral govde duvarmin kapanmasiyla birlikte,
embriyonun sefalokaudal ekseni boyunca uzanan bu iki kavite birlesir ve tek bosluk
meydana gelir. Ayn1 zamanda olusan kavite, mezotel hiicreler ile kaplanir.
Dokuzuncu haftada ventral somatoplevradan gelisen septum transversum ile dorsal
somatoplevradan gelisen sag/sol ploroperitoneal ve sag/sol ploroperikardiyal
membranlar ile plevral, perikardial ve peritoneal bosluklar son halini alir. Bu
mezodermal bosluklarin tam boliinememesiyle defekt, kist ve divertikiil olusabilir.
Akcigerler gelistikge plevraya dogru invajine olur ve splanknik mezodermden koken
alan visseral plevra ile gogiis duvar1 da somatik mezodermden koken alan paryetal
plevra ile ortiiliir (22-24).

2.3. Plevranin Anatomisi
Plevra, akcigerleri ve interlober fissiirleri doseyen visseral plevra ile
mediasten, diyafragma ve gogiis kafesinin i¢ yiizlinii Orten paryetal plevra olmak

tizere iki membrandan olusur. Paryetal plevra arteria intercostalis, arteria toracica



interna ve arteria phrenica superior’un, visseral plevra ise arteria bronchialis’in
dallari ile beslenir. Ayni1 isimli venlere dokiiliirler (19, 24, 25).

Plevranin lenfatik drenaji birbirinden farklidir. Paryetal plevrada mezotelyal
tabakada stoma olarak isimlendirilen agikliklar vardir. Bu acikliklarlardan lakiinalar
aracilifiyla submezotelyal tabakadaki lenfatiklere drenaj saglanir. Visseral plevrada
stomata ve lakiinalar bulunmaz, akciger parankimine drene olur (25, 26).

Paryetal plevrada dokunma ve 1s1, agr1 olustururken, visseral plevranin agri
duyusu yoktur. Paryetal plevra nervus intercostalis, nervus toracoabdominalis, nervus
subcostalis ve nervus phrenicus’un dallari, visseral plevra pleksus pulmonalis ile
innerve olur (19, 24, 25).

2.4. Plevranin Histolojisi

Plevra histolojik olarak 5 tabakadan olusur. Bunlar; mezotel hiicre tabakasi,
submezotelyal bag dokusu, yiizeyel elastik tabaka, gevsek bag dokusu ve derin
fibroelastik tabakadir.

Mezotel hiicre tabakasi, oval niikleuslu, yassi, kiibik veya silindirik sekilde
tek siralt mezotel hiicrelerinden olusur. Ultrastriiktiirel olarak 1-4pum kalinliga ve 16-
40um capa sahiptir. Bogluga bakan yiizlerinde ¢ok sayida mikrovillus bulunur.
Mikrovilluslarin uzunlugu 3pm’ye ulasabilir. Visseral ylizey, paryetal yiizeye oranla
daha fazla mikrovillus igerir. Paryetal plevranin mezotel hiicreleri arasinda bulunan
stomalar 2-12um genisligindedir. Stoma plevral sivi, protein ve hiicrelerin gegisini
saglar.

Paryetal plevrada submezotelyal bag dokusu diiz iken visseral plevrada
submezotelyal bag doku akciger parankimine dogru, parankime destek saglayan
septalar olusturur. Yiizeyel elastik tabaka belirgin degildir. Gevsek bag dokuda
damar, sinir ve lenfatikler bulunur. Derin fibroelastik tabaka ise akciger, diyafragma,

mediasten veya gogiis duvarina siki baglanmay1 saglar (20, 23, 24).

2.5. Plevra Tiimorleri
Plevra tiimorlert WHO 2015 smiflamasma (Tablo 1) gore {ic ana gruba

ayrilir; mezotelyal tiimorler, lenfoproliferatif hastaliklar ve mezenkimal tiimorler (2).



Tablo 1: Plevra Tiimorlerinin Histolojik Smiflandirmas: (WHO 2015)

MEZOTELYAL TUMORLER
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*

Diffliz Malign Mezotelyoma
= Epiteloid Mezotelyoma
= Sarkomatoid Mezotelyoma
¢ Desmoplastik Mezotelyoma
= Bifazik Mezotelyoma
+« Lokalize Malign Mezotelyoma
= Epiteloid Mezotelyoma
= Sarkomatoid Mezotelyoma
= Bifazik Mezotelyoma
% lyi Diferansiye Papiller Mezotelyoma

+ Adenomatoid Timor

LENFOPROLIFERATIF
HASTALIKLAR
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L X4
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Kronik Inflamasyonla Iliskili
Diffiiz Biliyitk B  Hiicreli
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MEZENKIMAL TUMORLER

o
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Epiteloid
Hemanjioendotelyoma
Anjiosarkom
Sinoviyal Sarkom
Soliter Fibroz Timor

= Malign Soliter Fibroz

Tiumor

Desmoid Tip Fibromatozis
Kalsifiye Fibroz Timor
Desmoplastik Yuvarlak Hiicreli

Tumor

2.6. Diffiiz Malign Mezotelyoma

Malign mezotelyoma (MM) %90 plevra olmak iizere, periton, perikardin

seroz yiizeylerinden ve nadiren tunika vajinalisten gelisen bir tiimordiir. Malign

plevral mezotelyoma (MPM), plevrayr doseyen mezotel hiicrelerinden koken alan,

standart bir tedavisi olmayan, kotii prognozlu, plevranin en sik goriilen primer

malign timoridir (1-3, 27). MPM, ilk kez asbest ile iligkili olarak Wagner ve

arkadaslari tarafindan tanimlanmustir (1, 2, 28).

2.6.1. Epidemiyoloji

MPM genellikle 50-70 yas arasi bireylerde goriilmekle birlikte, nadiren

cocuklarda da goriiliir. Diinyada MPM insidans1 20. yiizyildan itibaren, endistriyel



gelisme nedeniyle artmaya baslamistir (2, 3). Goriilme siklig1 yilda milyonda 1 ile
2,2 arasindadir. Ortalama yillik MM riski, asbest temasindan bagimsiz olarak,
erkekler igin 1,3/100.000 kisi-y1l, kadinlar i¢in 0,2/100.000 kisi-y1l olarak
bildirilmistir (29-31).

Ulkemizde 2000 yilinda MPM hastalarinda genis bir epidemiyolojik calisma
yapilmistir. Bu ¢aligma kapsaminda biyopsi ile tan1 alan, 464 MPM, 42 peritoneal
MM olmak tizere, 506 olgu toplanmistir. Kadin/erkek orani 0,7 (213/293), ortalama
yas 55,6 yil (24-88 yas) olarak saptanmistir. Bu hastalarin asbest veya erionit ile
mesleksel temast olmayip, 30 hasta (%6) erionit koylinde yasama dykiisiine sahiptir
(32).

Asbest, 1s1ya ve strese dayanikli oldugundan uzun yillar tersane, tekstil, fren
balatasi, izolasyon, ¢ati kaplama, yanmaz maddeler ve gaz maskesi imalatinda
kullanilmistir. Bu alanlarda ¢alisan is¢ilerde krokidolit, amozit ve krizotil tip asbest
lifleri ile temas s6z konusudur (29). Bu alanda c¢alisanlarin kiyafetleri yoluyla aile
bireyleri ise meslek dis1 olarak asbeste maruz kalabilirler (33). Ulkemizde baz1 kirsal
alanlarda evlerin catisinda ve duvarlarinda 1s1 yalitmi amaciyla yaygin olarak
kullanilan aktoprakta da tremolit tipi asbest bulunmaktadir. Asbeste maruziyetin sik
goriildigi illerimiz; Sivas, Eskisehir, Kiitahya, Bilecik, Yozgat ve Diyarbakir’dir
(34, 35). Nevsehir-Urgiip civarinda kirsal kesimde yasayanlarda erionit maruziyeti
bildirilmistir (36).

Asbest maruziyetinden yaklasik 20-40 yi1l sonra MPM ortaya ¢ikar (29, 31,
37). Bu ylizden mesleksel temas Oykiisii olanlarda genellikle 60 yas tizerinde goriliir.
Ancak asbest ile cevresel temas dogumdan itibaren basladig: icin, ¢evresel temasin

yaygin oldugu iilkemizde MPM goériilme yas1 50-55 yas civaridir (30, 33, 36-38).

2.6.2. Etyoloji ve patogenez
MPM etyolojisinde bilinen en 6nemli faktorler; asbest veya erionit lifleri ile

temastir (3).

2.6.2.1. Asbest ve erionit
MPM tanili hastalarin %70-90’inda asbest maruziyeti bildirilmistir. Asbest,
uzunluk/genislik orani iicden fazla, ¢ap1 1um olan lifsi bir mineraldir. Ayn1 zamanda

biikiilebilme 6zelligine sahip olup, gerilme kuvvetine, 1siya ve kimyasal korozyona



direncglidir. Asbest, serpentin ve amfibol olarak iki ana gruba ayrilir. Serpentin
grubunda beyaz asbest olarak bilinen krizotil tip asbest, amfibol grubunda ise
tremolit, aktinolit, amozit (kahverengi asbest), krokidolit (mavi asbest) ve antofilit tip
asbest lifleri bulunur. Amfibol asbest lifleri daha uzun, sert ve biyolojik yikima daha
dayaniklidir. Liflerin uzunlugu artip, eni azaldikc¢a karsinojenite 6zelligi de artar.
Erionit lifleri fibroz bir yapidadir. Erionit, asbest liflerinden daha fazla karsinojenik
ozelliktedir (39-41).

Asbest lifleri inhalasyon yoluyla alinir. Alveollere ulasan asbest lifleri
fagositoz ile atilmaya calisilir. Burada iki senaryo devreye girer. ilki; lifin boyu
alveoler makrofajin fagosite edebilecegi kadar kisaysa, fagosite edilir ve
mukosilier aktivite ile atilir. Ikincisi; lifin boyu fagosite edilemeyecek kadar uzunsa
veya lif ¢oziiniir 6zellikte degilse ya da lif fagosite edilebilecek kadar kisa ancak
inhale edilen lif miktar1 fagositoz kapasitesini asiyorsa, fagosite edilemeyen lifler
akcigerde birikmeye baglar. Biriken asbest lifleri lenfatikler araciligiyla veya
penetrasyon Yoluyla plevraya ulasip, fibrozis, plevral plak ve MPM’ya neden
olabilirler (3).

Asbestin plevrada hangi mekanizma ile MPM’ya neden oldugu tam anlamiyla
bilinmemektedir. Ancak 3 ana hipotez ileri siiriilmektedir: (1) asbest liflerini fagosite
eden makrofajlardan biiyiikk miktarda serbest radikallerin salinmasina dayanan
oksidatif stres teorisi, (2) hiicre boliinmesi esnasinda asbest liflerinin kromozomlara
zarar verdigini 6ngdren kromozom bozucu bir teori ve (3) liflerin yiizeyinde
yogunlasan karsinojenleri varsayan absorbsiyon teorisi (42).

Asbest, DNA hasarin1 direkt fiziksel etki ile veya inflamatuar hiicreler,
mezotel hiicreleri ve makrofajlardan asbeste yanit olarak salinan reaktif oksijen ve
nitrojen radikalleri ile olusturmaktadir. Asbest liflerinin hidroksil radikali ve
siiperoksit anyonu olusumuna neden olarak mutajenik degisikliklere, DNA zincir
kiriklarina ve delesyonlara yol agtig1 bildirilmektedir.

Asbest nedeniyle olusan immiin yanit ile monositlerin makrofaja
transformasyonunu saglayan monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) sekresyonu
artar. Mg?* ve Fe®* elementleri igeren krizotil ve krokidolit, oksidasyon ve
rediiksiyon reaksiyonlarina girerler. Boylelikle nitrik oksit radikalleri ve peroksinitrit

iyonu olusur ve bu da, DNA zedelenmesine, guanin bazlarinin timin bazlarina



doniismesine neden olur. Ayrica asbest, epidermal biiytime faktorii reseptorii (EGFR)
fosforilasyonu ile ERK1/2 ekspresyonunu ve mitojen ile aktiflestirilmis protein
kinazin (MEK) aktivasyonunu uyarir. Bu da, c-fos ve c-jun transkripsiyonunu ve
apopitozisi tetikler (Sekil 1) (43-50).
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faktor; srf, serum cevabi faktorii; SRE, serum yanit elementi

Sekil 1: Asbest lifleri ile indiiklenen sinyal transdiiksiyonu ve transkripsiyon

olaylarmin varsayimsal semasi (50)

Baska bir teoriye gore asbest, regiilator gen kaybi ile pl6 ve pl4ARF‘yi
kodlayan INK4a/IRF lokusunda silinme olusturmaktadir veya bu lokusun sessiz
kalmasina neden olmaktadir. Normalde bir siklin-bagimli kinaz (CDK) inhibitorii
olan p16 ile pl4, MDM2’nin yikimini uyarir. Béylece p53‘lin MDM2 tarafindan
notralize edilmesi Onlenmis olur. Siklikla bulunan pl6 ve pl4ARF delesyonu
sonucunda hiicre biiylimesi hizlanir ve tiimoral gelisim ortaya ¢ikar (43).

Kronik inflamasyon da MPM gelisimde 6nemli rol oynamaktadir. Asbest
lifleri makrofajlar1 uyararak, tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a) ve interlokin 1-beta

(IL-1P) gibi sitokinler ile reaktif oksijen iiriinlerinin salinmasina neden olmaktadir.



Ayrica asbest, mezotel hiicrelerinde nekrotik hiicre Oliimiine neden olarak,
ekstraselliiler bolgeye high-mobility group protein B1 (HMGBL1) salinmasina yol
acar. HMGBI, hayatta kalan mezotel hiicreleri ve makrofajlarin reseptorii olan ileri
glikasyon son firlinler igin reseptéor (RAGE)'e baglanir ve burada Nalp3
inflamazomunun tretimine neden olur. Sonu¢ olarak, mezotel hiicreleri ve
makrofajlar, kronik inflamasyona neden olan TNF-a ve IL-1B gibi pro-inflamatuar
sitokinleri salgilar. Kronik inflamatuar yanit da makrofaj akiimiinasyonuna ve TNF-a.
salgilanmasina neden olur. TNF-a da niikleer faktor-kappaB (NF-kB) yolagini aktive
ederek mezotel hiicrelerinin proliferasyonunu uyarir (Sekil 2). Bunun diginda asbest
liflerinin fagositozuyla makrofajlardan salinan oksiradikaller ve lenfokinlerin immiin
fonksiyonu baskiladiklar1 da bildirilmektedir (3, 41).

2.6.2.2. Simian viriis 40

Simian viriis 40 (SV40) da MPM etyolojik faktorlerindendir. ilk olarak
1994°’de MPM ile SV40 iliskisi bildirilmistir. Mezotel hiicreleri, kiiltiir ortaminda
asbest ve SV40’a maruz birakildiginda sinerjistik etki ile yalniz SV40’a gore daha
fazla transformasyona neden olur. Kronik SV40 ve asbest, kemoterapide olmasi
beklenen apopitozise karsi da direng gelistirir. Ayn1 zamanda SV40 varliginda, daha
diisiik seviyede asbest maruziyeti ile MPM gelisebilecegi diistiniilmektedir (2, 3, 32,
44, 48, 49).

SV40 enfeksiyonu sonrasinda mezotel hiicrelerinde onkogenezde rol oynayan
biyiik T antijen (Tag) ve kiigiik T antijen (tag) eksprese edilir. Tag, 90 kDa
agirliginda niikleer bir proteindir. Tag, p53, pRb, p300/400' baglar ve hepatosit
biiyiime faktorii (HGF), insiilin-benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1), diger biiyiime
faktorleri ve Notch-1 reseptoriiniin ekspresyonunu uyaran bir transkripsiyonel
kompleks olusturur. Bunun sonucunda ortaya g¢ikan otokrin devreler Akt, Erk ve
diger yolaklar iizerinde birlesir ve bdylece hiicre biiylimesi ve hayatta kalma saglanir.
tag ise 17 kDa agirliginda sitoplazmik bir proteindir. tag, fosfataz 2A’y1 inhibe
ederek, MAP kinaz ve AP-1 aktivitesini saglar, ayrica Tag’e eslik ederek p53 ve Rb
inhibisyonu ile hiicre proliferasyonunu uyarir (Sekil 3) (41, 45-47).
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2.6.2.3. Radyasyon

Toraks ve abdomene uygulanan radyasyona bagli gelisen MM olgusu ¢ok
azdir. Bunlarin da bir kisminda asbest maruziyeti tam olarak diglanamamistir. Ayrica
SV40 varlig aragtirilmamistir. Bununla birlikte Wilm’s tiimorii tanisi ile radyoterapi
almig birka¢ hastada gelisen MM, baska bir faktore baglanamamistir. Ratlarda
yapilan c¢alismalar, radyasyonun MM’ya neden olabilecegini gdstermektedir.
Insanlarda da etiyolojik faktdrler arasinda yer aldig1 diisiiniilmekle birlikte, olgu

sayis1 azdir (47, 51).

2.6.3. Malign mezotelyoma gelisiminde rol oynayan kromozomal

degisiklikler

MPM’da kromozomal bolge kayiplari, bolge kazanimlarindan daha sik olarak
goriilmektedir. Kayiplar agirliklt olarak 1p, 3p, 4q, 6q, 9p, 13q, 14q ve 22q
bolgelerinde, kazanglar ise 1q, 5p, 7p, 8q ve 17q bolgelerinde saptanmistir. Asbest
maruziyeti Oykiisii olan ve olmayan hastalar genetik degisiklik gosteren bolgeler
acisindan karsilastirildiginda 14911.2-q21 bolgesinin asbest maruziyeti ile iliskili
oldugu gosterilmistir.

Ayn1 zamanda MPM’nin farkli histolojik tiplerinde farkli kromozom
kayiplari, kazanimlar1 ve bozukluklarinin goriildiigii bildirilmektedir. Sarkomatoid
tip MPM’da 1p36, qp21.3, 3p21.3, 4922, 6925, 9p21.3, 13q ve 22q, CDKN2A ve
CDKNZ2B’yi de igeren 9p kayiplari ve 1q ve 8q’da artis saptanmistir. Ayrica
hastalarin sagkalim siireleri ile kromozomal degisiklikler arasindaki iliski de
incelenmistir. Kromozom kopya sayisi, 7. kromozomun kisa kolunun degisiklikleri
ve CDKN2A gen delesyonu, kotii prognoz ve niiks ile iligkilendirilmistir (2, 3, 52,
53).

