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Plazminojen Aktivator inhibitér-1 (PAI-1) ve mikroRNA 143/145¢ in Renal

Hucreli Kanser (RHK) Patolojisinde ve Klinik Evrelemesindeki Onemi
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OZET

Amag:
Guncel literatirde Urokinaz Plazminojen Aktivasyon Sisteminin (UPAS) bir

Uyesi olan PAI-1’in (Plazminojen Aktivatdr inhibitor-1) RHK( renal hiicreli
kanser) patogenezi ile iligkisi arastiriimis ve tani aldiktan sonra prognozun
belirlenmesi, progresyon, erken relaps, metastaz varligi ve sagkalim tzerine
PAI-1'in etkili oldugu gosterilmistir. RHK patolojik alt gruplari ile PAI-1
iliskisini degerlendiren hentiz bir ¢alisma olmayip yapilan arastirmalar daha
cok RHK’nin berrak hucreli alt tipi ile ilgilidir. Yine onkojen olarak kabul edilen
PAI-1 ile mikroRNA 143/145 iligkisi mesane kanserinde literatirde bir
arastirmada ortaya konulmus olup mesane kanserinin tim evrelerinde
mikroRNA 143/145 kimelerinin baskilandigi ve buna karsin PAI-1
ekspresyonunun arttidi izlenmis olup, yuksek PAI-1 ekspresyonu ile dusik
mikroRNA 143/145 seviyelerinin kasa invaze olmayan mesane kanserinde
dusuk prognoz ile iligkili oldugunu ortaya koymustur. Bu konuda RHK ile ilgili
yapillmis calisma mevcut degildir. Bu ¢alismada RHK hastalarindan elde
edilen dokularda, PAI-1 ile mikroRNA-143/145 duzeylerini belirleyerek ve bu
sonuglarin RHK patolojik alt gruplari, hastaligin evresi ve derecesi ve
hastalia 0zgl ve genel sagkalim verileri ile iligkisinin arastiriimasi
hedeflendi.

Gereg ve YoOntem:
Kasim 2013 - Nisan 2016 tarihleri arasinda Marmara Universitesi Pendik
Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji Klinigi'nde bdbrek kitlesi nedeniyle

opere edilen ve kitlelerinden alinan ornekleri saklanan 104 hasta ¢alismaya



alindi. Hasta Bilgi Yonetim Sistemi kayitlari taranarak hastalarin yas, cinsiyet,
taraf, patolojik tumor boyutu, patolojik degerlendirmede elde edilen hicre tipi,
Fuhrman derecesi, evresi, cerrahi sinir pozitifligi, sad kalim suiresi, varsa
O0lim nedeni ve takip sureleri bilgileri ¢ikarildi. Dondurularak ve parafine
gomulerek saklanmis tumor dokularindan ve saglkli bobrek dokularindan
ribondkleik asit (RNA) izolasyonu yapildi, izole edilen RNA o6rnekleri -80
derece sicaklikta saklandi. Gen ekspresyon dizeyinin deneysel olarak
belirlenecegi gun RNA oOrneklerinden ters transkripsiyon reaksiyonu ile
komplementer DNA (cDNA) sentezlendi. Sentezleme isleminin hemen
ardindan cDNA drnekleri iginde ekspresyon duzeyleri incelenecek PAI-1,
mikroRNA 143 ve mikroRNA145’in cDNA dizileri polimeraz zincir
reaksiyonuyla c¢ogaltildi. Tumoér dokularindaki  ve  saglikli - bobrek
dokularindaki reaksiyon sonuglari oranlanarak karsilastirildi. Her iki dokudaki
olasi farkhliklar ve benzerlikler tespit edildi. Elde edilen veriler istatistiksel

anlamhlik agisindan yorumlandi.

Bulgular:

Calismaya dahil edilen toplam 37 hastanin verileri incelendi. Elde edilen
veriler degerlendirilirken degisici epitel hicreli kanser patolojisi saptanan
hasta calisma disi birakildi. Calismaya dahil edilen hastalar arasinda
kadin/erkek orani benign olanlar icin 3/2, RHK olanlar icin 8/23 olarak tespit
edildi (p = 0,154). Benign patolojisi olan hastalar ile RHK patolojisi olan
hastalar arasinda PAI-1 (p= 0,681), mikroRNA-143 (p=0,255) ve mikroRNA-
145 (p=0,707) duzeyleri arasinda T testi kullanilarak yapilan analizlere gore
istatiksel olarak anlamh bir iligki ortaya konulamadi. Aragtirmamiza alinan
berrak hicreli RHK’ hastalar ile papiller tip RHK'lI hastalar i¢in PAI-1,
mikroRNA-143 ve mikroRNA-145 ekspresyon diizeyleri arasinda istatiksel
olarak anlaml fark izlenmedi (p degerleri sirasiyla 0,626; 0,906; 0,133 olarak
saptandi). Benzer sekilde Fuhrman Derecesi 2 ile 3 birbiri ile, tumor evreleri
(1-3) ve metastaz varligi ¢alisilan biyobelirtecler agisindan kiyaslandiginda
sadece Evre 1-2 arasinda mikroRNA-145 acisindan istatistiksel anlamli bir

fark gosterilebildi (p = 0,044) . Bununla birlikte ayni hastanin saglikli dokusu



ve tumor dokusundaki ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde mikroRNA-
145 icin istatiksel olarak anlamli bir sekilde tumér dokusunda daha az

eksprese oldugu géraldi (p = 0,024).

Sonug:

Renal hicreli kanser ile PAI-1, mikroRNA 143- 145 gibi U¢ biyobelirtecin
iliskisini ve prognoztik 6énemi arastiran c¢alismamiz konu ile ilgili kisitl
sayidaki arastirmalardan biridir. Bu pilot ¢alisma G¢ biyobelirte¢ ile RHK
arasindaki iligki net olarak ortaya konamadi. Mevcut c¢alisma uzun takip
suresi olan, progresyonun ve hastaliga bagli mortalitenin de oldugu daha
genis bir RHK hasta kohortu ile prospektif olarak degerlendiriimesinin

gerekliligini gostermisgtir.

Anahtar Kelimeler: RHK, PAI-1, mikroRNA-143, mikroRNA-145



The Significance of the Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1) and
microRNA 143/145 at the Pathology and the Clinical Stage of RCC

Student’s Name: Dr. Muhammed Sulukaya
Supervisor: Assistant Professor Dr. Yiloren Tanidir
Department: Urology

ABSTRACT:

Aim :

The relationship between PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1), which is
a member of UPAS (urokinase plasminogen activation system) and the
pathogenesis of RCC (renal cell carcinoma) has been researched extensively
and that PAI-1 is effective in determining prognosis after diagnosis, survival
time, and probability of metastasis or early relapse has been demonstrated.
While most studies have focused on the clear cell subtype of RCC, the
relationship between the pathological subtypes of RCC and PAI-1 has not
been researched. That PAI-1 is related to microRNA-143/145, which similarly
is an oncogene, was Iillustrated in a study regarding bladder cancer.
According to the findings of this study, while microRNA-143/145 sets are
suppressed, PAI-1 expression is increased at all stages of bladder cancer
and elevated PAI-1 expression in combination with low microRNA-143/145
levels correlates with poor prognosis in non-muscle invasive bladder cancer.
Presently, there is no study with regard to the relationship between PAI-1 and
microRNA-143/145 levels and RCC. The aim of this study is to determine
PAI-1 and microRNA-143/145 levels in tissue samples derived from RCC
patients and to investigate their relationship with pathological subtypes of

RCC, disease stage and grade, and overall survival.

Materials and Methods:

One hundred four patients that were operated on for renal masses at the
Marmara University, Pendik Training and Research Hospital between
November 2013 — April 2016 and from which tumor specimens were

collected were included in the current study. The hospital's Patient
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Information Management System records were later screened and the
patients’ age, gender, laterality, pathological tumor size, cell type obtained
from pathologic evaluation, Fuhrman grade, disease stage, surgical border
positivity, survival time, cause of death and follow-up time information were
noted. Ribonucleic acid (RNA) isolation was performed from frozen and
paraffin embedded tumor tissues and healthy kidney tissues and isolated
RNA samples were stored at -80 degrees. On the day when gene expression
level was experimentally determined, complementary DNA (cDNA) was
synthesized by reverse transcription reaction in RNA samples. The cDNA
sequences of PAI-1, microRNA 143 and microRNA 145 were amplified by
polymerase chain reaction to examine the expression levels in the cDNA
samples immediately after the expression process. Reaction results in tumor
tissues and healthy kidney tissues were compared proportionally. Possible
differences and similarities in both tissues were determined. The obtained

data were interpreted in terms of statistical significance.

Results:

A total of 37 patients included in the study were examined. When the
obtained data were evaluated, the patient who was diagnosed with
transitional epithelial carcinoma was excluded from the study. Among the
patients included in the study, the ratio of female to male was 3/2 for patients
with benign pathology and 8/23 for patients with RCC (p = 0,154). There was
no statistically significant relationship between PAI-1(p= 0,681), microRNA-
143 (p=0,255) and microRNA-145 (p=0,707) levels in patients with benign
pathology and patients with RCC according to the T-test. There was no
statistically significant difference between PAI-1, microRNA-143 and
microRNA-145 expression levels for patients with clear cell RCC and
papillary type RCC (p values are 0,626; 0,906; 0,133). Similarly, when
compared with Fuhrman's Grades 2 and 3, tumor stages (1-3) and presence
of metastasis in terms of biomarkers studied, only a statistically significant
difference between Stage 1 and 2 could be shown in the microRNA-145

(p=0,044). However, when the expression levels of the healthy tissue and
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tumor tissue of the same patient were evaluated, it was seen that the
microRNA-145 was less exaggerated in the tumor area in a statistically

significant manner (p = 0,024).

Conclusions:

Our study is one of a limited number of studies investigating the prognostic
value of PAI-1, microRNA 143 and 145 at RCC and association of renal cell
carcinoma with these biomarkers. This pilot study did not clarify the
relationship between three biomarkers and RHK. This study demonstrated
the need for a prospective evaluation of a larger RCC patient cohort, which
includes prolonged follow-up, disease progression and disease-related

mortality.

Key words: RCC, PAI-1, mikroRNA-143, mikroRNA-145
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SIMGELER VE KISALTMALAR

RHK: Renal Huicreli Kanser

PAI-1: Plazminojen Aktivatér inhibitér-1

UPAS: Urokinaz Plazminojen Aktivasyon Sistemi
RNA : Ribonukleik Asit

cDNA :Komplementer DNA

uPA: Urokinaz Plazminojen Aktivatori

tPA: Doku Plazminojen Aktivatoru

uPA-R: Urokinaz Plazminojen Aktivatorii Reseptori
TiM: Tomér lliskili Makrofaj

DSO: Dunya Saglik Orgutii

USG : Ultrasonografi

MRG : Manyetik Rezonans Goruntileme

BT : Bilgisayarli Tomografi

VHL: Von Hippel- Lindau

VKIi : Vena Kava inferior

RISC : RNA-uyartili susturma kompleksi

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu



1. GIRIS

Renal Hucreli Kanser (RHK), yetigkin kanserlerinin % 2’sini olugturmakta ve
malign renal tumorlerin yaklasik % 80-85’inden sorumlu tutulmaktadir [1, 2].
Erkeklerde kadinlardan (2/1) daha sik olmakta birlikte, en sik 5. ve 7. dekatlar
arasinda gorulmektedir [1].

Etyolojide degisik faktorler rol almakla birlikte kesin bir neden heniz
gOsterilememigtir.  Tutln drdnlerinin  tiketimi, obezite, mesleki faktorler
(asbest, kadmiyum, petrol drinleri) ve son dénem bobrek yetmezligi,
hastaligin gelismesindeki etken faktorler olarak bildirilmektedir [3-7].

