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OZET

BOBREK KANSERINDE VHL, PBRM1 VE SETD2 GENLERI
TANIYA UYGUN BELIRTEC MiDiR? MOLEKULER
YONTEMLERLE ARASTIRILMASI

ROZHGAR ABDULLAH MOHAMMED

Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1
Tez danismani: Yrd. Dog. Dr. Mehri IGCI
Kasim 2013, 68 sayfa

Bobrek kanseri iirolojik kanserlerin en 6liimciil olanidir ve yetiskin malignitelerin % 3’
iinii olusturur. Bobrek kanseri tek bir hastalik olmakla birlikte renal hiicreli timorler
dahil olmak tizere farkli birgok tiirii bulunmaktadir. VHL geni RCC ile iliskisi oldugu
bilinen tiimor baskilayict bir gendir. VHL, hipoksi indiiklenebilir faktorlerin bir negatif
diizenleyicisi olarak fonksiyon gosterir. Son zamanlarda yapilan dizi analizi
caligmalarinda, ccRCC’de histon modifikasyonunda ve kromatin sekillenmesinde gorev
alan PBRM1 ve SETD2 gibi genlerde birgok yeni ve sik goriilen mutasyonlar
tanimlanmistir. PBRM1 geni, timor baskilayict olan VHL geninden sonra en ¢ok
mutasyon gorulen ikinci gendir. Bu gen, belirli genlerin trankripsiyonel aktivasyonunda
ve baskilanmasinda gorev alan BAF180 proteinini kodlamaktadir. SETD2 geni, histon
H3’tn 36. pozisyondaki lizin amino asitinin trimetilasyonundan sorumlu bir histon
metiltransferazi kodlamaktadir. Aynt zamnda tiimoér gelisiminde baskilayict bir rol
alabilir. Bu ¢alismada, bobrek kanseri gesidine ve hastalarin cinsiyet, ortalama yas gibi
klinik 6zelliklerine gore gruplanan 30 cift 6rnek, gen ifadesi, SSCP ve Sanger dizileme
teknikleri ile analiz edilmistir. VHL, PBRM1, SETD2 genlerinin asagi yonli
diizenlendigi bulunmustur. Ancak, Wilcoxon testi ile yapilan istatistiksel analizlerde
anlamli bir sonuca varilamamaistir (p>0,05). Yapilan mutasyon taramasi sonuglarina
gore farkli bir genotip saptanamamistir. Sonu¢ olarak, taranan iic genin mRNA
seviyesinde diislis goriilmiistir. RCC’nin patogenezinde gorev alan molekiiler
mekanizmalarin anlagilmasi, bobrek kanseri molekiiler hedefli ilaglarin gelistirilmesi
adina 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bobrek kanseri, VHL, PBRM1, SETD2, Gen ifadesi analizleri,
Mutasyon taramasi



ABSTRACT

ARE VHL, PBRM1 AND SETD2 GENES DISTINCTIVE DIAGNOSTIC
MARKERS FOR KIDNEY CANCER? A MOLECULAR INVESTIGATION

ROZHGAR ABDULLAH MOHAMMED
Master's thesis, Department of Medical Biology
Supervisor: Asist. Prof. Dr. Mehri IGCI
November 2013, 68 Pages

Kidney cancer is the most lethal urological cancer and accounts for 3% of adult
malignancies. Kidney cancer is not a single disease; it is made up of a number of
different types including renal cell tumours as the most common type. VHL gene is a
tumor suppressor, it is best known with RCC. The VHL functions as negative regulator
of hypoxia inducible factors. Recent sequencing efforts have identified several novel
frequent mutations of histone modifying and chromatin remodeling genes in ccRCC
including PBRM1 and SETD2. The PBRM1 gene is the second most common mutated
gene after VHL, a tumor suppressor gene. It encodes the BAF180 protein, which
involved in transcriptional activation and repression of selected genes.SETD2 encodes a
histone methyltransferase, which is responsible for trimethylation of the lysine residue
at position 36 of histone H3 and may play a role in suppressing tumor development. In
this study, 30 paired tumor and normal samples that were grouped according to the
types of kidney cancer and clinical characteristics of patients, including gender and
average age were observed with gene expression analysis, SSCP and sequencing
technique. Three of genes VHL, PBRM1 and SETD2 were relatively downregulated.
However, statistically no significance found by Wilcoxon signed rank test (p>0,05). As
a result of gene screening no mutation (no different genotype) was observed. In
conclusion, the mRNA expression levels of three genes were insignificantly
downregulated. Understanding the molecular mechanisms involved in the pathogenesis
of RCC has aided the development of molecular-targeted drugs for kidney cancer.

Keywords: Kidney cancer, VHL, PBRM1, SETD2, Expression analysis, Mutation
screening



1. GIRIS ve AMAC

Bobrek kanseri terimi, bobrekte ve renal pelviste ortaya c¢ikan herhangi bir kanser
anlamina gelmektedir (1). Ancak, meydana genel bir¢ok tiimor, bobregin filtrasyon
kisminda yer alan tiibiillerdeki hiicrelerden olusan renal hiicreli karsinomlardir (RCC;
Renal cell carcinom) (1). Bobrek kanseri, iirolojik kanserler arasinda en yaygin tgtncu
ve biitiin kanser tiirleri arasinda yedinci sirada yer almaktadir (1). Diinya capindaki
goriilme sikligi, her yil 209 000 yeni vaka ve 102 000 olim vakasidir (2). Hem
kadinlarda hem erkeklerde goriilmekle beraber, erkeklerde 1,5 kat daha fazla
goriilmektedir (1,3). Insanlarda bobrek kanserlerinin biiyiik bir kismini (% 80-85) renal
parankimden olusan renal RCC’dir (4). Geriye kalan kisminin biiyiik cogunlugu (% 15-
20) renal pelvis tranzisyonel hiicreli karsinom olustururken, anjiyomiyolipom,
nefroblastoma (Wilms Tiimorii) gibi diger neoplazmalar nadir olarak goriilmektedir
(4,5). Cocuklarda en sik goriilen bobrek kanseri, 0zglin genetik anormallikler ve
biyolojik davranig gosteren Wilms tiimoriidiir (6).Yapilan ¢alismalarda bdbrek
kanserinin, cinsiyet, yas, tiitiin, obezite, aile Oykiisii, hipertansiyon, diyet ve c¢esitli
boyalara maruz kalmay1 igeren calisma sartlar1 gibi bir¢ok risk faktori ile iliskili
olabilecegi gosterilmistir (7,8). Bobrek kanseri olan hastalar genellikle ¢cok az belirti
gostermektedirler (1,9). Hastalik erken sathada tanimlanirsa tedavisi vardir, ancak

metastatik bobrek kanserleri genellikle dlimculdar (1,9).

RCC, renal tiibiil epitelinde olusan kanserler i¢in kullanilan bir terimdir. RCC, genetik
ve morfolojik 6zelliklerine bagli olarak ayirt edilebilen; berrak hiicreli RCC, papiller
RCC, kromofob RCC ve bobrek onkositom olmak (zere dort ana histopatolojik
durumdan olusur (2,5). Bircok RCC vakasi sporadiktir ve hastalarin % 4’iine kadarinda
ise kalitsal yatkinlik vardir. Bu vakalar arasinda von Hippel-Lindau (VHL) hastaligi,
kalitsal papiller bobrek kanseri (HPRC), kalitsal leiomiyomatozis ve bdbrek kanseri
(HLRCC) ve Birt-Hogg-Dube (BHD) sendromu yer almaktadir (10). RCC’nin kalitsal
sendromlarina sebep olan genlerin belirlenmesi, sporadik RCC hakkinda molekiiler
bilgilerin temelini olusturur (2). Genomda yapilan ¢aligmalar, farkli RCC alt tipleri ile
iliskili yaygin genetik varyantlarin anlagilmasmi saglamistir (11). Sporadik yetiskin

RCC’ye yol agan molekiiler mekanizmalar kapsamli ve karmasiktir (11).



RCC ile iliskili oldugu en ¢ok bilinen gen von Hippel-Lindau (VHL) genidir. Bu geninin
inaktivasyonu kalitsal ve sporadik berrak hiicreli RCC vakalarin neredeyse % 100’iinii
olusturmaktadir (12). Bu gen; g6z, beyin, omurilik, bobrek, pankreas ve bobrekusti
bezleri kanseri ile eslik eden ailesel bir sendrom olan VHL hastaligi ile iliskilendirilmis

lokustan pozisyonel klonlama ile belirlenmistir (12).

Timor baskilayict olan VHL geni, 3. kromozomun kisa kolunda (3p25-26) yer
almaktadir (13). 10 kb uzunlugunda olan bu gen ii¢ ekzondan olugmaktadir ve iki tane
protein (pVHL19 ve pVHL30) kodlamaktadir (13). VHL proteini 214 amino asitten
olugmakta ve a ve B domeinleri olmak {izere iki tane yapisal domein icermektedir (13).
VHL, hipoksiye kars1 hiicresel cevapta yer alan genleri diizenleyen bir transkripsiyon
faktoru ailesi olan hipoksi induklenebilir faktorlerin (HIF) negatif diizenleyicisidir (14).
pVHL’lerin en iyi tanimlanmis fonksiyonu,pVHL, Elongin C, Elongin B, Cullin 2 ve
Rbx1’den olusan E3 ubikutin protein ligaz kompleksinin substrat tanima bileseni olarak
gorev almasidir (13). Bu komplekste, pVHL ubikitin aracili proteoliziz i¢in hipoksi
indUklenebilir faktor 1 (HIF-1a) ve hipoksi indiiklenebilir faktor 2 (HIF-2a, ayrica
EPASI olarakta bilinir) transkripsiyon faktorlerinin o alt tinitesini hedeflemektedir

(13).

Son zamanlarda yapilan dizi analizi ¢alismalarinda, ccRCC’de histon modifikasyonunda
ve kromatin sekillenmesinde gorev alan PBRM1 ve SETD2 gibi genlerde bircok yeni ve
stk goriilen mutasyonlar tanimlanmistir (15).PBRM1 ve SETD2 genleri, VHL’ nin
genellikle kayip olan 3p lokusuna (yaklasik % 90) yakin bir yerde bulunmaktadirlar
(15).

Tiimdr baskilayict bir gen olan PBRM1 geni, kromozom 3p21°de yer almaktadir ve
BAF180 proteinini kodlamaktadir. BAF180 proteini, belirli genlerin transkripsiyonel
aktivasyonunda ve baskilanmasinda yer alan SWI/SNF kromatin sekillenme
kompleksinin kromatin hedefleme alt tinitesidir (12,16). PBRM1 hiicre ¢ogalmasinda
negatif diizenleyici olarak gorev alir (16). PBRMI mutasyonlar1 ileri evredeki
hastalarda yaygin olarak goriilmektedir ve PBRM1 protein ifadesindeki kayip, ileri
timor evresi, diisiik farklilasma derecesi ve kotii hastalik seyri ile iliskilendirilmistir
(17). PBRM1 mutasyonlar1 ve/veya protein ifadesindeki kayip berrak hiicreli RCC’nin
biiyiik bir bolimiinde gosterilmistir (17). Bu nedenle PBRM1 geni VHL’den sonra en

stk mutasyona ugrayan ikinci gemdir (15).



SETD2 geni, 3. kromozomun kisa (p) kolunda (3p21-31) yer almaktadir. Prematur
terminasyon kodonlarini igeren ve histon H3’lin 36. pozisyondaki lizin amino asitinin
trimetilasyonundan sorumlu histon metiltransferazi kodlayan biriken transkriptlerin

analizi sonucu bulunmustur (12,18).

Son zamanlardaSETD2genininyeni nesil dizileme (next-generation sequencing),
mikrodizin tabanli analizler ve fare transgen analizleri gibi ileri teknoloji metodlari

kullanilarak RCC ile iligkili olabilecegi gosterilmistir (12).

Bu c¢alismanin amaci, bobrek kanserinde molekiiler tani belirte¢lerinin molekiiler
tekniklerle belirlenmesidir. Bu teknikler;VHL, PBRM1 ve SETD2 genlerinin mRNA

ifadesi ve mutasyon tarama analizlerini icermektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, 6nemli bir halk sagligi sorunu temsil eden yaygin bir hastaliktir (1). Kanser,
primer lezyonda hiicrelerin kontrolsiiz sekilde ¢ogalmasi ve metastatik hiicrelerin
olusmasidir (1). Bunlar ¢evredeki dokulara istila yetenegine sahiptirler (1). Sistematik
olarak yayilirlar ve ikincil lezyonlari olustururlar (1). Bu hastalik, belirli proto-onko
genler ve timor baskilayici genlerde meydana gelen somatik mutasyonlarin birikimi
sonucu olusan tek bir hiicreden koken alan bir hastaliktir (1). Mutasyonlarin biiytik
cogunlugu cevresel fakatorlerden (vakalarin % 90-95°1) olusur, aynm1 zamanda kalitsal
faktorlerden kaynaklanmaktadir (19). Tatin, beslenme ve obezite, enfeksiyonlar,
radyasyon, fiziksel aktivite eksikligi ve ¢evresel kirleticiler kansere sebep olan yaygin
cevresel faktorlerdir (19). Bu cevresel faktorler hicrelerin genetik materyalinde
anormalliklere sebep olmakta ya da bu anormallikleri arttirmaktadir (19). Bu
diizenleyici genlerdeki kalitsal ve kazanilmig anormallikler kontrolsiiz hiicre
biiylimesine ve kanser gelisimine yol agabilir (20). Kanser, aslinda iligkili bir grup
hastalig1 tanimlayan genel bir terimdir (20). Kanser, cabuk ortaya ¢ikabilirler, ancak
bazi kanserlerin hasta i¢in zararli hale gelmesi uzun yillar alabilir (20). Kanser, basitce
tek bir mutasyonu baz alarak anlasilamaz (20). Bir mutasyonun etkileri bir hiicrede
diger mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi ile goriiliir ve mutant hiicrelerin olusmasi ile timor
ve hasta bazinda goriiliir(20). Kanser, sinirl kaynaklar i¢in savasan fenotipik ve genetik

heterojen hiicre populasyonlarini kapsayam karmagik evrimsel bir sistemdir (21).

