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ABSTRACT

EPIGENETIC ANALYSIS OF CANDIDATE TUMOR
SUPPRESSOR GENES IN PAPILLARY RENAL CELL CARCINOMA

DEMIRKOK, Alper
M.Sc. In Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Filiz OZBAS GERCEKER
July, 2015

65 page

Papillary renal cell carcinoma (pRCC) accounts for 10-15% of renal cell carcinomas. pRCC is
a type of renal cell cancer resistant to classical chemotherapy and immunotherapy. Altough
the role of DNA hypermethylation in pathogenesis of RCC was demonstrated previously, our
knowledge in pRCC in limited. The aim of this study was to determine the methylation status
of CST6, RPRM and GREML1 genes in pRCC patients. After bisulfite conversion of DNAs
isolated from paraffine embedded tumor and adiacent normal tissues of 22 patients.
Methylation Spesific PCR was performed. Methylation frequencies for GREM ,CST6 and
RPRM genes were found as % 41 (9/22) ,14% (3/22) and 59% (13/22), respectively. No
significant association was found between methylation status and sex, age and pathological
grade (p>0.05). As a result; it can be thought that promoter methylation in GREM1,CST6
and RPRM genes may have a role in the pathogenesis of pRCC. However, further studies by

using different molecular techniques are needed to clarify these results.

Keywords: Papillary RCC (pRCC), Hypermethylation, CST6,GREM1, RPRM.



OZET

PAPILLER TiP RENAL HUCRE KARSINOMLARINDA ADAY TUMOR
BASKILAYICI GENLERIN EPIiGENETIK ANALIZi

DEMIRKOK, Alper
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Filiz OZBAS GERCEKER
Temmuz, 2015
65 sayfa

Papiller Renal Hiicreli Kanser (pRHK), bdbrek hiicreli kanserlerin  %10-15’ini
olusturmaktadir. pPRHK geleneksel kemoterapiye direngli bir bobrek karsinom tipidir. RHK
patogenezinde DNA hipermetilasyonun faktorii daha once gosterilmis olmasina ragmen,
pRHK ile ilgili literatiir bilgilerimiz sinirh sayidadir. Bu ¢alismada amag, pRHK hastalarinda
CST6, RPRM ve GREML1 genlerinin promotdr bolgelerindeki metilasyon durumunun tespit
edilmesidir. Toplamda 22 hastanin parafine gomiilii timér dokusu ve komsu normal
dokusundan izole edilen DNA 6rneklerinde bisiilfit doniisiimii yapildiktan sonra Metilasyon
Spesifik PCR yontemi uygulanmistir. GREM1, CST6 ve RPRM genlerinin metilasyon sikligi
sirastyla % 41 (9/22) , %14 (3/22) ve %59 (13/22) olarak belirlenmistir. Metilasyon durumu
ile hastalarimin cinsiyet, yas ve patolojik evreleri arasinda anlamli bir iliski tespit
edilememistir (p>0.05). Sonug¢ olarak; GREM1, CST6 ve RPRM aday tiimor baskilayici
genlerdeki promotdér bolge metilasyonunun pRHK patogenezinde etkili olabilecegi
diisiiniilebilir. Ancak bu sonuglarin kesinlesmesi i¢in farkli molekiiler tekniklerle yapilacak

calismalara gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: Papiller RHK (pRHK), hipermetilasyon, CST6,GREM1, RPRM.
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BOLUM 1
GIRIS
1.1. Kanser ve Molekiiler Biyolojisi

Kanser diinyada en Onemli insan sagligi problemlerinden birisidir. Kanseri
hiicrelerimizin ¢ogalmasini, farklilagsmasimi ve Oliimiinii kontrol eden genlerin

hastalig1 olarak tanimlamak miimkiindiir.

Kompleks bir hastalik olan kanser hem c¢evresel hem de kalitsal faktorlerden
kaynaklanmaktadir (Lichtenstein vd., 2000). Diyet, ¢evresel faktorler, kalitilan
mutasyonlar ve somatik mutasyonlar gibi faktorler kanserin aciga ¢ikma nedenleri
arasinda yer almaktadir. Hanahan ve Weinberg kanser hiicrelerini karakterize eden
alt1  ozelligi, bliyime sinyallerinde kendi kendine yetebilme, biiylimeyi
durdurabilecek sinyallere duyarsizlik, programlanmis hiicre 6liimiinden (apoptozis)
kacabilme, sinirsiz boliinme, ¢ogalma potansiyeline sahip olma, anjiogenezi siirekli

destekleyebilme, doku invazyonu ve metastaz yapabilme olarak tanimlamislardir
(Olah, 2005).

Kanser hiicrelerinin bu alt1 6zelliginin ortaya ¢ikmasinda 6n planda olan iki gen
grubu; onkogenler ve tiimor baskilayici genlerdir. Proto-onkogenler, bir hiicrenin
dogal hayat siirecinde normal hiicresel faaliyetlerini idare eden genlerdir. Bu genler
herhangi bir etkenle mutasyona ugradiklarinda “islev kazanimi1” gecirerek onkogene
doniismekte ve hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasina ve ilerleyen siiregte de hiicrelerin

kanserlesmesine neden olmaktadir.



Proto-onkogenler; nokta mutasyonlari, kromozomal translokasyonlar, yeniden
diizenlenmeler, gen amplifikasyonlari, hipermetilasyonlar ve hipometilasyonlar gibi
bircok farkli yolla onkogenlere doniisiip kanser olusturma 6zelligi kazanmaktadirlar

(Olah, 2005).

Karsinogenezde onemli diger bir etken olan timor baskilayic1 genler; hiicre
cogalmasini  baskilamakta ve apoptozisin (programli  hiicre  Oliimiiniin)
indiiklenmesinde gorev almaktadirlar. Bu genlerin kayb1 veya inaktive olmasi sonucu
hiicre proliferasyonunda artma, hiicresel 6liim siirecinde aksamalar gézlenmektedir.
Bu nedenle tiimoér baskilayicit genlerde meydana gelen mutasyonlar genel olarak

“islev kayb1” sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir (Kleinsmith 2006; Martinez vd., 2003).

Ik olarak karakterize edilen tiimér baskilayict gen, kalitsal retinoblastoma
hastaligindan sorumlu olan RB genidir. RB geni koruyucu (“gatekeeper”) bir gen
olarak tanimlanmaktadir. Bu gen tarafindan kodlanan Rb proteini, biiylime
faktorlerinin yoklugunda hiicre farklilagsmasini baskilayan bir proteindir. Bu gende
meydana gelen bir mutasyon sonucu retinada timor olusmaktadir (Martinez vd.,
2003; Ashktorab vd., 2010). RB geninin tanimlanmasindan sonra p53, APC, PTEN,
TGF-B gibi bircok tiimor baskilayict gen belirlenmistir. Pek ¢ok kanser tiiriiniin
olusumunda rolii oldugu bilinen p53 bu tiimor baskilayici genler i¢inde en fazla 6n

plana ¢ikan gen olmustur (Kleinsmith, 2006).

Ozetle, genetik bir hastalik olan kanser bircok faktdriin etkisi altinda birgok
basamaktan gegerek ortaya ¢ikmaktadir. Bu basamaklarin ger¢eklesmesinde etken
olan molekiiler degisiklikler binlerce arastirmanin konusu olmustur (Takayama vd.,
2006). Bu arastirmalarla kanserin ortaya ¢ikis ve gelisim mekanizmasina dair 6nemli
bilgiler agiga ¢ikarilmis olmasina ragmen Diinya Saglik Orgiitii (DSO), 2030 yilinda
diinya capinda 14 milyon kisinin kanser nedeni ile hayatin1 kaybedecegini
bildirmektedir. Kanser nedenli Oliimlerin basinda akciger, mide, kolorektal,
karaciger, bobrek ve meme kanseri gelmektedir ve bu dliimlerin %70’inden fazlasi
diisiik ve orta gelirli iilkelerde gerceklesmektedir. Kanser goriilme siklig1 igerisinde
8. sirada yer alan bobrek kanseri ise diinya capinda yilda yaklasik 270.000 vaka
icerisinde 116.000 kisinin 6liimiine neden olmaktadir (Eble vd., 2004).



1.2. Renal Hiicreli Karsinom (RHK)

Bobrekler 12. sirt omuru ile 3. bel omuru arasinda uzanan, karin zar1 arka duvarinda
yerlesmis sagli sollu uzanan i¢ organimiz olarak bilinmektedir. Her bir bobrek
ortalama 12x6x2.5 cm. Olgiilerindedir. Agirhigr erkeklerde 125-170 g, kadinlarda
115-155 g arasindadir. iki bobrekte yaklasik 2.400.000 adet nefron vardir ve her bir
nefron kan plazmasimi bobrekten gecerken istenmeyen maddeleri (6zellikle iire,
kreatinin, tirik asit, tiratlar gibi metabolizma artiklar) temizlemektir (Bonsib, 2008).
Normal bobrek parankimi kan damarlari, glomertiller, tiibiiller ve interstisyum olmak
tizere dort kisimdan olusmaktadir. Renal kan damarlar1 yapisal olarak viicudun diger
bolgelerinde goriilenlere benzer 6zelliktedir. Glomeriiller kalin bir bazal membran
etrafinda dizilen 6zellesmis endotelyal, epitelyal ve mezenisal hiicrelerin meydana
getirdigi karmasik yapilardir. Kompleks tiibiiler sistem {iiriner kutuptan baslar ve
renal papillaya uzanir. Bu sistem proksimal tiibiil, Henle ansi, distal tiibiil ve
toplayict tiibiillerden olusmaktadir. Proksimal tiibiil asidofilik sitoplazmali uzun
silindirik hiicrelerle doselidir. Sitoplazmasi, aktif sivi gecisi i¢in gerekli bazal
kivrimlanmalar, yogun mikrovilluslar, endositik vakuoller ve mitokondrilerce
zengindir. Henle ansi, ince inen ve kalin ¢ikan kisimlara sahiptir. Degisken
miktarlarda mikrovillus ve sitoplazmik organel iceren kiibik ve silindirik hiicrelerle
doselidir. Distal tiibiil proksimal tiibiilden daha dar ve kisadir. Mikrovillus ve organel
sayis1 daha azdir. Toplayic tiibiiller, santral yerlesimli ¢ekirdek ve soluk asidofilik

sitoplazmaya sahip kiibik hiicrelerle déselidir (Murphy vd., 1994).

Bobrekte benign ve malign tiimorleri meydana gelebilmektedir. Viicutta gelisen kati
timorlerin %2-3’tinli bobrek timorleri kapsamaktadir. Enfeksiyonlar ve bobrekteki
iyi huylu tiimoérler disinda, eriskinlerdeki kati bobrek kitlelerinin birgogunu renal
hiicreli kanser olusturmaktadir. Bu Kitlelerin 6nemli bir boliimii, yaklasik %20’si,
benigndir (Remzi, 2006). Ozellikle basta meme, akciger ve mide olmak iizere biitiin
malign tiimorlerin yaklasik %8’1 bobreklere yayilmaktadir. Bobrek tiimorlerinin
yaklastk %85’ini renal hiicreli karsinomlar olusturmaktadir. Mezenkimden
kaynaklanan liposarkom, leiomiyosarkom, rabdomiyosarkom, anjiyosarkom ve
fibrosarkom ¢ok daha az goriilmektedir. Nefroblastom olarak da bilinen Wilms

timorii ise daha ¢ok ¢ocuklarda goriilmektedir (Liang Cheng vd., 2008).



1.3. insidans, Epidemiyoloji ve Risk Faktorleri

Tim diinyada gelisen kanserlerin yaklasik %2’si bobrek kaynaklidir. Bobrek
kanserlerinin yaklasik %85’ 1 renal hiicre kaynakli, %12’ si bdbrek toplayici
sistemden kaynaklanan {irotelyal kanser ve geri kalani nadir kanserlerdir (Liang
Cheng vd., 2008).

Tanis1 ortalama 55-60 yaslar arasinda konulan, genellikle yetiskinlerde goriilen
tiimorlerdir. Yetiskin tiimorlerin %2,3-4,3’linii olusturan RHK, {irolojik kanserlerin
en Oliimciil olan1 olarak tanimlanmaktadir. RHK’a tiim etnik gruplarda ve cografik

bolgelerde rastlanmakta ve irklar arasinda da fark bulunmamaktadir.

Diinyada ve Avrupa’da yillik %2 oraninda artis gézlenmektedir. Karsinom sikligi
acisindan erkeklerde 12. sirada, kadinlarda 17. sirada yer almaktadir. Asya ve
Afrikada diisiik insidansda izlenirken, Latin Amerikada, birgok dogu ve bat1 avrupa
iilkesinde, Iskandinavya’da, Kuzey Amerika ve Avusturaya/Yeni Zelanda’da daha
yiiksek insidansda izlenmektedir (Ferlay vd., 2002). Danimarka ve Isvec’te ise son

yirmi yildir siiren bir diisiis goriilmektedir.

1998 yilinda Avrupa’da yaklasik 30.000 hastaya bobrek kanseri tanist konulmus ve
yaklagik 15.000 kadar hasta bu hastalik nedeniyle hayatin1 kaybetmistir (Lindblad,
2002). 2002 yilinda, bobrek kanseri 210,000 vaka ile ilgili diinya ¢apinda teshis
edilmis ve 102.000 kisi bobrek kanserinden dolayr dlmiistiir. 2008 yilinda ise 46.000
yeni olgu bildirilmistir. Insidans1 zencilerde %10-20 daha fazla olup bunun nedeni
tam olarak bilinmemektedir (Lau vd., 2000).

Renal hiicreli karsinom gelisimi birinci derecede akraba olan bireylerde iki ii¢ kat
daha fazla goriilmektedir. Renal hiicreli karsinomlarin yaklasik %2-3’1 bazi herediter
karsinom sendromlariyla iligkili olmakla birlikte, renal hiicreli karsinomlarin biiyiik
cogunlugu genetik yatkinlik olmadan sporadik olarak goriilmektedir (Noordzij vd.,
2004). Ulusal Kanser Enstitiisii, %4 ailesel hastalik belirlemistir. RHK ¢ocuklukta
ender goriilmektedir. Cocukluk yasindaki tiim bobrek tiimorlerinin ancak %2,3-
6,6’sim1 RHK olusturmaktadir. Cocuklarda ortalama baslama yast 8-9 dur ve
erkek/kiz orani esittir (Ordonez vd., 2004).



Yiiz yili agskin bir siiredir RHK’lar iizerinde calisilmaktadir, ancak etiyolojisi ve
histogenezi hala aydinlatilamamistir. Etiyolojisinde sigara en onemli faktordiir ve
erkeklerde %39 olguda etkin olmaktadir. Ozellikle ¢ok i¢ilmesi ve uzun siireli alman
doz daha etkili oldugu goriilmiistiir. Tiitiin ¢igneyenlerde bu riskin daha fazla oldugu
belirtilmistir (Kantor, 1977).

RHK’un metal iscilerinde, firinda calisanlarda, asbestoza ve kadmium’a maruz
kalanlarda biraz daha fazla oldugu gosterilmistir. Radyasyon tedavisi ve
antihipertansif olanlarda az oranda risk artis1 belirtilmistir. Yine hipertansiyonlu,
diabetik ve antihipertansif kullananlarda bu riskin yaklasik 2 kat arttig1 belirlenmistir
(Yuan vd., 1998). igme suyunda yer alan arsenigin bobrek kanseri riskini artirdig
belirtilmektedir. Bunun disinda bir¢ok cevresel kimyasal sorumlu tutulmus ancak
ispatlanmamistir. Bunlar; agir metaller, klorlu solventler, petrokimyasallar, boyalar,
aromatik aminler, solventler, asbest, kadmiyum, organik c¢oziiciiler, pestisitler ve

mantar toksinleridir.

Bazi 0Ostrojen muadillerinin hayvanlarda bobrek tiimorlerine neden oldugu
gosterilmistir. Son yillarda asir1 sismanlik ile iligkisi de Ostrojen hormonlar ile
iligkisini diisiindiirmektedir. Renal hiicreli kanser riski BMI (viicut kitle indeksi) ile
paralellik gostermektedir. Ayrica renal hiicreli kanser ile hipertansiyon arasinda da
bir iligki saptanmistir. Hastaligin nadir ailesel formu tanimlanmistir (Bruder vd.,
2004). Bir calismada ailesel RHK gelisiminin RHK riskini 2-3 kat artirdig
bulunmustur (Argani vd., 2005).

