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1. GIRIS

Bobrek kanserleri dunya genelinde tim kanserlerin  %2,40nu
olusturmaktadir. Her y1l 338 bin hasta bobrek kanseri tanis1 almakta ve bu kansere
baglh yillik 144 bin olim gerg¢eklesmektedir. (1). Renal hicreli karsinomlar
(RHK) primer bobrek malignitelerinin %90’m1 olusturmaktadir. Etiyolojisinde
obezite, sigara, hipertansiyon, kazanilmis kistik bobrek hastaligi, mesleksel
trikloroetilen maruziyeti bulunmaktadir. %2-4’linde genetik gecis s6z konusudur.
Renal hiicreli karsinom hastalarinin %25-30’u tan1 aninda metastatik hastaliga
sahiptir ve buna ek olarak nefrektomi uygulanan hastalarin %20’sinde takipleri
sirasinda metastatik hastalik gelismektedir (2).

Renal hiicreli karsinomlar Uluslararas1 Urolojik Patoloji Dernegi (ISUP)
Vancouver siniflamasi temelinde giincellenen Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2016
smiflamasina gore ¢ok sayida histopatolojik alt tipe ayrilmaktadir. Farkli RHK alt
tiplerinin spesifik histopatolojik ve genetik karakteristikleri bulunmaktadir. Bu alt
tipler, baskin sitoplazmik 0&zellikler ve boyanma karakteristiklerine (berrak
hiicreli, kromofob, miisindz tiibiiler ve igsi hiicreli), yapisal paternlere (papiller,
berrak hucreli papiller, tibulokistik), timorin anatomik lokalizasyonuna
(toplayict duktus karsinomu ve renal meduller karsinomlar), spesifik bir renal
hastalikla iliskisine (kazanilmis kistik hastalik iliskili RHK) gore ayrilmasinin
yaninda ayrica RHK alt tipleri i¢in patognomonik molekiiler degisikliklere (MiT
ailesi translokasyon karsinomlar1 ve siiksinat dehidrogenaz [SDH]-eksikligi
izlenen renal karsinomlar) ve familyal predispozisyon sendromlari ile iligkisine
(herediter leiomyomatozis ve renal hiicreli karsinom iligkili RHK) gore de
smiflandirilmigtir. Ayrica diisiik malign potansiyelli multilokiiler kistik renal
neoplazi ve siniflandirilamayan altipleri de mevcuttur. En sik izlenen RHK tipleri
berrak hucreli, papiller ve kromofob alt tiplerdir (3).

Histopatolojik  tamida RHK alt tipi yaminda, niikleer grade,
sarkomatoid/rabdoid 06zellikler icermesi, vaskiler invazyon, timor nekrozu,
perirenal yag dokusu ve toplayici sistem invazyonu da degerlendirilir. Bu
parametreler histolojik prognostik faktorleri olusturur (4). Nikleer grade

belirlenmesinde o6zelikle berrak hiicreli ve papiller alt tipler icin 2013 yilinda



guncellenen DSO/ISUP niikleer derecelendirme sistemi onerilmektedir ve niikleer
grade tek basina bagimsiz bir prognostik faktor olarak kabul edilmektedir (5).
Giincel renal hiicreli karsinom evrelemesi, 8. TNM sistemine gore yapilmaktadir.
Bu evreleme sisteminde timor boyutu, vendz invazyon, renal kapsul invazyonu,
adrenal tutulum, Gerota fasyasi tutulumu, lenf nodiilii tutulumu ve uzak metastaz
degerlendirilen parametrelerdir. Bu nedenle bu parametreler hastalik prognozunda
onemli anatomik faktorlerdir (6).

Renal hicreli karsinom immdanojenik bir timordir ve karakteristik olarak ¢ok
sayida tiimor infiltre lenfosit igerir (7). Birgok ¢aligmada renal hiicreli karsinomun
konak antitimdr immiinitesinin gelisimini engelleyici 6zellikleri oldugu
gosterilmistir (8). Bir¢ok tiimorde oldugu gibi renal hiicreli karsinomda da bu
durum 6zellikle sitotoksik T lenfositlerin apopitozisinin uyarilmasi sonucu olusur.
T lenfosit apopitozisinin uyarilmasi, temelde 2 mekanizmayla; timor
hiicrelerindeki FasL ekspresyonunun arttirilmast yolu ve immiin kontrol
noktalarmin uyarilmas: yolu ile gergeklesir (9). Immiin kontrol noktalarinin
uyarilmast lenfositlerdeki es uyaran degisiklikleri ile meydana gelir. Tiimor,
lenfositlerdeki aktive edici es uyaranlarin reseptor sayisinda azalmaya veya inhibe
edici es uyaranlarin reseptor sayisinda artmaya neden olur. Es uyaran reseptor
ailesi iki biiyiik siiper antijen ailesinden olusur: immiinglobulin siiperailesi (IgSF)
ve timor nekroz faktor reseptor stperailesi (TNFRSF). (10).

Bu es uyaranlardan immiinoglobiilin siiper ailesinde bulunan T hiicre ko-
inhibitor reseptéri olan PD-1, aktive T lenfositler, B lenfositler, NK hcreleri,
dendritik hiicreler, makrofajlar ve Treg hucreler gibi immin sistem hiicrelerinde
sentezlenen bir ylzey glikoproteinidir (11,12). PD1’in etkilesimde bulundugu iki
ligand mevcuttur: PD-L1 (B7-H1, CD274) ve PDL2 (B7-DC, CD273). Bu
ligandlardan PD-L1, tumor hucreleri ve antijen sunan hicreler tizerinde bulunur
(13). Normal immiin yanitta PD-L1, immiin yanitin siirekliligini saglamak igin
sentezlenirken timor hiicrelerinden salinan bazi sitokinler bu molekiiliin
sentezlenmesini arttirarak tiimor hiicrelerini aktive T hiicrelerinin sitolizinden
korumaya calisir. PD-L1 ligandinin, tiimor spesifik T hiicrelerindeki PD-1
reseptoriine baglanmasi T hiicrelerinin apopitozuna yol agarak timor hicrelerinin

immiin yanittan kagisina olanak saglar. Bu nedenle immiin kontrol noktasi olarak



adlandirtlir (14). Bu immiin yanittan kagis mekanizmasini anlamak yeni bir tedavi
yaklagimi olarak immiinoterapinin gelisimine neden olmustur. immiin kontrol
noktalarinin kesfi kanser tedavisinde yeni bir ¢i1gir agmis ve tedavi hedefine timor
yerine immiin sistemi oturtmustur. (15).

Renal hiicreli karsinomlarda lokalize hastalikta temel tedavi yontemi
cerrahiyken, metastatik hastalikta sistemik tedavi protokollere eklenmektedir.
Standart ilk sira tedavide tirozin kinaz inhibitorleri, bevacizumab, interferon
kombinasyonlar1 ve berrak hiicreli dis1 varyantlarda m-TOR inhibitorleri yer alir
(16). Ikinci sira tedavide ise PD-1 inhibitorii olan nivolumabin tek basina veya
tirozin kinaz inhibitorleri ile kombine kullanimi tedavi kilavuzlarina eklenmistir.
PD-L1 inhibitorleri olan atezolizumab ve durvalumab molekiillerinin RHK’larda
kullanimi ag¢isindan heniiz ¢alismalar devam etmektedir. (17).

Son zamanlardaki calismalarda immiin kontrol noktasi mekanizmalari
malign melanom, mide, karaciger, meme, serviks, akciger, mesane karsinomlari
ve renal hiicreli karsinomlar gibi pek ¢ok karsinomda gdsterilmistir. Ancak bu
alanda prediktif faktorler ve hangi immin kontrol noktasinin hangi timor igin can
alict oldugu iyi bilinmemektedir. Onkolojik acidan pratik degistirici sonuglar
simdilik RHK, malign melanom, KHDAK ve belli kolorektal kanser tipleriyle
sinirlidir.  Yeni immiinojenik tedavi stratejileri yetersiz immiin yanit olusturan
timorlerde dahi, bazi indiikleyici tedavilerle (kemoterapi, radyoterapi, hedefe
yonelik tedaviler vs) tiimordeki immiin yaniti olusturup PDL1 ekspresyonunu
artirmak ve bdylece PD1 hedefli tedavileri uygulanir hale getirmek iizerine de
gelistirilmektedir.

Bu calismada, heniiz gelisim asamasinda olan bu tedavi yontemlerinin
uygulanabilecegi, 2008-2013 yillar1 arasinda cerrahi rezeksiyon sonucu renal
hiicreli  karsinom  tanist alan 81 hastadan alinan  spesimenlerin
immunohistokimyasal ve PCR yontemi ile PD-L1 ekspresyon oranlarinin
belirlenmesi ve bu ekspresyonun hastalarin metastaz durumlari, evre ve sagkalim
gibi prognostik parametreleri ile korelasyon iligkisinin saptanmasi ile literatiire

katkida bulunmak amag¢lanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek Embriyolojisi ve Histolojisi

Intrauterin hayatta iirogenital sistem gelisimi santral sinir sitemi ve
kardiyovaskiiler sistemin olusumunun ardindan 3. haftanin sonunda baglar ve
dogumdan sonra da devam eder (18). Urogenital sistem, aortanm lateralinde
bulunan intermediate mezoderm kokenlidir. Nefrojenik kord olarak bilinen
yedinci somitin kaudal pargasindan embriyoda servikal bolgeden kaudal bolgeye
uzanim gosteren, birbirinin pesi sira olusan ii¢ nefrojenik yap1 olusur: pronefroz,
mezonefroz ve metanefroz (Sekil 1). Pronefroz ve mezonefroz gecici evreler

olmakla birlikte kalic1 bobrekler metanefrozdan olusur (19).

Pronefritik sistem

Vitellin kanali

Mezonefritik sistem

Allantois

Kloaka
Mezonefrik duktus

Metanefritik sistem

Sekil 1 Bobregin embriyolojik gelisimi: Pronefroz, mezonefroz ve metanefroz (19).



Pronefroz, embriyonik gelisimin {i¢linci haftasinin sonunda servikal
bolgede yedi-on hiicre grubu seklinde ortaya ¢ikar, insanlarda rudimenter bir
organ olup bir ¢esit taslak gorevi yapar. Pronefroz; duktus, tiibiiller ve tiibiillerle
anatomik olarak baglantili olmayan glomus (glomeriil benzeri yap1) yapilarindan
olusur. Glomus ¢olomik kaviteye uzanarak kani filtre eder, tiibiil yapilar1 bu
filtrat1 ¢6lomik kaviteden toplayarak pronefrik duktusa iletir. Pronefrik duktus
kaudale dogru gelistikce glomus ve tiibiil yapilar1 regrese olur. Pronefrik
duktustan ise daha kaudal yerlesimli mezonefrik duktus (Wolfian kanali) gelisir
(18).

Mezonefroz, embriyolojik gelisimin dordiincii haftasinin  ortasinda
pronefrozun kaudalinde torasik bir organ olarak gelisir ve gestasyonun dordiincii
aymin sonuna kadar fonksiyonel olarak kalir. Tiibiillerle anatomik olarak
baglantili 20-40 glomerul igeren nefron yapisindan olusur. Bazi glomeriiller ise
direkt olarak mezonefrik duktus ile iliskilidir. Distal mezonefrik duktus,
mesanenin onciilii olan kloaka ile birlesir.

Metanefroz, embriyolojik gelisimin besinci haftasinda olusmaya baslar ve
kalic1 bobregi olusturur. Intermediate mezodermin kaudal kismindaki metanefrik
mezoderm veya blastem olarak adlandirilan mezenkimal hiicreler ile mezonefrik
duktus etkilesimi metanefrik gelisimi baslatan asamadir. Ureter tomurcugu,
mezonefrik duktusun kloakaya girisine yakin olarak izlenen bir pargasidir.
Metanefrik mezenkimal hucrelerden WT-1 basta olmak {izere iireter tomurcugunu
uyaran transkripsiyonel faktorler salinmasiyla iireter tomurcugu renal pelvis,
kaliksler ve toplayict kanallari olusturacak sekilde dallanir. Ureter tomurcugunun
karsilikli olarak metanefrik mezenkimi uyarmasi sonucunda ise glomeriiller,
proksimal ve distal tiibiiller, Henle kulpu gelisir. Bu uyarim apoptozisi inhibe
ederek proliferasyonu arttiran FGF2 (fibroblast biiyltime faktorii 2), BMP7 (kemik
morfogenetik protein 7) ile ve epitelyal-mezenkimal doniisimii uyaran WNT
sinyal yolaklar1 basta olmak tizere gesitli uyaranlarla gerceklesir (20).

Metanefrik bobregin hiicreleri iki farkli seriden koken alarak toplayict
duktuslar ve nefronlar1 olusturur. Bu gelisim siireci birlikte ger¢eklesmekte olup
yeni olusan toplayici duktuslarin ucundaki metanefrik doku agregatlari renal

vezikiilleri meydana getirir. Bu vezikiillerin i¢inde onuncu haftada baglayan



kapiller gelisim ile birlikte glomeriil farklilagmasi tamamlanmis olur. Glomertiller,
beraberinde olusan proksimal ve distal tiibiiller ile birlikte nefron yapisini
olusturur. Glomeriillerin proksimalinde Bowman kapsiilii farklilasir, distalinde ise
toplayict kanallarla baglant1 saglanir. Nefron olusumu embriyolojik gelisimin 32-
36. haftalarinda tamamlanir, maturasyonu ise dogumdan sonra erigkin déneme
kadar devam eder (18).

Bobrek histolojik olarak dista korteks ve icte medulla olmak iizere iki ana
boliimde incelenmektedir. Korteks yapisal olarak mediiller 1silar1 ¢evreleyen
kortikal labirentten olusur. Kortikal labirentte glomeriiller, proksimal ve distal
kivrintilt tiibiiller, interlobiiler damarlar ve zengin kapiller ag bulunurken mediiller
1sinlar, proksimal ve distal tiibiillerin diiz boliimleri ile medullaya giren toplayict
kanallar1 igerir. Medullada ise proksimal tiibiillerin diiz boliimii, toplayici kanallar

ve gelismis bir vaskiiler ag ile ¢evrelenmis Henle kulpu bulunur.

Toplayici

tabdl

Proksimal
 Glomeril
kivrintili tibil
" Bowman kapsulu
o Distal
Renal korpuskal Viseral tabaka
kivrintili tibil
Paryetal tabaka
Henle kulpu
Kapstler bosluk X
Kalin inen kol
Cortex
" Renal tiibil
ince inen kol
ince gikan kol
Toplayici
| tiibiiller ;
b Kalin gikan kol

Toplayici kanal

Sekil 2 Nefronun yapisi (21).
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Her bobrekte bobregin yapisal ve fonksiyonel birimi olan ortalama bir
milyon nefron bulunur. Nefronu olusturan yapilar renal korpiiskiil, proksimal
tibll, Henle kulpu, distal tiibiil ve toplayici tiibiillerdir (21) (Sekil 2).

Renal korpiiskiil, glomeriil ad1 verilen anastomozlasan kapiller ag ve bu
kapiller ag1 cevreleyen visseral ve paryetal epitel tabakalarindan olusan Bowman
kapstiliinden olusur.

Glomerdler kapiller yumak glomerile vaskiler polinden giren afferent
arteriollin ¢ok sayida lobilile ayrilmasi ve bu lobiillerin aralarinda
anastomozlagmasiyla olusur. Kapillerlerin yeniden bir araya gelerek glomeriiliin
vaskiiler poliinden c¢ikmasi sonucunda ise efferent arteriol meydana gelir.
Kapillerler ince fenestreli bir endotel ile doselidir. Isik mikroskopunda eozinofilik
sitoplazmali ve oval niikleuslu olarak izlenen bu ince epitelyal tabakanin
niikleuslar1 kapiller limenin i¢ kismindadir (18). Endotelin yiizeyinde fenestralari
orten ince bir glikokaliks tabakasi bulunur ve bu tabaka glomeriiler filtrasyon
bariyerinde 6nemli islevlere sahiptir (22). Podositler tarafindan salgilanan VEGF
(vaskiiler endotelyal biiylime faktorii), glomeriil endotel hiicre fonksiyonlarinin
onemli bir diizenleyicisidir. VEGF, fenestrasyon olusumunu uyarir, kapiller
permeabilitesini arttirir, endotel diferansiyasyonunun korunmasinda Onemli
islevleri vardir (23).

Endotel tabakasinin altinda glomeriil bazal membrani bulunur. Glomeriil
bazal membrani 151k mikroskobunda PAS (Periodic asid- Schiff) ve methenamin
silver boyama yontemleri ile gosterilebilir. Elektron mikroskobik incelemede
bazal membranin kalin elektron gegirmeyen merkezi kisim (lamina densa) ve
elektron geciren periferik katmanlardan (lamina rara interne ve lamina rara
eksterna) olustugu goriiliir. Glomeriiler bazal membran1 olusturan temel
bilesenler; tip 4 kollajen, laminin, entaktin ile perlekan ve agrin gibi
proteoglikanlardir (24).

Glomeriil bazal membraninin altinda, lamina rara eksternaya uzanan ve
birbirleriyle anastomozlasan ayaksi ¢ikintilara sahip podositler bulunur. Podositler
Bowman kapsiiliiniin visseral epitelini olusturan hiicrelerdir. Bu uzantilar

glomeriil kapillerlerini de sarar ve aralarinda bosluklar birakarak filtrasyon



yariklarin1 olustururlar. Isik mikroskobunda glomeriil kapiller duvarin disinda
yerlesmis, belirgin niikleuslu, genis eozinofilik sitoplazmali biiyiik hiicreler olarak
gortliirler. Elektron mikroskobik olarak ¢ok sayida kontraktil protein ve filtrasyon
yariklar1 bolgesinde nefrin proteinini igerirler (18). Podosit fonksiyon ve yapisinin
devamliliginda WT-1 6nemli bir yere sahiptir (20).

Mezengiyal hiicreler ve bunlari ¢evreleyen matriksten olusan mezengiyum
ise glomeriiler kapiller yumaklara yapisal destek saglar. Mezenkimal orijinli bu
hiicreler kasilabilme, fagositoz yapabilme, proliferasyon yetenegine sahiptir ve
aktif mediyatorler salgilarlar. Isik mikroskobunda mezengiyal hiicreler, endotel ile
GBM arasinda yerlesmis, diizensiz sirli, i8si, koyu niikleuslara sahip
hiicrelerdir. Mezengiyal hiicreler yapisinda kontraktil proteinler tasirlar.

Kapiller endoteli, bazal membran ve podositler bir arada glomeriil
filtrasyon bariyerini olusturur.

Proksimal tiibiil, Bowman kapsiiliiniin paryetal epitel tabakasinin tek siralt
yassi epiteliyle devamlilik gosteren kiibik-algak kolumnar epitel hicrelerinden
olusur. Kortekste bulunan kivrintili kismi ve daha ¢ok medullada bulunan diiz
kism1 mevcuttur. Hiicrelerin liiminal kisminda firgamsi kenar1 olusturan belirgin
PAS pozitifligi gosteren ¢ok sayida mikrovillus bulunur (18).

Henle kulpu, kalin ve ince inen kol ile kalin ve ince ¢ikan koldan olusan,
medullada bulunan U seklinde bir yap1 olup idrarin konsantre hale getirilmesinde
onemli rol oynar. Ince kolu basik, tek sirali, liimene dogru hafif ¢ikinti yapan
hiicrelerden olusurken kalin kolu fircamsi kenar igermeyen, lateral parmaksi
cikintilar iceren, sitoplazmik cizgilenmelere sahip kiibik sekilli hiicrelerden
olusmaktadir.

Distal tlbdller, Henle kulpu kalin koluna benzer 6zellikte fakat lateral
parmaksi ¢ikintilar icermeyen hiicrelere sahiptir. Kortekste kolumnar bir hal alip
niikleuslarin birbirine yaklagmasiyla, daha koyu goriinlimlii, renin salgilayan
Ozellesmis bir bolge olan makula densay1 olusturur.

Toplayict tiibiiller ise belirgin hiicresel heterojenite igeren, idrarin

konsantre edilerek toplayici kanallara tagindigi son bolimdiir (18).