Kanser, viicudun herhangi bir dokusunda gelisebilir ve gelistigi organ veya hiicre tipine
gore isimlendirilir (22). Kanser tipleri genis kategorilerde siniflandirilabilir (22).
Kanserin ana kategorileri su sekildedir: Karsinom; deri veya epitel hiicrelerde (i¢ veya
dis organ) ve dokularda olusan kanserler, bobrek, akciger ve meme gibi (22). Sarkoma,;
kemik, kikirdak, yag, kas, kan damarlar1 ya da diger bag veya destekleyici doku
hiicrelerinde meydana gelen transformasyonlar sonucu olusan kanserlerdir (22).
Lenfoma veya miyelom: immun sistem hiicrelerinde olusan kanserlerdir (22). Losemi

kan iireten dokularda olusan kanserlerdir (22).



2.2. Kanserin Ayiricr Ozellikleri

On yil oOnce, Hanahan ve Weinberg onlarca yillik yogun kanser arastirmalarini
Ozetleyen kanserin alt1 tane ayirici 6zelligini tasvir etmislerdir (23). Saglikli ve kanserli
hiicreler arasindaki fenotipik farkliliklar1 tanimlamislardir (21). Kanserin ayirt edici
ozellikleri, insan tiimorlerinin ¢ok asamali gelisimi sirasinda gerekli olan alt1 biyolojik
yetenek icermektedir (24). Ayirt edici 6zellikler, neoplastik hastaligin karmasikligini
rastyonelize etmek igin bir diizenleme ilkesi teskil etmektedir (24). Bunlar, hiicre
Oliimiine kars1 direng, proliferatif sinyalin siirdiiriilmesi, biiyiime baskilayicilarindan
kag1s, replikatif 6liimsiizliige olanak saglamak, anjiyogenezin indiiklenmesi ve invazyon
ve metastazin aktif olmasini icermektedirler (24,25). Bu ayirt edici 6zelliklerin altinda
genetik ¢esitlilik tireten ve kazanilmasini hizlandiran genomik karasizlik, bir¢cok ayirt
edici fonksiyonu tesvik eden inflamasyon yatmaktadir (24). Son on yildaki kavramsal
ilerleme, bu listeye enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasit ve bagisiklik
yikimindan kagimma gibi iki potansiyel ayirict 6zellik daha eklemistir (24). Kanser
hiicrelerine ek olarak, tiimorler karmagik bagka bir boyut sergilmektedirler: timor
mikrogevresini olusturarak ayirict 6zelligin kazanilmasina katkida bulunan, goriiniis
olarak normal hiicrelerden olusan toplanmis bir repertuar icermektedir (24). Bu
kavramlarin yaygin olarak uygulanabilirliginin taninmasi insan kanser tedavisi i¢in yeni

araclarin gelistirilmesini etkileyecektir (24).

invazyon ve metastazin
aktivasyonu

Sekil 2.1. Kanserin ayirici 6zellikleri: kanserin alt1 ayirt edici niteliginin gosterimi (24).



2.3.Kanserin Genetik ve Epigenetik Nedenleri

2.3.1. Tiimor baskilayici genler ve onkogenler

Kanser genellikle, kanseri tesvik eden onkogenler ve Onleyen timér baskilayict genler
olmak tizere iki gen sinifinda olusan mutasyonlar sonucunda meydana gelmektedir (4).
Bu gibi mutasyonlar genin fonksiyonunda kayba ya da fonksiyonunun artmasina sebep
olabilir (3). Onkogenler ve tiimor baskilayici genler, hiicre dongiisiinlin i¢inde ve
disindaki gegislerin diizenlenmesinde rol olan ve terminal farklilasma yolunda rolii olan
proteinleri kodlayan 6nemli diizenleyici genlerdir (3). Timdr baskilayict genler ve
onkogenlerde meydana gelen bozukluklar, kontrolsiiz hiicre bdlinmesine sebep
olmaktadir, dolayisiyla kansere sebep olmaktadir (3). Tiimor baskilayict fonksiyonun
tamamen kaybolmasi i¢in her iki allel kopyasinin da inavtive olmasi zorunludur, yani
timor baskilayict genler resesif durumdadir (3). Timor baskilayict genlerdeki
fonksiyon kaybi mutasyonlar1 genellikle hiicre donglsunin ve DNA replikasyonunun
diizenlenmesinin bozulmasina, programli hiicre dliimiiniin baskilanmasina (apoptoza)
veya koruyucu bagisiklik sistemi hiicreleri ile tiimor hiicrelerinin bozulmus etkilesimine
sebep olmaktadir (4). Mutajenik sinyallerin iletiminde ve uygulamasinda yer alan
onkogenlerdeki fonksiyon kazanimi mutasyonlari, hiicrelerin hiperaktif biliylimesi ve
¢ogalmasi ile sonuglanmaktadir (3,4). Proto-onko genlerin allellerinin herhangi bir
kopyasinda meydana gelen mutasyon, mutant genin olugmasi igin yeterlidir, dolayisiyla

alt sinyal yollarimi etkileyebilir (3,4). Onkogenler genellikle baskin sekilde davranirlar
(3).

Onkogenler ve tiimor baskilayici genler disinda olusan mutasyonlar, tiimorogenez,
hiicrede meydana gelengenetik degisikliklerinoranin1 arttiran herhangi bir olay ile
meydana gelebilir (4). Ornegin; hiicresel DNA tamir mekanizmasinda olusan kalitsal
veya kendiliginden olusan hasarlar, mutasyonlarin artmasina ve genetik veya genomik

kararsizliga yol acabilir (4).
2.3.2. Epigenetikdegisimler

Son 10-15 yilda elde edilen bilgiler, genetik degisimlerin yaninda epigenetik
degisimlerinde tiimdr gelisimi ve ilerlemesinde 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir
(2). Epigenetik diizenleme genellikle DNA (replikasyon sonrast metilasyon), protein
(histon modifikasyonlari ve polycomp grup protein kompleksleri) ve RNA (RNA
interferens)  seviyelerinde  olmaktadir (4,26). Kanser hicrelerinde  DNA
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metilasyonundaki anormal durumlar 20 yildan fazla siiredir bilinmektedir ve genel
hipometilasyon ve bolgeye 0zgu hipermetilasyon tiimor hiicrelerinde sik goriilen
olaylardir (26). Hipermetilasyon, yuksek oranda bir genin promoter bdlgesindeki CpG
adaciklarinda meydana gelmektedir, bunun sonucunda transkripsiyonun baskilanmasina
sebep olmaktadir (4). Kanserde DNA hipometilasyonunun biyolojik 6nemi ¢ok az
anlasilmistir (4). Mevcut modelde Ongoriildiigii tizere Ozendirici bolge (promoter)
metilasyonu ve timor baskilayict ve DNA tamir genlerindeki transkripsiyonel

susturulma ve bu genlerde meydana gelen mutasyonlar g6z ardi edilemeyecek

sikliktadir (4).

DNA metilasyonu disinda histon asetilasyonunda olusan degisimler gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Etkin olmayan kromatin
aracili histon deasetilasyonu, tiimor baskilayici genlerin susmasinda kritik 6neme sahip
bir bilesendir (27). Farkli histon deasetilaz inhibitorleri kanser tedavisi i¢in su anda

klinik calismalarda yer almaktadir (27).

2.4. Bobrek Anatomisi

Bobrekler peritonun arkasinda, omurganin her iki yaninda posterior karin duvarinin iist
kisminda bulunan iki kirmizims: kahverengi organlardir ve yaklasik olarak 10 cm
uzunlugunda, genisligi 5 cm ve kalinligr 2.5 cm boyutlarindadir (28,29). Kismen
kaburga ortiistinlin altinda yer alirlar (29). Karacigerin sag biiyiik lobundan dolay1 sag
bobrek sol bobrekten daha disiik bir seviyede yer alir (28). Bobrekler solunum ile
hafifce hareket eder (28).

Bobregin bir tist kutbu ve alt kutbu (anterior yiizeyi ve posterior ylizey), (medial sinir ve
bir lateral sinir) vardir. Medial sinir igbiikeydir ve hilum olarak adlandirilan bir dikey
yarig1 vardir (29). Hilum renal sinus olarak adlandirilan biiyiik bir boslugun igine
uzanmaktadir (29). Hilum renal ven, renal arter, lreter, lenfatik ve sempatik sinir
liflerini iletir (29). Hilumda renal damar enteriordadir, renal arterin iki dali damra
posteriordur, Ureter bu iki artere posteriordur, renal arterin Ggtncl dali Uretere
posteriordur (29). Fibros kapsiilii bobregi dis kismina yakin olarak cevreler (29).
Perirenal yag, fifbor kapsiilii sarar (29). Renal fascia, bobregi, bobrek iistii bezini ve
perirenal yag sarar (29). Renal fascia, psoas fascia ve transversalis fascia ile devam

eder (29). Bu fascialar ve yag, bobregi posterior karin duvarina baglar (29).



Bobrek dis bir korteks ve i¢c medullaya sahiptir (29). Medulla, yaklasik bir diizine
bobrek piramitlerinde olusur (konik) (29). Piramitlerin tabanlari dis yone bakar ve
apikalleri (renal papilla) igeri dogru bakmaktadir (29). Korteks, piramitler arasinda
uzanir (renal kolonlar) (29). Cizgiler piramitlerden kortekse dogru uzar (meduller
yollar) (29). Renal siniis renal pelvis (iireterin iist genislemis pargasi) ile kaplanmigtir
(29). Pelvis, 2-3 ana kalikslere bolinmistir ve her ana kaliks 2-3 kiguk kalikse
boliinmiistiir (29). Renal papilla minor kalikslere girinti yapar (29).

Arterial beslenme aorttan gelen renal arterlerden sglanir (29). Her renal arter bes
segmental artere ayrilir (29). Her bir segmantal arterden her piramit icin bir lober arter
cikar (29). Renal maddeye girmeden once her lober arter iki veya U¢ tane interlober
arter yayar (29). Interlober arterler kortekse dogru yayilirlar (29). Medulla korteks
baglantisinda interlober arter, piramitlerin tabanlar1 tizerine kavis yapan arcuate arterlere
acilir (29). Arcuate arterler, korteksten c¢ikan bir¢ok interlobuler artere agilir (29).

Afferent glomeruler arteriorler interlobuler arterin dallar1 gibi ¢ikarlar (29).

kortikal kan

) damarlan

Arkuat kan
interlobar kan damarlan

damarlan

Minor kaliks

Renalven Major kaliks
Renal pelvis

Renal hilum N
sinir

Pramid
Renal Arter ’
Papilla
Medulla
. Renal kolon
Ureter
Korteks

Kapsul

Sekil 2.2.B6bregin boyuna kesiti (30).
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2.5. Bobrek Fizyolojisi

Bir¢ok insan, bobregin onemli bir fonksiyonu olan metabolizma veya sindirim yoluyla
olusan atik maddelerin viicuttan atilmas1 hakkinda bilgi sahibidir (31). Bobregin ikinci
bir fonksiyonu viicut sivilarinin miktariin ve igeriginin kontrol edilmesi ag¢isindan
onemlidir (31). Su ve vicuttaki neredeyse butin elektrolitler igin sivi alimi ve ¢ikisi
arasindaki denge yiiksek oranda bobrekler tarafindan saglanir (31). Bobreklerin bu
diizenleyici fonksiyonu hiicrelerin aktivitelerini gerceklestirebilmeleri igin kararli bir i¢

cevrenin korunmasini saglar (31).

2.6. Bobrek Kanseri

Bobrek kanseri, iirolojik kanserler arasinda en yaygin ii¢lincii ve biitiin kanser tiirleri
arasinda yedinci sirada yer almaktadir. 2010 yilinda ABD’de 58240 yeni vaka ve 13040
renal bobrek kanserinden 6liim vakasi oldugu bildirilmistir (1,32). Bobrek kanseri tek
bir hastalik degildir; bobrekte olusan bircok ¢esit kanserden olugmaktadir (8). Yetiskin
populasyonunda renal hiicreli karsinoma (RCC) bobrek neoplazmlarinin en ¢ok goriilen
turtidiir (34). Diger kanserlere benzer sekilde bobrek kanserleri kalitsal olabilecegi gibi
kalitsal olmayip sporadik de olabilir (35). Sporadik formu soliter olma egilimdedir ve
genellikle 40, 50 ve 60’11 yaslardaki hastalarda goriiliir (35). Kalitsal formu multifokal
ve bilateral olma egilimindedir ve genellikle erken yasta baslar (35). Bobrek kanseri
olan hastalar genellikle gok az belirler, semptomlar veya laboratuar anormallikleri
gosterirler ve genellikle (% 30) metastatik evrede tanilar1 konulur, tan1 konulanlarin %
9’u ise tedavi i¢in ge¢ kalinmustir (9). Erken sathada yakalanirsa hastalik tedavi
edilebilir, ancak metastatik bobrek kanseri dlumcildir (1). Tipik olarak ikincil bébrek
timorleri, akciger, yumusak dokularda, kemiklerde, karacigerde, deride ve merkezi sinir

sisteminde bulunur (4).

2.6.1. Bobrek tiimorlerinin cesitleri

Insanlarda bobrek tiimdrlerinin bilyiik ¢ogunlugu (% 80-85) renal parakindem koken
alan RCC’dir. Geriye kalan kismimnin biyiik c¢ogunlugu (% 15-20) renal pelvis
tranzisyonel hiicreli karsinom olustururken, anjiyomiyolipom, nefroblastoma (Wilms
Timori) gibi diger neoplazmalar nadir olarak goriilmektedir (4,5). Renal neoplazmalar,
Diinya Saghik Orgiitiiniin (WHO) histopatolojik sistemine gore 6zgiin alt tiplere
simiflandirilmistir (5). WHO sistemi histopatolojik tumor alt tiplerini belirgin klinik
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davraniga ve genetik mutasyonlara gore belirlemektedir (5). Histopatolojik tiimor alt
tipleri, histolojik karakterleine gére RCC (% 70), papiller RCC (% 15), kromofob RCC
(% 10) ve onkositom (% 5) alt siniflara ayrilmistir (4). Anjiyomiyolipom en sik goriilen
yetiskin mezankimal tlimordiir (%1) (5). Ayrica WHO sistemi, yeni tanimlanmis klinik,
morfolojik ve genetik faktorlerle nadir goriilen renal malignite formlarini icermektedir
(5). Ornek olarak; Xp11.2 translokasyonu ile iliskilendirilmis renal karsinom, Bellini
toplama kanallarinin karsinomu renal mediiller karsinom ve musinoz tiibiiler igsi hiicreli

karsinom (mucinous tubular spindle cell carcinoma) verilebilir (5).

