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1. OZET

RENAL HUCRELI KARSINOM DOKUSUNDA; EGFR, BRAF VE K-RAS GEN
MUTASYONLARININ, DNA DiZI ANALiZI YONTEMLERI ILE TESPITI VE
KLINIK PARAMETRELER ILE KARSILASTIRILMASI

Dr. Ersan BULUT
Uzmanlik Tezi, Uroloji Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dog. Dr. Mehmet Sakip ERTURHAN
Aralik 2011, 42 Sayfa

Renal hiicreli kanserlerde (RHK); hastalarin prognozu ve molekiiler
hedeflenmis tedavilerin cevabmni belirlemede Onemli olan Kras, Braf ve EGFR
(endotelyal growth faktor reseptorii) genindeki mutasyonlarin varliginin gosterilmesi
amaglandi. Calismaya Haziran 2009-Haziran 2011 tarihleri arasinda Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uroloji Anabilim Dali’nda bobrek tiimérii 6n
tanistyla radikal veya parsiyel nefrektomi yapilan 35 hasta dahil edildi. Patoloji
spesmenlerinden normal doku ve kanserli dokudan preparatlar hazirlandi. DNA
izolasyon isleminden sonra bu dokulardan genomik DNA eldesi gerceklestirildi. Elde
edilen DNA’lardan ABI-3130 DNA dizi analizi cihazi kullanilarak erime mutasyon
tanimlanmas1 yapildi. Calismaya dahil edilen 35 hastanin 191 erkek, 16’si kadin olup
yas ortalamasi 59.3 (yas aralig1 15-77) olarak belirlendi. Hastalarin 27’sine agik radikal
nefrektomi, 7’sine ise laparoskopik radikal nefrektomi, 1’ine laparoskopik parsiyel
nefrektomi yapilmistir. Timorlerin 2010  TNM  evrelemesine gore dagilimi
incelendiginde sirasiyla 11 (%31) hastada Tla, 8 (%22) hastada T1b, 3 (%8) hastada
T2, 9 (%25) hastada T3a, 4 (%11) hastada T3b saptandi. Hastalarin 23’1 (%65) NO, 8’1
(%22) N1, 4’1 (%11) ise N2 olarak degerlendirilirdi. Yapilan calisma sonucunda
EGFR, Braf VE Kras yolag1 lizerindeki tiim eksonlarda herhangi bir mutasyon olmadigi

saptandi.



\

Histopatolojik olarak International Union Against Cancer (UlcC) ve American
Joint Committee on Cancer (AJCC) smiflandirma sistemi ile incelendiginde 17 (%49)
hastada seffaf hiicreli RHK, 7(%20) hastada kromofob hiicreli RHK, 11 (%31) hastada
papiller tip RHK, olarak rapor edildi. Ancak mutasyon saptanmamis olmasi bobrek
kanserlerinde bu genlerin etkin olmadigi anlamma gelmemektedir. mMRNA
ekspresyonlari, protein ekspresyonlar1 ve onkogenlerin tayini gibi daha ileri ¢alisma
yontemleri ile bobrek tiimorleri risk faktorleri, dogal seyirleri, tedaviye yanitlar1 daha
iyi anlagilabilecektir.

Gelecekteki bobrek tiimorii arastirmalarina yonelik EGFR, Braf ve Kras gen
polimorfizmlerinin saptanmasinda ve tiimoér dokusu calismalar1 ile birlestirilerek

mutasyonlarin tanimlanmasinda onciiliik edecek bir ¢alisma olarak diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Renal hiicreli karsinom, Nefrektomi, EGFR-Braf-Kras.
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IV. ABSTRACT

EVALUATION OF MUTATIONS OF EGFR, KRAS AND BRAF ON THE
TISSUE OF RENAL CELL CARCINOMA WITH USING DNA SEQUENCE
ANLYSIS AND COMPARISON WITH

Dr. Ersan BULUT
Dissertion Thesis, Department of Urology
Supervisor: Assistant Professor Mehmet Sakip ERTURHAN
December 2011, 42 Pages

Our objective was the show the mutations in Kras Braf and EGFR genes which
are important in determining the progress and the response the moleculer based
treatment in renal cell cancers. We evaluated the medical records of the 35 patients who
underwent radical or partial nephrectomy between June 2009 and June 2011 in
Gaziantep University Faculty of Medicine, Department of Urology. We prepared
normal tissue and cancerous tissue from pathological specimen. After DNA isolation,
We get genomic dna disolve mutation identified with using ABI-3130 DNA analyisis
device. 19 patients were male and 16 patients were female. The mean age was 59.3
years. Radical nephrectomy were performed in 27 patients, laporoscopic radical
nephrectomy were performed in 7 patient and partial nephrectomy were done in 1
patient. We staged to tumors using TNM cancer 2010 classification. We estabilished as
stage Tla in 11 patients (31%), T1b in 8 patients (22%), T2 in 3 patients (8%), T3a in
9 patients (25%) and T3b in 4 patients(11%). Additionally, 23 patients staged NO, 8
patients N1 and 4 patients N2. We determined clear cell renal cell cancer in the 9
patients, kromofob cell renal cell cancer in the 7 patient and papiller type renal cell
cancer in the 11 patient with using histopatologically UICC and AJCC staging system.
We didnt determined mutations at all exons which were on the egfr. Braf and Kras

pathway.
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Even If mutations does not determined on the tissue of renal cell cancer, It
doesn't means that these genes had not play on the carcinogenesis of renal cell
cancers.Identification of mRNA and other proteins of this oncogenes can help to

understand of carcinogenesis of RHK.

Keyword: Renal Cell Carcinoma, Nephrectomy, Kras-Braf-Egfr
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1. GIRiS VE AMAC

Urolojik kanserler arasinda 3. en sik 6liim nedeni olan renal hiicreli karsinom, tiim
eriskin malignensilerinin %2’sini olusturmakta olup iirolojik kanserler igerisinde en
mortal klinik seyirli olanidir. Primer malign renal tiimorlerin %85°1 adenokarsinomdur.
ABD’de her yil 30.000 yeni vaka rapor edilmekte ve bunlarin 12.000’1 bu hastaliktan
olmektedir (1). Ulkemizde bu konuda yapilan kapsamli bir epidemiyolojik ¢alisma
bulunmamaktadir. Genel olarak yilda 100.000 kiside 8,7 yeni bobrek kanseri vakasi
gelismektedir (2). Olgularin ¢ogu sporadik olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bazi olgular
genetik bir hastaliga veya bir sendroma bagli olarak goriilmektedir.

Son donemlerde genetik biliminin ilerlemesiyle, familyal olarak tanimlanan
bobrek sendromlarinin sayist artmigtir. Bununla birlikte sporadik olgularda da genetik
yatkinlik ve gen mutasyonlarinin etkisi anlagilmaya baslanmistir. Gen mutasyonlari
sonucu hiicrede pekcok degisiklik meydana gelmektedir. Biiyiime reseptorlerinin
aktivasyonu, hiicre siklus regiilasyononunun bozulmasi sonucu kontrolsiiz hiicre
biiylimesi meydana gelmektedir (3).

Renal hiicreli karsinom gelisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmalari
anlamaya yonelik Onemli c¢alismalar, tedavide daha rasyonel yaklagimlarin
benimsenmesine katkida bulunmaktadir. Bununla birlikte her gegen giin bdbrek
kanserinin biyolojisi ile ilgili yeni bilgiler ortaya ¢ikarilmakta ve bu molekiillere yonelik
tedaviler hizla gelistirilmektedir.

Biz bu calismamizda bobrek kanserli vakalarda mutasyonlarin durumunu, eger
mutasyon varsa bu mutasyonlarin hastanin mevcut klinik 6zellikleri ile iliskisini
inceledik. Calismamizin bobrek kanserinin biyolojisini daha iyi anlayarak,
konvansiyonel kemoterapiye direngli olan bu kanserin davranisin1 anlamamiza katkida
bulunacaginmi diisiiniiyoruz. Yami sira hedefe yonelik tedavilerden fayda gorecek alt
gruplarin ayrigsmasi ve belki de yakin gelecekte bu kanser tiirliniin kiirabl olabilme sansi

dogabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek tiimorleri epidemiyoloji, etyoloji ve risk faktorleri

Renal hiicreli karsinom (RHK), {irogenital kanserler icerisinde siklik agisindan
prostat ve mesane kanserlerinden sonra 3. sirada yer almaktadir. Erkek-kadin orami
yaklasik olarak 3/2'dir (3,4). Amerika Birlesik Devletlerinde 2009 yilinda tahmin edilen
renal pelvis ve bobrek tiimorlil yeni vaka sayis1 57760 iken; buna bagli 6liim sayis1 12980
olarak beklenilmektedir (3). insidans 40 yasindan sonra artis gostermekte ve 75 yasindan
sonra diismektedir.

Bobrek kanserlerinin gelismesinde pek ¢ok degisik faktor sorumlu tutulmaktadir.
Sigara bugiin kabul edilen tek ¢evresel risk faktoriidiir. Yapilan epidemiyolojik calismalarda,
sigara igenlerde i¢cmeyenlere gore 1,6-2,03 kat daha fazla bobrek kanseri goriildigi
gosterilmistir (5). Obezite, bir diger risk faktorii olup karsinogenezde rol oynayan serbest
insiilin benzeri biiylime faktoriiniin RHK hastalarinda biyoyararlaniminin artmasi obezite ile
iliskiyi vurgulamaktadir. Diger yandan, beden kitle indeksi fazla olan kisilerde RHK riskinin
yaklasik 2 kat arttiginin gosterilmesi ve fiziksel aktivite artis1 ile bobrek kanseri riskinin
azaldiginin saptanmasi da bu veriyi desteklemektedir (6,7). Onceleri hipertansiyon ve
diiiretik kullaniminin bdbrek kanseri igin farkli risk faktorleri oldugu bildirilmesine ragmen,
ciddi yapilan son ¢aligmalar yalnizca hipertansiyonun risk faktorii oldugunu, diiiretiklerin risk
faktorii olmadigini gdstermistir (8). Kirmiz1 et ve yagdan zengin gidalarla beslenmenin
bobrek kanseri riskini arttirdigi, sebze ve meyveden zengin gidalarla beslenmenin ve
diizenli E vitamini ile demir preparatlar1 kullanmanin kanser riskini %32 oranda
azalttigimi gostermistir (9).

