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Ozet:

Giris-Amag: Artmigs doku transglutaminazi (DT) ekspresyonunun bobrek hiicreli karsinom
(BHK) gelisiminde ve metastazinda onemli oldugu daha oOnce bildirilmistir. Bu tez
calismasmin amaci primer ve metastatik dokularin immunhistokimyasal analiz ile

karsilastirilarak ~ DT'nin - metastatik BHK  (mBHK)'daki  roliini  arastirmaktir.

Hastalar ve Yontem: Otuz iic mBHK hastas1 ve bu hastalarla cinsiyet, yas, niikleer grade ve
patolojik T evresi bakimindan miimkiin oldugunca eslestirilen 33 metastatik olmayan BHK
(moBHK) hastas1 retrospektif olarak tamimlandi. Her iki hasta grubunun parafine
gomdiiriilmiis primer bobrek tiimor dokular1 ile mBHK hastalarinin metastatik dokular1 DT ile
immunhistokimyasal olarak boyandi. Dokular boyanma sonuglarina gore 0'dan 7'ye kadar
skorlandi ve bu skorlar gruplar arasinda karsilastirildi. Daha sonra, primer tiimérlerin ortanca
boyanma skoru (5) kestirim degeri alinarak hastalar yiiksek ve diisiik riskli olarak iki gruba
ayrild1; Grup 1 (yiiksek risk, n=41) ve Grup 2 (diisiik risk, n=22). Iki grup arasinda klinik,
histopatolojik ve sagkalim parametreleri Ki-kare, student-t ve Mann-Whitney U testleri ile

Kaplan-Meier sagkalim analizleri kullanilarak karsilastirild.

Bulgular: Tiim populasyonun (n=63) ortanca DT skoru 5 bulunurken mBHK hastalarinin
ortanca DT skoru moBHK hastalarindan anlamli olarak yiiksekti. (6'ya kars1 4, p<0.001)
Metastatik hastalarin primer bobrek ve sekonder metastatik dokularmin ortanca DT skoru
istatistiksel olarak farkli degildi. (6'ya kars1 7, p=0.086). Metastatik hasta oran1 Grup 1'de
(yliksek riskli grup) anlamli olarak artmis bulundu. (% 68.3'e kars1 % 18.2, p<0.001). Kaplan-
Meier sagkalim analizlerine gore 5 yillik hastaliksiz (% 34.9'e karsi % 92.9, p=0.001) ve
kansere 6zgili sagkalim (% 47.4'e kars1 % 86.5, p=0.04) oranlar1 Grup 1'de anlamli olarak

diisik saptanirken genel sagkalim oranit Grup 1 ve 2 arasinda farkli bulunmadi. (% 40.4'e
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kars1 % 55.6, p=0.343)

Sonuc¢: Primer tiimor dokusunda artmigs DT ekspresyonu BHK hastalarinda metastazi
ongormektedir ve azalmis hastaliksiz ve kansere 6zgii sagkalim oranlar: ile iligkilidir. Bu
bulgularla, DT, BHK'da prognostik faktor olarak ve anti-karsinojen ajan g¢aligmalar1 igin

potansiyel hedef olarak gdsterilebilir.



Abstract

Purpose: The increased expression of tissue transglutaminase (TT) was previously reported
to be important in the development and metastasis of renal cell carcinoma (RCC). The aim of
this study was to investigate the role of TT in renal cell carcinoma (RCC) by comparing the

immunohistochemistry staining of primary and metastatic tumor tissues.

Methods: A total of 33 metastatic RCC(mRCC) and 33 non-metastatic RCC(nmRCC)
patients who were matched as closely as possible based on gender,age,nuclear grade, and
pathologic T stage were retrospectively investigated. The immunohistochemistry staining of
TT was performed on paraffin embedded primary tumor tissues from both patient groups and
on metastatic tissues from mRCC patients. The tissues were scored from 0 to 7 according to
the TT staining. Furthermore, the patients were stratified into two groups using median
primary tumor staining score as the cut-off value: Group 1(high risk,n=41) and Group 2(low
risk,n=22).The clinical, histopathological and survival outcomes were compared between
these risk groups using chi square test, t-test, Mann-Whitney U test and Kaplan-Meier

survival analyses.

Results: The median TT score for primary tumor was 5 for the entire study population. The
median primary tumor TT score of the mRCC patients was significantly higher compared to
the nmRCC patients (6vs.4,p<0.001).The TT score between the primary and metastatic tissues
of mRCC patients was not significantly different (6vs.7, p=0.086).The percentage of
metastatic patients was significantly higher in Group 1 compared to Group 2
(68.3%V5s.18.2%,p<0.001).Kaplan-Meier  analyses showed that 5-year disease-free
(34.9%V5s.92.9%,p=0.001) and cancer-specific (47.4%vs.86.5%,p=0.04) survival rates were
significantly lower in high risk group, whereas no difference was observed between groups in

terms of overall survival rate (40.4%vs.55.6%,p=0.343)



Conclusions: The increased expression of TT in primary tumor predicts metastasis in RCC
patients and is also associated with a decrease in disease-free and cancer-specific survival
outcomes. Thus, TT immunohistochemical staining is a promising prognostic tool and a

potential target for studies on anti-carcinogen agents in RCC patients.



Genel Bilgiler ve Giris
Bobrek Hiicreli Karsinom

Epidemiyoloji ve etyoloji

Bobrek Hiicreli Karsinom (BHK), yetiskin tiimdrlerinin %3’iinii olusturur. BHK
iirolojik kanserler i¢inde en sik 6liim goriilenidir. Hastalarin %40°1 hastaliga 6zgii nedenler ile
kaybedilirler. Hastalarin yaklasik 1/3°1 ilk tanida metastatik iken klinik lokalize BHK nedeni
ile nefrektomi operasyonu yapilan hastalarin  %30’unda daha sonradan metastaz

gelismektedir.? En iyi bilinen risk faktorleri; sigara ve obezitedir.®**

Son yillarda Bobrek hiicreli karsinomun’un molekiiler genetigi ile ilgili dnemli
gelismeler kaydedilmistir. Bu konuda yeni familyal sendromlar bulundugu gibi; sporadik ve

familyal formlari ile ilgili supresor genler ve onkogenler tanimlanmistir.®"®

Histopatoloji

Bobrek hiicreli karsinomun ¢ok degisken niikleer yapisi nedeni ile ¢esitli siiflamalar
yapilmistir. 1982 yilinda Furhman tarafindan yapilan smiflandirma bugiin en sik kullanilan
smiflama olup tlimoriin evresinden bagimsiz prognostik faktor olarak kullanilmaktadir. (Tablo

1: BHK de niikleer grade furhman evreleme sistemi)

Tablo 1: BHK’de niikleer grade furhman evreleme sistemi

Grade Niikleer cap (pm) Niikleer ceper yap1 Niikleolus yapisi
1 10 Yuvarlak, Uniform Yok yada silik

2 15 Diizensiz Kiictik

3 20 Diizensiz Belirgin

4 >20 Multilobiile, Resimsiz Kromatin demetleri

Kaynak: Fuhrman et al., 1982. Fuhrman SA, Lasky LC, Limas C: Prognostic significance of
morphologic parameters in renal cell carcinoma. Am J Surg Pathol 1982; 6:655-663.

BHK 1990 yilindan 6nce geleneksel olarak 4 grupta smiflandirilirds; seffaf hiicreli,

graniiler hiicreli, tubiilopapiller ve sarkomatoid BHK. Artan molekiiler genetik ve histolojik




bulgulardaki gelismelere baglh olarak siniflandirmalar yapllmls,‘ur.9 (Tablo 2: Bobrek hiicreli

karsinom siniflamasi)

Tablo 2: Bobrek hiicreli karsinom siiflamasi

Subtip Insidans Genetik alterasyon
Berrak hiicreli %70-80 VHL gen kaybi1
Kromozom-3 delesyonu
Papiller %10-15 MET protoonkogen
aktivasyonu
Kromofobik %4-5 Tanimlanmamig
Toplayici kanal >%1 Tanimlanmamis
Mediiller hiicre >%1 Tanimlanmamis
Onkositom %3-7 1.ve Y kromozom kaybi

Kaynak: Prognostic factor of the RCC, Renal Cell Carsinoma, 2011 EAU Guidelines.

Molekiiler ve sitogenetik ¢alismalar tiimorlerin farkli patogenezine de 1sik tutmus,
bobrek karsinomlarmmin alt gruplarinin  hiicresel kokenleri konusundaki  bilgimizi
derinlestirmistir  Gegmiste BHK’un proksimal tubiil epitelinden kaynaklandigi
disiiniilmekteydi. Giincel bilgiler 1s1ginda sadece berrak hiicreli tipin proksimal tubiil
epitelinden koken aldigi, papiller ve kromofobik BHK*un ise nefronun daha distal

kisimlarindan kdken aldigi anlagilmugtir.'**!

Agresif lokal davraniy BHK de sik goriilen bir 6zelliktir. Pelvikalisiyel sistemin
ve/veya renal kapsiiliin invazyon ile perforasyonu patolojilerin % 20’sinde goriilebilmektedir.
Olgularm % 10’unda vendz sisteme yayildig1 goriilmektedir ve diger tiimorlere oranla daha
fazladir."**® Lenfatik sistemle bolgesel lenf nodiillerine, hematojen yolla oncelikle akciger
olmak iizere, karaciger, kemikler, siirrenal ve kars1 bobrege yayilabilir.*** (Tablo 3: BHK’da

Metastaz lokalizasyonlar1)




Tablo 3: BHK’da metastaz lokalizasyonlari
Lokalizasyon %
Akciger 50-60
Karaciger 33
Kemik 30-40
Bolgesel lenf nodlar1 15-30
V.renalis 15-20
Perirenal yag dokusu 10-20
Siirrenal bez (ayni taraf) 10-15
V.cava inferior 8-15
Kraniyal 10-13
Komsu organlar 10
Kars1 bobrek 2
Kaynak: Diagnosis and staing of the RCC,

EAU Guidelines 2011

Von-Hippel-Lindau hastaligi (VHL) BHK’in en sik goriildiigii familiyal hastalik olup
bu hastalikta berrak hiicreli kanser varyanti en sik goriilmektedir. VHL hastaligi bulunanlarin
%50’sinde BHK goriilmektedir. Popiilasyonda 1/36.000 oraninda goriilen Otozomal dominant
bir hastaliktir. VHL’de goriilen tlimorler berrak hiicreli tipte olup, 3.kromozom kisa kolunda
(3p25-3p26) genetik mutasyonu ile kokenlenmektedir.'®*"*#1° Familyal BHK sporadik
olgulara gore bir¢cok acgidan farklilik gostermektedir. En 6nemli 6zelligi siklikla bilateral,
multipl ve tekrarlayan 6zellikte olmalaridir. Sporadik kanser olgular1 6-7 dekatta saptanirken
familyal olanlar daha erken yaslarda bazen de ergenlik yas grubunda saptanabilir. Cinsiyet
acisindan sporadik olanlarda erkek agirlikli iken familyal olanlarda cinsiyet farki 6nemli
oranda goriilmemektedir. VHL hastalarda santral sinir sistemine bagli dliimler dnceleri daha

sik goriiliirken giincel tedavilerin ilerlemesi ile BHK bagl 6liimler ilk siray1 almaktadir.?>%



Evreleme

“’International Union Against Cancer”’(IUAC) tarafindan 1990 yilinda onerilen ve
1997 ve 2002 yilinda modifiye edilen TNM siniflamasi anatomik smirlar1 ayrintili olarak ele
alan bir evreleme yontemidir.?> Bununla birlikte, 2010 yilinda yeniden diizenlenen TNM
smiflamas1 giincel olarak kullanilan evrelemedir. (Tablo 4’te 2010 TNM evrelemesi

verilmistir.)

Tablo 4: 2010 BHK’de TNM Siniflamasi

* T:Primer timor

e Tx Primer tiimor saptamak icin veriler yeterli degildir.
e TO Primer timore ait kanit yok

e T1Tumor en bliyiik boyutu £7 cm, bobrek icinde sinirh
Tla Timor blyiik capi £ 4 cm
T1b TUmor biliylk ¢api >4cm ama <7 cm

e T2Tumor en bliyik boyutu >7 cm, boébrek icinde sinirh
T2a Tumor bilylk ¢apt >7cm ama <10 cm
T2b Timor biyik ¢api >10 cm, bébrek iginde sinirh

e T3 Tumor major venlere yayillmis veya siirrenal bezi veya perinefrik dokulari tutmus
ancak gerota fasyasini asmamistir.
T3a Timor renal ven veya segmental dallarini tutmus veya perirenal
ve/veya renal sinlis yagh doku invazyonu mevcut
T3b TUmor V. Kava'yi diafragma altinda gros olarak tutmustur.
T3¢ Timor V. Kava'yi diafragma Ustiinde gros olarak tutmus veya
V.Kava duvar invazyonu mevcuttur

e T4 Tumor gerota fasyasini asmistir.(ipsilateral adrenal invazyonu)

* N:Bolgesel Lenf Nodlari

¢ Nx Bolgesel lenf nodlarini saptamak icin veriler yeterli degildir.
¢ NO Bolgesel lenf nodlarinda metastaz yok.

¢ N1 Tek bir lenf nodunda metastaz vardir.

¢ N2 Birden fazla lenf nodunda metastaz vardir.

* M:Uzak Metastaz
e Mx Uzak metastazi saptamak icin veriler yeterli degildir.
e MO0 Uzak metastaz yok.
* M1 Uzak metastaz var.
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Klinik Bulgular

Bobreklerin retroperitoneal bolgedeki yerlesimi nedeniyle birgok tiimor ileri evreye
gelene kadar semptomsuz ve nonpalpabl Kkalabilir. Bugiin non-spesifik semptom
komplekslerinin degerlendirilmesinde kullanilan non-invaziv goriintilleme yOntemleri
sayesinde BHK ’lerin yaklasik %65’si insidental olarak tespit edilmektedir.?® Bir¢ok ¢alisma

bu tiimorlerin bébrege sinirli ve prognozlarmin iyi oldugunu gé')s‘[ermektedir.242526

Radyolojik degerlendirmenin yayginlasmasi dncesine kadar klasik triad olarak goriilen
yan agrisi, hemattiri ve ele gelen abdominal kitle varlig1 giiniimiiz kliniginde olduk¢a azalmis

olup %6-10 oraninda goriilmektedir.?’