2.6.2. Bobrek kanserinin epidemiyolojisi

Epidemiyoloji kanser kokeni hakkindaki bir¢ok soruya cavep vermek i¢in 6nemli bir
aractir (36). Cinsiyet, yas, cografik dagilimdaki farkliliklar ve bobrek kanseri gelisimi
ile iligkili ¢oklu klinik faktorler ortaya konmustur (36). ABD’de bobrek kanseri,
kanserlerin % 4’iinii ve kansere bagli dliimlerin % 2’sini olusturur (11). Ugiincii en sik
goriilen genitoiirenal kanserdir (8). Tahminlere gore, ABD’de 2010 yilinda, 58240 yeni
bobrek kanseri vakasi ve 13040 bobrek kanserine dayali 6liim oldugu bildirilmistir (32).
Bu da ABD’de goriilen kansere bagli dliimlerin % 2,3’Unii olusturmaktadir (32).
Goriilme siklig1 erkeklerde kadinlara gore 2-3 kat daha fazladir ve siyah irkta beyaz irka
gore az orandadaha fazladir (32). Birgok tiimorler, 50 ve 70 yaslar1 arasinda goriilmekte,

ortalama yas olarak 66 yasinda goriilmekte ve 6liim yas1 da 70 olarak belirtilmektedir
(32).

2.6.3. Bobrek kanserlerinin risk faktorleri

Bdbrek kanserinin sebepleri bilinmemektedir (7). Epidemiyolojik bulgulara gore, erkek
cinsiyet, 50 yas sonrasi ve son evre renal hastaliklar bobrek kanserinin gelisimi igin risk
faktorleridir (7). Birgok sayida risk faktorii RCC ile iliskilendirilmistir, bunlardan en iyi
bilineni sigara kullanimidir (8). Erkeklerde RCC’nin % 30’u, kadinlarda ise % 24’1
sigara ile iligkilendirilmistir (8). Obezite, hipertasiyon ve deri boyalar1 gibi bazi
maddelere maruz kalma, kadmiyum petrol {iriinleri ve asbestorler diger risk faktorleri
arasinda yer almaktadir (7). Ayrica, diet faktorleri ve ditiretikler gibi ilaglar, yliksek yag
ve protein igerigine sahip beslenme, kahve tiikketimi, kirmizi ve islenmis etin yiiksek

oranda tiiketimi bobrek kanseri ile iliskilendirilmistir (7). HIV enfeksiyonuna baglh
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immuno baskilanmig durum, enfekte populasyonunda RCC’nin goriilme sikligini

belirlemektedir ve enfekte olmayan insanlara gore 8.5 kat daha yuksektir (36).

Bobrek kanserinin 6zgin nedeni bilinmemekle birlikte, genetik anormallikler her
histolojik alt tipte daima mevcuttur (7). Bu anormaliklerden herhangi birine dykusiinde
sahip olan hastalar, bliyiik bir 6l¢iide artmis bobrek kanseri riski tagimaktadirlar (7).
Ancak, kalitsal bobrek kanserleri hastaligin toplam goriilme sikliginin yalnizca kiiglik
bir kismin1 olusturmaktadir (7). Bobrek kanseri biiyiikk ¢ogunlukla sporadik genetik

olaylar, cevresel maruziyet ve hasta faktorlerinin birlikteligi ile olusmaktadir (7).

2.6.4. Bobrek tumoru patolojisi

Renal toksikoloji ve patoloji renal medulla ve papillay1 ¢evreleyen dis kismini saran
korteks ile olusan bdobregin karmasik islevsel anatomisiyle yakindan iligkilidir.
Bobregin fonksiyonel iinitesi nefrondur. Nefron glomerulus, proksimal tiibiil, Henle
kulbu, distal tiibiil ve toplama kanalindan olusmaktadir. Ayrica proksimal tiibiil {i¢
segmente ayrilmaktadir: post-glomeriiler kisimdan (P1) olusan kontortus proksimal
tiibiil ve aktif endositoz / lizozomal aparat iceren proksimal tiibiiliin daha distal kismu
(P2). Dolaysiyla, protein bagl toksik kisimlarin yani sira lizozomal asir1 yiiklenme ile
iligkili yaralanmay1 gostermektedir. Sonraki P3 segmentinin diiz kismi (rektus
proksimal tiibiil) xenobiotica’nin metabolik aktivasyonu ve tasiyict iligkili birikimi ile

yaralanmaya ¢ok duyarli kismi gostermektedir.
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Sekil 2.3. Renal nefronun morfolojik yapisinin gériiniimii (4).

2.6.5. Bobrek kanserinin evreleri

Timor, lenf nodiilii ve metastaz (TNM) simiflandirmasit AJCC (American Joint
Committee on Cancer)’ye gore onaylanmistir (32). TNM sisteminin en biiyiik avantaji
timOr trombozu olan bireyler ile lokal nodal hastaligi olanlar1 net bir sekilde ayirt
edebilmesidir (32). Evreleme sistemleri yayilma modlarin1 gostermek icin
tasarlanmistir. (Sekil2.4 ) Evreleme sistemleri tedavi segeneklerinin siniflandirilmasi,
prognoz ve sag kalim 6zelliklerinin degerlendirilmesi igin kullanilir (37). TNMevreleme

sistemi Tablo 2.1 ve Tablo 2.2’ de gosterilmistir (37).
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Sekil 2.4. Renal hiicreli karsinomun TNM evrelemesinin sematik gosterimi (37). A,
Evre T1 timor < 7 cm. B, Evre T2 timodr > 7 cm. C ve D, Evre T3a preinefrik yagi
iceren timarsler (C) ve komsu adrenal bezi (D). E, Evre T3b renal ven veya inferior

vena kava igeren timor (IVC) diyaframa inferior. F, Evre T3c tumor diyaframa superior
IVC igeren timor.
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Tablo2.1. RCC’nin TNM Evrelemesi; Amerikan Kanser Ortak Komitesinin mevcut
siriminden uyarlanmastir.

Evre Tanimi
TX
TO Onciil timori bilinmeyen
T1 Onciil timorii yok
Tla Timdr ¢ap1 en biiyiik < 7 cm, bobrek ile sinirli
Tlb Timor ¢ap1 en bilyiik < 4 cm, bobrek ile sinirlt
T2 Timor ¢apt >4 ancak <7, bobrek ile sinirlt
T3 Timor ¢ap1 >7, bobrek ile sinirl
Timdr biiyiik damarlar i¢ine uzanir veya bobrekiistii bezlerine invazyon ancak,
T3a Gerota fasciasi veya perinefrik dokulara degil
Timaor bobrekisti bezi veya perinefrik dokulara invasion ama Gerota fascia 6tesinde
T3b degil
T3c Timor kabaca diyafram {izerinde vena kava i¢ine uzanir
T4 Timor Gerota facianin Gtesine invasyon
NX Bolgesel lenf nodlari tespit edilememis
NO Higbir bolgesel lenf nodu metastazi yok
N1 Tek bir bolgesel lenf nodu metastazi
N2 Birden fazla bélgesel lenf nodu metastazi
MX Uzak metastaz tanimlanmamis
MO Uzak metastazi yok
M1 Uzak metastaz

Tablo 2.2. TNM evre gruplari.

Evre gruplan T evre N evre M evre
| T1 NO MO
| T2 NO MO
Il T1 N1 MO

T2 N1 MO
T3 NO MO
T3 NO
v T4 NO MO
T4 N1 MO
Herhangi T N2 MO
Herhangi T Herhangi N MO
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2.7. Bobrek Kanserinde Olusan Molekiiler Degisiklikler

2.7.1. Kahtsal RCC

RCC’nin kalitsal formlar1 tiim vakalarin % 5°ni olusturmaktir. Kalitsal RCC sporadik
RCC’nin  olusumuna neden olan molekiiler yolaklarin anlasilmasinda ve
karakterizasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bobrek kanserinin kalitsal formlari
siklikla multifokal, bilateral tiimdrler olarak ortaya ¢ikmaktadir ve ¢ok erken yaslarda

gorulebilmektedir, dolayisiyla bobrek kanseri erken yaslarda baslamaktadir (33,38).

1979 yilinda Cohen ve arkadaglar1 kalitsal bobrek kanseri Oykiisii olan bir ailede 10
hasta bireyin 8’inde kromozom 3’iin kisa kolu ile kromozom 8’in uzun kolu arasinda
bir translokasyon tespit etmislerdir. Eger ailesiel renal kanser bir ailenin birden fazla

Uyesinde varsa bu tek bir maligniteyi veya tumor koleksiyonunu gosterir (38).

Her bir kalitsal sendrom 6zgiil bir molekiiler degisim ile karakterizedir ve dolayisiyla
ayrici taniy1 dogrulamak i¢in genetic analiz yapilabilir (2). Asagidaki tabloda kalitsal

RCC sendromunun 6zellikleri gosterilmektedir

Tablo 2.3. Bobrek kanserinin kalitsal sendromlari: kromozomal yerlesim, etkilenen

genler ve yolaklar.

Sendrom Kromozom Gen/protein Olasi yolak
Von Hippel-Lindau 3p VHL HIF1
Birt-Hogg-Dube 17p Follikilin mTOR

Kalitsal papiller renal

karsinom 7q c-Met Hepatosit biylime
faktora/MET
Kalitsal
leiomiyomatozis 1q Fumarat Krebs dongusi/HIF1
renal hicreli karsinom hidrataz
9g/16p TSC1/TSC2 mTOR

Tuberoskleroz
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2.7.2. Sporadik renal hicreli karsinom

Bircok bobrek kanseri sporadiktir. Kansere neden olan kimyasallar veya diger dis risk
faktorlerinin muhtemel etkilerinden kaynaklanan hiicre degisiklikleri dogumdan yillar
sonra ortaya c¢ikmaktadir (39). von Hippel-Lindau hastaligi tumor baskilayici geni
(VHL)’nin somatik degisimi sporadik berrak hicreli renal hiicreli karsinomada en sik
raslanan genetic degisikliktir. Spesifik kromozomal bozukluklar bir¢cok renal kanserin
alttipinde gosterilmistir (Tablo2.4) (2).

Tablo 2.4. Renal hiicreli tiimorlerin en sik gorulen alt tipleri: frekans ve kromozomal
degisiklikler.

Alt tip Kromozom degisiklikleri ~ Frekans, %
Berrak hiicreli RCC 3p, +5q, 9, 10, 14 70-75
Papiller RCC +7,+17, +3, +12, +20 10-15
Kromofob RCC 1,2,6,10, 13,17, 21 5-7

kombinasyonu

Onkositom 1,14 5

2.8. RCC’nin Epigenetigi

Epigenetik degisimler kanserin belirgin 6zelliklerindendir ve renal tumorogenezdeki
roller glin gectikge ortaya ¢ikmaktadir (41). Epigenetik degisimler, drnegin anormal
DNA metilasyonu ve histon protein modifikasyonu insan kanserlerinde sik

gorilmektedir ve tumor gelisimin 6nemli faktorleri olarak tanimlanmaktadirlar (42).

Epigenetik degisimler RCC de 6nemli bir yere sahiptir ¢iinkii biiyiik ¢aptaki dizileme
calismalar1 tiimorlerin % <10’da VHL geni ve PBRMI1 haricinde aday tiimor

baskilayict genlerin mutasyona ugradigini gostermistir.
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Son zamanlarda yapilan dizileme c¢aligmalarinda SETD2, UTX ve JARID1C gibi
genlerde mutasyon saptanmigtir bu RCC’nin patogenizinde rol alan epigenetik
faktorleri gostermektedir (42). VHL promotor bélgesi metilasyonu ile epigentik olarak
inaktive olan ilk tanimlanan insan tiimor baskilayici genlerindendir (42). Mutasyona
ugrayan genler niikleozom konumlandirma ve histon kuyruk modifikasyonlar: ile

kromatin diizenlenmesiyle iligkilendirilmistir (43).

Insan RCC’lerin yaklasik % 40’mda mutasyona ugramis olan PBRM1 Polibromo
BRG1-iliskili faktor kompleksin (PBAF, SWI/SNFB) bir par¢asidir (43).

PBAF, SWI/SNF gibi bir niikleozom tekrar diizenleyici olarak islev gosterir ve
transkripsiyonel diizenlemede yer aldigi gosterilmistir (43). Sik olmamakla birlikte iki
metil transfreazda, MLL2 ve SETD2, ve iki dametilazda, JARID1C (KDM5C) ve UTX
(KDM6A) mutasyonlar tantmlanmistir (Sekil 2.5) (43)

Me

)
Ac
Me c QM7

K14 Ac _Ac

(ko] [ka]

JARID1C/KDM5C

Sekil 2.5. RCC genetiginde rol alan Histon 3 modifikasyonlarinin gosterimi (43).
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2.9. Von Hipple-Lindua (VHL) Geni

2.9.1. VHL geninin yapasi ve islevi

RCC ile iligkili oldugu en iyi bilinen gen Von Hipple-Lindua (VHL) genidir (12). VHL
geni timor baskilayict bir gendir ve kromozom 3p25°te yapilan linkage analizleri ile
haritas1 ¢ikarilmistir (Sekil 2.6). VHL geni 1993’te pozisyonel klonlama taktigi ile izole
edilmistir (10). VHL geni en iyi hipoksi induklenebilir faktori (HIF) negatif olarak
diizenleyen bir E3 ubikuitin ligaz olarak bilinir (39).VHL geni u¢ ekson bolgesi igerir
ve VHL protein yapisinda 8 tekrar motifi, a-domain ve f-domain bulunur (Sekil 2.7)
(13).
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Sekil 2.6. Kromozom 3’te VHL geninin yerlesimi (16).

