T.C.
SAGLIK BiLIMLERIi UNIVERSITESI iSTANBUL EGIiTIM VE
ARASTIRMA HASTANESI
PATOLOJI KLINIGI

BOBREK HUCRELI KARSINOM VE BOBREK HUCRELI
KARSINOM METASTAZLARINDA MiKRORNA-21 VE
MiKRORNA-210 EKSPRESYONUNUN HISTOLOJIiK TUMOR
TiPi VE PROGNOZLA ILiSKiSI

Dr. Taha Cumhan Savh

TIPTA UZMANLIK TEZi

iISTANBUL-2020






T.C.
SAGLIK BiLIMLERI UNIVERSITESI iSTANBUL EGIiTiM VE
ARASTIRMA HASTANESI
PATOLOJI KLINIGI

BOBREK HUCRELI KARSINOM VE BOBREK HUCRELI
KARSINOM METASTAZLARINDA MiKRORNA-21 VE
MiKRORNA-210 EKSPRESYONUNUN HISTOLOJIiK TUMOR
TiPi VE PROGNOZLA ILiSKiSI

Dr. Taha Cumhan Savh

Tez Damsmani:

Uzm. Dr. Sevim Baykal Koca

TIPTA UZMANLIK TEZi

iISTANBUL-2020



ICINDEKILER

TESEKKUR.........coooiiiiieeeeee ettt en sttt n e s s v
KISALTMALAR .ottt e e e e e s e e e e e e e s e anneeees Vv
TABLOLAR LISTESI.......cccoooviiiiiiiiiscese e Vi
SEKILLER LISTESI .........cooiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e vil
L0 /71 L PSPPSR VIl
A B S T R A CT e e e X
1. GIRIS VE AMAC ...ttt 1
2.GENEL BILGILER ...........c.cocoooviiiiiiiiiieeicee e 3
2.1. BOBREK HUCRELI TUMORLER ......cocovctiiiiiiiieiie et 3
2.1.1. EPIOeMIYOIO i .ot 3
2.1, 2, EIYOIO ittt 3
N A T O =4 | (=SOSR 3
2.1.2.2. TUIN Kullanimi......ooeeeiiiiiiiiiieiiiie e 3
2.1.2.3. HIPEItaNSIYON .....ccciiiieeceiie e st eee ettt e et e e e et ee e stee e e s 3
2.1.2.4. Kazanilmis Kistik Bobrek Hastalig1.........ccccoveveiiiiiiiiiiiiiiiiieen, 4
2.1.2.5. MeSIEKI MArUZIYEL..........oeeiiie et 4
2.1.3. Genetik YatKinliK ......oooouviiiiiiiiiiiiii e 4
2.1.4. KIINIK PreZentaSyON........ccciueeeiiieeeiiieestie e ssiee e sie e siae e sive e snae e e steeesnee e 4
2.1.5. DereClendirmMe.......ee it 4
2.1.6. Patolojik TNM EVIEIEMESI ....cccvveeiiiee e 5
2.1.7. KIINIK EVIEIEME ... 6
2.1.8. Bobrek Tiimorlerinin Siniflandirilmasi .........cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiens 7
2.1.8.1. Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom..............cccccoevvvvviiiiiiiiiiciieeee, 9
2.1.8.2. Papiller bobrek hiicreli Karsinom ............ccccvvviviiiiniiiiiiiiiiinceeee i 11
2.1.8.3. Kromofob bobrek hiicreli karsinom ..............cccccevvvvviiiiiiiiiiiiiiccieieee, 13

2.1.8.4. Diisiik malignite potansiyelli multilokiiler kistik bobrek hiicreli

NEOPIAZE ... 14
2.1.8.5. Herediter leiomyomatozis ve bobrek hiicreli karsinom iligkili bobrek
hiicTeli Karsinom ........viiiiiiiiiiicic 14