MPM’da genetik yatkinlik oldugu da diisiiniilmektedir. Olusan mutasyonlar
genellikle timor baskilayici genlerde goriilmektedir. Bu da, hiicre proliferasyonunu
uyaran hiicre i¢i sinyal ileti yolaklarinin kontrolsiiz sekilde aktive olmasina neden
olmaktadir. En ¢ok BRCAL iligkili protein-1 (BAP1) geni olmak iizere, siklin
bagimli  kinaz inhibitor 2A/alternatif reading frame (CDKN2A/ARF),
norofibromatozis tip 2 (NF2) ve telomeraz reverse transkriptaz (TERT) genleriyle

ilisilendirilmistir. Yapilan ¢calismalarda CDKN2A mutasyonu 6zellikle sarkomatoid
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tip MPM’da ve bifazik tipte, BAP1 mutasyonu ise daha ¢ok epiteloid tipte
saptanmustir (3)

2.6.4. Malign mezotelyoma patogenezinde epigenetik faktorler

2.6.4.1. DNA metilasyonu

DNA metilasyonu, gen regulatér proteinlerin DNA’ya baglanmasini
engelleyerek genlerin  susturulmasini  diizenler. Timor baskilayict  genlerin
hipermetilasyonu, onkogenlerin ve genomun tekrarlayan elementlerinin ise
hipometilasyonu kanser gelisiminde rol oynar. MPM gelisiminde asbest maruziyeti
ile MT1A ve MT2A gen lokiislerinin hipermetilasyonu arasinda 6nemli bir iliski
vardir. DNA metilasyon profilinin normal plevrayi, MPM gelisen plevradan

ayirabildigi ve kotii prognoz gostergesi oldugu ileri siirtilmektedir (3).

2.6.4.2. Histon asetilasyonu

Histon asetilasyonu, histon asetiltransferazlar (HAT) ve histon deasetilazlar
(HDAC) ile diizenlenir. Histonlar asetillendigi zaman kromatin yogunlugu azalir,
genler agilip okunur. HDAC’ler ile kromatin yogunlasir, genler kapanir. Kanserlerde
timor baskilayici genler HDAC aktivasyonunda artis ile inhibe edilir. Sonug olarak
apopitoz, hiicre siklusu kontrol mekanizmalarindan kagis ve angiogenezi etkileyerek

MPM gelisimine neden olur (3).

2.6.5. Klinik ve laboratuar

2.6.5.1. Semptomlar

Semptomlar hastaligin erken dénemlerinde siliktir. Ilerleyen dénemlerde
tiimoriin plevraya yayilmasiyla sivi birikimi ve buna bagli semptomlar olusur. En sik
goriilen semptomlar dispne ve gdgiis agrisidir. Bunlar disinda kilo kaybi, oksiiriik ve

ates de gortilebilir.

Dispne, plevral sivi birikimi ve timéral yayilimin gogiis duvart ile diyaframi
etkilemesiyle olusur. Gogiis agrist baglarda ploretik karakterde iken zamanla daha
siddetli olur ve devamlilik kazanir. Tiimor gogiis duvarini invaze edip, interkostal

sinir tutulumu gosterirse non-ploretik ve siddetli bir hal alir (3, 54-56).
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2.6.5.2. Fizik muayene bulgular

Tiimoriin yerlesimi olgularin %95-97’sinde tek tarafli olup genellikle sag
taraf yerlesimlidir. Fizik muayenede plevral sivi veya plevral kitleye bagli bulgular
saptanir. Plevral efflizyona bagl olarak solunum seslerinde azalma, vibrasyon kaybi
ve matite tespit edilir. Hastaliin ilerleyen donemlerinde, kalinlasan plevra nedeniyle
tutulan hemitoraksta voliim kaybi, ¢cokme, gégiis duvari hareketlerinde azalma veya
frozen chest (donmus g6giis) saptanabilir. Bunun disinda ¢omak parmak ve metastaz

gelistiginde metastaza bagli bulgular da goriilebilir (3, 54-56).

2.6.5.3. Laboratuar bulgularn

MPM tanisina spesifik kan ve plevral sivi parametresi mevcut degildir. Erken
evrede kan sedimantasyon hizi yiiksek ¢ikabilir. Ilerleyen dénemde anemi,
trombositoz ve hipoproteinemi goriilebilir. Metastaza bagl kalsiyum dezeyi yliksek

saptanabilir.

Plevral siv1 eksuda karakterindedir. Hastalarin yaklasik yarisinda hemorajik
goriimde olup, bir kisminda hyaluronik asit igerigi yiiksektir. Buna bagli olarak da

plevral s1vi oldukga kivamli ve az akigkan olabilir (3).

2.6.6. Radyolojik goriintilleme bulgular:

2.6.6.1. Konvansiyonel grafi

Ucuz ve kolay bir yontemdir. Bu yontemle plevral sivi, plevral kalinlagma,
plevraya ilisik nodiil veya kitle goriintimleri saptanabilir (Sekil 4). Ancak bu bulgular
MPM’ya spesik degildir (3, 57).
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Sekil 4: MPM tanili hastada sol tarafli plevral eflizyonu gosteren gogiis radyografisi
(58).

2.6.6.2. Bilgisayarh toraks tomografisi

Radyografiye gore bilgisayarli toraks tomografisi (BTT) daha giivenilirdir.
Tanidan ziyade, plevral lezyonlarin lokalizasyonlarinin, lezyonlarin yayginliginin
saptanmasinda ve tedaviden sonra olgularin takibinde rutin olarak kontrastli BTT
kullanilmaktadir. BTT ile MPM, plevral sivi, plevral diizgiin ylizeyli kalinlagma,
diizensiz yiizeyli kalinlagsma, yaygin nodiiler kalinlagsma, kalinlagmaya eslik eden
daginik nodiiler gériiniim veya plevral tabanli kitle olarak saptanabilir (Sekil 5) (3,
59, 60).

13



Sekil 5: MPM’da BTT bulgular1 (3)

(A) Plevral siv1, (B) Diizgiin ylizeyli plevral kalinlasma, (C) Diffiiz plevral fibrozisli
hastada diizensiz yiizeyli plevral kalinlasma, (D) Plevrada yaygin nodiiler
kalinlagsma, (E) Plevral kalinlagsmaya eslik eden daginik nodiiller, (F) Plevral kitle ve

nodiiler plevral kalinlasma

2.6.6.3. Manyetik rezonans goriintiileme

Manyetik rezonans goriintileme (MRG), BTT’ye gore daha pahali bir
tekniktir. MRG’nin malign patolojilerin goglis duvarimin kas tutulumlarini,
perikardin transmural olmayan tutulumlarmi gostermesi ve malign patolojilerin
diyafram ve alt1 tutulumlarinin degerlendirilmesine olanak saglamasi BTT ye {istiin
oldugu ozellikleridir. MRG, malign plevral patolojilerde ayiric1 tan1 ve yayginlik
saptamada etkin bir yere sahiptir (3, 57).

2.6.6.4. Pozitron emisyon tomografisi

Pozitron emisyon tomografisi (PET), FDG (fluorodeoxyglucose) tutulumu
prensibine dayanir. Evrelemede kullanilabilecek en iyl non-invaziv yontemdir.
Mediastinal lenf nodu metastazi varligin1 degerlendirme olanagi saglar. PET, sag

kalim ve hastaligin niiksiinii degerlendirmede de kullanilabilir. Sagkalim, yiiksek
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FDG tutulumu gosteren tiimorlerde, diisiik olanlara gore daha kotli seyretmektedir.
Epitelyal tip MPM’nin FDG afinitesinin, sarkomatz ve mikst tipe gore daha diisiik
diizeyde oldugu saptanmustir (3, 61, 62).

2.6.7. Tamisal yontemler

MPM tanis1 esas olarak tiimor dokusunun histopatolojik incelemesine
dayanir. Tan1 i¢in 6rnek elde etmek amaciyla torasentez, kapali plevra igne biyopsisi
(perkiitan plevral biyopsi), medikal torakoskopi (MT), videotorakoskopi (VATS),
torakotomi, 6zel durumlarda endoskopik ultrasonografi rehberliginde igne biyopsisi

ve gerektiginde metastaz alanlarindan biyopsi yontemleri kullanilabilir.

2.6.7.1. Torasentez

Nedeni bilinmeyen plevral sivilarda tani-ayirici tani amaciyla torasentez
yapilmalidir. Basit, ucuz ve hizla kullanilabilen bir yontemdir. Fizik muayene ve
konvansiyonel grafi rehberliginde yapilmakla birlikte, diyafram yiiksekligi gibi bazi
durumlarda ultrasonografi yol gosterici olabilir. Torasentezin en sik goriilen

komplikasyonu pnomotorakstir. Nadiren vazovagal refleks ve plevra enfeksiyonlar

gelisebilir (3).

2.6.7.2. igne biyopsi

Abrams, Cope ya da Tru-cut igneleri ile paryetal plevradan tan1 amagl doku
ornegi alinmasidir. Islem kor olarak yapilir. MPM tami basaris1 %40-50 oranindadir.
Girig yeri i¢in siv1 seviyesinin en az 2 interkostal aralik alti, vertebral kolonun §-10
cm laterali ve kosta iistii secilmelidir. islem esnasinda en az 3 biyopsi &rnegi
almmalidir. igne biyopsi islemine bagl %5-9 oraninda komplikasyon gelisebilir. En
sik pnomotoraks gelismekle birlikte, agri, gecici ates, hematom, ampiyem, cilt alt1
amfizemi, vazovagal reaksiyon, girisim yerine timor yayilimi, 6zellikle diaframi

yiiksek hastalarda karaciger, dalak ve bobrek penetrasyonu goriilebilir (3).

2.6.7.3. Bilgisayarh tomografi rehberliginde plevra igne biyopsisi
Bilgisayarli tomografi rehberliginde plevra igne biyopsisi (BT-PIB), igne
biyopsinin kor yapilmast nedeniyle diisiik basar1 oranini yiikseltme amaciyla

gelistirilmis bir yontemdir. Gogiis duvarina bitigik lezyonlarda islem ultrasonografi

15



ile de yapilabilir. BT-PIB tam1 oram %83’diir. Komplikasyonlar1 igne biyopsi

yonteminde goriilenler ile benzerdir (3).

2.6.7.4. Torakoskopi

Kinik, radyolojik ve laboratuvar caligmalari ile tan1 konulmamis, tani i¢in
doku orneklemesi-histopatolojik inceleme gereken plevral patolojilerde torakoskopi
giivenli, etkin ve ucuz bir yontemdir. Uygun alanlardan, yeterli biiyiikliikte biyopsiler
alinmasina olanak sagladig: i¢in tan1 duyarliligir %95, 6zgilligii %100’diir. Kapali
igne biyopsi tekniklerine gore daha giivenilirdir. Uzamis hava kacagi, cilt alti
amfizemi, giris yeri enfeksiyonu gibi major komplikasyon orani %3-4, agr1, tasikardi

gibi minor komplikasyon orani %8-14 olarak bildirilmektedir (3).

2.6.7.5. Videotorakoskopi
Videotorakoskopi (VATS), genel olarak 6zel durumlarda tani, esas olarak
cerrahi tedaviler amaciyla kullanilan bir yontemdir. VATS i plevral patolojilerin

tanisinda basarisit %90’ tizerindedir (3).

2.6.7.6. Torakotomi
Torakoskopi ve VATS uygulamalari sonrasinda kullanimi oldukga azalmustir.
Diger yontemlerle tan1 konulamayan ve tani ile tedavinin aymi seansta miimkiin

oldugu hastalarda kullanilir (3).

2.6.8. Makroskopik bulgular
MPM 3:2 oraninda sagda daha sik goriliir. Bunun nedeni tam olarak
anlasilamamakla birlikte, iki taraf arasindaki havayolu oryantasyonu, lif ytikii, plevra

ylizey alani ve gogiis duvart hareketi farkliliklarina baglanmistir (42).

Makroskopik olarak karakteristik bir goriiniimii vardir. Erken tani aldiginda
visseral ve paryetal plevral yiizeyler iizerinde, ¢cok sayida kiigiik nodiiller ve plaklar
olarak goriiliirler (Sekil 6-A). Daha sonra, nodiillerin birlesimi ile lokalize timor
kitlesi (Sekil 6-B) veya akcigerleri saran ve baski uygulayan zirh benzeri kitle
olustururlar (Sekil 6-C). Bazi vakalarda tiimoér, intrapulmoner septuma yayilim
gosterebilir, nadiren akciger parankim tutulumu olabilir. Tiimor, desmoplastik
varyantta sert, sarimsi ve deri benzeri goriiniimde, az diferansiye epiteloid tipte

yumusak ve jelatindz nitelikte olabilir (2, 28, 63, 64).
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Akciger periferinde iyi sinirh tiimor kitlesi MPM olabilecegi gibi, diffiiz

plevral tutulumu olan bir timdriin de adenokarsinom olabilecegi akilda tutulmalidir
(63).

Sekil 6: MPM’nin makroskopik goriiniimii
(A)Visseral plevrada ¢ok sayida ve fokal olarak birlesen tiimor nodiilleri (65), (B)
Plevrada lokalize tiimor kitlesi (58), (C) Akcigeri gepegevre saran, fissiirler boyunca

ilerleyen diffiiz plevral tiimér tutulumu ve hiler lenf nodu metastazi (65)

2.6.9. Histopatolojik ozellikler

MM fii¢ temel histolojik formda gortliir: (1) epiteloid, (2) sarkomatoid veya
(3) mikst (bifazik). Cogu kez tek tiimorde her {i¢ tipin 6zellikleri goriiliir. MM’lerin
yaklasik %70'1 baskin olarak epiteloid,%25 ¢ogunlukla bifazik ve%S35 agirlikli olarak
sarkomatoid tiptir (66).

2.6.9.1. Epiteloid mezotelyoma

Epiteloid , ii¢ varyantin en yaygin olanidir ve tiim MM’lerin yaklasik %70'ini
olusturur. Epiteloid mezotelyoma, genis, yogun eozinofilik sitoplazma ve genellikle
mitotik aktiviteden yoksun sakin niikleuslara Sahip poligonal tiimér hiicreleriyle

karakterizedir. Birka¢ farkli histopatolojik biiylime paterni tanimlanmistir. Bu
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paternler arasinda ayirici tani1 zorlayict olabilmekle birlikte, ayni timor igerisinde

farkli histomorfolojik paternler birarada bulunabilir (28, 63, 66).

2.6.9.1.1. Tiibiilopapiller tip

Epiteloid mezotelyomalarda goriilen en yaygin biiyiime paternidir. Timor,
orta miktarda eozinofilik sitoplazmali, yuvarlak niikleuslu ve belirgin niikleoluslu
orta biyiikliikkte yuvarlak-oval hiicrelerden olusan, fibrokonnektif kor yapilarina
sahip papiller biliyime paterni ile karakterizedir (Sekil 7-A). Bu selliiler
proliferasyon, diger alanlarda birbiriyle anastomozlar yapan elonge tiibiiler yapilar
gosterir. Tumor, hafif niikleer atipi ve minimal mitotik aktivite gdsteren uniform
goriinlime sahiptir. Kanama ve nekroz alanlar1 siklikla goriilmez. Primer akciger

adenokarsinomu ile ayirici tanist yapilmahidir (2, 28, 63).

2.6.9.1.2. Trabekiiler tip
Kiigiik, uniform hiicrelerle doseli ince kordlardan olusur. Bazen tek sirali

olabilir. Psammom cisimleri goriilebilir (2).

2.6.9.1.3. Mikropapiller tip

Fibrovaskiiler bir koru olmayan papiller yapilar ile karakterlidir (2).

2.6.9.1.4. Berrak hiicreli tip

Bu biiylime paterni, yuvarlak niikleuslu, belirgin niikleoluslu, berrak
sitoplazmal1 orta biiyiikliikte, yuvarlak-oval hiicreler ile karakterlidir (Sekil 7-B).
Fibrokonnektif dokuyu ayiran diffiiz bir selliller proliferasyon izlenir. Mitotik
aktivite mevcut olmasina ragmen belirgin degildir ve fokal nekroz alanlart
goriilebilir. Bu biiyiime paterni, renal hiicreli karsinom ve diger metastatik berrak

hiicre karsinomlar1 taklit eder (63).

2.6.9.1.5. Glandiiler tip

Bu biiyiime paterni, adenokarsinomda goriilen glandlara benzer iyi sekilli
glandlarmm varhigr ile karakterizedir (Sekil 7-C). Glandiiler proliferasyon,
fibrokonnektif dokuyu ayirmis gibi goriiniir ve bazi vakalarda iltihabi hiicre
infiltrasyonu ile desmoplastik reaksiyon mevcut olabilir. Bu biiylime paterni

adenokarsinom ile benzerdir (28, 63).
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2.6.9.1.6. Miksoid/mukoid tip

Bu biiylime paterni, glandiiler diferansiasyon veya konvansiyonel
tubulopapiller biiylime paterni gosterebilen bir miksoid veya mukoid matriks i¢ine
gomiilii neoplastik hiicre proliferasyonundan olusur (Sekil 7-D). Baz1 durumlarda,
timdr bol mukoid matriks gosterebilir; bu goriinim miisindz adenokarsinoma ile
karistirilabilir. Bu paternde misikarmin boyama hiicre i¢i miisin {iretimini

gostermemektedir (63).

2.6.9.1.7. Adenomatoid (mikrokistik) tip
Bu biiyiime paterni konvansiyonel adenomatoid tiimore ¢ok benzemektedir.
Periferik yerlesimli niikleuslu ve berrak sitoplazmali orta boyutta hiicre kordlarindan

olusur. Niikleer atipi, mitotik aktivite, nekroz ve kanama yaygin degildir (Sekil 8-A)
(63).

2.6.9.1.8. Desiduoid tip
Bu biiylime paterni, eozinofilik sitoplazmaya sahip orta boy hiicrelerden
olusan ve endometriyumun siklik degisimlerinde goriilenle benzer bir "desiduoid”

goriiniim sergileyen hiicre proliferasyonu ile karakterizedir (Sekil 8-B) (28, 63).

2.6.9.1.9. Solid tip
Solid, monoton, nispeten non-koheziv poligonal hiicre tabakalarindan olusur

(Sekil 8-C). Biiyiik hiicreli karsinom veya lenfomay1 taklit eder (2).
2.6.9.1.10. Pleomorfik tip

Anaplastik ve/veya tiimor dev hiicreleri olan tiimoérler, pleomorfik olarak

tanimlanabilir (2).

2.6.9.1.11. Lenfohistiyositik tip

Lenfohistiyositik mezotelyomada yogun lenfoid infiltrat, poligonal neoplastik
hiicreleri gizleyebilir (Sekil 8-D). Malign lenfoma veya lenfoepitelyal karsinomu
taklit eder (2).

2.6.9.1.12. Kiiciik hiicreli tip
Kiigiik hiicreli karsinomayi taklit edebilir. Ancak kiigiik hiicreli karsinomda

izlenen karyoreksis ve damar duvarlarinda hematoksifilik boyanma goriilmez. Kiigiik
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hiicreli mezotelyoma teriminin, kiigiik hiicreli karsinom ile karistirilmasi korkusu

raporlarda bu taniy1 verme cesaretini kisitlar (2).

2.6.9.1.13. Transizyonel tip
Transizyonel patern terimi, koheziv ancak elonge morfolojiye sahip

hiicrelerin  olusturdugu tabaka benzeri biiylime paternini tanimlamak i¢in
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kullanilmistir (2).