Bu klinik bagvuru semptomlar1 hastaligin daima ileri evre oldugunu gostermektedir.
Ileri evre hastah@in diger belirtileri; kilo kaybi, ates, gece terlemeleri veya fizik muayenede
palpe edilen servikal lenfadenopati, varikosel ve alt ekstremite 6demidir. Ayrica kemik

agrilar1 ve oksiiriik gibi semptomlar metastatik olgularda gortilebilir.
Radyolojik Degerlendirme

Bobrek tiimorlerinin tanisinda ve operasyon sonrasi takiplerinde radyolojik olarak
cesiti  yontemler  kullanilmaktadir.  Intravendz  pyelografinin = (IVP)  hematiiriyi
degerlendirmesindeki rolii nedeni ile bir¢ok olguda ilk tan1 yontemidir. Ancak sensivitesi ve
spesifitesi diisiik olmakla birlikte; kalisiyel detorsiyon yapmayan anterior ve posterior kaliks
lezyonlari ile ekzofitik parankimal lezyonlarin tespitinde yetersizdir®.

IVP de siipheli lezyon varliginda ultrasonografik (US) goriintiileme ikinci basamak
olarak yapilmasi gerekli diger tetkikdir. US non-invaziv, dogrulugu yiiksek, uygulanmasi
kolay ve diger tetkiklere gore ucuz ve hizli bir yontemdir. Giiniimiizde saptanan bir¢ok renal

kitle US ve BT ile olmaktadwr. US saptanan lezyonun i¢ yapisinin degerlendirilmesinde,
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intraoperatif degerlendirmede — 6zellikle nefron koruyucu cerrahi sirasinda-, renal vaskiiler
yapilarin tutulumlarinin degerlendirilmesinde oldukga duyar11d1r23.

Bobrek kitlesinin degerlendirmesinde BT, en 6nemli goriintilleme metodudur. BHK
tanisini dogrulamada ve kontralateral bobregin morfoloji ve fonksiyonunu degerlendirme de
yard1mc1d1r28. BT ile primer tiimoriin ekstrarenal uzanimlari, vendz tutulumlar, lokal lenf
nodlar1 ve stirrenalin durumu degerlendirilebilir. Dokuyu ve ¢evre dokular1 ii¢ boyutlu ve

gercege yakin olarak gériin‘u'ilemektedir.29

Magnetik Rezonans (MR), goriintiilemede ise kontrast madde allerjisi ya da son
donem bobrek yetmezligi olan hastalarda oncelikli tercih edilmelidir®. Multiplanar
goriintiileme ozelligi ile bobrek lezyonlarinin ve muhtemel vaskiiler invazyonun
degerlendirilmesinde 6nemlidir. MR giinlimiizde, inferior vena kava tiimor trombiisiinii

28,31,32,33

degerlendirmede en degerli test olarak kabul edilmektedir. Trombiisiin vena

kava’daki iist ve alt uzantilarin1 gosterdigi gibi tiimor trombiisiinii yumusak dokudan ayirt

edebilir.

Renal arteriyografi, inferior venakavografi ya da ince igne aspirasyon biyopsisi klinik

kullanimda ki rolleri kisitlidir®*®°. Fakat se¢ilmis vakalarda kullanilabilir.

Tedavi

Lokalize bobrek hiicreli karsinom tedavisi
Radikal Nefrektomi

Radikal nefrektomi (RN) ilk kez 1963 yilinda Robson tarafindan tanimlanmistir .
BHK’un genetik ve biyolojisi ile ilgili bilgilerimizin artmasina ragmen, halen giiniimiizde bu

oliimciil hastaligin tedavisinde tek kiiratif secenektir. Robson ve arkadaslar1 (1969), Evrel ve
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Evre 2 hastalarda sirasiyla %66 ve %64 sagkalim elde etmisler ve bu cerrahiyi “altin standart”
olarak kabul etmiglerdir. RN’nin prensibi; renal arter ve venin erken baglanmasi, bobregin
Gerota fasyasi disindan ¢ikartilmasi, ayni taraf siirrenalin alinmasi ve diafragma krus’undan
aort bifurkasyonuna kadar rejyonel lenfadenektomi yapilmasidir®”.

Glinlimiizde RN sirasinda adrenalektominin yeri tartigilmaktadir. Adrenal bez tutulum
insidansi, artan tiimor evresi ile tiimoriin bobrek iist polden kdken almasi durumlarinda
artmaktadir®®. Ozellikle adrenalektomi yapilmayan nefron koruyucu cerrahilerde (NKC)
lokal niiks oranlarmin benzerligi, adrenalektomi yapilan RN’li hastalarda %3 civarinda
tutulum saptanmasi ve bunlarin ¢ogunlukla hematojen yayilim ile olmasi, adrenal tutulumlarin
hemen hepsinin preoperatif goriintiilemelerle saptanmasi, biiylik iist pol tiimorleri diginda
rutin adrenalektominin gerekli olmadigini dﬁsﬁndﬁrmektedir40'4l’42.

Lenfadenektomi de yine giindemde olan bir tartigmadir. Lenfatik tutulumun negatif
prognostik faktor oldugu bilinmektedir. Literatiirdeki karsilastirmali ¢alismalarda lenf nodu
disseksiyonu yapilan ve yapilmayan hastalar arasinda belirgin bir sagkalim avantaji
saptanmamistir. EORTC’nin heniliz sagkalimi bildirecek diizeye gelmeyen bir ¢alismasinin
(30881) erken sonuglar1 5 yillik izlem siiresinde hastaligin ilerlememesi ve sagkalimda
lenfadenektominin bir avantaj saglamadig1 yoniindedir®.

Son on yilda artan cerrahi teknik ve teknolojik ilerlemelerin sagladigi avantajlar
sayesinde laparoskopik radikal nefrektomi operasyonlar: sayisinda ciddi artiglar saptanmistir.
Ik kez Clayman tarafindan 1990 yilinda tanimlanana bu cerrahi teknik, onkolojik agidan agik

k*>444548 ve ciddi oranda azalmis operasyon sonrasi morbidite,

operasyonlar gore esit etkinli
iyilesme siiresinde ve hastane kalis siiresinde azalma gibi 6nemli avantajlar1 sayesinde altin

standart cerrahi teknik olarak kabul edilmektedir. Giiniimiizde klinik lokalize hastaliga LRN

onerilirken lokal ileri ve metastatik hastalikta da LRN uygulama asamasmdadir®’.

13



Nefron Koruyucu Cerrahi (NKC)

Bobrek hiicreli karsinomda parsiyel nefrektomi Czerny tarafindan 1887 yilinda
tanimlanmustir®®. Radyolojik goriintiileme yontemlerinin yaygin kullanimi sayesinde kiigiik
boyutlu bobrek tiimérlerinin erken donemde saptanmasi, artan anatomik bilgiler esliginde
renal vaskiiler cerrahideki deneyimlerin artmasi, bobrekte meydana gelebilecek iskemik
hasarm 6nlenmesi amaciyla kullanilan yontemlerin gelistirilmesi ve uzun dénem kansersiz
sagkalim elde nedeni ile NKC’ye olan ilgiyi arttrmistir. NKC’de renal kitlenin tamamen
rezeksiyonu ve geride miimkiin oldugunca fazla fonksiyonel parankimin birakilmasi
amacglanmaktadir. Yapilan c¢alismalarda timor ile birlikte c¢ikarilmasi gereken saglam
parankimal dokunun sinirlar1 tartisilmistir. Ik dnce en az lem saglam dokunun tiimérle
birlikte eksize edilmesi gerekliligi vurgulanmustir, fakat daha sonra bu smir Smm’ye kadar

9% Giiniimiizde ise standart NKC’de, tiimore komsu 1-2mm’lik normal

cekilmistir
parankimin dahi yeterli oldugu goriisii 6nerilmektedir. Son 10 yillik ¢alisma sonuglarinda
NKC’nin etkinligini ve gilivenilirligini gosterilmektedir. NKC ile 5 yillik hastalifa 6zgi
sagkalim oranlar1 % 97’lere kadar ¢ikmakta ve RN’den farkhilik gdstermemektedir®%°%%,
“NKC sonrast bobregin kalan kisminda niiks goriilme oran1 %1.4-10 arasinda degismektedir.
Bu tiir lokal rekiirrensler yetersiz cerrahi rezeksiyon sonrasi olabilmekle birlikte ¢ogunlukla
var oldugu diisiiniilen mikrokopik invazyonlar sonucudur®®. NKC endikasyonlar kesin, rélatif

ve elektif endikasyonlar seklinde smniflandirilmaktadir. (Tablo 5: Nefron Koruyucu Cerrahi

Endikasyonlari)

Tablo 5: Nefron koruyucu cerrahi endikasyonlan

1-Kesin Endikasyonlar
e Soliter bobrek tiimorleri
e Bilateral bobrek tiimorleri

e Ciddi bobrek yetmezligi
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2-Rolatif Endikasyonlar
e Kars1 bobrekte hastalik olmasi
o Nefrolitiazis
e Gegirilmis rekiirren piyelonefrit
e Vezikoiireteral reflii
e Ureteropelvik bileske darhig:
e Hafif-Orta dereceli bobrek yetmezligi
e Bobrek yetmezligine yol agabilen hastalik varlig
e Hipertansiyon
e Diabetes Mellitus
e Multifokal hastalik ya da ailesel sendromlar
e Papiller BHK
e Von Hippel-Lindau hastaligi
3-Elektif Endikasyonlar
e 4 cm’den kii¢lik boyutlu renal kitleler (daha biiyiik tiimorlerde de uygulanabilir.)
e Geng, saglikl bireyler

e Periferik yerlesimli tiimorler

Kaynak: Nieder AM, Taneja SS. The role of partial nephrectomy for renal cell

carcinoma in contemporary practice. Urol Clin North Am.2003;30:529-42

Lokal ileri bobrek hiicreli karsinom tedavisi

BHK 6zelliklerinden bir tanesi renal ven igerisine uzanmasidir. Bazi olgularda
trombiis V kava inferior i¢ine hatta sag atriuma kadar uzanabilmektedir. V.kava tutulumu %4-
10 oraninda goriilmektedir®. Tedavi planlanan hastalarda cerrahi teknigin belirlenmesi
amaciyla trombus uzanimmin net olarak ortaya konmasi gerekmektedir. BT ve USG
trombiisiin kraniyal uzamin1 saptamada yeterli degildir>>. Magnetik Rezonans (MRI) inceleme
trombiisiin varligin ve distal uzantisimni gosteren noninvazif bir yontemdir?>*3*+°°,

Renal arteriografi preoperatif donemde faydali bir testdir. Kaval tutulumu olan

hastalarin %35-40"inda trombiisiin yaygmn arterizasyonu vardir>’. “Kontrast inferior vena
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kavografi, MRI bulgularinin ek bilgi vermedigi ya da kolostrofobik, kardiyak pacemaker,
intravaskiiler serebral klip, kohler implantlar1 yada inraokiiler yabanci cisim bulunmasi
dolayis1 ile MRI’in kontrendike oldugu durumlarda yapilmalidir®.

Vena kavay1 tutan non-metastatik tiimorlerde tam bir cerrahi eksizyon sonrasi 5 yillik
sagkalim siiresi %14-68 arasinda degismektedir™®. BHK Iu bazi olgularda cevre dokuya
infiltre olmus biiylik bobrek kitleleri ile karsilasilir. Abdomen duvari tutulumu, sinir kokleri
ya da paraspinal kas tutulumuna bagh ciddi agri ile basvururlar. Karaciger invazyonu
metastaza nazaran daha az goriiliir. Biiylik tiimorler karacigere basi yaparlar ama nadiren
invaze ederler®. intestinal invazyon nadir goriilmektedir ve kitii prognoz belirtisidir.

Cerrahi tedavi bu olgularda tek etkin tedavidir. Bobrek kitlesi ve invazyon saptanan
organlarin rezeksiyonu ile tiimoral olusumun en-blok cikartilmas: cerrahi esastir fakat bu

hastalarda nadiren kiir saptanmaktadir.

Metastatik bobrek hiicreli karsinom tedavisi

Cerrahi tedavi

Metastatik bobrek kanserlerinin tedavisi iki boyutta ele alindiginda. Birincisi,
nefrektomi sonrasinda hastayr klinik olarak tiim metastatik kitlelerden kurtarmak olan
metastazektomi; ikincisi ise metastazlar1 ¢ikarilamayacak durumda olan hastalarda sistemik
tedavi Oncesi primer tlimoriin ¢ikarilmasini ifade eden sitorediiktif nefrektomi ’dir. Primer
timor kitlesi immun sistem lizerinde negatif bir etki yaratmakta ve kitlenin ¢ikarilmasi
immunoterapétik potansiyeli arttirmaktadir™. Literatiirde; nefrektomi operasyonu sonrasi
metastatik odaklarda (6zellikle akciger metastazlarinda) spontan regresyon olan olgular
bildirilmis ve spontan remisyon insidanst diisiik olmasina ragmen, nefrektominin yapilmasi

icin oldukca objektif bir veri olusturmaktadir®®®
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Kemoterapi, immunoterapi ve hedefe yonelik tedaviler

BHK da standart sitotoksik ilaglarin etkisiz oldugu gosterilmis olup Avrupa liroloji
kilavusuna gore monoterapi seklinde kullanilmast Onerilmektedir. Gemsitabin ve 5-
Florourasil kombinasyonu en iyi cevap alinan kombinasyon olup %17 oraninda cevap

gérﬁlmektedirez.

Immunoterapi baskilanmig immun sistemin canlandirilmas: veya duyarlilastiriimis
hiicrelerin konakciya geri verilmesi seklinde uygulanabilmektedir. Sitokinlerin etkileri tam
olarak anlagilamamis olup kanser hiicreleri tizerine indirek etkili (hiicreler arasi sinyal
mekanizmasi iizerinden) olduklar: diisiiniilmektedir. Interferon-alfa (IFN-a) ve interlokin-
2(IL-2) kullanilan immunterapétiklerdir. IFN-a ile %10-25 oranlarinda cevap alinirken, IL-2
ile %15 oraninda cevap alinmistir. [FN-a ve IL-2 kombinasyon tedavilerinde ise %30%“a varan
oranlarda cevap bildiren yayinlar meveuttur®™.