2.1.8.6. Toplayict duktus Karsinomu...........cocovveiiiieiiiieiiiiieiccce e 15



2.1.8.7. Bobrek mediller KarSINOIMU. ......uveee et e e e 15

2.1.8.8. MiT ailesi translokasyonlu bobrek hiicreli karsinom............cccocccveeeene 15
2.1.8.9. Siiksinat dehidrogenaz eksikligi gosteren bobrek hiicreli karsinom......16
2.1.8.10. Miisindz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinom ............ccocceeviiiiniiininnene, 16
2.1.8.11. Tiibiilokistik bobrek hiicreli Karsinom............ccceeeviiviieeiiiiiieeniiiieeenn 17
2.1.8.12. Edinsel kistik hastalik iliskili bobrek hiicreli karsinom ...................... 17
2.1.8.13. Berrak hiicreli papiller bobrek hiicreli karsinom .............ccccoeeeiinnnnne. 17
2.1.8.14. Bobrek hiicreli karsinom, smiflandirilamayan.............cccoccoeeeniinnnnnnn 18
2.2 MIKRORNA........cootiiiteeieteeiete ettt se st es st se s ensaeen e, 18
8 T 1 TSRS 18
2.2.2. MIKIORNA BIYOQENEZI ....uvviiviiiiiiiiieitie ettt 19
2.2.3. MikroRNA Fonksiyonlart ..........coccvvviiiiiiiiiiiieieee e 20
2.2.4, MIKIORNA EKIEIT ..o 21
2.2.4.1. Geligimsel zamanlama............ccuvveiiiiiiiiiiiiiiieee e 21
2.2.4.2. Hiicre ¢cogalmasi ve diferansiyasyonu.........cccueeeieeeeinniiinineeeeeeennnnnnnnne 21
W TR A o 1o o] | (o 72 SRS TR 21
2.2.4.4. KANSEIIET......oiiiiiiii 22
2.2.5. MikroRNA-21 ve MikroRNA-21’in Bobrek Karsinomlarindaki Ekspresyon
DUIUMU ..ot 22
2.2.6. MikroRNA-210 ve MikroRNA-210’un Bobrek Karsinomlaridaki
EKSPreSYON DUFUMU .......vveeiiieeciie ettt et e sa e et e e st e e snnaaeanneaeas 23
2.2.7. MikroRNA’larin Klinik Kullanimlari.............ccoooeeni 24
3. GEREC VE YONTEM ........ooiiiieeeeeee oottt ettt 26
3.1. OLGU SECIMI ...ttt ettt 26
3.2 YONTEM ..ottt 27
3.2.1. Dokulari Mikrosantrifiij Tiiptine AKtarimi...........cccceeviiinieniiiiicniiieeens 27
3.2.2. Deparafinizasyon — RNA izOlasyonu ...........cccccovvveiiieeiiiic e, 27
3.2.3. Total RNA’dan Komplementer DNA Sentezi .........ccccevvvuviveeiiiiiieeniiinneenns 32

3.2.4. Kantitatif Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile miRNA
Ekspresyonunun Degerlendirilmesi ..........eeveeiiiiieiiiiiiiee e 34
3.2.5. Hedef miRNA Ekspresyon Verilerinin Normalizasyonu ve Ekspresyon

Profillerindeki Degisikliklerin Belirlenmesi.............cccoooveiiiiiiiii, 37



3.2.6. TStALIStIK ANALIZ....eeeveeeeee e e e e et ee e e et e e e e et eeee e e e e et e e e e erreesreeanes 37

4. BULGULAR.......cootieeteeeet oottt ettt en sttt n s s 39
4.1. DEMOGRAFIK VE KLINIK BULGULAR .........ccooeiviviiereteeeeeeeee e 39
4.2. HISTOPATOLOJIK BULGULAR.........coveviitiecieeeeeseeees et es e en s 39
4.3. MOLEKULER BULGULAR .......c.cocvovitiiitiiieeeeceees et 42
5. TARTISMA ...ttt en ettt enen s 54
6. SONUGCLAR........cocoouitiiieiieeeeeee ettt en sttt nenen sttt 62
T KAYNAKLAR ..ottt n sttt en e 64
8. OZGECMIS ...ttt en ettt 81