RHK ile birlikte siklikla goriilen hastaliklar arasinda; Von Hippel-Lindau hastalig
(VHL), edinsel kistik hastalik, polikistik bobrek hastaliginin erigkin formu ve
multilokiiler kist, tuberoskleroz, Birt-Hogg-Dube Sendromu, yapisal kromozom 3
translokasyonu, néroblastom, ailesel kutanéz leiomyomatozis ve malign lenfoma yer
almaktadir (Ordonez vd., 2004).

Renal hiicreli kanserli hastalarda, hematiiri, bogiir agrist ve kitle hastaligin klasik
sikayetlerdendir. Ancak hastalarin %40’inda bu semptomlarin yerine kilo kaybi,
karim agris1, anoreksia ve ates gibi sistemik semptomlar goriilebilmektedir. Olgularin
%350’sinde eritrosit sedimantasyon hizinda artig goriilmektedir. %33 oraninda

hematiiri ile iligkisiz normositik anemi mevcuttur (Eble vd., 2004).



1.4. Renal hiicreli Karsinom Siniflandirilmasi

1990’lardan 6nce RHK geleneksel olarak 4 gruba ayrilmistir. Bunlar: Seffaf hiicreli,
graniiler hiicreli, tiibiilopapiller ve sarkomatoid tipi renal hiicreli karsinomlardir.
Daha sonra yapilan degisikliklerle bu smiflama yeniden belirlenmistir. Ozellikle
kromofob hiicreli karsinom adiyla yeni bir alt grub ortaya konmustur. Ayrica
graniiler hiicreli timorler yeniden siniflandirilmis ve sarkomatoid lezyonlarin ayri bir
tirden ziyade diger alt gruplardan koken alan koti huylu timoérler olduklar
anlasilmistir (Oyasu 1998).

Siniflama ¢alismalari, 1981 yilinda DSO bédbregin epitelyal neoplazilerini hiicre tipi
ozellikleri, yapisal oOzellikler ve orjinlerine gore gruplandirmasiyla baglamistir.
Thoenes ve ark. 1985 yilinda RHK’un kromofob tipini sunduktan sonra 1986 yilinda
yine Thoenes ve ark. tiimor hiicre sitoplazmasinda izlenen morfolojik, histokimyasal
ve elektron mikroskopik 6zelliklere gore Mainz siniflamasini ortaya ¢ikarmiglardir.
1993 yilinda sitogenetik temelli, 1997 yilinda molekiiler genetik temelli Heidelberg-
Rochester simiflamasi kabul edilmistir. Heidelberg-Rochester siniflamasi yeniden
gozden gecirilerek DSO 1998 smiflamasi, Kovacs ile baslayan molekiiler
aragtirmalarin sonuglarinin yeniden incelenmesiyle de DSO 2004 siiflamasi ortaya

cikmustir (Storkel vd., 1991; Lopez-Beltran vd., 2009)



Tablol.1. Renal hiicreli Karsinom Siniflandirilmasi (Giiger H. (2006))

DSO 1981

MAINZ 1986

SITOGENETIK 1993

1. Adenom

2.Renal hiicreli karsinom
a-Berrak hiicreli tip
b-Graniiler hiicreli tip
c-igsi hiicreli tip

3. Diger Bellini’nin

duktal karsinomu

1. Adenom

2. Renal hiicreli karsinom
a-Berrak hiicreli tip
b-Kromofilik tip Bazofilik
Eozinofilik

Duofilik

c-Kromofob hiicreli tip Tipik

1. Papiller tiimérler
a-Adenom

b-Karsinom

2. Berrak hiicreli tiimorler
3. Kromofob tiimorler

4. Onkositom

5.Tammlanmamis tiimoér

Eozinofilik gruplari
d-Toplayici kanal tipi
3. Onkositom
HEIDELBERG- DSO 1998 DSO 2004
ROCHESTER 1997
1. Benign 1. Renal hiicreli adenom A-Benign
a-Papiller adenom a-Metanefrik tip 1-Papiller adenom
b-Onkositom b-Papiller tip 2-Onkositom
c-Metanefrik adenom c-Onkositik tip B-Malign

2. Malign

a-Berrak hiicreli karsinom
b-Papiller karsinom
c-Kromofob karsinom
d-Toplayici kanal
karsinomu

e-Siniflandirilamayan

2. Renal hiicreli karsinom
a-Berrak hiicreli tip
b-Papiller tip

c-Kromofob tip
d-Toplayici kanal tipi
e-Noroendokrin tip

f-Siniflandirilamayan

1. Berrak hiicreli tipte renal hiicreli
karsinom

2. Multilokiiler berrak hiicreli
karsinom

3. Papiller tipte renal hiicreli
karsinom

4. Kromofob tipte renal hiicreli
karsinom

5. Bellini’nin toplayici kanal
karsinomu

6. Renal mediiller karsinom

7. Xp11 translokasyon karsinomu
8. Noroblastom ile iligkili karsinom
9. 1gsi hiicreli ve miisindz tiibiiler
karsinom

10. Siniflandirilamayan renal

hiicreli karsinom




1.5. Renal hiicreli Karsinom Tipleri
1.5.1. Benign Tiimorler
1.5.1.1. Papiller Adenom

Papiller adenom (0,5 cm veya daha kii¢iik boyutta) genellikle kati, hiicresel tipleri
bobrek korteksinde genellikle iyi sinirli, tek, grimsi veya beyaz bir lezyon seklinde
olup pRHK 1 ve 2' ye benzer bir tubulopapiller yap1 gostermektedir. Papiller adenom
renal tiibiillerin epitellerinden koken alan en yaygin tiimorler olarak kabul
edilmektedirler. pPRHK o6rneklerinin yaklasik %10 ile %40’inda benzer genetik
degisiklikler gozlenmistir (Eble vd., 2004).

1.5.1.2. Onkositom

Kati renal tiimorlerin %3-7’sini olusturan onkositomlar ¢ok sayidaki mitokondrinin
varligint gosteren, genis graniiler asidofilik sitoplazmali hiicrelerden olusan benign
bir neoplazi olarak tanimlanmaktadir (Sorbellini vd., 2005). Yogun graniiler
eozinofilik sitoplazmali olup ve yuvarlak ve diizenli g¢ekirdekleri vardir. Mitotik
aktivite ve nekroz nadir olarak goriilmektedir. En sik goriilen anormallikler arasinda
kromozom 1 ve Y ’nin kaybi, kromozom 14 delesyonu ile kromozom 11q13’ i iceren
degisiklikler yer almaktadir. RHK larin seffaf hiicreli alt tiiriinlin birgcogunda goriilen
kromozom 3’deki anormallik onkositomlarda bulunmamaktadir (Eble vd., 2004;
Nagy, 2002). Erkekler bayanlara oranla iki kat daha sik etkilenmektedir. Timor
boyutu 4-6 cm arasinda degismektedir. Onkositomlar acgik kahverenginde olup ve
kapsiillidiir. Bu rengi veren mitokondrilerdeki sitokromlardir ve tiimérde bulunan
pigment miktarma gore degismektedir. Kanama ve Kistik dejenerasyon goriilebilir

ancak nekroz ¢ogunlukla izlenmemektedir (Tickoo vd., 1999).

1.5.2. Malign Tiimérler
1.5.2.1. Berrak Hiicreli Renal Hiicre Karsinomu (bRHK)

2004 yili DSO smiflamasma gore tiim berrak hiicreli bobrek tiimdrleri malign
smifinda kabul edilmistir. Berrak hiicreli RHK genellikle altin sarist renkte
goriilmektedir. Nekroz, kistik dejenerasyon, kanama, kalsifikasyon, ossifikasyon,
renal ven ve sarkomatoid degisimi (yaklasik %5) gozlenebilmektedir (Grignon ve
Che, 2005).



Berrak hiicreli RHK tipik olarak alveoler kiimeler halinde karsinom hiicreleri ve bu
kiimeler arasinda kii¢lik kan damarlarinin meydana getirdigi agdan olusan goriiniime
sahiptir (Eble, 2003). Tiimorlerin biiylik kisminda sitoplazma berrak ve graniiler
ozellik gostermektedir. Tiimor hiicrelerinin berrak goriiniimiiniin temelinde PAS ve
Oil Red ile boyandiginda belli olan anormal glikojen ve yag depolanmasi
yatmaktadir.

Tim tlimorlerin %2’sini, renal hiicreli karsinomlarin %70-80’ini olusturmaktadir.
Biiyilik ¢ogunlugu 40 yas iistiinde gelismektedir ve 1,5:1 oramiyla erkeklerde daha sik
goriilmektedir. En sik 6-7 dekatta gozlenmektedir. Kromofob hiicreli RHK ile
karsilagtirildiginda seffaf hiicreli RHK ko6tii prognoza sahip olup, nadirde olsa
papiller alt tipleride mevcuttur. Vakalarin %90’ mda 3. kromozom kisa kolunda
genetik materyal kayb1 ve VHL gen mutasyonu gozlenmistir.  Bu hasar
hipermetilasyonla fonksiyon kaybi olabilecegi gibi kromozomun tiimiiniin kayb1
seklinde de olabilmektedir. K&tii prognoz ile iligkili kromozom 14’te heterozigosite

kaybi gibi diger genetik anomalilerde goériilmektedir (Eble, 2003).

1.5.2.2. Multilokiiler Kistik Renal Hiicre Karsinomu (MKRHK)

Tiimoér tamamiyla ¢ok sayida kistten ve bRHK’nin berrak hiicrelerine benzeyen
hiicre gruplarinin olusturdugu boélmelerden meydana gelmektedir. Makroskobik
olarak normal bobrekten ince bir fibroz kapsiille ayrilan kiigiiklii biiyiiklii ¢ok sayida
kistten olusan, ser6z ya da kanamali siv1 igeren iyi huylu Kitlelerdir. Kitle boyutu 0,5
ile 13 cm arasinda degisiklik gostermektedir. Ortalama 20-76 yaslar arasinda goriilen
MkRHK, nekroz igermemekte ve bolmeler arasinda gozle goriilebilir belirgin timor
nodiilleri yoktur ki bu da kistik konvansiyonel berrak hiicreli RHK’den ayric1 bir
ozelliktir (MacLennan ve Cheng, 2008).

1.5.2.3. Papiller Tip Renal Hiicreli Karsinom (pRHK)

Papiller renal hiicreli karsinom, bobrek kanserlerinin yaklasik %13-15ini
olusturmaktadir. Bu 6zelliginden dolay1 bobrek tiimorleri igerisinde ikinci en sik tipi
olarak bilinmektedir (Reuter, 2006). Erkek-kadin oram 2:1 ile 3,9:1 arasinda
degismektedir. Vakalarin  biliylikk ¢ogunlugu kendiliginden gelismektedir.
Kendiliginden gelisen vakalarda trizomi veya tetrazomi 7, trizomi 17 ve Y

kromozom kayb1 yaygin olarak goriilmektedir.



Yaklasik %20’sinde 3p kromozom kaybi gozlenmektedir. Yine heterojenik olarak
birgok kromozomda genetik kayiplar goriilebilmektedir. Bu kanser tipi ailesel
papiller karsinom seklinde de goriilebilir ve bu formunda MET onkogen mutasyonu
ortaya ¢ikmaktadir. Kalitsal ge¢is gosteren papiller RHK olgularinda 7q31
bolgesinde yerlesmis c-MET geni tiroid, over ve kolonun papiller karsinomlarinda da
goriilmektedir. Bu genin Ozellikle hiicre ¢ogalmasi (proliferasyon), yeni damar
olusumu (anjiyogenez), hiicre hareketliligi ve hiicre farklilasmasi iizerinde 6nemli
etkisi oldugu bilinmektedir (MacLennan ve Cheng, 2008).

Makroskopik olarak genellikle bobrek dokusu iginde lokalize, iyi sinirl, yalanci
kapsiil igeren, ¢ap1 1-18 cm arasinda degisebilen kitlelerdir. Papiller renal hiicreli
karsinom tipik olarak iyi sinirli olup %90’dan fazla hastada bobrek parankiminden
farkl1 bolgededir. Stromada makrofaj varligi, eski kanama ve hemosiderin (Fe?)
nedeniyle kesit ylizii kirmizi-kahverenkli, agik gri-kahverengi, altin saris1 gibi
degisik renklerde gozlenmektedir (Burgin ve Kutsal, 2004).

Mikroskopik olarak pRHK’lar papiller, tiibiiler veya tiibiilopapiller biiyiime paterni
ile karakterizedir. Sitoplazma, bazofilik eozinofilik veya bazen kismen agik olarak
goriilebilmektedir. Papiller yapilar tek sirali tiimor hiicreleri seklinde olup bazen

yalanci tabakalagmalar goriilebilmektedir (Khan vd., 2007).

Delahunt ve ark., farkli klinik davranmisa sahip iki morfolojik pRHK tipi
tamimlanmistir.  Papiller RHK; tipl ve tip2 olarak iki morfolojik alt tipe
ayrilmaktadir. Her iki tip timorde akut ve kronik inflamasyon, genis nekroz, eski
kanamalar, psammom cisimcikleri (kum cisimcikleri), kolesterol yariklari, yabanci
cisim tipi dev hiicreler ve distrofik kalsifikasyon (kire¢ tuzlariin birikmesi) odaklari
goriilebilir. Tip 1 papiller RHK da; papillalar tek veya iki sirali diisiik niikleer
dereceli, kiiciik epitelyal hiicre tabakasi1 goriilmektedir. Kiigiik yuvarlak veya oval
cekirdek, belirsiz niikleol ve kiigiik soluk veya berrak sitoplazmaya sahiptirler.
Tiibiiler yapilar benzer sekilde hiicrelerle dosenmis sekildedir. Tip 2 papiller RHK
tip 1’ e gore daha biiylik olma egilimindedir. Tip 1’de ortalama ¢ap 6 cm iken, tip
2’de 9,5 cm olarak olgiilmekte ve niikleer derece de daha yiiksek goriilmektedir
(Sekil 1.1.). Tip 2’de timor hiicreleri biiyiik kiiresel c¢ekirdek, belirgin niikleol ve
degisik derecelerde yalanci tabakalagsmalar icermektedir. Sitoplazma genis ve tipik
olarak eozinofiliktir. Makrofajlar nekroz alanlar1 yakinlarinda daha ¢ok

goriilmektedir. Her iki tipte de %5 oraninda sarkomatoid diferansiyasyon goriilebilir.
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Tip 1 papiller karsinomlarda sagkalim Tip 2’ye gore daha iyidir. Tip 2 timdrlerde
AGNOR skoru (glimiis boyama) ve Ki-67 indeksi daha yiiksektir. Vakalarin biiyiik
bir kism1 CD10, vimentin ve RCC-Ma eksprese ekmektedir. Tip 1 daha ¢ok CK7 ve
MUC-1 eksprese ederken, Tip 2 tiimorler CK20 ve E-kadherini daha ¢ok eksprese
etmektedir. MUC-1(bir musin tipi) salinimi normal epitelyal hiicreler ve diger
karsinomlara gére daha azdir (Delahunt vd., 2001; Leroy vd., 2002).

Sekil 1.1. Tip 1 (A) ve Tip 2 (B) papiller RHK mikroskobik goriintiisii

Papiller RHK ile ayirict tami giigliigii yasayan olgularda; papiller adenomda da
benzer kromozom degisiklikleri goriilebildigi icin kromozom analizi her zaman net
olarak ayirt edici olmamistir. Miisinoz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinomun
histopatolojik olarak tip I papiller RHK ile benzerlik gosterdigi gézlenmistir. Ancak
cok sayida kromozomu ilgilendiren genetik bozukluklar tasiyan bu tlimdrlerde
papiller RHK’daki 7,17 ve Y kromozomu degisiklikleri goriilmemektedir. Berrak
hiicreli papiller karsinom da ayni nedenle molekiiler diizeyde papiller RHK’dan
ayrilabilmektedir. bRHK ile karsilastirildiginda, pRHK daha kii¢iik bir ortalama ¢apa
sahiptir.

1.5.2.4. Kromofob Tip Renal Hiicreli Karsinom (kRHK)

Kromofob tip; RHK’lardan daha az agresif, ags: sitoplazma ve belirgin hiicre zari ile
cevrili, biiyilk ve soluk hiicreler ile karakterize bir tiptir. Bannasch ve ark. sigan
bobrek kanseri indiiksiyon deneylerini yaparken bu kanser tipini kesfetmislerdir.
Ardindan Kromofob RHK, 1985°de Thoenes ve ark., tarafindan insanlarda da
tanimlanmistir. Kromofob RHK“ler bobregin tiim epitelyal tiimorlerinin %5 ini

olusturmaktadir. Seffaf hiicreli ve kromofob RHK’larda daha sik kadinlara oranla
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erkekler etkilenirken, aksine, kromofob RHK erkek ve kadinlarda ayni frekansta
ortalama 23-86 yaslar arasinda goriilmektedir. Mortalite oran1 %10’dan azdir (Burgin
ve Kutsal, 2004).