Gilinlimiizde metastatik bobrek tiimorlerinde en ¢ok kullanilan ajanlar angiogenez
inhibitorleridir. Bu grupta Tirozin kinaz inhibitorleri, monoklonal antikorlar, VEGFR
inhibitérleri, mTOR inhibitorleri bulunmaktadir. BHK yogun vaskiilarizasyona gerek
duymaktadir ve bu noktada 6nemli rol oynayan Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii-A
(VEGF-A)’diir. Timor hiicreleri tarafindan fiiretilen VEGF-A’nin vaskiiler endotellerdeki
reseptorlere baglanmasiyla olusan reaksiyon ilk tirozin-kinaz fosforilasyon reaksiyonudur. Bu
asamay1 sirast ile mikrovaskiiler permeabilite artmasi, gen ekspresyonunun yeniden
programlanmasi, endotelyal hiicre Omriiniin uzamasi, hiicre yaslanmasinin gecikmesi ve
anjiogenezin uyarilmast seklinde bir dizi olay meydana gelmektedir. VEGF-A timor

biyolojisinde birincil etkiye sahiptir. Kanser tedavisinde anlamli bir hedef haline gelen en
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6nemli anjiogenetik sitokindir™* Yer isareti tammlanmamis.3 ‘Tap|o 6 de MBHK de tedavi semasi

verilmistir.

Tablo 6:EAU 2010 kilavuzuna gore sistemik tedavi semasi

Tedavi Risk veya onceki tedavi Onerilen ajan

1.basamak tedavi Diisiik / orta risk Sunitinib

Bevacizumab+IFN-alfa

Pazopanib

Yiiksek risk Temsirolimus
2.basamak tedavi Sitokine cevapsiz Sorafenib
Pazopanib

VEGEF inhibitorlerine yanitsiz  Everolimus
mTOR inhibitorlerine Deneysel tedavi

yanitsiz

Kaynak: Systemic therapy for metastatic RCC, Renal Cell Carsinoma, 2010 EAU Guidelines.
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Transglutaminaz enzimleri

Transglutaminazlar, proteinlerin post-translasyonel modifikasyonundan sorumlu
enzim ailesidir.®* Bu enzim ailesi, lizin ve glutamin rezidiilerine ait sirasiyla e-amino ve y-
karboksamid gruplari arasinda agil-transferaz reaksiyonu katalizleyerek ‘e-y-glutamil-lizin’
izopeptid halkas1 olustururken; bu halka proteinler arasinda mekanik ve proteolitik yikima

6266 By transamidasyon aktivitesi, Ca*? bagimli bir

direngli ¢apraz baglar olusturmaktadir.
reaksiyondur ve enzim proteinlerin yapisinda konformasyonel degisiklikleri uyarmaktadir.®’

Sonug¢ olarak serbest amonyak (-NHs) ortaya cikarken proteinler kovalent baglar ile

baglanmaktadlr.68

Bununla birlikte; primer aminler ve poliaminler de, amin birlesme reaksiyonlari
sirasinda transglutaminazlarin substrati olabilmektedir. Transglutaminazlar, amin grubunun
glutamin rezidiisti ile birlesme reaksiyonunu katalizleyerek; glutamin igeren polipeptid ile

polimamin arasinda (y—glutamyl)-polyamin zinciri olugsmasimni saglamaktadir.®® "

Ote yandan, transglutaminazlarm proteinlerin glutamin rezidiilerinden amid grubunu
ayirdigi ve ayrica izopeptidaz aktivitesi gostererek ‘e-y-glutamil-lizin® halkasmni hidroliz

edebildigi gosterilmistir.”*"

Doku transglutaminazi; Transglutaminaz-2 (TG2)

Doku transglutaminazi (TG2); transglutaminaz enzim ailesinin bir iiyesidir ve diger
tiyelerden farkli olarak viicudun farkli hiicre ve doku tiplerinde genis olarak eksprese
edilmektedir.” Esas olarak sitoplazmik yerlesimi olan TG2, hiicre ile matriks iletisiminde rol

aldig1 hiicredisina sekrete edilebilirken; retinoblastom proteini (pRb), protein 53 (p53) ve
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histonlar ile baglanarak hiicre siklusu ile iliskili degisik yolaklar1 regiile ettigi hiicre

cekirdegine de transloke olabilmektedir.” "%

Transglutaminaz ailesinin daha 6nce belirtilen Ca*? bagimli ¢apraz baglama
ozelliginin yaninda; TG2, guanozin trifosfat (GTP) baglanma bdlgesine ve Magnezyum
(Mg*?) bagimli GTPaz aktivitesine sahiptir. Benzer olarak, adenozin trifosfat (ATP)’mn da
TG2 tarafindan Mg*? bagimli reaksiyon ile hidroliz edildigi bildirilmistir.”®"® Achyuthan ve
ark.lar1 tarafindan yapilan, TG2’nin ¢agraz baglama aktivitesinin guanozin niikleotidi
tarafindan yarismasiz baglanma ile inhibe edildigini gosteren calismasi, enzimin bu
aktivitesinin hem Ca*? hem de GTP tarafindan regiile edildigine isaret etmektedir.?® Takip
eden ¢aligmalarda, Mg-ATP ve Mg-GTP komplekslerinin TG2 enziminde konformasyonel
degisiklikler yaptig1 gosterilmistir. Mg-ATP baglanmasi, TG2’nin GTPaz aktivitesini inhibe
ederken; Ca* bagiml transglutaminaz aktivitesini etkilememektedir. Bunun yaninda, Mg-
GTP baglanmas1 ise Ca* bagimli transglutaminaz aktivitesini inhibe ederken; ATPaz
aktivitesine etkilemedigi gt')sterilmistir.79 Bu bulgulara gore, TG2 aktivitesinin enzimin
bulundugu bolgedeki Mg-ATP ve Mg-GTP kompleksleri ile Ca*? konsantrasyonu tarafindan

yonetildigi sdylenebilmektedir.

Ote yandan, TG2’nin protein disiilfid izomeraz (PDI) aktivitesinin oldugu ve bu
ozelligi ile polipeptidler arasinda disiilfid baglar olusturarak denatiire inaktif Rnaz A
molekiiliinii dogal aktif haline ¢evirdigi gosterilmistir. Ayrica, TG2’nin PDI aktivitesinin
transamidasyon ve GTPaz reaksiyonlarmin yapildigir bolgeler tarafindan katalizlenmedigi;
dolayisiyla bu aktivitenin Ca** konsantrasyonuna ya da niikleotid varligina bagl olmadig

gés‘terilmistir.81

Bunlarin yaninda, giincel calismalarda TG2’nin intrinsik kinaz aktivitesinin oldugu

gosterilmistir. Bu konuda, insan meme kanseri hiicrelerinde yaptiklar1 ¢calisma ile, TG2 nin
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‘insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayic1 protein-3’ti fosforile ederek kinaz aktivitesi
gosterdigi ilk kez Mischra ve ark.’lar1 tarafindan tanimlanmustir.®? Ayni arastiricilar, TG2 nin
kinaz aktivitesini protein 53 (p53) fosforilasyonu ile gostermistir.(Mischra Biochem Biophys
Res Commun. 2006 Jan 13;339(2):726-30) Bunun yaninda, TG2’nin retinoblastom proteinini
protein kinaz A {lizerinden fosforile ederek; bu proteinin kinaz aktivitesini artirdigi bu
arastiricilar tarafindan gdsterilmistir.®® Ayrica, bu ii¢ ¢alismada da, TG2’nin intrinsik kinaz

aktivitesinin Ca*? konsantrasyonu ile inhibe edildigi gosterilmistir.

Ozet olarak; doku transglutaminaz1 (TG2), temelde hiicreici stoplazmada bulunurken
farkli reaksiyonlarda rol almak iizere hiicredisi matrikse ya da nukleusa yonlendirilebilen;
GTP ve ATP’nin Ca"®dan bagimsiz hidrolizini, protein disiilfid izomeraz reaksiyonunu ve
Ca*®a bagimli post-translasyonel protein modifikasyonunu Kkatalize ederken, p53 ve Rb

proteinlerini fosforile ederek intrinsik kinaz aktivitesi gosterebilen multifonksiyonel 6zgiin bir

proteindir.
Intracellular Cell Membrane Extracellular
@
@®
®
®
®
Mitochondria TG2

5 Nucleus

Intracellular Integral membrane Cell surface Matrix deposited
enzyme protein protein enzyme
Modulators of enzyme activity Modulators of enzyme activity
Ca* | cat* 1
GTP/GDP T GTP/GDP 4
ATP T ATP

Sekil 1. Hiicre i¢i, hiicre membrani1 ve ekstraselliiler matrikste yer alan TG2 nin farkli kompartmanlarda
dagilimmi gostermektedir. Kaynak: Telci D ve ark. Front Bioscience, Vol. 11, pp. 867-882, 2006
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Transglutaminaz-2 aktivitesi ve iligkili molekiiller

Daha once belirtildigi iizere TG2; stoplazmada, nukleusta ve ekstraselliiler matrikste
(ECM) bulundugu gibi mitokondri ve hiicre membraninda da gorev alabilmektedir.* Normal
kosullarda, bu kompartmanlarda TG2 aktivitesi Ca*? ve nikleotidlerin (GTP/GDP veya
ATP/ADP) kontrolundedir; Ca* konsantrasyonunun diisiik, GTP/ATP konsantrasyonun
yiiksek oldugu hiicreicinde TG2 nin ¢apraz baglama 6zelligi latent kalmaktadir.® Ote yandan,
Ca* konsantrasyonunun yiiksek niikleotid konsantrasyonun diisiik oldugu ECM’te TG2
proteinleri ¢apraz baglayabilmekte ve hiicredisi stabilizasyonunu artirabilmektedir. Ayrica
TG2’nin, transforming growth factor-p (TGF-B)baglayici proteinden ayirmak yoluyla aktif
TGF-p diizeyini yiikselttizi gosterilmistir.®® Aktif TGF-B diizeyindeki artis; Kkollajen,
fibronektin (FN) ve doku metalloproteinaz inhibitorleri (TIMP) gibi ECM sabitleyici
proteinlerin sentezini artirirken; bu proteinlerin yikimmdan sorumlu matrix metalloproteinaz
(MMP)’larin transkripsiyonunu azaltmaktadir.®”® Boylece; TG2, TGF-p’y1 aktifleyerek

hiicredist sabitleyici proteinlerin biyosentezini artirmis olmaktadir.®*%

Transglutaminaz-2, ¢apraz baglama enzim aktivitesinden bagimsiz olarak, hiicre
adezyonu ve sagkaliminda sinyal molekiilii olarak rol oynamakta; bu sirada hiicre ylizeyinde
bulunan B1 ve B3 integrinler (hiicre adezyon reseptorleri) ve Sindekan-4 (SDC4) ile isbirligi

icinde calismaktadir.”2

Bununla birlikte, TG2 hiicredisina yonlendirildiginde, bu
kompartmandaki substratt FN’e baglanarak bir kompleks olusturmakta; bu kompleks hiicre

yiizeyindeki heparan siilfat proteoglikanlardan SDC4 ile iletisime gegerek hiicre adezyonunu

uyarmaktadir.”
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Ote yandan, FN glikoprotein yapisinda olup, hiicredisi matriksin devamlhiligini
saglayan ana komponenttir. Doku onarimi, neovaskiilarizasyon ve embriyogenez gibi gesitli
siireclerde hiicre adezyonu ve migrasyonunda dnemli rolii bulunmaktadir.** Fibronektin, hiicre
yiizeyinde bulunan integrin proteinleri aracilifiyla hiicrelere baglanmaktadir. Hiicre adezyon
bolgesi igeren Arg-Gli-Asp zinciri ile FN, oSf1 ve olIBB3 integrin alttiplerine
baglanmaktadir.*® Hiicrelerin FN’e, integrin aracili adezyonu sonucunda integrin kiimeleri
olugsmakta ve bu integrin kiimeleri, ‘fokal adezyon’ adi verilen hiicre-matriks baglantilarinin
olusmasmi saglamaktadir. Fokal adezyonlar, integrinlerin stoplazmik tarafinda toplanan
birgok sitoskeletal ve sinyal molekiiliiniin olusturdugu multiprotein komplekslerdir.*®
Stoplazmadaki bir¢ok protein arasindan, ‘fokal adezyon kinaz (FAK)’ adi verilen stoplazmik
tirozin kinaz -integrinler ile baglant1 kurarak- protein kinaz C, mitojen ile aktive olan protein

kinaz ve fosfotidilinozitol -3-kinaz yollarini aktive ederek adezyonda gorev almaktadir.”’

Integrinler, hiicre-hiicre ve hiicre-ECM adezyonunda rol alan hiicre yiizey (membran)
reseptorleridir. Ayrica integrinler, sitoskeletal proteinler ile etkilesime girerek immun yanit
gelisiminde, 16kosit migrasyonunda, hemostazda ve karsinogenezde anahtar role sahip
hiicreici sinyal yollarmi aktiflemektedir.”® Integrinler, o ve B alt @nitelerinden olusan
heterodimerik proteinlerdir. Memelilerde, 19 a ve 8 B alt {initesini kodlayan gen tanimlanirken
bu proteinler 25 farkli reseptér kombinasyonu olusturmaktadir.®® Hiicre yiizeyinde inaktif
olarak bulunan integrinler, stoplazmada bulunan bolgelerinin hiicrei¢i proteinler ile igbirligi
sonucunda; hiicredisinda bulunan fibronektin, laminin, vitronektin ve fibrinojen gibi

100

ligandlarina baglanarak aktive olmaktadir. (Inside-out sinyal yolu). Bununla beraber,

hiicredisi ligandlar ile baglanma sonucunda olusan sinyaller, sitoskeletal re-organizasyon, gen

1

ekspresyonu ve hiicre differansiasyonunu uyarmaktadir.'® (Outside-in sinyal yolu)

Integrinler, bu ‘iki yonlii (bi-dierctional)’ sinyal transfer 6zelligi ile hiicreigi aktin sitoskeletal

23



molekiilleri ve ECM arasinda yapisal bag kurarak yukarida bahsedilen fizyolojik ve/veya

fizyopatolojik siireglerde ihtiyag duyulan hiicre-ECM adezyonunun anahtar molekiilleridir.'%