Urokinaz Plazminojen Aktivasyon Sisteminin (UPAS) kanser olugsumunun
fizyolojik ve patolojik yolaklarinda anahtar bir rol oynadigi gosterilmistir [8-
11]. Bu sistem urokinaz plazminojen aktivatori (UPA), uPA reseptori (uPA-
R) ve PAI-1(plazminojen aktivator inhibitér-1) icermekte olup kanser
progresyonunun birgcok asamasini (anjiyogenez, hicre buytumesi, htcre
adhezyonu ve migrasyonu, kemotaksis) tetikleyen hiicre ici sinyal yolaklarini
etkiler [11-13]. UPAS uyelerinin yiksek oranda ekspresyonunun klinik ve
patolojik parametreler ile iligkili oldugu ve mide, kolon, rektum, 6zefagus,
endometriyum, ovaryum kanseri gibi bazi kanser tiplerinde hastalik
prognozunu etkiledigi gorulmustar [14-16].

UPAS’In RHK patogenezi ile iliskisi arastiriimis ve RHK o6ntanisi nedeniyle
radikal rezeksiyon uygulanmis hastalarin operasyon oncesi plazmalarinda
PAI-1 seviyesi yuksek tespit edilmistir. Bu hastalarda PAI-1 ile metastaz
iligkisi anlamli derecede yiksek bulunmustur [17]. Yine RHK ontanisi nedeni
ile transperitoneal nefrektomi yapilan hastalarda u-PA, u-PA-R ve PAI-1
erken niuks icin gucli ve bagimsiz prognostik faktorler olarak gosterilmigtir
[18, 19]. Baska bir calismada bu sistem uyelerinden PAI-1'in RHK i
olgularda TiM (Tumor iligkili Makrofaj) yoluyla timér progresyonunda ve
sagkalim uzerinde 6nemli bir dizenleyici rolt bulundugu sonucu ¢ikmistir
[20]. Bu sebeple bir onkojen olarak kabul edilen bu sistem Uyelerinin
regulasyonu gelecekte kansere tanisal ve terapdtik yaklagsimlar agisindan

blyuk dnem arz etmektedir.



MikroRNA'lar gen ekspresyonunu, mRNA stabilitesi ve translasyonu
dizeyinde regile eden ve kodlama iglevi olmayan, 19-22 baz uzunlugunda
kicik RNA molekilleridir [21]. Yapilan g¢alismalar sonucunda gunamizde
toplam 2578 olgun mikroRNA tespit edilmistir ve insan genomunda protein
kodlayan genlerin % 60’indan fazlasini regile ettikleri tahmin edilmektedir
[22]. Bazi mikroRNA'larin yuksek diizeyde ekspresyonunun tumor baskilayici
genleri bastirarak onkojen etki gosterdikleri, buna karsin disuk dizeyde
eksprese olan bazi mikroRNA’larin ise tumér baskilayici etki gostererek
onkojenlerin negatif regulasyonlarini sagladiklari bildirilmigtir [23]. Kanser
hicrelerinde tumor baskilayici veya onkojenik mikroRNA'larin  anormal
dizeylerde ekspresyonunun hiicre icindeki normal diizenleyici mekanizmalari
bozduguna inaniimaktadir. Birgcok insan kanser hiicresinde en sik baskilanan
mikroRNA tiplerinin mikroRNA 143 ve 145 oldugu bildirilmistir [24, 25]. Hem
mikroRNA-143 hem de mikroRNA-145'in kromozom 5q32 (zerinde ve
birbirine  yakin lokalizasyonlarda olduklari ve kime olusturduklari
bilinmektedir [26]. Yapilan arastirmalar, kiime olusturan bu mikroRNA’larin
farkli bircok onkojeni hedef alan timor baskilayicilar olarak fonksiyon
gosterdiklerini 6ne surmektedir [24, 25].

Onkojen olarak kabul edilen PAI-1 ile mikroRNA 143/145 iligkisi mesane
kanserinde literatirde bir arastirmada ortaya konulmus olup mesane
kanserinin tim evrelerinde mikroRNA 143/145 kimelerinin baskilandigi ve
buna kargin PAI-1 ekspresyonunun arttidi izlenmistir. Ayrica ayni aragtirma
yuksek dlizeyde PAI-1 ekspresyonu ile dusuk mikroRNA 143/145
seviyelerinin kasa invaze olmayan mesane kanserinde disuk prognoz ile
iligkili oldugunu ortaya koymustur [25].

Bu calismanin amaci RHK hastalarindan elde edilen dokularda, PAI-1 ile
mikroRNA 143/145 duzeylerini belirleyerek ve bu sonuglarin RHK patolojik alt
gruplari, hastaligin evresi ve derecesi ve hastalia 6zgu ve genel sagkalim

verileri ile iligkisini aragtirmaktir.
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2. GENEL BILGILER

Renal hicreli kanser (RHK), bobregin tubuler epiteli kaynakh malignitelerini
icerir [16, 17]. 2004 yilinda Dinya Saglk Orguti(DSO)niin yaptigi
calismalarla RHK siniflamasi Tablo 1'deki halini almigtir [27].

Malign

1.Berrak hucreli tipte RHK

2 .Multilokuler berrak hicreli karsinom

3.Papiller tipte RHK(Tip 1 ve Tip 2)

4.Kromofob tipte RHK

5.Bellini’nin toplayici kanal karsinomu

6.Renal mediiller karsinom

7.Xp11 translokasyon karsinomu

8.Noroblastom ile iligkili karsinom

9.igsi hicreli ve miisindz tibiiler karsinom

10.Siniflandinlamayan RHK

Benign

1.Papiller adenom

2.0nkositom

Tablo 1. Dunya Saghk Orgiuti'ne gore bdbregin epitelyal timorlerinin

siniflandiriimasi

2.1. Renal Hucreli Kanserin Epidemiyolojisi

Renal Hucreli Karsinom, erigkin kanserlerinin % 2’sini olusturmakta ve malign
renal timodrlerin yaklagik % 80-85’inden sorumlu tutulmaktadir [1, 2].
Erkeklerde kadinlardan (2/1) daha sik olmakta birlikte, en sik 5. ve 7. dekatlar
arasinda gorulmektedir [2]. Amerika’da yapilan istatistiklere gore senede
30.000 vaka yeni tani almaktadir ve tani alanlarin 12.000’i hastaliktan dolayi
kaybedilmektedir. . Turkiye’de yapilmis en genis epidemiyolojik arastirma
1993-1994 senelerinde izmirde yapilmistir. Bu ¢alisma RHK icin senelik

kanser hizini erkeklerde 2,6 kadinlarda 1,3; erkek/kadin oranini ise 2 olarak
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gOstermigtir [28]. Avrupa genelinde RHK igin senelik kanser hizi erkeklerde
13,8 kadinlarda 6,3 olarak hesaplanmistir. Ayrica her sene 20.000 yeni
vakanin RHK tanisi aldi§i epidemiyolojik calismalarda gdsterilmistir. RHK
insidansi gerek Avrupa capinda gerekse diinya capinda senelik %2 artma
gosterse de bu tim Avrupa lkeleri icin dogru degildir. Isveg’de ve
Danimarka’da RHK insidansi son 20 yildir azalma gdstermektedir [29]. Bu
maligniteye tim etnik gruplarda ve cografik bdlgelerde rastlanabilecegi
insanlarin etnik kdkenlerinden bagimsiz oldugu goésterilmistir [30]. Cocuk yas
grubunda da gorilebilen RHK  yetigskindekilere benzer davranis
gostermektedir [30-33]. Cocuklarda en sik 8-9 yaslarinda gdzlenir ve cinsiyet
yatkinligi yoktur. Cocuk yas grubu bobrek timérleri arasinda RHK cok
yuksek bir insidansa sahip degildir (%2,3-6,6) [34-37].

Hastalarin RHK tanisi aldiginda ’5’'Unde metaztazinin oldugu, tedavi sonrasi
takip sirasinda da lokalize hastaligi olanlarin '%’sinde metastaz gelistigi
gOsteirlmistir. Metastazli hastalarda ortanca sagkalim suresi bir yildir ve bes
yillik sagkalim orani ise %20’den daha azdir [38]. Tani sirasinda uzak
metastazi olan vakalarin prognozlari ¢ogunlukla kétudur. RHK’lI hastalarda
en sik metastaz yerleri sirasiyla akciger (%50-60), karaciger (%30-40), kemik
(%30-40) ve beyindir (%5) [39]. Ultrasonografi( USG), bilgisayarli tomografi
(BT) ve manyetik rezonans goruntileme (MRG) gibi gorantileme
metotlarinin sik kullanimina paralel olarak rastlantisal bébrek timoér tanisi da
artmaktadir. Ancak rastlantisal RHK tanisi alan hastalarin ¢ogu kuguk
boyutlu ve dusuk evreli timorlere sahiptir. Tanisi rastlantisal konulan
vakalarin oranindaki artma, mortalite oranlarini etkilememistir ve bu mortalite

oranlari insidansa paralel seyretmistir [40-42].

2.2. Renal Hicreli Kanser Etiyolojisi

RHK olusumunda birgok potansiyel risk faktorii suglanmaktadir (Tablo 2) [43,
44]. Hastaligin molektler temelleri lzerinde vyapilan c¢alismalar malign

tumorin sporadik ve ailesel sekilleri ile iligkili yeni supresor genler ve

onkojenler tanimlanmasini ve yeni ailesel sendromlar bulunmasini
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saglamistir [45]. RHK'da 3. kromozomun kisa kolunda DNA hasari tespit
edilmis olmasi ve Von Hippel- Lindau (VHL) supresor geninin de burada
lokalize olmasi nedeniyle etiyoloji ile medikal tedaviler agisindan yeni ufuklar
ortaya c¢ikmistir [46]. Papiller tipte RHK kromozom 7 ve 17’de trizomi,
kromozom 1, 16 ve seks kromozomlarindan Y kromozomunda bozukluklarla
iligkili olarak bulunmustur [47]. Bu genetik yatkinliklar nedeniyle RHK

etiyolosinde molekiler degerlendirmeler giin gectikce 6nemini arttirmaktadir.

- Genetik faktorler

- Bobrek hastaliklari (bdbregin edinsel kistik hastaliklari ve hemodiyaliz

hastalari)

- llaglar

- Hipertansiyon

- Radyasyon

- Mesleksel faktorler (petrol, demir, gelik, kadmiyum ve asbest maruziyeti)

- Beslenme ( et ve etten zengin diyet )

- Obezite

- Organ nakilleri

- 20 paket/yil Gzerinde Sigara

- Sedanter Yasam

- Uriner Sistem Enfeksiyonu

Tablo 2. RHK'da potansiyel riskler

2.3. Renal Hicreli Kanser Patolojisi

RHK’larin ¢ogu oval veya yuvarlak sekildedir. Fibroz dokudan ve sikismis
parankimden olusan psodokapstlle sarilidir. Sarkomatoid tip haricindekiler
gros infiltratif patern gostermezler [48]. Cogu patologa gore, epitel
tumorlerinde  onkositom  haricinde  benign-malign ayirimini  yapacak
glvenilebilecek histolojik veya ultrastriktirel kriter bulunmamaktadir.
Kalsifikasyon %10-20, kistik dejenerasyon ise %10-25 hastada goérilmektedir

[49]. VenOz tutulum RHK I hastalarin %10’'unda izlenir bu hastalarda renal
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ven ve VKI trombisi gorilebilir [49, 50]. Bolgesel lenf nodiillerine lenfatik
yolla yayilabilir. Bagta akciger olmak lzere, kemikler, karaciger, adrenal ve
diger bobrege hematojen yolla yayilabilir [50]. Cogu sporadik RHK tek tarafta
ve tek odakhdir. Sporadik RHK’larin %2-4'iinde bilateral tutulum ayni zamanh
veya farkli vakitlerde meydana gelebilir. VHL ve diger ailesel RHK’larda daha
sik rastlanir. %10-20 vakada multisentrik yerlesim goralur. Ailesel
kanserlerde ve papiller histolojide daha belirgindir [51, 52]. Butin RHK’lar,
bdbregin tubll epitel hicrelerinden koken almis adenokarsinomlardir. Berrak
hicreli RHK’nin ¢ogunun proksimal tibdl hicrelerinden, papiller ve kromofob
tipte RHK'larin ise daha distal bélimlerden kaynak aldigi sdylenmektedir
[53]. Hucre c¢ekirdeginin sekli, bayukligl, belirgin cekirdekcgik olup
olmamasina bakilarak olusturulmus dereceleme sistemlerinden en fazla
bilinen ve timor evresinden bagimsiz bir sekilde prognozu belirleyecek deger

tasiyan Fuhrman siniflandirma sistemidir (Tablo 3) [54].