2.2. Bobrek Anatomisi

Bobrekler retroperitoneal yerlesimli, 12. torakal ve 3. lomber vertebralar
arasinda uzanan organlardir. Sag bdbrek, sol bobrege gore daha asagida
yerlesmistir. Agirliklar1 yaklasik olarak kadinlarda 115-155 gr, erkeklerde 125-
170 gr’dir. Erigkin bobrek ortalama uzunlugu 11-12 cm, genisligi 5-7,5 cm,
kalinlig1 2,5-3 cmdir (25).

Bobregin konkav yiiziinde 3 cm’lik bir alanda yarik seklinde hilus izlenir.
Renal hilus acikligindan renal siniis ad1 verilen pelvis, renal arter, ven, lenfatik ve
noral yapilarin bulundugu bosluga girilir. Bu boélgede renal arter, renal ven, tireter
ve sinirler, perirenal yag dokunun devami olarak yag doku ile g¢evrelenmistir.
Hiler bolgede ana renal arter anterior ve posterior dallarina ayrilir. Bunlar
parankimin apikal, Ust, orta, alt ve posterior segmentlerini besleyen segmental
arterlere ayrilir. Bu arterler arasinda kollateral dolasim bulunmaz. (18). Segmental
arterler renal siniiste interlober arterlere dallanir. Bunlar kortikomediiller
bileskede kivrilarak arkuat arterleri olusturur ve bunlardan dik olarak korteks icine
interlobiiler arterler ayrilir. Glomeriiler kapiller yumagi olusturan afferent
arterioller bu arterlerden olusur. Renal ven ise benzer sistemi izleyerek meydana
gelir ve vena cava inferiora agilir. Intrarenal venler segmental dagilim gostermez
ve aralarinda ¢ok sayida anastomoz bulunur (26).

Bobrek kesit yiiziinde dista soluk renkli, graniiler goriintimlii yaklagik 1
cm kalinliginda korteks ve i¢te daha koyu renkli medulla makroskopik olarak ayirt
edilebilir. Medullada 8-10 adet, taban1 kortikomediiller bileskeye oturan, apeksi
mindr kaliksler i¢ine papilla denilen yapilarla agilan koni seklinde renal piramitler
bulunur. Minor kaliksler major kalikslere, major kaliksler de tiretere acilir. Her
papillanin ucunda toplayict kanallarin distal kisimlarini temsil eden kiiglik
acikliklar bulunur. Korteks piramitleri cevreleyip piramitler arasindaki alana
uzanarak Bertin septumlarini olusturur. Bir piramit ve onu saran korteks lobiil
olarak adlandirilir. Her bobrekte ortalama 14 lobiil bulunur (18).

Bobrekler fibroelastik bir kapsiille cevrili olup etrafinda perirenal yag
dokusu bulundurur. Bébrekleri perirenal yag doku ve adrenal bez ile birlikte en
distan Gerota fasyasi sarar. Bu fasya yukarda diyafragmadan baslayip asagida

Ureter boyunca uzanir, kalin arka yapragi kolumna vertebralisin lateral kenarina
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yapisir ve ince On yapragl peritonun altindan, aort ve vena kavanin Oniinden
gecerek karsi tarafin Gerota fasyasi ile birlesir (26).

Bobregi drene eden rejyonel lenf nodiilleri; renal hiler, kaval (prekaval,
interaortokaval, parakaval, retrokaval) ve aortik (preaortik, paraaortik ve
retroaortik) lenf nodulleridir. Sag yerlesimli tiimorlerde ilk drenaj bolgesi
interaortokaval bolge, sol yerlesimli tiimorler icin ilk drenaj bolgesi aortik

bolgedir. Bu lenf nodiilleri disinda kalanlar distal lenf nodiilleri olarak adlandirilir

(6).

2.3. Renal Hiicreli Karsinom

2.3.1. Epidemiyoloji

Tum dinyada bobrek kanseri, ginimuiz verilerine gore erkeklerde 9.
sirada (213.924 vaka), kadinlarda 14. sirada (123.936 vaka) izlenmektedir ve tim
kanserlerin %2,4linii olusturmaktadir (1). Diinyada bobrek kanseri insidansi genel
olarak 100 binde 4,4 iken yiiksek bolgesel farkliliklar gostermektedir. Vakalarin
yaklasik %70 kadar1 yiiksek sosyoekonomik diizeye sahip {ilkelerde ortaya
cikmaktadir. En yiiksek bobrek kanseri oranlart Avrupa, Kuzey Amerika ve
Avustralya’da izlenirken, Hindistan, Afrika, Cin ve Japonya’da oranlar daha
diistiktiir. Bu durumun genetik faktorler, yasam tarzina bagli ve cevresel risk
faktorlerinin etkisi yaninda gelismis tanisal goriintiileme yontemlerine ve saglik
kaynaklarina ulagimdaki farkliliktan da kaynaklanabilecegi 6ne siiriilmiistiir (2).

Dinya genelinde bdbrek kanserleri, kanserden 6lim sebepleri icinde 16.
sirada olup bu kansere bagh yillik 143.406 6lim gerceklesmektedir. Yiiksek
sosyoekonomik diizeye sahip bolgelerde bobrek kanserleri daha sik goriilmesine
ragmen fatalite oranlar1 daha diisiiktiir (1). Mortalite oranlar1 son on yilda diisiis
egilimi gostermektedir. Bu diisiis, gelisen goriintiilleme yoOntemleri ile bobrek
kanserlerinin daha erken evrede insidental olarak tani almasinin artmasia ve
hedefe yonelik tedaviler gibi yeni tedavi yoOntemlerinin ortaya g¢ikisina
baglanmaktadir. Bu durum tedavi sonrasi sag kalim oranlarinda artis olarak

yansimistir (27). Bobrek kanserlerinin tan1 anindaki bes yillik sag kalim oranlari
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Amerika Birlesik Devletleri verilerine gore lokalize hastalikta (Evre I-11) %93,
bolgesel yayilim izlendiginde (Evre III) %66 iken, metastatik hastalikta (Evre IV)
bu oran %12’ye diismektedir. (28).

Tirkiye’de ise 2014 yili verilerine gore yasa gore standardize edilmis
insidans hizi erkeklerde 100 binde 6,4 iken kadinlarda 100 binde 3,3 olarak
bildirilmigstir. Bobrek kanseri insidansi Tiirkiye’de 2012 yilina kadar yillik olarak
artma egilimindeyken sonraki yillarda diisiis gostermistir (29). Daha guncel olan
2016 yili verilerine gore “Bobregin koti huylu timoérid” baghg altinda
smiflandirilmis 1093 kisi (747 erkek, 346 kadin) bu kanser grubu nedeniyle
hayatini kaybetmistir (30).

Antalya’da 2008-2012 yillar1 aras1 verilerine gore bobrek kanserinin yasa
gore standardize edilmis insidans1 erkeklerde 100 binde 4,9 (232 vaka), kadinlarda
100 binde 2,8 (139 vaka)’dir (31).

Bobrek tlimorleri iginde RHK, primer bobrek malignitelerinin %90’ 11
olusturmaktadir. RHK hastalarinin %25-30’u tan1 aninda metastatik hastaliga
sahiptir ve buna ek olarak nefrektomi uygulanan hastalarin %20’sinde takipleri
sirasinda metastatik hastalik gelismektedir (2).

RHK insidans1 erkeklerde kadinlara oranla iki kat daha fazladir. Bu
durumun sigara i¢imi ve mesleksel maruziyet prevalansindaki farkliliklar bagli
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ayrica 59 yas alti kadinlarin daha erken evrede
prezente oldugu ve kadinlardaki mortalitenin %19 daha diisiik olarak izlendigi
bildirilmistir. (32).

Genel popilasyonda RHK en yiiksek insidans oranlari altinci ve yedinci
dekatlarda goriilmekle birlikte yasla birlikte artis gostermektedir. Bir ¢alismada
RHK’larin yaklasik %80’inin 40-69 yas araliginda oldugu belirtilmistir (33).
Baska bir calismada ise RHK’larin ortalama tan1 yas1 64 olarak belirtilmis olup
pek ¢ok iilkede ortalama yasam beklentisindeki artis nedeniyle tani yasimin

yedinci ve sekizinci dekatlara dogru kaymakta oldugu ifade edilmistir (34).
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2.3.2. Etiyoloji ve Patogenez

Obezite

Obezitenin kadin ve erkeklerde RHK ic¢in 6nemli bir risk faktorii olarak
kabul edildigini gosteren ¢ok sayida calisma mevcuttur. Tiim RHK’larin yaklasik
%40’1inin obezite ile iliskili oldugu distinilmektedir (35). Vucut kitle indeksi-
kanser iligkisini arastiran bir meta-analizde RHK, endometrium ve 6zofagus
kanserlerinden sonra obezite ile iliskisi gosterilen {iglincii kanser olarak
belirtilmistir. Viicut kitle indeksindeki her 5 kg/m? lik artista, erkekte 1.24,
kadinda ise 1.34 kat bir risk artist ortaya konulmustur (36). Obezite RHK
olusumunda 6nemli bir sebep olarak ortaya c¢ikarken ayni zamanda viicut kitle
indeksi yiliksekligi olan hastalarda nefrektomi sonrasi kansere 6zgii sag kalimi
iyilestirici bir faktor oldugu da gésterilmistir (37).

Obezite ile iliskili yag dokudan adipokin olarak adlandirilan ¢ok sayida
hormon ve sitokin salinmaktadir. Bunlardan &zellikle adiponektin, leptin,
inflamatuar sitokin ve kemokinlerin kronik inflamasyonu uyararak timor
mikrogevresini ve tiimdre karst olusan immiin yanmiti etkiledigi gosterilmistir.
Ayrica kronik hipoksi yolu ile anjiyogenezi arttirdigi ve epitelyal-mezenkimal
dontisiime katkida bulunarak RHK karsinogenezi ve metastaz gelisiminde rol
oynadigi bilinmektedir (38). Karsinogenezde etkili diger mekanizmalar ise artmis
lipid peroksidasyonu ve renal hiicre proliferasyonunu direkt endokrin reseptor
iligkili yolaklarla etkileyen insiilin direncine bagli IGF-1 (insulin benzeri buytme

faktoru-1) gibi bilyiime faktorlerinin seviyesindeki artistir (39).

Sigara

Meta-analizlerde devamli sigara igiciler ile hi¢ sigara igmemis kisiler
karsilastirildiginda RHK olusumunda erkeklerde risk artis1 %54 (relatif risk 1,54),
kadinlarda risk artis1t %22 (relatif risk 1,22) olarak bulunmustur ve bu artis doz
bagimhidir. Ayrica sigarayr birakali 10 seneden fazla olanlarda 1-10 sene arasi

birakanlara gore daha diisiik risk oldugu tespit edilmistir (40).
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Sigarada bulunan ve niikleik asit hasarina yol acan ¢ok sayida polisiklik
aromatik hidrokarbon, aromatik amin ve N-nitroz bilesen, kisinin genetik
yatkinlig1 ile birleserek karsinom patogenezinde rol oynamaktadir. Sigara
olusturdugu serbest oksijen radikalleri ile 6zellikle obezite ve hipertansiyonla bir
arada oldugunda lipid peroksidasyonunu, IGF-1 ve VEGF dizeylerini
arttirmaktadir. Sigara icicisi hastalarda daha agresif RHK fenotipleri olustugu ve
nefrektomi sirasinda sigara igicisi olanlarin daha diisiik sag kalim oranlarina sahip

oldugu gosterilmistir (41).

Hipertansiyon

Yapilan prospektif ¢caligmalarda hipertansiyon (sistolik kan basinci > 160
mmHg ve diastolik kan basinci > 100 mmHg) RHK i¢in obeziteden bagimsiz bir
risk faktorii olarak bulunmustur (42). Hipertansiyon oykisiniin bobrek kanseri
gelisiminde %67 risk artisina sebep oldugu ve sistolik kan basincindaki her 10
mmHg’lik artisin %10, diastolik kan basincindaki her 10 mmHg’lik artisin %22
bobrek kanseri risk artigina neden oldugu gosterilmistir (43).

Hipertansiyonun karsinogenez (zerindeki etkisinin anjiyogenez ve
bliylime faktorleri lizerinden gerceklesen ortak siirecler oldugu diistiniilmektedir
(42). Ayrica hipertansiyon tedavisinde kullanilan proksimal tiibiil izerinde etkili
didretikler gibi bazi ilaglarin artmis karsinom riski ile iligkili oldugu one siiriilse
de son calismalarda risk artisinin istatistiksel olarak anlamli olmadigi one

stiriilmiistiir (43).

Kazamlmis Kistik Bobrek Hastahig:

Son donem bdbrek yetmezligine bagli uzun dénem hemodiyaliz tedavisi
alan hastalarda bobrek kanseri insidansinda belirgin artig bildirilmistir (44). Son
donem bobrek yetmezliginde gelisen RHK’nin kendine 06zgii karakteristik
ozellikleri olup DSO 2016 smiflamasinda ayr1 bir histolojik alt tip olarak ele

alinmastir.
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Mesleksel Maruziyet

Metal yiizeylerindeki yagi temizlemede kullanilan endiistriyel bir ¢oziici
olan trikloroetilen maruziyetinin RHK’larin berrak hiicreli alt tipinin gelisme
sikligint anlamli sekilde arttirdigina dair ¢aligmalar mevcuttur. Bu etkinin Von
Hippel Lindau geninde mutasyon sonucu timor supresor etkisinin bozulmasi

sonucu oldugu diisiiniilmektedir (45).

Genetik

RHK’larin %2-4’tinde genetik gegis s6z konusudur (3). Bobrek kanseri ile
iligkili genetik durumlar, Von Hippel Lindau hastaligi, herediter papiller bobrek
kanseri, herediter leiomyomatdz ile iligkili bobrek kanseri, BirtHugg-Dube

Sendromu, tuberoskleroz kompleksi seklinde 6rneklenebilir.

2.3.3. Renal Hiicreli Karsinom Simiflamasi

RHK’lar primer bobrek malignitelerinin %90°1n1 olusturmaktadir. Tarihsel
stirecte ilk olarak bobrekteki adrenal kalintilardan kaynaklandiklart diistiniilerek
hipernefroma olarak adlandirilmiglardir (46). 1959’de Oberling tarafindan bu
tiimorlerin adrenal kalintilardan degil renal epitelden kaynaklandig: ultrastriiktiirel
olarak gosterilmistir (47). Zaman igerisinde yapilan histolojik, sitogenetik ve
molekiiler ¢alismalarla RHK’larin tek bir tiimor olmadigi, farkli antitelerden
olusan bir timoér grubu oldugu anlagilmistir (46). 1975’te Amerika Birlesik
Devletleri Silahli Kuvvetler Patoloji Enstitiisii (AFIP) bobrek tiimorleri
siiflamasinda bu karsinomlar berrak hucreli karsinom ve grandler hucreli
karsinom olarak ikiye ayrilmistir. Ardindan gelen genis olgu sayili caligmalar
sonucunda RHK’larin alt gruplarmin farkli histolojik goriiniimler yaninda,
prognostik farkliliklar icerdigi, genetik mekanizmalarinin ve dolayisiyla tedavi
yaklasimlarinin degisebilecegi gosterilmistir.

1981 yilinda baslayan DSO bobrek epitelyal tiimérleri siniflamasi, yeni alt

tiplerin dahil edilmesiyle genislemis ve Kovacs ile baslayan molekiiler
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calismalarin  eklenmesiyle DSO 2004 smiflamasina kadar ilerlemistir. Bu
siiflamadaki RHK alt tipleri; berrak hiicreli RHK, multilokiiler berrak hiicreli
RHK, papiller RHK, kromofob RHK, Bellini’nin toplayict duktuslarinin
karsinomu, renal meduller karsinom, Xp11 translokasyon karsinomu, néroblastom
iligkili karsinom, miisindz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinom ve siniflandirilamayan
RHK olarak belirtilmistir (48).

2013 yilinda yaymmlanan ISUP Vancouver Eriskin Bobrek Tiimorleri
Smiflamasma gére 2004 DSO smiflamasindaki altgruplara bes yeni antite
eklenmesi Onerilmistir. Bunlar; tlbdlokistik RHK, herediter leiomyomatozis ve
renal hiicreli karsinom iligkili RHK, Mit ailesi translokasyonu olan RHK, SDH
eksikligi ile giden RHK, edinilmis kistik hastalik iligkili RHK, berrak hiicreli-
papiller RHK olarak belirtilmistir. Eski siiflamadaki multilokiler berrak hiicreli
RHK, diisiik malignite potansiyelli olarak kabul edilerek, isimlendirmesi diisiik
malignite potansiyelli multilokiiler kistik renal neoplazi olarak degistirilmistir.
Bunlarin yaninda eski siniflamada altgrup olarak belirtilen néroblastom iligkili
karsinom, siniflamadan c¢ikarilarak provizyonel bir antite olarak yer almistir.
Nadir gorilen, belirleyici morfolojik, immunohistokimyasal ve molekiler
caligmalarla ayrimlar1 daha 1yi belirlenmesi gereken diger provizyonel antiteler ise
tiroid benzeri folikiiler RHK, ALK yeniden diizenlenmesi ile iliskili RHK,
anjiyoleiomyomatdz stroma igeren renal karsinom olarak belirlenmistir (49).

2016 yilinda DSO siniflamasi, ISUP Vancouver siniflamasi temelinde
giincellenmistir (Tablo 1) (3).

Bu guncellemeye gore alt tipler; baskin sitoplazmik 6zellikler ve boyanma
karakteristiklerine (berrak hiicreli, kromofob, miisindz tiibiiler ve igsi hiicreli),
yapisal paternlere (papiller, berrak hiicreli papiller, tiibiilokistik), timoriin
anatomik lokalizasyonuna (toplayict duktus karsinomu ve renal meduller
karsinomlar), spesifik bir renal hastalikla iligkisine (kazanilmis kistik hastalik
iliskili RHK) gore ayrilmasimin yaninda ayrica RHK alt tipleri igin patognomonik
molekiiler degisikliklere (MiT ailesi translokasyon karsinomlar1 ve SDH-eksikligi
izlenen renal karsinomlar) ve familyal predispozisyon sendromlari ile iligkisine
(herediter leiomyomatozis ve renal hiicreli karsinom iligkili RHK) goére de

smiflandirilmigtir. Ayrica diisiik malign potansiyelli multilokiiler kistik renal
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neoplazi ve siiflandirilamayan altipleri de mevcuttur. En sik izlenen RHK tipleri

berrak hucreli, papiller ve kromofob alt tiplerdir (3).

Tablo1l. Renal Hucreli Karsinomlar DSO 2016 Simiflamasi (3).

e Berrak hicreli RHK

e Diisiik malignite potansiyelli multilokiiler kistik renal neoplazi
e Papiller RHK

e Herediter leiomyomatozis ve renal hiicreli karsinom iligkili RHK
e Kromofob RHK

e Toplayict duktus karsinomu

e Renal meduller karsinom

e MIT ailesi translokasyonu olan RHK

e Siiksinat dehidrogenaz eksikligi ile giden RHK

e Miisinoz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinom

e Tubulokistik RHK

e Edinilmis kistik hastalik iligkili RHK

e Berrak hicreli-papiller RHK

e RHK, smiflandirilamayan

e Papiller adenom

e Onkositom
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Berrak hicreli RHK, berrak veya eozinofilik sitoplazmali hiicrelerin
olusturdugu morfolojik olarak heterojen bir alt tip olarak tanimlanir. RHK’larin
%65-70’ini olusturur (3). VHL (von Hippel Lindau) geninde inaktivasyon ve
HIF1-a (hipoksi uyarilabilir faktor-1 alfa) artist karakteristik molekiiler
mekanizmasidir (50,51). Tipik olarak soliter kortikal tiimorler olarak prezente
olmakla birlikte 6zellikle VHL gibi herediter kanser sendromlarinda multifokalite
ve bilateralite izlenir. Hicrelerdeki ylksek lipid igerigi nedeniyle makroskopik
olarak tipik altin saris1 rengi izlenir. Mikroskopik olarak glikojen ve lipid igerigi
nedeniyle berrak olarak izlenen sitoplazmaya sahip hiicreler yaninda kiiciik ince
duvarli kan damarlarindan zengin olmasi tanida Onemli ipucu verir (3).
Immiinohistokimyasal olarak PAXS8, Karbonik anhidraz-9, Sitokeratin AE1/AE3,
CAM 5.2, EMA, bir proksimal tubul belirteci olan CD10, Vimentin, RCC
belirteci pozitif olarak izlenirken CK-7 ekspresyonu nadirdir (52).