Sekil 7: Epiteloid mezotelyomanin histopatolojik gdriiniimii
(A)Tiibiilopapiller tip (58), (B) Berrak hiicreli tip (58), (C) Glandiiler tip (63), (D)
Miksoid tip (63)

20



Sekil 8: Epiteloid mezotelyomanin histopatolojik gériintimii
(A) Adenomatoid tip (63), (B) Desiduoid tip (65), (C) Solid tip (58), (D)
Lenfohistiyositik tip (58)

2.6.9.2. Sarkomatoid mezotelyoma

MM’nin sarkomatoid varyanti epiteloid varyantindan daha az yaygindir ve
MM’lerin yaklasik %15'inden daha azin1 olusturur. Sarkomatoid mezotelyoma,
fasikiiller halinde dizilmis veya gelisigiizel dagilim gosteren igsi hiicrelerden olusur
ve paryetal plevra veya bitisik akciger parankiminin yag dokusunu igerir.
Sarkomatoid mezotelyoma, tombul hiicrelerden yetersiz sitoplazmaya sahip ince,
uzun hiicrelere kadar genis bir morfoloji yelpazesi sunabilir (Sekil 9-A). Nikleer
atipi ve mitotik aktivite minimal, orta veya belirgin olabilir. Belirgin oldugu
durumlarda pleomorfizm de dikkat cekicidir (Sekil 9-B). Nekroz varligi, atipi ve

mitoz derecesi tiimoriin agresivitesi ile paraleldir (2, 63, 67).

Heterolog elemanlt MM terimi, MM rabdomyosarkomatoz, osteosarkomatoz
veya kondrosarkomat6z elemanlar gosterdiginde kullanilir. Bu elemanlarin, osteoid

ve kondroid metaplaziden ayrimi yapilmalidir (2, 58).

Bazi sarkomatoid mezotelyomalar yiliksek mitotik indekse sahip ve atipik

mitoz gosteren, genis, multilobiile, bizar ve hiperkromatik niikleuslu, atipik dev
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hiicrelerle karakterizedir. Bu morfoloji, andiferansiye yiiksek grade pleomorfik

sarkomu taklit eder (2).

Sekil 9: Sarkomatoid mezotelyoma

(A)Lokal bir plevral plag: invaze eden sarkomatoz igsi hiicreli proliferasyon (65)

(B) Belirgin atipik 6zellikler gosteren sarkomatoid mezotelyoma (63)

2.6.9.2.1. Desmoplastik mezotelyoma

Desmoplastik mezotelyoma, igsi veya yildiz seklinde sakin goriiniimde
sitolojik 6zelliklere sahip neoplastik hiicrelerin goriildiigii ve birim alan basina diisiik
bir yogunluga sahip oldugu sarkomatoid MM'nin 6zel bir alt tiirlidiir. Tiimoriin en az
%350’sinde goriilen, yogun kollajenize dokuyu ayiran igsi veya “diizensiz” patern
gosteren atipik hiicre dizilimleri ile karakterizedir (Sekil 10-A,B). Bu tiimoérler,
ozellikle kiigiik biyopsi 6rneklerinde benign organize plevrit ile karistirilabilir. Kesin
tant kriteri, malignite bulgularinin gosterilmesidir. Bunlar, belirgin sarkomatoid
alanlar, nekroz odaklari, yag doku, iskelet kasi veya akciger invazyonu ve uzak
metastazlardir (2, 58).
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Sekil 10: Desmoplastik mezotelyoma
(A), (B) Desmoplastik plevral mezotelyoma goreceli olarak sakin, plevral plak

benzeri bir morfolojik goriiniim sergiler (58).

2.6.9.3. Bifazik mezotelyoma

MM, vakalarin yaklasik %30'unda hem epiteloid hem de sarkomatoid patern
igerir (Sekil 11-A,B). Epiteloid ve sarkomatoid mezotelyoma tiplerinin herhangi bir
kombinasyonu mevcut olabilir. Her bilesen, tiimériin en az %10'unu temsil etmelidir.
Daha kapsamli bir timér Orneklemesi ile bifazik olarak siniflandirilan olgularin

yiizdesi artacaktir (2, 58).

Sekil 11: Bifazik mezotelyoma

(A), (B) Fuziform ve pleomorfik elemanlara bitisik epiteloid biiytime odag: (58)
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2.6.10. Histokimyasal bulgular

Immiinohistokimyadan &nce, histokimyasal ¢alismalar MM tanisinda dnemli
rol oynamustir. Periyodik asit-Schiff (PAS), diastazli PAS (D-PAS), miisikarmin ve
hiyaliironik asit, gegmiste basari ile kullanilmistir. N6tral miisinler ve hiyaliironik
asit histokimyasal boyalari, plevraya metastaz yapmis adenokarsinom ile epiteloid
MM ayirici tanisinda yararl olabilir, ancak giliniimiizde yerini immiinohistokimyasal
boyalara birakmistir. Miisin {iretimi adenokarsinomaya tipiktir ve PAS boyasi ile
tespit edilebilir, diastaz sindirimine direnglidir (Sekil 12-A). Ayrica miisikarmin,
adenokarsinomalarda siklikla hiicresel miisini gostermektedir, ancak bu boya ile
MM’lerin bazi alt tiplerinde de boyanma tanimlanmustir. Hiyaliironik asit iiretimi,
MM ig¢in tipiktir. Bu, Alcian Blue (AB) veya Kolloidal Demir boyalar1 (Sekil 12-B)
ile gosterilebilir ve hyaluronidaz enzimi uygulandiktan sonra boyanma o6zelligini
kaybeder (58, 63, 65).

Sekil 12: Histokimyasal bulgular

(A)Plevranin psodomezotelyomatdz adenokarsinomasinda PAS ile histokimyasal
reaktivite (58), (B) Interselliiler stromal miisin varligin1 gdsteren malign epiteloid

plevral mezotelyomada kolloidal demir boyamasi (58).
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2.6.11. immiinohistokimyasal bulgular

MM degerlendirmede immiinhistokimyasal ¢aligmalarla ilgili ¢ok sayida bilgi
mevcuttur. Immunohistokimya, epiteloid mezotelyomayr adenokarsinomadan
ayirmak i¢in kullanilir. Panel genellikle MM ve adenokarsinoma igin yiiksek
hassasiyet ve ozgiilliikte antikorlardan olusur. Epiteloid mezotelyoma genel olarak
kalretinin, sitokeratin 5/6, Wilms Timor 1 (WT-1) ve D2-40 igin pozitif
immiinreaktivite gosterir ve karsinoembriyonik antijen (CEA), tiroid transkripsiyon
faktori-1 (TTF-1) i¢in negatif olarak boyanir (Sekil 13).

Adenokarsinoma tanisi i¢in ise BerEp4, MOC31, B72.3, CEA ve BG8 en
yaygin kullanilan belirteclerdir. Iki veya daha fazla negatif (adenokarsinoma)
belirteci ile iki veya daha fazla pozitif (MM) belirtecin kombinasyonu, laboratuarin

deneyimlerine bagli olarak biiyiik 6lgiide fayda saglar (Tablo 2).

Pan-keratin antikorlar: ile immunreaktivite, MM ve adenokarsinoma arasinda
ayrim yapmaz, ancak sarkomatoid ve desmoplastik mezotelyoma teshisini
desteklemek igin faydalidir. Ne yazik ki, reaktif stromal proliferasyon da pan-keratin
icin immiin boyama gosterebilir, bu nedenle pozitif bir sonu¢ malignite hakkinda
kesin kanit saglayacak sekilde yorumlanmamali ve malignite i¢in histolojik kriterler
yerine getirilmelidir. Dahasi, sitokeratin immiinreaktivitesi sinoviyal sarkom yani
sira bazi anjiyosarkomlarda da gézlenmekte ve sarkomatoid veya bifazik tiimorlerin

degerlendirilmesinde potansiyel bir karigiklik kaynagi olusturmaktadir.

Immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 histopatolojik bulgularla birlikte
yorumlanmalidir ve plevral neoplazmlarin degerlendirilmesinde bir veya iki boyaya
giivenmektense histopatolojik bulgular ile bir panel yaklagimmin kullanimi, daha

giivenli bir degerlendirme saglayabilir (2, 63, 65).
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Sekil 13: MPM’da immiinohistokimyasal bulgular
(A) Kalretinin, (B) Sitokeratin 5/6, (C) Wilms timoér-1 ve (D) D2-40 ile

immiinreaktivite gosterilmektedir (65).

Tablo 2: MPM ile adenokarsinom ayirict tamisinda stk kullanilan
immiinohistokimyasal boyalar (2)

Antikor Adenokarsinom MM
CEA + -
Leu-M1 + -
B72.3 +

TTF-1 + -
Kalretinin -[+* 1
Sitokeratin 5/6 0 +
Genis spektrumlu keratin + +
EMA + +
BerEp-4 + -/+

* Baz1 adenokarsinomalar, kalretinin ile pozitif boyanma gosterebilir.
EMA, epitelyal membran antijen
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2.6.12. Ultrastriiktiirel inceleme

Epiteloid mezotelyoma siiphesi olan olgularda adenokarsinom ile ayriminda,

siipheli histolojik veya

immiinohistokimyasal bulgular transmisyon elektron

mikroskobu ile aydinlatilabilir (Tablo 3). MM’ye 6zgii tek bir ultrastriiktiirel 6zellik

olmamasina ragmen, uzun, ince yiizey mikrovillinin, bol miktarda ara filamentlerin
ve tonofibriler demetlerinin bilesimi karakteristiktir (Sekil 14) (42, 58, 63, 65).

Sekil 14: Epiteloid mezotelyomada elonge ve firgamsi plasmalemmal mikrovillilerin

ultrastriiktiirel olarak gériintimii (58)

Tablo 3: MM ile adenokarsiom arasindaki ultrastriiktiirel farklar (42)

MM

Adenokarsinom

Glikokalizik  cisimciklerin  olmadigi
elonge, ince, firgamsi mikrovilluslar.
Kollajen fibrilleri ile karigabilir.

Glikokalizik cisimciklerin  goriildiigi
kisa ve kalin mikrovilluslar. Genellikle
luminal yiizeye smnirhdir ve nadiren
kollajen fibriller ile karigir.

Apikal siki baglantilar (tight junction)

Liimen yaninda terminal bar

Uzun, iyi gelismis desmozomlar

Kisa, iyi gelismemis desmozomlar

Periniikleer tonofilamentler Irregiiler dagilmis intermediyer
filamentler

Miisin graniiller yoktur Miisin graniilleri icerebilir

Bol glikojen Degisen miktarda glikojen

Az miktarda yag damlaciklar

Yag yoktur
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2.6.13. Ayirici tami

Epiteloid mezotelyomada primer ayirici tani metastatik adenokarsinomla
yapilmalidir. Intrapulmoner kitle varligi akciger kanseri lehinedir, ¢linkii MM tipik
olarak plevra ile smirhidir. Diffiiz plevral yayilimli psédomezotelyomatoz
adenokarsinom nadir goriiliir fakat klinik, makroskopik ve mikroskobik olarak
epiteloid mezotelyomay: taklit eder. Ayirict tanida immiinohistokimyasal ¢alisma

yardimei olur.

Ps6domezotelyomatdz goriiniime sahip diger epiteloid tiimorler; epiteloid
hemanjioendotelyoma, intraplevral timoma, melanom, lenfoma ve az miktarda igsi

hiicreye sahip sinoviyal sarkomdur.

Sinoviyal sarkom t(x;18) translokasyonu yoklugunda dislanabilir. Sinoviyal

sarkomda TLE1 niikleer immiinboyanma da ayirici tanida yardimci olur.

Proksimal varyant epiteloid sarkom, epiteloid mezotelyoma gibi plevra ve
goglis duvarmi tutabilir. Bununla birlikte, sitokeratinlerle boyanma epiteloid
mezotelyomada beklenenden daha diizensizdir ve diger mezotelyal belirtecler

negatiftir. Aksine epiteloid sarkomda Fascin ve Vimentin ile giiglii boyanma izlenir.

Cok ¢esitli hastaliklar, ozellikle enfeksiyona bagli reaktif mezotelyal
hiperplazi asir1 derecede belirgin olabilir ve MM’yi taklit eder. Plevra dokusu
orneginde, malign timdr fragmanlarinin yoklugunda, yanlis taniyr onlemek ig¢in
gogiis duvar1 yumusak dokusunda veya altinda yatan akciger parankiminde mezotel

hiicreleri varlig1 malignite icin tek saglam kriterdir.

Sarkomatoid mezotelyomada major ayirici tani plevraya metastaz yapmis
yumusak doku sarkomu ve plevraya ulasan primer gogiis duvari sarkomu ile
yapilmalidir. Sarkomatoid mezotelyomadan farkli olarak ¢ogu sarkom keratin ile
negatiftir. Plevranin primer anjiosarkomu ve monofazik sinoviyal sarkom gibi
keratin-pozitif sarkomlar tanisal problem olusturur. Ayni zamanda ¢ogu sarkom

kendi spesifik belirtecini karakteristik genetik degisiklikleri gdsterir.

Diffiiz  plevral kalinlagmaya neden olan osteosarkomatéz veya

kondrosarkomat6z diferansiasyonlu primer plevral tiimorler biiyiikk olasilikla
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MM’dir. Cogu vakada pankeratin pozitiftir fakat bazen keratin ekspresyonunu
gostermek zor olabilir. MM ile benzer sekilde diffiiz olarak plevral kavitede biiyiime
gosteren osteosarkom ve kondrosarkom rapor edilmistir. IDH1/2 mutasyonu
kondrosarkomu, kondroblastik osteosarkom ve heterolog komponentli MM’den

ayirabilir.

Inflamatuar miyofibroblastik tiimor plevray: tutabilir ancak diffiiz plevral
kalinlasma gostermesi oldukca olagan disidir. Kollajen ve inflamatuar hiicrelerle
karisik miyofibroblastik igsi hiicrelerin, yogun inflamatuar komponentli MM’den
ayrmmi zordur. Igsi hiicreler ALK ekspresyonu ve kromozomal ALK rearanjmani

gosterebilir (2).

Desmoplastik mezotelyomanin organize plevrit ile ayrimi yapilmalidir.
Organize plevritte, eflizyonun hemen altinda daha selliiler bir infiltrasyon ve gogiis
duvarina dogru artan fibrozis ile tipik bir zonasyon vardir. Desmoplastik
mezotelyoma zonasyon gostermez. Organize plevritte genellikle plevral ylizeye dik
kiigtik kapillerler izlenirken, desmoplastik mezotelyomada Kkapillerler belirgin
degildir. Desmoplastik mezotelyoma selliiler stromal nodiil seklindedir, organize
plevritte goriilmez. Desmoplastik mezotelyomada siklikla gogiis duvar1 yag doku
tutulumu vardir, yag dokuyu infiltre eden keratin-pozitif hiicreler goriiliir. Organize
plevritte de yag doku yayilimi olabilir ancak yag dokudaki hiicreler keratin-pozitif
degildir (2, 64)

Bifazik mezotelyoma, pleomorfik karsinom ve sinoviyal sarkomdan
ayrilmalidir. Pleomorfik karsinom genellikle gogiis duvari tutulumu gésteren lokalize
periferik akciger kitlesi yapar ve siklikla konvansiyonel adenokarsinom veya
skuamoz hiicreli karsinom alanlar1 goriiliir. MOC31/BerEP4 veya monoklonal CEA
gibi tipik genis spektrumlu karsinom belirtegleri ile boyanir. Plevrada ¢ogu sinoviyal
sarkom monofaziktir ancak bifazik de goriilebilir. Primer plevral sinoviyal
sarkomlar, epitelyal ve igsi hiicrelerin karisimindan olusur. Sinoviyal sarkomlar,

karakteristik t(x;18)(p11.2;q11.2) translokasyonu gosterir (2).
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parankiminden alveolar yiizeye infiltrasyon,

2.6.14. Tiim6r yayilim ve evreleme

Gogiis duvari yag ve kas dokuya invazyon, MPM’da karakteristiktir. Akciger

organize pndmoni,

deskuamatif

interstisyel pndmoni ve bronkioloalveolar karsinoma benzer bir goriiniim olusturur.

Diyafragmaya invazyon ise asite neden olur. Bu da, tiimoriin peritona ekilmesine yol

acar. MPM’da hematojen metastaz, akciger, karaciger, bobrek iistii bezleri, kemik,

bobrek ya da beyine olabilir (2, 32, 68). MPM evrelemesi, tiimor-nod-metastaz
(TNM) bazli evrelemedir (Tablo 4) (2).

Tablo 4: MPM’de TNM evreleme (2)

T
Tx

TO
T1

Tla

T1lb

T2

Primer Timor

Primer tiiméor degerlendirilemez

Primer tiimor bulgusu yok
Timoér, visseral plevranin fokal
tutulumu olsun ya da olmasin,

ipsilateral parietal plevra tutulumu

igerir
Timér  aym1  taraf  parietal
(mediastinal, diyafram) plevra

icerir. Visseral plevra tutulumu yok
Timoér, visseral plevranin fokal
ile birlikte,

tutulumu ipsilateral

parietal (mediastinal,

diyafragmatik) plevra igerir

Timor, en azindan asagidakilerden

biriyle aym1 taraftaki plevral
yiizeyleri kapsar:
e Birlesen visseral plevral
tiimor (fissiir dahil)
o Diyaframatik kas

invazyonu

NXx

NO
N1

N2

N3

MX
MO
M1

Rejyonel Lenf Nodu
Bolgesel lenf diigtimleri
degerlendirilemez

Bolgesel lenf nodu metastazi yok
Ipsilateral bronkopulmoner ve/veya

hiler lenf nodlarina metastaz

Subkarinal lenf nodlarma ve/veya
ipsilateral internal mammarian veya
mediastinal lenf nodlarina metastaz

Kontrlateral mediastinal, internal
mammarian veya hiler nodlarina
ve/veya ipsilateral veya
kontralateral supraklavikiiler veya
skalen lenf nodlarina metastaz

Uzak Metastaz

Uzak metastaz degerlendirilemiyor

Uzak metastaz yok

Uzak metastaz
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T3*

T4x

e Akciger parankim
invazyonu

Timor, en azindan asagidakilerden

biriyle aym1 taraftaki  plevral
ylizeyleri kapsar:

e Endotorasik fasya
invazyonu

e Mediastinal yag doku
invazyonu

e Goglis duvart  yumusak

dokuya yayilan soliter
tiimor odagi

e Perikardin transmural

olmayan tutulumu
T{imor, en azindan agagidakilerden
biriyle aymi taraftaki plevral
yiizeyleri kapsar:
e Gogilis duvarinin yumusak
dokularinda

multifokal invazyon

diffiiz veya

e Kosta tutulumu

e Diyafram yoluyla peritona
invazyon

e Herhangi bir mediastinal
organ invazyonu

o Kontralateral plevraya

direkt yayilim

e Vertebra invazyonu

e Perikardin i¢  ylizeyine
yayilim
e Pozitif sitolojili

perikardiyal efiizyon
e Miyokard invazyonu

e Brakiyal pleksus invazyonu

EvrelA
EvrelB
Evrell

Evrelll

EvrelV

Evre Gruplama

Tla NO MO
Tib NO MO
T2 NO MO
T1,T2 N1 MO
T1,T2 N2 MO
T3 NO,N1,N2 MO
T4 Herhangi bir N MO
Herhangi bir T N3 MO

Herhangi bir T Herhangi bir N M1
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Not:
* T3, lokal olarak ilerlemis, ancak potansiyel rezektabl tiim6rii tanimlamaktadir.