Derece | Cekirdek Cekirdek Cekirdekcik
Boyutu Sinirlari
1 10 mm Duzgun, yuvarlak Belirsiz veya yok
2 15 mm Biraz Duzensiz Bariz (x400 buyutme)
3 20 mm Duzensiz Belirgin
4 >20 mm Cogunlukla multilobuler | Yodun kromatin yumaklar

Tablo 3. RHK'da fuhrman derecelendirme sistemi
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2.3.1. Konvansiyonel (Berrak hicreli) RHK

Bitin bobrek timdrlerinin %60-70’ini olugturan hipervaskuler tumaorlerdir
[55]. Mikroskopik olarak granuler hucreler, berrak hicreler veya her ikisi
birlikte mevcuttur. Berrak denilmesinin sebebi, histolojik hazirlik sirasinda
kullanilan ¢o6ziculerin, sitoplazmanin bosalmasina ve bdylelikle hicrelerin
seffaf gdzukmesine sebep olmasindan dolayidir. %50 olgu solid olup,
olgularin %75’inde hyalinizasyon veya fokal fibrozis mevcuttur. VHL gen
mutasyonlari %75 sporadik olguda rastlanir. Berrak hicreli RHK da bes
senelik sagkalim orani %55-60 civarindadir [56].

2.3.2. Papiller tip RHK

%10-15 oranla ikinci siklhkla rastlanir. Edinsel renal kistik hastalikta ve son
donem bdbrek yetmezliginde daha fazla gorilen tiptir [53]. Papiller tip
RHK’'ya 6zgu sitogenetik ozellikler 7. ve 17. kromozomlarda trizomiler ve Y
kromozomunun kaybidir. Yaklagik %40'' multisentriktir [51, 57]. VHL
mutasyonlarinin olmamasi sebebiyle timérler genelde hipovaskulerdir.
Kendine 6zgu morfolojik gérunttsi; merkezi fibrovaskiler kor ve neoplastik
epitel htcreleri ile sarli papiller frondlardir. Papiller tip RHK’lar ¢ogunlukla
daha lokalize, daha sessiz ve lyi differansiyedirler, bu sebeple prognozlari
daha iyidir [58, 59]. Son dénemde yayinlanmis bir genis seride pT1 papiller
ve kromofob tip RHK’lar, berrak hicreli RHK’larla mukayese edilmis sonucta
berrak hicreli RHK’lar digerlerinden istatiksel olarak anlamli bicimde
prognozu kot bulunmustur [60].

2.3.3. Kromofob tip RHK

Tum RHK’larin %4-5 'ini temsil edip ilk kez 1985'te Thoenes tanimlamistir
[47]. Kortikal toplayici kanallardan koken alir [53]. Merkezi skar dusuk evrel,
buylk berrak hicreli RHK’larda ve onkositomda goruldigu gibi rastlanabilir.
Elektron mikroskopide karakteristik gortinti multiple 150-300 nm buyuklige
sahip mukopolisakkarit ihtiva eden mikrovezikdllerin gortlmesidir. Kromofob
tip RHK’nin klinik davranisi ile ilgili yeterince bilgi mevcut degildir. Hastahgin
lokalize ve dusuk evreli seyretmesi ile ilgili literatir bulundugu gibi [61]
yiuksek dereceli ve metastatik seyir gosterdigini bildiren literatiir de mevcuttur
[62]. 1983-1993 vyillari arasinda 166 hastalik bir seride, 49 aylik takip
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neticesinde, yedi kromofob hicreli hastadan evre 4 hastaligi bulunan bir
hasta haricinde hepsinin hastaliksiz yasadigi gosterilmistir [63]. Bu sebeple
genel duslince berrak hicreli RHK'dan daha iyi prognoza sahip oldugu
seklindedir. Onemli ikinci 6zelligi ise morfolojik olarak benign bir timor olarak
bilinen onkositom ile karigabilmesidir.

2.3.4. Toplayicr kanal (Bellini collecting duct) karsinomu

Renal medulladan koéken alip RHK’larin %1'inden azini olusturan nadir bir
tiptir. Cogu hasta yuksek dereceli, tani aninda ileri evreli ve klasik tedavilere
cevap alinamayan olgulardan olusur [64]. Meduller karsinom ve toplayici
kanal karsinomu, ikisi de nadir gorulir ve fakat en koti prognoziu
tumorlerdendir [65, 66].

2.3.5. Renal meduller karsinom

Yeni tanimlanmig histolojik bir tiptir, otuzlu yaslarda, Afrikan Amerikanlarda
ve ¢cogunlukla orak hiicreli (sickle cell) anemiyle birlikteligi gosterilmigtir. Kotu
seyirli olup kaliks epitelinden koken alir. Tanida ¢ogu hasta lokal ileri ya da
metastatik hastalikla basvurur ve kisa zaman icinde hastaliga yenik duserler
[67]. TumOr histolojik olarak ve davranig olarak toplayici kanal karsinomuna
¢ok benzer. Sarkomatoid varyantlar tim histolojik RHK tipleri igin bildirilmigtir.
Sarkomatoid 6zellik bir RHK tipi degildir, RHK tiplerinin daha az farklilagsan
bolumlerini ifade eder. En c¢ok berrak hicreli tipte ve vakalarin %1-5
kadarinda sarkomatoid diferansiyasyon gorilmektedir [47]. Bircok RHK
tipinde farkedilebilen nadir gorulir, yiuksek dereceli bir patolojidir ve ¢ogu

hastanin yaklasik yasam beklentisi bir yildir [68].
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2.4. Renal Hucreli Kanserin Siniflandiriimasi

Klinik ve bilimsel sebepli kullanim amaciyla genellikle 2002 TNM
siniflandirmasinin  kullanimi 6nerilmektedir (Tablo 4) [69]. Gincel TNM
siniflandirmasinda degisiklik yapilip yapilmamasinin gerekliligi ve bu
siniflandirmanin - RHK hastalarinda sagkalim 6ngorusinde bulunmak
amaciyla en uygun yontem olup olmadigi hentz kanitlanmamistir. 2002
senesinde getirilen pT1 alt gruplamasini valide eden bazi yayinlar mevcuttur
[70-72] bununla beraber pT3 tumorler icin bazi iyilestirmelerin yapiimasi
gerekmektedir. ik olarak, yalnizca bébrek siniisii yagh dokusuna invazyonun
bobrek cevresindeki yagli dokuya invazyon ile ayni prognostik degerde olup
olmadi§i simdilik ortaya konmus degildir [73, 74]. Ikinci olarak, bircok yayin
bobrek dsti bezi invazyonunun oldukca kéti prognoza sahip bir grup
oldugunu ortaya konmus ve bunlarin T4 tamdrler olarak kabul edilmesi
Onerilmistir [75, 76]. Ayrica ven0z invazyon gosteren renal timorlerin T3b ve
T3c olarak siniflandirmanin  uygunlugu netlestirilememistir. Renal vene
invazyondan bagimsiz olarak, vena kava invazyonunun prognostik énemini
ortaya koyan ek arastirmalara gerek bulunmaktadir [77]. N1-N2 alt
siniflandirmasinin da uygun olup olmadigi son zamanlarda sorgulanmisgtir
[78]. Gunumuzde RHK’lI hastalarda yeterli M evrelendirmesinin yapilabilmesi

amaciyla toraks ve batin BT kullaniimasi gerekli yontemlerdir [79, 80].

T- Primer timor

TX Primer timor degerlendirilemiyor
TO Primer timor varhigina dair belirti mevcut degil
T1 TUamor en blyuk capi <7 cm, bobrege sinirh

Tla | TUmor en blyuk ¢api <4 cm, bobrege sinirh

T1lb | Tumor en blylk capi > 4 cm fakat <7 cm, bébrege sinirl

T2 TUumor en bayuk ¢api > 7 cm, bobrege sinirli

T3 Tumor buydk venler igerisine uzanmis ya da dogrudan bdbrek UGstu
bez veya bdbrek cevresi dokulara yaylmis fakat Gerato fasyasi

disina gctkmamig

T3a | Tumor dogrudan bdbrek Usti bez ya da bdbrek cevresi dokulara

yayllmis fakat Gerato fasyasi digina gtkmamig®
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T3b

Tumor makroskopik olarak bobrek ven(ler)inin ya da segmental

dallarin ya da vena kavanin diyafragma altindaki bolumu igerisine

uzanmis*

T3c | Tumor makroskopik olarak vena kavanin diyafragma Uzerindeki
bolumunun igerisine ya da duvarina uzanmisg

T4 TUumor dogrudan Gerato fasyasi disina yayiimis

N- Bolgesel lenf nodlari

NX Bolgesel lenf nodlari degerlendirilemiyor

NO Bolgesel lenf nodlarinda metastaz yok

N1 Tek bir bolgesel lenf nodunda metastaz mevcut

N2 Birden ¢ok bolgesel lenf nodunda metastaz mevcut

M- Uzak metastaz

Mx Uzak metastaz degerlendirilemiyor

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz mevcut
&Renal sintisti de igerir (peripelvik yag)
*Segmental (kas dokusu iceren) dallari da icerir
Normal kosullarda perirenal lenf adenektomi &rneklemi icerisinde 8
ve Uzeri lenf nodu  bulunmasi  gerekmektedir.  Ancak
lenfadenektomide bu lenf nodu sayisina ulasilamamissa dahi
incelenen nodlar negatif ise 6rnek pNO olarak siniflandirilir.

Tablo 4. 2002 TNM siniflandirma sistemi

2.5. Renal Hicreli Kanser’de Prognostik faktorler

Prognozla iliskili faktorler anatomik, histolojik, klinik ve molekuler faktorler

olmak

tizere gruplandirilabilir [81].

2.5.1. Anatomik faktorler

TUmor

boyutu, ven6z invazyon, bobrek kapsuline invazyon, bdbrek usti bezi

tutulumu ve lenf nodu metastazi ile uzak metastaz olarak sayilabilir. 2002

TNM siniflandirma sistemi icerisinde bu faktorler gosterilmektedir (Tablo 4-

5).