TESEKKUR

SBU istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji Anabilim Dali’ndaki egitim siirecimde ilgi,
destek ve deneyimlerinden yararlandi§im, basta idari sorumlumuz Dog. Dr. Cem LEBLEBICI ve
egitim sorumlumuz Dog. Dr. Nevra DURSUN olmak {izere, bilgi ve tecriibelerini aktaran tiim

hocalarima ve uzmanlarima,

Tezimin ve egitimimin biiyiik bir kisminda yeri olan, mesleki ve akademik gelisimimde katkist

bulunan, bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim Dog. Dr. Canan KELTEN TALU’ya,

En yogun zamanlarinda dahi beni destekleyen, tez siirecimde ve egitimim boyunca yardimlarini

esirgemeyen tez danigmanim Uzm. Dr. Sevim BAYKAL KOCA’ya,

Caligmamin her asamasinda, 6zellikle molekiiler patoloji ile ilgili bilgi ve deneyiminden
yararlandigim, laboratuvarinin kapilarimi ¢alismam i¢in sonuna kadar agan, gece giindiiz beraber

calistigimiz Dog. Dr. Ismail Yilmaz’a,

Tezimin istatistiksel verilerinin olusturulmasinda sorularimi bikmadan cevaplayan Dog. Dr.

Hikmet KOSEOGLU, Uzm. Dr. Ersin TURAL ve Uzm. Dr. Gizem ISSiN’e,

Egitim hayatim boyunca beraber vakit geg¢irdigimiz, beraber 06grendigimiz, bir¢ok sey
paylastigimiz benden 6nce ve sonra gelen asistan arkadaglarim Uzm. Dr. Ceren BOYACI, Uzm.
Dr. Oguzhan OKCU, Uzm. Dr. Ezgi HACIHASANOGLU, Uzm. Dr. Yasemin CAKIR, Uzm.
Dr. Buket Bambul SIGIRCI, Uzm. Dr. GAMZE USUL, Dr. Begiim YENI, Dr. Hatice DINCER,
Dr. Beste NOYAN, Dr. Miray YILDIZ a,

Saglik Bilimleri Universitesi BAP Birimi tarafindan desteklenen calismamiz igin, ¢alismamin

yiiriitiilmesinde biiyiik destek saglayan tiim SBU BAP Koordinatorliigii iiyelerine,

Her zaman yanimda olan, beni tiim imkanlariyla destekleyen, bugiinlere gelmemde ¢ok biiyiik
rolii olan annem Dog. Dr. Fiisun SARAC, canim kiz kardesim Elif Tuba SAVLI ve babam Seref
SAVLI’ya,

Ailemin yeni ve degerli iiyeleri Muzaffer BOLME, Ayse BOLME ve Gézde ERDOGAN’a,

Universite egitimimizde yollarimizin kesistigi, asistanlik donemi ve dncesinde her tiirlii zorluga
beraber gogiis gerdigimiz, tez yazim asamasinda oldugu gibi her animda tiim sevgisiyle yanimda
olan, bana tiim kalbiyle giivenen, destegini benden esirgemeyen, hayat arkadagim biricik esim
Dr. Tugce BOLME SAVLI'ya,

sonsuz tesekkiir ederim.