Endiistriyel karsinojenlere maruziyet ya da igme suyu ile maruz kalinan karsinojenik
asbest, kadmiyum RHK riskini arttirdig1 bilinmektedir. Mesleki nedenlerle petrol iiriinlerine ,
organik ¢oziiciiler (benzidin, benzen, herbisitler ve vinil klorid) polisiklik aromatik
hidrokarbonlara (asfalt ve yangin sondiiriicii sektdrii) maruz kalanlarda bobrek kanseri
riski artmaktadir (10). Hemodializ uygulanan hastalar ve bobregin kazanilmis kistik

hastaliklarinda da bobrek kanseri gelisme riski arttigi gosterilmigtir (11).



Kronik rekiirren iriner sistem enfeksiyonu hikdyesi olanlarda bobrek kanseri
insidansinin 1,9 kat arttig1 bildirilmektedir. Buna neden olarak da; bakteriyel enfeksiyon-
inflamasyon zincirinde olusan reaktif oksijen radikallerinin DNA hasarina neden olarak
karsinogenezi baglatmasi olabilecegi diisiiniilmektedir (12).

Bobrek kanserlerinde aile hikayesi olanlarda renal hiicreli karsinom gelisme riski 4
kat artmaktadir. Ailesel gecisli Von Hippel-Lindau (VHL) ve tuberoskleroz gibi sendromlarla
gelisen bu 6zel hasta grubunda olusan RHK’lar her iki bobrekte ve multiple olarak ortaya
¢ctkma egilimindedir (13).

Son olarak alkol tiiketimi ile bobrek kanseri arasindaki iliskiyi arastiran ¢aligmalara
bakildiginda ¢ogunda herhangi bir iliski saptanmamistir. Sadece bir calismada kadinlarda
alkol tiiketiminin bobrek kanseri riskini azalttig1 bildirilmistir. Ancak kanser riskini azalttigini
bildiren yazarlar bu sonuglara kusku ile bakilmasi1 gerektigini belirtmektedirler (14). Bobrek

timorlerinin gelisiminde sorumlu tutulan risk faktorleri Tablo 1'de gosterilmistir.

Tablo 1. Bobrek timorleri risk faktorleri

e Aile oykiisi

e Sigara

e Obezite

e Sedanter yasam

e Hipertansiyon

e Beslenme aligkanliklari
e Meslek

e Iyonize radyasyon

e Kironik bobrek yetmezligi

e Uriner sistem enfeksiyon

2.2. Siiflama

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) 2004 yilinda Mainz ve Hidelberg'in smiflamalarinin
Ozeti olarak nitelendirilebilecek bobrek tiimorleri siniflandirmasini yapmistir. Bu siniflamada
patolojik ve genetik analizlerin sonuglari da gbéz oOniinde bulundurularak kategoriler
olusturulmustur. DSO'niin en son yapilan bdbrek tiimorii siniflamasi Tablo 2'de

gosterilmistir.



Tablo 2. Diinya saglik orgiitli bobrek timorii siniflandirilmasi

1.Ailesel bobrek tiimorii
2.Renal hiicreli tiimor
Malign
Seffaf hiicreli RCCa
Multilokiiler seffaf hiicreli RCCa
Papiller RCCa
Kromofob RCCa
Bellini toplayici kanal Ca
Renal mediiller Ca
Xpll translokasyon karsinomu
Noroblastoma ile iliskili karsinoma
Miisin6z tubuler ve igsi hiicreli karsinoma
Siniflandirilamayan RCCa
Benign
Papiller Adenom
Onkositom
3. Metanefrik tiimor
Metanefrik adenom Metanefrik adenofibrom Metanefrik stromal timor
4.Nefroblastik tiimor
Nefrojenik artik
Nefroblastoma
Kismen kistik diferansiasyon i¢eren nefroblastoma
5.Noroendokrin tiimor
Noroendokrin karsinoma
Primitif noroektodermal timor
Noroblastoma
Feokrositoma
6.Mix mezenkimal ve epitelyal tiimor
Kistik nefroma
Mix epitelyal ve stromal timor
Sinovial sarkom
Digerleri
Mezenkimal timor
Hematopoetik ve lenfoid tiimor
Germ hiicreli timor
Metastatik timor

2.3. Evreleme

Renal hiicreli kanserlede (RHK) evreleme geleneksel olarak tiimoriin anatomik
yayilimina (timor biiyiikliigii, komsu organ tutulumu, vaskiiler invazyon) gore yapilmaktadir.
Fizik 1nuayene, tomografik degerlendirme ve diger uygun goriintiileme yontemleri
kullanilarak primer timér, lokal ve uzak yayilimlar degerlendirilerek klinik evrelendirme
yapilir. Uzak metastazlar1 degerlendirmek i¢in akcigere ait goriintiileme yoOntemleri,

gerektiginde izotopik tetkiklerden yararlanilir.




Degisik anatomik ve, histolojik ve semptomatik faktorler prognoza etki eder.
Giliniimiizde RHK evrelemesinde TNM klasifikasyonu kullanilir. Bu kriterler tiimoriin
anatomik yayilimi ve evresinin prognozla olan korelasyonuna gore belirklenmistir.nefron
koruyucu cerrahi tekniginin yayginlagsmasindan sonra Tla(bobrekle sinirlt ,< 4cm) ve Tlb
(bobrekle sinirlt ,>4cm ) olarak ayrilmigtir. 2009 yilinda tnm klasifikasyonunda T2 tiimorleri
10 cm’den kiigiik ya da biiyiik olusuna gore 2’ye ayrilirken, T3 tiimorler de gerek damar
invazyonu gerekse adrenal tutulumu ile ilgili ciddi degisiklikler yapildi. Renal ven tutulumu
T3a, ipsilateral adrenal ven invazyonu T4 olarak degerlendirilmistir.

Renal hiicreli kanserlerde giinlimiize kadar farkli evreleme sistemleri
kullanilmistir. Yapilan c¢alismalar ile evreleme sistemleri devamli olarak
giincellenmis ve en son olarak 2009 yilinda International Union Against Cancer (UlcC) ve
American Joint Committee on Cancer (AJCC) TNM sisteminde revizyon yaparak giiniimiizde

en sik kullanilan sistemi gelistirmislerdir. Bu sistem Tablo 3 ve Tablo 4'de gosterilmistir.

Tablo 3. RHK i¢in TNM Siniflamasi, (2009 UICC/AJCC)

Primer Tiimor (T)

-TX: Primer tiimor degerlendirilemez.

-TO: Primer tiimor yok

-T1: Bobrege sinirli, en biiyiik ¢cap1 < 7 cm olan tiimor

T1la: Bobrege sinirli, en biiylik cap1 < 4cm olan tiimor

T1b: Bobrege sinirli, en biiyiik ¢ap1 >4 cm ve <7 cm

-T2: Bobrege sinirly, en biiyiik capt > 7 cm olan tiimor

T2a: Bobrege sinirli, capt > 7cm ve <10cm olan timor

T2b: Bobrege sinirli, capt >10 cm olan tiimor

-T3: Perinefrik dokulara, major venlere invazyongdsteren ,ancak gerota fasyasini agsmamis
tumor

T3a: Renal ven veya onun segmental (kas ihtive eden) dallarina invazyon gosteren ya da
renal siniisteki yag dokusunu (peripelvik yag)tutan ancak gerota fasyasini agmamis timor.
T3b: Diafram altinda kalan vena kavanin i¢inde tiimor

T3c: Diafram iizerindeki vena kavanin i¢ine uzanan ya da vena kava duvarina invazyon
gosteren tumor

-T4: Gerota fasyasimnin Otesine uzanan veya ipsilateral adrenal beze invazyon gosteren
timor

Bolgesel Lenf Nodlari (N)

NX: Bolgesel lenf nodu tutulumu degerlendirilemez

NO: Bolgesel lenf nodu tutulumu yok

N1: Tek bir bolgesel lenf nodunda tutulum var

N2: Birden c¢ok bolgesel lenf nodunda tutulum var

Uzak Metastaz (M)

MX: Uzak metastaz degerlendirilemez.

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var




Tablo 4. TNM Evrelemesi

Evre Primer Tiimor Bolgesel Lenf Nodu Uzak Metastaz
1 T1 NO MO
2 T2 NO MO
3 T3 NO MO
T1,T2,T3 N1 MO
T4 Her tiirlii N MO
4 Her tiirli T N2 MO
Her tirli T Her tiirlii N M1

2.4. Renal Hiicreli Karsinomlarin Derecelendirilmesi

RHK’larda evre disinda en onemli prognostik faktor derecedir. Ilk olarak 1971
yilinda Skinner ve arkadaslar1 sadece ¢ekirdek seklini degerlendiren derecelendirme sistemini
olusturmuslardir. 1982 yilinda Fuhrman ve arkadaslar1 g¢ekirdek boyut, sinir ve niikleol
belirginliginin degerlendirildigi ve birden dorde kadar derecelendirilen sistemi onermislerdir.
Tlmorlerin biiylik ¢ogunlugu 2 ve 3 olan tiimorlerdir. Derece 1 olan tiimdrler daha az oranda
olup derece 4 olanlar olgularin %5-10" nu olusturur. Iyi korunmamis materyalde niikleol ve
kromatin paterni kolaylikla kaybolacagi icin, dogru bir derecelemede materyalin kalitesi
Oonemlidir.

Derece 1; On’luk objektifte niikleuslar kiiclik ve yogundur ve matiir lenfositlere
benzer. Niikleol bulunmaz.

Derece 2; Ince graniiler kromatin paterni vardir ve bu biiyiitmede niikleol vardir,
ancak kiiciik kromosenter seklinde goriiliir. Niikleol ancak 40’lik biiyiitmede goriiliir, ancak
derece 3‘teki kadar biiyiik degildir.

Derece 3; On’luk biiylitmede niikleoller kolaylikla segilebilir.

Derece 4; Niikleer pleomorfizm, hiperkromazi, tek yada multipl makroniikleoller
bulunur. Furhman sisteminin uygulanmasinda endise verici bir konu; Tiimor i¢indeki derece
heterojenitesidir. Bir¢ok deneyimli uzman en kotii derece yaklasimini kabul etmektedir. En
kotii derece bir biiyiik biiylitme alanini kaplayan en anormal niikleuslar ile tanimlanir. Daginik
sekilde bulunan hiicreler sayilmayabilir, ancak tek bir odak icinde yiiksek dereceli 6zellikte

bir¢ok hiicre varsa, timor buna gore derecelendirilmelidir (15).