Timorler iyi smirlidir ve makroskobik olarak tiimoér boyutu 2-22 cm arasinda
degisiklik gostermektedir. Kesit yiizeyi, tipik olarak soluk sari, gri ya da
kahverenklidir ve onkositoma benzerlik gosterebilmektedir. Kii¢iik kanama, nekroz
ve skar (yara) alanlari igerebilmektedir (Eble vd., 2004). Mikroskobik olarak
genellikle kati, bazen glandiiler, tubulokistik patern izlenebilmektedir. Fokal
kalsifikasyon ve fibroz bolmeler goriilebilmektedir. Berrak hiicreli RHKlerin aksine
bu tiimor grubunda kalin duvarli, hyalinize orta boy damarlar tiimore eslik
etmektedir. Bundan farkli olarak berrak hiicreli karsinomlarda daha kiigiik, ince

duvarl siniizoidal nitelikte damarlar vardir (MacLennan ve Cheng, 2008).

Iki tip kromofob tipte renal hiicreli karsinom cesiti bilinmektedir. Bunlar klasik tip ve
eozinofilik tip olan kRHK’lerdir. Klasik tip eozinofilik tipten daha Once
tanimlanmistir.  Klasik tipte hiicreler bdlmeler boyunca uzanim gosterme
egilimindedir. Hiicreler sinirlar1 belirgin, bol, ince agsi bir yapili ya da soluk
asidofilik sitoplazmalidir. Eozinofilik alanlardaki hiicreler esas olarak onkosit
ozelliginde olup onkositoma benzerlik gostermektedir. Klasik tiiriinde mitokondriler
periferde bulunmakta ve hiicre membranina yakin yerde yogunlagsmistir. Eozinofilik
tiirlinde 1se, mitokondriler daha yaygin olarak bulunmaktadir. Glikojen ve lipid
icerigi azdir. Hiicre yiizeyinde az miktarda kisa mikrovilluslar bulunmaktadir
(Thoenes vd., 1998). Kromofob RHK’lar karakteristik sitogenetik anormallikler
gostermektedir. Kromofob RHK’larda tipik genetik anomaliler saptanmistir. Bunlar
siklikla kromozom Y,1, 2, 3, 6, 10, 13, 17 ve 21°de tam veya ¢oklu kayiplarin oldugu
goriilmektedir. Kromofob RHK larda p53 gen mutasyonu kiigiik oranda
goriilmektedir (Brunelli vd., 2008).

Onemli bir tanisal bulgu, bu tiimdrden HALE’in kollaidal demir boyasi ile pozitif
sitoplazmik boyanma izlenmesidir. Immunohistokimyasal olarak Pankeratin, CK7,
EMA, Lectin, Parvalbumin ile pozitif reaksiyon izlenirken, RHK-Ma ile
pozitif/negatif reaksiyon goézlenmektedir. Vimentin, CD10, AMACR ve CK20 ile
boyanma goriilmemektedir (Hendrickson vd., 2004; MacLennan ve Cheng, 2008).
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1.5.2.5. Bellini’nin Toplayic1 Kanal Karsinomu

Bu tiimo6r Bellini toplayict kanal ana hiicrelerinden kaynaklanir. Renal hiicreli
karsinomlarin %]1’inden azini olusturmaktadir. Timoér capt 2,5-12cm arasinda
degisiklik gostermektedir. Ortalama goriilme yast 55 olarak bilinmektedir. Erkek
kadinlara oranla daha baskin gozlenmektedir (Kirkali vd., 1996). RHK’lere gore
daha farkli yerlesimli ve daha agresif tiimorlerdir. Medulla yerlesimli olmasi nedeni
ile yiiksek dereceli tirotelyal kanserler ile karistirilabilmektedir. Bildirilen az olgu
olmas1 nedeni ile sitogenetik 6zellikleri tam bilinmemektedir. Az sayidaki olguda 1q
(6zellikle 1g932), 6p, 8p, 13q, 21q heterozigosite kayb1 ve Y kromozomu kayb1 gibi
degisik derecelerde sitogenetik bulgular goriilmektedir. Toplayici kanal karsinomlu
%50 vakada cErbB2 gen amplifikasyonu belirgin olmustur. Yaklasik 2/3 hasta grubu
2 yil igerisinde dlmekte olup ve 6liim oranlari bazi aragtirmacilara gore %83’ ten
daha fazla olarak belirlenmistir (Tokuda vd., 2006).

1.5.2.6. Renal Mediiller Karsinomu

Renal mediiller karsinomu nadir goriilen ve yiiksek agresif seyirli bobrek timorii
olarak bilinmektedir. Terminal toplayici kanal ve komsu papiller epitelyumdan
kaynaklandigina inanilmaktadir. Orak hiicreli hemoglobinopatiler ile ¢ok giiglii
iligkisi oldugu goriilmiistiir. Biiylik ¢cogunlukla HbS tasiyicilart olmak {izere HbSC
hastalarinda da goriildigii bildirilmistir. Erkek kadin orani yaklasik olarak; 1,9:1
olarak belirlenmistir. Tan1 aninda erkeklerde ortalama yas 19, kadinlarda ortalama
yas 22 dir. Makroskopik olarak bu tiimorler tipik olarak medullada yerlesmektedir.
Kot siirli, lobiilli, elastik kivamda, sari-kahverenklidirler ve degisik derecede
kanama ve nekroz igermektedirler. Tiimor boyutlar1 1,8 ile 13 cm arasinda olup
ortalama 7 cm dir (Yang vd., 2002). Tiimor hiicreleri tipik olarak biiyiik niikleus,
belirgin niikleol ve degisik yogunlukta eozinofilik sitoplazma icermektedir. Tam
aninda veya kisa bir siire sonra bobrek mediiller karsinomlu hastalarin %95’inde

metastaz gosterilmistir. Dolayisiyla prognozu kétiidiir (Eble vd., 2004).

1.5.2.7. Xp11 Translokasyon Karsinomu

Bu bobrek karsinomu agirlikli olarak gocuklar ve geng eriskinleri etkilemesi ile
taninmaktadir. Son yillarda yapilan sitogenetik ve molekiiler calismalar geng
hastalardaki bobrek karsinomlarinin yaklagik 1/3’tintiin  Xpl1 translokasyon

karsinomu oldugunu gostermistir. Bu kanser tirii degisik kromozom
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translokasyonlar1 icermektedir. Tamaminda Xpll.2 traslokasyonu goriilmektedir
(Altinok vd., 2005). Translokasyon karsinomlu hastalarin hemen hemen hepsi 18
yasindan kii¢iik olmasina ragmen bu yas grubuyla smirhi degildir. Erkek ve
kadinlarda hemen hemen esit oranda goriilmektedir. En az %15’ini Onceden
kemoterapi alan hastalar olugturmaktadir (Argani ve Ladanyi , 2005; Argani vd.,
2006)

Timor hiicreleri papiller yapilar gostermekte olup tiimor hiicreleri genellikle katidir.
Alveolar yap1 goriilebilir ve bazi yuvalar merkezi limen igerebilmektedir. Papiller
yapilar degisik oranlarda olabilmektedir. Tiimdr hiicreleri uniform yapida, sinirlari
belirgin, graniiler eozinofilik veya berrak arasinda degisen genis sitoplazmalidir.
Diger translokasyon karsinomlari arasinda; t(X;17) (p11.2;q25), t(6;11) (p21; q12)
ile iliskili karsinomlar gibi 6rnekler verilebilir. t(X;17) (p11.2;q25) karsinomlar kotii
gidislidir, t(6;11) ile iliskili karsinomlar ise yavas seyirlidirler (Argani ve Ladanyi,
2005).

1.5.2.8. Noroblastom Ile Tliskili Renal Karsinom

Bobrek {istli bezinde en sik goriilen tiimor noroblastom olarak bilinmektedir.
Noroblastom, tiim ¢ocukluk ¢agi tiimorlerinin %8-10"unu olusturmaktadir. Vakalarin
%?36's1 bir yas, %75' iki yas altinda goriilmektedir. Sempatik ganglionlarin ve
adrenal medullanin 6nciil hiicresi olan noral krest hiicresinden koken almaktadirlar.
Dolaysiyla tiimor sempatik sinir sistemi boyunca her yerde goriilmektedir. Ancak
vakalarin %75'inde abdominal kitle saptanir. Bunlarin yariya yakini adrenal
medulladan, kalani paravertebral ganglionlardan kdken almaktadir. Karinda kitlenin
yaninda karin agrisi, istahsizlik, kusma, kabizlik ve ates gibi yakinmalar
gozlenmektedir. Tiimor hiicrelerinden katekolamin salinimina bagli olarak kanda
adrenalin ve noradrenalin, idrarda homovalinik asit ve vanilmandelik asit diizeyi
yiiksektir. Hastalarin %75'inde tanida kemik iligi, kemik ve karaciger gibi organlara
metastaz ve bu organlarin tutulumuna bagh bulgular saptanmistir (Fleitz vd.,2003).
Tiimdrlerin makroskopik boyutlart 3,5 ile 8 cm arasindadir. Mikroskopik olarak;
noroblastom ile iligkili renal hiicreli karsinomda kati veya yuvalar iginde siralanmig
hiicreler seklindedir. Tiimor hiicre membranlart keskin sinirli ve genis eozinofilik
graniiler sitoplazma igerirmektedir. 20913 lokusunda allelik dengesizlik
goriilmektedir. Erkek ve kadinlarda goriilme orant hemen hemen esit olup ortalama

yas 13,5 olarak goriilmektedir (Koyle vd., 2001).
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1.5.2.9. igsi Hiicreli ve Miisinéz Tiibiiler Renal Karsinom

Ik olarak 1997°de Maclennan ve ogrencileri tarafindan, diisiik dereceli toplayici
tubiil karsinomu adi altinda 5 vaka rapor edilmistir. Bu tiimdrler belirgin olarak
kadinlarda goriilmekte olup, erkek kadin orami yaklasik 1:4 oranindadir. Ortalama
yas 53 olarak goriilmektedir. Ortalama ¢aplar1 6-7 cm dir. Tiimorler keskin sinirli,
gri, beyaz, sar1 veya acik kahverenklidir. Bazen minimal kanama ve/veya nekroz da
goriilmektedir. Mikroskopik olarak; hiicreler sikica paketlenmis, kiiciik uzamis
tiibiillerde dagilmis genis eozinofilik, ekstraselliiler miisin igeren, bazilar1 kabarcikli
miksoid goriinim icermektedir. Bu tiimorlerde hiicre kaynagi net olarak
belirlenememekle birlikte, henle kulpu veya ozellikle toplayici tiibill epitelinden
kaynaklandigin1  destekleyen ¢alismalar vardir. Timor iligkili 6liim rapor
edilmemistir. Bu timor kromozom 1, 4, 6, 8, 13 ve 14 igin kayiplarla, kromozom 7,
11, 16 ve 17 igin kazanglarla iligkilidir (Eble vd., 2004).

1.5.2.10. Simflandirilamayan Renal Hiicreli Karsinom

DSO’niin 2004 smiflamast  smiflandirilmayan  RHK  (SRHK) tamisim1  diger
kategorilerden birine tam olarak uymayan olgularda konulacak bir tan1 kategorisi
olarak tanimlamistir. Bu kategorideki tiimorler degisik goriintimler ile heterojen
ozellikler tasidigindan ve farkli genetik lezyonlar icerdiginden siirli incelemeler ile
tan1 verilemeyecegi belirtilmektedir. SRHK kategorisinde yer alan tiimorlere 6rnek
olarak; musin tireten, atipik ve tanimlanamayan hiicresel Ozelliklere sahip olan,
epitelyal komponenti olmayan sarkomatoid morfolojili ve epitelyal-stromal
elementlerin karigimini igeren timdrler verilebilmektedir (Eble vd., 2004).
Smiflandirilamayan RHK siklig1r %2-7 arasinda verilmesine ragmen bu tiimorlerin
histopatolojik o6zellikleri ve sikligi ile ilgili kesin veriler bulunmamaktadir. Bu
konuda son en genis ¢alisma Karakiewicz ve arkadaslarina ait olup katilan 18
merkezin 6350 hastasina ait veriler degerlendirilmistir. Bu ¢alismada sRHK orani

%1,3 olarak belirlenmistir (Karakiewicz vd.,2007).
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1.6. Bobrek Kanserlerinde Gozlenen Genetik Degisimler

Son yillarda RHK’un molekiiler genetigi ile ilgili onemli gelismeler kaydedilmistir.
Bu konuda yeni ailesel sendromlar bulundugu gibi; bu malignitenin kendiliginden
gelisen ve ailesel formlart ile ilgili timdr baskilayici genler ve onkogenler
tanimlanmistir. Bobrek kanserlerinin biiyiikk ¢ogunlugunda herhangi bir genetik
anomali yada degisim s6z konusu degildir. Ancak %5 kadar hastada kanserin genetik
degisikliklerle 1iligkili oldugu soOylenmektedir. Bobrek karsinomlarinin bii-yiik
cogunlugu genetik yatkinlik olmadan sporadik olarak goriiliirler (Tokgiin ve Akca
2013).

Ailesel bobrek kanserlerinin gogunlugu (%75) berrak hiicreli kanser tipindedir ve
berrak hiicreli RHK’lu olgularin %50’ye yakin bolimiinde VHL gen mutasyonu,
%20’sinde  DNA metilasyonu gozlenmektedir. Normalde VHL geni timor
baskilayict gen olup yeni damar gelisimini engellemek dahil, mikrotiibiil dinamiginin
kontroliinde, hiicre dis1 matris olusumunda, apoptozun diizenlenmesinde ve p53
proteinlerinin kararliliginda rol oynamaktadir. Ancak, bu gen normal islevlerini
yapamaz hale gelince tlimor biiylimesinin Oniindeki 6nemli bir engel ortadan
kalkmakta ve timor biiylimesi gergeklesmektedir. VHL hastaligi olan bireyler bu
mutasyona ugramis geni kendinden sonraki nesillere de aktarir. Ailesel olmayan
kendiliginden gelisen bobrek kanserlerinin yaklasik %60 kadarinda da bu gen
mutasyonu saptanabilmektedir. Bunlarin disinda 9p ve 14q kromozom kaybi
gozlenmektedir. Kromozom 9p kaybmin kotii prognoz, 14q kaybinin hem koti
prognoz, hem de ileri evre ve derece ile iliskili oldugu belirtilmektedir. Xp11.2
translokasyon / TFE3 gen flizyonlu bRHK, daha ¢ok ¢ocuklarda, geng eriskinlerde
goriilmektedir (Kutsal, 2005; Eble vd., 2004).

Papiller RHK’da; kromozom 7 ve 17 trizomisi, kromozom 1, 16 ve Y’deki
anormallikler saptanmistir. pRHK alt tipi olan papiller tip 1 kanserlerde MET geni
mutasyonlarma %35 oraninda rastlandig goriilmiistiir. Papillerde, Tip I tiimdrler
cMET yolag ile iligskilendirilmis olup Tip Il kalitsal tiimorlerde fumarat hidrataz
(FH) gen mutasyonlar1 gosterilmistir (Kovacs vd., 1991).
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Kromofob RHK’ lerde 1, 2, 6, 10, 13, 17 ve 21. kromozomlarda kayip izlenirken,
molekiiler diizeyde p53 mutasyonlari ve PTEN geni ¢evresinde heterozigozite kaybi

(LOH) saptanmustir (Sukosd vd., 2001).

Bellini’nin toplayici kanal karsinomu ile ilgili bildirilen az olgu olmasi nedeni ile
sitogenetik ozellikleri tam bilinmemektedir. Az sayida olguda 18 ve 21. kromozom
monozomisi ve Y kromozom kaybi bildirilmistir. 1q, 6p, 13q, 21q kollarinda
heterozigozite kaybi, 3p kaybi saptanmistir. 8p heterozigozite kaybimin koti
prognostik gosterge olabilecegi belirtilmistir (Gregori-Romero vd., 1996).