Evre gruplandirmasi T Evresi N Evresi M Evresi
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Evre | T1 NO MO
Evre ll T2 NO MO
T3 NO MO

Evre lll
T1-3 N1 MO
T4 NO-1 MO
Evre IV Herhangi bir T N2 MO
Herhangi bir T | Herhangi bir N M1

Tablo 5. TNM evre gruplandirmasi
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2.5.2. Histolojik faktorler

Histolojik alt tip, Fuhrman derecesi, mikrovaskiler invazyon, sarkomatoid
Ozelliklerin olmasi, toplayici sisteme invazyon ve timor nekrozu varligindan
olusmaktadir. Fuhrman niukleer derecesi RHK’da en fazla kullanilan histolojik
derecelendirme  sistemidir [54]. Bu derecelendirme  sisteminde
degerlendirirken goOzlem subjektif oldugundan go6zlemciden gb6zlemciye
farklar bulunsa da bagimsiz bir prognostik faktér olup yine de anlam tasir
[82]. DSO siniflandirmasina gore [27] histolojik olarak (ic temel RHK alt tipi
mevcuttur. Bunlar berrak hicreli (konvansiyonel (%80-90), papiller (%10-15)
ve kromofob (%4-5) RHK alt tipleridir. Birgok arastirmada kromofob tipte en
iyi, berrak htcreli (konvansiyonel) tipte ise en koti prognozun oldugu
kanitlanmistir [83, 84]. Sayet RHK alt tipleri tUmoOr evresine gore
siniflandinidigr taktirde prognostik 6nemi olmamaktadir [84]. Papiller tip
RHK’'da prognozlari farkh iki alt grup bildirilmigtir [85]. Tip | kromofilik
sitoplazmaya sahip duslk dereceli ve prognozu daha iyi timdrlerden
meydana gelirken Tip Il genellikle eozinofilik sitoplazmali ytiksek dereceli ve
metastatik olma olasihgi daha yuksek tumérlerden meydana gelir. RHK alt tip
gruplamasi genetik ve sitogenetik analizlerle molekiler olarak da
kanitlanmigtir [86-88].

2.5.3. Klinik faktorler

Lokal semptomlar, kaseksi, anemi ve trombosit sayisi ile hasta performans
statiisiint kapsar [89-93].

2.5.4. Molekuler faktorler

Bircok molekiler faktér arastirilmaktadir. Bunlar arasinda hipoksiyle
indiiklenebilen faktor (HIF), vaskiiler endotelyal bilyiime faktéri (VEGF), p53,
karbonik anhidraz IX (CalX), Ki 67 (¢ogalma), abd CD44 (huicre adhezyonu),
PTEN (htcre dongusi), E-kadherin sayilabilir [86, 88]. Su ana kadar bu
faktorler genis kullanim alani bulmamigtir. Berrak hicreli RHK'da klinik
prognostik faktorlerden bagimsiz bir gekilde sagkalim hakkinda bilgi
verebilecek 259 gen son zamanlarda gen ekspresyon profili ile ortaya
konmustur. Genetik bilgi bu bulgular 1s1ginda prognoz tayininin daha dogru
yapilmasinda kullanilabilecektir [94].
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2.5.5. Nomogramlar ve prognostik sistemler

Simdilerde bagimsiz prognostik faktorleri birlikte kullanan prognostik
sistemler ve nomogramlar giindeme gelmistir. Bu sistemler ile, TNM evresi
veya Fuhrman nuikleer derecesinin tek basina kullanimina gore sagkalim
ongorusunde daha dogru sonuglar verildigi belirtiimektedir [95-98].
Gunumuzde klinikte rutin kullanim igin oOnerilmis prognoza yonelik bilgi

saglayan batunlestirilmis sistem veya molekiler belirte¢ bulunmamaktadir.

2.6. Galismanin Hedefi Olan Renal Hiicreli Kanser ile Prognoz iligkisi
Arastirilan Belirleyiciler

2.6.1. MikroRNA

insan genomunun yaklasik olarak % 65'inin mRNA’ya cevrildigi ve bunun %
2’lik bolumunun proteine donustugu ve transkribe olan RNA’larin da blyuk
boluminin  protein  kodlamayan RNA molekulleri  oldugu yapilan
arastirmalarin bircogunda gdsterilmistir. Artik RNA’larla ilgili sahip olunan
bilgi arttkca mMRNA, rRNA, tRNA molekullerinin haricinde 6zellikle biyolojik
sureglerin bircogunda etkili oldugu bilinen miRNA, piwiRNA ve siRNA gibi
molekullerin dnemi artmaktadir [99, 100]. MiRNA’lar, Ambros ve arkadaslari
tarafindan protein kodlayan genlerde negatif diizenleyici olarak 1993 yilinda
bulunmuslardir. Candida elegansla yaptiklari arastirmada; lin-4 miRNA
mutasyonunun lin-14 gen ekspresyonunu etkiledigini ve gelisimsel sirecte
aksakliklara sebep oldugunu kanitlamislardir. Su an igin insan genomunda
sayllari bini asan, protein kodlamayan mikroRNA’lar bulunmustur ve bu da
arastirmacilari yeni miRNA’lar kesfetmeye suriklemektedir [101]. miRNA'lar
metabolizma, gelisme, farklilagsma, sagkalim ve apoptozis gibi birgok biyolojik
strecin kontroliinde gorev almaktadir. Okaryotik htcrelerin normal birgok
islevinde gorev alan miRNA’lardaki olusabilecek kusurlar baslica kanser
olmak Uzere bir¢cok hastaliga sebep olabilmektedir [102].

2.6.1.1. MikroRNA yapisi ve biyogenezi

MikroRNAlar, oncelikle DNA’'da ilgili miRNA geninden, RNA polimeraz I
enzimi ile binlerce baz uzunlugunda primer transkript (pri-miRNA) seklinde

sentezlenirler. Daha sonra birbirlerini takip eden iki asama ile matir miRNA
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sentezi gergeklesir. ilk asamada, DNA’dan bilgi aktarimi ile olusmus binlerce
baz uzunlugundaki primiRNA, reaksiyonlarla 70 nukleotidlik prekirsor miRNA
(pre-miRNA) sekline getirilir. ikinci asamada ise bu 70 nikleotidlik prekursor,
yaklasik 21-25 nukleotidlik matir miRNA’ya donustaralir [103]. Hucre
cekirdegi icerisinde RNA Polimeraz Il (Pol II) veya Il ile olusturulan
primiRNA’lar ¢ift iplikgikli RNA baglayici protein olan “Pasha” kompleksi ve
RNaz Il endonikleaz enzimi olan “Drosha” tarafindan iglenerek pre-
miRNA’ya cevrilir [103]. Cekirdek zar proteini “exportin-5” aracihgiyla sitozole
gecen pre-miRNA’lar dogrudan RNaz Il endonikleaz enzimi “Dicer’a
baglanir. Dicer'in pre-miRNA sap-ilmigini kesmesiyle, iki tamamlayici kisa
RNA molekuli olusur, fakat bunlardan yalnizca biri RNA-uyartili susturma
kompleksine (RISC) katilir [103]. RISC kompleksinin icerisinde bulunan bir
RNAz enzimi olan argonaute ile ikisinden 5’'ucu daha kararh olani (kilavuz
iplikgik) secilerek bu komplekse eklenir. Diger iplik¢ik, yolcu iplik¢ik veya anti-
kilavuz olarak isimlendirilir ve RISC kompleksinin substrati olarak sindirilir
[104].

|
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Sekil 1: MikroRNA’nin biyogenezi [21]
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2.6.1.2. Onkojenik ve Tumor Baskilayici 6zellikleri olan mikroRNA cesitleri
DNA’dan transkripsiyonu vyapilan ancak proteine cevrilmeyen genler
tarafindan kodlanan miRNA’lar, hedef genin mRNA’lara dugsuk 6zgulluk ile
baglanmasina, mMRNA yikimina ve translasyonel inhibisyona neden
olabileceg@i ic¢in genlerin ifade edilmesinin kontrolinde 6nemli rolleri vardir
[105]. Bazi miRNA’larin tumoér baskilayici gen, bazilarinin ise onkojen gibi
davranmasi, timorin progresyonunda, invazyonunda ve metastazinda
miRNA’larin duzenleyici rollerinin oldugunu kanitlamaktadir. Kanser tirlerinin
bircogunda ekspresyon dizeylerinin azalmasindan dolayr bazi miRNA’larin
tumor baskilayici olduklari distntlmastir. Yapilan fonksiyonel ¢alismalarda
ekspresyon diizeyi azalan bu miRNA’larin genelde onkojenleri hedef aldiklari
g6zlenmigtir [1L05].Dolayisiyla timér baskilayici miRNA'nin ekspresyonundaki
azalmalar onkojen ekspresyonunun artmasina ve bundan dolayr timor
olusumuna neden olur. Yapilan arastirmalarda, cesitli kanser tirlerinde
ekspresyonu artan  mikroRNA’larin ~ onkojenik ~ miRNA’lar  oldugu
varsayllmaktadir. Bunlar 42 “onkomir” olarak isimlendirilir. Bu miRNA’larin
aktivitelerinin artmasina ve hedefleri olan tumor baskilayici genlerin
ekspresyonlarinin azalmasina dolayisiyla da timor olusum ve gelisimine
neden olabilecegi dustnutlmektedir.

2.6.2. Plazminojen aktivator inhibitori-1

t-PA—PAI-1

,_ comple)j —I
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Sekil 2: Plazminojen aktivatorleri (t-PA ve u-PA) ve PAI-1 iligkisi ve
fibrinolizis [106]

Plazminojen aktivasyon sisteminin bir pargasi olan PAI-1 doku plazminojen
aktivatér (tPA) ile drokinazin (uPA) temel inhibitoraddr. Plazminojen
aktivatorlerinin ve plazminin fonksiyonlari doku yapilanmasi ve yikimi, hicre
migrasyonu ve fibrinolizizdir. Plazmin aktivasyonu pihti yikiminda, timor
hicre yaylliminda, inflamasyonda, yara iyilesmesinde, trofoblast
invazyonunda ve anjiogenezde gorev alir. PAI-1, cesitli tumor hicrelerinden
salinip, etkisini fibrinin erimesini inhibe ederek godsteren bir prokoagulandir.
PAI-1 neoplastik hicrelerden salinip plazmin olusumunu engelleyerek
hiperkoagulabiliteyi kolaylastirir. Yine PAI-1, trombositlerde var olan aktive
protein C inhibitérd, u-PA ve t-PA inhibisyonu ile fibrinolizisi ve protein C
antikoagulan yolunu engelleyip protrombotik durumu kolaylastirir. Boylelikle
tumor aracili koagulasyon kaskadinin aktive edilmesi tumor stromasinin
meydana gelmesine ve hematojen metastaz olusumuna sebep olur [107].
PAI-1 reaktif peptid zinciri Arg 345-Met 346(ana fizyolojik bolge) olan bir serin
proteaz inhibitéradir. 45-kDa agirhiginda olup insan plazmasinda bulunan
antijen konsantrasyonu 20 ng/ml dir. Hemostazi dizenlemenin yani sira
plazminojen veya plazmin aktivasyonuna bagli ¢ogu biyolojik olayda goérev
alir. Farelerle yapilan arastirmalarda, PAI- 1 in yara iyilesmesi, obezite ve
insulin rezistansi ile ateroskleroz gibi metabolik hastaliklar, tamor
anjiogenezi, kemigin yeniden sekillenmesi, astim, kronik stres, fibroz,
romatoid artrit, sepsis, glomerulonefrit gibi olaylarda fonksiyonel rolti oldugu
g6zlenmistir. Bu fonksiyonlarin PAI-1’in vitronektine baglanmasina mi,
hiicresel migrasyon veya matriks baglanmayla etkilesimine mi antiproteolitik

aktivitesine mi bagh oldugu sorulari heniiz ¢cok net cevaplanamamistir [108].
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Ternary complex (PAI-1/uPA/uPAR)

internalization and cell signaling
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[ I PAI-1 and uPAR binding site

Integrin binding site (RGD)

Sekil 3: Tumoér Hicresinde Plazminojen Aktivasyon Sistemi [109]