Diisiik malignite potansiyelli multilokiiler kistik renal neoplazi,
ekspansil biiyiime gostermeyen, aralarinda bulunan septalarda tek tek ya da
gruplar halinde berrak hiicreler iceren ¢ok sayida kist igeren bir alt tip olarak
tanimlanir. Tim renal tiimorlerin %1’inden azini olusturur (3). Cogu kitle
insidental olarak fark edilmekle birlikte rekiirrens ve metastaz bildirilmemistir.
Prognoz c¢ok iyidir (53). %25’inde VHL mutasyonlar1 ve %74’tinde 3p
delesyonlar1 goriilmesi nedeniyle genetik olarak berrak hiicreli karsinom ile iliskili

oldugu distiniilmektedir (54).

Papiller RHK, renal tlibller epitel kaynakli, iyi sinirli, ince fibrovaskiiler
korlar tasiyan papiller veya tiibiilopapiller yapilardan olusan bir alt tip olarak
tanimlanmistir. Renal hiicreli karsinomlarin %18,5’ini olusturur. (3). Geleneksel
olarak 2 gruba ayrilir. Tip 1 papiller RHK’larda papiller yapilar etrafinda soluk
sitoplazmal1 tek sirali hiicreler dizilim gosterirken tip 2 papiller RHK’larda
nikleer psodostratifikasyon ve bol eozinofilik sitoplazma izlenir. Tip 2
karsinomlar, daha yiiksek niikleer grade igerme egilimindedir. Son molekiiler
caligmalarda tip 2 papiller RHK’ler hasta sagkalimlari agisindan farkliliklar

icedigi i¢in ii¢ ayr1 molekiiler alt tipe daha ayrilmistir. Kromozom 7°de trizomi ve
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tetrazomiler, kromozom 17’°de trizomi ve Y kromozom kaybi papiller RHK ile
iliskilendirilmis karakteristik molekiiler degisikliklerdir (55). Ayrica sporadik
papiller RHK’larin %13’tinde MET mutasyonlar1 gosterilmistir (56). Papiller
RHK’lar berrak hiicreli, herediter leiomyomatozis ve RHK iliskili, toplayici
duktus karsinomu alt tiplerinden daha iyi prognozludur (5). Immiinohistokimyasal
olarak Sitokeratin AE1/AE3, CAM 5.2, EMA, YMAK, CD10, Vimentin, RCC

marker1 ve tip 1’de daha sik olmak tlizere CK-7 pozitif olarak izlenir. (52).

Herediter leiomyomatozis ve renal hicreli karsinom iliskili RHK,
ortalama 30 yasta goriilen, karakteristik olarak cilt ve uterusta c¢ok sayida
leiomyom, adrenal nodiiler hiperplazi ve RHK'’lar ile karakterize “herediter
lelomyomatozis ve renal hiicreli karsinom” hastaliginda izlenir. Papiller
morfolojide olmakla birlikte toplayici duktus karsinomunda izlenen infiltratif
blylme paterni dikkati ceker. Nikleuslarda inklizyon benzeri nikleoller ve
periniikleolar berraklagsma goriiliir (57). Karakteristik molekiiler 6zelligi 1g42.3-
g43’te FH (fumarat hidrataz) geninde germline mutasyonlarin varhigidir (58).
Nadir gortilen bu alt tipin kétii prognozlu oldugu ve erken yaygin yayilim yaptigi
gosterilmistir (59).

Kromofob RHK, soluk-eozinofilik sitoplazmali, belirgin hiicre
membranlar1 olan, periniikleer haloya sahip burusuk niikleuslu bir alt tip olarak
tanimlanmustir. Mikroskopik olarak solid-tabaka benzeri paterne sahip, inkomplet
hyalinize vaskdler septalarla ayrilmig tiimor hiicreleri izlenir. Tiim RHK larin %5-
7’sini olusturur (3). Molekiiler ¢alismalar bu alt tipin berrak hiicreli RHK’dan
farkli olarak distal nefrondan kaynaklandigini, kromozom Y, 1, 2, 6, 10, 13, 17 ve
21°de kayiplarla birlikte mitokondriyal DNA’da somatik mutasyonlar ve TP53 ile
PTEN mutasyonlart igerdigini gostermistir (60). Follikilin geninde mutasyon
izlenen otozomal dominant bir hastalik olan Birt-Hogg-Dube sendromunda ve
renal onkositozda hibrid onkositik/kromofob tumérler izlenebilir (61).
Immiinohistokimyasal olarak KIT, parvalbumin, bobrek-spesifik-kaderin ve CK-7

ile pozitiftir. Vimentin genellikle negatiftir (62).
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Toplayict  duktus Kkarsinomu, bobrekte Bellini’nin  toplayict
duktuslarindan kaynaklanan malign epitelyal tiimor olarak tanimlanir. Tam
kriterleri arasinda, meduller tutulum, baskin tiibiiler morfoloji, desmoplastik
stromal yanit, yiiksek niikleer grade, infiltratif bliylime paterni ve diger RHK alt
tipleri ile iirotelyal karsinomun goriilmemesi yer alir. Nadir bir neoplazi olup renal
timorlerin %1-2’sini olusturur (3). Molekiiler ¢aligmalar bu alt tipte az sayida ve
minimal olmakla birlikte ¢esitli kromozomlarda aberasyonlar ve DNA kayiplari
izlenir. Bu alt tipin histolojik olarak belirlenmesi koétli prognoz gostergesidir,
agresif klinik gidis, tan1 aninda yiiksek metastaz oran1 ve tedaviye sinirli yanit

izlenir (63).

Renal meddller karsinom, renal medulla yerlesimli, orak hiicreli anemi
ve diger hemoglobinopatilerle iliskili, mikroskobik olarak toplayici duktus
karsinomuna benzer yuksek gradeli adenokarsinom morfolojisi izlenen agresif bir
alt tip olarak tanimlanir. Geng eriskinlerde 200 vaka tanimlanmistir (3). Orak
hiicreli anemiye bagli medullada olusan iskemik degisiklikler ve mediiller epitelin
buna bagli kronik rejeneratif proliferasyonu sonucunda, HIF, p53 ve VEGF
yolaklar1 lizerinden neoplastik degisimin olusturdugu ileri siiriilmektedir. Bu alt
tipte izlenen temel molekiiler degisiklikler, HIF-1a’da artis, DNA remodeling ve

tamirinde bozukluklar olarak tanimlanmistir (64).

MIT ailesi translokasyonu olan RHK, Mit ailesi transkripsiyon
faktorlerinden TFE3 ve TFEB’nin diger genlerle olusturdugu fiizyonlar sonucu
ortaya ¢ikan tiimor grubu olarak tanimlanmistir. Mikroftalmi transkripsiyon faktor
(MIT) gen grubu, TFE3, TFEB, TFEC ve MiTF’genlerinden olugmaktadir. Bu
faktorler hiicre farklilagmasini saglarken, TFE3 ve TFEB, 0zellikle melanosit ve
osteoklast farklilasmasinda gorev alir. TFE3 ve TFEB’nin baska genlerle
olusturdugu fiizyonlar sonucu ag¢iga ¢ikan tiimoér MIT ailesi translokasyonu olan
RHK olarak adlandirilmaktadir. TFE3’1 igeren Xpll translokasyon RHK, 2004
yilinda, TFEB’i iceren t (6:11) RHK ise 2016 yilinda DSO Bobrek Tumorleri
Siniflandirmasinda yerini almistir (3). Mikroskopik olarak epiteloid berrak

hiicrelerin olusturdugu papiller neoplaziler olarak izlenir ve ¢cok
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sayida psammom cisimcikleri goriiliir. Bifazik bir tiimor olarak tanimlanir ve
RHK’nin diger alt tipleri ile morfolojik benzerlik gosterebilir. Baz1 TFE3 gen
flizyonu iceren renal kanserler ~melanin  pigmenti icerebilir  (65).
Immiinohistokimyasal acidan diger RHK’lardan farkli olarak sitokeratinler ve
epitalyal membran antijeni gibi epitelyal markerlarla boyanma azdir; fakat PAX-8
ve diger tiibiiler markerlarla boyanma izlenir. t (6:11) RHK’larda melenA ve
HMB45 pozitifligi goriiliir (66). Sagkalim agisindan berrak hiicreli RHK’larla
benzerlik gostermekle birlikte tanidan 20-30 yil sonra metastaz yapma egilimi

vardir (67).

Siiksinat dehidrogenaz eksikligi ile giden RHK, vakuollli eozinofilik-
berrak hiicrelerden olusan ve SDHB (Siiksinat dehidrogenaz B) belirtecinin
immunohistokimyasal olarak kaybmin izlendigi malign epitelyal tiimor olarak
tanimlanmistir. Nadir olup tiim RHK’larin 9%0.05-0.2’sini olusturur.  Cogu
hastada SDH (Stiksinat dehidrogenaz) geninde germline mutasyonlar goralir (3).
Suiksinat dehidrogenaz; SDHA, SDHB, SDHC ve SDHD olmak Uzere dort alt
grup proteinden olusan bir enzim kompleksidir. Mitokondrinin i¢ membraninda
yerleserek mitokondriyal kompleks II’yi olusturur, siiksinatin fumarata
doniisiimiinii katalize eder ve krebs sikliisiinde rol alir. SDH alt tiplerini kodlayan
genlerde olusan germline mutasyonlar sonucu, herediter paraganglioma-
feokromasitoma sendromlari ve gastrointestinal stromal timorler gelisir. Bu alt tip
ilk kez paraganglioma ve germline SDHB mutasyonu olan iki ailede
tanimlanmustir (68). Mikroskopik o6zellikleri arasinda degisen boyutlarda kistler
igeren adalar, tiibiiler ve solid yapilanma, sitoplazmik vakuoller, inklizyonlar,
kopuksu gorinime sahip kiboidal eozinofilik hiicreler, homojen, dlzgln kontdr
ve kromatine sahip niikleus bulunmaktadir. Timor periferinde hapsolmus
glomeriil ve tiibiil yapilar1 ile tiimor stromasina dagilmis mast hiicreleri

gorilebilmektedir (3).

Miisinéz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinom, tiibiiler yapilanmalar,
bunlarla i¢ ice izlenen igsi hiicreler ve miksoid stroma ile karakterli bir renal

epitelyal neoplazi olarak tanimlanmistir. Tiim renal neoplazilerin %1’ inden azin1
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olusturur (3). Molekiiler olarak kromozomal kayip izlenir. Iimmiinohistokimyasal
olarak timor hicreleri genellikle CK7, PAX2 ve AMACR pozitiftir. Rekurrens
nadir olmakla birlikte metastatik olgular bildirilmistir (69).

Tubulokistik RHK, nadir gorilen kuctk-orta boyutlu tibullerle i¢ ice
izlenen tek sirali kiiboidal/kolumnar ve hobnail epitelle doseli daha biiyiik
kistlerden olusan alt tip olarak tanimlanmustir (3). Bu alt tipteki molekuler olarak
izlenen kromozom 7 ve 17°deki kazanimlar ve Y kromozom kaybi, papiller RHK

ile yakin iligkili oldugunu gostermektedir. Rekiirrens ve metastaz nadirdir (70).

Edinilmis kistik hastalik iliskili RHK, son donem bobrek yetmezligine
ve edinilmis kistik hastaliga sahip hastalarin bobreklerinde en sik izlenen timor
olup degisken morfolojik patern, mikrokistik yapilanmalar ve cok miktarda
intratiimoral okzalat kristal birikiminin izlendigi bir alt tip olarak tanimlanir (3).
Molekiiler olarak Y kromozomunda, kromozom 3 ve 16’daki kazanimlar bu

timori papiller RHK’dan ayirmaktadir (71).

Berrak hucreli-papiller RHK, berrak hiicrelerden olusan tiibiiler yapilar
ve kiglk papiller alanlar igeren, papiller alanlarin fokal odaklarda izlendigi ve
genis dallanmalar yapmadigi, tlbdler alanlardaki berrak hicrelerin cizgisel olarak
dizilip, niikleuslarinin apikale veya ortaya yerlestigi, diisiik niikleer dereceye sahip
bir alt tip olarak tanimlanir. Tim renal tiimoérlerin %1-4’tini olusturur (3).
Molekiiler olarak berrak hiicreli RHK ve papiller RHK’dan farkli 6zellikleri
vardr, lokal rekiirrens ve metastaz bildirilmemistir. Immiinohistokimyasal olarak
diffiz CK7, karbonik anhidraz IX pozitifligi ve rasemaz ile CD10 negatifligi
izlenir (72).

Siniflandirilamayan RHK ise RHK’larin diger alt tiplerine uymayan,
tim RHK’larin %5’ini olusturan, diisiik ya da yiiksek gradeli olarak izlenebilen
timor grubudur (3).
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2.3.4. Renal Hiicreli Karsinom Evrelemesi

RHK degerlendirilmesinde, klinik muayene, abdominal/pelvik bilgisayarli
tomografi (BT) ya da manyetik rezonans (MR) gibi yontemlerle primer timaorin
lokal ve uzak yayilimmin degerlendirilmesi gerekmektedir. Perkiitan biyopsi,
renal hiicreli karsinom dis1 bir tiimorden siiphelenildiginde uygulanabilir ve diger
durumlarda cerrahi oncesi gerekli degildir. BT’de RHK genellikle solid, kontrast
tutan kitle veya solid komponentleri olan kistik kitle seklinde izlenir. Cerrahi
rezeksiyon, primer timorin Gzerindeki perirenal yag dokusu ve Gerota fasyasi ile
birlikte ¢ikarilmasi seklinde uygulanir. Total veya lokalize tiimorlerde parsiyel
olarak yapilabilir. Retroperitoneal lenf nodiilii diseksiyonu ve ipsilateral adrenal
bezin ¢ikarilmasi da evreleme agisindan 6nerilmektedir (4).

RHK, Tablo 2 ve Tablo 3’teki 8. TNM smiflamasina gore
evrelendirilmektedir. 8. TNM evreleme sistemi 2017 yilinda ¢ikmig ve Ocak
2018’den itibaren yiiriirliige girmistir.

Evreleme i¢in patolojik tiimor boyutu gereklidir. Ekstrarenal yayilim
izlenen timorlerde, en buyik timor boyutu ekstrarenal alan1 da kapsayacak
sekilde verilmelidir. Intravaskiiler yayilimi olan tiimérlerde timér trombiisii en
blyuk boyuta dahil edilmemektedir. Benzer makroskopik Ozellikteki multiple
timor nodiillerinin izlendigi materyallerde, en biiyiik 5 nodiiliin boyutu 6l¢ulmeli
ve en bilyiigiiniin ¢ap1 T sistemi i¢in T(m) seklinde belirtilerek kullanilmalidir.

Adrenal bez tutulumu M1 olarak smiflandirilmakla birlikte, ipsilateral
adrenal beze tumorin direkt invazyonu s6z konusu ise T4 olarak
siiflandirilmaktadir.

T3a smiflamasinda renal ven ve segmental dallarina tiimdriin uzanimdaki
makroskopik ibaresi artik kullanilmamaktadir ve segmental dallarin tespiti i¢in
kas tabakasimnin goriilme zorunlulugu kaldirilmistir. Vaskiiler invazyon mutlaka
mikroskobik olarak dogrulanmalidir.

Perirenal/renal siniis yag dokusu invazyonu, desmoplastik yanit
olusturmasina bakilmaksizin yag dokusunda izlenen tiimor hiicrelerinin goriilmesi

ile konulur ve mutlaka mikroskobik olarak dogrulanmalidir (6).
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Tablo 2.  Renal Hucreli Karsinomlarin 8. TNM Siniflamasi (6).

X Primer tiimor degerlendirilemiyor.
TO Primer timér kanitt yok.
T1 Tiimor en biiyiik capt <7 cm, bobrege sinirli.

T1la: Timor en biiyiik ¢ap1 < 4 cm, bobrege sinirli.

T1b: 4 cm < tiimdr en biiyiik ¢cap1 < 7 cm, bobrege sinirl.
T2 Tiimor en biiyiik capt > 7 cm, bobrege sinirli.

T2a: 7 cm < tiimor en biiylik ¢ap1 < 10 cm, bobrege sinirli.

T2b: Tiimor > 10 cm, bobrege sinirli.

T3 Tumdr ana venlere veya perirenal dokulara yayilmig fakat ipsilateral adrenal beze veya
Gerota fasyasinin digina yayilim gostermiyor.

T3a: Timor renal ven veya segmental dallarina yayilmis, veya pelvikalisiyel sistemi
invaze etmis, veya perirenal ve/veya renal siniis yag dokusunu invaze etmis fakat Gerota
fasyasinin digina yayilim géstermiyor.

T3b: Tiimdr diyafragmanin altinda vena kavaya yayilmis.

T3c: Tumoér diyafragmanin lizerinde vana kavaya yayilmis, veya vena kava duvarini

invaze etmis.

T4 TUmor Gerota fasyasimin disina yayilmis (ipsilateral adrenal beze direkt invazyon dahil).

NXx Bolgesel lenf nodiilleri degerlendirilemiyor. MO Uzak metastaz yok.
NO Bolgesel lenf nodill tutulumu yok. M1 Uzak metastaz var.
N1 Bdlgesel lenf noduli tutulumu var.

Tablo3. Renal Hucreli Karsinomlarda Evreleme (6).

Evre | T1 NO MO
Evre I T2 NO MO
T1 N1 MO
Evre lll 12 N1 MO
T3 NO MO
T3 N1 MO
T4 Herhangi MO
N
Evre IV
v Herhangi Herhangi M1
T N
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2.3.5. Prognostik Faktorler

Gilncel RHK evrelemesi olan 8. TNM sisteminde kullanilan, tumor
boyutu, vendz invazyon, renal kapsiil invazyonu, adrenal tutulum, Gerota fasyasi
tutulumu, perirenal yag dokusu invazyonu, toplayici sistem invazyonu, lenf
nodild tutulumu ve uzak metastaz RHK igin prognozda onemli anatomik
faktorlerdir (6).

Ayni evredeki tiimdrlerde daha ileri prognostik parametreler histolojik alt
tip, timor derecesi (grade), tiimor nekrozu varligi, sarkomatoid ve rabdoid
diferansiyasyon alanlarinin varligi olarak belirtilmistir (5). RHK i¢in ¢ok sayida
histokimyasal ve molekiler biyomarker potansiyel prognostik faktorler olarak

arastirilmakta olup heniiz rutin kullanima gegmemislerdir (73).

Histolojik Alt tip
Toplayict duktus karsinomu, herediter leiomyomatozis ve renal hicreli
karsinom iligkili RHK ve renal mediiller karsinomlar kotii prognozlu oldugu

bilinen histopatolojik alt tiplerdir (59, 63, 64).