**T4, lokal olarak ilerlemis, teknik olarak rezeke edilemeyen tiimér.

2.6.15. Prognoz ve prediktif faktorler

MM hastalarinin uzun siireli sagkalim orami kotiidiir. Tipik olarak geg bir
Klinik evrede MM tanisi konuldugunda medyan sagkalim siiresi 12 aydir ve timor
birka¢ y1l icinde tan1 konmasina ragmen hemen hemen her zaman 6liime neden olur.
Geng yas, epiteloid tip ve erken TNM evre, daha uzun medyan sagkalim
gostergeleridir ve terapotik stratejiyi kuvvetle etkiler. Ayrica, genis miksoid
degisiklikler iceren MM gibi epiteloid mezotelyoma subtipleri daha iyi prognostik
faktordiir. Aksine, pleomorfik Ozelliklerin varligi, kotii prognozun giiclii bir

gostergesidir.

Sarkomatoid ve desmoplastik varyantlar, epiteloid mezotelyomadan daha
kotii prognoza sahiptir. Bifazik tiimorler orta sagkalim siiresi gosterir. Desmoplastik
mezotelyoma, ¢ok kotii prognoza sahiptir, cogu hasta tan1 sonrasinda 6 ay i¢inde

oliir. Sarkomatoid mezotelyoma tanili hi¢bir hastada 5 yil sagkalim goriilmemistir.

MM ig¢in histolojik dereceleme sistemi olusturulmamistir ancak 6n veriler,
niikleer derecenin (niikleer atipi dahil) ve mitotik sayimin bagimsiz ve koti

prognostik faktorler olduguna isaret etmektedir (2, 65).

2.6.16. Tedavi

MPM biiylime paterninden dolay1r genelde gec bir asamada teshis edilir. Bu
nedenle, hastalarin sadece az bir kismu radikal cerrahiye misaittir. Tam bir
rezeksiyon teorik olarak mimkiin degildir, bu yiizden ameliyat esas olarak

multimodalite tedavileri baglaminda uygulanmistir.

Iki ana cerrahi prosediir dnerilmistir: plevranin, tiim akcigerin, perikardim ve
diyafragmanin ¢ikarilmasi ile birlikte ekstraplevral pnomonektomi (EPP) ve
akcigerin korunup plevranin degisken 6l¢iide uzaklastirildigi daha simirl rezeksiyon

olan plorektomi/dekortikasyon (P/D). P/D, EPP'ye kiyasla peri-operatif mortalite ve
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morbidite oraninin daha diisiikk oldugu ve daha iyi sagkalim sonucuna sahip, daha az

agresif bir prosediir olarak 6nerilmistir (69-71).

Cerrahi serilerin retrospektif incelenmesinde, lokal bolgesel rekiirrenslerin
MPM hastalarinda basarisizligin ana nedeni oldugu agik¢a ortaya ¢ikmustir (70-72).
Bu gozlemler, EPP veya P/D'den sonra en son kullanilan teknigi yogunluk ayarl
radyoterapi (Intensity-Modulated RT -IMRT) olan radyoterapi (RT) ¢alismalarinin
baslamasina neden olmustur. Lokal kontrol ve genel sagkalimda potansiyel fayda,
siddetli akciger toksisitesi, pulmoner fonksiyon bozuklugu ve yasam kalitesi ile
dengelenmeliyse de, akciger koruma prosediirlerinden sonra IMRT calismalar

devam etmektedir (73-75).

Kemoterapi, MM'li bircok hastanin bakim standarti olmaya devam
etmektedir. Sisplatin ve pemetreksed'in kombinasyonu, yaklasik 15 yildir referans
rejim olarak belirlenmistir. Ne yazik ki, neredeyse tim MM hastalari, birinci
basamak kemoterapi sirasinda veya sonrasinda ilerleme gosterirler ve ikinci ve

sonraki yontem olarak standart bir se¢enek veya belirlenmis ilag yoktur (76, 77).

Gilinlimiizde, kemoterapi, ameliyat ve radyoterapi ile ilgili ¢ok modlu bir
tedavi rejimi en iy1 uzun vadeli sonuglar1 vermektedir; Ancak, boylesine agresif bir
yaklasimin ardindan bile, prognoz zayif kalirken, ortalama hasta sagkalim siiresi bir

yili asmamaktadir (78).

Bu nedenle yeni terapotik stratejilere ihtiyag duyulmaktadir. Sitotoksik T
lenfosit antijen-4 (CTLA-4) ve daha yakin zamanda programlanmig 6liim-1 (PD-1)
gibi immiin kontrol noktasi reseptorlerinin kesfi, kanser immiinoterapisinde yeni,

heyecan verici bir donem baglatt1 (6).

2.7. Malign Mezotelyomada Immiin Kontrol Noktalar
Immiin kontrol noktalar, otoimmiiniteden kacinmak ve kollateral doku
hasarint 6nlemek icin bagisiklik sistemini kontrol etmek ve etkisiz hale getirmekle

sorumludur (7).

Yeni paradigma, T hiicre tikkenmesine ve immiin toleransa neden olan

molekiilleri noétralize ederek bastirilmis immiin cevabi yeniden etkinlestirmekten
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olusur (7, 79-83). Bu siirecin merkezinde sitotoksik T-lenfosit-iliskili antijen 4
(CTLA-4) ve programlanmis hiicre 6liim proteini-1 (PD-1) immiin kontrol noktasi
yollar1 bulunmaktadir (84). CTLA-4 ve PD-1 yollarinin bir immiin cevabin farkli
evrelerinde c¢alistigit  disiliniilmektedir. CTLA-4, immiin kontrol noktasi
inhibitorlerinin "lideri" olarak disiiniiliir, ¢iinkii potansiyel olarak otoreaktif T
hiicrelerini naif T hiicre aktivasyonunun ilk asamasinda, tipik olarak lenf nodlarinda
durdurur (85, 86). PD-1 yolu daha 6nce aktive olmus T hiicrelerini 6ncelikle ¢evresel

dokulardaki bir bagisiklik tepkisinin sonraki asamalarinda diizenler (85).

Immiin kontrol noktasini bloke eden antikorlar, bir¢ok kanser tiiriinde umut
verici sonuglar gostermistir. Son zamanlarda MM hastalarinda immiin kontrol

noktalarini bloke eden antikorlar arastirilmaktadir (7, 79-83).

2.7.1. Sitotoksik T lenfosit antijen-4 (CTLA-4)

T-hiicre aktivasyonu birden fazla uyarici sinyal gerektiren karmasik bir
stiregtir (87). T-hiicresi aktivasyonu, iki sinyal modeli ile agiklanabilir. Birinci sinyal,
major histokompatibilite kompleksi (MHC) molekiilii ile kombinasyon halinde
antijen sunan hiicre (APC) tarafindan sunulan bir antijenin, T-hiicresi reseptorii
(TCR) ve bir CD4 veya CD8 ko-reseptorii ile etkilesime girmesi durumunda saglanir.
Ikinci sinyal yolaginda, T-hiicresi ve APC iizerindeki ko-stimiilatér molekiiller
arasindaki etkilesimler daha sonra naif T hiicrelerinin baslatilmasmna ve
farklilasmasina veya islevlerini yerine getirmek icin efektdr T hiicrelerinin yeniden
etkinlestirilmesine neden olacaktir (88). MHC'ye TCR baglanmasi, T hiicresi
aktivasyonuna spesifiklik saglar, ancak ilave kostimiilator sinyaller gereklidir. T
hiicresi tizerindeki CD28 molekiilleri ile APC iizerindeki B7-1 (CD80) veya B7-2
(CD86) molekiillerinin baglanmasi, T hiicresi i¢inde sinyal olusturmaya yol agar.
Yeterli diizeyde CD28: B7-1/2 baglanmasi, interlokin-2 (IL-2) gibi biiylime
sitokinlerinin {iretimi, artmis enerji metabolizmasi ve hiicre sagkalim genlerinde
upregiilasyon yoluyla T hiicrelerinin ¢ogalmasina, artan T hiicre sagkalimina ve

farklilasmasina yol agar (87).

CTLA-4 (CD152), esas olarak T-hiicrelerinde ve daha diisiik oranda aktive
edilmis B-hiicreleri, monositler, dendritik hiicreler ve graniilositlerde bulunan bir

immiin inhibitdr reseptordiir. Baslica rolii, T hiicre reseptoriiniin (TCR) antijenik
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uyarimi lizerine T-hiicresi aktivasyonunu diizenlemektir (8-14). CTLA-4, B7 i¢in ¢ok
daha yiiksek baglanma afinitesi olan bir CD28 homologudur (89, 90). Bununla
birlikte, CD28'den farkli olarak, CTLA-4'lin B7'ye baglanmasi uyarict bir sinyal
olusturmaz. Bu nedenle, bu rekabet¢i baglanma normal olarak CD28: B7 baglamasi

tarafindan saglanan kostimiilator sinyali dnleyebilir (Sekil 14) (89, 91, 92).

A

positive IL-2 iiretimi
signal Proliferasyon
Artmig sagkalim

Azalmig IL-2 iiretimi
Azalmis proliferasyon
Azalmig sagkalim

negative
signal

Sekil 14: CTLA-4 aracili T hiicre inhibisyonu (87)

CTLA-4, aktive efektor T hiicreleri (Teff) tarafindan eksprese edilen, hiicre
i¢i vezikiillerde tutulan bir transmembran glikoproteindir (14, 93). Hiicre igi ve yiizey
ifadesi, T-hiicresi aktivasyonu ile indiikklenirr Hem TCR hem de CD28:B7
baglanmasindan kaynaklanan uyarict sinyaller, CTLA-4 igeren vezikiillerin
ekzositozu yoluyla, hiicre yiizeyinde CTLA-4"lin upregiilasyonunu indiikler (94, 95).
Bu islem, daha giicli TCR sinyallemesinin hiicre yiizeyine daha fazla CTLA-4
translokasyonuna yol agtigi kademeli bir feedback dongiisiiyle ¢alisir. CTLA-4: B7

baglanmasi yoluyla net bir negatif sinyal s6z konusu oldugunda, T hiicrelerinin tam
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aktivasyonu, IL-2 iiretiminin inhibisyonu ve hiicre siklus progresyonuyla engellenir
(95). CTLA-4, immiin kontroliiniin diger yonlerini de kapsamaktadir. Diizenleyici T
hiicreleri (Tregler) efektor T hiicrelerinin islevlerini kontrol eder ve boylelikle
periferik toleransi korumada kilit oyunculardir (96, 97). Teff’lerden farkli olarak,
Tregler yapisal olarak CTLA-4'1 eksprese eder ve bunlarin immiinosiipresif

fonksiyonlar1 i¢in 6nemli oldugu diisiiniilmektedir (14, 97).

CTLA-4, APC’deki B7 (CD80/CD86) ligandlarina baglanarak etki eder.
Normalde CD28 bu ligandlar ile T hiicre yapim ve uyarimini saglarken, CTLA-4
CD28 ko-stimiilator molekiil ile olan etkilesimini bloke ederek T hiicre fonksiyonunu
baskilamaktadir (Sekil 15) (14, 98-101). Fizyolojik kosullar altinda, CTLA-4"in
immiin inhibitor etkisi, gevredeki normal dokuda asirt hasara neden olmaksizin etkili
bir immiin cevap olugsmasina neden olur. Bununla birlikte, tiimor hiicreleri, CTLA-4
asirt  ekspresyonunu indiikleyen, T hiicresi tlikenmesine neden olan bir
immiinosiipresif sitokin olan transforme edici biyiime faktori-p'y1 (TGF-B)
salgilayarak CTLA-4'tin anormal ekspresyonunu uyarabilir (102-104). T hiicrelerinin
“tikenme”si, immiinsiipresyonun bir mekanizmasimni temsil eden “T hiicresi
disfonksiyonu” halidir (105). Tiikenmis T hiicreleri ¢ogalamaz ve artik efektor
islevlerini uygulayamazlar. CTLA-4'lin T-hiicre aktivasyonunu modiile ettigi farkl
baskilayict mekanizmalar ve yolaklar arasinda sunlar bulunur: (i) T hiicrelerinin
yiizeyinde CTLA-4 ekspresyonu, hem CD80 hem de CD86 i¢in daha yiiksek toplam
afinite ile CD28 ko-stimiilasyonuna iistiin gelir (106); (ii) Protein fosfataz SHP2 ve
PP2A'nin aktivasyonu yoluyla, CTLA-4, Akt fosforilasyonunu inhibe ederek T-hiicre
kinaz sinyal yolaginda ko-inhibitér sinyalleri doniistirtir (107, 108); (iii) CTLA-4,
CD28'e CTLA-4 baglanmasi iizerine aktive olan immiinsiipresif sitokin TGF-f'nin
salgilanmasina neden olan Treg’ler lizerinde yapisal olarak eksprese edilir (102,
109).

Kanserde, ko-inhibitdr yolaklarin baskinligmin timdriin  immiin sistem
kontroliinden kaginma &zelligini etkiledigi gosterilmistir (76, 105). Bu nedenle, bu
negatif sinyalleme reseptoriiniin kesfi ve in vitro calismalar ve klinik Oncesi
modellerle tiimor kaynakli immiin toleransin kritik rolii, immiinoterapdtik ilaglarin

yeni bir sinifinin gelismesine izin vermistir (106, 107).
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Immiinsiipresif etkileri nedeniyle, CTLA-4, T-hiicrelerinin anti tiimor
aktivitesini arttirmak igin ilging bir hedeftir (99). CTLA-4 inhibitorleri, biiyiiyen
immiin modiile edici monoklonal antikor ailesinin prototiplerini temsil eder. Su anda
iki anti-CTLA-4 Kklinik gelisme mevcuttur: metastatik melanoma hastalarinin
tedavisinde zaten onaylanmis olan ve farkli timor tiplerinde diger antikanser
ajanlarla kombinasyon halinde arastirilan ipilimumab ve su an klinik olarak MM
dahil olmak tizere gesitli timorlerdeki diger ajanlarla kombinasyon halinde kullanimi

arastirtlan tremelimumab (110, 111).

Faz 2 MESOT-TREM-2008 calismasinda MM hastalarina ikinci basamak
tedavi olarak tremelimumab, 90 giinde bir 15 mg/kg dozda intravenéz (IV) verildi.
Diisiik oranda objektif cevaba (ORR) (% 7) ragmen, hastalarin %31'inde ve
%36'sinda, uzun siireli hastalik kontrolii ve 2 yillik sagkalim orani agisindan umut
verici klinik etkinlik gozlemlendi (112). Bu bulgular, tremelimumab'in yogun bir
dozlama  programuinda  kullanildigt ~ MESOT-TREM-2012  arastirmasinda
dogrulanmistir (113). Bu tesvik edici sonuglara ragmen, biiyiik, randomize
DETERMINE c¢alismasinda, MESOT-TREM-2012 c¢alismasinda kullanilan
yogunlastirilmis program siiresince tremelimumab, MM hastalarinin niikseden
plasebo koluna kiyasla OS (¢alismanin birincil son noktasi)'yi iyilestirmemistir
(114).

2.7.2. Programlanmis hiicre o6liim proteini 1 (PD-1) ve spesifik ligandlar
programlanmis 6liim ligandi-1 (PD-L1) ile programlanms 6liim ligandi 2
(PD-L2)

PD-1 (CD279), bir N-terminal IgV-benzeri domaine sahip olan
immiinoglobiilin (Ig) siiper ailesinin bir iyesidir. IgV-benzeri alani plazma
membranindan ayiran yaklasik 20 amino asit sap1 olan transmembran bir domain ve
Immiino-reseptor tirozin tabanli inhibitdér motif (ITIM) ve immiino-reseptor tirozin
tabanli anahtar motifi (ITSM) olan bir sitoplazmik domaine sahiptir (115, 116).
B7/CD28 kostimiilator reseptor ailesinden olan PD-1, programlanmig 6liim ligandi 1
(PD-L1; CD274) ve programlanmis 6liim ligand1 2 (PD-L2; CD273) 'ye baglanarak
T-hiicre aktivasyonunu diizenler (15-17). PD-1, CTLA-4 gibi, transmembran bir

proteindir ve esasen aktif T hiicreleri, B hiicreleri ve makrofajlar iizerinde eksprese
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edilir (117). CTLA-4 sinyallesmesine benzer sekilde, PD-1 baglanmasi, T-hiicre
proliferasyonunu ve interferon-y (IFN-y), timoér nekroz faktorii-o (TNF-o) ve IL-2
tiretimini inhibe eder ve T-hiicre sagkalimimi azaltir (Sekil 16) (17). PD-1, B7
ailesinin ozellikle PD-L1 (B7-H1) ve PD-L2 (B7-DC) inhibitér molekiillerine
baglanir ve bdylece otoimmiiniteyi Onler ve doku hasarindan kagimir. PD-1'in
homeostatik bagisiklik fonksiyonu, IFNy araciligiyla bir geri besleme dongiisii
tarafindan diizenlenir (118). T-hiicresi aktivasyonu, sadece PD-1'in sentezlenmesini
indiikklemekle kalmaz, ayn1 zamanda PD-1 ile etkilesebilecek PD-L1 ve/veya PD-
L2'nin upregiilasyonuna neden olan IFNy gibi birkag sitokinin salgilanmasina neden
olur. Bu sekilde, immiin yanit zayiflatilir ve immiin aracili doku hasar1 kontrol edilir
(99).

PDA1 PD-L1
up-regulation up-regulation

PD-1 PD-L1

Proliferasyon
Sitokin tiretimi

TT—— EN-Y

Azalmis proliferasyon
Azalmis sitokin tiretimi
Azalms sagkalim

Sekil 16: PD-1 aracili T hiicre inhibisyonu (87)

PD-L1 esas olarak ¢esitli hematopoetik hiicrelerde, bazi parankim
hiicrelerinde ve hematopoetik maligniteler yanisira melanom, akciger kanseri, meme

ve over kanseri, pankreas ve 6zofagus adenokarsinomu, renal hiicreli karsinoma ve
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mesane kanseri gibi birgok tiimor tipindeki tiimor hiicrelerinde eksprese edilir (119-
122). Ayrica tiimor-infiltre eden lenfositlerde (TIL) miktar artmistir ve ekspresyonu
kotii prognoz ile iligkilidir (88, 123, 124). TIL, timor spesifik antijenleri taniyarak
anti tiim6r immiin yanitlarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica T hiicre
infiltrasyonu, over ve kolon kanseri gibi bir¢ok kanserde zaten iyi bir prognoz ile
iliskilendirilmistir. MPM'de, yiiksek sayida CD8+ TIL varliginin prognoz igin
faydali oldugu gosterilmistir (125-127). TIL'lerin MPM'deki roliiyle ilgili mevcut
veriler tartismalidir, ancak T lenfositlerinin anti tiimor immiinite i¢in énemli oldugu
ve bagisiklik kontrol noktalarini inhibe ederek aktive etmenin MPM prognozunu
iyilestirmek igin etkili bir strateji olabilecegi aciktir (99). PD-L1, PD-1 ile
baglamanin yani sira, CD80'i de baglayabilir (128).

PD-L2, makrofajlar, dendritik hiicreler, mast hiicreleri ve ayrica pankreas,
over ve 6zofagus kanseri hiicreleri gibi daha sinirli bir ekspresyon profiline sahiptir
(88, 129). Bununla birlikte, PD-L1'e kiyasla, PD-1'e ¢ok daha yiiksek bir afinite ile
baglanir (130).