Miisindz tiibiiler ve igsi hiicreli kanser, diisiik dereceli kabul edilen iyi prognozlu bir
timor olarak bilinse de genomik hibridizasyon ve FISH yontemleri ile bu tiimorde 1,
4, 6, 8, 13 ve 14. kromozomlarda kayip, 7, 11, 16 ve 17. kromozomlarda artis

saptanmistir. Onkositomlarda Y ve 1. kromozom kaybi, 11ql13 translokasyonu

saptanmustir (Eble vd., 2004).

Tablo 1.2. Bobrek Tiimorlerinde Sik Goriilen Genetik Bulgular (Kutsal, 2005).

Patolojik Tiir

Seffaf Hiicreli RHK

Papiller RHK

Kromofob RHK

Toplayici Duktus Kanseri

Bobrek mediiller kanseri

Miisindz Tiibiiler igsi

Hiicreli Karsinom

Papiller Adenom

Onkositom

Metanefrik Adenom

Sitogenetik Ozellikler

-3p VHL geni mutasyonu
DNA metilasyonu -9p,-14q
+7, +17,-Y,+12, +16, +20

-1, -2, -6, -10,-13, 3-17,- 21
-Y

1q, 6p, 8p, 13q, 21q, -1, -6,
-14, -15,-22, -8p, -13q

-11

-1, -4, -6, -8, -13, -14,+7, +11, +16, +17

Y, +7, +17, +12, +16,+20

-Y, -1, T(11q13)

Normal -2p

Koken

Proksimal Nefron

Proksimal Nefron

Toplayici Duktusun
Kortikal

Mediiller Toplayici Duktus

Proksimal Nefron

Toplayici Duktusun
Kortikal Interkaler

Hiicreleri

?
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1.7. Renal Hiicreli Karsinomlarin Derecelendirilmesi

Renal hiicreli karsinomlarin derecelendirilmesi i¢in yillar boyu pek cok sistem
onerilmistir. Bunlardan Fuhrman ve arkadaslarinin Onerisi en ¢ok kabul goéreni
olmustur. Bu sistem niikleer boyut, niikleer membranin diizensizligi ve niikleolus
belirginligi temeline dayanir. Klinik gidisle Fuhrman niikleer derecesi (FND)
arasinda berrak hiicreli RHK larda siki iliski gdzlenmektedir. Papiller ve kromofob
RHK'de FND ve ya diger derecelendirme sistemlerinin kullanimi ise tartigsmalidir.
Farkli calismalarda papiller RHK'de niikleer derece ve sagkalim siireleri arasindaki
iliskiyle ilgili olarak ¢elisen sonuglar yayinlanmaktadir (Fuhrman, 1982). Benzer
olarak kromofob RHK’de siklikla niikleer diizensizlikler gostermesine karsin genel
yasam beklentisi ¢ok iyidir (%90 oraninda). Sistemin Ozellikleri Tablo 1,3’te

Ozetlenmistir.

Tablo 1.3. Fuhrman Derecelendirme Sistemi (Fuhrman, 1982).

Derece Ozellik

1 Niikleus yuvarlak (10 um), niikleol belirsiz ya da yok
2 Niikleus hafif diizensiz (15 um), niikleol kolayca goriilebiliyor
3 Niikleus ¢ok diizensiz (20 um), niikleol biiyiik ve belirgin

4 Niikleus bizar ve multilobule (>20 pm), niikleol belirgin

1.8. Renal Hiicreli Karsinomlarin Evrelenmesi

En sik kullanilan sistem olan TNM (Timoér, Nod ve Metastaz) evrelendirmesi,
hastaligin anatomik yayginligina dayanmaktadir. Bobrege sinirh tiimorlerde prognoz
daha iyiydir. 5 yillik yasam oranlar1 Evre I, II, III ve IV igin sirasiyla %91, %74,
%67 ve %32’dir (Sobin ve Wittekind, 2002). Robson ve ark. tarafindan 1969 yilinda
olusturulan evreleme sistemi pek ¢ok klinisyen ve patolog tarafindan kullanilmistir.
Gegen yillarda Uluslararast1 Kanser Savas Orgiitii (UICC: Union Internationale
Contrele Cancer) ve Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC: American Joint
Committee on Cancer) isbirligi ile TNM evreleme sistemi olusturulmus ve bu

sistemde bobrekte sinirli tiimdrler evre 1 ve evre 2 olarak yer almiglardir. TNM
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evreleme sistemi 1993 ve 2002 yillarindaki diizenlemelerle bugiinkii seklini almistir

(Gren vd., 2002) (Tablo 1.4).

Bu evreleme sistemlerinin tiimii ancak belirli tiimor tiplerinde degerli prognostik
bilgiler verir. Ornegin; timdr boyutu ve kapsiil dis1 yayilim kromofob hiicreli
RHK’de bRHK’da oldugu kadar fazla prognostik 6éneme sahip degildir. KRHK lar
ortalama 8-9 cm c¢aplarla renal kortikal neoplazilerin en biiyiikleri olmalarina karsin,
hastaliksiz yasam oranlar1 yaklasik %90°dir. Toplayict duktus karsinomlarinda ise
prognoz katiidiir. Renal hiicreli kanserde evreleme sistemi timoriin bobrekten Gteye
yayilim derecesine dayanir. Kan damarlarinin tutulumu eger tiimdr bobrege sinirli ise

kotii bir prognostik faktor olmayabilir.

Tablo 1.4. Renal Epitelyal Tiimoérlerde Evreleme (TNM 2002) (Gren vd., 2002).

Primer tiimor (T)
Tx: Primer tiimor degerlendirilemiyor.
TO: Primer tiimore ait delil yok.
T1: Tiimoriin en biiylik boyutu 7 cm ya da daha az, bobrekle sinirli.
Tla: Timor 4 cm veya daha kiigiik
T1b: Tiimor 4 cm’den biiyiik, 7cm'den kiigiik
T2: Tiimoriin en biiylik boyutu 7cm ya da daha fazla, bobrekle sinirli.
T3: Tiimo6r major venlere yayimli G ya da adrenal bez, perinefrik dokulara invaze
olmus, ancak Gerota fasyasini asmamis
T3a: Tiimor adrenal beze ya da perinefrik dokuya invaze olmus fakat Gerota
fasyasini agsmamis.
T3b: Tiimor renal vene ya da diyafragma altindaki vena kavaya kadar ilerlemis.
T3c: Tiimor diyafragma iistiindeki vena kavaya yayilmis.
T4: Timor Gerota fasyasinin Gtesine yayilmus.
Bolgesel lenf nodlar: (N)
Nx: Bolgesel lenf nodu degerlendirilemedi.
NO: Bolgesel lenf nodu metastaz1 yok.
N1: Tek bir bolgesel lenf noduna metastaz.
N2: Birden fazla bolgesel lenf noduna metastaz. Not: tek tarafli olmas1 N
siniflamasini etkilemez.
Uzak metastazlar (M)
Mx: Uzak metastaz degerlendirilemedi.
MO: Uzak metastaz yok.
M1: Uzak metastaz.

Evre | T1, No, Mo
Evre Il T2, No, Mo
Evre 11 T1, N1, Mo --- T2, N1, Mo --- T3a, No, Mo --- T3a, N1, Mo

T3b, No, Mo --- T3b, N1, Mo --- T3c, No, Mo --- T3c, N1, Mo
Evre IV T4, No, Mo --- T4, N1, Mo
Herhangi T, N2,Mo, Herhangi T, Herhangi N, M1
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1.9. Epigenetik ve Epigenetik Degisiklikler
Epigenetik, genetik kodu yani DNA baz dizilimini degistirmeksizin, gen ifadesinde
uzun siireli degisikliklere yol acan farkli siirecleri ifade etmekte kullanilan bir

:9°

terimdir. ‘Yaninda, yani1 sira’ anlamlarina gelen “epi”, genetik kodu olusturan
Adenin, Guanin, Sitozin, Timin bazlarinin dizilimlerini etkilemeden, bunlarin yani

sira olusan degisiklikleri ifade etmektedir.

Bu terim ilk kez Waddington tarafindan 1942°de viicuttaki tiim hiicrelerin ayn1 DNA
dizilimine sahip olmasina ragmen, farkli genleri ifade etmelerini agiklamak amaciyla
kullanilmistir. Ornegin ayni1 genetik koda sahip olmalarina ragmen, karaciger ve
beyinde ifade edilen proteinler birbirlerinden oldukga farklilik gostermektedir.
Waddington bunu agiklamak igin, gelisim esnasinda, DNA dizisinin Otesindeki
diizeneklerin bu farklili§i kontrol ettigini ileri siirmiistiir. Yakin zamandaki
calismalar, epigenetigin yalnizca gelisim esnasinda degil, eriskin yasamda da gen
ifadesinin siirekli olarak diizenlenmesinde rol oynadigin1 ortaya koymustur

(Kouzarides 2007).

Epigenetik degisiklikler oldukca dengeli/kalicidir. Bu dengeli yapilarina ragmen,
epigenetik degisiklikler ayn1 zamanda geri c¢evrilebilir niteliktedir. Bu dinamik
ozelligi epigenetik diizeneklerin gen ifadesini degisen kosullara gore diizenlemesini
saglamasinda 6nemli kilmistir. Bir baska deyisle cevresel kosullarin degistirilmesi,
ilag, terapi vb. dis miidahaleler ile gen ifadesinin kontrol edilmesi miimkiindiir. Bu
ozelligi epigenetik diizenekleri yeni tedavi stratejileri gelistirme c¢alismalarinin
odaklarindan biri haline getirmistir. Bunun yani sira epigenetik degisiklikler
kalitilabilir niteliktedir, yani ¢evresel kosullarin gen ifadesi lizerinde yarattig1 etki,
bunun o Dbireye sagladigi avantaj veya dezavantaj sonraki nesillere

aktarilabilmektedir (Delcuve vd., 2009; Kaminsky vd., 2009).

Epigenetik mekanizmalar, dogrudan ve dolayli olarak gen ifadesini kontrol eden
mekanizmalar olarak ikiye ayrilmaktadir. Dolayli yoldan gen ifadesini kontrol eden
mekanizmalar daha c¢ok post-transkripsiyonel ~mekanizmalari 6zellikle de
kodlamayan RNA’nin (siRNA, miRNA vb.) mRNA’y1 etkileyerek protein sentezini
engellemesini igermektedir. Dogrudan gen ifadesini etkileyen mekanizmalar ise
kromatin modifikasyonlar1 ve DNA modifikasyonlar1 olarak iki grupta

toplanmaktadir.
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Kromatin modifikasyonu olan histon modifikasyonlar1; asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon,  S-nitrasilasyon, ubukitinasyon, sumolasyon mekanizmalarini
kapsamaktadir. DNA modifikasyonlar1 igerisinde ise en iyi bilinen ve en islevsel

olan1 DNA metilasyonudur (Kaminsky vd., 2009).
1.9.1. DNA metilasyonu

Insanda baslica epigenetik degisiklik, CpG diniikleotidleri i¢inde bulunan sitozinlerin
metilasyonudur (Sekil 1.2). Bazi memeli genleri, DNA dizilerindeki metilasyonla
sessizlestirilmektedir. Ayrica, memeli genomunun biiyiik bolimi bu yolla
isaretlenmekte (imprint) ve DNA metilasyonu siklikla heterokromatin bolgelerde
goriilmektedir. Epigenetik bir mekanizma olan genlerin CpG adaciklarinin
metilasyonu, kanserde gen susturulmalarinda; gen delesyonu ve gen mutasyonlari ile

esit oneme sahip olarak goriilmektedir.

|— Ban 1

@
? = CpG dinukleotidi = Metile CpG dinukleotidi

Sekil 1.2. Memeli genomundaki CpG adaciklar1 (Melki ve Clark, 2002).

Okaryotlarda DNA metilasyonu; sitozin halkasmnin 5. posizyonundaki karbonuna
metil grubunun (-CH3) eklenmesiyle meydana gelmektedir. Memeli hiicrelerinin
genomik DNA’larinin yaklagik olarak %3-5’inde sitozin bolgelerinde metilasyon
goriilmektedir (Sekil 1.3). Sitozin bazinda gergeklesen bu modifikasyon, DNA
replikasyonundan sonra meydana gelir ve bu olay DNMT1 (DNA metiltransferaz)
enzimi tarafindan katalizlenmektedir. DNMT1 enzimi, genomik DNA’daki CpG
diniikleotidlerini substrat olarak kullanmaktadir. Memeli DNMT1 metiltransferaz
enzimi, DNA’daki hemimetile bolgelere kars1 yiiksek afiniteye sahip olmasina karsi
ayrica metile olmamis bolgelerde de de novo metilasyona neden olabilmektedir
(Melki ve Clark, 2002).
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NH 2 Sitozinin metilasyonu N H2

DNA Metiltransferaz
S-adenozil metiyonin C H 3

AN AN
5—CpG—3
3-Gp(C—5

Sekil 1.3. Okaryotlarda DNA Metilasyonu (Sulewska et al., 2007)

1.10. Metilasyon ve Kanser

Tiimo6r hiicreleri normal hiicrelerle karsilastirildiklarinda, DNA metilasyon
desenlerinde biiyiik degisiklige ugradiklar1 gdzlenmektedir. Timor hiicrelerinde
hipometilasyon ¢ogunlukla SINEs (short interspersed nuclear elements) ve LINEs
(long interspersed nuclear elements) gibi tekrarlayan DNA dizilerinde,
hipermetilasyon ise CpG adalarinda goriilmektedir. Metilasyona bagli tiimor gelisimi
genom genelindeki hipometilasyon, CpG adalarinin hipermetilasyonuyla timor
stipresor genlerin inaktivasyonu, ve CpG diniikleotitlerindeki mutasyonlar olmak

tizere li¢ farkli mekanizma ile ger¢eklesmektedir (Novik vd., 2002).

Kanserde metilasyon degisiklikleri transkripsiyonel susturulma ve anahtar genlerin
fonksiyonlarmin kayba ile iliskilidir; ayrica, mutasyon gelisimden de birebir sorumlu
olmaktadirlar. DNA hipermetilasyonu, bobrek kanseri dahil birgok kanserde
meydana gelen en yaygin ve en iyi karakterize edilen epigenetik degisikliktir (Novik

vd., 2002).
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NORMAL HUCRE

Haszsas bélgelerde
tarurnlanmis alan
CpG dinbkleotitlerinin
vaklasik clarak 8670%
metillenmis durumdadir:

CpG adaciklanndaki
Hipermetilasyon
= Gen susturulmas ile iligkili
- Potansiyel markerlar
- Potansiyel tedaviye yonelik
hedefler

KANSER HUCRESI

DNMT diizeyi sikhkla artmaktadir,
global olarak 5-MeS’inde azalma
gorialmesine kargin bélgesel

olarak CpG adaciklarinda ekspresyonunda
hipermetilasyon gérilmekredir. al’tI§

DNMT'In

Genomdaki Hipometilasyon

- Genomik instabilite
= Potansiyel olarak onkogeanlerin
aktivasyonu

Sekil 1.4. Kanserde metilasyon goriiniimii (Melki ve Clark 2002).
1.10.1. Genom Genelindeki Hipometilasyon

Tiimorlerin genis bir ¢esitliliginde gdzlemlenen hipometilasyonun ¢ogunlugu satellit
(uydu) dizilerde veya sentromerik bolgelerde lokalize olan tekrarlayan elemanlarda
(SINEs ve LINEs) meydana gelmektedir. LINES, genomda bulunan kararsiz
DNA’larin ¢ogu veya retrotranspozonlar seklindedir. Kararsiz DNA’ larin
hipometilasyonu transkripsiyonel aktivasyona neden olmakta ve pek g¢ok kanser
cesidinde ortaya c¢ikmaktadir. Hipometile olma durumu kromozomal instabilite,
hareketli elemanlarin reaktivasyonu ve baskilanma (imprinting) kaybi yollar ile

kansere neden olmaktadir (Ehrlich, 2000).