2.5. Semptomlar ve tam

Bobrek tiimorleri  retroperitoneal yerlesimlerine bagli  olarak siklikla
asemptomatiktirler. Semptomlar tiimoriin lokal biiylimesine, hemorajiye, paraneoplastik
semptomlara ya da metastatik lezyonlara bagl olusabilir. Klasik bilgi olarak RHK'da klinik
bulgular; yan- sirt veya karin agrisi, palpe edilebilir bir kitle ve hematiiriden olusan bir triad
olarak tanimlanmaktadir. Ancak bu hastalarin sadece %15-20’lik bir grubunda
saptanabilmekteve ileri evre hastaligin gostergesi olmaktadir (16). Ileri evre hastaligin diger
belirtileri kilo kaybi, ates, gece terlemeleri ya da fizik muayenedeki palpabl servikal
lenfadenopati, varikosel ve bilateral alt ekstremite ddemidir. Basta sedimantasyon
hizinda artig,hipertansiyon ve anemi olmak iizere pek ¢ok paraneoplastik sendromlar
hastalarin %20'sinde goriiliir (17).

Ultrasonografi (USG) ve bilgisayarli tomografinin(BT) siklikla kullanilmasi
nedeniyle olgularin %50'si insidental olarak saptanmaktadir . Bobrek tiimorii sliphesiyle
yaklagilan hastalarda ilk basamakta yapilmasi onerilen tetkik USG’dir. Ultrasonografi ile
ozellikle>1cm’lik ve periferik yerlesimli kitlelere tan1 koyulabilmekte ve solid-kistik ayrimi
yapilabilmektedir. Buna karsin USG ile tam dogrulukta evre tayini ve tiimoriin ana vaskiiler
yapilarla iligkisi ortaya koyulamayabilir. Bu durumda bir ileriki radyolojik inceleme BT
olmalidir. BT ile USG’deki bu handikaplarin 6niine gegilebilecegi gibi karsi bobrek dahil
karin ici diger organlarla ilgili ve lenf nodu tutulumu hakkinda da bilgi edinilebilir (18).
Manyetik rezonans goriintiileme(MRG) lokal invaziv malignitede, ven6z tutulum, bobrek
yetmezliginde ve kontrast alerjisi durumunda tercih edilmelidir (19).

Metastaz taramasinda; oncelikle akciger grafisi, anormal bulgu saptandiginda toraks
bilgisayarli tomografisi ve karaciger fonksiyon testleri yapilmalidir. Kemik ve beyin
metastazlar1 genellikle semptomatiktir. Her hastaya kemik ve beyin metastaz taramasi
yapilmasma gerek yoktur. Kemik sintigrafisinin alkalen fosfataz yiiksekligi ya da kemik
agrilar1 varliginda yapilmasi Onerilmektedir. Benzer sekilde yeni ortaya c¢ikan norolojik
ve/veya kognitif fonksiyon bozuklugunda beyin metastaz taramasi i¢in beyin BT yapilmalidir
(20).

Perkiitan biyopsi ya da aspirasyon endikasyonu goriintiileme yontemleri sayesinde
azalmigtir. Ancak giiniimiizde minimal invaziv cerrahi tekniklerin yayginlasmasi ile yeniden
biyopsi alanina kayis baglamistir. Bobrek kitlelerinde ince igne aspirasyon biyopsisi sonucu
bobrek hiicreli timdr tespit etme orant %83- 90 arasinda degismektedir. Boylece %5-15'lik bir

bobrek hiicreli tiimor orani1 gozden kagmaktadir (21).



Bobrek hiicreli tiimorlerdetedavi segenegi cerrahi oldugu i¢in ancak metastatik
kanser, lenfoma, apse, soliter bobrek gibi tedaviyi degistirecek durumlarda etkili olabilir.

Kanama, tlimor ekimi, pndmotoraks gibi komplikasyonlar akilda tutulmalidir (22,23).

2.6. Bobrek tiimorlerinde tiimor belirleyiciler
2.6.1. Biyomolekiiler belirtecler

Ferritin

Adiposit farklilagmasi ile ilgili protein
Eritrosit sedimentasyon hizi
Neopterin

Niikleer matriks protein-22 (NMP-22)

2.6.2. Hiicre siklusuna dayal tiimor belirtecleri

Siklin A ve siklin DI

pS3

p21

Ki-67 (Proliferatif hiicre niikleer antijeni)

2.6.3. Immiinojenik 6zellige sahip tiimor belirtecleri

Tiimorle iligkili tripsin inhibitori
Doku polipeptid spesifik antijen
Diferansiyasyon antijenleri

Tlumor spesifik paylagilan antijen
Anormal eksprese edilen antijenler

2.6.4.Apopitoza dayah tiimor belirtecleri

e Apopitotik indeks
e Bcl-2
e F7-26

2.6.5.Enzimatik tiimor belirtecleri
e (Gama-enolaz

inducible nitrik oksit (iINOS)

Timidilat sentaz

Piruvat kinaz tip M2

2.6.6. “Cluster designating” tabanh (CD) tiimor belirtecleri

e CDIO

e (D154

o (D44

e (D95 (APO-1/Fas)
e CD70



2.6.7. Proteinoz yapidaki tiimor belirtegleri
e Eritropoietin

Glikoprotein tiimor belirtecleri

Fibrinojen

Hiicresel fibronektin

Vinkulin

Ag-NOR proteinleri

C-reaktifprotein (CRP)

E-Kaderin

P-selektin

Kaderin-6

2.6.8. Malign hiicreler tarafindan asir1 eksprese edilen hiicre spesifik proteinler
e TuM2-PK
e MUCI
e Prolifere Olan Hiicre Niikleer Antijeni

2.6.9. Karyometrik tiimor belirtecleri

2.6.10. Sitoloji ve DNA'ya bagh tiitmor belirtegleri
e Karbonik anhidraz IX

Kromozom 3 'iin kisa kolunun kayb1

PTEN

Multi drug rezistans genleri (MDR)

Kromozomal aberasyonlar

VHL tiimor supresor geni

Proto-onkogen Axl

Kromozom 14q heterozigosite kaybi

TAP geni

pl6 Tiimor Supresor Geni

2.7.Bobrek tiimorlerinde prognostik faktorler

RHK’da 5 yillik sag kalim orani yaklasik %70’tir. Prognoz, birka¢ klinikopatolojik
parametre ile iliskilidir (24).
1-Cinsiyet ve irk: Bu faktorler tek baslarina kiigiik bir prognostik dnem tasirlar (24).
2-Yas: Yas ve prognoz arasindaki iligki minimaldir. 40 yas alti gelisen RHK ile yaglilarda
gelisenler arasinda hastaliksiz sagkalim arasinda fark saptanmamaistir (25).
3-Evre: Evre ile hastaliksiz sag kalim arasinda kuvvetli korelasyon mevcut olup nefrektomiyi
takiben 5 yillik sag kalim orani evre I’de %60- 80, evre II’de %40-70, evre III'te %10-40,
Evre IV’te ise %5 ya da daha azdir (26,27).
4-Uzak metastaz: Operasyon sirasinda bilinen uzak metastaz varligi 6nemli prognostik

parametredir (24).
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5-Tiimér capr: Primer timdr g¢apinin prognoz agisindan Snemli bir belirte¢ oldugu
gosterilmisitr. Nefron koruyucu cerrahinin uygulanmaya baglanmasiyla birlikte T1 esik
degerini yalniz prognostik olarak degil nefron koruyucu cerrahi (NKC) a¢isindan da énemli
hale getirdi (26).

6-Renal ven invazyonu: Makroskopik olarak renal ven invazyon varlig1 kotli prognoz isareti
olarak sayilmis ve cerrahi evrelemede yerini almistir. Bununla birlikte son zamanlarda bazi
serilerde bu faktoriin tek basina kiigiik bir 6neme sahip oldugu ya da sadece yiiksek gradeli
timorlerde sonuglart etkiledigi gosterilmig, buna karsin ven duvarina mikroskopik ven
invazyonunun prognozu belirlemede daha degerli oldugu vurgulanmistir (26,27).

7-Renal pelvis invazyonu: Prognostik 6nem tagimaz (27).

8-Mikroskopik grade: Mikroskopik kesitlerde saptanan niikler derece sag kalimin énemli bir
belirleyicisidir. Derece 1 ve 2 tiimdrler arasinda istatistiksel olarak fark yokken, bu tiimérler
derece 3 ve 4 olanlara gore daha iyi sag kalima sahiptirler. Ayrica derece 3 tiimorler derece 4
olanlara gore daha az siklikta metastaz yaparlar (27). Niikleer derece, cerrahi evre ile kuvvetli
iliskili ve istatistiksel olarak ondan bagimsizdir (26). Niikleer dereceleme sistemi
konvansiyonel ve papiller RHK larda prognostik degere sahiptir (28).

9-Histopatolojik subtip varhgi: Berrak sitoplazmaya sahip tlimorler graniiler sitoplazmaya
sahip olanlardan daha az saldirgandirlar. Ancak tiimor hiicre tipi niikleer derece’den bagimsiz
degildir. Berrak hiicreli tip, mikst hiicreli timérden daha az siklikla metastaz yapar. Graniiler
ve mikst tipte hiicreye sahip tiimorlerin biiylik bir kismi da yiiksek derecelidir (27).
10-Mikroskopik varyantlar: Papiller ve igsi hiicreli goriiniim ile birlikte sarkomatoid
diferansiasyon niikleer dereceden bagimsiz olarak kotii prognozla iligkilidir (27).
11-Lenfositik infiltrasyon: Artmis T lenfosit infiltrasyonu ile ileri evre ve patolojik grade
arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (27).

12-DNA ploidi: DNA ploidisi ile morfolojik niikleer derece arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur (26). Erken evre géz oniine alindiginda DNA ploidi 6nem tagimamaktadir.
13-Hiicre proliferasyonu: Hiicre proliferasyonu (akim sitometrisi veya MIBI
immunohistokimyasal metodu ile belirlenen) ile prognoz arasinda pozitif korelasyon
bulunmustur (26).

14-p53 overekspresyonu: Erken evre RHK’lu hastalarda p53 immunohistokimyasal
pozitifliginin metastatik hastalik ve kotii sagkalim ile iliskili oldugu iddia edilmektedir (25).
15-CD44s ekspresyonu: CD44S’in immunohistokimyasal ekspresyonu RHK un rekiirrensi
ve progresyonuyla pozitif iligkilidir (26).
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16-Damar dansitesi: Bu tiimorlerde tiimor i¢i mikrodamar dansitesinin diizeyi ek prognostik
bilgi katkis1 saglamaz (26).

17-MUC1 ekspresyonu: immunohistokimyasal olarak saptanabilen bu dzellik niikleer grade
ve tiimor progresyonuyla koreledir (26).

18-insulin benzeri biiyiime faktoru-1 reseptoru: RHK’lu kadinlar arasinda bu molekiiliin
yiiksek diizeylerde eksprese edilmesi kotii sag kalimin gostergesidir (26).