PD-1'in inhibitér etki mekanizmasi kismen hiicre i¢i sinyalleme yolu ile
aciklanabilir. PD-L1 veya PD-L2'nin PD-1'e baglanmasi, PD-1 sitoplazmik kuyrukta
bulunan amino asit dizileri olan ITIM ve ITSM'nin iki sinyalleme motifinin
fosforilasyonuyla sonuglanir ve bu da hiicre sinyal yolunda rol oynayan enzimlerin
calismasindan sorumlu olur. Bu fosforilasyon, TCR sinyal yolunun intraselliiler
molekiillerini defosforize edecek ve dolayisiyla fosfatidilinositol-3-kinaz (P13K)
aktivitesinin indiiksiyonunu ve Akt'in aktivasyonunu engelleyecek olan protein
fosfatazlar olan SHP1 ve SHP2'min gdg¢iine yol agacaktir (117). Bu, T-hiicresi
aktivasyonuna neden olan IL-2 sekresyonu, protein mRNA translasyonu i¢in gerekli
baglatma, sonlandirma ve uzatma faktorleri gibi protein sentezi ve hiicre
sagkalimindan sorumlu genlerin transkripsiyon blokajiyla sonuglanir (Sekil 15) (131,
132).

Bu nedenle, bu ligand-reseptor etkilesimini monoklonal antikorlarla bloke
etmek, faydali bir anti timdr bagisiklik tepkisine neden olabilir. Dikkat ¢ekici bir
sekilde, PD-1, PD-L1 veya PD-L2 engelleyici antikorlar tarafindan hedeflenen
molekiiler etkilesimler 6zdes degildir (80, 81). PD-1 inhibisyonuna kars1 spesifik
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olarak PD-L1'in engellenmesi PD-1:PD-L2 etkilesimlerini korurken, PD-1:PD-L1
etkilesimlerini bloke edecektir. Bu, PD-1:PD-L2 etkilesimleriyle aracilik edilen
selftoleransin korunmasi nedeniyle, daha az istenmeyen toksisiteye sahip daha
hedefe yonelik bir sinyal saglanir (118, 133). Ayrica anti-PD-L1 antikorlar1 PD-L1'in
PD-1 ile B7 molekiilii CD80 arasindaki etkilesimlerini de bloke eder (Sekil 17). Bu
da PD-L1'in inhibisyon islevini iki reseptor araciligiyla uygulayabildigi anlamina

gelir (128).

PD-1 BLOCKADE
{ PD-L1 BLOCKADE
~4 PD-L2 BLOCKADE

TUMOR SPECIFIC
T-CELL

Anti PD-L2

Sekil 17: PD-1, PD-L1 veya PD-L2'yi hedefleyen monoklonal antikorlar tarafindan
bloke edilen molekiiler etkilesimler (99)

Tiimor mikrogevresinde kansere bagli immiin supresyonda potansiyel rolii
g0z Oniine alindiginda, PD-1/PDL yolagini1 hedeflemek cazip bir tedavi stratejisi gibi
goziikmektedir (129). PD-L1 proteini ¢ogu kanserde degerlendirilen yeni bir
terapdtik biyomarkirdir (80, 82, 134). PD-1'e (nivolumab, pembrolizumab) veya PD-
L1'e (atezolizumab, durvalumab, avelumab) karsi terapotik monoklonal antikorlar
(mADb) ile PD-1/PD-L1 etkilesiminin engellenmesi yenilik¢i ve umut verici bir

terapotik yaklasim gibi goriiniiyor (17). Daha yakin zamanlarda, PD-1 blokajinin,
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metastatik melanomali hastalarda ve daha Once tedavi edilen metastatik skuamoz ve
non-skuamoz kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomlu (KHDAK) hastalarda sagkalim

ve progresyonsuz sagkalimi iyilestirdigi gosterildi (135-142).

MPM'de, immiinohistokimya ile PD-L1 ekspresyonunu %20 ila %70 arasinda
degisen oranlarda bildiren ¢alismalar mevcuttur (143-146). PD-L1 ekspresyonunun,
daha kotii sagkalim ile anlamli derecede iligkili oldugu ve epiteloid olmayan
histolojide asirt ekspresyon gosterdigi tespit edilmistir. Literatiirde sadece bir
yayinda hem timor hiicreleri hem de TIL'ler iizerindeki PD-L1 ekspresyonu
arastirilmistir. Bu ¢calismada PD-L1 + tiimorlerin, PD-L1 - tiimorlere gére daha fazla

PD-L1 + TIL ve lenfoid agregat igerdigi gosterilmistir (99).

Faz II NivoMes c¢alismasi (nivolumab) ve Faz IB JAVELIN denemesi
(avelumab), MM’de PD-L1 ekspresyonu se¢im kriteri olmadan tedavi ederek
yaklasik %50 oraninda bir hastalik kontrol orani gostermistir. Genel yanit orani
NivoMes calismasinda %28, JAVELIN denemesinde %9.4 idi (147, 148). Ote
yandan, PD-L1 ekspresyonu ile etkinlik arasindaki iliski, kismen farkli testlerin ve
pozitifligin farkli esiklerinin kullanimi nedeniyle tartismali kalmaya devam
etmektedir (149). Iki pembrolizumab calismas1 (150, 151), nivolumab calismasi
(147) ve avelumab ¢aligmas1 (148), PD-L1 ekspresyonu diizeyi ile tedavi etkinligi
arasinda net bir iliski olmadigii gostermislerdir. Ustelik MM, kontrol noktasi blokaj
inhibitorlerine verilen yanitin onemli bir belirleyicisi olan mutasyonel yiik (152)
acisindan yliksek siralamaya sahip degildir. MM patogenezi aslinda inflamasyon
tarafindan yonlendirilir gibi goriinse de, mAb'yi hedefleyen PD-1/PD-L1'in immiin
mikro ¢evre ile olan etkilesimleri iyi anlasiimanmustir. immiinoterapinin immiin ve
inflamatuar korelasyonlart hakkinda daha iyi bir bilgi birikimi ile muhtemelen
kombinasyon terapilerinin rasyonel tasarimi gibi MM’da immiinoterapinin tam

potansiyeli kullanilacaktir (153).

Kanserde PD-L2'yi hedeflemekle ilgili insan verileri kisithdir (129). Ohigashi
ve arkadaslar1 (122), insan 6zofageal kanserinde PDL1 ve PD-L2 ekspresyonunu
aragtirarak ameliyat sonrasi hastalarin prognozundaki klinik dnemini saptamislardir.
Bu caligsma, kantitatif revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR)

ve immiinohistokimyay1 kullanarak hem PD-L1 hem de PD-L2'nin 6zofagus kanseri
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hastalariin frozen doku 6rneklerinde eksprese edildigini ve PD-L1 pozitif hastalarda
oldugu gibi, PD-L2-pozitif hastalarin negatif hastalara gore daha kotii prognoza sahip
olduklarin1 gostermistir (122). Pankreas kanseri olan 51 hastay1 igeren retrospektif
bir calismada, analiz edilen timorlerin %27'sinde PD-L2, %39'unda PD-L1
ekspresyonu gosterildi. PD-L2 ekspresyonu ve sagkalim arasinda bir korelasyon
bulunmadi, buna kargin PD-L1 ekspresyonu, azalmis sagkalima karsilik geldi (121).
Benzer sekilde, over kanseri olan 70 hastadan olusan bir kohort ¢alismasinda (120)
ve hepatoselliilar karsinomlu 125 hastayr igeren bir c¢alismada (154), PD-L2
ekspresyonunun azalmis hastaliksiz sagkalim ile korelasyonuna ragmen, bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Birkag ¢alisma, PD-L2 eksprese eden tiimorlii
hastalarda sagkalimda azalma bulmussa da, bu c¢alismalarin sadece birinde

istatistiksel farka ulasmstir (122).

MM hastalarinda PD-L2 ile ilgili herhangi bir veri bulunmamaktadir (99).
PD-L2in kanser immiinoterapisinde hedeflenecek ilgili bir molekiil olup olmadigini
gercekten belirlemek icin daha fazla ¢alisma gereklidir (129). Ek olarak, PD-L1 ve
PD-L2'nin kombine ya da anti-CTLA4 ile birlikte anti-PDL2'nin kombine gift
blokaji, indiiksiyon evresi boyunca bir immiin kontrol noktasin1 daha fazla bloke

eder, potansiyel olarak daha verimli olabilir (155).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgularin Belirlenmesi ve Hazirlanmasi

Calismamizda 2010 ile 2017 yillar1 arasinda Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dalinda degerlendirilen plevraya ait VATS, biyopsi,
dekortikasyon ve kitle eksizyon materyallerinde MPM tanis1 almis 50 olgu

degerlendirilmistir.

Olgulara ait yas, cinsiyet, timoriin histolojik alt tipi ve sagkalim siireleri
Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji bdliimiine ait patoloji raporlarindan,
Probel otomasyon sisteminden ve Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Medikal Onloloji

boliimiinden elde edilmistir.

Calisma icin Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi 13.02.2017 tarihinde 31
nolu karar ile yerel etik kurul onayr alimmistir. Bu calisma Dicle Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan, TIP.17.004 nolu proje kod numarasi

ile desteklenmistir.

3.2. Parafin Blok Secimi

Tiim materyallere ait hematoksilen-eozin (H&E) ve taniya yonelik yapilmis
olan immiinohistokimyasal belirtegler ile boyali preparatlar iki gozlemci tarafindan
tekrar incelenmistir. H&E boyali preparatlar ile materyaller WHO siniflamasina goére
histolojik alt tiplerine ayrilmistir (2). Calisma igin tiimor hiicrelerinin en yogun

oldugu ve nekrozun en az oldugu bloklar se¢ilmistir.

3.3. Kesitlerin Elde Edilmesi ve Deparafinizasyon Islemi

Calismada CTLA-4, PD-L1 ve PD-L2’ye yonelik immiinohistokimyasal
belirtegler igin her olgudan tiger adet mikrotom cihazi (Shandon, ABD), adezivli
lamlara (Isotherm, Almanya) 5um kalinliginda kesitler ve ayni esnada DNA’dan
CTLA-4, PD-L1 ve PD-L2 gen bolgelerini PCR araciligiyla ¢ogaltmak i¢in 1,5ml
reaksiyon tiiplerine 5um kalinliginda beser adet kesit alindi. PCR ¢aligmak amaciyla
reaksiyon tiiplerine kesit alinmadan once doku bulasini dnlemek igin mikrotom
cithazi ksilen ile temizlendi ve her olgu i¢in mikrotom bigcagi degistirilerek mikrotom

cihazi yeniden silindi.
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Immiinohistokimyasal ¢alisma igin kesit alinan lamlar 65°C‘de 30 dakika

etiivde bekletilerek deparafinizasyonu ve lamlara dokularin yapismasi saglandi.
3.4. Immiinohistokimyasal Calisma

3.4.1. Iimmiinohistokimyada kullanilan belirtecler ve calisma protokolii

Immiinohistokimyasal ~¢alismada kullamlan CTLA-4 (Santa Cruz
Biotechnology, ABD, F8 klon, monoklonal fare/lgG antikoru, katolog no: sc-
376016), PD-L1 (Cell Signaling Technology, ABD, E1L3N klon, monoklonal
tavsan/IgG antikoru, katolog no: 13684) ve PD-L2 (Cell Signaling Technology,
ABD, D7U8C klon, monoklonal tavsan/IgG antikoru, katolog no: 82723) kullanima

hazir formda primer antikorlardir.

Immiinohistokimyasal calismanin saglikli degerlendirilmesi icin kontrol
dokular ¢alisildi. CTLA-4 ve PD-L2 antikorlar1 i¢in tonsil dokusu, PD-L1 antikoru
icin plasenta dokusuna ait parafin bloklar kontrol blogu olarak secildi. Bu kontrol
bloklar1 kullanilarak primer antikorlarin optimum ¢alisma diliisyonu ve inkiibasyon

stiresi saptand: (Tablo 5).

Tablo 5: immiinohistokimyasal ¢calismada kullanilan primer antikorlar

] Selliiler . ]
Antikor Klon ) Diliisyon Inkiibasyon Firma
lokalizasyon
. . Santa Cruz
CTLA-4 F8 Sitoplazmik 1/500 2 saat :
Biotechnology
. . Cell Signaling
PD-L1 E1L3N Sitoplazmik 1/400 1 saat 32 dk
Tecnology
: : Cell Signaling
PD-L2 D7U8C Sitoplazmik 1/100 1 saat 32 dk
Tecnology

Immiinohistokimyasal ¢alisma Ventana BenchMark Ultra cihazinda (Roche

Diagnostics, ABD) otomatik olarak, asagida belirtilen sira ile yapildi:
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PD-L1 ve PD-L2 antikorlart igin;

1) Cihaza yerlestirilen lamlar, 72°C’ye kadar 1sitilarak deparafinizasyon yapildi.

2) 95°C’ye kadar isitilarak Ventana ULTRA Conditioner 1-EDTA soliisyonu
(Roche Diagnostics, ABD) ile 64 dakika inkiibe edilerek hiicre iyilestirmesi
yapildi.

3) Antikor inkiibasyonu i¢in lamlar 37°C’ye sogutuldu ve 4 dk inkiibe edildi.

4) Bu asamada primer antikor uygun diliisyonda el ile lamlara uygulandi. 1 saat 32
dakika inkiibe edildi.

5) Arka plan boyanma igin bir damla hematoksilen uygulanip 16 dk, Bluing
belirteci uygulanip 4 dk inkiibe edildi.

CTLA-4 antikoru igin;

1) Cihaza yerlestirilen lamlar, 72°C’ye kadar 1sitilarak deparafinizasyon yapildi.

2) 95°C’ye kadar 1sitilarak Ventana ULTRA Conditioner 2-Sitrat soliisyonu (Roche
Diagnostics, ABD) ile 68 dakika inkiibe edilerek hiicre iyilestirmesi yapildi.

3) Antikor inkiibasyonu i¢in lamlar 37°C’ye sogutuldu ve 4 dk inkiibe edildi.

4) Bu asamada primer antikor uygun diliisyonda el ile lamlara uygulandi ve 2 saat
inkiibe edildi.

5) Arka plan boyanma i¢in bir damla hematoksilen uygulanip 16 dk, Bluing
belirteci uygulanip 4 dk inkiibe edildi.

Makineden ¢ikarilan lamlar saf alkolde 3 dakika boyunca bekletildi. Ardindan 3
dakika boyunca ksilende bekletildi ve lamel ile kapatildi.

3.4.2. immiinohistokimyasal Skorlama

Immiinohistokimyasal boyama uygulanan preparatlar 151tk mikroskobunda, 2
patolog tarafindan semikantitatif ve subjektif olarak degerlendirildi. 3 antikor igin de
sitoplazmik boyanmalar pozitif kabul edildi.

Tim olgularda pozitif boyanan alanlarin yiizdesi (yaygmnligl) ve boyanma
siddeti (yogunlugu) skorlandi ve toplam skor elde edildi. Tiimor hiicrelerinin %0-
5’inde boyanma skor 0, %6-25’inde boyanma skor 1, %26-50’sinde boyanma skor 2,
%51-75’inde boyanma skor 3 ve %76-100’linde boyanma skor 4 olarak, hiicrelerin

boyanma siddeti ise boyanma yoksa skor 0, zayif boyanma varliginda skor 1, orta
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siddette boyanma skor 2, gii¢clii boyanma skor 3 olarak belirlendi. Toplam skorda
boyanma yoksa negatif, 1, 2 zayif pozitif, 3, 4 orta siddette pozitif, 5-7 giiclii pozitif
olarak tespit edildi (156).

3.5. RNA Izolasyonu, Ol¢iimii, CDNA Sentezi ve PCR Analizi

3.5.1. RNA izolasyonu

DNA’dan CTLA-4, PD-L1 ve PD-L2 gen bolgelerini PCR araciligiyla
cogaltmak i¢in RNA izolasyonu islemi, Roche High Pure RNA Paraffin Kit (Roche,
Almanya, Ref no: 03270289001)’1, santrifiij cihaz1 (Beckman Coulter, Microfuge 16,
ABD), vorteks (IKA, Almanya) ve dijital kurutma banyosu (Labnet AccuBlock,
ABD) kullanilarak asagida belirtilen sekilde yapildi:

1) Parafin bloklardan 5um kalinliginda beser adet kesit alinan 1,5ml reaksiyon
tiiplerine 800 pl ksilen eklendi. 5 dk inkiibe edildikten sonra birka¢ dk vorteks ile
karistirildi.

2) 400 pl etanol eklendi ve vorteks ile karistirildi. 12000 devirde 2 dk santrifiij
edildi ve siipernatant atildu.

3) 1 ml etanol eklendi, vorteks ile karistirildi. 12000 devirde 2 dk santrifiij edildi ve
slipernatant atildu.

4) Etanol kalintilarindan kurtulmak igin tiip kisa bir siire kagit havlu ile kurutuldu.
55°C’de 10 dk doku pelleti kurutuldu.

Bu basamaklar ile deparafinizasyon sagland1 ve RNA izolasyon islemine gegildi.

5) Her doku pelletine 116 pl Tissue Lysis Buffer ve 40 ul Proteinaz K eklendi,
vorteks ile karistirild1 ve kurutma banyosunda +55°C°de bir gece bekletildi.

6) 325 pl Binding Buffer ve 325 pl etanol eklenip, pipeting yaparak nazikce
karigtirildi.

7) Lizat pipet ile High Pure filtreli tiip ve toplayici tiip kombinasyonuna aktarildi.

8) 30 sn 8000 devirde santrifiij edildi. Toplayic tiipte biriken siv1 atildi.

9) 12000 devirde santrifiij edildi ve toplayici tiipte biriken siv1 atildi.

10) 500 ul Wash Buffer I ¢alisma soliisyonu eklendi. 8000 devirde 15 sn santrifiij
edilip toplayici tiipte biriken siv1 atildi.
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11) 500 pl Wash Buffer II ¢alisma soliisyonu eklendi. 8000 devirde 15 sn santrifiij
edilip toplayici tiipte biriken sivi atildi.

12) 300 ul Wash Buffer II galisma soliisyonu eklendi. 8000 devirde 15 sn santrifiij
edilip toplayici tiipte biriken s1v1 atildi.

13) 2 dk 12000 devirde santrifiij edildi ve toplayici tiip atilarak filtreli tiiplin altina
1,5 ml reaksiyon tiipii yerlestirildi.

14) 90 ul Elution Buffer eklendi. 8000 devirde 1 dk santrifiij edildi ve filtreli tiip
atild1.

15) Reaksiyon tiipiine 10 pl DNaz Incubation Buffer ve 1 pl DNaz I ¢alisma
soliisyonu eklendi ve karistirildi. +37°C’de 45 dk inkiibe edildi.

16) 38 ul Tissue Lysis Buffer ve 40 pul Proteinaz K soliisyonlar1 eklendi, vorteks ile
karistirld1 ve +55°C’de 1 saat inkiibe edildi.

17) 325 ul Binding Buffer ve 325 pl etanol eklenip karistirildi. Pipet ile High Pure
filtreli tiip ve toplayici tiip kombinasyonuna aktarildi.

18) 8000 devirde 30 sn santrifiij edildi ve toplayici tiipte biriken siv1 atildi.

19) 12000 devirde 30 sn santrifiij edildi ve toplayici tiipte biriken sivi atildi.

20) 500 pl Wash Buffer 1 ¢alisma soliisyonu eklenip 8000 devirde 15 sn santrifij
edildi. Toplayici tiipte biriken sivi atildi.