KISALTMALAR

AJCC: American Joint Committee on Cancer
BHBHK: Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom
BHK: Bobrek hiicreli karsinom

BK: Bobrek karsinomu

c-DNA: complementary DNA

CK: Sitokeratin

DNA: Deoksiriboniikleik asit

H&E: Hematoksilen & Eozin

HIF(s): Hypoxia-Inducible Factor(s)

ISUP: International Society of Urogical Pathology
KBHK: Kromofob bobrek hiicreli karsinom
MiRNA: MikroRNA

MRNA: Messenger riboniikleik asit

PBHK: Papiller bobrek hiicreli karsinom

PCR: Polymerase chain reaction

gRT-PCR: quantitative Real Time- polymerase chain reaction
RNA: Riboniikleik asit

VHL.: Von Hippel-Lindau

WHO: World Health Organization



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 1: World Health Organization (WHO) / International Society of Urological

Pathology (ISUP) derecelendirme SIStEMI ...........ceoivveiiiieiiiie s see e 5
Tablo 2: AJCC sistemi, Bobrek karsinomlarmin patolojik TNM evrelemesi (8.baski)
................................................................................................................................ 5
Tablo 3: AJCC sistemi, Bobrek karsinomlarinim klinik evrelemesi (8.baski)............ 6
Tablo 4: Diinya Saglik Orgiitii (2016) bobrek tiimérlerinin smiflandirilmast ........... 7
Tablo 5: 15 pl’lik revers transkripsiyon reaksiyonu i¢in hazirlanan revers

transkripsiyon master MIKS ICETIZT . eeiurrrreiiiiieieeeiriie e e 33
Tablo 6: Revers Transkripsiyon i¢in siire-sicaklik programi..........cc.ccccvvevivvrerinnnnn 34

Tablo 7: 20 ul’lik gRT-PCR reaksiyonu i¢in kullanilacak soliisyon miktarlari........ 35
Tablo 8: 7500 RT-PCR cihazt miRNA qRT-PCR igin siire-sicaklik programi ........ 36
Tablo 9: Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom ve papiller bobrek hiicreli
karsinomlarda vakalarin WHO/ ISUP derecelerine ve patolojik evrelere gore
AGIIMIATT 1ot 42
Tablo 10: Saglikli bobrek dokusuna gore histolojik alt tiplerde miRNA-21
eKSPIeSyon dUTUMIATT........viiiiiiiiie e 45
Tablo 11: Saglikli bobrek dokusuna gore histolojik alt tiplerde miRNA-210
eKSPreSyon dUTUMIATT.......c.viiiiiiiiie i 45
Tablo 12: Histolojik alt tiplere gére miRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon
farklarmin anlamlilig1 analizi (ANOVA) ... 47
Tablo 13: Post Hoc Coklu Karsilastirma, Tukey’s HSD .....ccooovvviviiiiiiiieiiceiiee, 48
Tablo 14: Primer- metastatik timor dokusu arasinda miRNA-21 ve miRNA-210
ANIAMIIIIZIL. ... 49
Tablo 15: Metastaz yapmayan BHBHK ile metastataz yapan BHBHK olgularina ait
primer dokular arasinda miRNA-21 ve miRNA-210 anlamlilig1..........cccovveiniennnnn, 49
Tablo 16: miIRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon diizeyleri i¢in genel sagkalim