Sindekanlar; hiicre adezyonu, biiyiime faktor sinyali, lipaz aktivitesi ve anti-
koagiilasyonda rol oynayan, transmembran yerlesimli heparan siilfat proteoglikan ailesidir.'®
Sindekan molekiilii; heparan siilfat zinciri ile ekstraselliiler, karakteristik yapist ile
transmembran ve C-terminal tinitesi ile stoplazmik olmak iizere -integrin molekiiliine benzer
sekilde- 3 ayri kompartman ile ayni anda iliski i¢inde bulunabilmektedir.’®* Bu ailenin bir
iiyesi olan Sindekan 4 (SDC4), integrinlerin ko-reseptorii olarak hiicre adezyonunda rol
almakta; ECM proteinleri bu rol sirasinda heparan siilfat zinciri ile bag kurmaktadir.’® Buna
ek olarak SDC4’iin, integrin temelli hiicre adezyonunda aksesuar sinyal molekiilii olarak rol
oynadig1 ve direkt olarak FN’e baglanarak -protein kinaz C o (PKCa) ve Rho kinaz
aktivasyon ile- o5B1 integrinler ve iliskili fokal adezyonlarn olusmasmi sagladigi

géisterilmistir.lo6

Ozet olarak, hiicre adezyonu sirasinda TG2’nin ekstraselliiler alanda FN’e baglanarak
olusturdugu TG2-FN kompleksi, hiicre yiizeyindeki Bl ve B3 integrinlere baglanmaktadir.
Boylece integrin merkezli FN adezyonu -TG2 varhiginda- gerceklesmis olmaktadir.”® Buna
ek olarak, TG2, MMP’lar tarafindan ECM’in yikimi sonucunda ortaya ¢ikan RGD
peptidlerine yanit olarak hiicre adezyonu gorevini siirdiirmeye devam etmektedir. Bu adezyon
yolagi, TG2-FN kompleksinin SDC4’ii uyarmas1 sonucunda PKCa aktivasyonu ve takip eden
integrinin ‘inside-out’ sinyal yolu ile ger¢eklesmektedir. Sonugta integrinler, aktin sitoskeletal
yapilar ve ECM arasindaki baglanti gorevini ve FAK sinyal yolu aktivasyonunu yerine

getirmektedir.*

Sonug olarak; TG2, farkl lokalizasyonlarda ve ¢esitli molekiillerle isbirligine girerek,

yara onarimi, doku fibrozisi, apoptozis ve karsinogenezde rol oynamakadir.
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Transglutaminaz-2 ve molekiiler diizeyde karsinogenez

Tranglutaminaz-2’nin kanser gelisimindeki rolii arastirilmakla birlikte; daha oOnce
bahsedilen aksiyon mekanizmalarmin karsinogenez ile iliskisine atifta bulunan kanitlar
mevcuttur. Sitozolik TG2’nin hiicrenin farkli kosullardaki ihtiyacina gore hem pro-apoptotik
hem de anti-apoptotik rolii oldugunu gdsteren calismalar bulunmaktadir,'0”1%81%
Transamidasyon ve GTP baglanma ozellikleri ile TG2 tiimor hiicrelerinin  biiylime

O Hamsterlarda

faktorlerine duyarsiz ve apoptoza direngli olmasmna katki saglayabilir.™
deneysel malign fibrosarkom hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada, TG2’nin hem enzim aktif
hem de inaktif formunun hiicre siklusunda S fazindan G2/M fazina gegisi geciktirdigi; bu
durumun ¢apraz baglama enzim aktivitesinden degil GTP baglama 6zelliginden kaynaklandigi
gosterilmistir."™* Bununla birlikte, meme ve pankreas kanser hiicrelerinde yapilan bir ¢alisma,

hiicrei¢i TG2’nin transkripsiyon faktor niikleer faktor- kB’y1 aktifleyerek apoptozisi inhibe

ettigi sonucuna ulasllm1s‘[1r.112

Karsinogenez, viicuttaki hiicrelerin anaplastik degisimi sonucu kontrolsuz bir sekilde
biiylimesi olarak tanimlanagelirken; 6te yandan kendi i¢ginde belirli evreleri olan bir siirectir.
Primer tiimor hiicrelerinin bir araya gelmesinden baslayarak progesyon, anjiogenez ve
neovaskiilarizasyon, lokal invazyon, lenfovaskiiler invazyon ve metastaz gibi evreleri takip
eden bu silirecin her asamasmin olmazsa olmazi hiicre-hiicre ve/veya hiicre-ECM
adezyonudur. Timor hiicrelerinin adezyon ozelliginin sonlanmasi yukarida bahsi gecen
evrelerde de duraksamaya tiimoriin progresif, invaziv ve metastatik oOzelliklerinin

kaybolmasina yol agacaktir. 113,114

Hiicredis1 matrikste hiicre adezyonunda goérev alan TG2’nin bu roliinii, integrin

merkezli adezyonda FN ko-reseptorii ve SDC4 ile integrinleri aktive ederek hiicre i¢i kinaz

91,92

aktiviteleri ile gerceklestirdigi daha Once bahsedilmisti. Karsinogenezin erken
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donemlerinde (primer tiimor olusumu) TG2 ekspresyonunun azaldigi; bununla birlikte
progresyon, invazyon ve metastaz gibi ileri evrelerde arttigi ve tiimor hiicrelerinin
kemorezistans ozellik sagladigi gosterilmistir."*® Bu bulguyu destekler sekilde, bir bagka
calismada TG2 ekspresyonun metastatik meme kanser hiicrelerinde arttigi1 ve kemorezistans

sagladigi gosterilmistir.**°

Artmis TG2 ekspresyonunun metastaz ve kemorezistans ile
iligkilendirildigi takip eden calismalarda, yine meme kanserinde ve malign melanomda artmis
TG2’nin FN’e baglanarak hiicre yiizeyindeki integrin merkezli adezyon mekanizmasi ile bu
etkiyi gosterdigi de kamtlanmustir.**”**®1*® Pankreas duktal adenokarsinom hiicrelerinde

yapilan bir bagka ¢alisma ise, TG2 nin FAK ile ko-lokalize olarak fokal adezyonlar1 uyardig:

gosterilmistir.?°

Ote yandan, matrix MMP-1 enziminin artmis ekspresyonu TG2’nin yikimi ile
sonuglanmakta; ve tiimor hiicrelerinin adezyonunun inhibisyonuna yol agmaktadir. Bu
mekanizmanin metastatik potansiyeli olan tiimor hiicrelerini serbest birakarak invazyon

yapabilmesini sagladigi diisiiniilebilmektedir.**

Anjiogenez, patolojik yeni kan damarlarmin olusmasi; timor olusumu, progresyonu ve
metastaz gelsiminde onemli ve esansiyel bir fenomendir. Bell ve ark.lar1 yaptiklar1 bir
caligmada, kapiller damar olusumu sirasinda TG2 ekspresyonunun down-regiile oldugunu ve
anjiogenezin baslangi¢ safhalarinda diisik TG2 diizeylerine ihtiya¢ oldugunu gdstermistir. '
Bu bulgular1 destekler nitelikte, TG2 artisinin anjiogenez sirasinda endotel olusumunu inhibe
ettigi ve ¢apraz bagli ECM proteinleri olusturdugu Jones ve ark.’larinin CT26 kolon karsinom

122 Bu calismada arastiricilar, katalitik

hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada gdsterilmistir.
aktivitesi olan TG2’nin tiimor hiicrelerine uygulanmasindan sonra damar olusumunun

azaldig; fibrozis benzeri dokunun ve e-y-glutamil-lizin zincirlerinin arttign ve bu sayede

tiimor progresyonunun yavasladigi sonucuna ulagmigtir.
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Sekil 2. TG2’nin karsinogenezdeki molekiiler rolii ve hiicre i¢i sinyal
mekanzimalar1 Kaynak: Mehta K. Amino Acids (2009) 36:709-716

Transglutaminaz-2 ve Bobrek Hiicreli Karsinom

Transglutaminaz-2’nin BHK’daki roliiniin arastirildig1 ve klinigimizin de arastirma

grubunda vyer aldig1 calismada, TG2’nin inteerinfl (ITG-B1) ve SDC-4 ile birlikte artmis

ekspresyonu, BHK gelisimi Ve takiplerde ortaya cikan metastaz ile iliskilendirilmistir.*** Bir

baska calismada, BHK’da TG2 ekspresyonunun direkt olarak tiimor siipresor genlerden mikro

RNA-1285 (miRNA-1285) tarafindan regiile edildigi; miRNA-1285’in de down-regiile olmasi
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sonucu TG2’nin BHK’da artug:1 gosterilmistir.””> Bu iki calisma, tezin tartisma bolimiinde

daha detayl irdelenecektir.
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Gereg ve Yontemler
Arastirma ve Kontrol Olgularimin Belirlenmesi

Arastirma olgulari, detaylar1 asagida belirtilen farkli anabilim dallarindaki taramalar

ile belirlendi;

e Istanbul Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali'nda kiiratif ya da sitoreduktif
amagcla yapilan radikal ya da parsiyel nefrektomi hastalar1 Mart 2013'ten Ocak
2000'e kadar retrospektif olarak tarandi. Bu hastalardan, onkolojik takiplerinde
progresyon (uzak metastaz ya da lokal niiks) saptanan ve rezeksiyon yapilan

hastalar tespit edildi.

e Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii’nde hedefe yonelik tedavi ile takipli
metastatik bobrek hiicreli karsinom hastalarinin veritabani Mart 2013’ten Ocak

2007’ye kadar yine retrospektif olarak tarandi ve listelendi.

e Ocak 2000 — Mart 2013 tarihleri arasinda primeri bilinmeyen akciger ve kemik
metastazlarina yonelik sirasyila Istanbul Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi ve
Ortopedi Anabilim Dali’'nda tanisal biyopsi ya da metastazektomi amach
operasyonlart BHK olarak raporlanan ve Istanbul Tip Fakiiltesi Uroloji
Anabilim Dali’na yOnlendirilen hastalar retrospektif olarak tarandi ve

listelendi.

Yukarida belirtilen taramalar ile belirlenen; hem radikal ya da parsiyel nefrektomi
piyesleri hem de uzak metastazlara ya da lokal niikse yonelik tanisal ya da tedavi edici
operasyon piyesleri Istanbul Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali Arsivi’nde ulasilan 33 hasta

calismaya dahil edildi.
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Ote yandan, radikal ya da parsiyel nefrektomi patolojisine gore bu 33 metastatik hasta
ile cinsiyet, yas, Fuhrmann niikleer grade (FNG), patolojik T evresi ve sarkomatoid degisim
parametreleri bakimindan miimkiin olan en yakin benzerlik derecesine sahip ve o doneme
kadarki takiplerinde uzak metastaz ya da lokal niiks saptanmayan bir bagka 33 hasta kontrol

grubu olarak tayin edildi.

Taramalar sonucunda ulasilan toplam 66 arastrma ve kontrol hastasinin
radikal/parsiyel nefrektomi piyeslerine ve 33 arastirma hastasinin metastatik odaklarina ait
parafine gomiilii dokular: Istanbul Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali arsivinden bulunarak

ortaya konuldu.
Immiinhistokimyasal Yontem

Immiinhistokimyasal inceleme sonuglarinmn giivenilirligini saglayabilmek icin, dnceki
literatiirlere ve antikor iiretici firmanin kilavuzu esas alimarak meme invaziv duktal
adenokarsinom tanisi1 almis bir vakaya ait formalin fikse parafine gomiilii tiimér dokusu
kontrol blogu olarak tayin edildi. (literatiir) Bu kontrol blogu kullanilarak antikorun g¢alisip

calismadigi ve en 1yi hangi kosullarda calistig1 tespit edildi.

Calisma kapsamina alinan arastirma ve kontrol hastalarmna ait tiimori temsil eden
herbir parafin blogundan iki adet 3um kalinliginda kesitler, hazir temin edilen pozitif sarjli
lamlara alindi. Hazirlanan bu preparatlar, 56°C etiivde bir gece boyunca bekletilerek
kurutuldu ve kesitlerin yapismasi saglandi. Bir sonraki giin lamlar, Ventana Medical System-
Benchmark XT/IHS Staining® modiiliine yerlestirildi ve sirasiyla asagidaki islemler

uygulandi;

e 15 dakikalik deparafinizasyon islemi
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e Antikor i¢in uygun siirede EDTA ile pH:8 ortamimda antijen geri kazanim

yontemi

e 32 dakika boyunca 37°C’de 1/200 diliisyon oraninda primer antikor

inkiibasyonu

e 2 kez 8 dakika boyunca amplifier A ve B islemi

e 4 dakika boyunca asetat buffer i¢inde bakir-siilfat ¢ozeltisi uygulamasi

HE ile zit boyama yontemi

Yukarida tanimlanan islemler uygulandiktan sonra, modiilden cikarilanlar lamlar

deterjanli su ile ¢alkalanip saf alkolde 3 kez 3 dakika boyunca bekletildi. Ardindan yine 3 kez

3 dakika boyunca bu kez ksilende bekletildikten sonra DPX-‘Mountant for microscopy’® ile

kapatma yapildi. Tablo 1, arastirmada kullanilan antikor ve yontem hakkinda 6zetleyici bilgi

sunmaktadir.

Antikor ve klon Uretici firma ve katalog no Sulandirma orani Inkiibasyon Siiresi
Monoklonal fare antikoru Thermo Scientific®
32 dakika
Transglutaminaz Il Ab-1 California, U.S.A. 1/200
37°C

CUB 7402 klonu

Katalag no: MS-224-R7

Tablo1. Kullanilan antikor ve immunhistokimya yontem 6zellikleri

Mikroskobik Degerlendirme

Mikroskobik degerlendirme, histopatolojik ve klinik bulgular agisindan kor olan

deneyimli iki farkli patalog tarafindan tez sahibinin dis gdzlemci olarak katildig1 bir ortamda

semi-kantitatif bir skorlama yontemiyle gergeklestirildi
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Mevcut literatiir ve iretici firma kilavuzu dogrultusunda, TG2 i¢in stoplazmik ve

membrandz boyanma pozitif olarak kabul edildi. (literatiir)

Mikroskop altinda sirasiyla 4, 10 ve 20’lik biiylitmede ve gerek duyuldugunda 40°lik
biiylitmede detayli gozlem yapildiktan sonra, preparatlara antikorla boyanma yogunlugu ve
yayginligi bakimindan sirastyla 0-3 ve 0-4 arasinda iki farkli skor verildi. (Tablo 2) Daha
sonra bu iki skor toplanarak, dokunun antikorla immunhistokimyasal boyanma iliskisi 0-7

arasinda verilen bir toplam skor lizerinden degerlendirildi.

Boyanma parametresi Skor
Yogunluk
Boyanma yok 0
Zayif 1
Orta 2
Giigli 3
Yayginlik
<% 10 0
% 10-30 1
% 30 —-50 2
% 50 —-70 3
% 70 < 4
Tablo 2. Mikroskop altinda degerlendirilen preparatlarin semi-kantitaif skorlanma yontemi

Calisma Veritabaninin Olusturulmasi

Aragtirma ve kontrol hastalarmin demografik, klinik, histopatolojik ve sagkalim

bilgilerine ilgili anabilim dallarindan ulasildiktan sonra Microsoft® yazilim firmasinin Office-
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Excel 2010 programimda detayli bir veritabani olusturuldu. Daha sonra, bu veritabanina

hastalarin TG2 immunhistokimya skorlar1 kayit edildi.

istatistiksel Analiz

Olusturulan detayli veritabani istatistiksel analizde kullanilacak parametrelere
indirgendikten sonra IBM® firmasmnin Statistical Package for Social Sciences (SPSS)

versiyon 19 programina aktarildi ve analiz bu programda yapildi.