Genom genelindeki hipometilasyon hemen her insan tiimoriini agiklamaktadir.
Ornegin; metastatik karaciger kanseri, servikal kanser, prostat tiimérleri gibi solid
timorlerde, B-hiicreli kronik lenfositik 16semi gibi hematolojik tiimodrlerde bile
hipometilasyon yaygindir. Kromozom 1 ve 16 {izerindeki perisentrik heterokromatin
bolgeleri, bagisiklik sistemi eksikligi olan ve sentromerik instabiliteye sahip olan

hastalarda ve pek ¢ok kanserde hipometillenmis durumdadirlar (Okano vd., 1999).
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1.10.2. CpG Diniikleotidlerindeki Mutasyonlar

Bir genin kodlayan bdlgesi i¢inde kalan sitozinin metillenmesi sonucunda da
mutasyon olusabilir; ¢iinkli metile sitozinin kendisi de mutajeniktir ve kendiliginden
hidrolitik deaminasyonu ile C—T transisyonu ortaya c¢ikabilir ve mutasyon
gelisebilmektedir. Somatik hiicrelerdeki P53 tiimor silipresér geninin kodlayan
bolgesindeki  nokta  mutasyonlarinin  %50’si  metillenmis  sitozinlerden

kaynaklanmaktadir.
1.10.3. Tiimor Baskilayic1 Genlerin Hipermetilasyonu

CpG adalari memeli genomunu olusturan genlerin promotdr bdlgelerinde
metillenmemis halde bulunurlar; bununla birlikte, kanser hiicrelerinde promotor
bolgelerinin  hipermetilasyonu tiimorlerde en fazla goézlenen epigenetik
degisikliklerdir. Metilasyona bagli olarak promotdér bolgenin transkripsiyonel

susturulmasi kanser geligimi ile iligkilidir.

Knudson’ 1n iki alelik hedef (= double hit) hipotezine gore, bir tiimor baskilayici
geninin ekspresyon kaybina bagli olarak ortaya ¢ikan tiimdr ancak o genin her iki
alelinin de inaktive olmasi sonucu gozlenebilmektedir. Yapilan bir¢ok caligmada
esey hiicrelerinde kalitilan ilk mutasyondan sonra ikinci alelin susturulmasinda en
onemli mekanizmalardan birinin metilasyon oldugu gosterilmistir. Mutasyonlu alelin
promotor bolgesinde herhangi bir degisiklik olmazken, saglam alelde metilasyon
sonucu inaktivasyon meydana gelmektedir. Tiimorlerde tiimor baskilayici genin bir

aleli hipermetillendiginde, genin diger alelinin mutasyonlu oldugu durumlar siklikla
gozlenmektedir (Makki vd., 2013).

Promotor bolge hipermetilasyonuna bagl olarak susturulan ve bdylece kanserlere
neden olan aday TBG biiyliyen bir listesi bulunmaktadir. Bu genler, onemli bir DNA
tamir geni kodlayan O6- metilguanin- DNA metiltransferaz (MGMT), bir hiicre
dongiisii diizenleyicisi siklin- bagimli kinaz inhibitorii 2B (CDKN2B) olan p15 ve
fonksiyonu bilinmeyen bir proteini kodlayan RAS onkogenine baglanabilen
RASSF1A’ y1 igcermektedir. Tiimor baskilayic1 grubunda 6nemli yerleri bulunan bu
genlerin susturulmalar1 sonucunda, 6rnegin DNA hasarinin tamiri uygun olarak
yapilamayacagi i¢in, mutasyonlar ortaya ¢ikmaktadir. Benzer sekilde MGMT genine

ek olarak non-polipozis kolon kanserlerinin olusumunda rol oynayan MLH1 geni de
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ornek olarak verilebilir. MLHI1, bir yanlis eslesme (mismatch) tamir genidir ve
mikrosatellit instabilitesi olan sporadik tiimorlerde genellikle metillenmeye bagli

olarak susturulmustur (Nakayama vd., 2003).

Ailesel tip kanser olusturan genlerin sporadik formlarinin %50’  sinin
hipermetilasyona bagli olarak susturulmus olmalarindan dolay1r gelistikleri
gosterilmistir. Von-Hippel Lindau sendromu (VHL), BRCAL ve serin/treonin kinaz
11 (STK11) bu genlerden bazilaridir (Esteller, 2000).

Bazi kanserlerde MASI, retinoblastoma 1 (RB1), E-catherin, Wilms tiimérii 1 (WT1)
gibi genlerin promotor bolgelerinde veya yakinlarinda, normalde metillenmemis olan
sitozinlerin metile hale geldikleri gézlenmistir. Degisen metilasyon durumu kalict
olarak yavru hiicrelere de kalitilmaktadir (Kulis ve Esteller,2010). Bir TBG
inaktivasyonunda epigenetik inaktivasyonun fonksiyonel etkisi bir inaktive
mutasyona benzer olsa da, mutasyondan farkli olarak DNA metilasyonu ve diger
epigenetik  degisiklikler ~farkli potansiyellerde geri doniisebilme &zelligi

gosterebilmektedir (Issa ve Kantarjian, 2009).

Yakin ge¢miste yapilan biiyiikk 6lgekli caligmalarla, PBRM1, UTX, SETD2 ve
JARIDIC genlerindeki epigenetik degisikliklerin RHK patogenezinde etkili oldugu
bildirilmistir (Ibragimova vd., 2013). ilk insan TBG birisi olarak tespit edilmis olan

VHL geninin metilasyon ile inaktive oldugu anlagilmistir.

Intragenik somatik mutasyonlar sporadik berrak hiicreli RCC i¢inde VHL
inaktivasyonunun olusmasinda en Onemli neden olmasina ragmen, epigenetik
susturma onemli bir etkendir (olgularin %20°’si). Benzer sekilde 3p21 bolgesindeki
RASSFIA geninin sporadik berrak hiicreli ve papiller hiicreli bobrek kanserlerinde
%30-50 oraninda metillendigi goriilmiistir. RHK'de RASSF1A inaktivasyonu tipik
alel kayb1 ve metilasyon bilesiminden kaynaklanirken, VHL aksine RASSF1 somatik

intragenik mutasyon nadir goriilmektedir (Morrissey vd., 2001).

RASSF1A, VHL ve PBRM1, TU3A, DLEC1 aday TBG seffaf hiicreli RHK ve
PRHK olgularinda metilenmis oldugu bildirilmistir. Bagka bir aday TBG olan FHIT
geninin promotdr bolgesinin %50 oraninda metilasyona ugradigi belirtilmistir
(Zhang vd., 2010). WNT/Katenin yolag1 diizensizligi ¢esitli kanserlerde yaygindir,

onkogenik aktivasyon sonucunda hiicre ¢ogalmasi, hayatta kalma ve invazyona
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katkida bulunan genlerin ekspresyonu tetiklenmektedir. WNT yolagi inhibitorlerinin,
RHK olgularinda epigenetik olarak inaktive edildigi bildirilmistir. SFRP1, SFRP2,
SFRP4, SFRP5 ve Dickkopf (DKK1, DKK2 ve DKK3) genlerinin de renal hiicreli
kanserlerde siklikla metillendigi belirtilmistir (Morris vd., 2010). Bunlara ek olarak
bRHK’de aday TBG metilasyon analizleri yapilmis ve GREM1, RASSF1A, TIMP3
genlerinde promotdr bolge hipermetilasyonu tespit edilmistir (Van Vlodrop vd.,
2010; Ellinger vd., 2010)

RPRM (Reprimo) geni 2q23.3 boélgesinde lokalize olan ve p53 yolu ile hiicre
dongiisiiniin G2’ de durdurulmasindan sorumlu bir tiimor baskilayic1 gendir ve ¢esitli

kanserlerde anormal metilasyona ugradigi saptanmistir (Takao Takahashi vd., 2005).

CST6 (Sistatin 6) aday TBG 11ql3.1’de lokalize olup, lizozomal sistein
proteazlarin fizyolojik inhibitorii olarak fonksiyon gosteren bulunan Sistatin M i
kodlamaktadir. Berrak hiicreli renal kanserlerde ve farkli tip kanserlerde CST6
geninde hipermetilasyon tespit edilmistir (Morris vd.,2010). Ancak papiller hiicreli

renal kanserlerde bu genin metilasyon analizi daha 6nce hig incelenmemistir.

GREMI1 (Gremlinl) geni 15q13.3 bolgesinde yerlesik olan ve Kemik Morfojenik
Proteinler (BMP) 2.4 ve 7' ye baglanip bu ligandlarin reseptorleri ile etkilesmesini
engelleyerek sinyal iletimini baskilayan bir glikoprotein olarak bilinmektedir. BMP’
ler anjiyogenez, proliferasyon, apoptoz, farklilagma ve gelisim sirasinda hiicre dist

matriks tiretimi gibi ¢ok sayida hiicresel olayda gorev almaktadirlar (Van Vlodrop
vd., 2010).

GREML1 geninin bRHK hastalarinda promotor bolgesinde hipermetilasyon ile birlikte
GREMI mRNA’ sinin yoklugu bildirilmistir. Ancak bu genin metilasyon durumu
papiller tip RHK hastalarinda daha 6nce hi¢ arastiritlmamigtir (Michos vd., 2007).

1.11. Metilasyonun Arastirilmasinda Kullamilan Metodlar

Sitozin metilasyonunun analizi igin 6zellikle DNA dizisindeki metile sitozinin (5-
MeC) hizli tanisina izin veren bisiilfit reaksiyonuna bagli metotlar gelistirilmistir.
Bisiilfit reaksiyonu, ilk kez 1970’ li yillarin basinda tanimlanmis ve Frommer ve ark.
tarafindan DNA’ daki Sitozin ve 5- MeC arasindaki farkin ayirt edilmesi igin
kullanilmistir. Bu metotta, ilk olarak DNA sodyum bisiilfit ile muamele edilir ve

DNA’ da sitozinler urasile doniistiiriiliir; ancak, 5-MeC’ ler ayni, yani sitozin
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seklinde kalirlar (Sekil 1.5). Incelenecek olan DNA dizisi, daha sonra bisiilfit ile
muamele edilmis DNA i¢in 6zgiil primerler kullanilarak PCR ile amplifiye edilir.

5-MeC’ nin arastirilmasinda ilk bisiilfit reaksiyonun uygulanmasindan bu yana ayni
prensibe dayanan Southern Blot, Restriksiyon enzimi-PCR, bisiilfit DNA dizi analizi,
metilasyona hassas tek niikleotid primer uzamasi (Ms-SNUPE), Restriksiyon belirteg
genomik taramasi (RLGS), Diferansiyel metilasyon hibridizasyonu (DMH), DNA
mikroarray ve metilasyon spesifik PCR (MS-PCR) gibi birgok metot gelistirilmistir
(Clark vd., 1994).

i 1 1 NHE
Gift Zincirl Kalip DNA A N -GHCEGTTCLAGGTCCHGCAGTGEGCT-B

B: 3'-CTGECAAGGTCCAGETCOTCACGCGA-5

- - N

‘ C \ R ‘ U NH

TekzZinclBisifit ~ A: 5'-GATCGTTTTAGGTTTAGTAGIGLGTT-3 )% /k

Déniistimlii DNA N0 N 0
B: 3'-TTGGCAAGGTTTAGGTTGITATGCGA-S M H

Sekil 1.5. Bisiilfit muamelesinin sitozin ve 5’-MeC iizerindeki etkisi.

Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (MS-PCR) ilk kez J.G. Herman
tarafindan tanimlanan yiiksek duyarliliga sahip bir metottur. Bu metotta, bisiilfit
muamelesinden sonra metillenmis ve metillenmemis DNA arasinda var olan dizi
farkliligindan faydalanilir; bilsiilfit asamasindan sonra degisiklige ugramis promotor
bolgesinin amplifikasyonu i¢in metilasyona 6zgii olan ve olmayan farkli primer
ciftleri kullanilir (Peter ve Daiya, 2001). Sitozinler Urasile deamine olur, bu Urasiller
PCR sirasinda Timine replike olur, PCR’dan sonra ¢ogalmis olan DNA,
metillenmemis veya metilenmis sekanslar i¢in spesifik olan primer gifti ile elde edilir

(Herman et al., 1996).

MS-PCR; DNA’ nin verilmis bir bolgesindeki metilasyonun varliginin analizi i¢in
oldukca hizli ve nitel bir yontemdir. Primerlerin dikkatli secilmesi ¢ok onemlidir
¢linkli hem metilenmis hem de metillenmemis primer ¢iftleri ile yanlis pozitif sonug
elde etmek olasidir ve bu da sonuglar1 degerlendirmeyi oldukga zorlastirir. Genomik
DNA’ nin tamamlanmamis bisiilfit modifikasyonu da metilenmis C’ ler i¢in yanlis

pozitif sonug verebilir.
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1.12. Amag

Son yillarda RHK’un molekiiler genetigi ile ilgili 6nemli gelismeler kaydedilmistir.
Timdr baskilayict genlerin promotor bdlgelerindeki hipermetilasyonun kanser
gelisiminde rolii oldugunu bildiren ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Bobrek
kanserlerinde calismalar daha ¢ok berrak hiicreli renal karsinomlara odaklanmuistir.
Ancak papiller tipi renal karsinomlarda etkili aday genlerin belirlenmesine yonelik

calismalar nadirdir.

Bu tez caligmasinda amag; daha Once papiller renal hiicreli karsinom hasta
dokularinda ¢alisiilmamis olan RPRM, CST6 ve GREMI tiimor baskilayic
genlerinin  metilasyon durumunun MS-PCR yontemi ile belirlenmesi ve
hipermetilasyon ile papiller renal hiicreli karsinom gelisimi arasindaki iligkisinin

arastirilmasidir.
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BOLUM 2
KAYNAK OZETLERI

Koen Dreijerink vd. (2001), RASSF1A aday tiimdr baskilayici genin hipermetilasyon
diizeyini bRHK hastalarinda incelemigler ve 43 primer tiimoériin 39’unda (%91)
RASSF1A promotor bolgede hipermetilasyon tespit etmislerdir. Ayrica, 18 RHK
hiicre hattinda yaptiklar1 analizlerde kismen veya tamamen metillenmis olduklarini
bulmuslardir. RASSF1A promotor bolgesindeki metilasyonu sonucuna bagli olarak

MRNA transkripsiyonunun ger¢eklesmedigini belirtmislerdir.

Battagli vd. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, renal hiicreli karsinom teshisi
konmus 50 hasta 6rneginde (35 seffaf, 6 papiller, 3 onkositom, 2 kromofob, 2
transisyonel, 1 kanal toplama, 1 siiflandilmamis) bazi aday tiimor baskilayict
genlerin metilasyon durumlar1 incelenmistir. Calismanin sonucunda, VHL de %12,
pl6’da %10, pld’de %18, APC’de %18, RASSF1A’de %52 ve TIMP3’de %60

oraninda promotdr hipermetilasyonu oldugu saptanmistir.

Makoto Suzuki vd. (2004), ters transkriptaz PCR (RT-PCR) ve metilasyon spesifik
PCR yontemi ile 35 akciger kanseri hiicre hattt ve toplam 167 primer timorlii
bireyde RPRM aday timor baskilayict gen ifadesini incelemislerdir. Reprimo
geninin metilasyon analizi sonucunda, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
(KHDAK) hiicre hatlarinda %32, kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) hiicre
hatlarinda %6 ve primer timorlerde %31 oraninda metilasyon tespit etmislerdir.
Akciger kanserlerinde  RPRM genindeki hipermetilasyonun sikliginin oldukca
yiikksek oldugu ve bunun p53 bagimsiz bir sekilde gergeklestigi sonucuna

varmiglardir.

Dulaimi vd. (2004), bobrek kanserlerinde VHL, pl6, pl4, APC, MGMT, GSTP1,
RARbeta2, RASSF1 A, E- catherin ve Timp-3 genlerinin promotor bolgelerindeki

hipermetilasyon durumlarini incelemislerdir. Calisma sonucunda, VHL genindeki
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hipermetilasyonun seffaf hiicreli kansere 6zgiil oldugu, RASSF1A’ daki metilasyon

sikliginin papiller hiicre kanserlerinde yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Takao Takahashi vd. (2005), Reprimo geninin p53-aracili hiicre dongiisiinde rol
oynamasi ve daha once Reprimo gen ekspresyon kaybmin pankreas ve akciger
kanserlerinde tespit edilmis olmasindan yola ¢ikarak, diger kanser tiirlerinde genis
bir yelpazede bu genin metilasyon durumunu incelemislerdir. Bu amagla 39 timor
hiicre hattinda, RT-PCR ve MS-PCR yontemleri yardimiyla gen ifadesi ve promotor
metilasyon durumunu arastirmislardir. Reprimo metilasyonu mide kanserlerinin
%79’unda, safra kesesi kanserlerinin %62’sinde, lenfomalarin %57’sinde, kolorektal
kanserlerin ~ %56’sinda, 6zefagus adenokarsinomlarinin ~ %40’inda, meme
kanserlerinin  %37’sinde ve Iosemilerin  %31’inde gozlenmistir. Yumurtalik
kanserleri, mesane kanserleri, serviks kanserleri, beyin tiiméorleri, malign
mezotelyoma ve pediatrik tiimérlerde metilasyon frekanslari daha diisiik seviyelerde
gozlenmistir (%0-20).