ANANZIETT .ot 53

Vi



SEKILLER LIiSTESI

Sekil 1: miRNA biyogenezi ve mRNAnin posttrankripsiyonel olarak diizenlenmesi

............................................................................................................................... 20
Sekil 2: MIRNA-21’in karsinogenez yolaklarina katilimi ...........cccoooveviiiinninennnn, 23
Sekil 3: H&E boyali kesitlerde tiimorlii ve saglikli bobrek alanlarmin isaretlenmesi
............................................................................................................................... 28
Sekil 4: Deparafinizasyon ak1$ SEMAST .....eeeeiriiuriiriiiieeee et e e e e e e e e e e e 30
Sekil 5: RNA iz0lasyonu aki$ SEMaST........cccuureiiiireiiireiiiieesieeesiieesieeesieeeseee e 31
Sekil 6: RNA konsantrasyonun belirlenmesi..........ccccoovviiiiiiiii e 32
Sekil 7: RT-cDNA ¢alisma $ablonu Grnegi .........vvvvviiiieeniiiiiiiiiiiieee e 34
Sekil 8: miRNA calisma $ablonu OINeZ1 .......ooovvvviiiiiiieiiiiiiiiiic e 36
Sekil 9: Real time PCR sonras1 6rneklerdeki miRNA ekpresyonlari ve PCR
orneklerinin 96 kuyuluk pleytlerdeki yerlesimleri .........cccccooocvviiiiiii e, 38
Sekil 10: Histolojik tiplerin dagilimi...........ooooviiiiiiiiiiiiiiiiii e 40
Sekil 11: WHO/ ISUP derecelerinin berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom
(BHBHK) ve papiller bobrek hiicreli karsinom (PBHK) vakalarindaki dagilima......40
Sekil 12: Calisma grubundaki vakalarm patolojik evrelerinin ylizdelik dilime gore
AGIIMNL 1o 41
Sekil 13: Histolojik tiplere gore miRNA-21 ekspresyonlarinin kat artiglari ............. 43
Sekil 14: Histolojik tiplere gore miRNA-210 ekspresyonlarinin kat artiglari ........... 43
Sekil 15: Metastatik odaklardaki miRNA-21 ekspresyonlarmin kat artislari............ 44
Sekil 16: Metastatik odaklardaki miRNA-210 ekspresyonlarinin kat artislari.......... 44
Sekil 17: Histolojik alt tiplerde log2 doniisiimii sonrast miRNA-21 dagilimlari ......46
Sekil 18: Histolojik alt tiplerde log2 doniigiimii sonrast miRNA-210 dagilimlari.....47
Sekil 19: BHBHK ile KBHK ayriminda miRNA-21 ve miRNA-210 i¢in ROC
EETTLRIT ..ttt e e 50
Sekil 20: PBHK ile KBHK ayriminda miRNA-21 ve miRNA-210 i¢in ROC egrileri
............................................................................................................................... 51

Sekil 21: BHBHK ile PBHK ayriminda miRNA-21 ve miRNA-210 i¢in ROC
(7sa g (<) T PP PP PP PP UPPPRPPP 52
Sekil 22: Metastaz ile primer BK ayriminda miRNA-21 ve miRNA-210 igin ROC
(7ea g (<) TP PP PP TPPPRPPI 53

vii


file:///C:/Users/cumha/Desktop/tez(02.02.2020/Cumhan%20tez%2025.03.%20düzeltilmiş.docx%23_Toc36128355

BOBREK HUCRELI KARSINOM VE BOBREK HUCRELI
KARSINOM METASTAZLARINDA MiKRORNA-21 VE
MIiKRORNA-210 EKSPRESYONUNUN HISTOLOJIiK TUMOR
TiPi VE PROGNOZLA ILiSKiSi
OZET

Amagc: Bobrek hiicreli karsinom (BHK) yetigkinlerde bobrek tiimdrlerinin
%90’ m1 olusturan en sik bobrek tiimoriidiir. Berrak hiicreli BHK (BHBHK) en sik
ve agresif BHK alt tipi olup vakalarin %60-70’ini olusturur. BHBHK hastalarinin
yaklasik %20-30’unda tan1 aninda metastaz saptanir. Kiiratif cerrahi tedavi sonrasi
takiplerde ise geri kalan %30 hastada metastaz saptanir. Kromofob BHK (KBHK) ve
Papiller BHK (PBHK) diger sik tan1 konulan BHK alt tipleridir. Bu alt tipler arasinda
zaman zaman immiinohistokimyasal ve histomorfolojik 6zelliklerin Ortiismesi
nedeniyle aymrici tam1 yapmak olduk¢a zorlagmaktadir. Ayirict tani konusunda
yasanan sorunlar nedeniyle de prognoz tayini ve tedavi protokollerinin se¢imi eksik
veya yanlis olabilmektedir.