Hastalara ait tanimlayici istatistik bilgileri analiz edildi. Asagida belirtilen yontemlerle

ii¢ farkli gruplama olusturuldu;

1. Primer bobrek tiimor dokusundan alinan TG2 skoruna gore yapilan ikili grup

2. Metastatik tiimor dokusundan alian TG2 skoruna gore yapilan ikili grup

3. Metastazin goriilme donemine gore (operasyon Oncesi veya sonrasi) yapilan

ikili grup

Bu gruplar arasinda; demografik, klinik ve histopatolojik parametreler karsilastirildi.
Kategorik degiskenlerin karsilagtirilmasi sirasinda ki-kare testi kullanildi. Normal dagilima
uyan siirekli degiskenler i¢in Student’s t-test; normal dagilim gostermeyen siirekli degiskenler
icin Mann-Whitney U testi kullanildi. Sagkalim analizleri, Kaplan-Meier metodu kullanilarak
yapildi; log rank testi ile karsilastirildi Sonuglarin p<0.05 olmasi istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.

Hastaliksiz sagkalim analizi, primer bobrek cerrahisi oncesinde metastatik oldugu
bilinen 13 hasta degerlendirme disinda tutularak yapilirken; kansere 6zgii ve genel sagkalim

analizinde tiim populasyon kullanilmigtir.

32



Bulgular

Calismada arastirilan toplam populasyona ait demografik, perioperatif, histopatolojik
ve klinik o6zelliklerin tanimlayici bilgileri Tablo 7°de listelenmistir. Buna gore, hastalarin
operasyon sirasindaki ortalama yasi1 59.60 + 10.30 iken; 45 erkek 18 kadin hasta mevcuttu.
Primer tiimor ¢ap1 ortanca degeri 8 cm bulunurken; sirasiyla 7, 31 ve 25 tiimorii FNG’1 2, 3 ve
4 olarak saptandi. En fazla bildirilen patolojik T evresinin pT3a (n=36) oldugu goézlendi.
Primer bobrek ve metastatik tiimor dokularinin ortanca TG2 immunhistokimya skorlar1
sirasiyla 5 ve 7 olarak bulundu. Ortanca takip siiresi 35.5 ay iken; bu siire boyunca 20’si

kansere bagli ve 8’1 kanser dis1 sebeple toplam 28 (% 45.45) 6liim oldugu goriildii.

Tablo 7. Arastirmadaki toplam hasta populasyonuna ait tanimlayici istatisitk bilgileri

Parametre (birim)

Bulgu

Hasta Sayis1 (n)

63

Erkek / Kadmn (n, %)

45/ 18, % 71.42 / 28.68

Operasyon sirasindaki yas (yil)

59.60 £ 10.30

Operasyon Tarafi; Sol/ Sag (n, %)

34129, % 55.97 / 46.03

Nefrektomi Tipi

Radikal (n, %) 59, % 93.65
Acik (n, %) 49, % 77.77
Laparoskopik (n, %) 10, % 15.87

Parsiyel (n, %) 4,% 6.35
Agik (n, %) -
Laparoskopik (n, %) 4, % 6.35
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Primer Tiimor Patolojik Cap1 (cm)

8 (2.5-23.5)

Bobrek Hiicreli Karsinom Alt Tipleri

Berrak Hiicreli (n, %) 59, % 93.65

Papiller Tip (n, %) 4,% 6.35
Fuhrmann Niikleer Grade

Grade 1 -

Grade 2 7,%11.1

Grade 3 31, % 49.21

Grade 4 25, % 39.68
Patolojik T Evresi

T1a (n, %) 4,% 6.35

T1b (n, %) 8, % 12.70

T2a (n, %) 13, % 20.64

T2b (n, %) -

T3a (n, %) 36, % 57.14

T3b (n, %) -

T3c (n, %) -

T4 (n, %) 2,% 3.18
Cerrahi Smir Pozitifligi (n, %) 5, % 7.94
Mikrovaskiiler invazyon (n, %) 35, % 55.55
Nekroz (n, %) 36, % 57.14
Sarkomatoid Varyasyon (n, %) 22, % 34.92
Perineftik Invazyon (n, %) 19, % 30.16
Renal Ven Invazyonu (n, %) 29, % 46.03
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TG2 immunhistokimya Skoru

Primer Bobrek Tiimorii (ortanca, en alt-en iist) 5 (0-7)
Metastatik Tiimor Odagi (ortanca, en alt-en iist) 7 (2-7)
Takip Siiresi (ay) 35.5 (1-126)
Metastaz dokular1
Akciger (n, %) 11, % 34.38
Kemik (n, %) 7, % 21.88
Lenfadenopati (n, %) 3, % 9.38
Batin (n, %) 2, % 6.25
Mediasten (n, %) 1, % 3.13
Karsi Siirrenal Bez (n, %) 2, % 6.25
Deri (n, %) 2, % 6.25
Lokal niiks (n, %) 2,%6.25
Kars1 bobrek (n, %) 1, % 3.13
Tiroid (n, %) 1, % 3.13
Beyin (n, %) 1, % 3.13
Over (n, %) 1, % 3.13
Karaciger (n, %) 1, % 3.13
Sagkalim Sonuglar1
Sagkalim (n, %) 35, % 55.55
Oliim (n, %) 28, % 44.45
Kansere Bagli (n, %) 20, % 31.75
Kanser Dis1 (n, %) 8, %. 12.70
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Hastalar, metastatik ve non-metastatik olarak iki gruba ayrildiginda; primer bobrek
tiimorii TG2 skoru metastatik grupta istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla saptandi.
(Tablo 2, ortanca 6’ya kars1 4, p <0.001) Metastatik hastalarin, primer bobrek ve metastatik
timor dokularinda TG2 skoru karsilastirildiginda ise iki grup arasinda istatistiksel olarak
anlamli olmayan; bununla birlikte klinik olarak g6z Oniinde tutulabilir bir fark oldugu

saptandi. (Tablo 8, ortanca 6’ya kars1 7, p=0.086)

Tablo 8. Metastatik primer bobrek tiimorlerinin, non-metastatik primer bobrek tiimorleri ve metastatik timor
dokular1 ile TG2 immunhistokimya skoru bakimindan karsilastirilmasi

Metastatik Non-metastatik Metastatik Metastatik
) ) . hastalarin
hastalarin primer hastalarin primer p hastalarin primer metastatik {ims p
bobrek timorii  bobrek timorii bobrek timorii umor
dokusu
n 32 31 32 32
TG2 skoru 6 (0-7) 4 (0-7) <0.001 6 (0-7) 7 (0-7) 0.086

Toplam populasyona ait primer bobrek timérii boyanma skorunun ortanca degeri (5)
kestirim almarak hastalar yliksek riskli ve diisiik riskli olmak {izere iki gruba ayrildi; yiiksek
riskli (Grup 1, 5 < skor) ve diisiik riskli (Grup 2, skor < 5) grupta sirasiyla 41 ve 22 hasta yer
aldi. Bu iki grup arasinda; yas, cinsiyet, operasyon tarafi, BHK alt tipi, FNG, pT evresi
bakimindan fark saptanmazken; patolojik tiimor ¢apt Grup 1°de anlamli olarak daha az
bulundu. (ortanca 7.2’ye kars1 9.75 cm, p=0.023) Bu iki grup arasinda metastatik hasta sayis1
yiiksek riskli grupta istatistiksel olarak anlamli derecede fazla bulundu. (28’e kars1 13 hasta,
p<0.001) Iki grubun Kkarsilastirmali analiz sonuglar1 Tablo 9’de detayli bir sekilde

listelenmistir.
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Tablo 9. Primer bobrek tiimoriinde TG2 skorlama sonucuna gore yiiksek riskli (5<skor) ve
diistik riskli (skor<5) gruplarin  klinik ve histopatolojik parametreler bakimimdan
karsilsatirilmasi

Grup 1-Yiksek risk  Grup 2-Diisiik risk

(5<skor) (skor<b)
n 41 22
Operasyon Sirasindaki Yas (yil) 59.17 £10.00 60.41 £10.99 0.882
Cinsiyet 0.316
Erkek (n, %) 31, % 75.6 14, % 63.6
Kadm (n, %) 10, % 24.4 8, % 36.4
Operasyon Tarafi 0.946
Sol (n, %) 22, % 53.7 12, % 54.5
Sag (n, %) 19, % 46.3 10, % 45.5
Bobrek Hiicreli Karsinom Alt Tipi 0.667
Berrak Hiicreli (n, %) 38, % 92.7 21, % 95.5
Papiller Tip (n, %) 3,%7.3 1,%45
Patolojik Timor Cap1 (cm) 7.2 (2.5-23.5) 9.75 (3.5-19.0) 0.023
Fuhrmann Niikleer Grade 0.524
Grade 2 (n, %) 5 %122 2,%9.1
Grade 3 (n, %) 18, % 43.9 13, % 59.1
Grade 4 (n, %) 18, % 43.9 7,% 31.8
Mikrovaskiiler Invazyon (n, %) 21,%51.2 14, % 63.6 0.344
Nekroz (n, %) 23, % 56.1 13, % 59.1 0.819
Sarkomatoid differansiyasyon (n, %) 16, % 39.1 6 % 27.3 0.351
Cerrahi Smir Pozitifligi (n, %) 3,%7.3 2,%9.1 0.804
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Perinefrik Invazyon (n, %) 16, % 39.02 11, % 50.0 0.102
Renal Ven Invazyonu (n, %) 18, % 43.9 11, % 50.0 0.643
Patolojik T Evresi 0.478
pT1 9, % 22.0 3,% 13.6
pT2 9, % 22.0 4,% 18.2
pT3 21, %51.2 15, % 68.2
pT4 2,%4.9 -
Metastataz durumu <0.001
Metastatik (n, %) 28, % 68.3 4,% 18.2
Non-metastatik (n, %) 13, % 31.7 18, % 81.8

Metastatik tiimor dokularma ait TG2 skoru ortanca degeri (7) kestirim alianarak
metastatik hastalar arasinda da gruplamali bir karsilastirma yapildi. Buna gore, yiliksek riskli
(Grup A, 7 < skor) ve diisiik riskli (Grup B, skor < 7) grupta sirasiyla 19 ve 13 hasta yer ald1.
Bu iki grup arasinda,; yas, cinsiyet, operasyon tarafi, FNG, pT evresi ve diger histopatolojik
parametreler bakimidan istatistiksel fark saptanmadi. Iki grubun primer tiimorlerinin TG2
skoruna gore riski benzer (p=0.683) bulunurken; metastazin operasyon Oncesinde ya da
sonrasinda olmasi (p=0.926) ve sagkalim bulgular1 (p=0.641) a¢isindan da fark saptanmadi.

Bu karsilastirnali analizin bulgular1 Tablo 10°de detayli olarak verilmistir.

Tablo 10. Metastatik timor dokularmda TG2 immunhistokimya skorlama sonucuna gore
yiikksek riskli (skor=7) ve disiik riskli gruplarin (skor<7) klinik ve histopatolojik
parametrelerinin karsilastirilmasi

Yiiksek risk Diisiik risk
(skor=7) (skor<7) P
n 19 13
Operasyon Sirasindaki Yas (yil) 58.85+11.98 58.16 £7.33 0.841
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Cinsiyet 0.783
Erkek (n, %) 14, % 73.7 9, % 69.2
Kadin (n, %) 5, % 26.3 4, % 30.8
Operasyon Tarafi 0.403
Sol (n, %) 13, % 68.4 7,% 53.8
Sag (n, %) 6, % 31.6 6, % 46.2
Bobrek Hiicreli Karsinom Alt Tipi 0.401
Berrak Hiicreli (n, %) 18, % 94.7 13, % 100
Papiller Tip (n, %) 1,%5.3 -
Patolojik Tiimo6r Cap1 (cm) 8 (2.5-23.5) 8 (4.5-22) 0.880
Fuhrmann Niikleer Grade 0.850
Grade 2 (n, %) 2,% 10.5 1,%7.7
Grade 3 (n, %) 7, % 36.8 6, % 46.2
Grade 4 (n, %) 10, % 52.6 6, % 46.2
Mikrovaskiiler invazyon (n, %) 13, % 68.4 7, % 53.8 0.403
Nekroz (n, %) 14, % 73.7 8, % 61.5 0.467
Sarkomatoid differansiyasyon (n, %) 10, % 52.6 6, % 46.2 0.719
Cerrahi Smir Pozitifligi (n, %) 2, % 10.5 - 0.227
Perinefrik invazyon (n, %) 4,%21.1 4, % 30.8 0.533
Renal Ven 1nvazy0nu (n, %) 11, % 57.9 6, % 46.2 0.513
Patolojik T Evresi 0.762
pT1 4, 9% 21.1 2,%15.4
pT2 2,9% 10.5 3,%23.1
pT3 12, % 63.2 8, % 61.5
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pT4 1,%5.3 -

Primer bobrek tiimorii TG2 skoru 0.683
Yiiksek; skor>5 (n, %) 17, % 89.5 11, % 84.6
Diistik; skor<5 (n, %) 2,% 10.5 2,%15.4

Metastaz tipi 0.926
Operasyon dncesi (n, %) 7, % 36.84 5, % 38.46
Operasyon sonrast (n, %) 12, % 63.16 8, % 61.54

Kansere bagl sagkalim 0.641
Sagkalim (n, %) 8, %4211 4, % 30.77
Oliim (n, %) 11, % 57.89 9, % 69.23

Metastatik hastalar, preoperatif donemde (Grup 1) veya postoperatif takiplerde (Grup
IT) metastazin saptanmasi durumuna gore ikiye ayrilarak bir karsilastirma daha yapildi. Bu
gruplamada sirasiyla 13 ve 19 hasta Grup I ve Grup II’de yer aldi. Ortalama yas, Grup I’de
anlamli olarak artmig bulurken (63.33 + 8.64’e kars1 54.79 + 8.23, p=0.01); diger demografik
ya da histopatolojik parametreler fark bulunmadi. Bu iki grup arasinda, hem primer bobrek
timorii (ortanca 5.5 a kars1 6, p=0.548) hem de metastatik tiimér dokularmin (ortanca 7’°e
kars1t 7, p=0.780) TG2 skoru bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir farklilikta olmadig1

gbzlendi. Tablo 11’te de bu karsilastirmanin bulgular1 detaylandirilmistir.