2.6.2.1. Plazminojen aktivator inhibitori-1 tretimi ve sekresyonu

PAI-1 ilk olarak insanlarin endotelyal hiicre kulttrlerinde ve daha sonra da
trombosit, plazma, fibrosarkom hicreleri ve hepatositlerde elde edilmistir
[110]. Mezangiel hucreler fibroblast, vaskiler duz kas hicreleri,
monosit/makrofajlar veya yad dokusunun stroma hicreleri tarafindan da
uretilir. Saghkh bireylerde hem antijen dizeylerinde hem de  PAI-1
aktivitesinde cok degisken plazma dizeyleri izlenmektedir. PAI-1 aktivitesi
0.5-47 u/mL araliginda degisir (tPA nétralizan Unitesinde, 1 mg aktif PAI-1,
7000000’ye karsilik gelir). Bireylerin %80’inde degerler 6 u/mL altindadir.
PAI-1 antijen dizeyleri 6-85 ng/mL araliginda degisir (geometrik ortalama 24
ng/mL). PAI-1 dizeyleri tromboembolik hastaliklarda ¢ok yukselir. PAI-1’in
elde edildigi dokularda, endotelyal ve diz kas htcrelerinin ana uretim yeri
olduklari goralmustir. PAI-1’in inaktif formunu barindiran trombositler
haricinde, hicrelerde depolanmaz, sentezden sonra hizli bir sekilde sekrete
edilir. PAI-1 salinimi, sirkadiyen ritme sahiptir, en yiuksek diizeye sabahlari
ulasir, 6gleden sonra ve aksam en dusuk duzeylerine iner. tPA aktivitesi ise
ters bir diurnal varyasyon gosterir [111]. PAI-1 in sentez ve sekresyonu
hormonlar, endotoksin, buyime faktorleri, forbolester ve sitokin gibi birgok
agonist ile kontrol edilir [112]. Yine PAI-1 sentezinin genetik regulasyonuyla

ilgili aragtirmalar mevcuttur.
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2.6.2.2. Plazminojen aktivator inhibitoru-1 fizikokimyasal 6zellikleri

PAI-1 379 veya 381 aminoasit iceren tek zincirli glikoproteindir. (NH2 terminal
heterojenitesi mevcuttur). Serpin ailesinin bir Oyesi olup PAI-1’in ¢ adet
potansiyel glikozilasyon bélgesi vardir, ikisi kullaniirltASN 209 ve ASN 265,
sistein icermez.) [113]. PAI-1 geni 7. Kromozom uzerindedir. Bu gen q21.3-
g22 bandinda lokalize olup yaklasik 12.2 kb dir ve dokuz exon icermektedir
[114]. PAI-1, vitronektin olarak adlandirilan PAI-1 baglayici proteine baglanip
stabilize olur [115].

2.6.2.2. Plazminojen aktivator inhibitori-1 mekanizmasi

PAI-1 hizlica bir ve iki zincirli tPA ve iki zincirli uPA ile reaksiyon girer ancak
tek zincirli u-PA ile reaksiyon gostermez [110]. Diger serpinlere benzer
sekilde PAI-1 kompleks olusumu ile hedef proteinazlari inhibe edip, serin
rezidisunun aktif tarafindaki hidroksil grubu ve P1 rezidisunin karboksil
grubu arasinda kovalent bag olugturur. uPA ve tPA'nin PAI-1 ile hizli inhibe
edilmesi PAI-1’in 350-355 dizisinde ikinci baglanma bdlgeleri arasinda
reversibl yiksek afiniteye sebep olur. Ayni sekilde PAI-1 fibrine baglanip
fibrin bagl PAI-1 tPA aracili pithti yikimini inhibe edebilir [116]. Vitronektin
mevcudiyetinde, PAI-1 iki yiz kat artmis trombin inhibisyonu gdstermektedir,
boyle olmasinda da vitronektinin PAI-1’in reaktif halkasina baglanmasinin
etkisi bulunur [117]. Ayrica vitronektinin yiksek afiniteli baglanmasi sebebi ile
PAI-1 ekstraselliler matrikste bulunan integrin bagimh veya uPAR bagimli
hiicrelerle yaris yapar [118]. Bu sayede PAI-1 antiproteolitik aktiviteden
bagimsiz bir gekilde hiicre adhezyonu ve/veya migrasyonunda goérev alir.
PAI-1 uPAR’a baglanip, uPA’'nin indiklemis oldugu kemotaksisi inhibe eder,
bu sekilde hiicre goc¢u duzenlenmis olur [119]. Aktif uPAnin hiicre ylzeyinde
yer alan uPAR’a baglanmasi PAI-1 ile inhibe edilip, inaktif PAI-1-uPA-uPAR
kompleksi hizli bir sekilde dugtuk molekil agirlikli reseptor iligkili protein ile
hicre icine alinir [120, 121]. Boylelikle PAI-1 hicre yilzeyindeki dusuk
molekil agirhkh reseptor iligkili proteinlerin azaltilmasini baglatmis olur.
uPA’nin uPAR’a baglanmasi ile hicre igi sinyallesme uyarilmig olup [122]ve
UPAR da vyapisal degisiklikler gb6zlenir [123, 124]. Bunun sonucunda

vitronektine afinite artar ve c¢esitli integrinlerle etkilesim meydana gelir [122,
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125]. PAI-1 hducreleri ekstraseluler matriksten ayirir, bunu da uPAR-
vitronektin ve integrin-vitronektin etkilesimini bozarak saglamis olur [118,
126]. Vitronektin yalnizca PAI-1 e yuksek afinite ve spesifitesi olan adheziv
protein degildir ayrica integrin ve/veya uPAR vasitasiyla da baglanti yapabilir.
PAI-1 ve uPAR’In, vitronektinin somatomedin B zincirinin terminal NH2
kismina yiuksek baglanma afinitesi mevcuttur. Ancak PAI-1’in afinitesi uPAR
dan daha fazla olmasindan dolayi PAI-1 vitronektine uPAR aracili adhezyonu
inhibe eder. Yine PAI-1 in somatomedin B’ye baglanmasi, integrin aracili
baglanmay da inhibe eder [127, 128].

2.7. Renal Hucreli Kanserin Tedavisi

Renal hiicreli kanserin (RHK) tedavi secenekleri arasinda cerrahi rezeksiyon,
immunoterapi, hedefe yonelik molektler tedavi ve bunlarin kombinasyonlari
bulunmaktadir. Lokalize RHK tedavisinde bilinen en etkin tedavi yéntemi,
cerrahi rezeksiyondur. Cerrahi rezeksiyon metastatik hastalikta palyasyon
amaciyla da kullanilabilir. Lokalize RHK tedavisinde standart cerrahi islem
olan radikal nefrektomi bdbregin gerota fasyasini, perirenal yagh dokusunu
ile ayni tarafta bulunan bobrek st bezini tek parca olarak birlikte gikarmayi
icerir. Ayni tarafin lenf nodu diseksiyonuda bu cerrahi girisime eklenebilir.
Erken evredeki RHK'lI hastalarin yarisindan fazlasi kir olurken evre IV
hastaliga sahip hastalarin prognozlari ise oldukca koétudir. TUmaor yayihiminin
derecesi ve evre ile kir sansi, dogrudan iliskilidir. Klinik olarak cerrahiye
uygun olmayan bireylerde ve yaygin metastatik hastaligi bulunanlarda
palyasyon amacli radyoterapi kullanimi denenmistir. Metastatik hastaligi
bulunan secilmis hastalar immunoterapiye cevap verebilmektedir. Ancak
klinik olarak ilerlemis hastalarin birgcogunda yalnizca palyatif tedavi uygulanir.
Standart olarak kabul géren hormonal tedavi veya kemoterapi rejimi
bulunmazken sistemik tedavi secenekleri de cok sinirhidir. Tekli ya da
kombine kemoterapiye cevap oranlari %15'ten azdir. Bu sebeple farkh
biyolojik tedavi yontemleri ortaya konmustur. RHK immunolojik bir timdr olup
ve spontan gerileyen vakalar bildirilmistir. interleukin-2, interferon, Bacillus-
Calmette-Guerin (BCG) asisi gibi ¢esitli immunmodulator faktorler tGzerinde

arastirmalar surdurtlmektedir [129].
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada, Kasim 2013 - Nisan 2016 tarihleri arasinda Marmara
Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji Klinigi'nde bobrek
kitlesi nedeniyle parsiyel ya da radikal nefrektomi (laparoskopik ya da agik
teknik ile) uygulanan ve kitlelerinden alinan ornekleri saklanan 104 hasta
calismaya alindi. Ameliyat sirasinda c¢ikartilan bobrek dokusu uzerinde
patoloji bolumunun yardimiyla ¢ikartilan tumor dokulari ve saglikli bobrek
dokular yeterli olan hastalar galismaya dahil edildi. Marmara Universitesi
Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesi Hasta Bilgi Yonetim Sistemi kayitlari
taranarak hastalarin yas, cinsiyet, taraf, patolojik tUmoér boyutu, patolojik
degerlendirmede elde edilen hicre tipi, Fuhrman derecesi, evresi, cerrahi
sinir pozitifligi, sag kalim suresi, varsa 6lum nedeni ve takip sureleri ile ilgili
bilgiler elde edildi.. Klinik takipleri eksik olan vakalar telefon ile aranarak
kontrole c¢agirildi ve eksik bilgiler tamamlandi. Calisma amaciyla saklanan
dokularin bir kismi uygun hazirlik sonrasi MUTF Uroloji Anabilim Dali
Arastirma Laboratuvari’nda -80°C’de saklandi. Dokularin bir kismi saklama
kosullarinin yetersizligi nedeniyle parafine gdomulerek saklandi. Saklanan
doku drnekleri icin gen ekspresyonu deneyleri Marmara Universitesi Pendik
Egitim ve Arastirma Hastanesi Uroloji ve Tibbi Biyoloji Laboratuvarlarinda
gerceklestirildi. Dondurularak ve parafine gomdilerek saklanmis tamor
dokularindan ve saglikli bobrek dokularindan ribonukleik asit (RNA)
izolasyonu yapildl, izole edilen RNA 6rnekleri -80 derece sicaklikta saklandi.
Gen ekspresyon duzeyinin deneysel olarak belirlenecegi gun RNA
orneklerinden ters transkripsiyon reaksiyonu ile komplementer DNA (cDNA)
sentezlendi. Sentezleme igleminin hemen ardindan cDNA d&rnekleri iginde
ekspresyon diizeyleri incelenecek PAI-1, mikroRNA 143 ve mikroRNA145’in
cDNA dizileri polimeraz zincir reaksiyonuyla ¢ogaltildi. Tumor dokularindaki
ve saglikh bobrek dokularindaki reaksiyon sonuglari oranlanarak
karsilastirildi. Her iki dokudaki olasi farkliliklar ve benzerlikler tespit edildi.

Elde edilen veriler istatistiksel anlamlilik agisindan yorumlandi.
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3.1. Parafin Doku ve Taze Doku Kesitlerinden RNA Eldesi
RNA izolasyonu miRCURY RNA Isolation Kit - Tissue (Exigon) ile Uretici

firma yonergelerine gore 20 mg doku kullanilarak yapildi.

3.2. miRNA Ekspresyonu i¢cin cDNA Sentezlenmesi

cDNA sentezi, RNA stok solisyonundan 2 pL alinarak, Universal cDNA
Synthesis Kit Il (Exigon) icerisinde bulunan kimyasallar ile Gretici firma
yonergeleri dogrultusunda gercgeklestirildi. Reaksiyon icerigi 5 pL nukleazsiz
su, 2 uL 5X reaksiyon tamponu, 1 pL enzim karisimi ve 2 pL RNA kalibindan
olusmaktaydi. Hazirlanan karigsim isisal donguleyici cihazinda 42°C’de 60
dakika, 95°C’de 5 dakika ardindan 4°C ’de bekletildi. Elde edilen cDNA

ornegi miRNA analizlerinde kullaniimak tzere -20°C ’de saklandi.