MikroRNA’lar yaklastk 20 niikleotitten olusan, tek zincirli, protein
kodlamayan, kiigiik RNA gruplaridir. Hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi, apopitozis,
metabolizma ve anjiogenez gibi ¢ok sayida biyolojik olayda rol almaktadirlar. Bu
gorevlerinin yani sira kanser gelisiminde, doku invazyonunda ve metastaz gibi
olaylarda da rolleri gosterilmistir.

Calismamizda primer BHBHK, PBHK ve KBHK olgular1 yani sira metastatik
BHBHK olgularindaki mikroRNA-21 (miRNA-21) ve mikroRNA-210 (miRNA-
210) ekspresyon profillerini belirlemeyi hedefledik. Bu sekilde ayirici tani, tedavi
protokolii ve prognoz belirleme konularinda literatiire katki saglamay1 amagladik.

Gerec¢ ve Yontem: Klinigimizde 2012-2018 yillar1 arasinda tani alan 35
BHBHK, 11 KBHK ve 9 PBHK olgusu retrospektif olarak tekrar degerlendirildi.
Uygun ve yeterli timor ya da saglikli bobrek dokusu igermeyen olgular ¢alisma dist
birakildi. Ek olarak 9 BHBHK olgusunun metastatik dokularindan alman ornekler
calismamiza dahil edildi.

Olgularm tiimoér ve saglikli bobrek dokusu iceren parafin bloklarindan qRT-
PCR yontemi ile miRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon profillerini belirlemek iizere

viii



dokular elde edildi. Hedef miRNA diizeyinin saglkli doku ile karsilastirarak
hesaplanmasina verilen ad olan fold change, tiimor ve metastaz dokularmda 244"
yontemi ile hesaplandi. Hesaplanan degerlerin orantisal veri olmasi nedeniyle
logaritmik doniisiim uygulandi. Istatistiksel analiz i¢in doniisiim uygulanmis veriler
kullanildi.

Bulgular: miRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon profilleri histolojik alt
tipler arasinda anlamli olarak farkli saptanmigtir. miRNA-21 ve miRNA-210
ekspresyonlar1 ile hastalarin yaslari, cinsiyetleri, WHO/ ISUP dereceleri, TNM
evreleri ve lenfovaskiiler invazyon durumlari arasinda anlamli fark saptanmadi.
MIRNA-21 ekspresyon profillerine géore BHBHK- KBHK ve KBHK-PBHK arasinda
ayrim yapmak miimkiinken, BHBHK-PBHK arasinda ayrim yapilamamaktadir.
MIRNA-210 ekspresyon profillerine gore ise BHBHK-KBHK, KBHK-PBHK ve
BHBHK-PBHK arasinda ayrim yapmak miimkiindiir. Metastatik odaklardaki
miRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon diizeyleri ile primer tiimorlerin miRNA-21 ve
MIRNA-210 ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli fark saptanmadi. Metastatik
BHBHK’lerdeki tiimor dokusu ile metastaz yapmayan BHBHK’lerin primer
tiimorleri arasinda miRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyonlar1 arasinda anlamli fark
saptanmadi. Histolojik alt tipten bagimsiz olarak miRNA-210 ekspresyon diizeyleri
ile metastaz yapabilme olasiligi 6ngoriilebildi. Ayrica histolojik alt tipten bagimsiz
olarak miIRNA-210 ekspresyon seviyeleri arttik¢a genel sagkalim oraninda azalma
izlendi. miRNA-21 ekspresyonu ile genel sagkalim ve metastaz olasilig1 arasinda
anlaml fark saptanmadi.

Sonu¢: Bobrek tiimorlerinde mMiRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyonlari
farklilik gosterir. Ekspresyon diizeylerindeki farklilik histolojik alt tipler arasinda
ayrici tan1 yapmak i¢in kullanilabilir. Tedavi olarak miRNA ekspresyon diizeylerinin
arttirilmasi veya azaltilmasi ile hastalarin sagkalim siirelerinin uzamasi saglanabilir.
Son olarak ekspresyon diizeyleri metastaz yapabilecek hastalar1 ongérmek ag¢isindan
fayda saglayabilir. Ekspresyon diizeylerinin yakindan takibiyle olasi metastatik

stiregler ve agresif seyir engellenebilir.