19-Noral hiicre adezyon molekiilii: Bu belirleyicinin ekspresyonu diisiik sag kalim oran1 ve

yiiksek metastaz riski ile iliskilidir (26).

2.8.Bobrek Tiimorlerinde Tedavi

2.8.1. Organa Simirh Bobrek Tiimorlerinde Tedavi

2.8.1.1. Acik Radikal Nefrektomi

RHK’un genetik ve biyolojisi ile ilgili bilgilerimizin artmasma ragmen, bugiin
hastaligin tedavisinde iki dnemli kiiratif segenekten biri radikal nefrektomidir (RN). Ilk kez bu
cerrahiyi uygulayan ve sinirlarini tanimlayan Robson ve arkadaslari (29)(1969), Evre 1 ve
Evre 2 hastalarda sirastyla %66 ve %64 toplam sagkalim elde etmisler ve bu cerrahiyi “Altin
Standart” olarak kabul etmislerdir. RN’nin prensibi, renal arter ve venin erken baglanmasi,
bobregin gerota disindan ¢ikartilmasi, ayni taraf siirrenalin alinmasi ve diafragma krusundan
aort bifurkasyonuna kadar rejyonel lenfadenektomi yapilmasidir . Girisim, bobrekteki kitlenin
lokalizasyonu veya biiyiikliigiine gore transabdominal, torakoabdominal veya flank insizyon
ile gerceklestirilebilir. Radikal nefrektomi sonrasi kansere 6zgii sagkalim hastaligin evresi ile
iligkilidir ve kansere 6zgii sagkalim takip eden genis ¢apli serilerde 5. yilda pTla tiimorlerde
%97 ve pTlb tiimorlerde %87 oranindadir (30).

Zaman igerisinde orijinal tanimlamadan degisen iki husus; surrenalektomi ve lenf
nodu diseksiyonu konusudur. Ameliyat oncesi goriintiileme ve evreleme c¢alismalarinda (BT,
MRG) adrenal beze yayilim ile ilgili bulgu saptanmayan hastalarda radikal nefrektomi ile
beraber rutin adrenalektominin gerekli olmadigina dair kanitlar mevcuttur. Buna istisna teskil
eden hasta gruplar adrenal beze direk yayilim riski olan biiyiik iist pol tiimorleri ve adrenal
beze metastaz riski olan 7 cm'den biiyiik tlimoérleri olan hastalardir (28). EORTC (Europan
Organisation for Research and Treatment of Cancer)’ nin (30881) 772 hasta iizerinde yapilan
caligmasinin sonuglart1 5 yillik izlem siiresinde hastaligin ilerlemesi ve sagkalimda

lenfadenektominin bir avantaj saglamadig1 yoniindedir (29).
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Lenfadenektominin sadece evreleme amaciyla perihiler dokuda simirlandirilmasi
onerilmektedir. Radyolojik olarak saptanan veya palpe edilen lenf nodu bulunan olgularda

lenfadenektomi yapilmasi onerilmektedir (29,30).

2.8.1.2. A¢ik nefron koruyucu cerrahi

Bobrek tiimdrlerinde NKC (nefron koruyucu cerrahi)’yi ilk kez 1890 yilinda Czerny
tanimlamigtir. Bu konuya olan ilgi; bobrek goriintiilemesindeki gelismelerle, renal vaskiiler
cerrahideki deneyim artmasi ile, iskemik renal hasarin onlenmesindeki gelismelerle, diisiik
evredeki insidental tiimorlerin artmasiyla ve bu cerrahi yontem uygulanan hastalarin
takiplerinin olumlu seyretmesiyle artmustir.

NKC, tiimoriin ¢ikartilmasi ve olabilecek en genis bobrek parankiminin birakilmasini
esas alan bir cerrahidir.Daha once sadece organa lokalize tiimorlerde parsiyel nefrektomi
sonrast kansere 6zgili sagkalim 5. yilda %88.2, 10.yilda ise %73 oraninda bildirilmistir.
Evre pTla tiimorlerde ise bu oranlar daha yiiksek (sirasi ile %98 ve %92) bulunmustur(31).

Nefron koruyucu cerrahi endikasyonlart Tablo 5’de gosterilmistir (32).

Tablo 5. Nefron Koruyucu Cerrahi Endikasyonlart

1- Kesin Endikasyonlar

a) Soliter bobrekteki tiimorler

b) Bilateral tiimorler

2- Rolatif Endikasyonlar

a)Kars1 bobrekte hastalik olmasi
-Nefrolitiazis

-Gegirilmis rekiirren piyelonefrit
-Vezikotireteral reflii

-Ureteropelvik bileske darligi

-Hafif-orta dereceli bobrek yetmezligi
b)Bobrek yetmezligine yol acabilen hastalik varligi
-Hipertansiyon

-Diabetes Mellitus

c)Multifokal hastalik ya da ailesel sendromlar
3)Elektif Endikasyonlar

-4 cm'den kiigiik boyutlu renal kitleler

-Geng, saglikl1 bireyler

-Periferik yerlesimli timorler

2.8.1.3. Laparoskopik radikal nefrektomi

Son on yilda cerrahi teknik, cihaz ve deneyimdeki gelismeler nedeniyle laparoskopik
renal girisimlerin sayisinda 6nemli artislar olmustur. Agik RN ile esit etkinlik ve minimal

morbidite Laparoskopik Radikal Nefrektomi’ye (LRN) ilgiyi giderek arttirmaktadir.
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Ik kez Clayman 1990°da LRN’yi rapor ettiginden beri postoperatif agrinin az olusu,
iyilesme siiresinin kisalttig1 ve hastanede yatis siiresinin azalmasi 6nemli avantajlar olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. LRN diisiik hacimli (<8 cm), lokal yayilimi1 olmayan , renal ven ve
lenf nodu tutulumu olmayan olgularda iyi bir alternatif olarak karsimiza g¢ikmaktadir.
Deneyimli laparoskopik iirolojik cerrahlarca acik nefrektominin yukarida siralanan
prensiplerine bagli kalinarak uygulanan laparoskopik nefrektomi giliniimiizde T1-2 BHT
hastalarinin tedavisinde standart tedavi sayilabilir (28). En 6nemli tartisma konusu islem
sirasinda tiimor ekilmesi ve port bolgesinde olusabilecek tiimor niiksiidiir. Uzun siireli
onkolojik sonuclan agik cerrahi yontemler ile benzer diizeydedir. Laparoskopik radikal

nefrektomi yapilanlarda kansere 6zgii sagkalimin 10.y1lda %92 oldugu bildirilmistir (33).

2.8.1.4. Laparoskopik Nefron Koruyucu Cerrahi

Renal ven trombiisii olmayan, multifokalite riski tasimayan ve santral intra-renal
yerlesimli olmayan tiimorlerde uygulama alani bulabilmektedir. Morbid obesite, daha
onceden ayni tarafta gegirilmis renal cerrahi ve kanama diatezi dykiisii relatif kontrendikasyon
olarak bildirilmektedir.

Laparoskopik ve el yardimli laparoskopik parsiyel nefrektomi sonuglar1 olumlu olsa
da agik parsiyel nefrektomiye oranla artmis komplikasyon oranlari gbz Oniinde
tutulmalidir.(34-36). Laparoskopik yaklasimin dezavantajlari acgik cerrahiye oranla sicak
iskemi siiresinin daha uzun olmas1 ve intraoperatif ve postoperatif komplikasyon oranlarinin

daha yiiksek olmasidir (37,38).

2.8.1.5. Minimal Invaziv Tedaviler

Perkiitan radyofrekans ablasyon, kriyoablasyon, mikrodalga ablasyon, lazer
ablasyon ve high-intensity focused ultrasound gibi goriintiileme esliginde perkiitan ve minimal
girisimsel teknikler BHT'lerin cerrahi tedavisinde alternatif ydntemler olarak ortaya
cikmigtir. Halen arastirma asamasinda bulunan tedavi yontemleridir. Minimal invaziv
tedaviler i¢in en uygun adaylar parsiyel nefrektomi i¢in yiiksek risk tasiyan 6nemli komorbid
faktorlere sahip ileri yaslardaki hastalardir (39). Bunun yani sira ¢ok sayida ve bilateral
renal kitlelerin bulundugu herediter bobrek tiimorliiler ve parsiyel nefrektomi sonrasi
lokal rekiirrens gelisenler i¢in de diisiiniilebilir (40). A¢ik veya laparoskopik cerrahi veya
perkiitan yolla uygulanabilmektedir. Uygulama oncesi histolojik kanit i¢in renal kitleden
biyopsi onerilmektedir. Cerrahi eksizyona gore daha yiiksek lokal rekiirrens riski oldugu igin
tedavi sonrasi uzun siireli yakin radyolojik takip yapilmalidir ve rekiirensten siiphe edildiginde

biyopsi tekrarlanmalidir.
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Termal ablasyon sonrasi rekiirrens oranlan cerrahi eksizyon yapilanlara gore daha
yliksektir. Kriyoablasyon sonrasi rekiirrens orant %7.4 ve radyofrekans ablasyon sonrasi

%25 gibi oldukga yiiksek orandadir (41).

2.8.2.Lokal ileri evre bobrek tiimorlerinde tedavi

Bobrek hiicreli tiimdrlerin damarlanmalarinin  fazla olmasit nedeniyle vendz
sisteme invazyon yetenekleri de fazladir. Renal ven ve vena kavada timor trombiisii ile
karsilagsma oran1 %4 ile%10 arasinda degismektedir (42). Vena kava tutulumu klinik olarak;
alt extremitede o6dem, kollabe olmayan varikosel, dilate yiizeyel abdominal venler,
proteiniiri, pulmoner emboli, sag atrial kitle ya da o taraf bobregin fonksiyonsuz olmasi ile
kendini gosterir. Preoperatif rutin metastaz taramasinin diginda timor trombiisiinliin ven
icerisinde ne kadar ilerledigini gdstermek adina kullanilabilecek en iyi goriintiileme yontemi
bugiin icin MRG'dir (1). Trombektomi cerrahisi giliniimiizde siklikla tercih edilen ve
metastazin bulunmadigr bobrek tiimorlerinde prognoza etkili oldugu gosterilmis tedavi
seklidir (43).

Lokal invazyon durumlarinda ise invaze organ ile birlikte tiimorlii bobregin
cikarilmasi ilk segenek olmalidir. Karaciger invazyonlarinda parsiyel hepatektomi nadiren
faydalhidir. Bobrek hiicreli tiimorlerde lokal rekiirrens nadiren goriilen bir durumdur.
Hastaligin evresi ile iliskili olmakla birlikte cesitli kaynaklarda siklik %2 ile %4 arasinda
degismektedir (44,45). Tedavide ilk secenek cerrahi olmalidir.