3.3. hsa-miR-143-3p, hsa-miR-145-5p ve U6 snRNA Ekspresyonunun Es
Zamanh Kantitatif PZR ile incelenmesi

Reaksiyon EXiILENT SYBR® Green master (Exiqon) icerisinde bulunan
kimyasallar ve primerler kullanilarak 96 kuyulu Real Time PCR plate’inde
gerceklestirildi. Reaksiyon igerigi 5 pL SYBR Green Master mix, 1 pL PZR
primer karisimi ve 4 pL nlkleazsiz su ile 1:80 dilie edilmis cDNA’dan
olusmaktaydi. Bu karisim LightCycler 480 cihazinda asagida verilen tabloya
uygun bicimde amplifiye edildi. Batin ornekler triplike calisildi, U6 snRNA
referans (house keeping) mikro RNA olarak kullanildi ve hsa-miR-143-3p ve
hsa-miR-145-5p ekspresyonlar U6 snRNA‘ya gbre normalize edildi.

3.4. mMRNA Ekspresyonu i¢cin cDNA Sentezlenmesi
Parafin ve taze dokulardan izole edilen total RNA’lardan 2 pL kullanilarak

cDNA Synthesis Kit (Exigon) ile cDNA donusumu kit protokoline uygun
olarak gergeklestirildi. Reaksiyon igerigi 2 pL total RNA, 2 uL cDNA buffer, 1
ML cDNA primer, 1 pL cDNA Enzyme ve 4 pL nukleazsiz su’dan
olusmaktaydi. Hazirlanan karigsim isisal donguleyici cihazinda 25°C’de 10
dakika, 50°C’de 15 dakika, 85°C’de 5 dakika ardindan 4°C ’de bekletildi. Elde
edilen cDNA 6rneg@i RNA analizlerinde kullaniimak tzere -20°C 'de saklandi.
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3.5. PAI1L/SERPINE mRNA ve GAPDH mRNA Ekspresyonunun Es
Zamanl Kantitatif PZR ile incelenmesi

Reaksiyon SYBR Green master (Exiqon) icerisinde bulunan kimyasallar ve
primerler kullanilarak 96 kuyulu Real Time PCR plate’inde gerceklestirildi.
Reaksiyon igerigi 5 pL SYBR® Green PCR master mix, 1 uL EXILERATE
LNA gPCR primer mix karigimi ve 4 pL nukleazsiz su ile 1:30 dilue edilmis
cDNA’'dan olusmaktaydi. Bu karisim LightCycler 480 cihazinda asagida
verilen tabloya uygun bicimde amplifiye edildi. Tium reaksiyonlar triplike
calisildi, GAPDH referans (house keeping) gen olarak kullanildi. Kantitasyon
ve analiz LightCycler 480 s kullanilarak yapildi. Tablo 6’da kantitasyon ve

analiz icin yapilan islem basamaklari 6zetlendi.

islem Basamaklari Ayarlar, Light Cycler 480 s
Cihazi
Polimeraz Aktivasyonu/ Denatlrasyonu 95 °C, 10 dk.
Amplifikasyon 45 amplifikasyon siklusu
95 °C, 10 sn.
60 °C, 1 dk.
Optik okuyucu
Erime Egrisi Analizi Evet

Tablo 6. Light Cycler 480 cihazi ile uygulanan islem basamaklari

Es zamanli kantitatif PZR reaksiyonu ile kantitasyon yapilmasina yonelik
cesitli yontemler gelistiriimistir. Calismamizda, siklikla kullaniimakta olan
goreceli kantitasyon yontemi secildi. Bu yonteme delta delta Ct adi
verilmektedir.Bu dogrultuda belirli sartlar altinda ekspresyonu degismeyen,
her doku ya da hicrede bazal dizeyde ve hicreler arasi varyasyon
gostermeden eksprese edilen bir "house keeping” gen ekspresyonunun
hedef gen ekspresyonu ile kiyaslamasi yapildi. Hedef DNA molekuli ve
standart olarak kullanilan DNA molekultin ayni verimlilik ile amplifiye oldugu
kabul ederek asagidaki formulasyona dayali kantitasyon yapildi. Formulde
gecen oran; hedef gen ekspresyonunun kontrole orani, E; verimlilik, A Cp ise
Ct degerleri farkini ifade etmektedir. Hedef gen ve kontrol geninin PZR
verimlilikleri birbirine ve 2'ye esit kabul edildiginde yeni formulasyon
asagidaki gibi olacaktir. Kantitasyonda AA Ct metodu kullaniimigtir. Burada

primer ve problardan alinan 1isimanin sinir degeri astigi noktaya Ct ya da Cp
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degeri adi verilmektedir. Es zamanli PZR reaksiyonu DNA baglayan
boyalarin kullanimi ile amplifikasyonun es zamanli olarak takibine olanak
saglar. SYBR Green bu amacla siklikla kullanilan boyalardan biridir. Cift
ipliki  DNA molekuline baglanarak floresan I1sima verir. Primerin
baglanmasini takiben gergeklestirilen uzama asamasinda, hedef DNA’nin ¢ift
sarmal hale gelmesiyle DNA'ya baglanan Syber Green miktari artmakta ve
buna bagli olarak yayilan floresans miktarinda artis gézlenmektedir (Heid ve
ark., 1996; Grove ve ark., 1999; Kubista ve ark., 2006). SYBR Green
boyasindan alinan isimanin sinir degeri astigi noktaya Ct ya da Cp degeri
adi verilmektedir. Bu noktada DNA amplifiye olmus ve DNA’'ya baglanan
boyanin verdigi isima sinir degeri asmistir. Isimanin sinir degeri astigi anda
amplifikasyondan emin olunur ancak dogru amplikonun takibinin yapildiginin
belirlenebilmesi igin erime egrisinin incelenmesi gerekmektedir, SYBR Green
belirli bir DNA molekule baglanan spesifik bir boya degil, tim c¢ift iplikli DNA
molekillerine baglanan bir boyadir.

Cift iplikli bir DNA molekulinin erime sicakligi yani molekilin %50’sinin
denatire olabilmesi igin gerekli sicaklik degeri molekulin uzunluguna ve baz
icerigine baglidir. Dolayisiyla belli bir primer kullanilarak amplifiye edilmis
dizilerin belirli bir erime sicakhdi olacaktir. Es zamanli PZR ile amplifiye
edilen DNA  molekdllerinin - erime  sicakliklari  cihaz  tarafindan
goruntilenebilmektedir. Butiin amplikonlar icin benzer 1s1 araliginda pik
alinmasi PZR reaksiyonunun 6zgunlugunun ispatidir. Ayni sicakhk degerine
pik veren oOrneklerde hedef dizi amplifiye olmustur, elde edilen sinyal bir

kontaminasyon ya da 6zgun olmayan baglanmanin sonucu degildir.

ACE (kontrol-Grnek)
(Fegep) %t AACP

ACP,, (kontrol-6rmek) Oran = 2

3.6. istatistiksel Yontemler
Tum istatistiksel islemler IBM SPSS Statistics 22.0 ( SPSS Inc., Chicago, IL,
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USA)programi ile yapildi. Verinin normal dagilim gaosterip
gOstermedigi Shapiro-Wilk testiile incelendi. Normal dagilim go6steren
devamli degiskenler ortalama ve standart sapma ile gosterildi. Normal
dagihm gostermeyen devamli degiskenler ise ortanca minimum ve
maksimum degerleri ile gOsterildi. Kategorik degerler ki-kare testi ile
kiyaslandi. Normal dagihm gosteren iki farkl bagimsiz grubun degiskenleri
arasindaki istatistiksel fark T-testi ile, ikiden fazla badimsiz grubun
degiskenleri arasindaki istatistiksel fark ise ANOVA testi ile analiz edildi.
Normal dagilm go6stermeyen iki farkh bagimsiz grubun degiskenleri
arasindaki istatistiksel fark Mann Whitney U testi ile ikiden fazla bagimsiz
grubun degdiskenleri arasindaki istatistiksel fark ise Kruskal-Wallis testi ile
analiz edildi. Normal dagilim gosteren iki bagimh grubun degiskenleri
arasindaki istatistiksel fark paired sample T-testi ile analiz edildi. Normal
dagihm gdostermeyen iki farkli badimli grubun degiskenleri arasindaki
istatistiksel fark Wilcoxon Signed Ranks testi ile analiz edildi. Sonuclar %

95’lik gliven araliginda, anlamlilik p< 0,05 diizeyinde deg@erlendirildi.

XXXili



4. BULGULAR

izolasyon ve Konsantrasyon Sonuglar

Bobrek kitlesi nedeniyle nefrektomi veya nefron koruyucu cerrahi uygulanmis
olan 104 hastanin tumoér dokusundan ve saglikli bobrek dokusundan elde
edilmis ornekleri FFPE blogu (n=51) ve -80 derecede taze doku ornegi
(n=53) olarak saklandi. Mevcut dokular Marmara Universitesi Tibbi Biyoloji
ve Genetik Anabilim Dal’ nin katkilariyla molekiler degerlendirmeden
gecirildi. Molekuiler degerlendirme icin her ornekten RNA izole edilip,
konsantrasyon ve saflik deneyleri igin ihtiyag duyulan 50 ng’ lik RNA
seviyesine ulasiimasi hedeflendi. Molekuler degerlendirmeler PAI-1,
mikroRNA-143ve mikroRNA-145 ekspresyonlari Uzerinden yapildi. Tum
ornekler icerisinde hem timor dokusunda hem de normal dokuda yeterli
seviyeye ulagilabilen hastalarin  Ornekleri degerlendirmeye alindi.
Degerlendirmenin gerceklestirildigi hastalarda olgiimlerin yapilabildigi PAI-1,
mikroRNA-143 ve mikroRNA-145 ile doku saklama yéntemi dagilimlari tablo

7’ de verildi.

Parafin Gomuli Taze Doku
Doku Kullanilan Kullanilan Toplam (n)
Hastalar (n) Hastalar (n)
PAI-1 1 22 23
mikroRNA-143 8 27 35
mikroRNA-145 8 29 37

Tablo 7. Calisilan parametrelerin (PAI-1, mikroRNA-143 ve mikroRNA-145)

doku saklama yontemine gére dagihmlari

Orneklerin  PAI-1, mikroRNA-143 ve mikroRNA-145 ekspresyonlari
laboratuvar ortaminda Olc¢uldikten sonra Olgumleri gergeklestirilen tim
hastalarin patoloji sonuglari ve histolojik evrelemelerine gore dagilimi

siraslyla tablo 8 ve 9’ da verildi.

Malignite Tipi PAI-1 mikroRNA-143 | mikroRNA-145
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Calisilan Calisilan Caligilan

Hasta (n) Hasta (n) Hasta (n)
Berrak hucreli RHK 14 22 23
Papiller tip RHK 5 6 6
Kromofob tip RHK 0 1 2
Onkositom 1 2 2
Anjiomyolipom 3 3 3
Uroepitelyal TUmor 0 1 1
Toplam 23 35 37

Tablo 8. PAI-1, mikroRNA 143 ve mikroRNA 145 ekspresyon duzeyi ¢aligilan

hastalarin patolojik alt tiplere gore dagihimi

PAI-1 mikroRNA-143 | mikroRNA-145
Fuhrman
) Calisilan Caligilan Caligilan
Derecesi
Hasta (n) Hasta (n) Hasta (n)
1 0 1 1
2 12 19 20
3 5 6 6
4 0 0 0
Toplam 17 26 27

Tablo 9. PAI-1, mikroRNA 143 ve mikroRNA 145 ekspresyon duzeyi ¢aligilan

hastalarin Fuhrman derecesine gore dagilimi

Elde edilen veriler degerlendirilirken degisici epitel hicreli kanser patolojisi

saptanan hasta c¢alisma digi birakiimigtir. Calismaya dahil edilen hastalar

arasinda kadin/erkek orani benign olanlar igcin 3/2, RHK olanlar igin 8/23

olarak tespit edildi (p = 0,154).

tumor boyutlar ve takip sureleri tablo 10’ da verildi.