A) VHL geni 1 340 34 463 464 642
) Ekzon 1 ++ Ekzon 2 # Ekzon 3 3
s % \ I L
.r/ ' rI \ I ""\
A W
B) VHL proteini ,”# \“' . .
p p
193 204 213
pS65 pS80 pP86 pG93 pY98 pRIO7 pL118 pF136 pL163 pV166 pR16T

Sekil 2.7. Von Hippel-Lindau gen ve protein yapisi. A) VHL geni {i¢ ekzondan olusur
(gri). B) VHL proteinin yapisi, GXEEX 8 tekrar motif (pembe), a-domain (mor) ve f3-
domain (mavi) (13).
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2.9.2. VHL Geni Mutasyonlari

Bobrek kanseri hastalarinin timorlii dokularnt VHL genindeki degisiklikler igin test
edildiginde, mutasyonlar berrak hiicreli bobrek kanseri olan hastalarda yiiksek
oranlarda tespit edilmistir(44). Papiller, kromofob, toplama kanal1 bobrek kanseri veya
onkositomlu hastalarin tiimorlii dokularinda VHL geninde mutasyon saptanamamustir.
Nickerson ve ark. berrak hiicreli bobrek kanseri olan hastalarindan alinan tiimorli

dokularin % 91°de VHL geninde mutasyon ve metilasyon saptamislardir (44).

2.9.3. HIF’in VHL aracih@ ile diizenlenmesi

VHL yoksun RCC’nin molekiiler patogenezini anlamada 6nemli bir nokta normoksi
kosullar1 altinda olmasiydi, pVHL kompleksi HIFa alt birimleri baglanir ve ¢oklu
ubikutinleyerek hedeflenmesini ve proteozom tarafindan yikilmasini saglar (43). HIF ve
pVHL arasindaki etkilesim HIF’in prolil kalintilarindan prolil hidroksilaz enzimi ile
posttranslasyonel hidroksilasyonu araciligi ile saglanan enzimatik bir reaksiyondur (43).
Bu kavrama uygun olarak pVHL’nin en 6nemli islevi HIF’1 diizenlemesidir, VHL
mutasyonlari ile iliskilendirilmis bir¢ok hastaligin pVHL ve HIF arasindaki etkilesimi
ortadan kaldirdig1 tahmin edilmektedir (43). Ayrica, farelerde yapilan ¢aligmalar HIF
aktivasyonunun (6zellikle HIF-2a olarak) VHL kaybi sirasinda goriilen fenotiplerin

cogunluguna aracilik ettigini gostermektedir (43).

2.9.4. VHL geni yolag:

VHL geni 30-kDa biiyiikliigiinde VHL proteinini kodlamaktadir ve 213 amino asit
uzunlugundadir. VHL geni hipoksi-indiiklenebilir faktorler (HIFs)’in diizenlenmesinde
yer almaktadir (10,12,44). VHL proteini elongin B, elongin C and cullin-2 ile kompleks
olusturmaktadir ve bu kompleksin ubikuitin ligaz E3 aktivitesi vardir. Boylelikle
trankripsiyon faktorleri HIF-1 ve HIF-2’nin o altbirimi HIFo’nin ubikutinlenerek
yikilimint saglar. HIFa HIF ile dimer olusturarak VEGF (vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii), PDGF (trombosit kaynakli biliyiime faktorii) ve TGFa (transforme edici
bliyiime faktorii o) gibi hipoksi-indiklenebilir genlerin trasnkripsiyonunu duzenler
(12,44). PVHL, hipoksi-indiklenebilir faktorler (HIF) gibi 6zgiin proteinlere dogrudan
baglanan yapida substrat almaci gorevi goriir ve daha sonra ubikutin prolitik yolag

araciligi ile yikilmasi i¢in onlar1 hedefler (10).Berrak hicreli renal hiicreli karserde VHL
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geninin elongin C/B and Cul2’ye baglanan alfa domaininde veya HIF’i yikilima
hedefleyen beta domaininde mutasyon oldugunda HIF yikilmaz veyuksek oranda
birikir (44). Sonug olarak ortaya HIF’in VEGF, PDGF, EGFR ve GLUT1 gibi alt sinyal
yolu bilesenlerinin asir1 ifade edilmesi ¢ikar (Sekil 2.8) (44).

VHL’nin durumu VHL hastaliginin tedavisinde ve bobrek kanseri hastalarinda énem
arz etmektedir (12). VEGF ve PDGF gibi HIF’ e duyarli gen iirlinleri tiimorlerin
anjiyogenezini active etmektedir ve bu nedenle iyi tedavi hedefleridir. VEGF ve PDGF
inhibitorleri, sunitinib ve sorafenib FDA (Food and Drug Administration) tarafindan

onaylanmuistir (12).

HGF
¥
MET
RTK
,- — &=
P3 Fosfotaz

Mitogenez
- Hiicre gogii
:> Hiicre gogalmasi
o~ @ Protein sentezi
Trasnkripsiyonel
T~ P2 VEGF Sunitinib

hlpoks

B8
@

—7—» PDGF Sorafenib
Ubikitinasyon/ TGFu
degradasyon

Sekil 2.8. RCC ile ilskili yolaklarin sinyal iletim 6zeti (12).

2.10. Polibromo 1Geni (PBRM1)

2.10.1. PBRML1 geninin yapis1

PBRM1, kromozom 3’iin kisa (p) kolunun 21’inci pozisyonunda yer alan timor

baskilayict bir gendir (Sekil 2.9.) (16). Bu genin resmi adi polibromo 1’dir. Ayrica,
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PBRM1 geni BAF180 ve PB1 olarakta bilinmektedir (17). PBRM1 geni 27 ekson
icermektedir (18).
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Sekil 2.9. Kromozom 3’te PBRM1 geninin yerlesimi (16).

2.10.2. PBRM1’in Islevi

Bu genin knock-down edilmesi kanser hiicrelerinin koloni olusturmasini ve gogiinii
hizlandirmistir. Buda bu genin tiimor baskilayici bir gen olabilecegini gdstermektedir
(12). Bu lokus ATP-bagimli kromatin-yeniden sekillenme komplekslerinin bir
altbirimini kodlamaktadir (12). Kodlanan protein, nikleer hormon almaglari tarafindan
ligand bagiml transkripsiyonel aktivasyonu i¢in gerekli olan komplekslerin integral bir

bileseni olarak tanimlanmistir (DNA-niikleozom topoloji degisimi) (16).

BAF180 proteini, replikasyon, DNA tamiri ve hiicre ¢ogalmasi / farklilasmasini
diizenleyen SWI/ SNF kromatin yeniden sekillenme kompleksinin kromatin hedefleyici
altbirimidir (12). PBRM1 geni, histon kuyruklarinda asetillenmis lizin kalintilarina
baglanmada yer alan alt1 bromodomainden olusmaktadir. Iki komsu bromo homoloji
domaini; protein-protein etkilesimi ve  HMG DNA baglanma domaini agisindan
onemlidir (46). PBRM1 geni hiicre ¢ogalmasinin negatif diizenleyisi olarak davranir
(16).

2.10.3. PBRM1 genindeki mutasyonlar

Son zamanlarda, bobrek kanseri ile iligkili yeni bir gen olan PBRM1 geni ekzom
dizileme ile bir seri primer berrak hicreli bobrek karsinomda (ccRCC) tanimlanmistir
(15). Yapilan calismada, caligmaya dahil edilen vakalarin yaklasik % 40’inda
PBRM1lgeni mutasyonu tanimlanmistir. Bu PBRMZ1’in VHL geninden sonra bobrek
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kanseriyle iligkilendirilmis ikinci en Onemli gen oldugunu gostermektedir(15).
PBRM1’in germinal mutasyonlar1 heniiz rapor edilmemistir (15). PBRM1’in birinci
domain en ¢ok mutasyon gorulen bolgedir (15). Sekil 2.10°’da PBRM1’in sematik
diyagrami gosterilmistir (15).

[] umlanz.su:]umlamnm.‘.
0

Sekil 2.10. PBRM1 (BAF180) proteinin sematik gosterimi. BD1-6: Bromodomain 1-6;
BAH1 ve BAH2: bromo-bitisik homoloji domain 1 ve 2; HMG;Mobilite grup domain.
(17).

2.11. SET Domain i¢eren Protein 2 Geni (SETD2)
2.11.1. SETD2 genin yapisi ve islevi

SETD2 geni 1998 yilinda kesfedilmistir ve baslangigta Huntingtin etkilesimli protein
olarak tanimlanmistir (45). SETD2 geni kromozom 3p21.31 bdlgesinde yer almaktadir
(Sekil 2.11) (18).

SETD2 prematiir sonlanma kodonu igeren birikmis transkriptlerin analizleri sonucu
bulunmustur.  SETD2  histon  H3’tin  36’mct  pozisyonundaki  lizinlerin
trimetilasyonundan sorumlu bir histon metiltransferaz kodlamaktadir ve timor
gelisiminin baskilamasinda rol oynayabilir (12). Histon H3’lin bu lizin kalintilarin
metilasyon durumu modifikasyonu kromatin yapisini diizenlemekte ve transkripsiyonel

kontrolii saglamaktadir (46).

SETD2 geni 21 ekson ve 20 intron bolgesi igermektedir (18). SETD2 nin rolii histon
metiltransferaz’dir. Bu histon metiltransferaz histon H3’ii 'Lys-36' kalintilarindan
metillemektedir (16). H3 'Lys-36" metilasyonu epigenetik transkripsiyonel aktivasyon
icin 6zgln bir isarettir (16). Muhtemelen uzama (elongation) sirasinda hiperfosforilize

POLR2A aracilifiyla kromatin yapmin modiilasyonunda bir rol oynamaktadir (16).
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DNA’ya promotor bolgelerden baglanarak transkripsiyon aktivatorii olarak davranabilir
(16).
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Sekil 2.11. Kromozom 3’te SETDZ2 geninin yerlesimi (16).

2.11.2. SETD2 geninde meydana gelen mutasyonlar

Son zamanlarda yayinlanan bir¢ok yeni makalede histon lizin metiltransferaz dahil
olmak (zere histon-modifiye edici enzimlerin gesitli kanser patolojilerinde fonksiyon
kayb1 ya da kazanci yer almistir (45). Teknolojik gelisimler ccRCC’de SETD2 ve diger
genler de dahil olmak Uzere somatik olarak mutasyona ugramis ¢ok sayida genin
kesfine olanak saglamistir (47). VHL, PBRM1, BAP1, ve SETD2 ccRCC’lerin %
90’indan fazlasindan delesyona ugrayan kromozom 3p {izerinde bir bolgede yer

almaktadir (47).

2.12. Bobrek Kanseri ile iliskilendirilmis Diger Genler

Son zamanlarda yeni nesil dizileme, mikrodizin tabanli analizler ve fare transgen
analizleri gibi ileri yontemler kullanilarak yapilan ¢aligmalarda, MET geni, TSC1/TSC2
genleri, BAP1 ve NF2’ninde dahil oldugu bir ¢ok gen RCC ile iliskilendirilmistir (12).

MET protoonkogeni MET VHL geninde mutasyon olmayan kalitsal papiller RCC’de
bulunmustur. Ayrica hepatosit biliyiime faktorii reseptoric (HGFR) olarak da
bilinmektedir(12,17). MET geni kromozom 7’nin q kolunun 31’inci pozisyonunda yer
almaktadir (16).

MET tirosin kinaz aktivitesi gosterir. HGF bu kinazin aktiflesmesini ve bdylelikle
mitogenez ve hiicre gocli sinyallerinin baslamasimi saglar (Sekil 2.8) (12). MET
mutasyonlar1 timor biiyiimesi, anjiyogenez ve metastazi tetiklemesiyle kotu prognoz ile
iliskilendirilmistir (17).



Iki timor baskilayic1 gen olan TSClve TSC2, berrak hiicreli RCC, kromofob RCC ve
papiller RCC gibi bir¢gok RCC tipine doniismesiyle bilinen bir tuberoz skleroz
kompleksi ¢alismasinda bulunmustur (12). TSC1 TSC2 ile kompleks olusturarak besin
aracilt veya bliylime faktorii ile uyarilmis S6K1 ve EIF4EBPI fosforilasyonunu
mTORCT1’1 negatif olarak diizenleyerek baskilar (17).BAP1 bir tiimor baskilayici olarak
rol oynamaktadir ve berrak hiicreli RCC vakalarinin %15’inde inaktive olan bir nikleer
deubikutinaz1 kodlamaktadir (12).

BAP1’deki mutasyonlar PBRM1 gibi diger tiimor baskilayict genlerde oldugu gibi
berrak hiicreli RCC’nin alt tiplerini belirlemektedir (Ttim berrak hiicreli RCC vakalarin
% 70°1) (12).

NF2 nakavt fare ¢alismalari ile yapilan analizler sonucu bir tiimor baskilayict gen olarak
tamimlanmustir (12). Farelerde 6-10 ay icerisinde hiperaktif epidermal buyime faktor(
reseptorli (EGFR) sinyali ile karakterize bobrek tiimori gelismistir (12). NF2 gen Grini
Merlin’in  hiperaktif EGFR sinyalini baskilamasiyla tiimorogenez baskiladig:
gosterilmistir (12).

Wilms tiimorii veya nefroblastoma, ¢ocuklarda en sik goriilen birincil bobrek tiimoriidiir
(6). Bircok vaka 2 ila 5 yas arasi1 ¢oguklarda goriilmektedir (6). Bu tiimoér ¢ocukluk
timorlerinin birgcok dnemli ozelliklerini gostermektedir: konjenital malformasyon ve
timor riski arasindaki iligki, timor ve gelismekte oldugu organ arasindaki histolojik
benzerlik, ve son olarak cocukluk tiimorlerinin tedavisinde ©nemli basarilar yer

almaktadir (6).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Ornekler Gaziantep Universitesi Uroloji Anabilim dalinda toplanmistir. Toplam olarak
60 Ornek analiz edilmistir. Caligmaya bobrek kanseri ¢esidine gore gruplandirilmis 30
hastaya ait normal ve timoér dokusudahil edilmistir ve cinsiyet ve yas ortalamasi da
dahil olmak {izere hastalarin klinik ozellikleri gosterilmistir (Tablo 3.1). Bobrek
dokular1 ¢alisma zamanina kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.

Calismaya dahil olanlardan onam alinmistir ve caligma yerel etik komite kurul

tarafindan onaylanmigtir. Karar numarasi: 02.04.2013/137.
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Tablo 3.1.Bobrek kanaseri tipi ve cinsiyetine gore hasta drneklerinin toplam sayisi.