Suzuki vd. (2005) tarafindan yapilan c¢alismada, farkli kanser Orneklerinde
DRM/Gremlin, RUNX3, ve HPP1 genleri incelenmistir. 5-Aza-CdR donilisiimii ve
MS-PCR yontemlerini de igeren ¢aligmada 123 akciger kanseri hastasinin %70’inde,
37 meme kanseri hastanin %54’iinde, 57 16semi hastanin %50’sinde GREM1 geninin
promotdr bolgesinin hipermetilasyonu saptanmigtir. Ayrica 51 skuamoz hiicreli
karsinom hastasinin %78’inde, malign mezotelyoma’li 63 hastanin %60°1nda,
57mesane kanseri hastasinin %51 inde, 20 lenfoma kanseri hastasinin %50’sinde ve
son olarak 50 prostat kanseri hastasinin %20’sinde GREM1 geninin promotor
bolgesinde hipermetilasyon saptanmustir. Ayrica, GREM1 geninin sigara icen

akciger kanseri hastalarinda siklikla metile oldugu bildirmistir.

Costa vd. (2007) tarafindan yapilan c¢alisma, 147 RHK doku ve 18 gen iizerinde
gerceklestirilmis olup bisiilfit doniisim ve MS-PCR yontemlerini igermektedir.
Calisma sonucunda; ARH1, SFN, MTHFR genlerinin tiim 6rneklerde %100 oraninda
metile oldugu saptanmistir. Bu sonuglarin yani sira, kRHK 06rneklerinde PTSG2
(%90), MDR1 (%80), ESR1 (%60), ESR2 (%50), FHIT (%50) ve RASSF1A (%40)
genlerinde yiiksek oranda metilasyon goriilmiistir. CDH1, PTGS2 ve RASSF1A
genlerinin promotor bolgelerindeki metilasyon seviyelerinin RHK nin alt gruplarinda

onemli oranda farklilik gosterdigi bildirmistir.
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Carolina Bernal vd. (2008), 32 mide kanserli hastanin primer dokularinda ve 43
kontrol grubu doku o6rneginde MS-PCR ile 24 genin DNA metilasyon analizini
yapmislardir. Metilasyon ve gen ekspresyonu arasindaki iliski 5-aza-2-deoksisitidin
tedavisinden sonra MKN-45 hiicre hattinda degerlendirilmistir. Calismanin
sonucunda Test grubunda, 11 genin (APC, SHP1, E-cadherin, ER, Reprimo,
SEMA3B, 30ST2, pl4, pl5, DAPK ve pl6) en az %50 hipermetile oldugu
bulunmustur. 8 genin (BRCA1, p73, RARb, hMLH1, RIZI, RUNX3, MGMT ve
TIMP3) metilasyonu istatistiksel olarak SRCC tip mide kanseri ile iliskili
bulunmustur (p = 0.03). APC, SHP1, E-cadherin, ER, Reprimo, SEMA3B ve 30ST2
genlerinin kontrol gruplarinda yiiksek frekansta metilledigi goriilmiistir. Reprimo
aday timor baskilayici geninde tiimorli dokuda %97,7 (43/42) ve kontrol grubunda
%95,3 (43/41) oraninda metilasyon tespit edilmistir.

Baldewijns vd. (2008) yaptiklar1 ¢alismada, kromofob tip renal hiicreli karsinomlarda
CDH1 de %13, RARB’da %6, CDKN2 (p14 ve p16) genlerinde %9-27, RASSF1’de
%27, CoL1A1’de %50, TIMP3’de %44, ABCB1’ de %80, ESR1’de %60, ESR2’de
%50, FHIT’de %50, MTHFR’de %100 ve PTGS2’de %90, IGFBP3 ve IGFBP1

genlerinde %50 oraninda metilasyon oldugunu tespit etmislerdir.

Thomas Dunwell vd. (2009), ¢ocukluk ¢agi akut lenfoblastik 16semide epigenetik
olarak inaktif genlerin belirlenmesi igin bir ¢alisma yapmuslar ve ii¢ yeni genin ALL
cocukluk caginda siklikla metilasyona ugradigini gostermislerdir. PPP2R3A’ nin T
hiicrelerinde (%69) ve B hiicrelerinde (%82) siklikla metilenmis oldugu, 6te yandan
FBLN2 ve THRB’ nin B hiicrelerinde (sirasiyla %58 ve %56) siklikla metilasyona
ugrarken T hiicrelerinde daha az siklikla (her iki gen igin %17) metillendigi
bildirilmistir. Cocukluk ¢agr ALL’de BNC1 geninin T hiicrelerinde %77 ve B
hiicrelerinde %79 oraninda metillenmis oldugu, ayrica MSX1 geninin de T
hiicrelerinde %25 oraninda metilasyona ugradigi tespit edilmistir. Bu ¢aligma
PPP2R3A, FBLN2, THRB, BNC1 ve MSX1’in 16semide epigenetik inaktivasyonu

gosteren ilk rapor olarak kayda ge¢mistir.

H. Onay ve vd. (2009) yaptiklar ¢alismada, renal hiicreli kanser RHK hastalarinda 3
farkli doku 6rneginde (normal, premalign, malign) 7 TBG’in (RASSF1A, ECAD,
TIMP3, APC, MGMT, pl16 ve RAR[2) metilasyon kaliplarinin arastirilmasini

amaglamiglardir. RHK tanis1 konmus 21 hastada yapilan ¢alisma sonucunda,
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RASSF1A geninde %76, pl6’da %80, ECAD’da %42, TIMP3’de %33 ve
MGMT de %33 oraninda metilasyon gézlenmistir. Ote yandan, APC geninde %14
ve RARPB2’ de %19 olmak iizere diisiik seviyede metilasyon oldugu gorilmiistiir.
Sonug olarak, 5 TBG olan RASSF1A, ECAD, TIMP3, MGMT ve pl16 genlerini
iceren metilasyon temelli gen testi RHK erken tanisinda yararli olabilecegi

Onerilmistir.

MR Morris vd. (2010), 11 renal hiicreli karsinom (RHK) hiicre hatt1 iizerinde yiiksek
yogunluklu gen ekspresyonu diizeylerini epigenetik olarak incelemislerdir.
Calismada ayrica yas araligi 23-79 arasinda olan 61 primer RHK (%80 berrak hiicreli
ve %20 berrak hiicreli olmayan) hasta dokusunda ve makroskopik olarak normal
olan komsu bobrek dokusu analiz edilmistir. Segilen 24 genin promotor metilasyon
durumu incelenmis ve DMRTB1, SCYA20, CLDN6, TPM2L1, LOXL ve ZFP42
genlerinin RHK hiicre hatlarinda metillendigi belirtilmistir. Ayrica, BNC1 geninde
%46, PDLIM4’de %43, RPRM’de %44, CST6’da %46, SFRP1’de %34, GREM1’de
%41, COL14Al’de %44 ve COL15Al’de %53 oraninda promotdr bdlge
metilasyonu goézlenmistir. Bu genlerin hipermetilasyon ile transkripsiyonel olarak
susturuldugu distinilmistir. BNC1 veya COL14A1 metilasyonu timér boyutu,

asamasi Ve derecesi agisindan kotii prognoz ile iligkili bulunmustur.

Van Vlodrop vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada, 185 berrak RHK doku 6rnegi
kullanilmis ve GREML1 geninin promotdr bolgesinin yiiksek seviyede metillenmis
oldugu bildirilmistir. Ayrica promotér bolge hipermetilasyonun tiimoriin gapi,

derecesi, sathasi ve prognozuyla iligkili oldugu da tespit edilmistir.

Ellinger vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismada, papiller tip renal hiicreli karsinomda
(pPRHK) APC, CDH1, GSTP1, RASSF1A ve TIMP3 genlerinin CpG adaciklarindaki
hipermetilasyon durumunu arasgtirmiglardir. Sonug olarak, RASSF1A geninde
metilasyon pRRHK ve normal oOrneklerde sirasiyla %100 ve %94,4 oraninda
gozlenmistir. RASSF1A hipermetilasyonu pRHK ve normal doku arasindaki ayrimda
%87,5 oraninda bir duyarlilik %73,3 oraninda bir 6zgiillik goéstermistir. Diger
genlerin metilasyon yiizdeleri tiimor ve normal orneklerde sirasiyla APC’de %3,0-
%6,7, CDH1’de %15,6-%0, GSTP1’de %21,9-%6,7 veTIMP3’de % 6,3-%0 olarak
belirlenmistir. Metillenmis gen bolgeleri patolojik evre ile (p=0.007) ve lenf nodu
metastazi  (p=0.008) ile iliskilendirilmistir. RASSF1A genindeki anormal
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hipermetilasyonun pRHK i¢in bir biyolojik biyomarker olabilecegi belirtilmistir.
RASSF1A genindeki DNA hipermetilasyonu, histolojik alt tip ne olursa olsun pRHK
dokularinda yaygin gézlenmis olup ayn1 zamanda normal komsu dokularda da diisiik

seviyelerde gorilmiistiir.

Luo J. vd. (2010), 100 gastrik adenokarsinom hasta 6rneginde Reprimo ve S100A2
aday timor baskilayici genlerin ifadelerini incelemisler ve patolojik ve Kklinik
parametreler ile iligkilendirmislerdir. Reprimo ve S100A2 gen ifadeleri
immiinohistokimyasal analizler ile degerlendirilmistir. Hastalarin  %52’sinde
Reprimo ve S100A2 gen ifade kaybi gozlenmistir. Reprimo ifade kaybi onemli
olgiide ttimor invazyonu (p = 0.000), lenf damar1 invazyonu (p = 0.006) ve lenf nodu
metastazi (p = 0.000) derinligi ile iliskilendirilmistir. S100A2 ifade kayb1 belirgin
histolojik tipi (p = 0.009), invazyon derinligi (p = 0.033), lenf damar1 invazyonu (p =
0.01) ve lenf nodu metastaz1 (p=0.001) ile iliskili bulunmustur. Sonug olarak mide
adenokarsinomlarinda Reprimo ve S100A2 gen ifadelerinin kaybinin sik gorildiigi
ve Reprimo ve S100A2 ifadelerinin mide adenokarsinomu tespiti i¢in potansiyel

biyolojik biyomarker olabilecegi bildirilmistir.

Lv vd. (2011), insan renal hiicreli karsinomunda UNC5C gen ifadesi ve epigenetik
kontrolii iizerine yaptiklar1 c¢aligmada 44 normal ve tiimorli doku Ornegi
kullanilmigtir. Bisiilfit donilistim ve MS-PCR yontemlerinin kullanildigi ¢alismada,
UNCS5C geninin promotor bolgesinde %27,3 oraninda metilasyon saptanmis ve
heterozigosite kaybinin (LOH) %61,4 oldugu tespit edilmistir. UNC5C geninin
timor olusumunu, metastazi, sitotoksik ajanlarin kimyasal etkilerini baskiladig:

bildirmistir.

Morris vd. (2011), RHK'da sik metillenmis ve susturulmus genleri tanimlamak igin
bir genom stratejisi kullanmiglardir. 9 RHK tiimérii ve 3 malign olmayan normal
bobrek doku Ornekleri iizerinde MeDIP analizi yapilmis ve dizi analizi ile
metillenmis 56 aday tiimor baskilayict genden 9 geni teyit etmislerdir; KLHL35
(%39), QPCT (%19), SCUBE3 (%19), ZSCAN18 (%32), CCDC8 (%35), FBN2
(%34), ATP5G2 (%36), PCDH8 (%58) ve CORO6 (%22). SCUBE3 metilasyonunun
kanser oliim veya niiks riski ile énemli Olg¢lide iliskili oldugu belirtilmistir (p =

0,0046).
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Chimonidou vd. (2011), calismalarinda 23 saglikli, 56 meme kanseri ve 27 metastazi
dogrulanmis hasta doku 6rneklerini kullanmiglar ve tiimor baskilayici ve metastaz
baskilayic1 genlerin DNA metilasyon durumlarini incelemislerdir. Sonug¢ olarak;
CST6 geninde meme kanseri drneklerinin %17,9’unda, metastazda ise %37 oraninda
promotor bolge metilasyonu saptanmistir. Ayrica, meme kanserinde ve metastazda
sirastyla BRMSI1 geninde %32,1-%44,4 oraninda, SOX17 geninde ise %53,6-%74,1

oraninda promotor bolge metilasyonu tespit etmislerdir.

Radpour vd. (2011), 126 meme kanseri hastasinin plazma ve serum orneklerinde
metilasyon analizi yaparak aday tiimor baskilayicit genlerin metilasyon durumunu
incelemislerdir. Genlerin plazma ve serum Orneklerindeki metilasyon diizeyleri
sirastyla CST6 geninde %52,8-%30, APC’ de %47,2-%25, BIN1’de %52,8-%30,
BRCA1’de %50-%40, GSTP1’de %27,8-%35, P16’da %50-%40, P21’de %38,9-
%25, TIMP3’te ise %30,6-%40 olarak belirlenmistir.

Yi J.M vd. (2013), kanser oliimlerinde dordiincii sirada yer alan pankreas kanserinde
bazi tiimor baskilayict genlerin metilasyon analizini gergeklestirmislerdir. Calismada
173 hasta serumunda DNA metilasyonu analizi yaparak erken evre pankreas
kanserlerini tespit etmek i¢in bir nanopargacik o6zellikli MOB (Methylation On
Beads) teknoloji kullanilmistir. Sonug olarak, pankreas kanserleri hastada BNC1
geninde %92 ve ADAMTS1 geninde %68 oraninda metilasyon goriilmiis ve
hipermetilasyonun erken evre pankreas kanserlerini tespit etmek igin potansiyel

biyolojik marker olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Akira Ooki vd. (2013), 7 hiicre hatt1 (GCIY, AZ521, Katolll, SH10, H111, MKN74,
NUGC4) ve 83 primer insan gastrik kanser dokusundaki metilasyon durumu ile
Klinik tablo arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Primer gastrik kanser dokularinin
%80’inde (8/10), kontrol grubu normal dokularinin %10’unda (1/10), hiicre
hatlarinin %75’inde (6/8) RPRM promotor bolge metilasyonu goriilmiistiir. Reprimo
metilasyonu kemoterapi ile tedavi edilen gastrik kanserli hastalarda kotii yanitla (p =
0.028) ve gelismis gastrik kanserli hastalarda kotii prognoz ile iliskili bulunmustur
(p=0.03). Sonug olarak, Reprimo metilasyonunun hem tiimor saldirganligi hem de

kemoterapi yaniti i¢in belirte¢ olarak kullanilabilecegi dnerilmistir.

Ibragimova vd. (2013), 25 berrak, 15 papiller, 10 kromofob ve 25 renal onkositom
tipi RHK hastasinda yaptiklari ¢alismada, ZNF177°de %41, GRIK1’de %56 ve
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CHODL’de %56 oraninda hipermetilasyon saptamislardir. Papiller RHK’da BCAN
geninde (%93), kRHK’da SCGN geninde (%30) ve onkositom’da NAGS geninde
(%36) hipermetilasyon tespit edilmistir. Ote yandan, OXR1 geninde bRHK ve pRHK
hastalarinda %62 oraninda hipermetilasyon saptanirken kRHK ve onkositom

hastalarinda metilasyon saptanmamustir.

Wang vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, RHK hastalarinin %90,5’inde hMOF gen
ekspresyon diizeylerinin baskilandigini bildirmiglerdir. Bunun yani sira hMOF
protein ifade eksikligi H4K16 histon asetilasyonu ile iliskili bulunmus olup CA9 asir1

ifadesi hastalarin %100'tinde gbzlenmistir.