21) 500 ul Wash Buffer II galisma soliisyonu eklenip 8000 devirde 15 sn santrifiij
edildi. Toplayici tiipte biriken s1v1 atildi.

22) 300 pl Wash Buffer II ¢alisma soliisyonu eklenip 8000 devirde 15 sn santrifiij
edildi. Toplayici tiipte biriken sivi atildi.

23) 2 dk 12000 devirde santrifiij edildi.

24) High Pure filtreli tiiplin altina 1,5 ml reaksiyon tiipii yerlestirildi. 50 pl Elution
Buffer eklendi, +15-+25°C°de 1 dk inkiibe edildi. 8000 devirde 1 dk santrifiij
edildi. Boylelikle RNA toplanmis oldu. Elde edilen RNA 6rnekleri -80°C’de

saklandi.

3.5.2. RNA Safligimin Belirlenmesi ve Konsantrasyon Hesaplanmasi
RNA’dan c¢cDNA sentezine baslamadan once, spektrofotometre cihazinda
(BioDrop, pLite, ingiltere) 260nm/280nm dalga boyunda elde edilen RNA nin saflig1

ve miktar1 6l¢iildii. Saflik oranlari 1,8 civar1 olan RNA’lar ¢alismada kullanildi.
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3.5.3. cDNA Sentezi

RNA’dan cDNA sentezinde Roche EvoScript Universal cDNA Master Kit
(Roche, Almanya, Ref no: 07912439001)’i ve termal cycler cihaz1 (SensoQuest,
Almanya) kullanildi. Asagida belirtilen islemler yapildi:

1. cDNA Master Kiti i¢erisinde bulunan reaktifler ¢ozdiirtiliip buz {izerine birakildi.

2. Her reaktif berrak bir goriiniim alana kadar vortekslendi.

3. Oncelikle her vaka igin spektrofometrede olgiilen RNA 100 nm’ye gore
esitlenerek hesaplandi, diger reaksiyon bilesenleri de Tablo-6’da gosterildigi gibi
toplam 18ul olacak sekilde hesaplandi. Buz iizerine yerlestirilen reaksiyon

tiiplerine reaksiyon bilesenleri birakildi.

Tablo-6: ¢cDNA elde etmek i¢in kullanilan reaktiflerin hesaplanma yontemi

Reaktif Hacim (pl)
Su X

Reaction Buffer 4.0

RNA X

Toplam hacim 18.0

3.5.4. RT-PCR Analizi

RT-PCR analizinde Roche FastStart Essential DNA Probes Master (Roche,
Almanya, Ref no: 06 402 682 001) Kiti, primer olarak Roche CTLA-4 (Roche,
Almanya, 1d: 113194), Roche PD-L1 (Roche, Almanya, Id: 104030), Roche PD-L2
(Roche, Almanya, Id: 117537) ve kontrol primer olarak Roche ACTB (Roche,
Almanya, Id: 143636) kullanildi. Roche Cobas Z 480 (Roche, Almanya) cihazinda,
LightCycler 480 Sistemi ile ¢alisildi.

PCR karigimi, reaksiyon kuyusu basina 20 pl nihai hacim olacak sekilde
Roche FastStart Essential DNA Probes Master Kkiti ile asagida belirtilen prosediire

gore hazirlandi.

1. Soliisyonlar ¢ozdiiriildii ve tiim icerigin geri kazanilmasini saglamak icin,

acilmadan dnce bir mikrosantrifiijde siseler kisaca spinlendi.
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Yukar1 ve asag1 pipetleme yapilarak dikkatlice karistirildi ve soliisyonlar buz
tizerinde saklandi.

2. Reaksiyon tiiplerine buz {izerinde PCR karisimlar1 hazirlandu.
Bilesenler Tablo-7’de gosterilen sirayla eklenerek her reaksiyon kuyusu ig¢in 20

ul PCR karigimi hazirlandi.

Tablo-7: LightCycler 480 Probe Master kullanarak her 20 ul reaksiyon igin PCR

karisimi1 hazirlama sablonu

Bilesen Hacim
Su 4 ul
LightCycler 480 Probe Master 10 ul
RealTime hazir spesmen 1l
Toplam Hacim 15 pl

3. Yukar ve asagi pipetleme yaparak dikkatlice karistirildi.

4. LightCycler 480 Multiwell Plakasmnin her bir kuyucuguna 15 pl PCR karigimi
pipetlendi
Her kuyudaki PCR karisimina 5 pl 6rnek cDNA pipetlendi

5. MultiCell Plakas1 LightCycler 480 Sizdirmaz Folyo ile kapatildi

6. Multiwell Plate'i LightCycler 480 cihazina aktarild:

7. Tablo-8’de tarif edilen PCR protokolii kullanilarak LightCycler 480 Cihazi
calistirildi.
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Tablo-8: LightCycler 480 Cihazi ile galisilan PCR protokolii

Programlar
Program ismi Dongiiler Analiz modu
Pre-inkiibasyon 1 Yok
Amplifikasyon 45 Niceleme
Sogutma 1 Yok
Sicaklik Hedefleri
Hedef (°C) Edinme Bekletme Pik degeri
Modu (saat:dk:sn)
Pre-inkiibasyon
95 Yok 00:10:00 4.4
Amplifikasyon
95 Yok 00:00:10 4.4
60 Yok 00:00:30 2.2
72 Tek 00:00:01 4.4
Sogutma
40 Yok 00:00:30 2.2

3.6. Istatistiksel Yontem

Arastirma verilerimizin istatistiksel degerlendirmesinde IBM SPSS 18.0 for
Windows (Statistical Peackage for Social Sciences) istatistik paket programi
kullanildi. Degiskinlerin siklig1, numerik verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalari
bulundu. Olgiimsel degiskenler ortalamatstandart sapma (SS) ile, kategorik
degiskenler say1 ve yiizde (%) ile sunuldu. Siirekli degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile dl¢iildii. Istatistiksel degerlendirilmelerde
normal dagilim gosteren siirekli degiskenlerin iki grup arasindaki ortalamalarinin
degerlendirilmesinde Bagimsiz t testi, normal dagilima uymayanlar ise Kruskal
Wallis ve Mann Whitney U testi ile analiz edildi. Kategorik degiskenlerin
istatistiksel degerlendirmesinde ise Ki-Kare testi kullanildi. Hipotezler ¢ift yonlii

olup, p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamli sonug olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Genel Bulgular
Diyarbakir Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na 2010-
2017 yillar1 arasinda gonderilmis, MPM tanis1 almis 50 adet materyal calismaya

alindi.

Calismamizdaki hastalarin prognostik parametreleri, immiinohistokimyasal

boyanma 6zellikleri ve molekiiler analiz sonuglar1 Tablo-9’da verilmistir.

Tablo-9: Prognostik parametreler, immiinohistokimyasal ve molekiiler analiz

sonugclari
Frekans %
Histolojik Alt Tip = Epiteloid 44 88
Sarkomatoid 1 2
Mikst 5 10
Cinsiyet E 37 74
K 13 26
IHK Negatif 35 70
PD-L1
Ekspresyonu Zayif Pozitif 7 14
Orta Siddette 6 12
Pozitif
Giiglii Pozitif 2 4
THK Negatif 46 92
PD-L2
Ekspresyonu Zayf Pozitif 4 8
Orta Siddette O 0
Pozitif
Giiglii Pozitif 0 0
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IHK Negatif 45 90
CTLA-4

Ekspresyonu Zayif Pozitif 5 10

Orta Siddette 0O 0

Pozitif

Giiclii Pozitif 0 0
PD-L1 Gen Negatif 45 90
Ekspresyonu

Pozitif 5 10
PD-L2 Gen Negatif 39 78
Ekspresyonu

Pozitif 11 22
CTLA-4 Gen Negatif 40 80
Ekspresyonu

Pozitif 10 20

Ort+SS

Yas 61,52+11,4
Ortalama 12.98+ 1.33
SagKalim

IHK: Immiinohistokimya, E: Erkek, K:Kadin

4.1.1. Histolojik Alt Tip
Olgularin WHO Siniflamasina gore 44’ epiteloid tip, 1’1 sarkomatoid tip, 5’i
ise bifazik tip MPM olarak degerlendirildi (Tablo-9).

4.1.2. Cinsiyet
Calismamizdaki 50 olgunun 37’si erkek, 13’ti kadindir (Tablo-9). Cinsiyete
gore PD-L1, PD-L2 ile CTLA-4’tin immiinohistokimyasal ve molekiiler

ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi (Tablo-10).
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Tablo-10: Cinsiyet ile immiinohistokimyasal ve molekiiler PD-L1, PD-L2 ile
CTLA-4 ekspresyonlarinin Mann-Whitney U analiz testi ile yapilan istatistiksel

inceleme sonuglari

IHK\ THK\ THK\ M\ M\ M\
Cinsiyet PD-L1 PD-L2 CTLA-4 PD-L1 PD-L2 CTLA-4

- + - + - + - + - + - +
E 26 11 34 3 35 2 34 3 30 7 30 7
K 9 4 12 1 10 3 11 2 9 4 10 3
P 0,602* 0,725* 0,103* 0,595* 0,445* 0,707*

Degeri

[HK: Immiinohistokimya, M: Molekiiler, E: Erkek, K:Kadin
*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir

4.1.3. Yas

Olgularin en genci 37, en yaslist 83 yasinda olup, yas ortalamasi 61,52+11,4
olarak hesaplanmistir. Yasa gore immiinohistokimyasal PD-L1, PD-L2, CTLA-4
ekspresyonu ve molekiiler PD-L1 ile CTLA-4 ekspresyonlar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark izlenmedi. Yasa gore molekiiler PD-L2 ekspresyonu arasinda

istatistiksel olarak anlamli iligki izlendi (p:0,041) (Tablo-11).

Tablo-11: Yas ile immiinohistokimyasal ve molekiiler PD-L1, PD-L2 ile CTLA-4
ekspresyonlarinin Mann-Whitney U analiz testi ile yapilan istatistiksel inceleme

sonuglari

IHK\ IHK\ IHK\ M\ M\ M\
Yas PD-L1 PD-L2 CTLA-4 PD-L1 PD-L2 CTLA-4

P degeri  0,966* 0,641* 0,638* 0,170* 0,041* 0,166*

[HK: Immiinohistokimya, M: Molekiiler
*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir
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4.1.4. Sagkahm Siiresi

Olgularin sagkalim siiresi en kisa 2,40 ay, en uzun 37,85 ay olup, ortalama
12,98+ 1,33 aydir. Ortalama sagkalim siiresi ile immiinohistokimyasal PD-L1 ve
CTLA-4 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Ancak PD-
L2’nin immiinohistokimyasal ekspresyonu ile arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark izlendi (p: 0,045) (Tablo-12).

Tablo-12: Ortalama sagkalim ile immiinohistokimyasal PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4

ekspresyonlarinin Kruskal Wallis analiz testi ile yapilan istatistiksel inceleme

sonugclari
PD-L1 PD-L2 CTLA-4
Frekans Ortalama Frekans Ortalama Frekans Ortalama
sagkalim sagkalim sagkalim
siiresi siiresi siiresi
Negatif 35 25,11 46 24,28 45 24,71
Zayif 7 26,14 4 39,50 5 32,60
pozitif
Orta 6 30,67 - - - -
siddette
pozitif
Giiglii 2 14,50 - - - -
pozitif
P Degeri 0,587* 0,045* 0,251*

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir

Ortalama sagkalim siiresi ile molekiiler PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4

ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi (Tablo-13).
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Tablo-13: Ortalama sagkalim ile molekiiler PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4

ekspresyonlarinin Mann-Whitney U analiz testi ile yapilan istatistiksel inceleme

sonugclari
PD-L1 PD-L2 CTLA-4
Frekans Ortalama Frekans Ortalama Frekans Ortalama
sagkalim sagkalim sagkalim
siiresi siiresi siiresi
Negatif 45 25,13 39 25,26 40 25,03
Pozitif 5 28,80 11 26,36 10 27,40
P Degeri 0,615* 0,824* 0,658*

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir

Ortalama sagkalim ile MPM histolojik alt tipleri arasinda da anlamli fark
izlenmedi (Tablo-14).

Tablo-14: Ortalama sagkalim ile MPM histolojik alt tiplerinin Mann-Whitney U

analiz testi ile yapilan istatistiksel inceleme sonuglari

Histolojik Alt Frekans Ortalama P Degeri
Tipler Deger
Ortalama Epiteloid Tip 44 26,14
SagKalim Non-epiteloid Tip 6 20,83 0,403*
Siiresi Toplam 50

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir

4.2. immunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal caligmada tiimér hiicrelerinde PD-L1 ekspresyonu
semikantitatif ve subjektif olarak degerlendirildi. Tiim olgularda pozitif boyanan
alanlarin yiizdesi (yayginligi) ve boyanma siddeti (yogunlugu) skorlandi ve toplam
skor elde edildi. Toplam skor 0 ise negatif, 1, 2 zayif pozitif, 3, 4 orta siddette
pozitif, 5-7 giiglii pozitif olarak tespit edildi (156).
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4.2.1. PD-L1 Ekspresyonu

MPM olgularinda PD-L1 ekspresyonu incelendiginde 50 olgunun 7’si zayif
(%]14), 6’s1 orta siddette (%12), 2’si giiglii (%4) olmak {izere toplam 15’ pozitif
(%30), 35’1 negatif (%70) olarak izlendi (Sekil 18-22).

Sekil 18: Epiteloid tip MPM nin histolojik gortiniimii (H&E, X100)

57



Sekil 19: Epiteloid tip MPM’da immiinohistokimyasal olarak zayif PD-L1
ekspresyonu (DAB, X200)

RO LI,

$).4%;

Sekil 20: Epiteloid tip MPM’da immiinohistokimyasal olarak orta siddette PD-L1
ekspresyonu (DAB, X200)
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Sekil 21: Epiteloid tip MPM’da immiinohistokimyasal olarak giicli PD-L1
ekspresyonu (DAB, X200)

Sekil 22: Bifazik tip MPM’da immiinohistokimyasal olarak giicli PD-L1
ekspresyonu (DAB, X200)
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PD-L1 ekspresyonu izlenen 15 olgunun 14°i epiteloid tip, giliclii pozitiflik

izlenen 1 olgu bifazik tip MPM tanisina sahipti. MPM olgularinda PD-L1

immiinreaktivitesinin degerlendirmesi Tablo-15 ve 16’da yapilmistir. Histolojik alt

tip ile immiinohistokimyasal PD-L1 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark izlenmedi.

Tablo-15: MPM alt gruplarinda PD-L1 degerlendirmesi

Histolojik Alt Tip PD-L1

Negatif Pozitif Toplam P Degeri
Epiteloid 30 (%68,2) 14 (%31,8) 44 (%100)
Non-epiteloid 5 (%83,3) 1 (%16,7) 6 (%100) 0,654*
Toplam 35 (%70) 15 (%30) 50 (%100)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir

Tablo-16: MPM alt gruplarinda PD-L1’in immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

PD-L1
Histolojik Negatif Zayf  Orta Giiclii Toplam
Alt Tip Pozitif Siddette Pozitif
Pozitif

Epiteloid 30 7 (%15,9) 6 (%13,6) 1 (%2,3) 44

(9068,2) (%2100)
Non- 5(%83,3) 0 0 1 (%16,7) 6
epiteloid (%100)
Toplam 35 (%70) 7 (%14) 6 (%12) 2 (%4) 50

(%2100)

4.2.2. PD-L2 Ekspresyonu

PD-L2 ekspresyonu incelendiginde 50 MPM tanili olgunun 4’4 pozitif (%8),

46’s1 negatif (%92) olarak izlendi. PD-L2 ekspresyonu izlenen 4 olgunun 4’iinde de

zayif pozitiflik saptand1 (Sekil 23-26).
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Sekil 23: Epiteloid tip MPM’nin histolojik goriiniimii (H&E, X200)
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Sekil 24: Epiteloid tip MPM’da immiinohistokimyasal olarak zayif PD-L2
X400)

ekspresyonu (DAB,



Sekil 25: Epiteloid tip MM’da immiinohistokimyasal olarak zayif PD-L2
ekspresyonu (DAB, X400)

Sekil 26: Epiteloid tip MM’da immiinohistokimyasal olarak zayif PD-L2
ekspresyonu (DAB, X400)

62



PD-L2 ekspresyonu izlenen 4 olgunun 3’i epiteloid tip olup, 1’1 bifazik tipti.
MPM olgularinda PD-L2 immiinreaktivitesinin degerlendirmesi Tablo-17"de
yapilmistir. Histopatolojik alt tip ile immiinohistokimyasal PD-L2 ekspresyonu

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi.

Tablo-17: MPM alt gruplarinda PD-L2’nin immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

PD-L2
Histolojik Alt = Negatif =~ Zayif Orta Giiclii Toplam P
Tip Pozitif ~ Siddette  Pozitif Degeri
Pozitif

Epiteloid 41 3(%6,8) 0 0 44

(%93,2) (%100)
Non-epiteloid 5 1(%16,7) O 0 6 0,411*

(%83,3) (%100)
Toplam 46 4 (%8) 0 0 50

(%92) (%100)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir

4.2.3. CTLA-4 Ekspresyonu

MPM olgularinda CTLA-4 ekspresyonu incelendiginde 50 olgunun 5’1 pozitif
(%10), 45’i negatif (%90) olarak izlendi. CTLA-4 ekspresyonu izlenen olgularin
tamaminda zay1f pozitiflik saptandi (Sekil 27-30).
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Sekil 28: Bifazik tip MPM’da immiinohistokimyasal olarak zayif CTLA-4
ekspresyonu (DAB, X400)
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Sekil 29: Epiteloid tip MPM’da immiinohistokimyasal olarak zayif CTLA-4
ekspresyonu (DAB, X400)

Sekil 30: Bifazik tip MPM’da immiinohistokimyasal olarak zayif CTLA-4
ekspresyonu (DAB, X400)
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CTLA-4 ekspresyonu izlenen 5 olgunun 4’ii epiteloid tip olup, 1’1 bifazik tip
MPM tanismma sahipti. MPM olgularinda CTLA-4 immiinreaktivitesinin
degerlendirmesi ~ Tablo-18’de  yapilmistir.  Histopatolojik — alt  tip ile
immiinohistokimyasal CTLA-4 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark izlenmedi.