Nukleer Derece (Grade)

Niikleer derece, evre disinda tek basina en onemli bagimsiz prognostik
faktor olarak kabul edilmektedir. Tarihsel siirecte 2013’e¢ kadar en yaygin
kullanilan niikleer derecelendirme sistemi, zaman i¢inde ¢esitli modifikasyonlara
ugramakla birlikte temelde Fuhrman ve ark.’nin RHK tanis1 alan 103 hastada
timor boyutu, patolojik evre, nilkleus derecesi, hicre tipi ve paternini
degerlendirerek olusturdugu niikleer derecelendirme sistemidir. Bu sisteme gore
niikleus yaklagik 10 um boyutunda olup, kuiguk, uniform ve nikleoller belirsiz ise
derece 1; nlkleus 15 pum, diizensiz simirlt ve niikleolii ancak biiyiik biiyiitmede
(x400) goriilebiliyorsa derece 2; diizensiz sinirlt ve iri nikleusa sahip timorlerde
niikleol x100’lik biiyiitmede gorilebiliyorsa derece 3 olarak smiflandirilmustir.
Bizar sekilli ve multilobiile niikleuslara sahip tiimorler ise derece 4 olarak kabul
edilmistir (74). Bu sistemin heterojen yapisindan dolay1 gozlemciler aras1 uyumun

ve tekrarlanabilirliginin son derece diisiik oldugu vurgulanmistir (3).
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Bu nedenlerle 2013 yilinda ISUP tarafindan gerceklestirilen toplantida
RHK derecelendirmesi igin niikleol yapisina ve pleomorfizme dayanan yeni bir
derecelendirme sistemi (ISUP derecelendirme sistemi) Onerilmistir. Bu yeni
sistem DSO 2016 smiflamasinda kabul gérmiistiir. Yapilan ¢alismalarda bu sistem
sadece berrak hiicreli RHK ve papiller RHK’larda prognoz belirteci olarak
dogrulanmis olup diger alt tiplerde validasyon saglanamamistir, yine de bu
tiimorlerde morfolojik 6zellikleri belirtmek i¢in kullanilabilecegi vurgulanmistir
(5). Kromofob RHK'’larda niikleer derecelendirme sistemlerinden higbirinin
prognostik degeri olmadigi i¢in derecelendirme yapilmasi onerilmemektedir (73).
Berrak hiicreli RHK ve papiller RHK larda DSO/ISUP niikleer derecelendirme
sistemi tablo 4’te belirtilmistir. Bu sistemde en Onemli belirleyici niikleer
belirginlik olarak ifade edilmis olup derecelendirme en yiiksek pleomorfizme

sahip tek biiyiik biiyiitme alaninda yapilmalidir (75).

Tablo4. RHK’larda DSO/ISUP Niikleer Derecelendirme Sistemi (5).

1 Yok ya da x400 biiyiitmede goriilebilir, belirgin degil.
2 Nikleol x100 biiyitmede yok, x400 biyttmede belirgin
3 Niikleol x100°lik biiyiitmede belirgin
Belirgin nukleer pleomorfizm, timdr dev hiicreleri ve/veya
4 - A .
sarkomatoid veya rabdoid diferansiyasyon

Tumor Nekrozu

Timor nekrozunun prognostik 6nemi evreden bagimsiz olarak berrak
hiicreli ve kromofob RHK’larda gosterilmistir. Hem makroskopik hem de
mikroskobik (koagulatif) nekroz belirtilmelidir (76). Papiller RHK’larda ise
tartigmalidir.  Hastalara cerrahi  Oncesi  arteriyel embolizasyon islemi
uygulandiginda nekroz prognostik bir faktor olarak degerlendirilememektedir.
Son c¢aligmalarda nekrozun yayginliginin prognostik bir faktdr olarak
degerlendirilmesi tartismali olmakla birlikte yiizde olarak raporda belirtilmesi

Onerilmistir (75).
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Sarkomatoid ve Rabdoid Diferansiyasyon

Kotl prognozla iliskili olan bu faktorler gesitli caligmalarla incelenmis
olup sarkomatoid degisiklik gosteren tiimdrlerin 5 yillik sagkalim oranlart %15-
22, rabdoid morfoloji igeren tiimorlerin medyan sagkalim degerleri 8-31 ay olarak
bildirilmistir (5).

2.3.6. Renal Hucreli Karsinomda Molekiler Mekanizmalar ve Tedavi

Renal Hiicreli Karsinom Molekiiler Mekanizmalari

RHK heterojen timor biyolojisi olan bir kanserdir. Klinik bulgu
vermemesi ve rutin tarama testlerinin mevcut olmamasi nedeniyle ¢ogu zaman
tan1 aninda ileri evre ve metastatik tiimdrlerin goriilmesi s6z konusu olmaktadir.

VHL (von Hippel Lindau) geni, RHK molekiler patogenezinde rol
oynayan en énemli tUmor supresér genlerdendir. Ilk olarak von Hippel-Lindau
ailesel kanser sendromuna sahip bireylerde 3. Kromozomun kisa kolunda 3p25-26
geni olarak tanimlanmistir. Ardindan herediter RHK’larin tiimiinde ve sporadik
berrak hiicreli RHKlarin %50’sinde bu gende her iki allelde inaktivasyon tespit
edilmis ve timor olusumu, tiimoOr progresyonu ile metastazda rolii oldugu
gosterilmistir (77). Berrak hiicreli RHK olgularinin %20’sinde ise genin promoter
bolgesinde metilasyon ile epigenetik olarak fonksiyon kayb1 gosterilmistir (50).

Bu genin kodladig1 protein olan von Hippel-Lindau proteini, ¢esitli efektor
proteinleri hedef proteinlere ulastiran bir araci gorevi yapar. Etkilenen hedef
proteinlerden en Onemlisi heterodimer yapidaki HIF-la (Hipoksi uyarilabilir
faktor-1 alfa) proteini olup bu protein hipoksiye hiicre yanitin1 diizenleyen oksijen
bagimli ubiquitin aracili proteolitik yikim yolaginda bir transkripsiyon faktorii
olarak gorev yapar. HIF-1a geni ise kromozom 14q’da yer alir. Demir diisiikligi
veya hipoksik sartlarda VHL proteini HIF-1a ‘y1 yitkamaz, HIF-1a stabilize olarak
cekirdege gecer ve kanser olusumuna sebep olan bir¢ok transkripsiyon ve biiylime
faktoriind stabilize eder (51).

VEGF-R(Vaskuler endotelyal buyime faktori reseptort), VHL gen
kaybi ile artan biiylime faktorlerinden olan VEGF baglandig1 bir tirozin kinaz

reseptoridur. Gerek anjiogenik biiyiime faktorleri, gerekse dolayli yoldan konak
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immiin hiicrelerinin salgiladig1 arac1 molekiiller damarlanmayr arttirir. HIF
yolaginin uyarilmasiyla VEGF-R1 (yeni kapiller organizasyonu) ve VEGF-R2
(endoteliyal hucre proliferasyonu, migrasyon, vaskiler gecirgenlik) tirozin kinaz
reseptorleri  uyarilir. VEGF’in  immiinosupresif etkisi de gosterilmistir,
baskilanmasi antitlimoéral immiiniteyi gii¢lendirir (78).

m-TOR (rapamisinin memelilerdeki hedefi) yolagi da RHK gelisiminde
onemlidir ve bu yolagin sinyal iletimi HIF-1o seviyesini arttirir (79). m-TOR ¢ok
sayida serin/treonin kinaz igeren, dortlii kompleks yapida, apoptozis, hiicre
biiyiimesi, tiimor proliferasyonu, hiicre katabolizma ve anabolizmasini kontrol
ederek etkileyen anahtar bir mediatordir. m-TOR dizenleyici protein ile
kompleks olusturarak m-TORC1 ve m-TORC2 izerinden etkisini yapar.
Rapamisin m-TOR yolaginin inhibitoriidiir. m-TOR yolagi HIF-1o’nin etkisini de
arttirir (80).

NF-KB (nukleer faktor kappa beta), proliferasyon, anjiogenez,
apoptozun baskilanmasi, doku invazyonu, ila¢ direnci, hiicre dongiisii ile iliskili
bir transkripsiyon faktor ailesidir. VHL kaybi ile NF-KB aktivasyonu, HIF-1a
birikimine sebep olur. pVHL adaptor bir protein olarak NF-KB’1 azaltir (81).

NOX, en 6nemli kaynagit NADPH oksidaz sistemi olan ROS (reaktif
oksijen tiirleri) tlirevidir. ROS’lar malign biiyiimede sinyal iletimine katilir. VHL
mutant hiicrelerde NOx4 protein seviyesi ve NADPH bagimli siiperoksid iiretimi
artmistir. Bu durum RHK’nin metabolik bir kanser oldugunu diistindiirmektedir
(82).

Tirozin kinaz reseptorleri (TKR), ekstraselliiler biytme faktorlerinden
hiicre i¢ine sinyal iletimini saglayan transmembran protein siiper ailesine ait
reseptorlerdir. Neovaskiilarizasyon, angiogenez, hiicre yasam siiresinin uzatilmasi
ve goc kapasitesi tzerinde etkileri bulunur (83).

Mitojen-aktivasyonlu protein kinaz (MAPK) yolaginin aktivasyonu
RHK’larda gosterilmis diger bir molekiiler mekanizmadir. Bu enzim hiicrenin
hayatta kalmasini, farklilagmasint ve proliferasyonunu diizenler. Fosforile
MAPK ’lara 6rnek olarak ekstraselliiler sinyal diizenleyici protein kinaz (ERK), c-
JUN-NH2 kinaz (JNK) ve p38 MAPK (P38) verilebilir. ERK’nin siirekli

aktivasyonu anjiogenez igin gerekliliktir (84).
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Is1 sok proteini-70 (HSP70), MHC bolgesinde bulunan inflamasyon ve
strese yanitta yer alan en az yedi geni igeren sinif IV bolgesidir. HSP 70-2 kanser
patogenezinde rol oynayan, hiicre dongilisii gibi diizenleyici islemlerde
immiinolojik tiimor iliskili peptidler i¢in bir saperon molekiilii gibi etki eden,
antitimor bagisikligini diizenleyen bir molekiildiir. HSP 70-2 saperon mutasyonu
timor hiicrelerinde baskin etki yapar, son c¢aligmalarda berrak hiicreli

karsinomlarda agresif davranigla iliskisi oldugu gosterilmistir (85).

Renal Huicreli Karsinomlarda Tedavi

RHK’larda lokalize hastalikta temel tedavi yOntemi total ve parsiyel
nefrektomiyken, ileri ve metastatik hastalikta sistemik tedavi protokollere
eklenmektedir. Metastatik hastalikta 5-florourasil imminoterapétik ajanlarla
kombine edilerek kullanilmaktadir.

Standart ilk sira tedavide yukarida molekiiler mekanizmalar1 agiklanan
tirozin kinaz inhibitorleri (sorafenib,sunitinib,pazopanib, axitinib, cabozantinib),
VEGEF’ye kars1 hedefe yonelik tedavi olan monoklonal antikor bevacizumab, m-
TOR inhibitorleri (temsirolimus, everolimus) yer alir (16). ikinci sira tedavide ise
immiin kontrol noktasi inhibitorlerinden PD-1 inhibitorii olan nivolumabin tek
basina veya tirozin kinaz inhibitorleri ile kombine kullanimi tedavi kilavuzlarina
eklenmistir (86, 87). PD-L1 inhibittrleri olan atezolizumab (88) ve durvalumab
(89) molekiillerinin renal hiicreli karsinomlarda kullanimi ag¢isindan heniiz

caligmalar devam etmektedir (17).

2.4. Tiimor immiinitesi ve immiin Kontrol Noktalar:

Neoplastik hastaliklarin ortaya ¢ikma ve devam etme surecinde bu
hiicrelerin gegirdigi onemli degisiklikleri Ozetleyen 6 madde tanimlanmustir.
Bunlar; proliferatif sinyallerde devamlilik, blyime inhibitorlerinden kaginmak,
hicre oOlumune direng gelistirmek, replikatif Oliimsiizliigi mimkin kilmak,
anjiogenez, invazyon aktivasyonu ve metastazdir. Bu 6zelliklere son ¢alismalarla
neoplastik ¢ogalmay1 en etkili sekilde desteklemek icin hiicresel metabolizmay1

degistirme veya yeniden programlama kabiliyeti (hlcre enerji metabolizmasinin
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yeniden programlanmasi) ile kanser hucrelerinin, 0zellikle T ve B lenfositleri,
makrofajlar ve dogal oldirlici hiicreler tarafindan saglanan immiunolojik
yikimdan kagma kabiliyeti (immun yikimdan ka¢inmak) eklenmistir (90).

Kansere kars1 immiin yanit temel olarak yedi basamakta incelenebilir. ilk
basamakta kanser hicrelerine ait antijenlerin salinmasit ve bunlarin islemden
gecmek {izere dendritik hiicrelerce yakalanmasi yer alir. Bu durumun
gerceklesmesi i¢in immiinojenik sinyallerle bu siirecin desteklenmesi gereklidir.
Bu sinyallerin proinflamatuar sitokinler ve 6len timér hicrelerinden veya barsak
bakterilerinden salinan proinflamatuar faktdrler oldugu diisiiniilmektedir. ikinci
basamakta dendritik hiicrelerin yakalanan antijenleri MHCI ve MHCII
molekiilleri ile T hiicrelerine sunmasi yer alir. Ardindan iiclincli basamakta kanser
spesifik antijenlere efektdr T hiicre yanitlarinin baglamasi ve aktivasyonu izlenir.
Olusacak immiin yanitin ¢esidi, regiilatuar T hiicreleri ve efektdr T hiicreleri
arasindaki orana bagli olarak bu basamakta belirlenir. Dordiincii basamakta aktive
efektdr T hiicreleri timoér yatagina dogru ilerler ve besinci basamakta timor
yatagini infiltre eder. Ardindan kanser hiicresi - T hiicresi baglanmasi T hiicre
reseptorleri (THR) — MHCI baglanmasi ile gergeklesir ve son basamakta hedef
kanser hucreleri olduralur. Kanser hlcre olimii ile ortaya ¢ikan timor iliskili
antijenler siklusu yeniden ilk basamaga dondiiriir. Bu siire¢, basamaklar etkileyen
uyar1 ve inhibitor faktorlerle birlikte Sekil-3’te 6zetlenmistir.

Bu siire¢ tiimore karsi olusan temel immiin mekanizma olmakla birlikte
nadiren yeterli immiin cevap ortaya ¢ikmakta ve tiimor hiicrelerinin gelistirdigi
savunma mekanizmalarinin da etkisiyle goreceli olarak zayif bir T hiicre yaniti
ortaya c¢ikmaktadir. Bu durum kansere karsi immiinoterapide karsilagilan en

O6nemli sorunlardan biridir (91).
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3.Aktivasyon

HVEM,GITR, IL-2,
IL-12

prostaglandinler

CTLA4/B7.1, PD-
L1/PD-1, PD-L1/B7.1,

2.Antijen sunumu
TNF-a, IL-1, IFN-a,
CD40L/CDA40, CDN,
ATP, HMGBL1, TLR
IL-10, IL-4, IL-13

CD28/B7.1,

CD137/CD137L, 4.T hiicrelerinin tumore ilerlemesi
0X40/0X40L, CX3CL1, CXCL9, CXCL10, CCL5
CD27/CD70, —

Lenf nodili

5.T hicrelerinin  timor
infiltre etmesi
LFA1/ICAM1, Selektinler

yatagini

VEGF, Endotelin B reseptori

5.T hicrelerinin kanser hiicrelerini

tanimasi

T hiicre reseptorleri

Kanser hiicrelerinde azalmis pMHC

7.Kanser hicrelerinin éldirilmesi
IFN-y, T hiicre granil icerigi

PD-L1/PD-1, PD-L1/B7.1, IDO, TGF-

1.Kanser hiicre antijenlerinin

|

B, BTLA, VISTA, LAG-3, Arjinaz,
MICA/MICB, B7-H4,
TIM-3/fosfolipidler

M Uyarici faktorler salnm

inhibitsrler Immiinojenik hiicre 6liimii

< Tolerjenik hiicre 6limi

Sekil-3: Kanser immiinite siklusunda uyarici ve inhibitor faktorler (91).
Naiv CD8 T hiicrelerinin aktive olarak c¢ogalmast ve efektor
fonksiyonlarin1 kazanmasi {li¢ sinyal yolagi ile gercgeklesir. Sinyal 1 olarak
adlandirilan baslangi¢ basamaginda, antijen sunan hiicreler tarafindan yakalanarak
MHC molekiillerine yiiklenmis kisa antijenik peptid pargalar1 (pMHC) halinde
yuzeyde eksprese edilen tumor hicrelerine ait antijenler, T hicre reseptorleri
tarafindan tanmir. Tek basina bu taninma yeterli degildir, sinyal 2 olarak
adlandirilan basamakta antijen sunan hiicreler ve T lenfositler arasinda inhibitor
veya stimiilator karakterde pek ¢ok etkilesim meydana gelir (kostimiilasyon). Bu
basamagin en Onemli bilesenleri, antijen sunan hiicre ile T hiicresi arasinda
gerceklesen CD80/CD28, CD80/CTLA-4 ve PD-L1/PD1 etkilesimleridir. Sinyal 3
olarak adlandirilan siiregte ise IL-12 basta olmak fizere sitokinlerce T
hlcrelerindeki diferansiyasyon ve efektor kapasite diizenlenmektedir. Bu (g
sinyalin bir arada olmamasi sonugta olusacak efektdr yanitin gelisememesine ve

timor hiicrelerinin immiiniteden kagisina zemin hazirlamaktadir (92).
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TUmor hiicreleri lizerindeki giliclii ve zayif antijenler tlimoriin
immiiniteden kaginma mekanizmalarini1 ortaya koyar. Bu antijenler diizenlenerek
tiimore kars1 T hiicre cevabir durdurulmaya ¢aligilir. Timdr immiin yanitinin sinyal
2 asamasinda gorev alan CTLA-4, PD-1, PDL-1 CD28, CD80 ve CD86 immin

kontrol noktalar1 basliginda incelenmistir.

Immiin Kontrol Noktalar

Renal hticreli karsinom immunojenik bir timorddr ve karakteristik olarak
¢ok sayida tiimor infiltre lenfosit igerir (7). Birgcok calismada renal hiicreli
karsinomun konak antitimér immiinitesinin gelisimini engelleyici 6zellikleri
oldugu gosterilmistir (8). Birgok tiimorde oldugu gibi renal hiicreli karsinomda da
bu durum ozellikle sitotoksik T lenfositlerin apopitozisinin uyarilmasi sonucu
olusur. T lenfosit apopitozisinin uyarilmasi, temelde 2 mekanizmayla; tlimor
hiicrelerindeki FasL ekspresyonunun arttirilmast yolu ve immiin kontrol
noktalarmin uyarilmas: yolu ile gergeklesir (9). Immiin kontrol noktalarmin
uyarilmasi lenfositlerdeki koreseptor degisiklikleri ile meydana gelir. Tiimor,
lenfositlerdeki aktive edici koreseptorlerin reseptér sayisinda azalmaya veya
inhibe edici koreseptorlerin reseptdr sayisinda artmaya neden olur. Koreseptor
ailesi iki buyiik siiper antijen ailesinden olusur: immiinglobulin siiperailesi (IgSF)
ve timor nekroz faktor reseptor superailesi (TNFRSF).

CD28 ve B7 en 1yi tanimlanmis IgSF reseptorleridir. Bu iki reseptor ailesinin
tiyeleri primer olarak birbirleriyle etkilesmektedir. CTLA-4 ise B7.1 (CD80) ve
B7.2 (CD86) molekiilleri ile CD28’in baglanmasini engelleyen bir negatif
diizenleyici olarak gorev yapmaktadir (10).

CTLA-4 (Sitotoksik T lenfosit iliskili protein 4)

CTLA-4, naiv T hucre yizeyinde bulunmayan, ancak T hcresi aktive
oldugunda yiiksek diizeyde eksprese edilerek CD28’in baglandigi B7.1 (CD80) ve
B7.2 (CD86) molekiillerinin her ikisine birden yiiksek afinite ile baglanarak
immin sistem Uzerinde negatif diizenleyici bir etki yapan 36 aminoasitlik bir

uzantiya sahip molekiildiir. CTLA-4 bir yiizey reseptorii olmayip hiicrede
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intraselltler vezikiller icinde bulunur ve bir ligand baglandiginda yapisal
degisiklige ugrar. T hiicre supresor fonksiyonlarimin yerine getirilerek periferik
tolerans gelisiminin saglanmasi ve otoimmiinitenin gelisiminin Onlenmesinde
fonksiyonlart oldugu gosterilmistir. Tiimore karsi immiin yanitta ise, inhibitor etki

gostererek timoriin immiiniteden kagisint hizlandirmaktadir (93).