Tablo 11. Metastatik hastalarin preoperatif ve postoperatif metastaz tanisi almasma gore
gruplandirilmasi ile yapilan karsilastirmali analiz

Grup I-Preoperatif ~ Grup Il-Postoperatif p

n 13 19
Operasyon Sirasindaki Yas (yil) 63.33 £8.64 54.79 £8.23 0.01
Cinsiyet 0.109
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Erkek (n, %) 7, % 58.3 16, % 84.2

Kadin (n, %) 5 %41.7 3, % 15.8
Operasyon Tarafi 0.179

Sol (n, %) 6, % 50 14, % 73.7

Sag (n, %) 6, % 50 5, % 26.3
Bobrek Hiicreli Karsinom Alt Tipi 0.419

Berrak Hiicreli (n, %) 12, % 100 18, % 94.7

Papiller Tip (n, %) 1,%5.3
Patolojik Timor Cap1 (cm) 7.75 (4-23.5) 8 (2.5-22) 0.417
Fuhrmann Niikleer Grade 0.589

Grade 2 (n, %) - 3, %15.8

Grade 3 (n, %) 6, % 50 7, % 36.8

Grade 4 (n, %) 6, % 50 9, % 47.7
Mikrovaskiiler invazyon (n, %) 9, %75 11, % 57.9 0.332
Nekroz (n, %) 9, %75 12, % 63.2 0.492
Sarkomatoid differansiyasyon (n, %) 7, % 58.3 8, % 42.1 0.379
Cerrahi Smir Pozitifligi (n, %) 1, % 8.3 1,%5.3 0.735
Perinefrik invazyon (n, %) 3, %25 5, % 26.3 0.935
Renal Ven invazyonu (n, %) 7, % 58.3 9,%47.4 0.552
Patolojik T Evresi 0.834

pT1 (n, %) 3,% 25 3,%15.8

pT2 (n, %) 1,%8.3 4,%21.1

pT3 (n, %) 8, % 66.7 11, %57.9

pT4 (n, %) - 1,%5.3
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Primer bobrek tiimori TG2 skoru 5.5 (4-7) 6 (0-7) 0.548
Primer bobrek tiimori TG2 skoru 0.619
Yiiksek; skor>5 (n, %) 10, % 83.3 17, % 89.5
Diistik; skor<5 (n, %) 2,%16.7 2,%10.5
Metastatik doku TG2 skoru 7 (4-7) 7 (2-7) 0.780
Metastatik doku TG2 skoru 0.788
Yiiksek; skor=7 (n, %) 7, % 58.3 12, % 63.2
Diistik; skor<7 (n, %) 5, % 41.7 7, %36.8

Metastatik grup ile non-metastatik grup arasinda hastalarin takip siiresi bakimindan
fark olmadigi gozlendi. (ortanca 32’e karst 36 ay, p=0.517) Sagkalim analizleri, primer ve

metastatik timor dokularinin TG2 skorlarma gore iki farkl sekilde yapildi;

Primer bobrek tiimoér dokusunun TG2 skoruna gore yiiksek ve diisiik riskli gruplarda
yapilan sagkalim analizlerine ait Kaplan-Meier egrileri Sekil 3’te gosterilmistir. Buna gore,
yiiksek riskli grupta 5 yillik hastaliksiz sagkalim beklenti orani (% 34.9) diisiik riskli gruptan
(% 92.9) istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha diisiik bulundu. (log rank, p=0.001). Buna
ek olarak, yiiksek riskli grubun 5 yillik kansere 6zgii sagkalim beklentisi (% 47.4) disiik riskli
gruptan (% 86.5) yine istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik saptandi. (log rank, p=0.04)
Iki grup arasinda, 5 yillik genel sagkalim beklentisi agisindan farklilik gdzlenmedi. (% 40.4°e

kars1 % 55.6; log rank, p=0.343)

Metastatik tiimor dokusunun TG2 skoruna gore yiiksek ve diisiik riskli gruplarda
yapilan sagkalim analizlerine ait Kaplan-Meier egrileri ise Sekil 4’te gdsterilmistir. Iki grup
arasinda 5 yillik hastaliksiz (% 0’a kars1 % 0, p=0.875), kansere 6zgii (% 27’e karst % 28.8
p=0.743) ve genel (% 27’e karst % 28.8, p=0.743) sagkalim beklentisi a¢isindan fark

olmadig1 saptandi.
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Sekil 3a. Primer Bobrek dokularmin TG2 skoruna gore yiiksek ve diisiik riskli grubun hastaliksiz sagkalima ait Kaplan-
Meier egrileri (5 yillik hastalikisz sagkalim beklentisi yiiksek ve diisiik risk grubu igin sirastyla % 34.9 ve % 92.9, p=0.001)

Survival Functions
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Test of equality of survival distributions for the different levels of
bobrekrisk.
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Sekil 3b. Primer Bobrek dokularmin TG2 skoruna gore yiiksek ve diisiik riskli grubun kansere 6zgii sagkalima ait Kaplan-
Meier egrileri (5 yillik kansere 6zgii yasam beklentisi yliksek ve diisiik risk grubu igin sirastyla % 47.4 ve % 86.5, p=0.04)

Survival Functions
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Sekil 3c. Primer Bobrek dokularinin TG2 skoruna gore yiiksek ve diistik riskli grubun genel sagkalima ait Kaplan-
Meier egrileri (5 yillik yasam beklentisi yiiksek ve diisiik risk grubu i¢in sirastyla % 40.4 ve % 55.6, p=0.343)

Survival Functions
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Sekil 4a. Metastatik dokularin TG2 skoruna gore yiiksek ve diisiik riskli gruplarin hastaliksiz sagkalima ait Kaplan-Meier
egrileri (5 yillik hastaliksiz beklenti yiliksek ve diisiik risk grubu igin sirastyla % 0 ve % 0, p=0.875)

Survival Functions
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Sekil 4b. Metastatik dokularin TG2 skoruna gore yiiksek ve diisiik riskli gruplarin kansere 6zgili sagkalima ait Kaplan-
Meier egrileri (5 yillik hastaliksiz beklenti yiiksek ve diisiik risk grubu igin sirasiyla % 27 ve % 28.8 , p=0.743)

Survival Functions
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Sekil 4c. Metastatik dokularm TG2 skoruna gore yiiksek riskli ve diisiik riskli grup arasinda genel sagkalim

karsilastirmali analizi (Kaplan-Meier sagkalim grafigi) (5 yillik yasam beklentisi yiiksek ve diisiik risk grubu igin
strastyla % 27.0 ve % 28.8 , p=0.743)

Survival Functions

n metastaz
10 risk
By
—t— 0-censored
0 5 1-censored
g 06
.; P
[
=]
w
E +
O 04 ‘
0,27 -
0,0
| I | I | |
0 25 50 75 100 125
sagkahm

Overall Comparisons

Chi-Square df Sig.

Log Rank (Mantel-Cox) ,107 1 ,743

Test of equality of survival distributions for the different levels of

metastaz risk.

48




Sekil 5. Farkli klinik ve histopatolojik 6zellikteki olgularin TG2 skorlar1 ve mikroskop bulgular1 gosterilmektedir.

A) Hasta no: 61 Fuhrmann Niikleer Grade 3, pTla, sarkomatoid varyasyon (-), non-metastatik olguda primer bobrek timori
Yogunluk: 0 Yayginlik: O Toplam Skor: 0 (1x10)

B) Hasta no: 11 Fuhrmann Niikleer Grade 3, pT1b, sarkomatoid varyasyon (-), non-metastatik olguda primer bobrek timédrii
Yogunluk: 1 Yaygnlik: 1 Toplam Skor: 2 (1x20)
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Skor: 5 (1x20)
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C) Hasta no: 46 Fuhrmann
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E) Hasta no: 22 Fuhrmann Niikleer Grade 3, pT2a, sarkomatoid varyasyon (-). metastatik olguda primer bébrek timérii
Yogunluk: 3 Yaygnlik: 4 Toplam Skor: 7 (1x20)

F) Hasta no: 49 Fuhrmann Niikleer Grade 4. pT3a. sarkomatoid varyasyon (+). metastatik olguda primer bébrek timori,

Niikleer boyanma &zelligi bulunan bir o
Yogunluk: 3 Yayginlik: 2 Toplam Skor: 5 (1x20)
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G) Hasta no: 45 Fuhrmann Niikleer Grade 3, pT2a, sarkomatoid varyasyon (-), metastatik olguda primer bébrek timérii
Yogunluk: 2 Yaygmlik: 3 Toplam Skor: 6 (1x20)

H) Hasta no: 45 Fuhrmann Niikleer Grade 3, pT2a. sarkomatoid varyasyon (-), metastatik olguda metastatik lenf nodu
Yoguntuk: 3 Yaygmlik: 3 Toplam Skor: 6 (1x20)
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J) Hasta no: 12 Fuhrmann Niikleer Grade 4. pT3a. sarkomatoid varyasyon (+). metastatik olguda metastatik akciger dokusu
Yogunluk: 3 Yayginhk: 4 Toplam Skor: 7 (1x10)
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Al Wt |
K) Hasta no: 16 Fuhrmann Niikleer Grade 3. pT1b, sarkomatoid varyasyon (-), metastatik olguda metastatik akciger dokusu
Yogunluk: 3 Yayginlik: 4 Toplam Skor: 7 (1x10)
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o. Tartisma

Bobrek Hiicreli Karsinom (BHK), tiim kanserler arasinda % 2-3 oraninda
goriilmektedir. Tam sirasinda metastatik BHK prevalanst % 25-30 olarak bildirilmektedir.'?°
Lokalize ya da lokal ileri BHK kiiratif cerrahi sonrasi (radikal veya parsiyel nefrektomi)
metastaz orani ise % 10-30 oraminda degisim gdostermektedir.'?’ Son olarak Kyoda ve
ark.’larmin yaymladig1 c¢alismada 10 wyillik takip sonrasinda bu oran % 24 olarak

bildirilmistir.*?®

Her tiimor tipinde oldugu gibi BHK’da da prognozu 6ngérmek sagkalim hakkinda
yorum yapabilmek admna olduk¢a Onemlidir. Giinlimiizde; 2009 TNM evreleme sistemi,
tiimoOriin histopatolojik 6zelliklerinden Fuhrmann grade, sarkamotoz varyans, mikrovaskiiler
invazyon, tiimor nekrozu, toplayict sistem invazyonu; hastanmn klinik 6zelliklerinden lokal
semptomlar, kaseksi, anemi ve trombosit sayis1 prognoz ve sagkalim i¢in dngoriicii bilgiler
sunmaktadir."?® Ote yandan, BHK prognozunu 6ngdrebilmek i¢in rutin olarak kullanilan bir
belirteg (marker) bulunmamakla birlikte, lizerinde arastirmalarin yogunlastig1 bazi belirtecler
bulunmaktadir. Bu belirtegler ve BHK’da diger prognoz ongoriicii faktorler Tablo 12°de

smiflandirilarak listelenmigtir.?

Ote yandan, bu prognostik faktdrlerin beraber kullanilmasi ile olusturulan
nomogramlar bulunmaktadir. Bu nomogramlarin Kattan, UISS, Yaycioglu ve Cindolo
modellerinin karsilastirmali olarak degerlendirildigi ¢alismada en dogru sonucun Kattan
nomogrami ile elde edildigi goriilmektedir™. Sekil 6 ve 7, sirasiyla Kattan ve UCLA
nomogramlarini; Sekil 8 ise farkli nomogramlarda kullanilan parametrelere genel bir bakis

sergilemektedir.
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Tablo 12: BHK da prognostik faktorler

Anatomik

Klinik

Histolojik

Molekiiler

Timor boyutu
Vendz tutulum
Komsu organ tutulumu
Adrenal tutulum
Lenf nodu metastazi
Uzak metastaz

Metastaz fazlalif

Performans durumu
(Karnofsky,ECOG)
Sistemik semptom
(kaseksi,>%10 fazla kilo kaybi
Semptomtik/insidental bagvuru
Anemi
Hiperkalsemi
LDH yiiksekligi
ESR yiiksekligi
CRP yiiksekligi

Alkalen fosfat yiiksekligi

Niikleer evre
Histolojij alt tip
Sarkomatoid
diferansiasyon varlig
Histolojik nekroz
Vaskiiler invazyon
Renal siniis veya perirenal
yag invazyonu
Toplayic1 sistem tutulumu

Cerrahi smir

Hipoksi-indiikleyici marker: CA-IX,
IGF-1,VEGF,VEGFRs,CA-
XII,CXCR3,CXCRA4,HIF,
Co-sitimulator faktorler: B7-H1, B7-
H3,B7-H4,PD-1,

Hiicre dongii diizenleyicileri:
PTEN,TP53,Bcl2, Cyclin-a,
CDKN1B, Skp2
Adezyon molekiiller: EpCAM, EMA,
E-Cad, a-catenin, Cad-6

Diger faktérler: Ki-67, XIAP,
Survivin, EphA2, Smac/DIABLO,
PCNA, Caveolin,-1, AR, CD44,
Annexin Il, Gelsolin, Vimentin,
CA-125, aberrant DNA
metilasyon, Na,K-ATPaz al
subunit, VitD reseptdr, retinoid X

receptor

Clin North Am. 2008 Nov;35(4):613-25

Kaynak: Brian R. Lane MD, PhD?, Michael W. Kattan PhD; Prognostic Models and Algorithms in Renal Cell Carcinoma: Urol
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Sekil 6:BHK de Kattan ve ark. gelistirilen MSKCC nomogrami
Kaynak: Kattan MW ve ark. J Urol 2001;166:63-67.)