Ornekno Yas Cinsiyet Kanser tirii invazyon Konumu
kapasitesi

1 57 K Renal hicreli karsinom Sol
2 44 E Renal hiicreli karsinom Sol
3 64 K Papiller RCC Sag
4 71 K Renal hiicreli karsinom Sol
5 63 E Renal hucreli karsinom Sag
6 61 K Renal hucreli karsinom Sag
7 68 E Papiller RCC Invazif degil Sol
8 61 K Renal hiicreli karsinom Invazif degil Sol
9 34 K Renal hicreli karsinom
10 77 E Renal hiicreli karsinom Sag
11 68 E Renal hiicreli karsinom Sag
12 55 E Papiller RCC Sag
13 66 E Renal hiicreli karsinom Sol
14 63 E Papiller RCC Sag
15 69 E Renal hicreli karsinom Invazif degil
16 46 E Renal hicreli karsinom Sol
17 66 E Renal hicreli karsinom Invazif degil Sol
18 51 E Renal hicreli karsinom
19 64 E Renal hiicreli karsinom Sag
20 54 E Papiller RCC Sol
21 59 E Renal hiicreli karsinom Sag
22 66 E Berrak hiicreli RCC Sag
23 64 E Kromofob RCC
24 70 E Berrak hiicreli RCC Sag
25 41 E Klasik RCC Invazif Sag
26 65 E Berrak hucreli RCC Sol
27 38 E Renal Anjiyolipoma Sag
28 51 E Berrak hucreli RCC Sag
29 54 E Onkositom RCC Sag
30 55 E Berrak hucreli RCC Sol
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3.2. Cihazlar, Kimyasal Maddelerve Cozeltiler

Calismada kullanila cihazlar, kimyasallar ve c¢ozeltiler Tablo 3.2, 3.3 ve 3.4’te

gosterilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan cihazlar, markalar: ve treticileri.

Cihaz Marka Uretim Yeri
Magnetik karistirict Velp Italya
Buzdolabi Bosch Tirkiye
Inkiibator Uniequip Almanya
Vorteks VELP Italya
Santiflr(j 5810R Eppendorf Almanya
Mikropipet seti Eppendorf Almanya
Biyolojik guvenlik Bilser Turkiye
Mikrosantriflij 5425D Eppendorf Almanya
Termal dongii cihazi (PCR) AB Singapur
Yatay jel elektroforezi EC apparatus ABD
Mikrodalga firin Arcelik Tirkiye
Otoklav Hirayama Japonya
Yatay karistirici J.P.SELECTA Ispanya
Spektrofotometre NanoDropTechnologies ABD
Ultraviyole translluminator UVPBIioChemisystem ABD

Su aritma sistemi Kats Scientific Ingiltere
Hassas terazi Shimadzu Japonya
Niikleotid dizisi analiz cihazi AB Singapur

Dikey jel elektroforezi

Owl Separation system

Prostmouth, ABD
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Tablo 3.3 Kullanilan kimyasallar, markalar1 ve tireticileri.

Kimyasal Madde Marka Uretim yeri

Borik asit Carlo Erba Italya

Etidyum bromar Sigma Almanya

Akrilamid Sigma Almanya
Bis-akrilamid Sigma Darmstadt, Almanya
Amonyumperstilfat Fermentase AB

Asetik asit Carlo Erba Italya

Formaldehid Merck Darmstadt, Almanya
Sigma cote Sigma St. Louis, ABD
Binding Silane Promega Mannheim, Almanya
Gelsave Merck Darmstadt, Almanya
10X amonyum siilfat

(PCR Buffer) Fermentase AB

Na,CO; Merck Darmstadt, Almanya
MgCl, Fermentase AB

Tris Fermentase AB

dNTP Fermentase AB

Taq DNA polimeraz Fermentase AB

Agaroz Prona Madrid, Ispanya
EDTA Merck Darmstadt, Almanya
Sodium tiyosiilfat Merck Darmstadt, Almanya
TEMED Sigma St. Louis, ABD

100 bp marker Fermentase AB
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Bromofenol Blue

Orange G

Etil alkol

Sephadex G-50

BigDye

Asetik asit

Gilimiis nitrat

Formaldehid

Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Invitrogen

GENIE®Probe regulation

Merck

Merck

Darmstadt, Almanya

Almanya

Almanya

Isveg

ABD

Ingiltere

Darmstadt, Almanya

Darmstadt, Almanya

Tablo 3.4. Kullanilan ¢ozeltiler ve kimyasal icerikleri.

Cozelti Icerik

10X TBE 108,9 g Tris
55 g borik asit
9,37 g EDTA

Ureli poliakrilamid

49,1akrilamid: bis-akrilamid

SSCP yiikleme buffer

Gilimiis nitrat

Sodyum karbonat

1000 ml distile su
42 g ure

14 ml akrilamid bis-akrilamid

%10 10 ml TBE
49 g akrilamid
1 g bisakrilamid

100 ml’ye distile sui le tamamlanir

8 mL formamid

2 ml distile su

0.025 g bromophenol blue

0.025 g xylene cyanol
2 g glimiis nitrat

2.5 mL of 37% formaldehid

2 lt distile su

60 g Sodyum karbonat

420 ml (10mg/mL) sodium tiyostulfat
2.5 mL of 37% formaldehid
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2 lt distile su

6X Orange G yiikleme boyasi % 60 gliserol
15%0range G
10mM Tris - HCI Ph 7,6
60 mM EDTA

Etidyum bromiir 0,5 Etidyum bromdr
1 ml distile su

Exo-Sap Exonuclease | (10 U/ul)
Shrimp Alkaline Phosphatase (1U/ul)
5x dizitamponu

Steril su

3.3. RNA Eldesi

Bobrek biyopsilerinden RNA eldesi Rneasy Total RNA Kit (Qiagen, Hilden, Almanya)
kullanilarak yapilmigtir. Dokular 700 pl RLT liziz tamponu kullanilarak Polytron rotor
— stator cihazindan homojenize edildi. Daha sonra kromozomal DNA’y1 parcalamak
amaciyla 10 defa enjektor ignesi ile aspire edildi. Hiicre peletleri 10 defa enjektor ignesi
ile aspire edilerek 700 pl RLT liziz tamponu ile tekrardan sulandirildi. RNA spin
kolonlardan 40 pl dietilpirokarbonat ile muamele edilmis su ile elde edildi. RNA miktar
tayini 4 ul hacimde bolinmiis RNA’lardan spektrofotometrik yontemle yapildi. (Aze0 —
A320 ) / (A280 — A320 ) oran1 1.7 olan ve/veya 0,5 pg’dan az olan RNA’lar ¢alismaya
dahil edilmedi. Tablo 3.5°te total RNA miktarlar1 ve kalitesi gdsterilmistir.

Tablo 3.5.Toplam RNA miktarlari ve kalitesi.

Ornek Konsantrasyon ng/uL 260/280
IN 1592.076 2.093
1T 3001.575 1.782
2N 1965.882 2.068
2T 1203.03 2.085
3N 1658.319 2.077
3T 2939.419 1.9
4N 2229.782 2.093
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4T
5N
5T
6N
6T
7N
T
8N
8T
9N
9T
10N
10T
11N
11T
12N
12T
13N
13T
14N
14T
15N
15T
16N
16T
17N
17T
18N
18T
19N
19T
20N
20T
21N
21T
22N
22T
23N
23T

871.098
933.361
592.003
56.864
73.454
2019.64
2496.017
1335.745
1277.417
2842.605
3029.377
933.361
204.342
1920.844
1252.796
2542.87
2048.686
1404.37
369.865
14.467
39.966
12.322
16.014
3110.082
3144.817
2748.671
1539.505
2820.112
3006.285
18.605
10.49
21.525
20.775
315.932
482.891
1361.41
133.735
20.155
28.609

2.097
2.078
2.03
2.003
1.895
2.082
2.052
2.082
2.075
1.796
1.388
2.078
2.03
2.109
2.094
2.035
2.102
2.086
2.085
1.697
1.966
1.744
1.888
1.561
1.214
1.914
2.053
1.215
1.86
1.655
1.522
1.932
1.992
2.101
2.075
2.102
2.05
1.586
1.56
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24N 227.833 2.049

24T 56.611 1.909
25N 53.744 1.877
25T 9.262 1.674
26N 21.525 1.554
26T 11.579 1.591
27N 24.79 1.549
27T 12.71 1.565
28N 10 1.723
28T 39.872 1.501
29N 1098 2.014
29T 325.734 2.055
30N 38.151 1.987
30T 92.508 2.052

3.4. Tamamlayic1 DNA sentezi

Tamamlayict DNA (cDNA) mesajct RNA kalibindan revers transkriptaz ve DNA

polimeraz enzimleri tarafindan katalize edilen bir reaksiyon ile sentezlenmistir.

Bu calismada, protoScript Tek Zincir ¢cDNA Sentez kiti (BioLabs, Ingiltere)
kullanilmistir. Calisma alan1 % 70’lik (h/h) etanol kullanilarak temizlenmistir ve biitlin
asamalarda filtreli u¢ kullanilmistir. Bilesenler ¢ozdiiriilerek buz iizerinde tutulmustur.
DNA kontaminasyonunu test etmek amaciyla revers trankriptaz yoklugunda bir kontrol
reaksiyonu konulmas: onerilmektedir. RNA miktarlar1 ve kaliteleri ayni olmadigi i¢in

her 6rnek i¢in farkli miktarlarda RNA kullanilmastir.

Tablo 3.6.cDNA sentezi bilesenleri ve miktarlari.

Bilesen Miktar (ul)
Toplam RNA *
d(T)23VN(50 uM) 2 ul

Nucleaz icermeyen su **

Toplam hacim 8 ul

* Tablo 3.5 ve 3.6’da gosterildigi gibi RNA miktarlar1 ve kaliteleri ayni olmadig i¢in her drnek igin farkli
miktarlarda RNA kullanilmastir.

** Her 6rnek i¢in farkli miktarlarda niikleaz-ar1 H,O kullanilmistir.
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RNA 70°C’de 5 dakika inkiibe edilerek denatiire edilmistir ve sonra Tablo 3.7’de
gosterilen bilesenler eklenmistir.

Tablo 3.7.cDNA sentez enzimlerinin bilesenleri.

Bilesen Miktar (ul)

M-MuLV Tepkime karigim: 10 pl
M-MuLVEnzim karigimu 2 ul

Toplamda 20 pul ¢cDNA reaksiyonu 42°C’de bir saat inkiibe edilmistir. Daha sonra
80°C’de 5 dakika bekletilerek enzimler etkisiz hale getirilmistir. Sonra, 30 ul H,O
kullanilarak reaksiyonlar PCR igin 50 upl’ye seyreltilmistir. Sonra yapilacak PCR

cogaltimlari i¢in cDNA Uriinleri -20°C’de muahafaza edilmistir.

3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) in vitro olarak DNA ve cDNA hedef dizilerinin
¢ogaltilmasidir. PCR teknigi bu ¢alisgmada VHL, PBRM1 ve SETD2 genlerini ¢ogaltmak
amaciyla kullanilmistir. SDSC workbench ¢evrimigi primer tasarim programi

yardimiyla {i¢ ¢ift primer ve bir ¢ift GAPDH primerleri tasarlanmistir.

PCR reaksiyonundaki biitiin malzemeler sterilize edilmistir ve PCR karigimu steril kabin
icerisinde hazirlanmistir. PCR reaksiyonu MJ Research, AB Applied Biosystem PCR

cihazlar1 kullanilarak yapilmstir.

3.5.1. Primer Tasarimi

Bir primer, DNA sentezi i¢in bir baslangi¢ noktasi gorevi goren bir niikleik asit

ipligidir.

Primerlerin se¢imi dizilerin hedef boélgesine bagliydi. VHL geni izoform 1 (Gi:
319655736 ref NM_000551.3 Homo sapiens von Hippel-Lindau tumor suppressor,
MRNA), PBRM1 geni domain 1(Gi: 186287197 ref NM_018313.4 Homo sapiens
polybromo 1, mRNA), ve bir cift SETD2 geni primeri (Gi: 197313747 ref
NM 014159.6 Homo sapiens SET domain containing 2, mRNA) tasarlanmistir.

Cevrimig¢i primer tasarlama programi http://workbench.sdsc.edu kullanilmistir. Bu
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primerlerin dizileri, baglanma sicakliklari ve PCR iiziirn uzunluklar1 Tablo 3.8’de

gosterilmigtir.

Tablo 3.8. Primer dizileri, VHL, PBRM1 ve SETD2 genlerinin hedef bdlge PCR urun
uzunluklar1 ve optimum baglanma sicakliklari.

Primer ad Dizi 5°ten 3’ e dogru Optimum PCR
baglanma drdn
sicakhig boyutu

VHL (isoform1) AGATGCAGGGACACACGATG

FW Primer ATCCGTTGATGTGCAATGCG 53°C 273 bp

RV Primer

PBRM1(domainl) TCCAACTGTAGATCCTATTGCCG

FW Primer CATCTGCTTCTCCTTTCTGAACA  55/4°C 394 bp

RV Primer

SETD2 ACGTCATGGGCTGTCTTTGT

FW Primer TTGGGAGTGTCTGTGTCAGC 54,1°C 300 bp

RV Primer

2.5.2. PCR iyilestirilmesi (Optimization)

Gradient PCR yapmak i¢in her primer ¢ifti icin 6rnek cDNA kullanilmistir. Cogaltma

AB PCR cihazinda gerceklestirilmistir. Biitiin primerler i¢in optimum erime sicakliklari

agaroz jel elekroforezi sonuglari ile belirlenmistir. Kullanilan gradient PCR karigimi

Tablo 3.9’da gosterilmistir.

Tablo 3.9. PCR reaksiyonun bilesenleri ve 25uL toplam hacimdeki miktarlart

Kimyasal madde Miktar (uL)
dH,0 14.875uL
10X PCR buffer amonyum silfat (NH,) 2SO, 2.5uL

25 mM MgCl, 2uL

2 mM dNTP 1.5puL

20 mM Forward primer lpL

20 mM Revers primer luL

5 U/ML Tag DNA polimeraz 0,125 pL
cDNA template 2uL
Karisim 25uL

36



PCR programi Tablo 3.10’da yer verilen degiskenlere gore 35 dongii olacak sekilde

ayarlanmugtir.