2.8.3.Metastatik Bobrek Tiimorlerinde Tedavi

2.8.3.1. Cerrahi

Metastatik  olgularda nefrektomi sonrasi metastazlart  gerileyen hastalar
bildirildiginden, bugiin i¢in kabul goren goriis bu olgularda da nefrektomi yapilmasi
yOniindedir (46). Spontan remisyonlar goriilse de bunun orant %1'i gegmemektedir. Bunun
yaninda tek metastazi olanlar da ayr1 bir grubu olusturmaktadir. Bu grup hastalarda
nefrektomi ile birlikte bu metastatik odagin ¢ikarilmasi durumunda bu hastalarin da metastazi
olmayan ayni evredeki tiimorlii hastalar kadar yasayabilecegi belirtilmektedir. Southwest
Oncology Group (SWOG) (47) ve EORTC (48) Genito-iiriner grup tarafindan toplam 331
metastatik RHK olgusunda sitorediiktif nefrektomi ile birlikte interferon-a verilmesi ile
yanlizca interferon-a verilmesi karsilastirilmig, median sagkalim ilk grupta 13.6 ay, ikinci
grupta ise 7.8 ay olarak saptanmistir (p=0.002). Sonug olarak, 6zellikle iyi performansi olan

olgularda nefrektomi yapilmasi sagkalimi olumlu yonde etkilemektedir.
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Metastatik renal hiicreli karsinomda da soliter uzak organ metastazi %l,6-3,2 siklikta
goriiliir . Es zamanli metastatik yayilim olan hastalarda, hastaligin rezeksiyona uygun ve
hastanin performans statiisliniin iyi olmasi durumunda metastatektomi uygulanmalidir. Primer
hastalikla farkli zamanli metastazlar icin ameliyat olan hastalarda klinik prognoz daha
kotiidiir. Immiinoterapiye cevap vermis rezidiiel ve rezeksiyona uygun metastatik
lezyonlarda ve/veya sinirli (tek lezyon) sayida farkli zamanli metastazlarda prognozu

iyilestirmek amaciyla metastatektomi uygulanmalidir (49).

2.8.3.2. Radyoterapi
Semptomatik kemik metastazlarinin tedavisinde ve steroidlerle diizeltilmeyen
siddetli norolojik bozukluklara yol agan beyin metastazlarinin ve cerrahi miidahelenin

miimkiin olmadig1 kemik metastazlerinin tedavisinde yararl olabilmektedir (50).

2.8.3.3. Kemoterapi

RHK hastalarinin yaklagik iicte biri tan1 esnasinda metastatik hastaliga sahiptir.
Standart sitotoksik ilaclar RHK' da etkisizdir. Bu duruma Multi Drug Rezistans (MDR) denir.
Bir ¢cok bobrek kanserinde MDR proteinlerinin ekspresyonu artmaktadir (51).

Bir transmembran protein olan P-glikoproteinin sitotoksik ilaglarin hiicre iginde
birikmesini engellemesi, Glutatyon redoks siklusu ile ilaglarin detoksifiye edilmesi ve niikleer
enzim olan topoizomeraz-II genindeki mutasyon sonucu bu gene etkili ilaglarin yetersiz
kalmas1 MDR’da rol oynamaktadir (52).

En iyi kemoterapi cevaplar1 floksiiridin ve 5-florourasil ile elde edilen cevaplar
%15'ler civarinda kalmigtir. Immiinoterapi ajanlariyla kismi bir etki artis1 saglanabilmektedir

(53).

2.8.3.4. immiinoterapi

Immiinoterapi baskilanmis immiin sistemin canlandirilmasi veya duyarlilastiriimis
hiicrelerin  konakg¢iya geri verilmesi seklinde uygulanabilmektedir. Sitokinlerin etki
mekanizmast tam olarak bilinmemektedir. Intraseliller ve interseliller sinyal
mekanizmasin1  baslatarak  kanser  hiicrelerini  indirekt olarak etki ettikleri
diistiniilmektedir.

Bu grupta en sik kullanilan ajanlardan olan interferon-alfa (IFN-alfa) ile iyi
performans statiisii, ilk tani anindan sonra 1 yildan uzun progresyonsuz sag kalim ve

tercihen sadece akciger metastazi olan hastalar faydalanmaktadir.
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IFN-alfa ile %6-15 cevap orani, %25 tiimor ilerlemesi riskinde azalma ve plasebo ile
karsilastirildiginda sadece 3-5 aylik sag kalim avantaji elde edilebilmistir (54,55). Yan
etkileri IFN-alfa'dan daha fazla olan interlokin-2 (IL-2) ise separe dozlarla ayaktan veya
devamli inflizyonla hastane ortaminda kullanilabilmektedir. Ancak ciddi pulmoner
hipertansiyona yolacgabilen IL-2’nin metastatik bobrek hiicreli tiimor tedavisinde IFN-alfa'ya
istlinliigli gosterilememistir. Kombinasyon tedavilerinin sagkalimi monoterapi rejimlerine

gore arttirdig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilememistir (56).

2.8.3.5. Anjiogenez inhibitorii ilaclar

Son yillarda molekiiler biyoloji alaninda gerceklesen biiyiik adimlar ile bobrek
timori  tedavisinde de Onemli ilerlemeler gerceklesmistir. Bobrek hiicreli  tiimorler
damarlanmasi oldukg¢a fazla olan tiimérlerdir. Ozellikle berrak hiicreli histolojiye sahip
RHK'lularda VEGF'ye ait mRNA ekspresyonunun vaskiilarizasyonla korelasyon
gosterdigi bulunmustur. VEGF ekspresyonu artisinin ise sporadik berrak hiicreli tiimorlerin
%75'inden fazlasinda bulunan Von Hippel Lindau (VHL) geni mutasyonlan ile iliskili oldugu
gosterilmistir. VHL geni bir tiimor silipresor gendir ve normoksik kosullar altinda hipoksiyle
tetiklenen faktor-la (HIF-la) ile baglanarak kompleks olusturan VHL tiimdr siipresor
proteininin (pVHL) olusumundan sorumludur. Bu kompleks hiicre i¢inde kisa siirede
proteozomlara yikilir. Hipoksik kosullarda veya pVHL fonksiyonunda defekt veya mutasyon
olustugunda HIF-la birikimi gergeklesir. Sonucta da nukleus i¢inde HIF-la translokasyonu
ile bir¢ok hipoksi ile tetiklenen gen aktive olarak, VEGF, platelet kaynakli biiyiime faktorii
(PDGF), temel fibroblast biiylime faktorii (bFGF), eritropoetin ve transforming growth
factor- a (TGF- a) gibi biliylime faktorleri salgilanir. HIF-1a birikimi ayrica birgok membran
proteinin aktive olmasina yol acar. Bunlardan bir tanesi G250 membran proteini olarak da
adlandirilan bir karbonik anhidraz izo-enzimidir (CAIX). Salgilanan VEGF ve PDGF
kendilerine ait spesifik reseptorlere baglanirlar ve bu da hiicre i¢inde tirozin kinaz (TK)
reseptorlerinin stimiilasyonu ile sonuglanir. TK reseptorlerinin stimiilasyonu da endotelyal
hiicre ¢ogalmasi, hiicre sag kalimmin artmasi, anjiyogenezde artig ve tipik hipervaskiiler
berrak hiicreli RHK histolojisi ile sonu¢lanmaktadir (57-59).

Sorafenib bir oral multikinaz inhibitoriidiir ve Raf-1, serin/treonin kinaz, BRaf,
VEBFR-2, PDBF, FLT-3 ve cKIT'e kars1 aktivitesi vardir. Daha 6nce sistemik immiinoterapi
alan hastalarda sorafenibi plaseboyla karsilagtiran bir faz III c¢alismada progresyonsuz

sagkalimda sorafenib tedavisi lehine 3 aylik sagkalim avantaji1 bildirilmistir (60).
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Sunitinib bir oksindol tirozin kinaz (TK) inhibitoriidiir. Anti timor ve
antianjiyogenetik aktivitesi olan bir kii¢iik molekiil olup segici olarak PDBFR, VEBFR,
KIT ve FLT'nin inhibisyonunu hedefler. Sunitinibin mBUK'da ikincil monoterapi ajam
olarak kullanildig1 2 ¢cok merkezli faz II caligmada %34-40 kismi yanit orani belirlenmis
ve hastalarin %27-29'unda 3 ay veya daha fazla progresyonsuz hastalik bildirilmistir
(61). Sunitinibin birinci basamak monoterapisinin IFN-alfa ile karsilastirildig: bir faz III
caligma sonuglan yakin zamanda yayinlanmistir. Ortanca progresyonsuz sagkalim sunitinib ile
tedavi edilen hastalarda 11 ay, IFN-alfa grubunda ise 5 ay (p<0,000001) olarak belirlenmesi
nedeniyle diisiik-orta risk grubu mBHK hastalarinda IFN-alfa’nin sunitinibe gére daha az etkili
oldugu kanisia varilmistir (62). Temsirolimus rapamisin (mTOR) i¢in 6zgilin inhibitordiir.
Temsirolimusu IFN-alfa ve bu ikisinin kombine kullaniminin ilerlemis BHT'de birinci
basamak tedavi olarak karsilastirildigt bir faz III calismaya gore temsirolimus
monoterapisinin kotii risk grubu hastalarda genel sag kalimi IFN-alfa monoterapi si ve

[FN-alfa temsirolimus kombinasyonuna gore uzattigi gosterilmistir (63).

2.9.Renal Hiicreli Karsinomda Karsinogenezis

2.9.1. Familyal Renal Hiicreli Karsinom ve Molekiiler Genetik

1990’lardan bu yanan RHK ‘un molekiiler genetigi ile ilgili 6nemli gelismeler
kaydedilmistir. Bu konuda yeni familyal sendromlar oldugu gibi ;bu malignitenin sporadik ve
familyal formlar ile ilgilil siipresor genler ve onkogenler tanimlanmistir (64). Genetikle ilgili

gelismeler bugiin RHK yeni subtiplerinin bulunmasini saglamistir.