Sekil 7: UCLA Integrated Staging system
Kaynak: Zisman A ve ark. .J Clin Oncol 2001;19:1649-57
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variables
TNM | ECOG | Karnofsky | RCC Fuhrman |Tumor  |Tumor |Delay LDH | Corrected | Hemoglobin | Neutrophil | Platelet
Stage |PS |PS related grade necrosis |size between calcium count count
Prognostic Models symptoms diagnosis
and
treatment
UIss X X X
T SSIGN X X X X
%o Post operative |X X X X
E 8 Karakiewicz's
nomogram
o MSKCC X X X X X
E prognostic
E o system
20
2T Hengsmodel X X X X X X

Sekil 8: BHK de gelistirilen nomogramlar ve parametreler. Kaynak: Classification and prognostic faktor, Renal Cell Carcinoma,

2012 EAU Guidelines.

Bir tiimoriin biiylimesi ve metastaz yapmasi, birbirini takip eden ¢ok basamakli bir

stirectir. Kisaca 0zeltenecek olursa; primer organda bulunan tiimorojenik potansiyelli degisim

gostermis (metaplazik ya da anaplazik) hiicrelerin gen ekspresyonlarindaki degisiklikler ile bu

stire¢ baslamaktadir. Bu ekspresyon degisiklikleri sonunda; primer dokudaki tiimér hiicreleri

birbirinden ayrisarak etrafini ¢evreleyen stromanin digina dogru harekete gecerken; stroma

hiicreleri de tiimor hiicrelerinin hareket yoniiniin tersine giderek bu migrasyon islemini

kolaylastirir. Bu ¢ift yonlii hareket siireci sirasinda tiimor hiicreleri stromal ECM’1 bozucu

proteazlar salgilar. Tiimor 1-2 mm’lik biyiikliige geldiginde, basta VEGF olmak iizere ¢esitli

anjiogenik uyaranlar sayesinde endotelyal hiicrelerin mobilizasyonu ve kapiller ag

olusturmasi saglanir. Olusan bu kapiller ag icerisine giren tiimor hiicreleri vaskiiler sisteme ait

bazal membrani degrade ederek sistemik dolasima transfer olurlar. Vaskiiler sistemde

yuvarlanma (rolling) tarzinda hareket eden tiimor hiicreleri hedef metastatik organa

geldiklerinde yine bazal membran degradasyonu yaparak sekonder tiimor odagmi olusturmus

olur.'t*

Tiimdrogenez sirasinda hem tiimdér hem de stroma hiicrelerindeki apoptoz, adezyon,

migrasyon, ECM stabilizasyonu/destabilizasyonu ve anjiogenez gibi temel

57

biyolojik




basamaklar anti-karsinojen ajan arastirmalari i¢in Onemli hedeflerdir. Farkli hiicresel
kompartmanlarda bulunabilen TG2’nin bu 06zelligi ile tiimdrogenezin yukarida bahsedilen
herbir basamaginda rolii olabilecegi tezin genel bilgiler boliimiinde ‘Transglutaminaz-2 ve
karsinogenez’ baslig1 altinda molekiiler diizeyde irdelenmistir. Kisaca, maddeler halinde

Ozetlenirse;

e Tiiméral hiicre proliferasyonu ve apoptoz; TG2 hiicreicinde lokalize iken sinyal
molekiillerin transamidasyonu ile pro-apoptotik rol oynayabilecegi gibi, hiicre
membraninda Ve ekstraselliiler matrikste iken sirasiyla integrin bagimli anti-apoptotik
Bcl-2 aktivasyonu ve FN’e baglanma sonucu SDC4 ile aktive olan sinyal yolu
tizerinden anti-apoptotik davranabilmektedir.

o Tiimoral hiicre adezyonu:TG2, hiicre membraninda bulundugunda integrin-bagimli
adezyonda FN icin ko-reseptdr olarak; ve ayrica bu yolaktan bagimsiz SDC4’e
baglanarak bir adezyon molekiilii olarak davranmaktadir.

o FEkstraselliiler matriks homestazi: Normal kosullarda hiicrei¢i sitozol ve hiicre
membraninda bulunan TG2 patolojik kosullarda, Ca*? / GDP konsantrasyonunun
artmis oldugu ECM’e gegerek, kollajen capraz baglarmi olusturur ve ECM
stabilizasyonunu gii¢lendirir. Bu durum primer tiimoriin stroma invazyonu ve
biiylimesi lizerine negatif etkiye sahiptir.

e Anjiogenez: TG2, endotel bazal membranindaki proteinleri ¢apraz baglayarak
neovaskiilarizasyon sirasinda endotel mobilizasyonuna engel olarak anti-anjiogenik rol
oynamaktadir.

e Metastaz: Vaskiiler ya da lenfatik liimende dolasan tiimor hiicrelerinin metastatik
odagma yerlestigi sirada, endotel ve stromaya adezyonunda TG2 Onemli rol

oynamaktadir.
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Anlagilacag1 tizere, TG2’nin c¢ok yonli fonksiyonu olan ve farklt hiicresel
kompartmanlarda bulunan bir protein olmasi tiimor biyolojisinin farkli basamaklarinda
aktivator ya da inhibitor olarak dinamik bir rol aldig1 goriilmektedir. Bu durumu, Kotsakis ve
Griffin ‘Timor progresyonunda doku transglutaminazi: Dost mu diisman mi?’ baghig ile
kaleme aldiklar1 derleme makalelerinde ayrintili bir sekilde Ozetlemistir. Sekil 9, bu

derlemeden alinan ve TG2’nin farkli evrelerdeki roliint betimler niteliktedir.

Malastasis

TG2 — & Cell adhesion t

EC lurmen

Vascularisabon
Blockade

Tumour metastasis

Tumour growth

Ca®t #----- call
i
¥
TG2 activation

Tumour

L“., crosslinking 4

O TG2 favours function
O TG2 oppasas function
O TiE2 fawours/opposes

Cell adhesion
antiapoptosis

Sekil 9. TG2, hiicre adezyonu ve metastazta aktivator; invazyon ve anjiogenezde inhibitor
rol oynamaktadir. Apoptoz siirecinde hem aktivatér hem de inhibitér davranabilmektedir.
Kaynak: Kotsakis, P. and M. Griffin Amino Acids, Vol. 33, No. 2, pp. 373-384, 2007
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Karsinogenezdeki bu dinamik yapisi, arastiricilart TG2’nin farkli tiimdrlerdeki roliinii
daha 1iyi anlayabilmek i¢in -daha ¢ok deneysel olmak iizere- farkli ¢aligmalara

yonlendirmistir.

Mangala ve ark.’lar1t TG2 ekspresyonu yiiksek ve diisiik olan iki farkli metastatik
meme kanseri hiicre kiiltiiriinde yaptiklar1 deneysel ¢alismalarinda; yiiksek TG2 eksprese
eden tiimor hiicrelerinin FN-kapli ortamda daha fazla adezyon ve migrasyon yaptigini
gostermistir. Arastiricilar, bu durumu hiicre membraninda TG2 nin yaklasik 4 kat arttigini ve
ITGB1 ve ITGPS ile olan isbirligi ile agiklamistir. Ayrica bu ¢alismada, yliksek TG2 eksprese
eden kiiltlirtin paklitaksel ile indiiklenen hiicre 6liimiine daha direngli oldugunu da gosteren
yazarlar, bu durumu ECM’teki FN ile kurulan iligki sonras1 TG2’nin oynadig1 anti-apoptotik
rol ile agiklamistir. Bu bulgular ile TG2’nin meme kanserinde tiimor hiicrelerinin sagkalimini
ve dolayistyla metastaz potansiyelini artirdigi ifade edilmistir."*® Ayni arastirma grubu, bir
baska calismalarinda TG2 ekspresyonu yliksek metastatik meme kanseri kiiltiiriiniin
doksorubisin ile indiiklenen hiicre 6liimiine daha direngli oldugu ve FN ile kapl ortamda daha
invaziv oldugunu bildirmislerdir.*® Ayrica arastiricilar bu ¢alismada, lenf nodu metastazi olan
30 hastanin primer meme ve metastatik lenf nodlarmi TG2 ile immunhistokimyasal boyamis;
ve metastatik lenf nodlarinda anlamli derecede artmus TG2 boyandigmi gostermislerdir.

(strastyla % 32 ve % 75, p<0.001)

Pankreas kanseri, TG2’nin tiimorogenezdeki roliiniin arastirildigi bir diger onkoloji
konusu olarak literatiirde yer almaktadir. Verma ve ark.’lar1 75 pankreas adenokarsinomlu
tiimor dokusunda yaptiklari calismada 42 (%56) tiimoriin TG2 ekspresyonunun arttigini ve bu
artigin normal pankreas dokusundan anlamli derecede fazla oldugunu gdstermislerdir.
(p=0.012) Bununla birlikte, TG2’deki bu artisin swrasiyla 3.4, 3.0 ve 3.2 kat lenf nodu
metastazi (p=0.017), lenfovaskiiler invazyon (p=0.045) ve klinik evre artis riski (p=0.027) ile
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birlikte oldugunu bildirmislerdir.”™ Ayni ¢alismada, 12 ayr1 invaziv pankreas kanseri hiicre
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kiiltiirtiinde, TG2 ekspresyonunun yine arttigini ve bu artigin gemsitabin direnci ve invazyon
ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir. Akar ve ark.’larinin ksenograft farelerde yaptigi bir
baska ¢aligmada TG2’nin siRNA transferi ile olusturulan down-regiilasyonu sonucu farelere
inokiile edilen invaziv duktal pankreas kanser hiicrelerinin tip 2 programli hiicre ¢limiine
gittigi gosterilmistir. Bu durum, TG2’nin pankreas kanserinde kemo-rezistans ve anti-
apoptotik rolii olabilecegi yoniinde yorumlanmustir. 3! Bir baska calismada, squamoz hiicreli
Ozefagus karsinom dokularinda immunhistokimyasal olarak TG2 arastirilmig; 50 timor
dokusunda stoplazmik (n=35) ve stromal (n=15) boyanmanm, 10 normal O6zefagus
dokusundan anlamh diizeyde (p=0.02) daha fazla oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismada ayrica
stromal TG2 kaybimin artmis lenf nodu metastazi (p<<0.001) ve ileri tiimor evresi (p=0.004) ile

iliskili oldugu gdsterilmistir.**?

Malign melanom ile TG2 arasindaki iliskinin arastirildig1 bir
baska calismada Fok ve ark.’lari, metastataik melanom hiicre kiiltiiriiniin primer melanom
kiiltliriinden 24 kat daha fazla TG2 eksprese ettigini g(‘istermislerdir.119 Bu calismada, Ca*
kanallarinin agilarak endojen TG2’nin aktivasyonu sonucu metastatik hiicre kiiltliriiniin hizla

apoptozise gittigi bildirilmistir. Ayrica, primer ve metastatik tiimor dokularinin normal deri

hiicrelerine gore daha fazla TG2 ile immunhistokimyasal olarak boyandigi rapor edilmistir.

Literatiire bakildiginda, TG2’nin BHK ile iliskisini arastiran ilk c¢aligmanin
klinigimizin de arastirma grubu olarak katildig1 Erdem ve ark.’lar1 tarafindan yapilan ¢aligma

oldugu goriilmektedir.'?*

Bu c¢alismada, 95 hastanin nefrektomi piyesinden elde edilen taze
BHK ve ayn1 bobrege ait kansersiz normal dokularda TG2 ve onunla iligkili molekiillerinin

(ITG-B1, SDC4) ekspresyonu ve fonksiyonel rolii arastirilmistur.

Swrasiyla; 46 (%48.4), 71 (%74.7) ve 64 (%67.4) hastada TG2, ITG-f1 ve SDC-4’lin
tiimor dokusunda —normal bdbrek dokusuna kiyasla- daha fazla eksprese oldugu bildirilmistir.
Bununla birlikte; TG2 ekspresyon artiginin, sirastyla 6.1 (p=0.003) ve 5.4 (p<0.001) kat

artmig ITG-B1 ve SDC-4 ekspresyonu ile korelasyon i¢inde oldugu bulunmustur. Yine bu
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artis ile ITG-B1 ve SDC-4 ekspresyonunun es zamanli artigi arasinda 5.8 kat (p<0.001)
korelasyon saptanmistir. Bunun {izerine arastiricilar, TG2-ITGB1-SDC4 (n=38), TG2-ITGp1
(n=42), TG2-SDC4 (n=39) ve ITGP1-SDC4 (n=60) es zamanl artislarinin klinik ve
histopatolojik parametreler ile iligkisini lojistik regresyon analizi ile degerlendirmistir. Bu
analiz sonunda, TG2-ITGB1-SDC4 molekiillerinin es zamanli artis1 3.03 kat (95%CI: 1.02-
9.76, p=0.049) metastaz riski ile iliskilendirilmistir. Ayrica, TG2-SDC4 birlikte artisinin
istatistiksel anlamliliga yakin 6lgiide (p=0.063) 2.87 kat metastaz riskini ongordiigii ifade
edilmistir. Calismada, bir enzim olan TG2’nin BHK’da artmis ekspresyonu ile katalitik
aktivitesi arasindaki iligki de degerlendirilmistir. Bu amagla, tiimor dokusunda artmis (n=30)
ve azalmis (n=30) ekspresyon gozlenen rastgele se¢ilmis 60 BHK/nomral doku ¢iftinde TG2
enzim aktivitesine bakilmis; ekspresyon diizeyi ile iliskili olmaksizin tiim tiimér dokusunda
normal dokuya kiyasla ileri derecede daha az katalitik aktivite saptanmustir. (p<<0.0001, Sekil
10) Bu aktivite, artmis ekspresyon grubunda ortalama %?28.8 iken azalmis grupta %27.5

olarak bulunmustur.
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Sekil 10. TG2 ekspresyonunun arttig1 (Grup 1) ve azaldigi (Grup 2)gruplarda; katalitik
aktivitenin tiimor dokusunda normal dokudan daha az oldugunu gosteren analiz grafigi Kaynak:
Erdem ve ark. Urol Oncol.2013 Mar 14. pii: S1078-1439(12)00322-5. doi:
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Arastiricilar, klinik taze dokularda elde ettikleri bu bulgulart normal bobrek hiicre
kiiltirti (RPTEC) ile primer (iki farkli; A-498, CaKi-2) ve metastatik BHK (iki farkli; CaKi-1,
ACHN) hiicre kiiltiiriinde in vitro sorgulamistir. Bu analiz sonucuna gore, TG2; iki farkli
primer timor kiiltiiriinde -normal bobrek kiiltiiriinden- sirasiyla 3.1 (p=0.024) ve 2.4
(p=0.007) kat daha fazla eksprese edilirken; metastatik tiimor kiiltiirleri i¢in sirasiyla 2.9
(p=0.024) ve 6.9 (p=0.003) katlik artisla benzer durum gozlenmistir. Bununla birlikte, her iKi
primer ve metastatik hiicre kiiltiirlerindeki artmig ekspresyonun istatistiksel olarak

birbirlerinden farkli olmadig1 gosterilmistir.

Ozet olarak, Erdem ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢calismada, BHK’da TG2 ekspresyonunun
arttigin1 gosterirken; artan bu TG2’nin enzimatik aktivitesinin inhibe oldugunu ve ITG-B1 ve
SDC-4 ile etkilesimde bulunarak tiimor hiicrelerinin ECM’e stabilizasyonundan sorumlu bir

adezyon molekiilii olarak rol oynadigini belirtmiglerdir.