CD 28 - CD80/CD86

CD28, T hiicrelerinin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve efektér fonksiyonlarinin
olugmasinda gorevli, T hiicrelerinde bir ylizey reseptorii olarak eksprese edilen 44
kDa agirliginda bir transmembran proteinidir. T lenfositlerde eksprese edilen bu
reseptér, B hicreleri, makrofajlar ve dendritik hicreler gibi antijen sunan
hiicrelerin ylizeyinde eksprese edilen glikoprotein yapidaki molekiiller olan CD80
ve CD86 ile baglanarak T hiicrelerinin efektor fonksiyonu kazanmasini saglar.
Sinyal 1 olarak adlandirilan THR-pMHC baglanmasin1 kostimiile ederek ve
bundan bagimsiz sinyal olusturarak hiicre dongiislinli uyarma, sitokin seviyelerini
arttirma, T hiicre sagkalimi1 ve diferansiyasyonunu diizenleme islevleri oldugu
gosterilmistir. CD8O0, hiicrede bazal diizeyde bulunan CD86’nin ekspresyonunu
arttirarak bu islevini gercgeklestirir.

Tiimore karst immiin yanitta, CD80 geni gii¢lendirilmis hiicrelerde CD8
pozitif T hiicreleri aracili daha giiclii ve spesifik bir immiin yanit ortaya ¢iktigi

bildirilmistir (94).

PD-1 ve PD-L1

Immiinoglobiilin siiper ailesinin bir iiyesi olan T hiicre ko-inhibitor reseptori
olan PD-1, aktive T lenfositler, B lenfositler, NK htcreleri, dendritik hucreler,
makrofajlar ve Treg htcreler gibi immdin sistem hicrelerinde sentezlenen bir
yuzey glikoproteinidir (11,12). PDI’in etkilesimde bulundugu iki ligand
mevcuttur: PD-L1 (B7-H1, CD274) ve PDL2 (B7-DC, CD273). Bu ligandlardan
PD-L1, tumor hicreleri ve antijen sunan hicreler tzerinde bulunur (13). Normal
immiin yanitta PD-L1, immiin yanitin siirekliligini saglamak i¢in sentezlenirken
tiimor hiicrelerinden salinan bazi sitokinler bu molekiiliin sentezlenmesini

arttirarak tiimor hiicrelerini aktive T hiicrelerinin sitolizinden korumaya ¢alisir.
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PD-L1 ligandinin, tiimor spesifik T hiicrelerindeki PD-1 reseptoriine baglanmasi
T hiicrelerinin apopitozuna yol agarak timor hiicrelerinin immiin yanittan kagisina
olanak saglar. (14).

Bu immiin yanittan kagis mekanizmalarini anlamak yeni bir tedavi yaklasimi
olarak immiinoterapinin gelisimine neden olmustur. Immiin kontrol noktalarinin
kesfi kanser tedavisinde yeni bir ¢igir agmis ve tedavi hedefine timor yerine

immiin sistemi oturtmustur. (15).

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Etik Kurul

Bu g¢aligmanin yapilmasina, bilimsel ve etik acidan sakinca olmadigina
01.03.2017 tarih ve 146 nolu karar ile Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik

Aragtirmalar Etik Kurulu'nca karar verilmistir.

3.2. Hasta Secimi ve Hazirhk

Calismamizda 2008-2013  yillar1  arasinda  Akdeniz  Universitesi
Hastanesi’'nde RHK tanis1 ile radikal nefrektomi uygulanmis 103 hasta
degerlendirildi. Hasta kayit yazilimi olan MIAMED (2014 yili temmuz ayindan
giinimiize) ve MEDI-PIS (2014 yili temmuz ay1 dncesi) programlar1 (izerinden
hastalara ait tani1 yasi, cinsiyet gibi demografik veriler, tani tarihi, timor
lokalizasyonu, klinik evre, klinikce son goriilme tarihleri, metastaz gelismisse
lokalizasyonu ve gelisme tarihleri gibi klinik veriler tarandi. Olen hastalarmn 6liim
tarihi bilgileri hem hastane arsiv yazilimlari (MIAMED ve MEDI-PIiS), Tibbi
Onkoloji ve Uroloji Bilim Dal1 arsivindeki hasta dosyalar1 hem de "Oliim Bildirim
Sistemi" yazilimi taranarak elde edildi. Hastalarin parafin bloklar1 ve preparatlar
Akdeniz Universitesi Hastanesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali arsivinden
cikarilarak incelendi. Bu materyallerden tiimdrlerin histolojik alt tipleri, timor

caplari, bobrek kapsiiliinde tliimdr infiltrasyonu durumlari, renal pelvis-hiler yag
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doku invazyon durumlari, cerrahi sinir degerlendirmesi, sarkomatoid/rabdoid
diferansiyasyon gosterme durumlari, nekroz icerme durumlar veri olarak kayda
alind1. Tiim hastalarin 2016 y1l1 DSO smiflamasima gére histolojik alt tipleri, 2013
DSO/ISUP niikleer derecelendirme sistemine gore niikleer gradeleri ve 8. AJCC
TNM sistemine gore klinik evreleri yeniden belirlendi.

Calismaya dahil olma kriterleri, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dali’nda yapilan incelemede renal hiicreli karsinom tanisi almis
olmak, hastanin parafin bloklarinin ve preparatlarinin tan1 ve incelemeye uygun
olmasi seklinde belirlendi. Renal hiicreli karsinom tanis1 almamis olan, parafin
bloklar1 arsivde mevcut olmayan ve parafin bloklarinda yeterli tiimor hiicresi
izlenmeyen (<100 timor hiicresi) 3 hasta calisma dis1 birakildi. Ayrica yapilan
gercek zamanli PCR incelemesinde yeterli RNA izolasyonu saglanamayan 19
hasta da ¢alisma kapsamindan ¢ikarildu.

Bu kriterlerle ¢alisma i¢in incelenen 103 hastadan 22 tanesi dislanmis olup

calisma 81 hasta lizerinden yiiriitiildii.

3.3. PD-L1 immiinohistokimyasal Inceleme Prosediirii ve

Degerlendirilmesi

Caligmaya dahil edilen hastalarin parafin bloklarinin 4 mikronluk kesitleri
hematoksilen-eozin ile boyanarak, Patoloji Anabilim Dali mikroskoplar
(Olimpus) ile iki patolog tarafindan incelenerek galisma parametreleri agisindan
degerlendirildi ve en uygun tiimor alanlar1 cama yazar suya dayanikli kalem ile
isaretlendi. Isaretlenen preparatlarin  ait olduklar1 bloklardan IHK’sal
degerlendirme icin Akdeniz Universitesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’na ait
mikrotom cihazlar1 kullanilarak her bir bloktan pozitif sarjli lama 4 mikronluk
kesitler alindi. Alinan kesitler 50°C’de bir gece boyunca bekletildi. Alinan
kesitlerde immunohistokimyasal PD-L1 antikoru uygulamasi tam otomatik Daco
boyama makinesinde standart prosediir kullanilarak yapildi. Asagida maddeler
halinde uygulanan immiinohistokimya (IHK) prosediirii belirtilmistir:

e Kesitlere, iki seri halinde 10 dakika ksilol, 5 dakika %100’lik alkol, 5
dakika %385’lik alkol, 5 dakika %75’lik alkol uygulandi1 ve deparafinizasyon
islemi yapildi.
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¢ Deparafinize edilen kesitler distile su ile yikandi.

e Kesitler, 90°C’ye kadar 1sitilmis uygun antijen retrieval soliisyonunda 6nce
20 dakika siire ile sonra iki defa 5 dakika siire ile kaynatildi.

¢ Kaynatma igleminden sonra kesitler 30 dakika sogumaya birakildi.

e Soguma isleminin ardindan kesitler tekrar distile su ve PBS soliisyonu ile
yikandi.

e Kesitler endojen peroksit blokajinin yapilmasi igin hidrojen peroksit
(H203) solusyonunda 1 dakika bekletildi.

¢ Bu muamelenin ardindan kesitler tekrar distile su ve PBS soliisyonu ile
yikandu.

e Boyama i¢in kullanilacak primer antikor (Anti PD-L1 antibody [28-8,
ab205921], RabMADb, abcam) 1/100 oraninda diliie edildi.

e Uygun sekilde diliie edilen PD-L1 primer antikorlar1 kesitlerin iizerine
damlatildi ve kesitler nemli ortamda 1 saat inkiibe edildi.

e Sure sonunda kesitler Gzerine sekonder antikor (Dako Omnis, GV82311-2
EnVision FLEX Mini Kit, High pH) damlatildi ve 10 dakika beklendi.

¢ Bekleme siiresinin sonunda kesitler tekrar distile su ve PBS ile yikanda.

e Kesitler tlizerine HRP (streptavidin peroksidaz) damlatilarak 10 dakika
beklendi.

e Bekleme suiresinin sonunda kesitler tekar distile su ve PBS ile yikandi.

e Kesitler tizerine DAB (diaminobenzidin) soliisyonu damlatilarak 2 dakika
beklendi.

¢ Bekleme siiresinin sonunda kesitler tekrar distile su ve PBS ile yikanda.

o Kesitler sale icine alinarak hematoksilen soliisyonunda 2 dakika bekletildi.

o Siire bitiminde kesitlere ¢esme suyunda yikama yapildi.

o Kesitler %80 alkolde 5 dakika, %96 alkolde 5 dakika, %100 alkolde 5
dakika ve iki seri halinde ksilolde 5 dakika bekletilerek dehidratasyon islemi
yapild.

e Dehidratasyonun tamamlanmasinin  ardindan  kesitler entellan ile
kapatilarak 151k mikroskopunda analiz edildi.

Her bir vaka i¢in antikorun boyanma degerledirmesi yapildi. PD-L1

boyanmasi tiimor hiicrelerinde ve tiimor infiltre lenfositlerde degerlendirildi.
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Pozitif PD-L1 boyanmasi, zeminden ayrim yapilabilir sekilde, tam veya parsiyel
olarak, lineer membrandz boyanma ve niikleer boyanma olarak tanimlandi.
Negatif PD-L1 boyanmasi ise hi¢ boyanma izlenmemesi ve sitoplazmik graniiler
boyanma olarak tanimlandi. IHK’sal boyamalarda kontrol grubu olarak reaktif

lenfoid doku hiperplazisi gosteren tonsil dokusu kesitleri kullanildi.

34. Kantitatif Gercek Zamanh PCR ile PD-L1’in Inceleme

Prosediri

Calismaya dahil edilen hastalara ait parafin bloklarda PD-L1 gen
ekspresyonu varligini belirlemek icin ilk basamakta RNA izolasyonu yapildi,
ikinci basamakta elde edilen RNA’dan cDNA (komplementer DNA) doniigiimii
saglandi. Ugiincii ve son basamakta ise PD-L1 icin gercek zamanli PCR
reaksiyonu hazirlandi.

Formalinle fikse olmus parafine gomiilii doku olmasi nedeniyle takiple
iliskili oldugu disiinlilen durumlardan dolay1r bazi1 Orneklerden RNA elde
edilemedi. Geriye kalan 81 renal hiicreli karsinom olgusunda, bu hastalara ait
timdr icermeyen bobrek alanlar1 kontrol grubu olarak kullanilarak PD-L1 gen
ekspresyon varligi arastirildi. Asagida maddeler halinde belirtildigi sekilde bu

basamaklara ait prosediirler uygulandi.

Formalinle Fikse Olmus Parafine Gomiilii Dokulardan RNA izolasyonu

e Calismaya dahil edilen hastalarin parafin bloklarinin hematoksilen-eozin
boyali kesitleri Patoloji Anabilim Dal1 mikroskoplar1 (Olimpus) ile iki patolog
tarafindan incelendi ve en uygun tiimdr alanlari cama yazar suya dayanikli kalem
ile isaretlendi.

%80 ve daha fazla tiimoér alani iceren parafin bloklardan doku
biiytikligiine baglh olarak 5-20 um’lik 3-5 adet ince kesit yapildi. Tiimor alaninin
kiigiik olmast durumunda 5 pm kalinliginda kesitler lam {izerine alinarak timor

alani lam uzerinden kazindi.
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e Elde edilen kesitler RNase icermeyen 1,5 ml’lik steril santrifiij tiipleri
i¢ine alindi.

¢ RNA izolasyonu igin parafine gomuli dokudan RNA izolasyon Kiti
kullanild1 (RNeasy FFPE kit, Kat No:73504; Qiagen).

e Dokunun  deparafinizasyonu igin  santrifij  tlplerine 160  pl
deparafinizasyon soliisyonu eklendi, vortekslendi ve kisa siireli santrifiij yapildi.
Stipernatant kismi atildi. Dokudaki parafin kalintisina bagl olarak ayni islem bir
kez daha tekrarlandi.

¢ 3 dakika boyunca 56°C’de inkiibe edildi ve ardindan oda sicakliginda
sogumasi saglandi.

e Uzerine 150 ul Buffer PKD eklendi ve vortekslenerek karistirildi.

e | dakika 10.000 rpm’de santrifiij uygulandi.

e Siire sonunda 10 pl proteinaz K eklendi ve pipetle karistirilarak dokunun
parcalanmasi saglandi.

e Once 56 °C’de 15 dakika, ardindan 80 °C’de 15 dakika inkiibe edilerek
DNA capraz baglantilarinin agilmasi saglandi.

e Siipernatant kismu atilarak geriye kalan karisim yeni 2 ml’lik santrifiij
tiiplerine alindu.

e 3 dakika buzda inkiibe edildi. Ardindan 13,500 rpm’de 15 dakika santrifiij
uygulandi ve pellet hasarlandirilmadan siipernatant kisim yeni bir santrifiij tiipiine
aktarildi.

¢ 16 pl DNase Booster Buffer (total 6rnek hacminin 1/10’u) ve 10 pul DNase
I stock soliisyonu eklendi. Kisa siireli santrifiij uygulandi.

e Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

e Baglanma durumunu dengelemek i¢in 320 pul Buffer RBC eklendi ve lizat
tyice karistirildu.

¢720 ul %2100 etanol eklendi ve santrifij edilmeden pipetlenerek
karistirildi.

eOrnegin 700 pl’si olusan presipitatlarla birlikte 2 ml’lik tiiplere
yerlestirilmis spin kolonuna aktarildi. Ardindan 15 saat 10.000 rpm’de santrifiij
uygulandi. Bu igslem 2 kez tekrarlandi.
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e Spin kolonuna 500 pl Buffer RPE eklendi ve 15 saat 10.000 rpm’de
santrifiij uygulandi.

o2 dakika daha 10.000 rpm’de santrifiij uygulanarak kolon membran
yikandi.

¢ Spin kolonu yeni 2 ml’lik bir tiipe aktarildi, kolonun agz1 agilarak son
hizda 5 dakika santrifiij uygulandi.

¢ Spin kolonu, 1,5 mI’lik yeni bir tiipe aktarilarak kolon membranina 14 pl
RNase icermeyen su eklendi. 1 dakika son hizda santrifiij uygulanarak RNA’nin

ayrilmasi saglandi.
RNA’larin Spektrofotometrik Olciimii

e Nanodrop kullanilarak her bir 6rnekte elde edilen RNA’larin miktar ve
kalite dl¢timii yapildi.
e cDNA doniisiim reaksiyonu i¢in tiim 6rneklerde RNA miktar1 50 ng/ml

konsantrasyonda olacak sekilde sulandirma iglemi yapildi.

cDNA Doéniisiimii

cDNA déniisiimii i¢in kit (RT? First Strand Kit, Kat. No: 330404, Qiagen)
kullanildi. Islem basamaklari asagidaki gibidir.

e RNA oOrneklerinden genomik DNA’nin eliminasyonu ig¢in steril bir tiipte
kit icerisindeki bileseler pipetlenerek ve kisa siireli santriflij edilerek karistirildi.

Bu asamada gerekli bilesenler Tablo-5’de belirtilmistir.

Tablo 5. cDNA doniisiimiinde genomik DNA eliminasyonu karisimi

bilesenleri
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RNA 25 ng-5 ug
Buffer GE 2 ul
RNase icermeyen su Degisken
Total volim 10 pl

e Olusturulan genomik DNA eliminasyon karisimi 5 dakika 42 °C’de inkiibe
edildi ve 1 dakika boyunca buzda bekletildi.

e Revers transkripsiyon karigimi Tablo 6°da belirtildigi sekilde hazirlandi ve
genomik DNA eliminasyon kiti igeren her tlipe 10 pl miktarinda eklendi.

Pipetlenerek karigtirildi.

Tablo 6. cDNA doniisiimiinde revers transkripsiyon karisim bilesenleri

5x Buffer BC3 4 pl

Kontrol P2 1l

RE3 Revers Transkriptaz Karisim 2 ul
RNase icermeyen su 3 ul

Total volim 10 pl

042 °C’de 15 dakika inkiibe edildi ve hemen ardindan 95 °C’de 5 dakika
inkibe edilerek reaksiyon durduruldu.

eHer reaksiyona 91 pl RNase icermeyen su eklendi. Pipetlenerek
karistirildi.

e Reaksiyonlar buza yerletirilerek ger¢ek zamanli PCR protokoliine gegildi.
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Gerg¢ek Zamanh PCR Reaksiyonunun Hazirlanmasi

PD-L1 gen ekspresyonunun belirlenmesi icin PCR kiti (RT? SYBR Green

ROX FAST Mastermix, Kat. N0:330520, Quigen) kullanilmistir. Endojen kontrol

icin insan PPIA (peptidilprolil izomeraz A, PPH013196, Qiagen) referans geni
kullanilmaistir.

ePD-L1 genine spesifik primerler (CD274, PPH21094A, Qiagen)

kullanilarak hem hedef gen hem de endojen referans gen i¢in ger¢cek zamanli PCR

reaksiyonu kuruldu. Reaksiyon karisimi Tablo-7’de belirtildigi sekilde hazirlandi.

Tablo 7. Ger¢cek Zamanh PCR reaksiyonu olusturulmasinda bir reaksiyon

icin gerekli bilesenler

RT2SYBR Green Mastermix 12,5 pl
cDNA sentez reaksiyonu 1 ul
RT? gPCR Primer Assay 1ul

RNase icermeyen su 10,5 ul
Total volim 25 ul

¢ Rotor-Gene Q (Qiagen) cihaziinda gergek zamanli PCR reaksiyonu
gerceklestirildi. PCR dongiisii sicaklik ve siireleri Tablo 8’de belirtilmistir.

Tablo 8. Ger¢ek zamanh PCR reaksiyonu sicaklik ve siire degerleri

95°C 10 dakika
95°C 15 saniye (40 tekrar)
60 °C 30 saniye (40 tekrar)
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. Cihazin analiz yazilimi kullanilarak yesil kanalda sonug¢ analizi
yapildi ve sonuglar ’PD-L1 gen ekspresyonu var’ ve ‘PD-L1 gen ekspresyonu

yok’ seklinde raporlandi.

3.5. istatistiksel Analiz

Calismanin istatistiksel degerlendirmesi Akdeniz Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii Tibbi Istatistik Danmisma Merkezi tarafindan SPSS paket
programi v20 (IBM, ABD) ile yapildi. Veriler degerlendirilirken PCR yontemi
altin standart olarak kabul edilerek ‘PD-L1 ekspresyonu var’ ve ‘PD-L1
ekspresyonu yok’ olarak gruplandirildi ve demografik veriler ile prognostik
parametrelerle iligkisi bu gruplar iizerinden arastirildi.

Calismada elde edilen verilere ait kategorik degiskenler olgu sayilari,
ortalamatstandart sapma ve frekans dagilimlart (yiizde) olarak verildi. Verilerin
istatistiksel degerlendirmesinde, bagimsiz t testi, iki es arasi ortalama fark testi,
Pearson ki-kare testi, Fisher’in kesin testi, Mann Whitney U testi ile sagkalim
analizleri igin Life table, Kaplan-Meier ve Cox regresyon analizleri uygulandi.
Yapilan degerlendirme sonucunda 0,05’ten daha diisiik p degerleri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi ve test sonuglart %95 giiven araliginda

degerlendirilerek tablolara eklendi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Veriler

Calismamiz kapsaminda 81 RHK tamili hasta degerlendirilmistir.
Hastalarin %64,2°s1 erkek (n=52), %35,8’1 (n=29) kadindir (Tablo 9). Hastalarin
yas araligr 32-88 olup yas ortalamasi 58,74’dir (standart sapma 12,27). Tani
anindan giinlimiize kadar yapilan incelemede hastalarin mortalite orant %29,6
(n=24)’dir. Erkeklerde mortalite oran1 %34,6 (n=18), kadinlarda mortalite orani
%20,6 (n=6) olup iki cinsiyet arasinda mortalite agisindan istatistiksel olarak

anlaml1 farklilik izlenmemistir (p= 0,352).