2.9.1.1. Von Hippel Lindau Hastaligi, Von Hippel Lindau Geni ve Seffaf Hiicreli
karsinomun genetigi

RHK ‘un en sik varyanti olan seffaf hiicreli karsinomun en sik gorulen familyal
formu Von Hippel Lindau hastaligidir. VHL genini 3 ekspresyonu vardir ve 213 aminoasitli
bir proteini kodlar. Bu gen iizerindeki ¢cok sayida mutasyon yada sicak nokta bulunmustur ve
bazi1 vakalarda genotip ve fenotip arasinda direk bir korelasyon saptanmistir (64). Diger
bir¢ok tiimoér supresor gen gibi hastalifin gelismesi icin VHL geninin iki alelininin de
mutasyona ugramast gerekmektedir. VHL geninin mutasyonu ya da inaktivasyonu hipoksi
aclik ve diger streslere olan hiicresel cevabin diizenlenmesinde roloynayan HIF I’in diizensiz
ekspresyonuna yol agmaktadir. Bu da sonraki asamada RHK’daki neovaskiilariteye katkida
bulunan primer proanjiogenik bir biliylime faktérii olan VEGF ekspresyonu ile

neticelenmektedir (65).
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RHK gelismesinde rol oynayan diger genetik elemanlar p53 timor siipresor geni ve

3.kromozomun kisa kolu tizerindeki ekstra lokustur.

2.9.2. Familyal papiller RHK ve Genetigi
Papiller RHK RHK ikinci siklikta goriilen subtipidir. Bu tip kromozom 7 ve 17 de
trizomi ve kromozom 1,16 ve Y deki anormalliklerle karakterizedir. Caligmalar Familyal

Papiller RHK‘lu ailelerde otozomal dominant bir ge¢is gostermisler (66).

2.9.3.Tiimor Biyolojisi ve Klinik Etkileri

Immiinobiyoloji ve Immiin Tolerans

Renal hiicreli karsinomunda yapilan molekiiler genetik calismalarda, tiimorden;
RHK PRAME ,REGE-1,gp75 ve MN -9 gibi antijenlerin eksprese edildigi ve dolayisiyla
RHK‘un immunojenik bir tiimdr oldugunu gdstermistir.Bu baglamda, ileri evre hastalikta
daha iyi sonugclar edilebilmek i¢in immiin sistemi harekete gegirme cabalar1 da yogunlagmistir
(66).

Angiogenezis

Vaskiiler ag¢idan zengin bir tiimdr olan RHK’da bu durumdan sorumlu esas faktor
VEGF’dir.Anjiyogenez, proanjiyogenik ve anti anjiyogenik etmenler tarafindan kontrol edilir
(67). RHK hastalarinda anjiogenez artis1 dolasimdaki artmis endostatinlerle de iliskilidir (68).

Biiyiime Faktorleri ve Hiicre Siklusu Diizenlenmesi

PCNA ya da Ki-67 olarak tanimlanan proliferatif indeks, RHK’daki patolojik
parametreler ve klinik sonuglarla pozitif koreledir. TGF alfa ve onun reseptdrii olan tiroin
kinazin ve epidermal growth faktdr reseptoriiniin (EGFR) fazla ekspresyonu RHK da
gosterilmistir. Ve bushiicre proliferasyonunu aktive etmek yada otokrin mekanizma ile
transformasyon yoluyla tiimorigenezise katkida bulundugunun gostergesidir.Hepatosit
biliyiime faktorii (HGF) ve onun reseptorii olan MET protoonkogeni de RHK patogenezine
katkida bulunan bir diger biiyiime faktoriidiir (70). Ancak bu veriyi destekleyen diger
calismada reseptor aktivasyonunun papiller RHK ‘da sinirlt oldugunu diistindiirmiistiir (70).

Proteaz Adezyon ve Ekstraseliiler Matriks

E-katerin ve katerin 6 gibi kanser hiicreleri arasinda adezyonu ayarlayan enzimlerin

diisiik regiilasyonu RHK larda net olarak gosterilmistir ve kotli prognoz belirtisidir (71).
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Egfr Geni

Epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) epidermal bliyiime faktorii ailesinin
dyelerinin etki ettigi hiicre zarinda bulunan reseptdor EGF reseptorii, reseptorlerin ErbB
ailesine mensuptur. Reseptore ligand baglanmasiyla reseptoriin intraselliiler kismi aktive olur.
Takiben tirozin kinaz aktivasyonu gergeklesir. Bu sinyal sonucu RAS aktivasyonuyla birlikte
hiicresel boliinme , migrasyon ve diferansiyasyon baslar (72). EGFR ekspresyonu veya

aktivitesini etkileyen mutasyonlar kanser gelisimine neden olabilir.

Kras Onkogeni

Ras protoonkogenleri, normal hiicre gelisimi ve farklilasmasinda G proteinleri olarak
gorev yaparlar. Hiicre membranindaki biiylime faktorii reseptdrlerinden gelen sinyallerin
iletiminde rol oynarlar. Cesitli biiyliime sinyalleri p21 Ras aktivasyonunu baslatir. Bu sinyal
iletimi i¢in gerekli bir basamaktir.

Kodon 12, 13 veya 61°deki mutasyonlar; Ras proto onkogenlerinin onkogenlere
doniismesine neden olur ve bu otonom hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasiyla sonuglanir (73). Bu
durum bazi dokularda (kalin barsak, pankreas ve akciger basta olmak lizere) diger gen

degisikliklerinin de olustugu sartlarda kanser hiicrelerinin olugsmasini saglamaktadir (Sekil 1).

EGF
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Sekil 1. EGFR resetorii uyarilmasi ile RAS aktivasyonu

Kanser tedavisinde hiicre i¢i sinyal iletiminin Kras proteini dncesindeki agamalarini
durduran ilaglarin kullanilmasi, mutasyonlu Kras genini tasiyan ve Kras aktivasyonu ¢ok
giiclii olan hiicrelerde yeterli cevabi saglayamamakta ve bu hastalarin klinik olarak bu tiir

kanser ilaglarindan yararlanmasina engel olmaktadir.
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EGFR hiicre reseptoriinii hedef alan Cetuximab (Erbitux) ve Panitumumab
(Vectibix) kemoterapi ilaglarinin kullanilmadan once kanser dokusunda yapilan genetik test
ile Kras geninin mutasyonlu olup olmadig1 arastirilmalidir. Kras geni mutasyonu saptanmayan

hastalarda yukaridaki ilaglarin kullanilmasiyla klinik cevap alinacaktir (74).

Braf Geni

Braf, RAF gen ailesindendir ve 7. kromozomun uzun kolunda lokalizedir (7q34).
Braf geni MAPK sinyal yolunda gorevli ve serin/treonin kinaz aktivitesi olan bir M protein
kodlar. Braf geninde meydana gelen ¢esitli mutasyonlarin MAPK sinyal yolunun aktivitesini
artirarak, cekirdek i¢i transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu ile hiicre ¢ogalmasina neden

oldugu diisiiniilmektedir (75) (Sekil 2).

Sekil 2. Karsinogeneziste Kras ve Braf genlerinin rolii



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta secimi

Calisma Oncesi Gaziantep Universitesi Etik Kurul onay: alindi. Calismamiz
ayn1 zamanda “Gaziantep Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri” kapsaminda
desteklenmistir. Calismaya Haziran 2009-Haziran 2011 tarihleri arasinda Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi, Uroloji Anabilim Dali’nda bdbrek tiimérii on tamsiyla
radikal nefrektomi veya parsiyel nefrektomi yapilan 48 hasta se¢ildi.13 hastanin patoloji
sonucu renal hiicreli karsinom dis1 patoloji gelmesi lizerine ¢alisma dis1 birakildi.

Radikal nefrektomi spesmenlerinden normal doku ve kanserli dokudan
orneklemeler yapildi. Patoloji sonucu benign ve fliretelyal karsinom gelen hastalar
calisma dis1 birakildi. Alinan 6rneklemeler DNA izolasyonlar1 ve DNA dizi analizleri
yapilmak {iizere muhafaza edildi. DNA izolasyon isleminden sonra bu dokulardan
genomik DNA eldesi gerceklestirildi Elde edilen DNA’lardan ABI-3130 DNA dizi
analizi cihazi kullanilarak erime mutasyon tanimlanmasi yapildi. Calisma sonucu elde
edilen sonuglar Ki-kare anlamlilik testi ve Mann-Whitney testi kullanilarak istatistiksel

olarak degerlendirildi.

3.2. Klinik Degerlendirme

Tiim hastalarin klinik protokol numaralari, cinsiyet, yas, meslek, semptom
bulunup bulunmadigi, viicut kitle indeksi, sigara, bagimlilik yaratan madde kullanim
Oykiisii, ek hastalik Gykiisii, 6zgecmis ve soy gecmiste kanser Oykiisii, ailede bobrek
kanseri Oykiisii sorgulanarak kayit altina alindi. Ayrica preoperatif donemde tiim
hastalarda posteroanterior akciger grafisi, iire-kreatinin degerleri, karaciger fonksiyon
testleri ve hemogram tetkikleri yapilarak kayit altina alindi. Hasta grubuna preop
evreleme amaci ile ek olarak tiim abdomen BT, gerekli goriilen hastalarda Toraks BT

yapildi.
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3.3. Patolojik degerlendirme

Caligmaya dahil edilen tiim hastalarin bobrek spesmenleri Oncelikle
mikroskobik olarak primer tiimor boyutu ve evresi agisindan incelendi. Daha sonra
spesmenler 3 mm'lik araliklarla ince kesitler yapilarak incelendiler. Tiimorlerin
histolojik siniflamasi Union Internationale Contra le Cancer (UICC) ve American
Joint Committee on Cancer (AJCC)'e gore, tiimor niikleer derecelendirmesi ise
Fuhrman dereceleme sistemine gore yapildi. Calisma kapsamina alinan 35 hastanin
spesmenleri incelendiginde Furhman dereceleme sistemine gore 3 hasta (%8) derece

1, 15 hasta (%43) derece 2 ve 17 hasta (%49) derece 3 olarak degerlendirildi.

3.4. Genetik degerlendirme

3.4.1 Orneklerin toplanmasi

Nefrektomi spesmenlerinden normal doku ve kanserli dokudan preparatlar
hazirland1. Preparatlar -80 derecede DNA izolasyonlar1 yapilamak iizere azot tankinda

saklamaya birakildi.

3.4.2 orneklerden DNA izolasyonu

Bu calismada DNA izolasyonu i¢in Roch High Pure PCR Template Preparation
Kit kullanildi. Caligma iiretici firmanin tavsiyelerine gore yapilmistir. -80°C’de bulunan
bobrek dokulart dondurucudan c¢ikartilarak 30-50 mg olacak sekilde kii¢iik pargalara
ayirildi. Dokularin tizerine 200 ml Tissue Lysis Buffer eklenerek Qagen Tissue Lyser
LT homojenizator cihazi ile dokular homojenize hale getirildi. 40 ml Proteinaz K
eklenerek 55°C‘de 1 saat inkiibasyona birakildi. Ardindan 200 pl Binding Buffer
eklenerek 70 de 10 dakika inkiibasyona birakildi.