Peters ve Dubrowinskaja (2014), 48-80 yas araliginda olan 18 RHK hastasinda aday
timor baskilayict genlerinin metilasyon seviyelerini belirlemeye yonelik yaptiklart
caligmada, CST6 ve LADL genlerindeki hipermetilasyonun antianjiyojenik tedavi

alan mRHK hastalarinda sag kalim ile iligkili oldugunu tespit etmislerdir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METODLAR

3.1. MATERYAL
3.1.1. Ornekler

pRHK tanisi kesinlesmis, hem tiimér hem de normal dokusu mevcut bulunan 22
PRHK hastas1 calismaya dahil edilmistir. Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dal1 tarafindan patolojik degerlendirme ve teshis koyma amaciyla
hastalardan temin edilmis ve arsivlenmis parafine gomiilii doku bloklar1 ¢alismada
kullanilmistir. Tiimér ve normal dokulardan olusan toplam 44 parafine gomiilii
dokudan 8p kalinliginda 5’er kesit alinmis ve 2 ml tiipler igerisine yerlestirilmistir.
Uzerlerine 1’er ml ksilen eklenerek ve tiiplerin kapaklar1 parafilm ile kapatilarak

muhafaza edilmistir.
3.1.2. Gerekli Materyaller
3.1.2.1. Alet ve Geregler

+ Mikropipetler (0.1-10pl, 20-200ul, 100-1000pl (Gilson-Pipetman®Neo,
Fransa)

* Elektroforez Tanki, Gii¢ Kaynagi (BIO-RAD, PowerPac® Basic, Fransa)

¢ UV Jel Goriintiileme Cihazi (Vilber Lourmat, Almanya)

¢ Santrifiij (Hettich Zentrifugen-Mikro 200, Almanya)

¢ Santrifiij (P Selecta Centronic- BL I, Ispanya)

+ Is1 Blogu (Wealtec-Wealtec Corp.-Hb-1, USA)

¢ Gradient PCR Cihazi (Takara, Japonya)

¢ Mikrodalga Firin (Argelik, Tiirkiye)

¢ Derin Dondurucu (Ugur, Tiirkiye)
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¢ Otoklav (Niive, Tiirkiye)

¢ Hassas Terazi (Precisa, Isvicre)
¢ Etiiv (Memmert, Almanya)

+ Vorteks (Bio Metra, Almanya)
¢ Buzdolab1 (Vestel, Tiirkiye)

3.1.2.2. Sarf Malzemeler ve Kimyasallar

+ QIAGEN®QIAamp® DNA FFPE Tissue kiti (Qiagen, Almanya)
+ QIAGEN"EpiTect” Bisulfite kiti (Qiagen, Almanya)

+ QIAGEN"EpiTect® MSP (Qiagen, Almanya)

¢+ DNA Ladder (50bg¢-100bg) (Fermentas, USA)

¢ Steril filtreli mikropipet uclar1 (10 pl, 100 pl, 1000 pl’lik) (Gilson, USA)
¢ Ependorf tiipler (0,2 ml, 0,5 ml ve 1,5 mI’lik) (Axygen, Kanada)
+ Eppendorf tiip destekleyicileri (Isolab, Almanya)

¢ Disodyum EDTA (Na,EDTA) (Amresco, Kanada)

+ Parafilm (Parafilm® M, USA)

¢ Etanol (%96) (Merk, Kanada)

¢ Etidyum Bromiir (Applichem, USA)

+ Borik Asit (Merck, Kanada)

¢ Tris-HCI (Sigma, USA)

¢ Tris Baz (Sigma, USA)

+ Agaroz (Sigma, USA)

¢ Orange G (Sigma, USA)

+ Ksilen (Merck, Almanya)

+ Gliserin ( Merck, Almanya)

+ Primer Setleri (Qiagen, Almanya
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3.2. METOT

3.2. 1. DNA izolasyonu

Bu ¢alismada Papiller Tip Renal hiicreli Karsinom tanisi konmus hasta bireylere ait,
parafine gomiilii tiimorlic doku ve ayni hasta bireylerin normal doku 6rneklerinden
QIAGEN® QIAamp® DNA FFPE Tissue kiti kullanilarak genomik DNA izolasyonu
gergeklestirilmistir. Calismaya dahil edilen 22 pRHK hastasinin normal ve tiimorlii

dokularindan toplam 44 genomik DNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

Tablo 3.1. QlAamp@ DNA FFPE Kit icerigi

Reaktifler Hacim icerigi
Tampon ATL 10 ml Doku lizis tamponu
Tampon AL 12 ml Guanidin hidrokloriir igerir, lizis tamponu

Tampon AW1 (konsantre) 19 ml Yikama tamponl, Guanidin hidrokloriir
igerir. 25 ml EtOH eklenir.
Tampon AW?2 (konsantre) 13 ml Yikama tampon2 30 ml EtOH eklenir.

Tampon ATE 12 ml
Proteinaz K 1.25ml DNA’ya bagl olan proteinleri
parcalayarak DNA’nin serbest kalmasini
saglar.
Protokol:

e (da sicakliginda tampon AW1 (19ml) {izerine 25 ml EtOH ve tampon AW2
(13ml) tizerine 30 ml EtOH eklenerek konsantre hale getirilmistir.

e Formalinle fiske edilmis parafine gomiilii dokulardan 8pu kalinliginda 5 kesit
alinarak 2ml ependorf tiip igerisine yerlestirilmis ve tizerine 1ml ksilen

eklenerek kisa bir siire vorteksle karistirilmistir.

e Ksilenle muamele edilen dokular ependorf tiip igerisinde bir gece oda

sicakliginda inkiibe edilerek parafilmden uzaklagtirilmistir.
e Ornekleri iceren ependorf tiipler 2 dakika, 15000 rpm. de santrifiij edilmistir.

® Pipet yardimiyla siipernatant uzaklastirilmis ve pellet tizerine 1ml %96-100

EtOH eklenmis ve kisa bir siire vorteksle karistirilmistir.
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2 dakika 15000 rpm. de tekrar santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmis
ve oda sicakliginda 10 dk kapaklari agilarak pellet’deki tiim EtOH’un
uzaklagmasi saglanmistir.

Pelletin tizerine 180 ul ATL tamponu ve 20 ul proteinaz K eklenerek kisa bir
siire vorteksle karistirllmig ve Ornekler 1s1 blogunda 56°C’de 1 saat inkiibe
edilmistir.

1 saatin ardindan 1s1 derecesi 90°C’ye ¢ikartilarak ornekler 1 saat daha inkiibe
edilmistir.

Kapakta sivi kalmamasi igin tiipler ¢ok kisa santrifiij edilmis ve sonra 2 pl
RNase (100mg/ml) eklenmistir. 2 dk. oda sicakliginda bekletilereck RNA
icermeyen DNA elde edilmesi saglanmistir.

Orneklere, 200 pl AL tamponu eklenerek kisa bir siire vorteksle
karigtirilmastir.

200 pl EtOH eklenmis ve vorteksle karistirilmistir. Kapakta sivi kalmamast
i¢in tiipler ¢ok kisa santrifiij edilmistir.

OlAamp MinElute® Kolonlar1 2 ml toplama tiiplerine yerlestirilerek,
kenarlar1 1slatilmadan biitiin lizat kolonun tam ortasina gelecek sekilde
aktarilmig ve 2 dk 11000 rpm. de santrifiij edilmistir. Ardindan, kolonlar yeni
toplama tiiplerine yerlestirilmistir.

Kolonlarin kapaklar1 dikkatlice agilarak kolonun tam ortasina 500ul AW1
tamponu eklenmis, kapaklar1 kapatilarak 2 dk 11000 rpm. de santrifiij
edilmistir.

Kolonlar yeni toplama tiipiine yerlestirilmis ve 500ul AW2 tamponu
eklenerek 2 dk. 11000 rpm. de santrifiij edilmistir.

Kolonlar yeni toplama tiipiine yerlestirilerek 3 dk. 14.000 rpm. de santrifiij
edilmistir.

Kolon yeni toplama tiipiine yerlestirilmis ve 55ul ATE tamponu eklenmistir.
Kapaklari kapatilarak oda sicakliginda 5 dk inkiibe edilmistir.

Tiipler, 1 dk 14.000 rpm. de. santrifiij edilmistir.

DNA ornekleri 24 saat igerisinde kullanilacaksa 2-8°C de, eger daha uzun

siire bekleyecekse -80°C’de saklanmistir.
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3.2.2. DNA’nin Spektrofotometrik Analizi

DNA orneklerinin safligi ve konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in spektrofotometre
(NanoDrop ND ) kullanilarak 6lgiim yapilmistir. 260 nm DNA’nin, 280 proteinin ve
230 ise fenoliin maksimum absorbans verdigi dalga boyudur. DNA’nin safligi
degerlendirilirken A260/A280 ve A260/A230 oranlarina bakilmaktadir. 260/280
oraninin ~1,8 ve A260/ A230 oraninin ise 1,8-2,2 olmast DNA’nin saf oldugunu

gostermektedir.
3.2.3. Bisiilfit Doniisiimii (DNA Modifikasyonu)

MS-PCR’ 1 baslangi¢ basamagi, DNA 6rneginin bisiilfitle modifiye edilmesidir.
DNA’nin bisiilfit ile modifikasyonu sonucunda metillenmemis olan biitiin sitozinler
urasile doniisiirken, 5-metilsitozinler hicbir degisiklige ugramadan aynen kalir.
Bisiilfit reaksiyonda, metillenmemis tiim sitozinlerin deamine edilmesi ve siilfat
baglanmasi ile bu sitozinler, urasile g¢evrilir. DNA zincirlerinin bisiilfitle
muamelesinde, metile olmayan DNA dizisi bisiilfite hassas, metile olan DNA dizisi
bisiilfite direncli olacaktir. DNA’daki kirilma ve kayiplarin en aza indirgenmesi,
DNA’nin yeterli miktarda ve saf elde edilebilmesi ve bdylece PCR verimliliginin
arttirllmasi igin bisiilfit doniistiirme ve piirifikasyon islemleri igin QIAGEN®
EpiTect® Bisulfite kiti kullanilmustir. Bisiilfit ile muamele edildikten sonra

piirifikasyon yapilarak bistilfit tuzlarinin ve diger kimyasallar uzaklastirilmistir.

Tablo 3.2. QIAGEN® EpiTect” Bisulfite Kit igerigi

Reaktifler Hacim
Bisiilfit Karisimi1 6 ml
DNA koruyucu Tampon 1.9ml
RNA igermeyen su 3X1,9ml
Tampon BL 31 ml
Tampon BW (konsantre) 2x13 mi
Tampon BD (konsantre) 3 mi
Tampon EB 15 ml
Tastyict RNA 310 pul
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Protokol:

e Her bisiilfit karisim iizerine 800ul RNaz igermeyen su eklenerek ¢oziilmesi
saglanmigtir.  Bisiilfit karisim  tamamen ¢oziilene kadar vorteks ile

karistirilmistir (Gerektiginde ¢ok kisa siire 60°C’de inkiibe edilerek).
e 35ul DNA koruyucu tampon ¢ozelti, 85 pl Bistlfit karisim ve 20 pul DNA

ornegi eklenerek karisim hazirlanmis ve DNA bisiilfit doniisiim reaksiyonu
PCR cihazinda Tablo 3.2.°de belirtilen programa uygun sekilde
gerceklestirilmistir.

e Inkiibasyon sonunda her &rnegin iizerine tasiyict RNA (10 mg/ml/6rnek) igeren
Tampon BL ¢ozeltisi eklenmis ve vorteks ile karistirildiktan sonra kisa santrifiij
islemi yapilmigstir.

e Her 6rnege 250 ul Etanol (%96-100) eklenmis, 15 sn vorteksle karistirilarak

kisa stireli santrifiij yapilmistir.

e Ornekler EpiTect Spin kolonlar igerisine transfer edilerek 1 dakika maksimum
hizda santrifiij yapilmigtir. Toplama tiipleri atilmig ve kolonlar yeni toplama
tiiplerine yerlestirilmistir.

e Her kolona 500 pl ytkama tamponu eklenmis ve 1 dakika maksimum hizda
santrifiij yapilmistir. Toplama tiipleri atilarak kolonlar yeni toplama tiiplerine
yerlestirilmigtir.

e Kolonlara 500 ul desiilfonasyon tamponu eklenmis ve oda sicakliginda (15-
25°C) 15 dakika inkiibe edilmistir.

e 1 dakika maksimum hizda santrifiij yapilmis, toplama tiipleri atilarak kolonlar
yeni toplama tliplerine yerlestirilmistir. Bir Onceki basamak yeniden
tekrarlanmistir.

® Yeni 2 ml toplama tiipleri igine Kolonlar yerlestirilmis ve uzaklastirmak igin 1
dakika maksimum hizda santrifiij yapilmistir.

e Kolonlar temiz tiiplere aktarilarak sivinin tamamen buharlagsmasi igin 1s1
blogunda kapaklar1 agik halde 56°C’de 5 dakika stireyle inkiibe edilmistir.

e Kolonlar temiz 1,5 ml mikrosantrifiij tiipler igine yerlestirilmis ve tizerine 20 pl
elisyon tamponu eklenmistir.

e Tipler 12.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edilerek DNA &rnekleri toplanmis ve elde
edilen DNA 06rnekleri kullanilacagi zamana kadar -20°C’ de saklanmaigtir.
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3.2.4. MS-PCR (Metilasyon Spesifik PCR)

RPRM, CST6 ve GREML1 genlerinin promotdr bolgesinin metilasyon durumu MS-
PCR yontemi ile arastirilmistir. MS-PCR; Sitozinlerdeki metilasyon durumunun

tespiti i¢in gelistirilen etkili yontemlerden birisidir.

MS-PCR teknigi, RPRM, CST6 ve GREML1 genlerinin promotor bolgelerini taniyan

metillenmis ve metillenmemis DNA’ ya 6zgiil primer dizileri kullanilarak QIAGEN®

EpiTect® MPS Kit protokoliine gore uygulanmustir.

Tablo 3.3. MS-PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan primer dizileri

RPRM promotor primer dizisi (86 bg.)

Metile Olmayan

Metile Olan

Ileri primer
Geri primer

Ileri primer

Geri primer

5-TTGTGAGTG AGT GTTTAGTTT G -3’

5’- TAATTACCT AAAACC AAATTC ATC-3’

5’-GCG AGT GAG CGT TTAGTTC -3

5’-TAC CTA AAACCG AATTCATCG -3’

GREM1 promotor primer dizisi (155 bg.)

Metile Olmayan

Metile Olan

fleri primer
Geri primer
Ileri primer

Geri primer

5’- ATT TAA ATG GGA GAT GGT GTG -3’

5’- AAC CAA AAC CACCAA AACTCA -3’

5’- ATT TAA ACG GGA GAC GGC GCG -3°

5’- GAC CAA AAC CGC CGA AACTCG -3’

CST6 promotor primer dizisi (106 bg.)

Metile Olmayan

Metile Olan

fleri primer
Geri primer
fleri primer

Geri primer

5-GGTTTTTTGAAT TTTGTAGGATTT T-3’

5-CAACTT TTACCC ACT AAACCAGC -3’

5-GTTTTT TGAATT TCG TAG GAT TTC -3’

5-AACTTT TAC CCG CTAAACCG -3
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Tablo 3.4. Genlerin amplifikasyonu i¢in hazirlanan PCR karisimlarinin igerigi

U M U Kontrol DNA M Kontrol DNA
MS-PCR karisimi 6,2 6,2 6,2 6,2
Ileri primer 0,3 0,3 0,3 0,3
Geri primer 0,3 0,3 0,3 0,3
DNA 1 1 1 1
H.0 2,2 2,2 2,2 2,2
Toplam 10 pl 10 pl 10 pl 10 ul

Tablo 3.5. MS-PCR islemi i¢in uygulanan program

Islem Sicakhk Siire Doéngii sayisi
Basamak 1 On denatiirasyon 95 °C 10 dk. 1
Denatiirasyon 95°C 20 sn.
Basamak 2 Primer Baglanma Primere Ozgii 30 sn. 40
Zincir Uzama (Sentez) 72 °C 30 sn.
Basamak 3 Final Sentez 72°C 10 dk. 1
Basamak 4 Sonlandirma +4 °C 0 1

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Bir¢ok Onemli biyolojik makromolekiil (6rn. amino asitler, peptitler, proteinler,
niikleotidler ve niikleik asitler) iyonlasabilen gruplara sahiptir ve pH’ya bagh olarak
¢ozeltide katyon (+) ya da anyon (-) biciminde, elektrik yiikii tasiyan tiirler olarak
bulunurlar. Agaroz jel elektroforezi DNA molekiillerinin ayrimi, tanimlanmasi ve
saflastirilmast i¢in kullanilan standart bir yontemdir. DNA’nin jeldeki konumunu,
diisiik konsantrasyonlarda floresan veren etidyum bromid ile boyayarak belirlemek

miimkiindiir (Westermeier, 1997).