Tablo 9. Hastalarin cinsiyete gore dagilimi

M Erkek
Kadin

Calismamiz kapsaminda degerlendirilen 81 hastanin 16’sinda PD-L1
ekspresyonu pozitif bulunmustur.

Erkek hastalarin %17,3 (n=9)’unda PD-L1 ekspresyonu izlenirken kadin
hastalarda bu oranin %?24,1 (n=7) oldugu izlenmistir. Yapilan istatistiksel
degerlendirmede cinsiyetler arasinda PD-L1 ekspresyonu agisindan anlamli fark
izlenmemistir (p=0,459).

Yas ile PD-L1 ekspresyonu arasindaki iligkiye yonelik yapilan
degerlendirmede, PD-L1 ekspresyonu izlenen hastalarin yas aralig1 37-74 olup yas
ortalamas1 57,43 (standart sapma 13,29)’tiir. PD-L1 ekspresyonu ile yas arasinda
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istatistiksel olarak anlamli iliski izlenmemistir (p=0,638).
PD-L1 ekspresyonu izlenen hastalarda (toplam 16) mortalite oran1 %37,5
(n=6) olup, ekspresyon olan ve olmayan gruplarla mortalite oranlar

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir (p=0,357).

4.2. Histolojik Alt Tipler

Hastalar 2016°da giincellenen DSO RHK siniflamasina gére yeniden
degerlendirilmis ve histopatolojik olarak berrak hiicreli, papiller ve kromofob
hiicreli olarak ti¢ alt tip saptanabilmistir (Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil 6). Bu alt tipler
icinde %69,1 (n=56)’1 berrak hiicreli, %17,3 (n=14)’ii papiller ve %13,6 (n=11)’s1
kromofob hiicreli alt tiptir (Tablo 10). Berrak hiicreli alt tipte mortalite orani
%32,1 (n=18), papiller alt tipte mortalite oran1 %35,7 (n=5) ve kromofob hiicreli
alt tipte mortalite oran1 % 9,1 (n=1) olarak belirlenmistir. Gruplar arasinda

mortalite oranlarinda istatistiksel olarak anlamli farklihk saptanmamistir

(p=0,292).

Sekil 4 Berrak hiicreli alt tip
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Sekil 5 Papiller alt tip

Sekil 6 Kromofob hiicreli alt tip
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Tablo 10. Hastalarin histolojik alt tipe gore dagilim

60

50

40

30

PD-L1 ekspresyonu var

M PD-L1 ekspresyonu yok
20

0 T T . T

Berrak hicreli altPapiller alt tilkromofob hicreli
tip (%69,1) (%17,3)  alttip (%13,6)

PD-L1 ekspresyonu, berrak hiicreli alt tipe sahip hastalarin %16,1
(n=9)’inde, papiller alt tipe sahip hastalarin %28,6 (n=4)’sinda, kromofob hiicreli
alt tipe sahip hastalarin %27,3 (n=3)’iinde izlenmistir. Bu alt tipler arasinda PD-
L1 ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamistir

(p=0,386).

4.3. Evre

Calismaya dahil edilen hastalarin klinik ve patolojik evreleri 2018 yilinda
kullanilmaya baslanan 8. TNM evreleme sistemine gore giincellenmistir. Tam
aninda hastalarin %17,3 (n=14)’i Evre I, %9,9 (n=8)’u Evre 11, %56,8 (n=46)’1
Evre III ve %16 (n=13)’s1 Evre IV olarak bulunmustur (Tablo 11).
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Prognostik faktorlerin kendi aralarindaki karsilastirmalarinda istatistiksel
olarak evre ile cinsiyet (p=0,439), histolojik alt tip (p=0,134), sarkomatoid ve
rabdoid diferansiyasyon (p=0,205) ve nekroz (p=0,506) arasinda anlamli farklilik
izlenmemistir. Diger prognostik faktorlerden bobrek kapsiilinde timor
infiltrasyonu durumu (p<0,001), renal pelvis ve hiler yag doku invazyonu durumu

(p<0,001), niikleer grade (p<0,001) ve mortalite (p<0,001) yiiksekligi istatistiksel
olarak anlamli sekilde ileri evre hastalarda gézlenmistir.

Tablo 11. Hastalarin tan1 amindaki evrelerine gore dagilim

Evrel (%17,3) H

Evre Il (%9,9) -

i W PD-L1 ekspresyonu yok

PD-L1 ekspresyonu var

Evre IV (%16) F

0] 10 20 30 40 50

.PD-L1 ekspresyonu evre I hastalarin %21,4 (n=3)’ilinde, evre II hastalarin
%25 (n=2)’inde, evre III hastalarin %13 (n=6)’iinde, evre IV hastalarin %38,5
(n=5)’inde izlenmistir. Istatistiksel olarak evre ile PD-L1 ekspresyonu arasinda
anlamli iliski yoktur (p=0,196).

4.4. Uzak metastaz
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Hastalarin %14,8 (n=12)’1 tan1 aninda metastatik olarak izlenmistir.
Bunlardan %41,7 (n=5)’sinde PD-L1 ekspresyonu mevcuttur. Hastalarin klinik
takiplerinde ilerleyen donemlerde 10 hastada daha metastaz ortaya ¢ikmis olup
metastatik hasta oram1 %27,2 (n=22)’ye yiikselmistir. Metastaz izlenen tiim
hastalar degerlendirildiginde PD-L1 ekspresyonu %22,7 (n=5) oraninda
goriilmiistiir. Istatistiksel olarak tam1 aninda metastatik olan hastalardaki PD-L1
ekspresyonu pozitifligi sinirda olarak goriilmiistiir (p=0,054). Takipler sonucunda
tim metastaz gelisen hastalar degerlendirildiginde ise PD-L1 ekspresyonu
pozitifligi ile anlamli iligski saptanmamustir (p=0,756). Metastatik hastalarda PD-

L1 ekspresyon durumlar1 Tablo 12’de 6zetlenmistir.

Tablo 12. Metastatik hastalarda PD-L1 ekspresyonu

Tan1 aninda Akciger

7 yil sonra ig Berrrak h.

6 53 E 4 yil sonra Akciger Berrrak h. 2 -
7 68 K 2 ay sonra Karaciger Berrrak h. 3 -
8 60 K  Tamanmnda  aracigerve Berrrak h. 4 .
akciger
K Tani1 aninda Karaciger Berrrak h.
Tan1 aninda Karaciger ve Papiller 4
akciger
1 ay sonra Akciger Berrrak h.
E 7 ay sonra Akciger Berrrak h. 3
15 44 E Tani1 aninda Akciger-kemik Berrrak h. 4 -
16 62 E 4 yil sonra Akciger Kromofob h. 3 -
17 66 E Tani aninda Akciger Berrrak h. 4 -
18 56 E 3 yil sonra Akciger Kromofob h. 3 -
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19 37 E 2 yil sonra Karaciger Kromofob h. 3
20 78 E Tani aninda Akciger Berrrak h. 4
21 51 K 3 y1l sonra Akciger Berrrak h. 3
22 59 E Tani1 aninda Beyin Berrrak h. 4

4.5. NUkleer grade

Calismaya dahil edilen hastalarin niikleer gradeleri 2013 yilinda revize
edilen DSO/ISUP niikleer derecelendirme sistemine gore giincellenmistir.
Kromofob hiicreli RHK’lara niikleer grade verilmemistir. Diger alt tiplere sahip
hastalarin %61,4 (n=43)’1 grade 2, %24,2 (n=17)’si grade 3, %1.,4 (n=10)1 grade
4 olarak izlenmistir. Hastalarda grade 1 niikleer 6zellikler izlenmemistir.

PD-L1 ekspresyonu niikleer grade 2 olan hastalarin %23,5 (n=12)’inde,
grade 3 olan hastalarin %15,8 (n=3)’inde ve grade 4 olan hastalarin %9,1
(n=1)inde  goriilmiistiir.  Istatistiksel ~olarak degerlendirildiginde PD-L1

ekspresyonu ile niikleer grade arasinda anlaml iliski saptanmamustir (p=0,558).

4. 6. Diger Prognostik Faktorler

Sarkomatoid ve rabdoid diferansiyasyon hastalarin %4,9 (n=4)’unda
goriilmiis olup bu hastalarda PD-L1 ekspresyonu goriilmemistir.

Nekroz makroskopik ve/veya mikroskobik olarak hastalarim %61,7
(n=50)’sinde goriilmiistiir. Nekroz goriilen hastalarin %20 (n=10)’sinde PD-L1
ekspresyonu izlemis olup istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,943).

Bobrek kapsiiliinde tiimor infiltrasyonu evreyi degistiren parametrelerden
olup hastalarin %23,5 (n=19)’inde izlenmistir. Bu hastalarda PD-L1 ekspresyonu
%26,3 (n=5) oraninda gdiilmiistiir. Istatistiksel acidan anlamli degildir (p=0,511).

Renal pelvis ve hiler yag doku invazyonu evreyi degistiren

parametrelerden olup hastalarin %66,7 (n=54)’sinde goriilmiistiir. Bu hastalarda
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PD-L1 ekspresyonu %18,5 oraninda izlenmistir. Istatistiksel acidan anlaml
degildir (p=0,693).

Hastalarda izlenen tiimor ¢api ortalamasi 6,55 cm (standart sapma 2,62)
olup tiimor ¢aplar1 2-13,6 cm arasinda degismektedir. Timoér ¢apr ile PD-L1
ekspresyonu arasindaki iliskiye yonelik yapilan degerlendirmede, PD-L1
ekspresyonu izlenen hastalarda tiimor ¢ap1 3-11,5 cm arasinda degismekte olup
ortalama 6,8 cm (standart sapma 2,65)’dir. PD-L1 ekspresyonu ile timor ¢api
arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski izlenmemistir (p=0,638).

4.7. Sagkalim

Calismamiza dahil olan tiim hastalarin genel olarak ortalama sagkalim
suresi 89,38 aydir (standart sapma 5,31). Tan1 konulduktan sonra tiim hastalarin 1
yil icinde hayatta kalma oran1 %78 iken 5 yil i¢inde hayatta kalma oran1 %71°e
diismektedir.

Cinsiyetler aras1 yapilan karsilastirmalarda kadinlarda ortalama sagkalim
sliresi 98,56+7,92 ay, erkeklerde 83,88+6,95 ay olarak bulunmustur. 1 yillik
sagkalim oranlar1 kadinlarda %86 ve erkeklerde %84 iken 5 y1l sonunda bu oran
kadinlarda %79’a, erkeklerde %67’ye diismektedir. Istatistiksel olarak kadm ve
erkeklerde sagkalim agisindan anlamli fark goriilmemistir (p=0,2).

Caligma grubumuzdaki hastalarda izlenen 3 histolojik alt tip iginde
ortalama sagkalim siiresi en yliksek olan alt tip kromofob hiicreli (112,90+6,76
ay) olarak bulunmustur. Berrak hiicreli alt tipte ortalama sag kalim siiresi
87,03+6,46 ay ve 1 ile 5 yillik sagkalim oranlar1 sirasiyla %71 ve %69 olarak
belirlenmistir. Ortalama sagkalim siiresi en diisiik olan alt tip ise papiller alt tiptir
(80,92+13,92 ay). Alt tipler arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak incelediginde
ise sagkalimla anlamli bir fark goriilmemistir (p=0,266).

Evreyi belirleyen parametrelerden bobrek kapsuliinde tumor infiltrasyonu
izlenen hastalarda ortalama sagkalim siiresi 49,21+11,34 ay olup 1 yillik ve 5
yillik sagkalim oranlari sirasiyla %68 ve %29 olarak hesaplanmistir. Bobrek
kapsiiliinde timor infiltrasyonu izlenen hastalarda sagkalimin belirgin sekilde
azaldig1 istatistiksel olarak gosterilmistir (p<<0,001). Diger bir parametre olan

renal pelvis ve hiler yag doku invazyonu degerlendirildiginde ise invazyon
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olanlarda ortalama sagkalim siiresi 80,6445,97 ay, 1 ile 5 yillik sagkalim oranlari
sirastyla %85 ve %70 olarak izlenmistir. Bu parametre ile sagkalim arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p=0,521)

Sarkomatoid veya rabdoid diferansiyasyon izlenen hastalarda ortalama
sagkalim stiresi 21,5+11,45 ay olup 1 ve 5 yillik sagkalim oranlar sirasiyla %87
ve %75 olarak belirlenmistir. Sarkomatoid veya rabdoid diferansiyasyonun
sagkalimu istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttig1 gosterilmistir (p=0,005).

Makroskopik veya mikroskobik olarak nekroz bulunan hastalarda ortalama
sagkalim stiresi 77,98+7,12 ay iken 1 ve 5 yillik sagkalim oranlart sirasiyla %80
ve %59 olarak bulunmustur. Bu parametrenin sagkalimi istatistiksel olarak
anlamli sekilde azalttig1 gosterilmistir (p=0,004).

Calismamizdaki hastalarda niikleer grade’ler incelendiginde niikleer grade
2 olan hastalarin ortalama sagkalim siiresi 101,99+5,54 ay iken, bu deger niikleer
grade 3 olan hastalarda 81,15+8,74 aya, niikleer grade 4 olan hastalarda ise
19,18+6,73 aya kadar diismektedir. Niikleer grade istatistiksel olarak sagkalimi
belirgin sekilde azaltan parametrelerden biri olarak bulunmustur (p<0,001).

Evre ile sagkalim iliskisinin arastirildigi log rank analizlerine gore
ozellikle evre IV hastalikta sagkalim siiresinin istatistiksel olarak anlamli sekilde
azaldig1 izlenmistir (p=0,002). Evre IV hastalarda 1 ve 5 yillik sagkalim oranlar1
sirasiyla %38 ve %7 olarak bulunmustur. Evre sagkalim iliskisinin gdsterildigi
Kaplan-Meier analizi Sekil 7°de gosterilmistir. Uygulanan tek degiskenli Cox
regresyon analizlerinde evre I ile karsilastirildiginda evre III hastalifin 6liim

riskini 9,3 kat, evre IV hastaliin ise 6liim riskini 10,6 kat arttirdig1 goriilmiistiir
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(p<0,001).

Survival Functions

' R . EVRE
11
i ]
— 3
14
i t=1-censored
o8 — 2-censored
L b + 3-censored
—+—4-censored
™ o
> 0.6
=
B
=
w
g
[ |:|,4-
0,2
]
0,0
T T T T T T T
0,00 20,00 40,00 50,00 80,00 100,00 120,00

SagkalimSiiresi

Tan1 aninda metastatik olan hastalarda ortalama sagkalim stiresi 28,16+10
ay iken 1 yillik ve 5 yillik sagkalim oranlar sirasiyla %50 ve %16 olarak
bulunmustur. Tan1 aninda metastatik olan hastalarda istatistiksel olarak belirgin
sekilde sagkalimda azalma izlenmistir (p<<0,001). Takipleri sirasinda metastaz
gelisen hastalar da bu grupla birlikte degerlendirildiginde ise tiim metastaz gelisen
hastalarda ortalama sagkalim siiresi 40,5+7,97 ay, 1 yillik ve 5 yillik sagkalim
oranlar sirasiyla %63 ve %22 olarak hesaplanmistir, metastatik olma durumunun
sagkalim istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttig1 belirlenmistir (p<0,001).

Caligmamiza dahil edilen PD-L1 ekspresyonu pozitif olan hastalarin
ortalama sagkalim siiresi 75,04+9,26 ay olarak bulunmustur. Hastalarin 1 yillik
sagkalim oranlar1 %81 iken 5 yillik sagkalimda bu oran %67’ye diismektedir.
Hastalarin PD-L1 ekspresyon durumlarina gére ortalama sagkalim stireleri tablo
13’te gosterilmistir. Log Rank analizlerine gore istatistiksel olarak incelendiginde
PD-L1 ekspresyonu gdsterme durumu ile sagkalim arasinda anlamhi fark
saptanmamustir (p=0,526). Hastalarin PD-L1 ekspresyonuna gore sagkalim grafigi
sekil 8’de gosterilmistir.
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Tablo 13. Hastalarin PD-L1 ekspresyonuna gore ortalama sagkalim siireleri

Pozitif 75,04 9,26 56,87 93,20
Negatif 91,11 5,85 79,65 102,58
Genel 89,38 531 78,97 99,79

Yapilan tek degiskenli Cox regresyon analizlerinde ise PD-L1
ekspresyonu izlenen hastalarda, izlenmeyenlere gore 6liim riskinin 1,3 kat arttig

goriilmistiir; ancak bu iliski istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,530).
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Sekil 8 Hastalarin PD-L1 ekspresyonuna gore sagkalim grafigi
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Ayrica metastatik RHK ye sahip hastalarda PD-L1 ekspresyonu izlenen ve
PD-L1 ekspresyonu izlenmeyen alt gruplar arasinda sagkalim kiyaslamasi
yapilmistir. Buna gore metastatik hastalarin PD-L1 ekspresyonu gosteren alt
grubunda ortalama sagkalim siiresi 50,4+21,43 ay olup, 1 yillik ve 5 yillik
sagkalim oranlar1 sirastyla %50 ve %40 olarak bulunmustur.

PD-L1 ekspresyonu gdstermeyen alt grupta ise ortalama sagkalim siiresi
36,9148,6 ay olarak izlenmistir. 1 yillik ve 5 yillik sagkalim oranlari sirasiyla %64
ve %14 olarak bulunmustur. Istatistiksel olarak incelendiginde bu iki alt grup
arasinda anlamli fark izlenmemistir (p=0,729).

Metastatik hastalardaki PD-L1 ekspresyon durumuna goére sagkalim
grafigi sekil 9°da, metastaz goriilmeyen hastalardaki PD-L1 ekspresyon durumuna
gore sagkalim grafigi sekil 10°da gosterilmistir.

Calisma kapsaminda incelenen tiim prognostik faktorlerin PD-L1 gen

ekspresyon durumlari tablo 15°te 6zetlenmistir.
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4.8. Immiinohistokimyasal Inceleme Sonuclar

IHK’sal olarak, zeminden ayrim yapilabilir sekilde, tam veya parsiyel
olarak, lineer membrandz boyanma ve niikleer boyanma olarak tanimlanan pozitif
PD-L1 boyanmas1 3 hastada (%3,7) izlenmistir. Diger hastalarda hi¢ boyanma
izlenmemesi veya sitoplazmik graniiler boyanma izlenmesi olarak tanimlanan

negatif PD-L1 boyanmasi goriilmiistir. Boyanma sonuglari sekil 11°de

gosterilmistir.

Sekil 11 PD-L1 immunohistokimyasal boyanma sonuglari. A) Kromofob hiicreli RHK 'da
timor hicrelerinde membrandz ve nikleer boyanma (PD-L1x400) B) Papiller RHK 'da
timor hicrelerinde membrandz ve nikleer boyanma (PD-L1x400) C) Berrak hicreli
RHK’da tiimor hiicrelerinde zayif membranoz ve niikleer boyanma (PD-L1x400)
D)Tumor hicrelerinde negatif boyanma (PD-L1x400)
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[HK’sal olarak PD-L1 boyanmasi izlenen hastalar, histolojik alt tipleri
acisindan degerlendirildiginde, bu hastalardan 1’1 berrak hiicreli alt tipte, 1’1
kromofob alt tipte ve 1°i papiller alt tiptedir. Bunlardan Gglinde de kantitatif
gergek zamanli PCR ile PD-L1 gen ekspresyonu gosterilmistir. PCR ile PD-L1
gen ekspresyonu izlenen 13 vakada ise IHK’sal boyanma gosterilememistir.
Calismamizdaki IHK ’sal boyanma sonuglar1 PCR ile gosterilen gen ekspresyonu
varligi ile korele degildir.

[HK’sal PD-L1’in tanm1 koyma giicii yani oOzgiilliigii %100 olarak
bulunmustur. IHK’sal PD-L1’in PCR ile belirlenen PD-L1 gen ekspresyonu
negatif olan hastalar1 bulma giicii yani duyarliligi ise zayif (%18) olarak

bulunmustur (Tablo 14).