Hastalarin operasyon zamanindaki yaslari,

Benign patolojisi
olan hastalar
(n=5)

RHK patolojisi

olan hastalar

p degeri

(n=31)
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(Ortalama £ SS) (Ortalama £ SS)

Tani anindaki yas (yil) 57,8 + 3,2* 61,9 £2,2* 0,316
TUmor boyutu (mm) 53,8 £4,1* 76,3 £6,6" 0,191
Takip suresi (yil) 1,1 +0,6* 0,8 £0,1* 0,268

Tablo 10. Hastalarin operasyon sirasindaki yaslari, timor boyutlari ve takip
surelerinin patolojisinin benign veya RHK olmasina gore dagihmi (* Normal
dagihm yok, * Normal dagilim var, SS: Standart sapma; T testi ve Mann

Whitney U Testi kullanilarak analizler yapildi.)

Hastalarin parafine gomuli ya da taze olarak saklanmis normal bdbrek
dokularinda ve timor dokularinda mikroRNA-143, mikroRNA-145 ve U6
amplifikasyonu yapilmis, Ct degerleri cihaz tarafindan hesaplandi. MikroRNA
ekspresyon sonuglari ekspresyonu sabit oldugu bilinen U6 ekspresyon
sonuglari ile normalize edildi. Patolojisi renal hiicreli kanser olarak raporlanan
hastalarin saglikli bdbrek dokulari ile timdr dokularinda tespit edilen
normalize edilmis mikroRNA-143 (n=29), mikroRNA-145 (n=31) sonuglari
tablo 11’ de verildi.

Saghkh Bobrek Tumaor P
Dokusu Ortanca Dokusu Ortanca degeri
(Min-Maks) (Min-Maks)

mikroRNA-143 ACt | 0,47 (-12-3,68)* | -0,45 (-8,05—2,89) * | 0,482

mikroRNA-145 ACt | 3,35 (-9,05— 7,44)* | -0,11 (-4,99 — 2,81) * | 0,024

Tablo 11. Saghkli bobrek dokulari ile timoér dokularinda tespit edilen
mikroRNA 143 ve 145 in referans gene gore normalize edilmis ACt
degerlerinin dagilimi (* Normal dagihm yok, * Normal dagilim var; Wilcoxon
Signed Ranks Test ile analiz yapildi.)

Bu sonuglara gore renal timor dokularindaki mikroRNA-143 ekspresyon
duzeyleriyle periferlerindeki normal dokularin eksprese ettigi mikroRNA-143
ile aralarinda anlamh bir fark olmadigi Wilcoxon Signed Ranks Test ile tespit

edildi (p=0,482). Ancak renal timdr dokularindaki mikroRNA-145 ekspresyon
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dizeyleriyle periferlerindeki normal dokularin eksprese ettigi mikroRNA-145
arasinda istatistiksel anlamli fark oldugu Wilcoxon Signed Ranks Test ile
tespit edildi.

Hastalarin ¢alisiimasi planlanan saglikh bébrek dokusu ile timér dokularinda
RNA isolasyonu gergeklestirildikten sonra mRNA ¢alismasina uygun bicimde
cDNA donusumu gercgeklestirildi. Daha sonra gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PZR) ile PAI-1 ile GAPDH ekspresyon analizi gergeklestirildi.
PAI-1 ekspresyon sonuglari ekspresyonu degisik dokularda anlamh farklilik
gostermeyen GAPDH ekspresyon sonuglari ile normalize edildi. Hastalarin
normal ve renal dokularindaki PAI-1 ve GAPDH mRNA ekspresyonu icin Ct
degerleri cihaz tarafindan hesaplandi. Patolojisi renal hicreli kanser olarak
raporlanan on dokuz hastanin saglikli bébrek dokusu ve timér dokusundan
hesaplanan PAI-1 ACt deg@erlerinin ortanca degeri sirasiyla -6,97 (min:-15,5
— maks:-3,11) ve -7,89 (min:-13,56 — maks:-4,63) olarak saptandi. Bu
sonuclara gore Wilcoxon Signed Ranks Test kullanilarak yapilan istatistiksel
analizde saglikli boébrek dokusundaki PAI-1 ekspresyonu ile tumor
dokusundaki PAI-1 ekspresyonu arasinda anlamli bir iligki saptanmadi (p =
0,084).

Ekspresyon duzeylerini karsilastirmak icgin kullanilan misli degisiklik (fold
change) Ct degerleri kullanilarak; 2”((renal tm doku referans gen Ct — renal
tm doku hedef gen Ct) — (normal doku referans gen Ct - normal doku hedef
gen Ct)) formiline uygun sekilde hesaplanmis olup PAI-1, mikroRNA 143 ve
mikroRNA 145 igin ekspresyon duzeyleri grafik 1,2 ve 3’ te sirasiyla

gosterildi.
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RHK olan hastalar icin PAI-1 ekspresyon diizeylerinin karsilastinlmasi
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Grafik 1. RHK olan hastalar icin PAI-1 ekspresyon dizeylerinin hastalara

gore dagilimi

RHK olan hastalar icin mikro RHA-143 ekspresyon diizeylerinin kargilagtinlmasa
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Grafik 2. RHK olan hastalar icin mikroRNA-143 ekspresyon dizeylerinin

hastalara gore dagihmi
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RHK olan hastalar i¢cin mikro RNA-145 ekspresyon diizeylerinin karsilastinlmasi
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Grafik 3. RHK olan hastalar icin mikroRNA-145 ekspresyon dizeylerinin

hastalara gore dagilimi

Delta delta Ct (AACt) hesaplanirken timér dokusundaki referans gen icin
ortalama Ct ile tumér dokusundaki hedef gen icin ortalama Ct farki, saglikli
bobrek dokusundaki referans gen icin ortalama Ct ile saghkh bobrek
dokusundaki hedef gen icin ortalama Ct farki birbirinden ¢ikarilarak
hesaplandi. Bu hesaplamaya gore benign patolojisi olan hastalar ile RHK
patolojisi olan hastalarin PAI-1, mikroRNA 143 ve 145’ in AACt degerlerinin
dagilimi tablo 12’ de gosterildi. Bu sonuglara gore benign patolojisi olan
hastalar ile RHK patolojisi olan hastalar arasinda PAI-1 (p= 0,681),
mikroRNA-143 (p=0,255) ve mikroRNA-145 (p=0,707) duzeyleri arasinda T
testi kullanilarak yapilan analizlere gore istatiksel olarak anlamh bir iligki

ortaya konulamadi.
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Benign patolojisi RHK patolojisi
olan hastalar olan hastalar P
N (Ortalama N (Ortalama | degeri
+ SS) + SS)
PAI-1 AACt 4 -2,0 £4,0* 19 | -1,3 £+3,0 | 0,681
mikroRNA-143 AACt | 5 -3,4 +3,3* 29 | 05 +74* 0,255
mikroRNA-145 AACt | 5 -2,9 £4,7* 31 -2,0 £ 4,8* 0,707

Tablo 12. Patolojisi sonuglarina goére benign patolojisi olanlar ile RHK
patolojisi olanlarin PAI-1, mikroRNA 143 ve 145 in AACt degerlerinin
dagihmi (* Normal dagihm yok, * Normal dagihm var, SS: Standart sapma; T

testi kullanilarak analizler yapildi.)

Yine patolojisi berrak hicreli RHK ve papiller tip RHK olarak rapor edilen
hastalar arasinda bakilan PAI-1 (p= 0,626), mikroRNA-143 (p= 0,906) ve
mikroRNA-145 (p= 0,133) duzeyleri arasinda T testi kullanilarak yapilan

analizlere gore istatiksel olarak anlamli iliski saptanmadi (Tablo 13).

Berrak hucreli Papiller tip
RHK patolojisi RHK patolojisi
olan hastalar olan hastalar deE)eri
N (Ortalama N (Ortalama 9
+ SS) + SS)
PAI-1 AACt 14 | -15 + 3,1* 5 -0,7 +2,8* | 0,626
mikroRNA-143 AACt | 22 | 0,6 + 8,3* 6 0,2 £4,5* 0,906
mikroRNA-145 AACt | 23 | -3,1 +4,6* 6 0,1 £4,2* 0,133

Tablo 13. Berrak htcreli RHK patolojisi olanlar ile papiller tip RHK patolojisi
olanlarin PAI-1, mikroRNA 143 ve 145 in AACt degerlerinin dagilimi (*
Normal dagilim yok, * Normal dagilim var, SS: Standart sapma; T testi
kullanilarak analizler yapildi.)

Patoloji sonucu RHK olan ve timorin histolojik evrelemesine gére Fuhrman
evre 2 ve Fuhrman evre 3 olarak kabul edilen hastalar arasinda bakilan PAI-
1 (p= 0,757), mikroRNA-143 (p= 0,715) ve mikroRNA-145 (p= 0,313)
duzeyleri arasinda T testi kullanilarak yapilan analizlere gore istatiksel olarak

anlamli iliski saptanmadi (Tablo 14).
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Fuhrman Fuhrman
Derecesi 2 Derecesi 3 p
N (Ortalama N (Ortalama | degeri
+ SS) + SS)
PAI-1 AACt 12 | -11 + 2.2* 5 -1,6 £4,3* | 0,757
mikroRNA-143 AACt | 19 | 1,1 + 8,7* 6 0,3 +1,9* | 0,715
mikroRNA-145 AACt | 20 | -2,0 +4,6* 6 -4,1 £2,7* | 0,313

Tablo 14. RHK ‘ da Fuhrman histolojik evrelemesine gore evre 2 ve evre 3
olanlarin PAI-1, mikroRNA 143 ve 145 in AACt degerlerinin dagilimi (*
Normal dagilim yok, * Normal dagilim var, SS: Standart sapma; T testi

kullanilarak analizler yapildi.)

Patolojisi RHK olarak rapor edilen hastalarin evresi ile mikroRNA 145 (p=
0,044) arasinda istatistiksel bir fark oldugu gozlendi. Bu fark PAI-1 (p=
0,922), mikroRNA-143 (p= 0,154) ile evre arasinda gosteriimedi. mikroRNA-
145 ile evre 1-2-3 arasindaki iliski post-Hoc analizlerde degerlendirildi ve
evre 2 hastalarin evre 1 hastalara gore daha fazla mikroRNA 145 eksprese
ettigi gosterildi (Tablo 15).

Evre 1 Evre 2 Evre 3 P
N (Ortalama N (Ortalama N (Ortalama | degeri
+ SS) + SS) + SS)
PAI-1 AACt 10|-16+22*| 3 |-10+£36*| 6 |-1,0£4,1*| 0,922
mikroRNA-143 -2,7+38*| 5| 25+44* 12| 2,9+9,9* | 0,154
12
AACt
mikroRNA-145 12 4,0+ 12 16+ 7 |-2,2+3,8%| 0,044
AACt 4,1 6,0*&

Tablo 15. RHK * da patolojik evrelemeye gore PAI-1, mikroRNA 143 ve 145’
in AACt degerlerinin dagihmi (* Normal dagilim yok, * Normal dagilim var,
SS: Standart sapma &Evre 1 ve Evre 2 arasinda istatistiksel anlamli fark var

(p = 0,035); Kruskal Wallis Testi ve ANOVA Testi kullanilarak analizler
yapildi.)
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RHK’ I hastalarda metastaz varligi ve yokluk durumuna goére bakilan PAI-1
(p= 0,825), mikroRNA-143 (p= 0,333) ve mikroRNA-145 (p= 0,368) duzeyleri
arasinda T Testi kullanilarak kullanilarak yapilan analizlere gore istatiksel

olarak anlamli iligki saptanmadi (Tablo 16).