Son vyillarda, karsinogenezde mikroRNA (miRNA) larin rolii tizerinde yogunlasan
arastirmalar literaturde yer almaktadir. Temel olarak hucrede iki tip RNA molekulu
bulunmaktadir; protein kodlayan mesajci RNA (mMRNA) ve nukleusta yer alan nukleer RNA.
Karsinogenezde arastirilan miRNA'lar yaklasik 19-22 baz dizisinden olusan Kkiigiik
niikleerRNA'lardir. Bu mikroRNA'larin protein kodlayan gen ekspresyonunu regule ettigi;
boylece ya tiimor siipresor genleri inhibe ederek onkogen seklinde ya da onkogenleri inhibe
ederek timor siipresor geni seklinde rol oynadigi dusunulmektedir. Bu baglamda, Hidaka ve
ark.lari, BHK’da down-regule olan (taze tumor dokusunda normal bobrek dokusunun 0.5
katindan daha az ekspresyon gosteren) 103 miRNA tanimlamis; bunlar arasindan en fazla
down-regule olan 20 tanesini tumor suppressor gen adayi olmak uzere BHK hiicre kiiltiiriinde

daha ileri incelemislerdir.'?®

(Sekil 11) Bu ileri incelemede hiicre kiiltiiriine timor siipresor
aday1 olan bu 20 miRNA transfer edilerek fonksiyonel rolleri aragtirilmistir. Bunlar arasindan
MIRNA-1285"in kullanilan dort ayr1 hiicre kiiltiiriinde de (A498, 786-O, ACHN and caki2)
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hiicre proliferasyonunu en fazla inhibe eden miRNA oldugu gosterilmistir. Bunun iizerine
arastiricilar daha fazla odaklandiklart miRNA-1285’in hem BHK hiicre kiiltiirlerinde hem de
taze BHK tiimor dokularinda normal bobrek dokusundan anlamli derecede daha az eksprese
oldugunu bildirmiglerdir. Ardindan miRNA-1285 transferinin etkiledigi hedef genleri
incelemek amaciyla yapilan genome-wide ekspresyon analizinde, arastiricilar, 17 genin
MIiRNA-1285 transferi sonrasi down-regiile oldugunu (normal dokudan 2 kat daha az
ekspresyon); bunlar arasindan da 7 tanesinin 3’UTR dizisine miIRNA-1285’in baglandigini

ifade etmislerdir. (Sekil 12)

Hidaka ve ark.’larinimn yaptig1 calismanin, bu tez ile ilgisi miRNA-1285"in 7 hedef
geninden birinin ve en gii¢lii onkogen adayinin TG2 olmasidir. Arastiricilar, taze dokularda
yaptig1 ger¢ek zamanli PCR analizinde TG2’nin bu 7 hedef gen arasindan BHK dokularinda
normal bobrek dokularindan anlamli (p<0.0037) olarak daha fazla eksprese olan tek gen
oldugunu gostermiglerdir. Bu bulgular, miRNA-1285 transfer edilen BHK hiicre kiiltiiriinde
TG2’ye ait mRNA ve protein ekspresyonunun azalmasi ile dogrulanmustir. (Sekil 13)
Aragtiricilar, miRNA-1285’in bu etkiyi TG2 mRNA’sinin 3’UTR bdlgesine baglanip
transfekte si-TG2 olusturarak direkt olarak gosterdigini ve boylece TG2 mRNA’y1 etkisiz
hale getirdigini belirtmislerdir. (Sekil 14) Bununla birlikte, yeni olusan transfekte si-TG2’nin
hiicre proliferasyonunun, migrasyonun ve invazyonun azalmasmma yol agtigmi
kanitlamislardir. Son olarak, arastiricilar bir onkogen adayi olarak tayin ettikleri TG2 nin
BHK tiimor dokularinda normal bobrek dokusundan immunhistokimyasal yontemle daha
fazla boyandigmni ve bu boyamanm tiimoriin patolojik evresi ile paralel bir artig i¢inde

oldugunu goéstermislerdir. (Sekil 15)
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Fold Change
mmm (Cancer/Normal)
1.237 0.026

hsa-miR-141 0.022 0.021
hsa-miR-200c 0.022 1.104 0.024 0.021
hsa-miR-187 0.007 1.526 0.043 0.028
hsa-miR-509-5p 0.003 1.196 0.050 0.042
hsa-miR-135a 0.003 1.525 0.099 0.065
hsa-miR-508-3p 0.007 1.321 0.096 0.072

l hsa-miR-1285 0.020 1.777 0.171 0.096 |
hsa-miR-206 0.013 1.580 0.192 0.121
hsa-miR-218 0.005 1.506 0.197 0.130
hsa-miR-133b 0.006 1.173 0.173 0.147
hsa-miR-1291 0.019 1.978 0.310 0.157
hsa-let-7g* 0.031 1.508 0.247 0.164
hsa-miR-204 0.014 1.468 0.254 0.173
hsa-miR-429 0.003 1.267 0.222 0.175
hsa-miR-370 0.042 1.525 0.268 0.176
hsa-miR-363 0.010 1.377 0.244 0.177
hsa-miR-335 0.005 1.226 0.224 0.182
hsa-miR-1 0.005 1.017 0.189 0.186
hsa-miR-12558 0.020 1.306 0.248 0.190
hsa-miR-362-3p 0.010 1.501 0.312 0.208

Sekil 11. BHK’da en fazla down-regiile oldugu gosterilen miRNA’lar. Kaynak:
Hidaka ve ark. Oncotarget.2012 Jan;3(1):44-57.

Symbol A498 786-0  Average Gene name Target site
Phospholysine phosphohistidine inorganic
LHPP -298 =392 -345 +
pyrophosphate phosphatase
MNF2 =299 =3.02 -3.01 Neurofibromin 2 +

Eukaryotic translation initiation factor 4E

EIF4EBP2 279 =311 -295 binding p na -
| Tome 244 312 278 Transglutaminase 2 + |
y y P C1g and twmor necrosis factor related )
C1QTNFS 2 64 283 2.74 in 5
Potassium imwardly-rectifying chanmneal,
KCHNJ16 -245 =3.00 272 subfamily J, member 16 +
COKAL1 296 231 DG4 ?—ﬁfﬁﬂwhm subunit associated protein .
Cerabral andothalial cell adhesion
CERCAM -252 -2.61 -2.56 e +
SYNPO -2.41 -2 58 -2.49 Synaptopodin +
Family with sequence similarity 127,
FAM12TC =2.09 267 -2.38 ber C +
C11orf86 =2.41 -2.29 =235 Chromosome 11 open reading frame 86 -
MARVELD1 -226 -2.41 -2.34 MARVEL domain containing 1 -
ECE2 =214 =2.50 -2.32 Endothelin converting enzyme 2 -
NTSE =227 2.3 -2.29 S-nucleotidase, acto (CDT3) +
LYPLAZ -2.09 2.3 =219 Lysaphospholipase |l +
AHMNAK =207 =226 =216 AHMAK nucleoprotein +
FAM1988 203 211 207 Family with sequence similarity 198, -
meambear B

Sekil 12. BHK hiicre kiiltiiretine miRNA-1285 transfer edildiginde down-regiile olan
genler Kaynak: Hidaka ve ark. Oncotarget.2012 Jan;3(1):44-57.
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Yukaridaki iki paragrafta Ozetlenen c¢alisma, bizim de arastirma grubu olarak
katildigimiz daha Onceki yayin ile beraber literatirde BHK ve TG2 arasindaki iligkiyi
kanitlayan iki calismadan biridir. Bu arastirma tezinde ulasilan bulgular ile Erdem ve
ark.’larinin daha 6nceki bulgularini ortak olarak barindirmasi bakimmdan da ayr1 bir 6neme
haizdir. Ciinkii, daha 6nceki ¢alismada ve bu tez calismasinda TG2’nin BHK’de onkogen
aday1 olarak sunulmasini desteklerken; bir iist genetik mekanizmayla TG2’yi inaktive eden

tiimor slipresor geni de tanimlamaktadir.
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Sekil 13. miRNA-1285 transfekte edilen iki farkl: hiicre kiiltiiriinde, TG2 mRNA’sinin ve
proteinin daha az eksprese edildigini gosteren ger¢ek zamanli PCR sonuglar1 Kaynak:
Hidaka ve ark. Oncotarget.2012 Jan;3(1):44-57.
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Human TGNV (MM 04613) 3T TR length: 1755
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Sekil 14. miRNA-1285’in TG2 mRNA {izerindeki baglanma bolgeleri. Bu baglanma sonucu
Si-TG2 olusarak; TG2 mRNA’s1 inaktive olmaktaidr. Boylece miRNA-1285 tiimor siipresor
olarak rol almaktadir. Kaynak: Hidaka ve ark. Oncotarget.2012 Jan;3(1):44-57.

Sekil 15. Normal bobrek ve BHK tiimorlii dokularda TG2 immunhistokimya boyanmasi ve artan
evre ile yogun boyanma iliskisi (1x200) A) Normal bobrek dokusu B) pT1NOMO tiimér C)
pT2NOMO timor D) pT3NOMO tiimoér Kaynak: Hidaka ve ark. Oncotarget.2012 Jan;3(1):44-57.
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Bobrek hiicreli karsinom’da TG2’nin roliinii immunhistokimya yontemle arastiran bu
tez calismasinda da Onceki verilerle uyumlu sekilde TG2’nin metastaz ile iliskili oldugu
goriilmektedir. Bu bulgulara gore heniiz primer tiimor evresinde iken eksprese olan TG2
diizeyinin metastatik potansiyeli belirleyici oldugu sdylenebilir. Oyle ki, primer bobrek TG2
boyanma skoru metastatik hastalarda non-metastatik hastalardan belirgin sekilde yiiksek
bulunmustur. (ortanca 6’ya karst 4, p<0.001) Bununla birlikte, metastatik dokularm TG2 ile
boyanma iliskisinin ayni tiimorlerin primer dokularindan daha fazla oldugu ancak bu durumun
istatisiksel anlamliliga ulasacak diizeyde belirgin olmadig1 goriilmiistiir. (ortanca 7’ye kars1 6,

p=0.086 )

Ote yandan, primer tiimdr ¢capmin TG2 skoru diisiik hastalarda anlamli artmis olmasi
calismanin dikkate deger bulgularindan biri olarak goze carpmaktadir. (ortanca 9.75’e karsi
7.2 cm, p=0.023) Bu bulgu, -molekiiler diizeyde- TG2’nin primer tiimorde ekspresyon
artisinin ECM’1 stabilize ederek tiimor hiicrelerinin etrafini ¢eviren stromal dokuyu artirmasi

ile invazyonu negatif yonde etkilemesi ile agiklanabilir.

Immunhistokimyasal yontemle metastatik hastalarin primer tiimoriinde daha fazla
eksprese oldugu gosterilen TG2 skoruna gore iki farkli risk grubu olusturularak yapilan
sagkalim analizleri sonucunda; yiiksek riskli grupta 5 yillik hastaliksiz (% 34.9 ve % 92.9,
p=0.001) ve kansere 6zgii (% 47.4 ve % 86.5, p=0.04) sagkalim beklentisi anlamli olarak
diisiik bulunmustur. Bununla birlikte genel sagkalim sonuglarinda fark olmadigi goriilmiistiir.
Ote yandan ayn1 gruplamanin metastatik TG2 boyanma skoruna gore yapildigi ve sadece
metastatik hastalar1 kapsayan sagkalim analizlerinde; hastaliksiz, kansere 6zgii ya da genel
sagkalim sonuglar1 yiiksek ve diistik riskli gruplarda farkli bulunmamistir. Bu bulgulardan,
primer bobrekteki TG2 ekspresyonunun metastatik tiimorleri tayin edebildigi gibi sagkalim

izerinde de ongoriicli degere sahip oldugu sdylenebilmektedir.
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Calismada elde edilen bulgulardan yola ¢ikildiginda, BHK’da immunhistokimyasal
TG2 boyanma skoru yine iirolojik malignitelerden prostat kanserinde kullanilan Gleason
skoruna benzetilebilir. Gleason skoru, histopatolojik parametreler ile uyumlulugu ve sagkalim
tizerine 6ngoriicii 6zelligi nedeniyle prostat biyopsi ya da radikal prostatektomi sonunda
merakla beklenen en 6nemli patolojik bulgudur. Benzer sekilde, TG2 immunhistokimyanin
BHK’da Gleason skoruna esdeger kullanimi klinik pratige katki saglayabilir. Bu nedenle,
TG2 immunhistokimya analizin artmis olgu sayilarinda ve farkli merkezlerce ¢alisilmasi,
ulasilacak benzer bulgular sonunda, daha once belirtilern BHK prognoz dngériicii

nomogramlarina eklenmesi tartigilabilecektir.

Her ¢alismada oldugu gibi, bu tez calismasinin da kendi i¢inde sinirlamalari
bulunmaktadir. Calismanin retrospektif yapida olmasi ve gorece diisiik hasta sayis1 tez
calisanlarinin smirlayici olarak goriidiigii iki 6nemli faktordiir. Bununla birlikte, metastatik ve
non-metastatik hastalarin seciminde benzer demografik ve histopatolojik verilerin miimkiin
olan birebir diizeyde secilerek bu faktorlerin safdig1 birakilmasi gere¢ ve yontemde ¢alismanin
giiclii yonii olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ayrica, molekiiler bir calismada ayni anda sagkalim
analizi yapilmasi; molekiiler diizeyden histopatolojiye ve ardindan klinige yansimay1

degerlendirmesi bakimindan tezin biitiinciil bir yapida oldugunu gostermektedir.
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Sonu¢

Transgluatminaz-2, bobrek hiicreli karsinom patofizyolojisinde rol alan bir molekiildiir. Bu
tez calismasinda, karsinogenezde farkli lokalizasyonda ve rollerde oldugu diisiiniilen bu
proteinin BHK’da hiicre membraninda bulundugu ve daha ¢ok hiicre adezyon proteini olarak
rol oynadigi ve metastatik potansyeli olan tiimorlerde daha fazla eksprese oldugu
gosterilmistir. Ayrica, TG2’nin, progresyonsuz ve kansere 6zgel sagkalimda da Oongoriicii
oldugu belirtilmistir. Bu 6zellikleryle TG2, BHK’da prognozu 6ngormede kullanilabilecegi
gibi; anti-karsinojen ajan olarak da iizerinde c¢alisilabilecek bir protein olarak

degerlendirilebilir.
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