Tablo 3.10. Gradient PCR Kosullari

Asama Sicaklik Zaman

1. On denaturasyon 95°C 3dk

2.Denaturasyon 95°C 30 sn

3.Primer baglanmasi 55°C - 60°C 30sn

4. Uzama 72°C 30sn
35 dong

5.Son uzama 72°C 2 dk
4°C 0

Son firtinler % 2’lik agaroz jel elektroforezi ve etidiyum bromiir boyamasiyla analiz
edilmigtir. Jel 140 voltta 30 dakika yiritilmistir. cDNA pargalart UV 15181 ile
goriintiilenmistir. Optimum baglanma sicakliklari belirlenmistir. Gradient PCR sonrasi
yapilan agaroz jel elekroforezi goriintiilerine gore biitiin primerler i¢in 54,1°C olarak

belirlenmistir (Sekil 3.1).

el Tl p—

samples
NO : 1 2 3 4 5 6 7 8 gev 10

™ : 53,1 535 54,1 54,7 549 553 556 559 56,2 565

Resim 3.1. % 2’lik agaroz jel elektroforezi ve etidiyum bromiir boyamast analiz edilen
gradient PCR iirlinlerinin goriintiileri. M: Marker (100 bp). Uriin baglanma sicaklig1
batiin tepkimeler icin 54,1 olarak se¢ilmistir.
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Butln primer ciftleri icin en uygun baglanma sicakliklarini belirlemek i¢in gradient

PCR ayn1 kosullar altinda yapilmistir.

3.6. GAPDH ¢ogaltimi

Hamarat genler (Housekeeping genes) 6zgln promotor elementler icerirler. Buda her
hiicrede devamli olarak ifade edilmelerini saglar (48). Ancak, hamarat genlerin
molekiiler biyoloji caligmalarinda kullanilmasi ifade seviylerinin hiicreden hiicreye,
ornekten Ornege, muameleden muameleye ve/veya hastadan hastaya degismedigi

ongorusinden gelmektedir (48).

Her metodolojinin kanitlanmasi gerekirken, kanitlanmis alternatif bir normalizasyon
bilgisinin yoklugunda hamarat gen ifadesinin biyolojik dalgalanmaya sahip oldugunu
belirlemek zordur (48). Bir hiicre iskeleti proteini olan B-Actin ve bir glikoliz enzimi
olan GAPDH ifade tutarlilig1 oldukc¢a rapor edilen en ¢ok kullanilan iki hamarat gendir
(48).GAPDH (hamarat gen) ifade seviyesi;VHL, PBRM1 ve SETD2 genlerinin ifade
seviyelerini 6lgmek i¢in kullanilmistir. GAPDH PCR tepkimesi bilesenleri Tablo

3.11°de gosterilmistir.

Tablo 3.11.PCR reaksiyonun bilegenleri ve 25uL toplam hacimdeki miktarlart.

Kimyasal madde Miktar (uL)
dH,0 15.875pL
10X PCR tamponu; (NH,) ,SO, 2.5uL

25 mM MgCl, 2uL

2mM dNTP 2uL

Fw primer 0.25pL

Rv primer 0.25pL

5 U/ML Taq DNA polimeraz 0,125 pL
cDNA kalip 2uL
Karisim 25puL

PCR programi Tablo 3.12°de yer verilen degiskenlere gore 25 dongii olacak sekilde
ayarlanmistir.
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Tablo 3.12.GAPDH PCR kosullari.

Asama Sicakhik Sure

1. 6n denaturasyon 94°C 5 dk

2. denaturasyon 94°C 30sn

3. primer baglanmasi 65C 30sn

4.uzama 72°C 30sn
25 dongi

5.son uzama 72°C 5 dk
4°C 0

3.7. Elektroforez

Elektroforez bir karigimdaki molekiilleri ayrimak i¢in farkli elektrik kuvveti
uygulanarak yapilan bir yontemdir. Ozellikle proteinlerin ve nikleik asitler gibi

makromolekiillerin ayrimi i¢in kullanilmaktadir(49).

DNA molekiilleri negatif ytikliidiirler. Bir elektriksel alanda pozitif kutba dogru yiiriirler
(49). Bir molekiiliin yliriime hizina etki eden iki faktor vardir.Bunlar molekiiliin sekli ve

kiitlece agirlhigidir (49).

Bu calismada agaroz jel elektroforezi, poliakrilamid jel elektroforez ve denatire edici

poliakrilamid jel elektroforezi yontemleri kuallanilmistir.

3.7.1. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi PCR reaksiyonlarinin verimliligini test etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Ornekler % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek DNA’nin UV 15181 altinda
goriinebilir olmasii saglayan bir bilesik ile boyanmaktadir. Etidium bromiir (EtBr)
rutin olarak agaroz jelde DNA’nin boyanmasinda kullanilmaktadir. Bizim cDNA
orneklerimiz 140 voltta 30 dakika elektroforez edilmistir. PCR iiriin biiyiikliikleri 270-
400 baz cifti arasinda degigsmekteydi.

3.7.2. Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)

Poliakrilamid jeller akrilamid ve genellikle N,N’-metilenbisakrilamid gibi bir capraz
baglama maddesinin polimerizasyonu ile olusan kimyasal olarak capraz-baglanmis
jellerdir (50). Reaksiyon bir serbest radikal polimerizasyonudur ve genellikle baslatici

olarak amonyum persulfat ve katalizor olarak N, N, N ', N'-tetramethylethylendiamine
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(TEMED) kullanilmasi ile gergeklesir. (50). Hazirlamasi agaroz jelden daha ¢ok zaman
almaktadir. Ancak, agaroz jele kiyasla bir¢cok avantajlar1 vardir (50). Ayn1 zamanda
bliyiik bir ¢éziimleme giicii vardir ve ¢oziimleme kaybi olmadan biiyiik miktarlarda
cDNA barindirabilirler. Ayrica poliakrilamid jellerinden elde edilen cDNA son derece
saftir (50).

2.7.3. Denatiire Poliakrilamid / Ure Jel Elektroforez Yontemi

Denattire poliakrilamid jel VHL, PBRM1 ve SETD2 genlerinin mRNA ifade seviyelerini
6lgmek amaciyla kullanilmigtir. Ayrica, GAPDH (hamarat gen) Ure denaturasyonu ile

Olciilmiistiir.

1. % 7’lik poliakrilamid jeli ¢ozeltisi denatiire edildi ve Table 3.13’te gosterilen

bilesenlerle ile karistirildi.

Tablo 3.13.Ureli poliakrilamid jel bilesenleri

Kimyasal bilesen Miktar (uL)

50% akrilamid/bisakrilamid 14 ml

10X TBE Buffer 10 ml

Ure 429

Deiyonize su 100 ml ye tamamlanir

2. Cozelti, tamamiyla karisiminin saglanmasi ve irenin ¢6ziilmesi i¢in manyetik
karistirict yardimiyla kuvvetlice ¢alkalandi.
3. 45 ul TEMED eklenip karsimin saglanmasi i¢in ¢evirilmeye devam edildi. Hemen
ardindan 400 pl amonyum persiilfat ¢ozeltisi eklenip karistirildi.
4. Akrilamid, jel camlar arasina dokiildii ve tarak takildi.
5. Jelin tstiine yerlestirilen tarak akrilamid polimerize olurken camlarin ayrilmamasi
igin sikistirildi ve jel 45- 60 dakika polimerlesmeye birakildi.
6. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, tarak ve biitiin ayiricilar jelden c¢ikarildi.
Elektroforez tankinin alt haznesi 1X TBE tamponu ile dolduruldu. Jel tankin alt

haznesine camlar ve jelin alt1 arasinda baloncuk olmayacak sekilde yerlestirildi.
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Jelin camlar1 elekroforez tankinin {istiine sikistirildi ve tankin st haznesi
kuyucuklarin iistii kapanacak sekilde 1X TBE tamponu ile dolduruldu.

7. 60 W (watt)’ta 60 dakika on-yiiriitme gerceklestirildi.

8. Kuyucuklar iire ve jel parcaciklarini uzaklastirmak amaciyla 1X TBE tamponu ile

yikandi.

9. 4 pl PCR riinii ve 2 pl yiikleme boyasi karigtirtldi ve 95°C” de 5 dakika denatiire
edildi. Hemen ardindan en az bes dakika olmak iizere buz lizerine alindi. Her
bir seyreltilmis 6rnekten 6 pl % 7 poliakrilamid jelin kuyularina yiiklendi.

10. Jel, 2,5 saat boyunca 60 W (Watt)’ta yiiriitiildii.

11. Jel, glimiis nitrat ile boyanmistir (glimiis boyama; SSCP boyama kisminda
detayli olarak anlatilmistir). Daha sonra jel UV 151k altinda incelendi.

3.9. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizm (SSCP) Yontemi

SSCP analizi dizi degisimlerini (tek nokta mutasyonlar1 ve diger kiiciik oOlgekli
degisiklikler) elekroforetik yiirime farkliligt araciligiyla tanimlamak amaciyla
kullanilmaktadir (51). Bu farkliliklar potansiyel olarak DNA molekiiliiniin yapisinda
konformasyonel degisikliklere sebep olabilir (51). Denatiirasyonun olmadig1 kosullarda
ve diisiik sicakliklarda, tek zincirli DNA molekiilleri niikleotit dizilerine baglh olarak
0zgil konformasyon gosterebilirler (51). Bu konformasyonel degisimler molekiillerin
yiirlimesinde saptanabilir farkliliklara sebep olabilirler (51). SSCP analizleri, basitlik ve
kullanim kolaylig1 nedeniyle yaygin olarak dizi degisimlerinin tespiti i¢in kullanilan bir
tekniktir (51). cDNA pargalar1 (fragmanlar1) isaretli PCR pargalarin otoradyografisi,
gimiis  boyama, etidiyum  bromir veya  floresan  etiketli ~ primerler

goriintlilenebilmektedir. Ancak bizim ¢alismamizda glimiis boyama kullanilmistir (51).

3.9.1. SSCP teknigi yontemi

3.9.1.1. Camlarin hazirlanmasi

U seklinde ve dikdortgen seklinde camlar kullanilmigtir ve bu camlar kullanilmadan
once temizlenmelidir. Camlar etanol (% 70)kullanilarak temizlenmistir. Bu asama ii¢
defa tekrar edilmistir. Sonra 1000 pl jel tutucu ¢ozelti U cam iizerine yavasca ve
dikkallice pegete ile yayillmistir ve 10 dakika kurumaya birakilmistir. Baglanma
cozeltisi (6 ul silan + 10ul % 0.5’lik asetik asit 2000 pl % 96’lik etanol igerisine

41



eklenir) dikdortgen cam {izerine yavasga ve dikkallice pegete ile yayilmistir ve 10
dakika kurumaya birakilmistir. Son olarak, ayiricilar bir camin her iki yanina ve alt
kismina yerlestirilmistir ve sonra diger camin lizerine yerlestirilerek camlarin

kaymamasi i¢in kiskaglarla tutturulmustur.

3.9.1.2. Poliakrilamid jelin hazirlanmasi

Poliakrilamid jel 49 gr akrilamid ile 1 gr bisakrilamidin (49:1 akrilamid/bisakrilamid)
beher icerisinde ¢o6ziilmesi ile hazirlanmistir ve hacim ar1 su ile 100 ml’ye
tamamlanmistir. Poliakrilamid jelin son derisimi % 50 (w/v) olmustur. Jel karigimi
sOyledir: 80 ml ar1 su, 14 ml poliakrilamid jeli stok ¢ozeltisi, 6 ml 10x TBE tamponu,
450 pl amonyum persiilfat ¢ozeltisi ve 45 ul TEMED. Karigimdaki poliakrilamid jel
derigimi % 7 olmustur. Jel hava kabarcig1 olusmamasina dikkat edilerek camlar arasina
dokiilmelidir. Kopekbaligi-disli tarak jelin en istiine yerlestirilmis ve jel en az 45

dakika olmak {izere polimerize olmaya birakilmistir.

Kiskaglar, tarak ve kati jel camlarin altindan ve iistiinden temizlenmistir. Sonra bu
camlar elektroforez cihazin tankina U cami dikdortgen camin arkasina gelecek sekilde
yerlestirilmistir. Tankin alt ve iist kismi1 1X TBE ile doldurulmustur. Taragin disleri
yikleme i¢in kuyucuk olusturmak amaciyla jelin {ist kismina iki cam arasia
yerlestirilmistir. Jelin kullanima hazirlamak amaciyla amaciyla 450 voltta 30 dakika 0n

yiirlitme yapilmistir.
3.9.1.3. Yiikleme i¢in 6rneklerin hazirlanmasi

3 pl PCR iirinii ve 7 pl yiikleme boyasi karistirilarak 95°C’de 4 dakika denatire
edilmistir ve hemen en az bes dakika olmak ilizere buzun iizerine alinmustir.
Seyreltilmis her bir dérnekten 4 pl % 7’lik poliakrilamid jelin kuyularina yiiklenmistir.
Elektroforez dikey bir elektroforez sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Ornekler 1x
TBE tamponu icerisinde (Tris—borat 89 mM, 2 mM EDTA, pH 8.0) 430 voltta, 400
MA’de 16:30 saat yiiriitiilm{istir.

3.9.1.4. PAGE jeldeki 6rneklerin boyanmasi

Jelin oldugu cam % 10 asetik asit igeren legenin igerisine yerlestirilmis ve 10 dakika
calkalayictya konmustur. Sonra, 10 dakika dH,O igerisinde yikanmistir. Jel boyanmak
icin giimilis nitrat ¢ozeltisi igereren legenin igerisine yerlestirilerek 60 dakika
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yerlestirilmistir. Sonra 10 saniyelik kisa bir yikama yapilmis ve cam DNA bantlar
goziikene kadar soguk gelistirme c¢ozeltisi (Gelistirme c¢ozeltisi: 60 mg/l anhidroz
sodyum karbonat+420 Ml sodyum tiyosiilfat+2.5ml/l soguk formaldehid ¢ozeltisi)
iceren yeni bir legene almmustir. Ondan sonra, jel % 10 asetik asit icerisine

konulmustur. Son olarak 10 dakika dH,O ile yikanmistir.