Tablo 14. PD-L1 i¢in PCR ve THK sonuclarimin karsilastiriimasi

PD-L1PCR Toplam
negatif  pozitif

PD-L1 negatif 65 13 78
IHK pozitif 0 3 3
Toplam 65 16 81

4.9. Kantitatif Gercek Zamanh PCR ile PD-L1 Gen Ekspresyonu

Inceleme Sonuclar

Calismamiza alman ve PCR ile PD-L1 gen ekspresyonu arastirilan
hastalarin 19’unda formalinle fikse olmus parafine gémiilii doku olmasi nedeniyle
takiple iligkili oldugu diisiiniilen durumlardan dolayr RNA elde edilememistir.
Geriye kalan 81 hastada, PCR ile PD-L1 gen ekspresyonu pozitif izlenen 16 hasta
(%19,75), negatif izlenen 65 hasta (%80,25) tespit edilmistir.

PD-L1 gen ekspresyonu pozitif hastalarin %56,3 (n=9)’u erkek, %43,7’si
(n=7) kadin cinsiyettedir. Histolojik alt tip dagilimlar1 acisindan %56,3 (n=9)’i
berrak hiicreli alt tipte, %25 (n=4)’1 papiller alt tipte, %18,8 (n=3)’i kromofob
hiicreli alt tipte izlenmistir. %31,3 (n=11)’linde bobrek kapsiiliinde timor
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infiltrasyonu goOrulmiistiir. %62,5 (n=10)’inde renal pelvis ve hiler yag doku
invazyonu tespit edilmistir. Hastalarin hicbirinde sarkomatoid veya rabdoid
diferansiyasyon izlenmemistir. %62,5 (n=10)’inde makroskopik veya
mikroskopik olarak nekroz tespit edilmistir.

PD-L1 ekspresyonu pozitif olan hastalarin %18,8 (n=3)’i evre I, %12,5
(n=2)’1 evre II, %37,5 (n=6)’1 evre III, %31,3 (n=5)’ii evre IV’tiir. Hastalarin
%31,3 (n=5)’linde tan1 aninda metastaz tespit edilmis olup hastalarin klinik
takipleri sonucunda sonradan gelisen metastaz Oykisi olan hastalarda PD-L1
ekspresyonu goriilmemistir. PD-L1 ekspresyonu pozitif olan hastalarin %75
(n=12)’1 niikleer grade 2, %18,8 (n=3)’i niikleer grade 3, %6,3 (n=1)’1 niikleer
grade 4’tiir.

Hastalarin PPIA referans geni ile karsilastirmali olarak PD-L1 gen
ekspresyon durumlar sekil 12, sekil 13 ve sekil 14’te gdsterilmistir.
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Tablo 15. Prognostik faktorlerin PD-L1 ekspresyon durumu

PD-L1 ekspresyonu

yok var p
sayl % sayl % degeri
- Kadin 22 75,9 7 24,1
Cinsiyet Erkek | 43 | 827 | 9 173 | 049
Taniyasi (ortalamasstandart | g5g 06,1909 | 574341320 | 0,638
sapma)
Tumor boyutu (cm)
(ortalamazstandart sapma) 6,42,6 6,8+2,6 0,668
Histoloiik Berrak h. 47 83,9 9 16,1
alt ti J Papiller 10 714 4 28,6 0,386
P Kromofob h. 8 72,7 3 27,3
1 11 78,6 3 214
2 6 75 2 25
Evre 3 40 87 5 13 0,196
4 8 61,5 5 38,5
Tam aninda yok 58 84,1 11 15,9 0.054
metastaz var 7 58,3 5 41,7 '
Klinik takip yok 48 81,4 11 18,6
sonrasinda 0,756
toplam metastaz var 17 77,3 5 22,7
1 - - - -
. 2 39 76,5 12 23,5
Nukleer grade 3 16 84.2 3 158 0,558
4 10 90,9 1 9,1
Sarkomatoid/
rabdoid yok 61 79,2 16 20,8
diferansiyasyon var 4 100 - -
yok 25 80,6 6 19,4
Nekroz var 40 | 80 10 20 | 09
Bobrek kapsul yok 51 82,3 11 17,7 0511
infiltrasyonu var 14 73,7 5 26,3 ’
Renal yok 21 77,8 6 22,2
pelvis/hiler yag 0,693
doku invazyonu var 44 81,5 10 18,5
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5. TARTISMA

Neoplazi olusum siireci ve devamliliginda tiimor hiicrelerince kazanilan 6
belirleyici 6zellik ortaya konulmus olup bunlar; proliferasyon sinyallerinde
devamlilik, biiyiime baskilayicilardan kagcinmak, hiicre 6liimiine direng, replikatif
olimstizligli saglamak, anjiyogenezi uyarmak, invazyonu aktive etmek ve
metastaz gelisimidir. Bu 6zelliklerin kazanimina sebep olan en 6nemli faktorler
genomik instabilite ve sonucunda olusan mutasyonlar sonucu genetik istikrarsizlik
olusumu olup inflamasyon da bu siireci desteklemektedir. Kanser htcrelerinin
oOzelliklerine ek olarak, normal destek htcreleri, timor mikrogevresi yaratarak tum
neoplazi siirecine katkida bulunur (95).

Bu o6zelliklere son caligmalarla, neoplastik cogalmayr en etkili sekilde
desteklemek icin hiicresel metabolizmay1 degistirme veya yeniden programlama
yetenegi (hucre enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi) ile kanser
hicrelerinin, 6zellikle T ve B lenfositler, makrofajlar ve dogal éldurtct hiicreler
tarafindan saglanan immiinolojik yikimdan ka¢ma yetenegi (immun Yyanittan
kaginmak) eklenmistir (90).

Timore karst gelisen immiin yanit mekanizmalari, Boon ve ark.’larmn
caligmasinda tiimdr hiicrelerinin yiizeyinde bulunan kanser spesifik peptid-MHCI
komplekslerinin CD8 pozitif T hiicrelerince taninmasinin gosterilmesinden beri
arastirilmaya baslanmigtir  (96). Bu mekanizmanin daha ayrintili olarak
arastirilmasi sonucu kanser tedavisinde immiinoterapi giindeme gelmistir.

Naiv CD8 T hiicrelerinin aktive olarak c¢ogalmast ve efektor
fonksiyonlarmi kazanmasindaki ilk basamak olan bu siirecin tanimlanmasinin
ardindan sinyal 2 olarak adlandirilan basamakta antijen sunan hiicreler ve T
lenfositler arasindaki inhibitor veya stimiilator karakterdeki kostimiilasyon adi
verilen etkilesimlerin varlig1 belirlenmistir. Bu durum, tiimor yatagindaki immiin
sistem hucreleri ile tumor hicresi yuzeyinde eksprese edilen antijenlerin

etkilesimini etkileyen hedefe yonelik tedaviler fikrini ortaya ¢ikarmistir (97).
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Kostimiilasyon basamaginda goriilen PD-1/PD-L1 etkilesimi de arastirilan
onemli hedeflerden biridir. Tasuku Honjo ve ark. 1992’de PD-1 reseptorini
kesfetmistir. Aktive T Ilenfositler lizerinde bulunan PD-1 reseptéri ile bu
reseptoriin - baglandigr tiimor hiicre ylizeyinde bulunan PD-L1 ligandi
etkilesiminin immiinsupresif etkiye yol actigi, T hiicrelerinin apopitozu ve timor
hiicrelerinin  immiin yanittan kagisinda rol oynadigi bir¢ok calismada
gosterilmistir (98).

PD-L1 ekspresyonunun; RHK, malign melanom, over, akciger ve
tirotelyal karsinomlar, bas-boyun yassi hiicreli karsinomlari, 6zofagus, serviks,
meme, pankreas, mide karsinomlari, Wilms timorii ve glioblastomlarda timor
hiicrelerinde izlendigi ¢esitli caligmalarda gosterilmistir (99-110).

PD-1/PD-L1 yolagini hedef alan immiin kontrol noktasi inhibitorleri ilk
olarak 2014 yilinda standart tedaviye cevap vermeyen metastatik malign
melanomda kullanilmistir. Pembrolizumabin konvansiyonel tedavilere gore
sagkalimi belirgin sekilde arttirdigi izlenmistir (111).

RHK, immiinojenik bir tiimor olup karakteristik olarak ¢ok sayida tiimor
infiltre lenfosit i¢cermektedir. Webster ve ark.’min ¢alismasinda berrak hiicreli
karsinomlarda mononiikleer hiicre infiltrasyonunun sagkalimi 2 kat azalttig
gosterilmistir (7). Calismalarda RHK’nin konak antitimér immiinitesinin
gelisimini engelleyici 6zellikleri oldugu bildirilmistir (8).

RHK heterojen timdr biyolojisi olan bir kanserdir. Klinik bulgu
vermemesi ve rutin tarama testlerinin mevcut olmamasi nedeniyle ¢ogu zaman
tant aninda ileri evre ve metastatik tiimorlerin goriilmesi s6z konusu olmaktadir.
Evre IV RHK’da 5 yillik genel sagkalim oranlari literatiirde %15 dolaylarinda
(112) bildirilmis olup bizim ¢alismamizda %7 olarak bulunmustur. Bu diisiik
sagkalim oranlari, metastatik RHK’da yiiksek toksisite ve zayif tedavi cevaplari
ile seyreden konvansiyonel tedavi disinda alternatif yaklagimlarin ele alinmasini
zorunlu kilmigtir. Bu nedenle hedefe yonelik tedavilerin yaninda immiin kontrol
noktast inhibitorleri kullanima sunulmustur. Bu amagla gelistirilen PD-1
inhibitorii nivolumabin faz III ¢alismalar1 gosterilmis olup metastatik RHK ikinci

sira tedavide tek basina veya tirozin kinaz inhibitorleri ile kombine kullanimi

62



tedavi kilavuzlarina eklenmistir (86, 87). PD-L1 inhibitorleri olan atezolizumabin
faz Il calismalar1 (88) ve durvalumabin faz I ¢alismalar1 devam etmektedir (89).

Gelistirilen bu yeni tedavi yontemlerine daha iyi cevap verebilecek ve ilag
toksisitesinden daha az etkilenecek hasta populasyonunu segcmek icin gecerli
belirteglere ihtiyac vardir. Bu belirteglerle hastalarin prognozu, tedaviye cevabi,
tedavi toksisitesi ve hastalik rekiirrensi ongoriilebilecektir.

Yapmis oldugumuz retrospektif calismamizda RHK tanili olgularda PD-
L1 ekspresyon durumlari, IHK sal PD-L1 incelemesi ve kantitatif gercek zamanli
PCR ile PD-L1 gen ekspresyonu arastirmasi yontemleriyle degerlendirilmistir. Bu
caligmayla PD-L1 ekpresyonunun belirlenmesinde uygun yontem secimini
degerlendirmek ve bu ekspresyonun tiimor karakteristikleri, prognostik faktorler
ile sagkalim iizerindeki etkilerini belirlemek amacglanmistir. Bu etkiler
degerlendirilirken PCR ile belirlenen pozitif PD-L1 gen ekspresyonu sonuglari
kullanilmistir.

Calismamizda tiim RHK hastalarinda PD-L1 ekspresyon orani %19,75
(n=16) olarak bulunmustur. Bu oran literatiirde %13,6-56,5 olarak bildirilmistir.
PD-L1 ekspresyon oranindaki bu degiskenlik, ekspresyonun degerlendirilmesinde
kullanilan yontemlerdeki farklilik ve IHK sal olarak pozitif kabul edilme sekilleri
ve yiizdelerinin belirgin farklilik gostermesi nedeniyle olabilir. Ayrica hasta
popiilasyonunda 1rksal vb. heterojenite izlenmekte ve calismalar farkli alt tiplere
sahip hastalarda yapildigindan bu alt tiplerin PD-L1 ekspresyon oranlari farklilik
gosteriyor olabilir. Literattirde renal hicreli karsinomlarda PD-L1 ekspresyonunu
gosteren ¢alismalar tablo 16’da 6zetlenmistir.

Literatiirde renal hiicreli karsinomlar ile ilgili ¢aligmalar incelendiginde
Abbas ve ark.’min berrak hiicreli RHK’lar1 degerlendirdigi ¢aligmada PD-L1
ekspresyonu kadin cinsiyet ile iligkili bulunmustur (15). Diger calismalarda ise
bizim c¢alismamizda oldugu gibi cinsiyetin PD-L1 ekspresyonu ile iligkisi
gosterilememistir.

Caligmamizda PD-L1 ekspresyonu izlenen hastalarin yas ortalamasi
57,43+13,29 olup yas araligr 37-74’tiir. Bu sonuglarin literatiirle uyumlu olarak

PD-L1 ekspresyonu ile iliskisi istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Tablo 16. RHK’da PD-L1 ekspresyonunu gosteren calismalar

Thompson'® 2004 196 RHK HK-doku 37,2 (>10)
Thompson!t® 2006 306 Berrak h. IHK-doku 23,9 (>5)
Krambeck!* 2007 298 Berrak h. IHK-doku 23,5 (>5)
Frigola!®® 2011 172 Berrak h. ELISA-kan Medyan %57,1

Choueiri?® 2014 101 Berrak h. digt IHK-doku 10,9 (>5)

Callea'' 2015 52 Berrak h. IHK-doku 32 (>1)

Metastatik
Leite!!’ 2015 115 olmayan berrak ~ THK-doku 56,5 (>1)
h.

Erlmeiert? 2016 81 Kromofob h. IHK -doku 13,6 (>1)
Abbas'® 2016 177 Berrak h. IHK-doku 20,9 (>1)
Motoshima?'?? 2017 102 Papiller THK-doku 28,4 (>2)

Chang'?3 2017 36 Xpll2 iHK-doku 25 (>1)

translokasyon
124 Fumarat eks. IHK ve PCR
Alaghehbandan 2017 13 izlenen RHK —doku 53,8

PD-L1 ekspresyon durumlart ile histolojik alt tiplerin iligkisi
incelendiginde literatiirde PD-L1 ekspresyonu ile iliskili bulunan prognostik
faktorler biiyiik oranda berrak hiicreli alt tipte yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir
(15, 100, 113-117). lacovelli ve ark.’larinin 2016 tarihli metaanalizinde PD-L1
ekspresyonu berrak hiicreli tiimorlerin %24,2’sinde, berrak hiicreli dis1 tiimdrlerin
%10,9’unda izlenmistir (118). Bizim ¢alismamizda ise PD-L1 ekspresyonu,
berrak hiicreli alt tipe sahip hastalarin %16,1’inde, papiller alt tipe sahip hastalarin
%28,6’s1inda, kromofob hiicreli alt tipe sahip hastalarin %27,3’linde izlenmistir.

Literatiirde berrak hiicreli dis1 alt tiplerdeki PD-L1 ekspresyonunun
beraber arastirildigi bir ¢alismada PD-L1 ekspresyonu evre, nikleer grade ve
sagkalim ile iligkili bulunmus olup agresif klinikopatolojik Ozellikler ve kotii
prognoz gostergesi olarak kabul edilmistir (119). Daha yakin tarihli baska bir
calismada ise PD-L1 ekspresyonu prognostik faktorler ve sagkalimla iliskili
bulunmamustir (120).
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Berrak hiicreli RHK ’lara gore daha iyi prognozlu oldugu bilinen kromofob
hiicreli RHK’larda PD-L1 ekspresyonunun prognostik faktorlerle iliskisi Erlmeier
ve ark.’larmin ¢alismasinda incelenmis, prognostik faktorler ve sagkalimla iligkili
bulunmamistir (121). Berrak hiicreli RHK’lardan daha kotii prognozlu oldugu
bilinen papiller RHK’lardaki PD-L1 ekspresyonunun prognostik faktorlerle
iliskisi ise Motoshima ve ark.’larinin yaptig1 ¢alismada arastirilmig ve prognostik
faktorler ile sagkalimla iligkili bulunmamistir (122).

Chang ve ark.’larinin 2017 yilinda Xp11.2 translokasyon RHK’da {HK ’sal
olarak PD-L1 ekspresyonunu arastirdiklar: ¢alismada PD-L1 ekspresyonu evre,
lenf nodu metastazi, uzak metastaz ve sagkalim ile iliskili bulunmus olup kotii
prognostik belirteg olarak kabul edilmistir (123). Bu grubun ait oldugu alt tip, Mit
ailesi translokasyonu olan RHK’lar, PD-L1 ekspresyonundan bagimsiz olarak
sagkalim acisindan da berrak hiicreli alt tiple benzer 6zellikler gostermektedir.

Aleghehbandan ve ark.’nin 2017 tarihli fumarat-hidrataz eksikligi izlenen
RHK’da IHK’sal ve PCR yontemleri ile PD-L1 ekspresyonunu arastirdiklart
calismada da prognostik faktorler ile sagkalimla iligkili bulunmamastir (124).

Literattirdeki veriler berrak hiicreli alt tipte PD-L1 ekspresyonunu kotii
prognostik bir belirte¢ olarak kabul etmekteyken, berrak hiicreli dis1 alt tiplerle
ilgili ¢caligma sonuglar1 ¢eliskilidir. Bizim ¢alismamizda prognostik faktorler ile
PD-L1 ekspresyonu iligkisi tiim alt tipler i¢in beraber yapilmis olup ayri ayri
uygulanmamistir. PD-L1 ekspresyonunun c¢alismadaki 3 alt tip arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilig1 ise saptanmamastir.

Calismamizda PD-L1 ekspresyonu en ¢ok evre IV hastalarda izlenmis olsa
da istatistiksel olarak diger evrelerle anlaml farklilik yoktur. Literatiirde ise bazi
calismalarda PD-L1 ekspresyonu evre ile iliskili olarak bulunmustur
(115,117,119).

Abbas ve ark.’larinin ¢aligmasinda berrak hiicreli RHK’lar ile Chang ve
ark.’larmin ¢alismasinda Xp11.2 translokasyon RHKlardaki PD-L1 ekspresyonu
uzak metastaz ile iliskili bulunmustur. Bizim ¢alismamizda da literatiirle uyumlu
olarak en sik uzak metastaz akcigerde saptanmis olup istatistiksel olarak tani
aninda metastatik olan hastalardaki PD-L1 ekspresyonu pozitifligi iligkisi sinirda

olarak goriilmiistiir (p=0,054). Bu durumun calismamizin 6rneklem sayisinin
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siirli  olmasindan  kaynaklandigi  diisiiniilmiistiir.  Orneklem  sayisiin
arttirtlmasiyla metastaz ile iliskinin istatistiksel olarak anlamli saptanabilecegi
distintiilmektedir.

Ayrica literatiirde Jilaveanu ve ark.’larinin immiinfloresans yontemle
(125) ve Callea ve arkadaslarmin ise IHK’sal yontemle (116) uzak metastaz
izlenen berrak hticreli alt tipteki hastalarda primer nefrektomi materyalleri ile
uzak metastatik alanlardaki PD-L1 ekspresyonunu karsilastirdigi c¢alismalar
mevcuttur. Bu calismalarda iki alanda ekspresyon farkliliklar1 belirgin olarak
izlenmistir. Bu durum RHK’larda siklikla izlenen intratimoral ve intertimoral
heterojeniteden kaynaklanmis olabilir. PD1/PD-L1 yolag ile iliskili tedavi alacak
metastatik hastalarin se¢iminde sadece primer nefrektomi materyalinden degil
metastaz alanindan da ¢ok sayida 6rnek alinmasi gerektigi diistiniilmiistiir.

Literatiirde bazi ¢alismalarda niikleer grade ile PD-L1 ekspresyonunun
iligkisi gosterilmis olup (115,117,119) bizim ¢alismamizda PD-L1 ekspresyonu ile
niikleer grade arasinda anlaml iliski saptanmamustir.

Frigola ve ark.’larmin calismasinda nekroz PD-L1 ekspresyonu iliskisi
anlamli bulunmus olup (115) bizim c¢alismamizda istatistiksel anlamlilik
saptanmamigtir.