Tiiplere 100 pl isopropanol eklenerek filtreli tiiplere alindi. 10000 rpm’de 15
saniye santrifiij yapildi. 500 pl Inhibitér Removal Buffer eklenerek 10000 rpm’de 15
saniye santrifiij yapildi. 500 ul Wash Buffer eklenerek 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij
yapildi. 200 pl Elution Buffer eklenerek tekrar 10000 rpm’de 15 saniye santrifiij yapildi

ve tiipilin alt kisminda biriken DNA 6rnekleri saklanmak tizere —20°C’ye kaldirildu.
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3.4.3 Orneklerden DNA dizi analizi

DNA niikleotid dizileme islemi, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Merkezi Laboratuart Molekiiler Tan1 Birimi’nde ABI 3130 DNA Dizi Analiz Cihazi ile
gerceklestirildi. EGFR, Braf, Kras genine 6zgiin primerler kullanilarak hedef bdlge
PCR reaksiyonu ile ¢ogaltildi. Elde edilen iiriin agaroz jel elektroforezi yapilarak
goriintiilendi. Uygun biiytikliikteki PCR (Polymerase Chain Reaction) {irlinii varlig
tespit edildikten sonar sekans PCR’1 yapildi. Dizi Analizi i¢in, ABI Prism Big Dye,
AmpliTag DNA polimeraz enzimi, K-ras primerleri kullanildi. DNA dizi analizi i¢in

hazirlanan PCR karigimi Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Otomatik DNA dizileme i¢in hazirlanan PCR karigim1 oranlari

Kullanilan Reaktifler Kullanilan Hacim
Big Dye Cyle Sequencing V3.1 Kit 2 ul
5x Dizileme Tamponu 2ul
Ileri yada geri primer 2 ul
Ornek DNA 2 ul
Su 2 ul
Toplam Hacim 10 pl

Hazirlanan PCR karisimi, 96 derecede 1 dakika bekletildi. Daha sonra, 96
derecede 10 saniye, 50 derecede 5 saniye ve 60 derecede 4 dakikadan olusan 25 dongii
ile PCR islemi gergeklestirildi ve Ornekler cihaza yiiklenene kadar +4 derecede
bekletildi. Otomatik DNA dizilemesinde, PCR iiriinleri Sephadex’ten gegirilip
temizlendikten sonra cihaza yiiklendi. Bu amagla 1 gr Sephadex 14 ml saf su igerisinde
¢oziildii ve kolonlara 600 pl olacak sekilde dagitildi. 2000xg’de 2 dakika santrifiij
edildikten sonra Sephadex’li kolonlar baska bir tlipe alindi ve 10 pl PCR firiinii
Sephadex tizerine birakildi. Santrifiij islemi 2000xg’de 2 dakika olarak gerceklestirildi.
Santrifiij sonrasi alttaki tiipe gegen iriinlerin DNA dizilemesi yapildi. Otomatik DNA
dizileme sistemi, Sanger’in DNA dizi sonlandirma yontemine gore ¢alismaktadir. DNA
dizi analizinde kullanilan ddNTP’lerin her biri farkli bir floresan boya ile
isaretlenmiglerdir ve ¢ogaltilan DNA pargaciklari, kilcal borucuklara yiiklenen “jel
matriks” igerisinden yiirltiilerek floresan boyalar1 otomatik olarak algilayan bir

algilayictya yonlendirilmekte ve burada tanimlanmaktadirlar.




4. BULGULAR

Renal hiicreli karsinom dokusunda EGFR, Braf ve Kras gen mutasyonlarinin
DNA dizi analizi yontemleri ile tespitinin yapilmasi amagl calismamiza bébrek timori
On tanisi ile 48 hasta dahil edildi. Bu hastalardan 13’{inde patoloji sonucunun renal
hiicreli karsinom dis1 patoloji gelmesi iizerine ¢alisma dis1 birakildi.

Calismaya dahil edilen 35 hastanin 19’1 erkek, 16’si kadin olup yas ortalamasi
59.3 (yasa raligi 15-77) yil olarak belirlendi. Calismaya dahil edilen 35 hasta
histopatolojik olarak UICC ve AJCC siniflandirma sistemi ile incelendiginde 17(%48)
hastada seffaf hiicreli RHK, 7(%20) hastada kromofob hiicreli RHK, 11 (%32) hastada
papiller tip RHK. Hastalarin 27’sine(%77) agik radikal nefrektomi, 7’sine (%20) ise
laparoskopik radikal nefrektomi, 1’ine(%3) laparoskopik parsiyel nefrektomi yapildi.
Tiimdrlerin 2009 TNM evrelemesine gore dagilimi incelendiginde sirasiyla 11 (%31)
hastada Tla, 8 (%23) hastada T1b, 3 (%8) hastada T2, 9 (9%26) hastada T3a, 4 (%12)
hastada T3b saptandi. Hastalarin 23’1 (%65) NO, 8’1 (%23) N1, 4’ii (%]12) ise N2 olarak
degerlendirilirdi. Radikal nefrektomi preparatlar1 kanserli doku ve normal doku olarak
saklandi.

DNA izolasyonu yapildiktan sonra EGFR, Braf, Kras genine 6zgiin primerler
kullanilarak hedef bolge PCR reaksiyonu ile ¢ogaltildi. DNA Dizi Analiz Cihaz ile
gerceklestirildi. Uygun biiyiikliikteki PCR {iriinii varlig tespit edildikten sonar sekans
PCR’1 yapildi. Dizi Analizi i¢in, ABI Prism Big Dye, AmpliTaq DNA polimeraz
enzimi, Kras primerleri kullanildi. Asagidaki DNA dizi analizi sonuglarina gore yapilan
calisma sonucu incelenen kanserli preparatlarda ve hastalarin normal dokusunda EGFR,
Braf ve Kras yolag: iizerinde taranan eksonlarin higbirinde mutasyon saptanmamistir

(Sekil 3-8).
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Sekil 3. Ornek Dokuda Kras 13 Nolu Kodonu Gériiniimii
27 Nolu Ornek Tiimér Antisens

N 0 a bl il mn &0
STCTTGACTGCTGTOTCOAG A TAT CCAAG AGACAGGTTTCTCCAT CAAT TACTACTTGCTTCOT GTAGGAATCCT AL

M&!MLMLWMM R h lhnlﬁlﬂm

27 Nolu Ornek Normal Doku Antisens
il i 4 0 #l Tl | a0

LCTGCTG MO TCO AR ATATCCAAG AGACAGG TTTCTCCATCAATTACTACTTGCTTCCTG TAGGAATCCOT AL

Wid3 il ‘h | ‘ﬁg“‘“‘ '

Sekil 4. Ornek Dokuda Braf 11no’lu Ekson Goriiniimii
2 Nolu Ornek Normal Dolu Sens

4 1 il 1 il 50 100 110
CTTTGTCCCACTG TAATCTGCCCATCAGGAATCTCUCAAT CATCACT CGAGTCCCGTOTACCAAGTGTTTTCT TGATAALAL

A

4 Bl il ] Ell ] 100 10

2 Nolu Ornek Tiimor Sens
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Sekil 5. Ornek Dokuda Braf 15 Nolu Ekson Goriiniimii
Ornek 4 Normal Sens

pil il a i £l 7l i Ll
TG ATGGGACCCACTCCATCO AGATTTCAC TG TAGC TAG ALCAAAAT CACCTATTTTTACTGTGAGGTCTTCAT GAAGAAAT

x““ [\ ‘ ‘ ‘ )

Ornek 4 Timér Sens

Jli Ll 4 bl il il il o0
GATGOGACCCACTCOCATCG AGATTTCAC TG TAGCTAGACCAAAATCACCTATTTTTACTOTGAGGTCTTCATG AAGALAT

Mmm. gl

Sekil 6. Ornek Dokuda Egfr 18 No’lu Ekson Gériiniimii

Ornek 1 Normal Sens

K| 4 b i) m &0 a0 100
TGA TTCAGT TTCC T TCAAGAT COTCAAG AGAGC TTGGTTOGGAGCTTCTCCAC TGO G TOTAAGAGGCTCCACAAGT

mmmlm.tmltltmu.MAMMM&L!‘.LAIL&L. iy

Ornek 1 Timor Sens

n 4 30 1 mn il a0 100
TTGA TTCAGTTTCCT TCAAGATCC T CAAGAGAGCTTGGTTOGGAGCTTCTCCACTGGOTOTAAGAGGCTCCACAAGT

1t et Mmhumlmlml kI
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Sekil 7. Ornek Dokuda Egfr 19 Nolu Ekson Gériiniimii
Ekson 7 Nolu Normal Sens

1 4 1 il 10 !
ATG TTGCTTCTCTTMATTICCTTE ATAG CG ACGGG AATTTTAACTTTCTCACCTT

et

Ekson 7 Tumor Sens

Ll 4 bl ill ] '
ATG TTG CTTOCTOTTAATTICCT TG ATAG CG ACG GG AATTTTAACTTTCTCACCTT

Sekil 8. Ornek Dokuda EGFR 21 No’lu Gériiniimii
34 Nolu Ornek Normal Sens

i m &0 100 110 120 130
[GATCTT GACATGCTGCG GTGTTTTCACCAGTACGTTCCTGGCTGCCAGGTCGCGGTGCACCAAGCGACGGTCCTCCAA

uunmnmmnlummhnmmﬂhmm mﬂuhulumlhhﬂm

34 Nolu Ornek Timor Sens




5. TARTISMA

Son yillarda sadece iiroloji alaninda degil, diger tiim kanser tiirlerinin
etiyopatogenezini anlamak ve dogrultuda ilag gelistirme c¢abalar1 dogrultusunda
molekiiler genetik caligmalar yogunluk kazanmistir. Bobrek tiimorlerinin konvansiyonel
kemoterapi ve radyoterapiye direngli olmasi, sitokin tedavilerinin de yliz giildiiriicii
sonuglar saglamamasi ve ciddi yan etkileri nedeniyle bu alandaki ¢alismalar neredeyse
tamamen hedefe yonelik tedaviler- anjiogenez inhibitdrleri alanina kaymistir. Bu alanin
disinda ikinci yol da tiimor asilari olmaktadir ancak o alanda rutine girmis bir uygulama
hentiz yoktur.

Calismamizda arastirilan 3 gen lokiisiinden Kras ve Braf protoonkogen, EGFR
ise sadece RHK ile degil diger pek ¢ok kanser tiirtinde yliksek tespit edilmis biiyiime
faktoriiniin reseptoriinii kodlayan gendir.