Tablo-18: MPM alt gruplarinda CTLA-4 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

CTLA-4
Histolojik Alt ' Negatif =~ Zayif Orta Giiclii Toplam P
Tip Pozitif ~ Siddette  Pozitif Degeri
Pozitif
Epiteloid 40 4(%9,1) O 0 44
(9%090,9) (9%100)
Non-epiteloid 5 1(%16,7) O 0 6 0,487*
(%83,3) (%100)
Toplam 45 5 (%10) 0 0 50
(9090) (%100)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir

4.2.4. Immunohistokimyasal PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4 Ekspresyon

Korelasyonu

[statistiksel olarak PD-L1 ile PD-L2 (p:0,006), PD-L1 ile CTLA-4 (p:0,001)
ve PD-L2 ile CTLA-4 (p:0,002) immiinohistokimyasal ekspresyonlari kendi
aralarinda karsilastirildiginda anlamli iliski izlendi. Immunohistokimyasal PD-L1,
PD-L2 ve CTLA-4 ekspresyonlart arasindaki iligki Tablo-19, Tablo-20 ve Tablo-
21°de gosterilmistir.
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Tablo-19: Immiinohistokimyasal PD-L1 ve PD-L2 ekspresyonu korelasyonu

PD-L2
Negatif Pozitif Toplam P Degeri
Negatif 35(%100) 0 (%0) 35 (%100)
PD-L1 | Pozitif 11 (%73,3) 4 (%26,7) 15 (%100) | 0,006*
Toplam 46 (%92) 4 (%8) 50 (%100)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir

Tablo-20: immiinohistokimyasal PD-L1 ve CTLA-4 ekspresyonu korelasyonu

CTLA-4
Negatif Pozitif Toplam P Degeri
Negatif 35 (%100) 0 (%0) 35 (%100)
PD-L1 | Pozitif 10 (%66,7) 5 (%33,3) 15 (%100)  0,001*
Toplam 45 (%90) 5 (%10) 50 (%100)

*p=<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir

Tablo-21: immiinohistokimyasal PD-L2 ve CTLA-4 ekspresyonu korelasyonu

CTLA-4
Negatif Pozitif Toplam P Degeri
Negatif 44 (%95.7) 2 (%4,3) 46 (%100)
PD-L2 | Pozitif 1 (%25) 3 (%75) 4 (%100) 0,002*
Toplam 45 (%90) 5 (%10) 50 (%6100)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir
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4.3. Gen ekspresyon Bulgulan
Calismamizda 50 hasta ornegi, Roche Cobas Z 480 cihazinda RT-PCR
caligild1 ve LightCycler 480 Sistemi ile analiz edildi.

MPM tanili 50 olgunun tiimor dokularindan 6nce RNA elde edildi. Olgulara

ait RNA orneklerinin spektrofotometre ile 6lgiilen konsantrasyon degerleri Tablo-

22’de verilmistir.

Tablo-22: Olgulara ait RNA konsantrasyon degerleri

Hasta No

RNA Konsantrasyonu (ul)

Hasta No RNA Konsantrasyonu (ul)

17,19

27 40,10

17,56

29 20,26

17,83

31 59,02

17,42

33 19,90

10

16,95

35 17,93

12

69,65

37 17,12

14

36,06

39 49,04

16

12,25

41 4,29

18

10,83

43 8,50

20

24,72

45 38,16

22

66,33

47 64,74




Olgulara ait RNA orneklerinden cDNA elde edilerek RT-PCR analizleri
yapildi. Her hasta i¢in ayr1 ayr1 PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4 gen bolgeleri 3’er kez
tekrar yapilarak calisildi.

4.3.1. PD-L1 Gen Ekspresyonu
50 olguya ait cDNA orneklerinden 3 kez PD-L1 gen boélgesi calisilarak pik
degerleri analiz edildi. Olgulara ait pik degerleri Tablo-23’de verilmistir.

Tablo-23: PD-L1 gen ekspresyonu ¢alisilan olgulara ait pik degerleri

11 - - -

13 - - -
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47 3,16 1,17 7,04

50 - g g

PCR ile elde edilen PD-L1 gen bdlgesine ait 1sima pik degerleri ve egri
grafikleri degerlendirildiginde 50 olgunun 5’inde (%10) gen ekspresyonu saptandi.

Ekspresyon saptanan olgulara ait 1s1ma egrileri Sekil 31 ve Sekil 32’de

gosterilmektedir.
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Sekil 31: 47 numaral1 olguya ait PD-L1 gen bodlgesi 151ma egrisi
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Amplification Curves
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Sekil 32: 24-47 numaral olgulara ait PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4 gen bolgeleri 151ma
egrileri. Kirmizi renkte pik yapan egriler ekspresyon gosteren olgulari, yesil renkte

egriler negatif olgular1 temsil etmektedir.

PD-L1 gen ekspresyonu izlenen olgularin 4’i epiteloid tip MPM olup, 1’1
bifazik tip MPM tanilidir. Histopatolojik alt tip ile PD-L1 gen ekspresyonu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi. PD-L1 gen ekspresyonu izlenen
olgularin 1’1 zayif, 3’ orta siddette ve 1’1 de giiglii olmak iizere tamami
immiinohistokimyasal olarak da PD-L1 ekspresyonu gostermekteydi. PD-L1 gen
ekspresyonu ile immiinohistokimyasal PD-L1 ekspresyonu arasinda istatistiksel
olarak anlamli iligski saptandi (p=0,001). MPM alt gruplarinda PD-L1 gen
ekspresyonu ve PD-L1 gen ekspresyonu ile immiinohistokimyasal PD-L1

ekspresyonu arasinda iliski Tablo-24 ve Tablo-25de gosterilmistir.
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Tablo-24: MPM alt gruplarinda PD-L1 gen ekspresyonu

Histolojik Alt Tip PD-L1

Negatif Pozitif Toplam P Degeri
Epiteloid 40 (%90,9) 4 (%9,1) 44 (%100)
Non-epiteloid 5 (%83,3) 1 (%16,7) 6 (%100) 0,487*
Toplam 45 (%90) 5 (%10) 50 (%100)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir

Tablo-25: PD-L1 gen ekspresyonu ile immiinohistokimyasal PD-L1 ekspresyonu

Molekiiler PD-L1

Negatif Pozitif Toplam P Degeri
[HK Negatif 35 (%100) 0 (%0) 35 (%100)
PD-L1 | Pozitif 10 (%66,7) 5 (%33,3) 15 (%100)  0,001*
Toplam 45 (%90) 5 (%10) 50 (%100)

[HK: Immiinohistokimya

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir

4.3.2. PD-L2 Gen Ekspresyonu
Olgulardan elde edilen ¢cDNA orneklerinden 3 kez PD-L2 gen bolgesi

caligilarak pik degerleri analiz edildi. Olgulara ait pik degerleri Tablo-26’da

verilmistir

Tablo-26: PD-L2 gen ekspresyonu ¢alisilan olgulara ait pik degerleri

PD-L2 Pik Degerleri

Hasta No 1. Calisma 2. Calisma 3.Calisma
1 -

2 1,01 2,31 -

3 - -
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2,59

1,22
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37 - - -

39 - - -

41 - - -

45 - - 1,62

47 - 4,56 9,22

49 2 - 1,49

PCR ile elde edilen PD-L2 gen bdlgesi 1s1ma pik degerleri ve egri grafikleri
degerlendirildiginde 50 olgunun 11’inde (%22) gen ekspresyonu saptandi.
Ekspresyon saptanan olgulara ait 1sima egrileri Sekil 33 ve Sekil 34’de

gosterilmektedir.
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Sekil 33: 47 numarali olguya ait PD-L2 gen bdlgesi 1s1ma egrisi

Sekil 34: 19 numarali olguya ait PD-L2 gen bolgesi 151ma egrisi
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PD-L2 gen ekspresyonu izlenen olgularin 9’u epiteloid tip MPM olup, 2’si
bifazik tip MPM tanilidir. Histolojik alt tip ile PD-L2 gen ekspresyonu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi. MPM alt gruplarinda PD-L2 gen PD-
L2 gen ekspresyonu izlenen olgularin 3°li immiinohistokimyasal olarak zayif PD-L2
ekspresyonu gostermekteydi. Immiinohistokimyasal olarak PD-L2 ekspresyonu
gosteren 1 olguda PD-L2 gen ekspresyonu izlenmedi. PD-L2 gen ekspresyonu ile
immiinohistokimyasal PD-L2 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski
isaptand1 (p=0,029). PD-L2 gen ekspresyonu ile immiinohistokimyasal PD-L2
ekspresyonu arasinda iligski Tablo-27 ve Tablo-28’de gosterilmistir.

Tablo-27: MPM alt gruplarinda PD-L2 gen ekspresyonu

Histolojik Alt Tip PD-L2

Negatif Pozitif Toplam P Degeri
Epiteloid 35 (%79,5) 9 (%20,5) 44 (%100)
Non-epiteloid 4 (%66,7) 2 (%33,3) 6 (%100) 0,601*
Toplam 39 (%78) 11 (%22) 50 (%100)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir

Tablo-28: PD-L2 gen ekspresyonu ile immiinohistokimyasal PD-L2 ekspresyonu

Molekiiler PD-L2

Negatif Pozitif Toplam P Degeri
THK Negatif 38 (%82,6) 8 (%17,4) 46 (%100)
PD-L2 | Pozitif 1 (%25) 3 (%75) 4 (%100) 0,020*
Toplam 39 (%78) 11 (%22) 50 (%100)

[HK: Immiinohistokimya
*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir
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4.3.3. CTLA-4 Gen Ekspresyonu
50 olguya ait cDNA orneklerinden 3 kez CTLA-4 gen bolgesi ¢aligilarak pik
degerleri analiz edildi. Olgulara ait pik degerleri Tablo-29’da verilmistir.

Tablo-29: CTLA-4 gen ekspresyonu ¢alisilan olgulara ait pik degerleri

11 - - -

13 - 1,34 -

17 - 121 1,17

19 - 1,81 6,21

21 - - -

23 - - -

7

e}



27 6,38 5,20 8,63

29 - - -

31 1,06 2,23 6,18

33 - - -

35 - 1,04 1,12

39 - - -

47 1,40 6,01 8,10

PCR ile elde edilen CTLA-4 gen bolgesine ait 1s1ma pik degerleri ve egri
grafikleri degerlendirildiginde 50 olgunun 10’unda (%20) gen ekspresyonu saptandi.
Ekspresyon saptanan olgulara ait 1sima egrileri Sekil 35 ve Sekil 36’da

gosterilmektedir.
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Sekil 36: 25-48 numarali olgulara ait PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4 gen bolgeleri 1s1ma

egrileri. Kirmizi renkte pik yapan egriler ekspresyon gosteren olgulari, yesil renkte

egriler negatif olgular1 temsil etmektedir.
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CTLA-4 gen ekspresyonu izlenen olgularin 8’i epiteloid tip MPM olup, 2’si
bifazik tip MPM tanilidir. Histolojik alt tip ile CTLA-4 gen ekspresyonu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi. CTLA-4 gen ekspresyonu izlenen
olgularmn  4’ti immiinohistokimyasal olarak zayif CTLA-4 ekspresyonu
gostermekteydi. Immiinohistokimyasal olarak CTLA-4 ekspresyonu gosteren 1
olguda CTLA-4 gen ekspresyonu izlenmedi. CTLA-4 gen ekspresyonu ile
immiinohistokimyasal CTLA-4 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli
iliski saptand1 (p=0,004). MPM alt gruplarinda CTLA-4 gen ekspresyonu ve CTLA-
4 gen ekspresyonu ile immiinohistokimyasal CTLA-4 ekspresyonu arasinda iliski

Tablo-30 ve Tablo-31’de gosterilmistir.

Tablo-30: MPM alt gruplarinda CTLA-4 gen ekspresyonu

Histolojik Alt Tip CTLA-4

Negatif Pozitif Toplam P Degeri
Epiteloid 36 (%81,8) 8 (%18,2) 44 (%100)
Non-epiteloid 4 (%66,7) 2 (%33,3) 6 (%100) 0,586*
Toplam 40 (%80) 10 (%20) 50 (%100)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir

Tablo-31: CTLA-4 gen ekspresyonu ile immiinohistokimyasal CTLA-4
ekspresyonu

Molekiiler CTLA-4

Negatif Pozitif Toplam P Degeri
[HK Negatif 39 (%86,7) 6 (%13,3) 46 (%100)
CTLA-4  Pozitif 1 (%20) 4 (%80) 5 (%100) 0,004*
Toplam 40 (%80) 10 (%20) 50 (%100)

[HK: Immiinohistokimya
*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir
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4.2.4. Real-Time PCR ile PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4 Gen Ekspresyon

Korelasyonu

Istatistiksel olarak PD-L1 ile PD-L2 (p:0,000), PD-L1 ile CTLA-4 (p:0,000)
ve PD-L2 ile CTLA-4 (p:0,000) gen ckspresyonlar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda anlamli iliski izlendi. PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4 gen
ekspresyonlar1 arasindaki iligki Tablo-32, Tablo-33 ve Tablo-34’de gosterilmistir.

Tablo-32: PD-L1 ve PD-L2 gen ekspresyonu korelasyonu

PD-L2
Negatif Pozitif Toplam P Degeri
Negatif 39 (%86,7) 6 (%13,3) 45 (%100)
PD-LL  poyitif 0 (%0) 5 (%100) 5 (%100) 000"
Toplam 39 (%78) 11 (%22) 50 (9%100) '
*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir
Tablo-33: PD-L1 ve CTLA-4 gen ekspresyonu korelasyonu
CTLA-4
Negatif Pozitif Toplam P Degeri
Negatif 40 (%88,9) 5(%11,1) 45 (%100)
PD-L1 Pozitif 0 (%0) 5 (9%100) 5 (9%100) 0,000*
Toplam 4 (%80) 10 (%20) 50 (%100)
*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir
Tablo-34: PD-L2 ve CTLA-4 gen ekspresyonu korelasyonu
CTLA-4
Negatif Pozitif Toplam P Degeri
Negatif 38 (%97,4) 1 (%2,6) 39 (%100)
PD-L2 Pozitif 2 (%18,2) 9 (%81,8) 11 (9%100) 0,000*
Toplam 40 (%80) 10 (%20) 50 (%100)

*p<0.05 istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir
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5. TARTISMA

MPM, ozellikle asbest liflerine maruziyetle iliskili plevral boslugun ylizey
mezotelini etkileyen agresif bir malign hastaliktir (157). MPM insidansinin, asbest
maruziyeti ve tani arasindaki uzun gecikme ile gelismekte olan iilkelerde halen
asbest kullaniminin devam etmesi nedeniyle Oniimiizdeki yillarda artmasi

beklenmektedir (4).

Tedavi gormemis hastalarda medyan genel sagkalim siiresi yaklasik 10 ay ve
5 yillik sagkalim oran1 %5'den az oldugundan MPM, kétii prognozlu bir hastaliktir
(4, 5). Palyatif platin-antifolat kemoterapi, MPM'da kanitlanmis tek tedavi olup,
yaklasik 1 yillik bir ortalama sagkalim ile sonucglanir. Bu nedenle yeni terapotik
stratejilere ihtiyag vardir. Son zamanlarda MM hastalarinda immiin kontrol
noktalarim1 bloke eden antikorlar arastirilmaktadir (6). Biz de ¢alismamizda MPM
hastalarinda immiin kontrol noktasi reseptorlerinden CTLA-4, PD-L1 ve PD-L2

ekspresyonunu arastirdik.

Calismamizda MPM tanis1 almis 50 olgudan hazirlanan parafin blok
kesitlerinde immiinohistokimyasal CTLA-4, PD-L1 ve PD-L2 ekspresyonu ile
olgulara ait dokudan elde edilen komplementer DNA’dan Real-Time PCR
yontemiyle CTLA-4, PD-L1 ve PD-L2 gen ekspresyonunu ve bunlarin

klinokopatolojik ve prognostik parametreler agisindan 6nemini degerlendirdik.

Literatiirde MPM, genellikle 60 yas tistii hastalarda goriilmektedir ve
erkek/kadin orani yaklasik 4/1°dir (2, 14, 144). Calismamizda literatiir ile uyumlu
bigimde hasta yas ortalamasi 61,52+11,4 olarak bulunmus ve erkek predominansi

1zlenmistir.

Literatiire gore epiteloid tip % 60-80, sarkomatoid tip %10’dan az, bifazik tip
ise %10-15 oraninda goriilmektedir (2). Serimizdeki 50 hastanin %88’1 epiteloid tip,
%?2’si sarkomatoid tip, %10’u ise bifazik tiptir. Calismamizda MPM’nin histolojik

alt tiplerinin orani literatiir ile uyumludur.

MPM, tipik olarak ge¢ klinik bir evrede prezente oldugundan literatiirde tani

aninda medyan sagkalim 10-12 aydir ve timor hemen her zaman birka¢ yil i¢cinde
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6lime neden olur (4, 5, 65). Calisgmamizdaki hastalarin ortalama sagkalim siiresi
12.98+1.33 ay olup literatiirdeki medyan sagkalim siireleri ile benzerdir.
Sarkomatoid varyant gibi belirli histolojik alt tipler daha agresif davranislarla
iliskilendirilmistir. Epiteloid mezotelyoma ise diger histolojik tiplerden biraz daha iyi
prognoza sahiptir (42, 65). Calismamizda ortalama sagkalim ile MPM histolojik alt
tipleri arasinda iliski saptanmamistir. Bu durumun, tiimoriin agresif karakteri ile
iliskili olan sarkomatoid tip olgu sayimizin az olmasi ile agiklanabilecegini

diisiindiik.

Literatirde MPM’da immiinohistokimyasal olarak PD-L1 ekspresyonunu
arastiran bazi ¢alismalar mevcuttur. Cedres ve ark. (158) MPM tanili 27 hastada
immiinohistokimyasal olarak PD-L1 (klon E1L3N) ekspresyonunu arastirmistir.
Yapilan ¢alismada 27 hastanin 6’sinda (%22,2) PD-L1 ile pozitif immiinreaksiyon
izlenmis olup, 20 hastada (%77,7) PD-L1 ile immiin reaksiyon izlenmemistir. Bu
caligmada non-epiteloid histoloji tanili hasta grubunda epiteloid histoloji tanili
gruptan daha fazla PD-L1 pozitifligi saptanmistir. Mansfield ve ark. (146) MPM
tanil1 106 hastada yaptiklart bir ¢aligmada 42 hastada immiinohistokimyasal PD-L1
(klon 5H1-A3) ekspresyonu saptamig olup, bunlarin 14’4 (%33) epiteloid tip, 28’1
(%67) non-epiteloid tiptir. Bu ¢alismada 6nemli bir bulgu olarak, desmoplastik alt
tipli tek bir olgu hari¢ sarkomatoid farklilasmaya sahip tim MPM vakalar1 PD-L1
ekspresyonu gostermistir. Combaz-Lair ve ark. (159) MPM hastalarinda hem klon
E1L3N hem de klon SP142 ile immiinohistokimyasal PD-L1 ekspresyon analizi
aragtirmistir. 58 hastada yapilan bu calismada E1L3N klonu ile 34 epiteloid tip
MPM’nin 8’inde (%23,5), 11 bifazik tip MPM’nin 1’inde (%9) ve 13 sarkomatoid
tip MPM’nin 8’inde (%62) ekspresyon izlenmistir. SP142 klonu ile ise 4 (%12)
epiteloid, 1 (%9) bifazik ve 5 (%38) sarkomatoid tip MPM vakasinda ekspresyon
izlenmistir. Bu ¢aligmada genel olarak, diger histolojik alt tiplere gére sarkomatoid
tip MPM’da daha sik PD-L1 ekspresyonu saptanmistir. Cedres ve ark. (144) 77
MPM vakasinda PD-L1 ekspresyonu (klon E1L3N) arastirmis olup, 16 vakada (%
20,8) ekspresyon saptamigken, 61 vakada (% 79.2) ise ekspresyon saptamamistir.
Non-epiteloid hasta grubunda, epiteloid histolojili gruptan daha fazla PD-L1
pozitifligi saptanmistir. Bizim caligmamizda 50 MPM tanili hastanin 7°si zayif

(%14), 6’s1 orta siddette (%12), 2’st giliclii (%4) olmak iizere toplam 15 hastada
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(%30) immiinohistokimyasal olarak PD-L1 ekspresyonu saptanmis iken 35 hastada
(%70) ekspresyon saptanmamis. PD-L1 ekspresyonu izlenen 15 olgunun 14’
epiteloid tip, 1 olgu ise bifazik tip MPM tanisina sahiptir. Histolojik alt tip ile
immiinohistokimyasal PD-L1 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark izlenmemistir. Caligmamizda bu iliskinin istatistiksel olarak anlamh
saptanmamasini serimizdeki 50 hastanin sadece 1’inin (%2) sarkomatoid alt tip,
5’inin (%10) bifazik tip olmasi nedeniyle sarkomatoid Ozellik gdsteren hasta
sayisinin az olmasina bagladik. Her histolojik alt tipi yeterli sayida temsil eden daha

genis bir hasta grubunda ¢alismanin yapilmasinin daha faydali olacagini diisiindiik.