2015 tarihli bir metaanalizde PD-L1 ekspresyonu ile tiimor ¢ap1 arasinda
istatistikel olarak anlamli iligki saptanmis olup (14) bizim ¢alismamizda
ekspresyon izlenen hastalarda ortalama 6,8 cm olarak bulunmustur. Istatistiksel
acidan ise anlamli izlenmemistir.

Joseph ve ark.’larinin ¢aligmasinda sarkomatoid diferansiyasyon gosteren
RHK’larda PD-L1 ekspresyonunun daha fazla oldugu ortaya konulmustur (126).
Kawakami ve ark.’larinin 2017 yilina ait bir ¢alismasinda ise, sarkomatoid
diferansiyasyon gosteren RHK’lar ile gostermeyen grade 4 berrak hiicreli
RHK’lar karsilastirilmis ve diferansiyasyon gosterenlerde PD-L1 ekspresyonu
anlamli sekilde yliksek bulunmustur (127). Bu ¢alismalarla immiin kontrol noktasi
inhibitorleri ile tedavi icin hasta seciminde sarkomatoid diferansiyasyonun énemli
bir parametre oldugu disiiniilmiistiir. Bizim c¢alismamizda ise sarkomatoid
diferansiyasyon  gosteren = RHK’larin  higbirinde  PD-L1  ekspresyonu

saptanmamigtir.
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Calisgmamiza dahil edilen PD-L1 ekspresyonu pozitif olan hastalarin
ortalama sagkalim siiresi 75,04 ay olup genel sagkalim siiresinden diisiik olarak
izlenmistir. Hastalarin 1 yillik sagkalim oranlar1 %81 iken 5 yillik sagkalimda bu
oran %67’ye diismektedir. Yapilan tek degiskenli Cox regresyon analizlerinde ise
PD-L1 ekspresyonu izlenen hastalarda, izlenmeyenlere gore 6lim riskinin 1,3 kat
arttigr gorilmiistiir. Bu verilere ragmen calismamizda sagkalim ile PD-L1
ekspresyonu arasinda anlamli iliski gozlenememistir. Abbas ve ark.’larinin
calismasinda ise PD-L1 ekspresyonu izlenen berrak hiicreli karsinomlarda 5 yillik
sagkalim oran1 %46,7 olarak belirtilmistir (15). Berrak hiicreli alt tipe sahip
RHK’larda PD-L1 ekspresyonunun sagkalimi azaltici etkisi oldugu cesitli
calismalar ve metaanalizlerde gdsterilmistir (14, 15, 113, 114, 115, 118). Berrak
hiicreli dis1 alt tipler i¢in ise sadece iki c¢alismada sagkalimi azaltici etki
izlenmistir (119, 123). Calismamizda tan1 anindaki uzak metastaz durumu ile PD-
L1 ekspresyonu istatistiksel olarak sinirda izlendiginden metastatik RHK ye sahip
hastalarda PD-L1 ekspresyonu izlenen ve PD-L1 ekspresyonu izlenmeyen alt
gruplar arasinda yeniden sagkalim kiyaslamas1 yapilmistir fakat istatistiksel olarak
anlamli sonu¢ goriilmemistir.

Calismamizdaki bu sonuclarin, 6rneklem sayisinin arttirilmasi yaninda
calismanin literatiirle uyumlu olarak sadece berrak hiicreli alt tip ile
simirlandirilmas: ile degisebilecegi ve istatistiksel olarak anlamli sonuglarin
alinabilecegi diistiniilmektedir.

Literatirdeki PD-L1 1IHK’sal incelemesinin degerlendirilmesi ve
skorlanmas1 konusunda ciddi farkliliklar g6zlenmistir. Bazi c¢alismalarda
membrandz ve sitoplazmik boyanma pozitif kabul edilirken bazilarinda niikleer ve
membrandz boyanma pozitif olarak degerlendirilmistir. Ayrica bazi ¢alismalarda
ortanca H-skor, bazilarinda boyanma yiizdesinin medyan degeri, bir boliimiinde
ise %1’den %10’a kadar degisen oranlarda herhangi bir boyanma, kesme degeri
(cut off degeri) olarak kabul edilmistir. Bizim c¢alismamizda ise literatiir verileri
birlestirilerek zeminden ayrim yapilabilir sekilde, tam veya parsiyel olarak, lineer
membrandz boyanma ve nikleer boyanma pozitif kabul edilirken, sadece

sitoplazmik grantler boyanma veya hi¢ boyanmama durumu negatif kabul

67



edilmistir. Kesme degeri olarak anti PD-L1 faz c¢aligmalarinda kullanilan %5
degeri kullanilmistir.

Ayrica c¢aligmalarda PD-L1 IHK’sal degerlendirmesinde farkli antikor
klonlar1 kullanilmas1 da 6nemli bir problemdir. Tiimoérlerde farkli klonlarin
boyanma yogunluk ve yiizdeleri farkli sonuclar verebilmektedir (128).

Bizim calismamizda IHK ’sal incelemede Anti PD-L1 antikoru 28-8 klonu
kullanilmistir. Bu klon nonskuamdz kiiciik hiicreli dis1 akciger karsinomlar1 ve
melanomlar i¢in tamamlayici yardimer diyagnostik bir belirte¢ olarak FDA onay1
almistir. Cogswell ve ark.’larinin ¢aligmasinda bu klonun Nivolumab tedavisinin
degerlendirmesinde diger klonlara gore daha spesifik oldugu gosterilmistir (129).
Ayrica metastatik RHK’de 2. sira tedavi olarak tedavi protokollerine eklenen faz
IIT c¢aligmalar1 gosterilmis terapotik ajan olan Nivolumabin faz calismalar
sirasinda bu klon kullanilmistir (86,87).

Calismamizda kantitatif ger¢ek zamanli PCR ile PD-L1 gen ekspresyonu
izlenen 16 vakanin 3’iinde IHK’sal yontem ile boyanma gosterilebilmistir, bu
nedenle THK ’sal sonuglar ile PCR sonuglar1 korele olmamistir. PCR sonuglarina
gore THK’sal incelememizin negatif olan hastalar1 bulma giicii yani duyarliligi
zayif olarak bulunmustur. THK’sal test siirecinde postanalitik dénem kadar

analitik ve preanalitik donem de 6nemlidir (Sekil 15).

Skorlama Materyal tipi
Sistemleri

Raporiama oku Takip yontemi

unsurlari

Degerlendirme

Kriterleri Post-analitik

Goriintii analizi
kullanimi

Yontem
/ Validasyonu

Test Kosullari Kalibrasyon

Kontrol Materyali Laboratuar prosediirleri

Test kitleri Caligan deneyimi

Sekil 15. [HK ’sal test siirecinde analitik, preanalitik ve postanalitik donem
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Calismamizda PD-L1 [HK’sal boyanmasinda izlenen korelasyon
eksikliginin, test siirecinde materyal yasinin 3 seneyi gecmemesi durumu
saglanamadigindan ve formalinle fikse olmus parafine gomiilii dokuda
olusabilecek fiksasyon siirecinden kaynaklanan preanalitik ve analitik siirecle
iligkili problemlerden kaynaklanabilecegi digiiniilmiistiir.

Literatiirde PD-L1 ekspresyonunun belirlenmesi i¢in ¢ogu ¢alismada doku
orneklerinde IHK ’sal yontem kullanilmis olup Frigola ve ark.’larinin ¢alismasinda
hastalarin kan orneklerinde ELISA testi uygulanmistir (115). Jilaveanu ve
ark.’larinin ¢alismasinda ise doku 6rneklerinde immiinofloresans yontemi ile PD-
L1 ekspresyonu belirlenmistir (125). Alaghehbandan ve ark.’larinin fumarat-
hidrataz eksikligi izlenen RHK’da PD-L1 ekspresyonunu arastirdiklar1 ¢alismada
ise bizim c¢alismamizda oldugu gibi doku &rneklerinde IHK’sal yontem ile
kantitatif gergek zamanli PCR yontemi bir arada kullanilmistir. Bu ¢aligmada
RHK larm bir béliimii IHK sal yontemle giiclii boyanma gosterirken bir kismi ise
zay1f boyanma gostermistir. PCR ile degerlendirildiginde hem giiclii boyanan hem
de zayif boyanan RHK’larda PD-L1 gen ekspresyonu gosterilmistir. (124).

Calismamizda [HK’sal PD-L1 ekspresyonunu dogrulamak ve duyarlilik-
ozgiilliik degerlerini belirleyebilmek ic¢in kantitatif gergek zamanli PCR yontemi
kullanilmistir. Literatiirde az sayida izlenen bu iki yontemin birlikte kullaniminin
caligmalardaki [HK’sal boyanma ve skorlama farkliliklarini ortadan kaldirip
kantitatif verilerle standardizasyonu saglayacag diistiniilmiistiir.

Calismamizin bir amaci RHK’larda PD-L1 ekspresyonunun hastalarin
metastaz durumlari, evre ve sagkalim gibi klinik ve prognostik parametreleri ile
korelasyon iligkisinin saptanmasi ile literatiire katkida bulunmaktir. Diger
amacimiz ise metastatik RHK larda tedavi protokollerine eklenen PD-1 ve faz I-11
caligmalar1  yiiriitilen PD-L1 inhibitorlerinin uygulanabilecegi hastalarin
seciminde bu belirteglerin karar verdirici (prediktif) ya da yardimci diagnostik
testler olarak kullanilmas1 konusunda yol gostermektir. Literatiir verileri ve
caligmamiza ait verilere gore PD-L1 ekspresyonu, karar verdirici (prediktif) bir
belirtec olmaktan ¢ok, PD1/PD-L1 inhibitorlerinin daha etkili olabilecegi
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hastalarin se¢iminde yardimei olabilecek bir belirte¢ (komplementer/tamamlayici
diyagnostik) olarak yorumlanmistir.

PD1/PD-L1 inhibitorleri ile tedavi edilen hastalar Uzerinde yapilan
calismalarda IHK’sal olarak PD-L1 ekspresyonu izlenen tim hastalarda tedavi
yamtmin izlenmedigi goriilmiistiir. Ascierto ve ark.’larmin ¢alismasinda, IHK ’sal
olarak PD-L1 pozitifligi belirlenmis fakat anti PD1/PD-L1 tedavisine yanit
vermemis 13 hastadan RNA izolasyonu yapilmis ve multipleks kantitatif PCR
incelemesiyle gen ekspresyonlarma bakilmistir. Metabolik yolaklar ve immiin
fonksiyonlarla ilisgkili proteinler degerlendirilmistir. Calisma sonucunda hastalarda
PD-L1 ekspresyonu pozitif olsa dahi tumor hicresindeki intrinsik metabolik
faktorlerin PD1/PD-L1 tedavisine direng gelisiminde etkili oldugu ve bu hedeflere
ait yeni belirteclerin tespit edilmesinin immiin kontrol noktasi inhibitorleri ile
kombine kullanilarak etkili tedavi yaniti olusturacak yeni tedavi hedefleri
belirleyebilecegi belirtilmistir (130).

Ayrica 2 calismada sarkomatoid diferansiyasyon gdosteren hastalarda
belirgin PD-L1 espresyonu goriilmesinden dolay1 bu durumun izlendigi hastalarin
tedaviden fayda saglayabilecegi belirtilmistir.

Uzak metastaz izlenen hastalarda primer nefrektomi materyalleri ile uzak
metastatik alanlardaki PD-L1 ekspresyonunu karsilastirdigi iki ¢alismada ise bu
iki alanda ekspresyon farkliliklari belirgin olarak izlenmistir. RHKlarda belirgin
olarak izlenen intertiimoral ve intratiimoral heterojeniteden dolayr PD1/PD-L1
yolag: ile iliskili tedavi alacak metastatik hastalarin se¢iminde sadece primer
nefrektomi materyalinden degil metastaz alanindan da cok sayida 6rnek alinmasi
gerektigi digiinilmiistir (116,125). Bu parametrelere dikkat edilerek PD-L1
ekspresyonunun PD1/PD-L1 tedavisine aday metastatik hastalarda yardimei test

olarak kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Literatiir incelendiginde 6zellikle berrak hiicreli alt tipe sahip RHK’larda ¢ok
sayida ¢aligmada PD-L1 ekspresyonu cesitli prognostik faktorlerle iliskili bulunmus ve
ekspresyon goriilmesinin kotii prognoz gostergesi oldugu bildirilmistir. Berrak hiicreli
dis1 alt tiplerde ise baz1 calismalarda prognostik faktorlerle iliskili oldugu ifade edilirken,
¢ogu calismada bu iligki gosterilememistir. Bizim ¢aligmamizda ise PD-L1 ekspresyonu
berrak hiicreli, kromofob hiicreli ve papiller alt tiplerini iceren hasta grubunda %19,75
oraninda izlenmis olup, prognostik parametrelerden sadece tan1 aninda uzak metastaz
goriilme durumu ile istatistiksel olarak sinirda bulunmustur. (p=0,054).

Calismamizda incelenen diger prognostik parametreler olan cinsiyet, yas,
mortalite orani, tiimoriin histolojik alt tipi, hastanin klinik evresi, niikleer grade,
sarkomatoid/rabdoid diferansiyasyon, nekroz, bébrek kapsilinde tiimor infiltrasyonu,
renal pelvis ve hiler yag doku invazyonu, tiimor capt parametreleri ile PD-L1
ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski izlenmemistir.

PD-L1 ekspresyonu izlenen hastalarda ortalama sagkalim siiresi 16,07 ay daha
diisiik izlenmis; fakat genel sagkalim ile istatistiksel olarak anlamli iligski goriilmemistir.
Regresyon analizlerinde ise PD-L1 ekspresyonu izlenen hastalarda, izlenmeyenlere goére
Olim riskinin 1,3 kat arttigi goriilmiistiir; ancak bu iligki istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Ayrica metastatik RHK’ye sahip hastalarda PD-L1 ekspresyonu izlenen
ve izlenmeyen alt gruplar arasinda sagkalim karsilastirmasi yapilmustir. Istatistiksel
olarak incelendiginde bu iki alt grup arasinda da anlamli fark izlenmemistir.

PD-L1 ekspresyon durumunun belirlenmesi PD1/PD-L1 tedavisi alacak
hastalarda karar verdirici (prediktif) deger tasimasa da tedaviye aday metastatik hastalar
icin yardimer test olarak kulanilabilir.

PD-L1 ekspresyon durumunun belirlenmesinde IHK’sal uygulama en yaygin
kullanilan inceleme yontemi olmakla birlikte bizim ¢alismamizda altin standart olarak
uygulanan kantitatif gercek zamanli PCR incelemesi ile karsilastirildiginda duyarlilig:
zaylf bulunmustur. Literatiirdeki farkli ITHK’sal degerlendirme ve skorlama sekilleri
standardize edilip degerlendirme objektif kriterlere dayali olarak yapilmalidir. Bu
standardizasyon saglanana kadar PCR ve IHK sal incelemenin birlikte kullanilmasi PD-
L1 ekspresyonunun ve buna bagli olarak PD1/PD-L1 inhibitorleri tedavisi alacak

hastalarin daha dogru belirlenmesine yardime1 olabilir.
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7. OZET

Renal Hucreli Karsinomlarda PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve
Immiinohistokimyasal Yontem ile PD-L1 Ekspresyonunun Arastiriimasi

Renal hiicreli karsinom karakteristik olarak c¢ok sayida tiimor infiltre lenfosit
iceren immiinojenik bir timor olup calismalarda konak antitimér immiinitesinin
gelisimini engelleyici Ozelliklerinin gosterilmesi konvansiyonel tedaviye cevap
alinamayan metastatik renal hiicreli karsinomlart PD1/PD-L1 inhibitorleri tedavisi igin
olas1 bir hedef haline getirmistir.

Calismamizda 2008-2013 yillar1 arasinda renal hiicreli karsinom tanisiyla radikal
nefrektomi uygulanmis 81 hastaya ait spesimenin PD-L1 ekspresyon durumlar
imminohistokimyasal (Anti PD-L1 antibody [28-8, ab205921], RabMAb, abcam) ve
kantitatif gercek zamanli PCR yontemleri ile belirlenmis olup PD-L1 ekspresyonunun
hastalarin metastaz durumlari, evre ve sagkalim gibi prognostik parametreleriyle
korelasyon iliskisinin saptanmasi ile literatiire katkida bulunmak amaglanmistir. Ayrica
PD-L1 ekpresyonunun belirlenmesinde uygun yontem secimini degerlendirerek PD1/ PD-
L1 inhibitori tedavisine aday hastalarin se¢iminde yol gostermek amaglanmistir.

Calismamizda PD-L1 ekspresyonu berrak hticreli, kromofob hiicreli ve papiller
alt tiplerini iceren hasta grubunda %19,75 oraninda izlenmis olup, prognostik
parametrelerden sadece tan1 aninda uzak metastaz goriilme durumu ile istatistiksel olarak
simirda iligki bulunmustur. (p=0,054). Diger Klinik ve prognostik parametreler olan
cinsiyet, yas, mortalite orani, tiimoriin histolojik alt tipi, hastanin klinik evresi, niikleer
grade, sarkomatoid/rabdoid diferansiyasyon, nekroz, bdbrek kapsilinde tumor
infiltrasyonu, renal pelvis ve hiler yag doku invazyonu, tiimor c¢apt parametreleri ve
sagkalim ile PD-L1 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlaml iligki izlenmemistir.

PD-L1 ekspresyon durumunun belirlenmesinde imminohistokimyasal inceleme
kantitatif gercek zamanli PCR incelemesi ile karsilastirildiginda duyarlilign zayif
bulunmustur.

Elde ettigimiz sonuclarda PD-L1 ekspresyonunun prognostik faktorlerle iligkisi
tespit edilemese de PD1/PD-L1 inhibitorii tedavisine aday metastatik hastalarin se¢iminde
yardimer diyagnostik test olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica literatiirdeki
immiinohistokimyasal boyanma ve skorlama farkliliklarin1 ortadan kaldirilip kantitatif
verilerle standardizasyonun saglanmasi amaciyla PD-L1 ekspresyonunu belirlemede
immiinohistokimyasal ve PCR yonteminin birlikte kullanimin1 6nermekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Renal hicreli karsinom, PD-L1, imminohistokimya, PCR
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8. ABSTRACT

Determination of PD-L1 Expression in Renal Cell Carcinoma Using
Immunohistochemical and PCR (Polymerase Chain Reaction) methods.

Renal cell carcinoma is an immunogenic tumor which characteristically involves
many tumor infiltrating lymphocytes. In the studies, renal cell carcinoma is revealed to
have many features that supress the host antitumor immunity. This made metastatic renal
cell carcinomas which are unresponsive to conventional therapies, probable targets to the
treatment with PD1/PD-L1 inhibitors.

In our study, we determined PD-L1 expressions of 81 patients who underwent
radical nephrectomy between 2008-2013 by using immunohistochemical (Anti PD-L1
antibody [28-8, ab205921], RabMAb, abcam) and quantitative real time PCR methods.
We aimed to investigate the correlation between PD-L1 expression and prognostic
features such as metastasis, stage and survival to contribute to the literature. Also, we
aimed to evaluate convenient methods to guide patient selection for PD1/PD-L1
inhibitors treatment.

Our patient group consists of clear cell, chromophobe cell and papillary subtypes
and PD-L1 expression rate is %19,75. We found a borderline statistic correlation between
PD-L1 expression and metastasis (p=0,054). There was no significant relationship
between PD-L1 and other clinical and prognostic parameters such as gender, age,
mortality rates, histologic subtype, clinical stage, nuclear grade, sarcomatoid/rhabdoid
differentiation, necrosis, tumor infiltration in kidney capsule, invasion into renal pelvis
and hilar fat tissue, tumor size and survival.

When we compared immunohistochemical testing with quantitative real time
PCR method in determining the expression of PD-L1, we found that the sensitivity of
immunohistochemistry is weak.

In our results, we found no statistically significant relationship between PD-L1
and prognostic parameters but we think PD-L1 expression can be used as a
complementary diagnostic test in selecting patients for PD1/PD-L1 inhibitor treatment.
Also in determining PD-L1 expression, we recommend using immunohistochemical and
PCR methods together to eliminate the variations in the literatlire about staining and
scoring interpretations for standardization.

Key Words: Renal cell carcinoma, PD-L1, immunohistochemistry, PCR
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