3.10. PCR Dizileme yontemi

VHL, PBRM1 ve SETD2 genlerinin altt cDNA pargas1 (fragman) poliakrilamid jelden
¢ikarilmis ve PCR i¢in cDNA kalib1 kaynagi olarak kullanilmigtir. Diger substratlarin
oranlart Tablo 3.9’ da gosterildigi gibi yukaridakilerle aynidir. PCR tepkimesinde her
bir 6rnek icin toplam hacim 25 pL’dir ve Table 3.10°da gosterilen PCR kosullar1 ile
ayni1 olacak sekilde PCR cihazinda (AB) ¢alistirilmistir. PCR tirtinleri % 2’lik agaroz jel
elektroforezinde 140 voltta 30 dakika yiirtitilmstiir.

3.10.1. Dizileme oncesi hazirhk asamasi
3.10.1.1. PCR urunlerinin EXoSAP ile temizlenme protokoli

ExoSAP karisimai steril su, ekzoniikleaz I (10U/ul), karides alkalin fosfataz (1 U/ul)’dan
olugsmaktadir. Kalibin dizilemeye hazir hale gelmesi i¢in ekzoniikleaz | primerlerin,

karides alkalin fosfataz serbest niiklotitlerin yikilmini saglamaktadir.

ExoSap karisimi agsagidaki gibi hazirlanmstir:

5ul PCR Urini+2 pl ExoSap.

cDNA kalibinin temizlenmesi Tablo 3.14’te gosterilen kosullarda AB PCR
cthazindagerceklestirilmistir.

Tablo 3.14.ExoSAP ile PCR iiriinlerini temizleme kosullari

Asama Sicaklik Sure

1 — Arta kalan primerler parc¢alanir 37C 30 dk

2 —Enzim parcalanir 85C 15 dk
4C o
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3.10.1.2. Dongusel Dizileme Tepkimesi

BigDye 1s18a yiiksek derecede duyarli oldugu i¢in dongusel dizileme tepkimesinin

hazirlanmast i¢in biitiin 151k kaynaklarinin kapatilmasi gerekmektedir. Dongusel

dizileme protokolii Tablo 3.15°te verilmistir.

Tablo 3.15. Her bir reaksiyon i¢in dongiisel dizileme protokolii asagidaki sekildedir.

Kimyasal madde Miktar
DNA 1pl
Fw primer (0.8 pM) 2ul
5X BigDye tampon 2ul
BigDye (v3. 0) kariginmu 1ul
ddH,0 4ul

Daha sonra cDNA o6rnekleri ¢ogaltim i¢in PCR cihazina yerlestirilmistir.

program Tablo 3.16’da verilmistir.

Tablo 3.16. Dizileme PCR tepkimesi i¢in 1s1 kosullari.

Ayarlanan

Asama Sicakhik Stre
1.0n denatiirasyon 96°C 1dk
2.Denattirasyon 96°C 10sn
3. Primer baglanmasi 50°C 5sn
4.Uzama 60°C 30sn
25 dongu
4°C 00

3.10.1.3. PCR urunlerini temizlemek icin Sephadex spin-kolon protokol

Sephadex ¢ozeltisi Tablo 3.17°de verilmistir.

Tablo 3.17. PCR iriinlerini temizlemek i¢in hazirlanan Sephadex spin-kolonlarin

bilesenleri

Bilesen Miktar
Sephadex G-50 toz 49
ddH,0 42ml
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Hazirlanan ¢ozelti 45 dakika karistirmak amaciyla vortekse baglanmistir. Bos toplama
kolonlar1 1,5 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirilmis ve herbir toplama kolonuna 850 pl
sephadex c¢ozeltisi konulmustur. Tiipler 3,800 rmp’de 2 dk c¢evrilmistir ve toplama
kolonlart yeni toplama tiiplerine yerlestirilmistir. Ondan sonra, 10pl PCR druni
hazirlanan kolonlara kolon matrisine degdirilmeden tam orta kisma gelecek sekilde

konulmustur. Sonra tiipler 3,800 rmp’de 2 dk ¢evrilmistir.

3.11. Gen ifade analizi 6l¢imu

Bu ¢alismada mRNA ifade seviyeleri ImageJ programi kullanilarak dl¢iilmiistiir. (Sekil
3.2) (versiyon 1.46r, http://imagej.nih.gov/ij).

¢ Results . l = &8 = ]
File Edit Font Results
2an  |Min |Max [IntDen |RawintDen |~
b7.161 36 144 55188 55188
m 138

108 145 54823

6.320

_é Image)
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B olc|o| <4 =S Ala|o|r] |eufses]a] | | [>]

x=21, y=51, value=199,153,68

Sekil 3.1.Ureli denatire poliakrilamid jel sonuglar1 Image J ( v1.46r) programi ile
Ol¢iilmiistiir.
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3.12. istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler Wilcoxon testi kullanilarak yapilmistir. p < 0.05 degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Gen ifadesi Sonuclan

Bu c¢alismada VHL, PBRM1 ve SETD2’nin hedef dizi bolgeleri % 7°lik dreli
poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrilmistir ve giimiis nitrat ile boyanmistir (Resim4.1,
4.2 ve 4.3).

GAPDH (hamarat gen) denatiire poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrilmistir. Asagidaki

sekiller gen ifadesi sonuglarini gostermektedir (Resim4.4).

Resim 4.1.PBRM1 geninin % 7°lik iireli poliakrilamid jel elektroforezi ve glimiis nitrat
ile boyama sonuglari. Bantlar ifade seviyesinin miktarin1 gostermektedir, kirmizi renkler
normal ve timdr drneklerinin numaralaridir.

Resim 4.2. SETD2 geninin % 7°1ik tireli poliakrilamid jel elektroforezi ve giimiis nitrat
ile boyama sonuglari. Bantlar ifade seviyesinin miktarin1 gostermektedir, kirmizi renkler
normal ve tiimor 6rneklerinin numaralaridir.
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Resim 4.3.VHL geninin % 7°lik Ureli poliakrilamid jel elektroforezi ve giimiis nitrat ile
boyama sonuglari. Bantlar ifade seviyesinin miktarin1 gdstermektedir, kirmizi renkler
normal ve tiimor 6rneklerinin numaralaridir.

Resim 4.4.GAPDH geninin % 7’lik iireli poliakrilamid jel elektroforezi ve giimiis nitrat
ile boyama sonuglari. Bantlar ifade seviyesinin miktarin1 géstermektedir, kirmizi renkler
normal ve tiimor 6rneklerinin numaralaridir.

VHL geninin ifade seviyesi kanserli ve normal olmak Gzere 30 ¢ift taze dokudan elde
edilmigtir. Denatiire poliakrilamid jel sonuglar1 ImageJ (version 1.46r) programi ile
Olclilmiistir. Tumorli orneklerin mRNA ifade seviyesi kontrol grubunun ifade
seviyesine kiyasla diigmiistiir. Ancak istatistiksel olarak anlamli degildir (Wilcoxon
testi, p = 0,312).Hem kontrol grubunun hemde tiimér grubunun mRNA ifade seviyeleri

Sekil 4.1°de gosterilmistir.
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Control VHL Tumor VHL
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0.42 -

Sekil 4.1.VHL/GAPDH geninin normal ve timor icin kantitatif mRNA ifade seviyesi
(Wilcoxon test; p=0,312). Kontrollerin ortalama mean degeri = 0.471, tiimoérlerin
ortalama mean degeri = 0.437.

VHL geninin ifade seviyesi kanserli ve normal olmak Uzere 30 cift hastadan elde
edilmistir. Her hasta farkli ifade seviyesine sahipti. Normal ve tliimorlii grubun
karsilastirilmasi Sekil 4.2°da verilmistir. 30 kanser hastasinin 18 tiimorlii dokusundaki
MRNA ifade seviyesi normal kontrol grubuna kiyasla diismiistiir. Ancak istatistiksel

olarak anlamli degildi.

2.5 - H Control VHL

B Tumor VHL

1.5 4

1234567 8 9101112131415161718192021222324252627282930

Sekil 4.2.VHL/GAPDH geninin normal ve timor icin mRNA ifade seviyesi. 30 kanser
hastasinin 18 tiimorlii dokusundaki mRNA ifade seviyesi normal kontrol grubuna
kiyasla diigmiistiir. Ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Tumor orneklerinde PBRM1 geninin kantitatif mRNA ifade seviyesi normallere kiyasla
az oranda diismiistiir. Ancak sonuglar istatistiksel olarak anlamsizdi (Wilcoxon test; p =
0,168). Hem kontrol grubunun hemde timaor grubunun mRNA ifade seviyesi Sekil

4.3’te gosterilmistir.

0.13 ~

0.126

0.125 -

0.12 -

0.115 -

0.11 -

0.106

0.105 -+

0.1 -

0.095 -
Control PBRM1 Tumor PBRM1

Sekil 4.3.PBRM1/GAPDH geninin normal ve timor icin mRNA ifade seviyesi
(Wilcoxon testi; p=0,168). Kontrollerin ortalama mean degeri = 0.126, tiimorlerin
ortalama mean degeri = 0.106.

Her hastanin PBRM1 geni mRNA ifade seviyesi farkli idi. Normal ve tiimdrlii grubun
karsilastirilmasi Sekil 4.4’te verilmistir. 17 hastanin timo6rlii dokusunda mRNA ifade

seviyesi normal gruba kiyasla diismiistlir ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Sekil 4.4.PBRM1 /GAPDHgeninin normal ve timor icin mRNA ifade seviyesi. 17
hastanin timorlii dokusunda mRNA ifade seviyesi normal gruba kiyasla diismiistiir
ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Tumor orneklerinde SETD2 geninin mRNA ifade seviyesi normallere kiyasla
diismiistiir. Ancak bu diisiis istatistiksel olarak anlamli degildi (Wilcoxon test; p=
0,226). Hem kontrol grubunun hem de timdr grubununSETD2 geni mRNA seviyesi
Sekil 4.9°da gosterilmistir.
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Control SETD2 Tumor SETD2

Sekil 4.5.SETD2/GAPDH geninin normal ve timoér icin mRNA ifade seviyesi
(Wilcoxon testi; p=0,226). Kontrollerin ortalama mean degeri = 1.951, tiimorlerin
ortalama mean degeri = 1.892

Her hastanin SETD2 geni mRNA ifade seviyesi Sekil 4.6’da gosterildigi gibi farkl idi.
16 hastanin tiimdrli dokusunda mRNA ifade seviyesi normal gruba kiyasla diismiistiir

ancak istatistiksel olarak anlaml degildi.
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Sekil 4.6.SETD2 /GAPDH geninin normal ve timor icin mRNA ifade seviyesi. 16
hastanin tiimorlii dokusunda mRNA ifade seviyesi normal gruba kiyasla diismiistiir
ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

4.2. SSCP sonuglari

VHL, PBRM1 ve SETD2 genlerinin mRNA dizilerinin {i¢ hedef bolgesi taranmustir.

Bu ¢aligmada farkli bantlar (farkli genotipler) gosterilmek istenmistir. VHL izoform 1,
Polibromo domain 1 ve SETD2’nin rastgele bir bolgesi % 7’lik poliakrilamid jelde
elekroforez edilmistir. SSCP sonuglarinda farkli bantlar gdzlemlenememistir. Hem

timor hemde normal 6rneklerin sonuglari Resim 4.5°te gosterilmistir.

Resim 4.5. SETD2 geni i¢in giimiis nitrat boyama sonras1 % 7’lik poliakrilamid jel
goriintiisii. SSCP sonucunda farkli bantlar (genotipler) gdzlemlenememistir.
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4.3. Dizileme sonuclari

Poliakrilamid jel elektroforezi ile SSCP teknigi muhtemel gen mutasyonlarin
tanimlamak i¢in kullanilmistir. Ancak, 6rneklerde farkli bantlar saptanamamuistir. Sonra,
VHL, PBRM1 ve SETD2 genleri igin ii¢ ¢ift 6rnek secilmistir. Bu dizi analizi teknigi ile

SSCP sonuglarini desteklemek amaciyla yapilmistir.

VHL, PBRM1 ve SETD2 genlerinin DNA dizileri hasta drneklerinin elde edilen DNA
dizi sonuglar1 (Query Sequence) ile karsilastirmak amaciyla NCBI web sitesinden elde

edilmistir.

Ancak, referans dizilerle karsilastirildiginda ii¢ hedef bolgenin PCR dizilerinde bir

farklilik saptanamamistir. Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9°da dizileme sonuglar1 gosterilmektedir.
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Query 1 AAAGTACTTCCAATTATTCAACGCTGGTCTCAGACTAAGACTGE 44

FEREEEEEEE e et e ety
Shjct 470760592 AAAGTACTTCCAATTATTCAACGCTGGTCTCAGACTAAGACTGE 470760435

AAAGTACTTCCAATTATTCAACGCTGGTCTCAGACTAAGACTGC

dﬂi 1‘,-.; b i b M I‘JMAJ \ m-'lh.LL U
)

AAAGCAAAGTACTICCAATTATTICAACGCTGGTCTCAGACTAAGACTGC

A

B)

Sekil 4.7. SETD2 geninin dizileme sonuglari. A) Normal orneklerde SETD2 geni
dizileme ile analiz edilmistir. B) Hasta 6rneklerinde SETD2 geni dizileme ile analiz
edilmistir, bir farklilik bulunamamustir.
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Query 1 CTGAAGCCCACCTAC 15
Pt rrnnl
Sbjct 172088558 CTGAAGCCCACCTAC 172088544

cC T 6 A A G € € Cc A C C T A C

VLl

C T G A AG CCCACC T .AC

A)

B)

Seil 4.8.VHL geninin dizileme sonuglari. A) Normal 6rneklerde VHL geni dizileme ile
analiz edilmistir. B) Hasta orneklerinde VHL geni dizileme ile analiz edilmistir, bir
farklilik bulunamamustir.
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oAy 22 2RO TETAGRETCOTAT 34

LT rrerrnrnl
Skbict 1065340386 ARCTETAGATCCTAT 106240372

A TG TAG ATCOC T AT TG

A)

A C TG TAG6G A TCC TA T TG

B)

Sekil 4.9. PBRMlgeninin dizileme sonuglari. A) Normal orneklerde PBRM1 geni
dizileme ile analiz edilmistir. B) Hasta 6rneklerinde PBRM1 geni dizileme ile analiz
edilmistir, bir farklilik bulunamamustir.