Yapilan bu c¢alismada MS-PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen iiriinleri %2’ lik
agaroz jelde elektroforez iglemi ile ayristirilarak ve etidyum bromiir kullanilarak

DNA bantlarinin goriintiilenmesi saglanmstir.
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%2’lik Agaroz Jelin Hazirlanma Protokolii;
e 2 gr agaroz hassas terazide tartilip bir erlene konulmustur.

e Uzerine 100 ml 1xTBE (10 mL.1xTBE ve 90 mL. dH20) tamponu ilave

edilmis ve mikrodalga firin kullanilarak kaynatilmstir.

e Erlen yaklasik 50-55°C’ye sogutulduktan sonra, igerisine 20mg/ml etidyum

bromiir eklenmistir.

e Karigim hava kabarcigi olmayacak sekilde jel tabagina dokiilmiis ve oda

sicakliginda yaklagik 40 dk. polimerize olmasi i¢in bekletilmistir.

e Jel tabagi, jel tamamen tamponun igerisinde olacak sekilde tankin icerisine

yerlestirilmistir.

e En az bir kuyucuga DNA belirleyici (50 bg) olmak iizere, calisilan bireylere
ait PCR firtinleri yiikkleme tamponu (Orange G) ile karigtirilarak yiiklenmistir.

e Ornekler 120 V’da yaklasik 15-20 dakika yiiriitiilmiis, ardindan jel
goriintiileme sistemi kullanilarak UV 1s1ginda  bantlarin  goriintiilenmesi

saglanmistir.
3.2.6. Istatistiksel Analizler

Goriintiilenen jel iizerindeki bantlarin varligi/yoklugu dikkate alinarak metilasyon
durumu tespit edilmistir. Elde edilen veriler “SPSS 13,0 for Windows” programu ile
analiz edilerek incelenmis olup p>0,05 degeri istatistiksel olarak anlamsiz, p<0,05

ise istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BOLUM 4
BULGULAR

4.1. Hastalara Ait Bulgular

Bu ¢alismada; Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda tan1
alan hastalar arasindan tarama yapilarak c¢alisma grubumuza uygun 22 papiller tip
hastalarinin normal ve tiimorlii dokularindan toplam 44 doku blogu secilmistir.
Patolojik degerlendirmeler i¢in hastalarin %77,2’sinde nefrektomi uygulanmis, geri
kalan %22,8’inde eksizyon, rezeksiyon ve yayma yontemi ile doku eldesi

saglanmustir.

Tablo 4.1. pRHK hastalarindan elde edilen dokulara ait bilgiler

pRHK (n=22)

Ameliyat

Sag bobrek 11

Sol bébrek 9

Kist aspirasyon sivist 1

Bobrek 1
Alnma sekli

Nefrektomi 17

Eksizyon 3

Yayma 1

Rezeksiyon 1
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Calismamiza dahil edilen pRHK tanis1 konmus 22 hastanin 17’si (%77,2) erkek, geri
kalan 5’1 (%22,8) ise kadin olup erkek/kadin oran1 3.4:1” dir. pRHK tanis1 konmus
olgularinin yas ortalamasi kadinlarda 46,6 (15-71), erkeklerde ise 59,58 (41-71) iken
cinsiyet ayirimi yapmaksizin yas oOrtalamasi ise 56,6 (15-71) olarak hesaplanmustir.
50 yas ve lizerinde olan hastalar ¢aligmaya dahil edilen olgularin 18’ini (%81,81)

olusturmaktadir.

Tablo 4.2. pRHK olgularinin cinsiyet, yas ve patolojik evre dagilimi

pRHK Olgu sayis1 (%)

Erkek 17 (%77,2)

Cinsiyet Kadm 5 (%28,2)

E:K 3,41
<60 11(%50)
Yas
> 60 11 (%50)
) T1 6 (%27,2)
Patolojk Evre

Digerleri (T2, T3, T4) 16 (%72,8)

4.2. DNA Kantitasyon Sonuglari

pRHK hastalarina ait parafine gémiilii timorlii doku ve normal doku 6rneklerinden
toplam 44 genomik DNA izolasyonu basariyla gerceklestirilmistir. DNA 6rneklerinin
konsantrasyonlari 6l¢iildiigiinde normal DNA konsantrasyonu ortalamasi 93,118
pg/ml ve timorlii DNA konsantrasyonu ortalamasi 152,109 pg/ml olarak tespit
edilmistir. Izolasyon asamasi sonrasi bisiilfit modifikasyonuna hazirlik asamasinda

elde edilen genomik DNA distile su ile seyreltilerek konsantrasyonlar: esitlenmistir.

4.3. RPRM Genindeki Metilasyon Durumu

RPRM genindeki metilasyon ylizdesi pRHK hastalarinin tiimdr dokularinda yaklasik
%359 (13/22) oraninda bulunmus olup normal dokularda metilasyon siklig1 yaklasik
%S5 (1/22) olarak belirlenmistir. Bu durumda tiimér dokularindaki metilasyon normal
dokulara gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur. [p=0.017, OR
(%95Cl1)=4.91 (1.33-18,2)].
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Metilasyon durumu ile hastalarin cinsiyet, yas ve patolojik evreleri ile

hipermetilasyon arasinda anlamli  bir iliski  saptanamamistir  (p>0.05).

Sekil 4.1. RPRM geninin MS-PCR analizine sonucu ornek jel goriintiisii (M:
metillenmis, U: metillenmemis, Kontrol M-U: QIAGEN® EpiTect® PCR Control set)

4.4, CST6 Genindeki Metilasyon Durumu

CST6 genindeki metilasyona ugradig: tespit edilen hasta ylizdesi pRHK hastalarinin
timor dokularinda yaklasik %14 (3/22) oraninda bulunmusken, normal dokularda
metilasyon siklig1 yaklasik %9 (2/22) olarak belirlenmistir. Bu durumda tiimoér
dokularindaki metilasyon istatistiksel olarak anlamli dl¢lide normal dokulara gore
yiiksek bulunmustur. CST6 geninde gozlenen metilasyon ile pRHK hastalarinin
cinsiyet, yas ve patolojik evreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski

saptanmamustir (p>0.05).

Sekil 4.2. CST6 geninin MS-PCR analizine sonucu Ornek jel goriintiisi (M:
metillenmis, U: metillenmemis, Kontrol M-U: QIAGEN® EpiTect® PCR Control set)
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4.5. GREM1 Genindeki Metilasyon Durumu

pRHK hastalarinda tiimér dokularindaki GREM1 gen metilasyonu orani %41 (9/22)
iken normal dokularda %5 (1/22) bulunmustur. Tiimoér ve normal dokulardaki
metilasyon oranlart karsilastirildiginda metilasyon orani tiimor dokularinda normal
dokulara gére anlamli derecede yiliksek bulunmustur [p=0.016, OR (%95CI)=14.5
(1.64-128.5)]. GREM1 metilasyonu ile pRHK hastalarinin cinsiyet, yas ve patolojik

evreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilememistir (p>0.05).

Sekil 4.3. GREM 1 geninin MS-PCR analizine sonucu 6rnek jel gorintisii (M:
metillenmis, U: metillenmemis, Kontrol M-U: QIAGEN® EpiTect® PCR Control set)

Tablo 4.3. pRHK hastalarinda RPRM geninin metilasyon analizi

RPRM Ornek Metile Metile OR P
sayisl olan (%) olmayan (%)
(%) (%95CI)

Cinsiyet |E 17 (77,2) 12 (70,5) 5 (29,5) 491 0.017

K 5(22,8) 1 (20) 4 (80) (1.33-18,2)
Yas <60 11 (50) 8(72,7) 3(27.3) AD
(15-71) >60 11 (50) 5 (45,4) 6 (54,6)
Ort: 56,6
Patolojik | T1 6 (27,2) 3 (50) 3(50) AD
evre

Digerleri 16 (72,8) 10 (62,5) 6 (37,5)

(T2,T3,T4)

p>0.05 istatistiksel olarak anlamsiz kabul edilmistir.
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Tablo 4.4. pRHK hastalarinda CST6 geninin metilasyon analizi

CST6 Ornek  Metile Metile OR P
sayis1  olan (%) olmayan (%)
(%) (%95 CI)
Cinsiyet |E 17(77,2)  3(17,6) 14 (82,6) A.D
K 5 (22,8) 0(0) 5 (100)
Yas <60 11 (50) 1(9) 10 (91) AD
(15-71) | =60 11 (50) 2 (18) 9 (82)
Ort: 56,6
Patolojik | T1 6 (27,2) 3 (50) 3 (50) AD
evre
Digerleri 16(72,8) 0 (0) 16 (100)
(T2,T3,T4)
p>0.05 istatistiksel olarak anlamsiz kabul edilmistir.
Tablo 4.5. pRHK hastalarinda GREM1 geninin metilasyon analizi
GREM1 Ornek  Metile Metile OR P
sayist  olan (%) olmayan
(%) (%) (%95 ClI)
17(77,2) 6 (35,3) 11 (64,7)
Cinsiyet E 14.5 0.016
5(22,8 3 (60 2 (40
K (228) (50) (40) (1.64-128,5)
11(50) 4 (36,4) 7 (63,6)
Yas <60 A.D
(15-71) >60 11 (50) 5 (45,5) 6 (54,5)
Ort: 56,6
6(27,2)  4(66,7) 2 (33,3)
Patolojik | T1 AD
evre
Digerleri  16(72,8)  5(31,2) 11 (68,8)
(T2, T3, T4)

p>0.05 istatistiksel olarak anlamsiz kabul edilmistir
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

Giliniimiize kadar olan zaman dilimindeki literatiir bilgilerinde, renal hiicreli
karsinomlar iizerinde aday timor baskilayici genlerin metilasyon analizine yonelik
yapilan ¢aligmalar sinirlt sayida olup net tanisal 6zellik gosterilememistir. Yapilan
caligmalar daha ¢ok bRHK {izerinde yogunlasmis olup, papiller renal hiicreli

kanserlerin molekiiler temelleri heniiz net olarak aydinlatilamamustir.

Papiller RHK, renal hiicreli karsinomlarin %10-15’ini olusturarak 2. siklikta
izlenmektedir. Erkeklerde daha sik goriilmekte olup; bizim ¢alismamizda da E/K
orant 3.4.1 olarak belirlenmistir, vakalarin %50’si 60 yasin istiinde olup, 50 yasin

altinda sadece 3 olgu goriilmiistiir.

Bu ¢alismada, pRHK hastalarinin normal ve tiimor dokularinda RPRM, GREM1 ve
CST6 genlerinin metilasyon analizleri yapilmis ve bu genlerin papiller renal hiicreli

karsinom gelisimi iizerindeki etkisi ortaya konmaya c¢alisilmigtir.

CST6 (Sistatin E/M) geni 11q13.1 bolgesinde yerlesik olup lizozomal sistein
proteazlarin fizyolojik inhibitérii olarak fonksiyon goren Sistatin M’1 kodlamaktadir.
Sistatin M ekspresyon kaybinin primer tiimorlerin metastaziyla iligkili oldugu
bildirilmistir (Morris vd., 2010). Kioulafa vd., (2009), toplam 134 formalinle fikse
edilmis meme kanseri dokusunda yaptiklari metilasyon ¢alismasinda CST6 geninde
yiiksek oranda metilasyon (%55,9) tespit etmisler ve bu genin meme kanseri
gelisimde onemli bir biyomarker olabilecegini belirtmislerdir. Radpour vd., (2011)
yilinda c¢alismalar1 sonucunda CST6 geninin meme kanserinde biyomarker
olabilecegi diislincesini desteklemislerdir. Chimonidou vd., (2011), 27’si meme
kanserli 56 6rnek tizerinde yaptiklar1 promotdr bolge metilasyon analizi ¢aligmasinda
hasta bireylerde %37 ve saglikli bireylerde %4,3 oraninda metilasyon oldugunu
bulmusglardir. Chimonidou vd., (2013), meme kanser oreneklerinin plazmasinda

serbest DNA iizerinde CST6 geninin promotdér bolge hipermetilasyon durumu
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tizerindeki yaptiklari ¢alisma sonucunda CST6 geninin meme kanserinde biyomarker

olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

CST6 geninin ayrica; eriskin ve pediatrik beyin tiimdrleri (Qiu vd., 2008), servikal
kanserler (Veena vd., 2008) ve gliomalar (Kim ve Kim, 2002) ile de iliskili oldugu
bildirilmistir.

CST6 geninin renal hiicre kanserleriyle olan iliskisi de bazi caligmalarda ele
alimmustir, ancak pRHK” da daha 6nce hi¢ incelenmemistir. Morris vd., (2010), renal
hiicre karsinomlu hiicre hatlarinda 28 gen iizerinde yaptigt metilasyon analizi
calismasinda iclerinde CST6 genininde oldugu 8 genin hastaligin tedavisinde ve
gelisiminde biyomarker olabilecegini belirtmislerdir. Ayrica, CST6 geni metastatik
renal hiicreli karsinomla da iliskili bulunmustur (Dubrowinskaja ve Peters, 2014).
Bizim c¢aligmamizda, = pRHK hastalarinin timor dokularinda CST6 geninin
metilasyon siklig1 %14 (3/22) olarak belirlenmistir, bu oran daha 6nceki ¢alismalarda
bRHK i¢in belirlenen oranlara gore daha diisiiktiir. pRHK hastalarinda tiimor ve
normal dokulardaki metilasyon oranlar1 karsilastirildiginda CST6 genindeki
metilasyon orani istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur. Bu nedenle, CST6

geninin pRHK gelisiminde 6nemli etkiye sahip oldugu fikrini desteklememektedir.

GREM1 (Gremlinl) geninin anjiyogenez, hiicre ¢ogalmasi, kontrollii hiicre 6liimii,
hiicre farklilagmasi ve kemotaksi olaylarinda rolii oldugu bilinmektedir (Michos vd.,
2007). Bu nedenle farkli tiirde kanserlerin gelismesinde direk etkili olabilecek bir
gen olarak One c¢ikmaktadir. Van Vlodrop vd., (2010), berrak hiicreli RHK
hastalarinda GREM1 hipermetilasyonun varlhigiyla birlikte mRNA diizeyinde bir
azalma oldugunu tespit etmisler ve sonug¢ olarak da GREM1 geninin aday timor
baskilayic1 gen olabilecegini ve bRHK anjiyogenezinde rolii olabilecegini
bildirmislerdir. Bu calismada, pRHK hastalarinin timér dokularinda GREM1
geninin metilasyon sikligi yiiksek bulunmustur; %41 (9/22). pRHK hastalarinda
timor ve normal dokulardaki metilasyon oranlar karsilastirildiginda GREMI
genindeki metilasyon orani timor dokularinda istatistiksel olarak anlamli Glgiide
yiiksek bulunmustur (p<0.05). Metilasyon durumu ile cinsiyet, yas ve patolojik evre
arasindaki iligki incelendiginde ise istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit

edilememistir (p>0.05).
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p53 yolu ile hiicre dongiisiiniin G2/M’ de durdurulmasindan sorumlu bir TBG olarak
bilinen RPRM geni hipermetilasyonunun 600'den fazla timérde, (mide kanserlerinin
%79’u, lenfomalarm %57’si ve meme kanserlerinin %37’sinde, daha disiik
oranlarda ise beyin, yumurtalik, rahim agz1 ve mesane kanserlerinde) gézlendigi
bildirilmistir (Takahashi vd., 2005). Daha yakin zamanlarda, arastirmacilar prostat
kanseri orneklerinde %54 oraninda RPRM hipermetilasyon oldugunu belirtmislerdir
(Suzuki vd., 2006). Morris vd., (2010) 61 primer RHK hasta grubunun oldugu 11
renal hiicre karsinomlu hiicre hattinda (%80’1 bRHK) 28 gen iizerinde yaptiklar
metilasyon analizi ¢aligmasi sonucunda; GREML1 geninin %41 oraninda, CST6
geninin %46 oraninda ve RPRM geninin de %44 oraninda promotdr bolge

metilasyonuna maruz kaldigini bildirmislerdir.

Bizim ¢alismamizin sonuglarina gore ise; RPRM geninde gézlenen metilasyon siklig
%59 (13/22) olarak belirlenmis olup bu oran oldukca yiiksek bulunmustur. pPRHK
hastalarinda tiimor ve normal dokulardaki metilasyon oranlari karsilastirildiginda ise,
RPRM genindeki metilasyon orani timor dokularinda istatistiksel olarak anlamli
olgiide yiiksek bulunmustur (p<0.05). Ote yandan, RPRM genindeki metilasyon
durumunun cinsiyet, yas ve patolojik evre ile iligkili olmadigi tespit edilmistir
(p>0.05).

Calisgmamizda RPRM ve GREM1 genlerinde gozlenen hipermetilasyon, bu genlerin
pRHK gelisiminde etkili tiimor baskilayici genler olabilecegi diisiincesini destekler
niteliktedir. Ancak, ¢alismadaki 6rnek sayisinin arttirtlarak daha genis hasta serisinde

yeni ¢aligmalarin yapilmasi faydali olacaktir.
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