Cedres ve ark.’nin (158) calismasinda PD-L1 ekspresyonu olan hastalar,
negatif hastalardan daha kisa sagkalim gostermis. PD-L1 pozitif hastalar i¢in medyan
sagkalim 5 ay, PD-L1 negatif olanlarda 20 ay olarak saptanmistir. Mansfield ve
ark.’nin (146) ¢alismasinda PD-L1 ekspresyonu olan hastalarda (medyan 5 ay), PD-
L1 ekspresyonu olmayanlara gére (medyan 14.5 ay) daha kisa sagkalim siiresi tespit
edilmistir. Bu ¢alismada sarkomatoid histoloji de daha kotii sagkalim ile anlaml
olarak iliskili saptanmistir. Combaz-Lair ve ark. (159) PD-L1 SP142 ekspresyonunu
kot sagkalim ile iliskili fakat PD-L1 E1L3N klonunu sag kalm ile iliskisiz
bulmustur. Cedres ve ark.’nmin (144) baska bir calismasinda da PD-L1 pozitif
ekspresyonu olan hastalar PD-L1 negatif hastalardan daha kisa sagkalim
gostermistir. PD-L1 pozitif hastalar i¢cin medyan sag kalim 4,8 ay, PD-L1 negatif
hastalar i¢in 16,3 ay olarak saptanmistir. Bizim ¢alismamizda ortalama sag kalim
stiresi 12.98+1.33 aydir. PD-L1 immiin ekspresyonu goriilen 35 hasta ile negatif
olanlarin sagkalim siireleri arasinda anlamli fark izlenmemistir. Yapilan ¢aligmalarda
MPM hastalarinda PD-L1 ekspresyon derecesinin, ozellikle sarkomatoid
farklilagmas1 olan hastalarda arttigit ve kotii sagkalim ile iligkisi oldugu
goriilmektedir. Caligmamizda sagkalim ile anlamli iliski bulunmamasini sarkomatoid

ozellikler gosteren MPM hasta sayimizin (6/50) yetersiz olmasina bagladik.

Literatiirde farkli timorlerde RT-PCR yontemi PD-L1 ekspresyon analizi
yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Ikeda ve ark. (160) kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri
(KHDAK)’nde PD-L1 ekspresyonu ¢alismistir. Bu ¢alismada PD-L1 ekspresyonu ile

timor diferansiyasyonu arasinda anlamli iligki saptanmis olup, diger prognostik
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parametreler ile arasinda anlamli iliski gézlenmemistir. Sasaki ve ark. (161) da kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanserinde RT-PCR yontemi ile PD-L1 ekspresyonu ¢alismislar,
cerrahi olarak rezeke edilmis KHDAK'de PD-L1’in timdr invazyonu ile korele
oldugu, tiimor dokusu ile nomal doku arasinda ve diger prognostik parametreler ile
arasinda anlamli iligki olmadigim tespit etmisler. Kosemehmetoglu ve ark. (162)
malign mezenkimal timorlerde immiinohistokimyasal ve RT-PCR yontemi ile PD-
L1 ekspresyonu arastirdiklari calismada 222 sarkomun 34’iinde
immiinohistokimyasal PD-L1 ekspresyonu, bu 34 olgunun da 16’sinda PD-L1
mRNA overekspresyonu izlenmis olup, yiiksek dereceli sarkomlarin daha sik PD-L1

ekspresyonu gosterme egilimi oldugunu gostermislerdir.

Literatirde MPM hastalarinda PD-L1 ekspresyonu immiinohistokimyasal
yontem disinda arastiran ¢ok az ¢alisma mevcuttur. Thapa ve ark. (163) MPM tanili
329 hastada PD-L1 genom kopya sayisini aragtirmistir. Bunun disinda Hsu ve
ark.’nin (164) MPM’da yes-iliskili protein inhibisyonu ile PD-L1 ekspresyonu
arasindaki iligkiyi arastirdiklari ¢alismalarinda kullandiklari birka¢ yontemden biri de
RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve kantitatif RT-PCR’dir. Bu ¢alismada yes-iligkili
protein inhibitdrii olan verteporfin tedavisi sonrast RT-PCR yontemi ile PD-L1
ekspresyonu bakilip arasindaki iliski tespit edilmistir. Biz de ¢alismamizda MPM
tanili hastalarda immiinohistokimya ve RT-PCR yontemleri ile PD-L1 ekspresyonu
calisip, birbirleri ve prognostik parametreler ile aralarindaki iligskiyi arastirdik.
Calismamizda 50 MPM olgumuzun 5’inde RT-PCR yontemi ile PD-L1 ekspresyonu
saptanmigtir. PD-L1 gen ekspresyonu ile MPM histolojik alt tipleri ile ortalama
sagkalim arasinda anlamli iligki saptanmamistir. Bu durumun serimizde, ortalama
sagkalim stiresini etkileyecek olan kotii prognozlu sarkomatoid degisiklikler gdsteren
MPM tanili hasta sayimizin (6/50) az olmasina bagli olabilecegini diisiindiik. RT-
PCR yontemi ile PD-L1 ekspresyonu gosteren 5 olgu ayni zamanda
immiinohistokimyasal olarak da PD-L1 ekspresyonu gdstermis  olup,
immiinohistokimyasal PD-L1 ekspresyonu ile RT-PCR yontemi ile PD-L1
overekspresyonu arasinda anlamli iligki saptanmigtir (p=0,001).
Immiinohistokimyasal olarak PD-L1 protein ekspresyonu gdsteren olgu sayisinin,
RT-PCR yontemi ile tespit edilen PD-L1 gen ekspresyonu gosteren olgu sayisindan

fazla olusunun, rutin doku takip islemleri esnasinda yiiksek 1s1, alkol, formalin ve
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ksilola maruz kalan dokunun hassas bir yapiya sahip mRNA’sinin degradasyona

ugramis olmasina bagli olabilecegini diisiindiik.

Literatiirde MPM dis1 tiimorlerde PD-L2 ekspresyonunu arastiran ¢aligmalar
mevcuttur. Yang ve ark. (165) 40 kondrosarkom olgusunun 25’inde PD-L2 immiin
ekspresyonu izlemis ve ¢alismada PD-L2 ekspresyonu ile geng yas arasinda anlamli
iliski saptamistir. Tanaka ve ark. (166) klasik Hodgkin lenfoma, primer mediastinal
biiyilk B-hiicreli lenfoma ve gri zon lenfoma tanili toplam 64 olguda
immiinohistokimyasal ve floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemleri ile PD-L2
ekspresyonunu arastirmis, primer mediastinal biiyiik B-hiicreli lenfomada PD-L2
ekspresyon artis1 saptamigtir. Pinto ve ark. (167) da solid pediatrik tiimorlerde PD-
L2’nin immiinohistokimyasal ve mRNA ekspresyonunu arastirmaya yonelik
yaptiklar1 ¢calismada diisiik oranda ekspresyon saptanmis ve immiinohistokimya ile
MRNA ekspresyonu arasinda korelasyon izlememistir. Literatiirde MPM’da herhangi
bir yontemle PD-L2 ekspresyonunu arastiran g¢alisma bulunmamaktadir. Bizim
calismamizda MPM tanili 50 hastamizin 4’iinde (%8) immiinohistokimyasal olarak
PD-L2 ekspresyonu izlenmis olup 46’sinda (%92) ekspresyon saptanmamistir. PD-
L2 ekspresyonu izlenen 4 olguda da ekspresyonun zayif oldugu goriilmiistiir. Bu 4
olgunun 3’0 epiteloid tip olup, 1’1 bifazik tiptir. Histolojik alt tip ile

immiinohistokimyasal PD-L2 ekspresyonu arasinda anlamli iligski saptanmamustir.

Panjwani ve ark. (168) calismalarinda lenfoma subtiplerinde diisiik PD-L2
ekspresyonunun daha kisa relapssiz sagkalim ile iliskili oldugunu gostermistir.
Chang ve ark.’nin (169) yaptig1 bir arastirmada 70 malign tikiiriik bezi timoriinde
immiinohistokimyasal olarak PD-L1, PD-L2, CTLA-4, PD-1 ¢alisilmistir. Malign
tiklirik bezi tiimorlerinde, PD-L2 ekspresyonu yiiksek, PD-L1 ekspresyonu ise
pozitif boyanmis hiicrelerin ylizdesi ve boyanma yogunlugu agisindan nispeten diisiik
olarak tespit edilmistir. Ayrica, ¢ok degiskenli analizlerde diisiik PD-L2 ekspresyonu
bagimsiz olarak kisa niikssiiz sagkalim ile iligkili (p=0.032) saptanmistir. Yearley ve
ark. (170) da 7 tiimor tipinde (renal hiicreli karsinom, mesane karsinomu, melanom,
KHDAK, bas-boyun skuamoz hiicreli karsinomu, triple-negatif meme karsinomu ve
gastrik karsinom) anti-PD-1 (pembrolizumab) tedavisi ile PD-L2 ekspresyonu

arasindaki iliskiyi arastirdiklari calismalarinda progresyonsuz sagkalim ve genel
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sagkalimm PD-L2 pozitif hastalarda, PD-L2 negatif olanlara gére, daha uzun oldugu
gbozlemlenmistir. Bizim c¢alismamizda da immiinohistokimyasal olarak PD-L2
ekspresyonu gosteren 4 olguda medyan sagkalim siiresi 39,50 ay, negatif olan 46
olguda 24,28 ay olarak tespit edilmistir. Ortalama sagkalim siiresi ile
immiinohistokimyasal PD-L2 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iligski (p=0,045) izlenmis olup, literatiirdeki aragtirmalara benzer olarak diisiik PD-L2
ekspresyonu gosteren olgularda kisa sagkalim siiresi gézlenmistir. Bu sonuglar PD-
L2 ekspresyonunun iyi prognozla iliskili olabilecegini géstermektedir. Ancak PD-L2

ekspresyonunun sagkalim siiresi ile iliskisi daha genis serilerde aragtirilmalidir.

Ayrica ¢alismamizda 50 MPM olgumuzun 11’inde RT-PCR yontemi ile PD-
L2 ckspresyonu saptanmistir. PD-L2 gen ekspresyonu gozlenen olgularin 9’u
epiteloid tip, 2’si bifazik tiptir. PD-L2 gen ekspresyonu ile MPM histolojik alt tipleri
ve ortalama sagkalim arasinda anlamli iliski saptanmamustir. PD-L2 gen ekspresyonu
izlenen olgularin 3’tinde immiinohistokimyasal olarak da PD-L2 ekspresyonu tespit
edilmistir. PD-L2 gen ekspresyonu ile immiinohistokimyasal PD-L2 ekspresyonu
arasinda  istatistiksel = olarak  anlamli  iliski  (p=0,029)  saptanmuistur.
Immiinohistokimyasal ve RT-PCR yontemi ile ekspresyon saptanan olgu sayisinin
farkli olusunun, PD-L1 proteini molekiiliine (yaklasik 40kDa) gore daha kiiciik bir
yaptya (30kDa) sahip PD-L2 proteininin rutin doku takip islemleri esnasinda
tespitinin daha zor ve hasara agik olmasindan, meydana gelmis olan protein

denatiirasyonuna bagli olabilecegini diisiindiik.

Literatirde MPM’da CTLA-4 ekspresyonunu ve bunun prognostik
parametrelerle iliskisi ile ilgili az sayida ¢alisma mevcuttur. Roncella ve ark. (14) 45
MPM hastasinin tiimér dokularinda immiinohistokimyasal CTLA-4 ekspresyonunu
aragtirmistir. Bu ¢alismada CTLA-4 ekspresyonu ile histolojik alt tip ve ortalama
sagkalim siiresi arasinda anlamli iligski saptanmamustir. Bizim ¢alismamizda 50 MPM
tanili olgunun 5’inde immiinohistokimyasal olarak CTLA-4 ekspresyonu saptanmis,
45 olguda ekspresyon izlenmemistir. Immiinohistokimyasal CTLA-4 ekspresyonu ile
histolojik alt tip ve ortalama sagkalim siiresi arasinda anlamli iliski bulunmamustir.
Literatiirde CTLA-4 ekspresyonunun MPM’da prognostik parametreler ile iliskisini

ortaya koyan veri ¢ok sinirlidir. Bu konuda yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Literatiirde immiinohistokimyasal yontem disinda Santoni ve ark. (171)
timoma hastalarinda PCR yontemiyle mRNA ol¢iimii ile CTLA-4 ekspresyonunu
arastirmistir. Bu calismada yiiksek CTLA-4 mRNA ekspresyonu ile kisa sagkalim
arasinda kuvvetli iliski (p=0.0235) tespit edilmistir. Literatirde MPM’da CTLA-4
ekspresyonunu immiinohistokimyasal yontem disinda arastiran calisma mevcut
degildir. Bizim g¢aligmamizda 50 olgunun 10’unda RT-PCR yontemi ile CTLA-4
ekspresyonu saptanmig, 40 olguda ekspresyon izlenmemistir. CTLA-4 gen
ekspresyonu ile MPM histolojik alt tipleri ve ortalama sagkalim arasinda anlamli
iliski saptanmamistir. Santoni ve ark. (171) timoma hastalarinda CTLA-4
ekspresyonunun kotii prognoz ile iliskili oldugunu gostermis olsa da, MPM tanili
olgularda benzer ¢alisma mevcut degildir. MPM hastalarinda CTLA-4’lin prognoz
ile iliskisi arastiran daha yiiksek hasta sayisina sahip yeni calismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Immiinohistokimyasal CTLA-4 ekspresyonu ile RT-PCR yontemi ile CTLA-
4 cekspresyonu arasinda anlamli iliski saptanmustir (p=0,004). CTLA-4 gen
ekspresyonu izlenen olgularin 4’linde immiinohistokimyasal olarak da CTLA-4
ekspresyonu tespit edilmistir. PD-L2 ¢alismamizdaki verilerle benzer sekilde,
CTLA-4’de de immiinohistokimyasal ve RT-PCR yontemi ile ekspresyon saptanan
olgu sayisiin farkli olusunun PD-L1 proteini molekiiliine (yaklasik 40kDa) gore
daha kiiciik bir yapiya (24kDa) sahip CTLA-4proteininin rutin doku takip islemleri
esnasinda tespitinin daha zor ve hasara agik olmasindan, meydana gelmis olan

protein denatiirasyonuna bagli olabilecegini diistindiik.

Immunohistokimyasal PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4 ekspresyonlar1 kendi
aralarinda karsilagtirlldiginda (PD-L1 ile PD-L2 (p=0,006), PD-L1 ile CTLA-4
(p=0,001) ve PD-L2 ile CTLA-4 (p=0,002)) anlamli iliski saptanmustir.
Immunohistokimyasal PD-L2 ekspresyonu izlenen 4 olgunun, CTLA-4 ekspresyonu
izlenen 5 olgunun tamaminin ayn1 zamanda PD-L1 ekspresyonu da gosterdigi tespit
edilmistir. CTLA-4 eksresyonu olan 5 olgunun 3’iinde PD-L2 ekspresyonu da

izlenmistir.

Real-Time PCR ile PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4 gen ckspresyonlar1 kendi
aralarinda karsilastirildiginda kuvvetli iliski saptanmustir. Istatistiksel olarak PD-L1
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ile PD-L2, PD-L1 ile CTLA-4 ve PD-L2 ile CTLA-4 arasinda p degeri 0,000 olarak
saptanmistir. PD-L1 gen ekspresyonu izlenen 5 olgunun tamaminin ayni zamanda
PD-L2 ve CTLA-4 gen ekspresyonu da gosterdigi tespit edilmistir. CTLA-4 gen

ekspresyonu gosteren 10 olgunun 9’unde PD-L2 ekspresyonu da izlenmistir.

MPM hastalarinda PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4 immiin kontrol noktalarini
hedefleyen ajanlara yonelik klinik calismalarla da arastirmalar desteklenmeli,

ekspresyon varligi ile tedavi yanit1 arasindaki iliski gosterilmelidir.
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. SONUCLAR

Histolojik alt tip ile immiinohistokimyasal PD-L1 ekspresyonu arasinda
istatistiksel olarak anlamli iliski izlenmedi.

PD-L1 immiin ekspresyonu ile sagkalim siiresi arasinda anlaml iliski
saptanmadi.

RT-PCR yontemi ile PD-L1 gen ekspresyonunun MPM histolojik alt tipleri ve
ortalama sagkalim siireleri arasinda anlamli iligki saptanmadi.
Immiinohistokimyasal PD-L1 ekspresyonu ile RT-PCR yéntemi ile PD-L1
overekspresyonu arasinda anlamli iligki saptandi.

Histolojik alt tip ile immiinohistokimyasal PD-L2 ekspresyonu arasinda anlamli
bir iligki saptanmadi.

Immiinohistokimyasal PD-L2 ekspresyonu ile ortalama sagkalim siiresi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski izlendi. PD-L2 pozitif hastalarda ortalama
sagkalim stiresinin daha uzun oldugu saptandi.

RT-PCR yontemi ile PD-L2 gen ekspresyonunun MPM histolojik alt tipleri ve
ortalama sagkalim stireleri arasinda anlaml iliski saptanmadi.

Molekiiler PD-L2 gen ekspresyonu ile immiinohistokimyasal PD-L2 ekspresyonu
arasinda istatistiksel olarak anlamli iligki saptandi.

Immiinohistokimyasal CTLA-4 ekspresyonu ile histolojik alt tip ve ortalama
sagkalim stiresi arasinda anlamli iligki bulunmadi.

CTLA-4 gen ekspresyonu ile MPM histolojik alt tipleri ve ortalama sagkalim
arasinda anlaml iligki saptanmadi.

Immiinohistokimyasal CTLA-4 ekspresyonu ile RT-PCR ydntemi ile CTLA-4
ekspresyonu arasinda anlamli iligki saptandi.

Immiinohistokimyasal PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4 ekspresyonlar: kendi
aralarinda karsilagtirildiginda (PD-L1 ile PD-L2, PD-L1 ile CTLA-4 ve PD-L2
ile CTLA-4) anlaml1 iliski saptandi.

Real-Time PCR ile PD-L1, PD-L2 ve CTLA-4 gen ckspresyonlari kendi
aralarinda karsilagtirildiginda (PD-L1 ile PD-L2, PD-L1 ile CTLA-4 ve PD-L2
ile CTLA-4) kuvvetli iliski saptandi.
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