57



5. TARTISMA

Bu calismada, molekiiler teknikler kullanarak bobrek karsinomunda VHL, PBRM1 ve
SETD2 genlerinin mRNA ifade seviyeleri ve bu genlerin mutasyonel taramasinin ortaya

konulmas1 amaglanmustir.

Timor baskilayict bir gen olan VHL yiksek oranda RCC ile iligkilendirilmistir ve bu
genin inaktivasyonu kalitsal ve sporadik berrak hiicreli RCC vakalarinin neredeyse %
100’inii olusturmaktadir (10,12). 1993 yilinda pozisyonel klonlama teknigi ile izole
edilmistir (10). VHL gen triinii VHL proteini (pVHL) o vep domainden olugmaktadir.
VHL proteini birincil olarak sitoplazmada bulunur ancak sitoplazma ve gekirdek
arasinda tasinabilir. Bu aktivite kendisinin transkripsiyonun diizenlenmesindeki ve
biliylime faktorlerinin iiretilmesindeki islevi acisindan 6énemlidir (10).pVHL o domaini
araciligiyla Elongin’nin B ve C alt birimleri, RING-box proteini Rbx120, ve ubikutin
E3 ligaz protein kompleksini olusturmak i¢in Cullin ile kararli bir kompleks olusturur
(10). pVHL kompleksin substrat almaci1 gérevini gorerek hipoksi-indtklenebilir faktor
(HIF) gibi 06zgiil proteinlere baglanmayi1 saglar. Bdoylelikle daha sonra ubikutin
proteolitik yolagi aracilig1 ile yikilmalari i¢in hedefler (10).

Teknolojik gelismeler ccRCC’de PBRM1 (Polibromo 1) ve SETD2 (SET domain igeren
protein 2) dahil olmak iizere somatik olarak mutasyona ugrayan bir¢ok sayida genin
tanimlanmasina olanak saglamistir (47). VHL, PBRM1 ve SETD2 genleri kromozom 3p
tizerinde ccRCC’lerin % 90’nindan fazlasinda delesyona ugrayan bir bolgede
bulunmaktadir (47). PBRM1 tiimor baskilayct bir gen olarak rapor edilmistir (12).
Kromozom 3p21 iizerinde bulunmaktadir ve BAF180 proteinini kodlamaktadir.
BAF180 proteini, replikasyon, DNA tamiri ve hiicre ¢ogalmasi / farklilagmasini
diizenleyen SWI/ SNF kromatin yeniden sekillenme kompleksinin kromatin hedefleyici
altbirimidir (12).
SETD2 tiimor baskilayici bir gendir (12). SETD2erken sonlanma kodonu igeren birikmis
transkriptlerin  analizleri sonucu bulunmustur. SETD2 histon H3’tin  36’inc1
pozisyonundaki lizinlerin trimetilasyonundan sorumlu bir histon metiltransferaz
kodlamaktadir ve bu sekilde mMRNA ayiklanma ve transkripsiyonun uzamasinin (timor
gelisimini baskilar) kontroliinii saglar (12,52). Son zamanlarda yayinlanan bir¢ok yeni
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makalede histon lizin metiltransferaz dahil olmak (zere histon-modifiye edici
enzimlerin c¢esitli kanser patolojilerinde islev kaybi ya da kazanct yer almigtir
(45).SETD2 mutasyonlar1 sonraki zamanlardada ortaya ¢ikabilmektedir.Ancak VHL ve
PBRM1 mutasyonlar1 erken safhalarda goriilmektedir (47). Yapilan birgok gen ifade
profili calismalarinda tip 1 ve tip 2 papiller karsinom, klasik ccRCCs, onkositom,
kromofob karsinom ve renal pelvisin Grotelyal karsinomu gibi RCC'nin histolojik alt

tiplerini ayirt etmek i¢in gen ifadesi modelleri ortaya atilmistir (2).

Gen ifadesi analizleri birgok taniya yonelik 6zgiin belirteg gostermistir (2). pRCC’de a-
metil acil-KoA rasemdz, renal onkositom ve kromofob RCC ayirt etmek igin S100AL,
ccRCC’de yiiksek oranda ifade edilen glutatiyon S-transferaz bu belirteclere drneklerdir
(2,11). Gordan ve ark. berrak hiicreli RCC’yi VHL inaktivasyonunun olup olmamasina
ve HIF-1a, HIF-2a veya HIF-2a asir1 ifadesinin olup olmamasina gore alt tiplere
ayrirmislardir (42). VHL inaktivasyonunun olmadigi tiimdrlerde ve oldugu tiimdrlerde
HIF-1a ve HIF-2a ifade ediliyorsa artmig AKT/mTOR ve ERK/MAPK sinyali (ikincisi
daha anjiyojenik olmasina ragmen) saptanmistir (42). Ancak, VHL inaktivasyonu igeren
berrak hiicreli RCC’de sadece HIF-2 asiri ifadesi saptanmistir ve buda artmis c-Myc
aktivitesine bagl olaraktan yiliksek ¢ogalma ve replikasyon stresine dirence baglanmistir
(42). Berrak hiicreli RCC’nin bu alt tiplendirilmesi hedeflenmis tedavi uygulanmalarina
alt yap1 saglayabilir (42). Onceki yapilan galismalarda, ccRCC tiimdrogenezinde VHL
kaybinin yeterli olmadigini gostermistir ve ek genetik degisikliklerin gerekliligini akila
getirmisrtir.  Ayrica, LOH arastirmalart sayesinde 3p21 ‘"gatekeeper" ccRCC
mutasyonun gerekliligi rapor edilmistir (46). Bircok kanser VHL, PBRM1 ve SETD2
mutasyonlarina birlikte sahiptir. Bu iic gen kromozom 3p’de saptanmistir bu da

mutasyonlarin islevsel olarak anlamsiz oldugunu gostermektedir (46).

Ignacio Varela ve ark. (46) ccRCC gelisiminde PBRM1 inaktivasyonun ikinci bityiik
mutasyon oldugunu gostermislerdir. Neredeyse biitiin (36/38) PBRM1 mutant olgular
hipoksi grubunda yer almistir (46). PBRMI mutasyonunun klinik hastaligin
ilerlemesindeki katkisinin anlasilmast ve neticesi ve bunun yani sira SWI/SNF

kopleksinin kayb1 terapdtik olarak renal kanser arastirmalarinin 6nemli alanlaridir (46).
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Ping Xie ve ark. SETD2’nin hdm2’nin P2 promotor bolgesini hedefleyerek hdm2
ifadesini baskiladigini ve p53 protein kararliligint arttirdigini gostermislerdir. Sonug
olarak, bu bulgular histon metiltransferaz SETD2 transkripsiyon faktorii p53 isbirligiyle

secici olarak bir grup genin transkripsiyonunu kontrol edebilecegini géstermistir (53).

Bizim ¢alismamizda, Sekil 4.1, 4.3 ve 4.5’te gosterildigi lizere VHL, PBRM1 ve SETD2
genlerinin mRNA ifade seviyesi diismiistiir. Ancak, Wilcoxon testine gére bu sonuglar
istatistiksel olarak anlamli degildir(p > 0,05). Bluyssen ve ark. (40) VHL ifadesinin

diistiigiini saptamislardir.

PBRM1’in islevsel inaktivasyonu pVHL islev kaybi ile birlikte saldirgan timor
davraniginin kilit yonlerinin gelistirilmesinin kolaylastirilmasinda 6nemli bir olaydir
(53). Kromatin modifikasyonunda PBRM1’in rolii dikkate alindiginda, bu proteinin
inaktivasyonu ile hasara ugrayan gen ifade yolaklarinin ccRCC i¢in yeni tedavi
stratejilerinin  gelistirilmesine yol agabilir (53). Epigenetik degisiklikler kanser
hiicrelerinin 6zelligidir ve bobrek tiimori gelisimi ve ilerlemesinde rolleri vardir (41).
Son 10 yilda yapilan ¢aligmalar epigenetik degisikliklerin renal timdrogenezde onemli
rol bir rol oynadigini gostermistir (2,41). Bu RCC’de 6zel bir ilgi alanidir ¢linkii biiytik
6l¢ekli dizileme ¢aligmalart PBRM1 ve VHL genleri haricindeki aday tiimor baskilayici

genlerin tiimorlerin % <10’da mutasyona ugradigin1 gostermistir (2).

Anormal DNA metilasyonu, degismis kromatin yeniden sekillenmedegisiklikleri,
mikroRNA ifade bozuklugu, yalnizca RCT’lerin ortaya ¢ikmasinda ve ilerlemesinde
degil ayrica hastalik tespiti, tani, prognozun degerlendirilmesi, tedaviye yanitin tahmini
i¢in umut verici bir biyobelirte¢ sinifini teskil eder (41). En ¢ok calisilmis epigenetik
degisiklik CpG diniikleotidlerinde guaninin Oniinde bulunan sitozinde DNA’nin
metilasyonudur (57). CpG genel olarak insan genom dizisinde az gorilirken insan
genlerinin yaklasik yarisinin promoter bolgelerinde CpG adaciklart denilen CpG zengin
bolgeler bulunur, bunlar normal hiicrelerde genellikle metillenmemistir (57). Zhang
veark, (2) DLECL1 (tumour suppressor gene on 3p22.3) promotor metilasyonunun ileri
tiimor evresinin yani sira siniflandirilmasi ile de iligkili oldugunu bulmuslardir.

Histon asetilasyonu ve deasetilasyonu arasindaki denge gen ifadesi, DNA tamiri,

gelisim siireci ve tiimdr olusumu i¢in anahtar bir genetik mekanizma gorevi géormektedir

60



(58). Dolayisiyla, bu dengeyi bozacak herhangi bir sebep anormal hiicre islevine hatta
kansere yol agabilir (58). Yong Wang ve ark, (58) H4K16’nin asetiltransferazi olan
hMOF un renal hiicreli karsinomun patogenezinde yer aldigini rapor etmislerdir ve bu
epigenetik degisiklik CA9 bagli olmayan yeni bir RCC tanmi belirteci olabilecegini

gOstermektedir.

PBRM1 kromatinin yeniden sekillenmesinde yer alir ve bu gen bir¢ok ccRCC’de
kesilmistir, bu da anormal kromatin biyolojisinin ccRCC’de biiyiik rol oynadigimi
gostermektedir (2). Dolayisiyla, epigenetik olaylarla iliskilendirilmis biyobelirtecler
yiiksek bir olasilikla tanimlanabilir (2). Yapilacak yeni calismalar DNA metilasyonunu
RCC’nin siniflandirilmsinda yararli olup olmadigini kanitlamak zorundadir (2). Yine de
metilasyon c¢aligmalar1 gen ifadesinin diizenlenmesi islemlerini anlamamizda 6nemli
bilgiler sunacaktir ve DNA metil transferaz inhibitorleri gibi metilasyon modifiye

ajanlarinin kullanimi ile muhtemelen yeni terapilerin temelini olusturacaktir (2).

Bir mikroRNA ifade c¢alismasi tiimor gelisimi, timor ilerlemesi ve metastaz ile
iligkilendirilmistir (2). Khella ark. (2) primer timorlii uzak metastazlar1 analiz ederek
metastazda belirgin miRNA ifadesi bulmuslardir. Bazi primer tiimor ornekleri uzak
metastazla birlikte degerlendirilmistir. Buda primer tiimdrlerin metastazadzgun
belirtilerinin oldugunu gostermektedir (2). Yapilan bir¢ok ¢alismada VHL nin baz tip
mutasyonlar igerdigini ortaya konmustur. Gillian L ve ark. {i¢ ornekle yaptiklari
calismada VHL geninde 2 nokta mutasyonu tanimlamislardir (54). Cherkasova ve ark.
(55) ccRCC’ hiicre hatlarinin 14’diinden 9’unda VHL geninin l¢ eksonunda amino asit
degisikligine veya dur kodonuna doniisen mutasyonlar ve delesyonlar saptanmustir.
Varela ark. G¢ cergeve kaymasi insersiyonu, iki gergeve delesyonu, alti yanlis anlaml

ve anlamsi1z mutasyon saptamislardir.

Hakimi ve ark. (52), 11 islev kayb1 ve 3 tane diisiik etkili yanlig anlamli mutasyon
tanimlamuglardir. 11 tiimor arasindanSETD2 iglev kayb1 mutasyonu olanlarin 10 tanesi
evre 3, 2 tanesi metastatik ve 2 taneside sonradan metastaz seklindedir. Toplamda,
SETD2 mutasyonlu primer timorli hastalarin toplam metastatik olma hizi1 36% (4/11)

idi, buda SETD?2 ile kanser metastazinda islevsel bir bagin oldugunu géstermektedir.
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Bu caligmada, VHL, PBRM1 ve SETD2 genlerinin sikca mutasyona ugrayan bolgeleri
SSCP ve dizi analizi yontemleri ile tahlil edilmistir. Ancak, bu bolgelerde mutasyon
saptanamamustir. VHL geninin iki izoformu vardir. Biz ¢alismamizda izoform 1°i analiz
ettik. PBRML1 alt1 bromodomainden olugsmaktadir. Bu ¢alismada yalnizca domain 1 ve

SETDZ2 geninin rastgele bir bolgesi analiz edilmistir.

Bu ii¢ ccRCC kanseri geninin fiziksel baglantisi potansiyel etkilesim ile birlikte birgok
ccRCC vakasinda goriilen biiyiik 6l¢ekli 3p LOH icin en 6nemli anahtar faktor olabilir
(45). Varela ve ark. 107 vakadan 55’inde VHL mutasyonu ile birlikte PBRM1
mutasyonu saptamislardir. Carpici bir sekilde, SETD2 mutasyonu tagiyan 9 vakanin
hepsinde PBRM1 veya VHL geninde mutasyon saptanmistir. Bu 9 vakadan 6’sinda {i¢

gendede mutasyon saptanmistir (45).

Sonug olarak, VHL, PBRM1 ve SETD2 genlerinin mRNA ifade seviyeleri az oranda
dismistir (p>0,05). RCC patogenizinde yer alan molekiiler mekanizmalarin
anlagilmas1 bobrek kanseri i¢in molekiiller hedefli ilaglar gelistirilmesine yardimeci
olacaktir. Bobrek tiimdrii ve biyobelirtecler arasindaki iliskiyi anlamak igin epigenetik
analiz, miRNA analizi ve immunhistokimya gibi ileri seviyede analizlereihtiyag

duyulmaktadir.
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