Metastaz yok Metastaz var p
n | (Ortalama £ SS) | n | (Ortalama = SS) | degeri
PAI-1 AACt 17 -1,4+£2,7* 2 -0,2 +6,3* 0,825
mikroRNA-143 AACt | 25 -0,8 £4,1* 4 8,7 +16,5* 0,333
mikroRNA-145 AACt | 27 -1,7 +5,0* 4 -4,1 + 2 4* 0,368

Tablo 15. RHK ‘ da metastaz varlik ve yokluk durumuna goére PAI-1,
mikroRNA 143 ve 145’ in AACt degerlerinin dagihmi (* Normal dagilim yok, *
Normal dagilim var, SS: Standart sapma; T testi kullanilarak analizler

yapildli.)
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5. TARTISMA

Renal Hiucreli Karsinom (RHK), en sik (80-85) rastlanan malign bdbrek
tumoradir ve tum erigkin  malignitelerinin yaklagik %2’sinden sorumlu
tutulmaktadir. Gin gectikce de goruntileme tekniklerinin (USG, BT, MRG)
yaygin kullaniimasi ile tani alan hasta sayisi gozle gorulir artmaktadir.
Ayrica RHK tanisi alan hastalarin %24- %32’sinin tani aninda lokal
invazyonu veya uzak metastazi mevcuttur. Bunun yaninda RHK o6ntanisi
nedeni ile lokalize hastalik dusunudlerek cerrahi rezeksiyon uygulanan
hastalarin  %20-30’unun takiplerinde metastaz saptanmistir ve cerrahi
sonrasli ortanca relaps zamani bu hastalarda 2 yil ve ¢cogunlugunun da 5 yil
icinde oldugu bilinmektedir. Bu sebeple RHK’li hastalarda cerrahi 6ncesi tani
koyduracak alt tipleri belirleyecek prognozu ve sagkalimi 6ngorecek
biyobelirteglere ihtiya¢ bulunmaktadir.

MikroRNA’lar gen ekspresyonunu; mMRNA stabilitesi ve translasyonu
dizeyinde duzenleyen ve kodlama iglevi olmayan, 19-22 baz uzunlugunda
kicuk RNA molekulleri olup insan genomunda protein kodlayan genlerin %
60’inin regulasyonundan sorumlu tutulmaktadirlar. Bazi mikroRNA’larin
yiksek diuzeyde ekspresyonunun timor baskilayici genleri bastirarak
onkojen etki gosterdikleri, buna karsin dusuk dizeyde eksprese olan bazi
mikroRNA’larin ise timor baskilayici etki gdstererek onkojenlerin negatif
regulasyonlarini sagladiklari bildirilmistir Bircok insan kanser hiicresinde en
sik baskilanan mikroRNA tiplerinin dokuda ve serumda da tespit edilebilen
mikroRNA 143 ve 145 oldugu bildirilmistir.

Yoshino ve arkadaslarinin yaptidi arastirmada RHK’li hastalarinin timor
hiicrelerinde mikroRNA 143-145 ekspresyon duzeylerinin baskilandigi ve (
glikolitik yolakta gorevli kritik bir enzim olan hekzokinaz-2 diizeylerinin ise
arttig1 gosterilmistir. Bu bulgular timor invazyonunun arttigi durumlarda daha
da belirgin olarak gozlenmistir [130]. Hekzokinaz-2 enzimini baskilayan 2
deoksiglukoz, 3 bromopurivik asit gibi ajanlarin mikroRNA’lari azalan RHK alt

gruplarinin tedavisinde kullanilabilecegi dngdorulebilir.
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Literatirde bu konu ile ilgili diger iki arastirmada da ve mikroRNA 143-145
ekspresyonunun baskilanmis oldugu RHK’lI hastalarda; metastaza daha sik
rastlandigi gosterilmistir [131, 132]. Ancak U¢ calismada da hasta gruplari
patolojik alt tiplerden yalnizca berrak hicreli RHK tanisini alanlar olarak
belirlenmistir. Bu sebeple diger patolojik alt tipler ile mikroRNA 143-145
iliskisi hentiz ortaya konulamamistir. Calismamiz patolojik alt tipler ile
mikroRNA  143-145 iligkisinin  arastirilmasi  amaclanmistir.  Yapilan
deg@erlendirmelerde tumor hicrelerinin  saglikli bébrek hticrelerine gore
mikroRNA-145 espresyonunun belirgin azaldigi, mikroRNA 143 ekspresyonu
ile PAI-1 ekspresyonu acgisindan da belirgin bir fark gostermedigi
saptanmistir. Bu nedenle anlamli farkin varlidi acgisindan ileri analizler
yapiimistir. ileri analizlerde timér hiicreleri ile saglikli bobrek hiicrelerinin her
hasta bazinda ekprese ettigi mikroRNA143-145 ve PAI-1 biyobelirtegleri farki
kiyaslanmigtir.

Arastirmamiza alinan berrak hicreli RHK’'h hastalar ile papiller tip RHK'h
hastalar icin mikroRNA-143 ve mikroRNA-145 ekspresyon dlizeyleri arasinda
istatiksel olarak anlaml fark izlenmemigtir (p = 0,906, p =0,133). Buna karsin
ayni hastanin saglikh dokusu ve tumér dokusundaki ekspresyon duzeyleri
degerlendirildiginde mikroRNA-145 icin istatiksel olarak anlaml bir sekilde
tumor dokusunda daha az eksprese oldugu gortlmektedir (p = 0,024).
Urokinaz Plazminojen Aktivasyon Sistemi(UPAS) urokinaz plazminojen
aktivatori (uPA), uPA reseptori ve PAI-1’den olugsmakta olup bu sistem
Uyeleri anjiyogenez, hicre buyumesi, hiicre adhezyonu ve migrasyonu,
kemotaksis gibi hicre ici sinyal yolaklarinin bircogunda goérevlidir. Bu sistem
dyelerinin mide, kolon, rektum, 6zefagus, endometriyum, ovaryum kanseri ile
iliskisi ortaya konmustur. Bashar ve arkadaslarinin yaptigi calismada
UPAS’In RHK patogenezi ile iligkisine bakilmigtir. Arastirmacilar RHK
ontanisi nedeniyle radikal rezeksiyon uygulanmig, operasyon oncesi plazma
PAI-1 seviyesi yuksek tespit edilen hastalarda metastaz varligini anlamli
derecede yiksek bulmustur. Yine Hofmann ve arkadaslarinin yaptigi
calismada RHK oOntanisi nedeni ile transperitoneal nefrektomi yapilan

hastalarda u-PA, u-PA-R ve de 6zellikle PAI-1’in RHK’nin erken relapsinda
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gucli ve bagimsiz prognostik faktorler olduklari ortaya konmustur [18, 19].
Serimizde RHK tanili higbir hastada relaps gortulmedigi icin PAI-1 ekspresyon
dizeyi ile RHK relapsi arasinda bir iliski ortaya konulamamistir. Bu gézlem
ortalama izlem strelerinin bir yilin altinda olmasiyla agiklanabilir. Ohba ve
arkadaslarinin bu sistem bilesenlerinden PAI-1'in RHK'li olgularda TiM
(Tumor lligkili Makrofaj)  yoluyla progresyon ve sagkalim uzerine etkili
oldugunu gostermistir [20]. Serimizde radikal veya parsiyel nefrektomi
sonrasi gecen takip suresinde progresyon ve mortalite gbézlenmedidi icin
benzer iligki degerlendirilememistir. Bu sistem bilesenlerinden olan PAI-1
obezite, diyabet ve metabolik sendrom durumlarinda yuksek bulunmaktadir
ve Ozellikle vaskller trombotik olaylarla iligkilidir. Ayrica, hayvan
calismalarinda olumlu sonuclar veren ve su anda faz calismalarinda
denenen AZ3976 gibi PAI-1 inhibitorleri gelistiriimigtir. Bu da ileri evre
hastalarda PAI-1 inhibitorlerinin kullanilabilecegi fikrini ortaya koymustur.
Villadsen ve arkadaslari mesane tumoru hastalarinda mikroRNA 143-145’
in tum evrelerde baskilanmis oldugunu buna karsilik PAI-1 ekspresyonunun
ise arttigini rapor etmislerdir [24]. Sonuc olarak ylksek dizeyde PAI-1
ekspresyonu ile dugtik mikroRNA 143-145 seviyelerinin kasa invaze olmayan
mesane kanseri hastalarinda koti prognostik bir bulgu oldugunu
belirtmiglerdir. Bu calismada RHK’'da da benzer bir iliskinin varhginin
arastinimasi planlanmigtir. Konuyla ilintili baska bir arastirma bulunmamasi
nedeniyle bu gen ekspresyonlarinin tedavide yararini belirleyecek yeterli
hasta sayisinin ne olmasi gerektigi bilinememistir. Elimizde mevcut olan
dokularda PAI-1 ve mikroRNA 143-145’in ekspresyon duzeyleri ile RHK
patolojik alt gruplari, hastaligin evresi ve derecesi ile hastaliga 6zgu ve genel
sagkalim verileri ile iligkisi arastiriimistir. mMRNA duzeyleri anlamli olabilecek
50 ng RNA dizeyinde odlgulemedigi icin parafine gémuli dokularda PAI -1
analizi yapilamamis, bu nedenle ilgili analiz taze dokularda yapilmigtir. Hicre
tipleri agisindan bakacak olursak RHK olan hastalardan yalnizca berrak
hiicreli alt tip ile papiller tip patolojisine sahip hastalar kiyaslanabilmistir. Bu
iki hicre tipi arasinda PAI-1, mikroRNA-143 ve mikroRNA-145 ekspresyon

duzeyleri agisindan istatiksel fark gosterilememigtir (p degerleri sirasiyla
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0,626; 0,906; 0,133 olarak saptanmigtir.). Benzer sekilde Fuhrman Derecesi
2 ile 3 birbiri ile, timo6r evreleri (1-3) ve metastaz varligi calisilan
biyobelirtecler agisindan kiyaslandiginda sadece Evre 1-2 arasinda
mikroRNA-145 acisindan istatistiksel anlamli bir fark gosterilebilmistir. Bu
degerlendirmelerin gug analizleri yapildiginda ¢ogu degerlendirme igin yeterli
hasta sayisinin olmadigi gozlenmigtir. Post-hoc gu¢ analizi %40’ in Gzerinde
gOsterilememigtir. Bu gerek PAI-1 icin gerekse mikroRNA 143-145 icin
prognostik dneme sahip olmadiklarini belirtmek icin yeterli hasta sayisina
ulagsilamadigini isaret etmektedir. Mevcut galismanin daha yiksek hasta
sayilari ile devam ettirilmesi ve yuksek guclu analizlerin yapiimasi ile ancak

bu ¢ biyobelirtecin RHK’da yerinin olmadidi belirtilebilir.
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6. SONUC

Renal hicreli kanser ile PAI-1, mikroRNA 143- 145 gibi U¢ biyobelirtecin
iliskisini ve prognostik 6énemi arastiran c¢alismamiz konu ile ilgili kisitl
sayidaki arastirmalardan biridir. Bu pilot ¢alisma G¢ biyobelirte¢ ile RHK
arasindaki iligkiyi net olarak ortaya koyamamistir. Mevcut ¢alisma uzun takip
suresi olan, progresyonun ve hastaliga bagli mortalitenin de oldugu daha
genis bir RHK hasta kohortu ile prospektif olarak degerlendiriimesinin

gerekliligini gostermisgtir.
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