Braf, RAF gen ailesindendir ve 7. kromozomun uzun kolunda lokalizedir (7q34).
Gorevi; hiicre ¢ekirdegi ile ilskili MAPK sinyal yolaginda gorev alir g¢ekirdekteki
birtakim transkripsiyon faktorlerini aktive eder. Dolayisiyla artmis ekspresyonu veya
mutasyona ugramasi neticesinde anormal hiicre ¢cogalmasi tetiklenmektedir (75).

Kras ise Braf’in aksine ¢ekirdek memraninda degil, hiicre membraninda yeralir,
RAS ailesine mensup olup esas gorevi hiicreye disaridan gelen biiyime faktorlerinin
iletiminde sorumludur. Mutasyonu neticesinde de hiicreye anormal biiylime sinyalleri
girisi olusmaktadir (73).

Epidermal biiytime faktorii reseptorii (EGFR), tirozin kinaz ailesinin bir iiyesi
olup karsinogenezis boyunca genel olarak hiicre proliferasyonundan sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. EGFR de Kras gibi hiicre membran yerlesimli olup EGF’den gelen
uyarilarin hiicre i¢ine iletilmesinden sorumlu erb ailesine mensup bir proteindir. Sinyal
ileti yolaginda devaminda RAS ailesi ile birlikte ¢alismaya baslar (72). Dolayisiyla bir
membran, bir de sitoplazmik komponenti vardir. Plazma zarindan sinyal gegisinin
diizenlenmesinde gorev yapan RAS gen ailesinin liyesi olan K-ras proto-onkogeni nokta
mutasyonlar1 karsinogeneziste dnemli rol oynamaktadir. K-ras mutasyonlar1 pankreas,

akciger, kolon ve mide kanserinde yaygindir.
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Kanser tedavisinde hiicre i¢i sinyal iletiminin Kras proteini Oncesindeki
asamalarint durduran ilaglarin kullanilmasi, mutasyonlu Kras genini tasiyan ve Kras
aktivasyonu ¢ok giiclii olan hiicrelerde yeterli cevab1 saglayamamakta ve bu hastalarin
klinik olarak bu tiir kanser ilaglarindan yararlanmasina engel olmaktadir. (74)

2008 yil1 baslarindan itibaren c¢esitli kanser saptanan hastalarda 7 parcadan
olusan Kras genetik bolgesinin incelenmesi ve inceleme sonrasinda genetik degisimlerin
bulunup bulunmamasina gore tedavi yonteminin belirlenmesi agirlik kazanmustir.

Kras geninin 1. ekzonu igerisinde yer alan ve kodon 12 ve 13 ad1 verilen kismin
genetik degisime ugramasinin hastalarda ilag direncine yol agtigi belirlenmistir. Bu
nedenle, tedavi 6ncesinde bu bdlgenin incelenmesi tedavi yaklagimini belirlemektedir.
Benzer olarak bas-boyun bolgesi kanserlerinde de benzer yaklagimin hastalar acisindan
onemli oldugu vurgulanmaktadir.

Kolorektal kanserlerin tedavisinde en onemli rolii oynayan Kras gen bdlgesi
kodon 12-13 mutasyonlarini rol oynar. 2009 yili igerisinde yapilan arastirmalarda ise
bunlara ilave olarak kolorektal kanser saptanan hastalarda Kras geninin 2. ve
3.ekzonunda da mutasyonlar tanimlanmis ve bu degisimlerin ekzon 1'de yer alan codon
12-13 mutasyonlar1 gibi ilag¢ tedavisine yanit ile iliskili oldugu belirlenmistir. Son
yillarda biyolojik cevap diizenleyicileri 1L-2 ve IFN ile metastatik hastalig1 olanlarin bir
kisminda cevap alinmistir. Ayrica, giinlimiizde siiren klinik deneylerde, vaskiiler
endotelyal biiyltime faktorii (VEGF) ve trombosit kdkenli biiylime faktoriinii de iceren,
bir multikinaz inhibitorii olan “Sorafenib” tek basina ya da interferonla kombine olarak
metastatik RHK tedavisinde kullanilmaktadir (76).

Kolorektal, pankreas ve akciger basta olmak iizere bazi kanser tiirlerinde genetik
mutasyonlarin saptanmasi ve tedavi konusunda basar1 kazanilmasi ilgimizi renal
kanserlere yoneltmistir.

Kamai T ve ark, (77) Parathyroid hormone-related protein (PTHrP) ile birlikte
K-ras onkogeninin RHK surveyi ile iliskisini degerlendirdikleri 51 hastalik
calismalarinda; 7/51 hastada serum PTHrP degerinde artig saptamiglardir. Ayrica K-ras
ve PTHrP’e ait mRNA ekspresyonunun da bu hasta grubunda diger hastalarla ve
normal dokularla karsilastirildiginda anlamli oranda yiiksek oldugunu gostermislerdir

(p<0.05).
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Kozma L ve ark.’nin (78) ¢alismasinda ise; 36 RHK hastasinda quantitative dot-
blot hybridization yontemi ile tiimorlii dokulardan c-myc and Kras amplikasyonu
aragtirtllmis ve; c-myc amplikasyonunun 3 (%8.3) oOrnekte ortalamanin 2.47 kat
tizerinde oldugunu bulmusglardi ancak bu istatiksel anlamli bulunmamistir (p>0.05).
Buna karsin 6 (%16.6) ornekte ortalamanin 2.93 kat1 yiikseklik anlamli bulunmustur
(p<0.05). S6z konusu Kras yiiksekliginin tiimoér derecesi ve ¢api ile daha da yiiksek
oranda korelasyon gosterdigi, buna karsin lenf nodu tutulumu ile anlamsiz oldugunu
gostermislerdir .

Kang S ve ark.’nin (79) servikal kanserlerde Kras ve Braf mutasyonlarint PCR
ve DNA dizin analizi yontemleri ile karsilagtirdiklar1 caligmalarinda, 258 serviks
kanserli doku 6rnegi toplanmis ve; 27 (%23.5) adeno Ca hastasinda Kras ve/veya Braf
mutasyonu gosterilmistir (p=0.002). Buna karsin sguamdz subtipte sadece 1 hastada
pozitiflik saptanmistir. Bu ¢alismanin yorumunda, servikal kanserlerle yakin iligkili olan
HPV enfeksiyonlar1 ile sozkonusu mutasyonlarin iliskili olmayacagi yoniinde veriler
elde edildigi vurgulanmistir.

Kras ve Braf ikilisinin kolorektal kanserlerle iligkisin arastiran Seth R ve
ark.’nin (80) c¢aligmasinda da PCR ve DNA dizin analizi ile kanserli dokular
degerlendirilmis ve; Kras mutasyonu %54 hastada, Braf mutasyonu ise %29 hastada
saptanmis (p=0.005).

RHK’da EGFR over ekspresyonu ve hatta bu durumun yiiksek dereceli tlimorler
ve kotii prognozla iligkisi esasen daha dnceki ¢alismalarda gosterilmistir. Ancak Pu YS
ve ark.’nin (81) calismasi bu konuya yeni bir boyut kazandirmistir. Bu ¢alismada 63
RHK hastasinda immiinohistokimyasal ve Western blotting teknigiyle yontemle EGFR
ekspresyonu arastirilmis. EGFR  membranéz boyanmasimnin  normal dokuyla
karsilastirildiginda kanserli dokuda oldukga yiiksek oldugu gosterilmis (p<0.001), buna
karsin stoplazmik boyanmanin normal dokularda kanserli dokulara gére anlamli oranda
daha ytiksek oldugu bulunmustur (p<0.001). Membran6éz EGFR yiiksekligi saptanan
grupta sozkonusu bu yliksekligin cinsiyet, timor derecesi, T evresi ve sagkalimla
korelasyonu gosterilememistir (p>0.05). Bu c¢alismanin sonu¢ kisminda, EGFR
yuksekliginin ve lokalizasyonunun hedefe yonelik tedavilere verilecek cevabin

kestirilmesinde 6nemli oldugu vurgulanmustir.
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EGFR hiicre reseptoriinii hedef alan Cetuximab (Erbitux) ve Panitumumab
(Vectibix) ile yapilan bir c¢alismada da; ilaglariin kullanilmadan o6nce kanser
dokusunda yapilan genetik test ile Kras geninin mutasyonlu olup olmadig: arastirilmasi
ve esas klinik fayda saglanacak grubun Kras geni mutasyonu saptanmayan hastalar
oldugu ifade edilmistir (74).

Szymanska K. Ve ark.’nin (82) yaptiklar1 ¢cok merkezli bir ¢galismada; 361 RHK
hastasinin doku orneklerinde TP53 (exons 5-9), EGFR (exons 18-21) ve Kras (codon
12) pozitifligi ve VHL mutasyonu ile iliskisi arastirilmis ve seffaf hiicreli subtipin
%4’iinde VHL mutasyonundan bagimsiz olarak TP53 (+) bulunmustur .

Seffaf hiicreli olmayan grubun hi¢birinde VHL mutasyonu saptanmamistir.
Benzer sekilde caligmaya dahil edilen hastalarin hi¢cbirinde EGFR ve Kras mutasyonu
tespit edilmemistir. Bu c¢alismanin sonu¢ kisminda, TP53, Kras veya EGFR
mutasyonlarinin VHL geninde inaktivasyon olmadigi miiddetce RHK olusumunda
major rol oynamadiklari ifade edilmistir.

Bizim ¢alismamizda da; EGFR, Braf ve Kras gen yolagi analizleri sonucunda
herhangi bir mutasyona rastlanmamistir. Mutasyonla karsilagilamamis olmasi bu
genlerin bobrek kanserlerinde etkin rolii olmadigini gostermez. Ciinkii kanserlerde
onkogen dedigimiz genlerin mutasyon gostermeden, aciklanamayan bir sekilde
ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir.

Yaptigimiz ¢aligmaya ek olarak, klinik fayda saglamasi agisindan bu genlerin

mRNA ekspresyonlar1 ve protein ekspresyonlar1 bakilmasi 6nem kazanmaktadir.



6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda EGFR, Braf ve Kras gen yolagi analizleri sonucunda herhangibir
mutasyona rastlanmamistir. Mutasyonla karsilasilamamis olmasi bu genlerin bdbrek
kanserlerinde etkin rolii olmadigin1 gostermez. Ciinkii kanserlerde onkogen dedigimiz
genlerin mutasyon goOstermeden, agiklanamayan bir sekilde ekspresyonunun arttigi
gosterilmistir.

Yaptigimiz ¢aligmaya ek olarak, klinik fayda saglamasi agisindan bu genlerin

mRNA ekspresyonlar1 ve protein ekspresyonlar1 bakilmasi dnem kazanmaktadir.
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