Anahtar kelimeler: Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom, kromofob bobrek hiicreli
karsinom, papiller bobrek hiicreli karsinom, miRNA, miRNA-21, miRNA-210



THE RELATIONSHIP OF MICRORNA-21 AND MICRORNA-210
EXPRESSION TO HISTOLOGIC TUMOR TYPE AND
PROGNOSIS IN RENAL CELL CARCINOMA AND RENAL
CELL CARCINOMA METASTASES
ABSTRACT

Aim: Renal cell carcinoma (RCC) is the most common kidney tumor that
constitutes 90% of kidney tumors in adults. Clear cell RCC (ccRCC) is the most
common and aggressive subtype of RCC and constitutes 60-70% of cases.
Approximately 20-30% of ccRCC patients have metastases at the time of diagnosis.
Metastasis is detected in the remaining 30% during the follow-ups after curative
surgical treatment. Chromophobe RCC (CRCC) and Papillary RCC (PRCC) are
other frequently diagnosed RCC subtypes. It is difficult to make differential
diagnosis among these subtypes from time to time due to the overlapping of
immunohistochemical and histomorphological features. Due to the problems
encountered in differential diagnosis, prognosis and the selection of treatment
protocols can be incomplete or incorrect.

MicroRNAs are single-chain, non-coding, small RNA groups consisting of
approximately 20 nucleotides. They play a role in many biological events such as
cell proliferation and differentiation, apoptosis, metabolism and angiogenesis. In
addition, it has been shown that they play a role in cancer development, tissue
invasion and metastasis.

In our study, we aimed to determine the microRNA-21 (miRNA-21) and
microRNA-210 (miRNA-210) expression profiles of ccRCC, PRCC and CRCC
cases. In this way, we aimed to contribute to the literature on differential diagnosis,
treatment protocol and prognosis determination.

Materials and methods: 35 ccRCC, 11 CRCC and 9 PRCC cases, which
were diagnosed in our clinic between 2012-2018, were re-evaluated retrospectively.
Patients who did not have suitable and adequate tumor or healthy kidney tissue were
excluded from the study. In addition, samples taken from the metastatic tissues of 9

ccRCC cases were included in our study.



Results: The expression profiles miRNA-21 and miRNA-210 differed
significantly between histological subtypes. There was no significant difference
between miRNA-21 or miRNA-210 expressions and patients' ages, genders, WHO/
ISUP grades, TNM stages, and lymphovascular invasion status. According to
mIRNA-21 expression profiles, it is possible to distinguish between ccRCC-CRCC
and CRCC-PRCC, while ccRCC-PRCC cannot be distinguished. According to
mIiRNA-210 expression profiles, it is possible to distinguish between ccRCC-CRCC,
CRCC-PRCC and ccRCC-PRCC. There was no significant difference between
miRNA-21 and miRNA-210 expressions of metastatic foci and miRNA-21 and
mMIRNA-210 expressions of primary tumors. No significant difference was found
between miRNA-21 and miRNA-210 expressions between primary tumors of
metastatic ccCRCCs and non-metastasized ccRCCs. Regardless of the histological
subtype, the possibility of metastasis could be predicted with miRNA-210 expression
levels. In addition, the overall survival rate was decreasing as miRNA-210
expression levels increased regardless of the histological subtype. There was no
significant difference between miRNA-21 expression and overall survival time and
possibility of metastasis.

Conclusion: Expressions of miRNA-21 and miRNA-210 are different in
kidney tumors. The difference in expression levels can be used to make differential
diagnosis between histological subtypes. With the development of treatments that
increase or decrease miIRNA expression levels, patients' survival can be prolonged.
Finally, since expression levels can be used to predict patients who may metastasize,
they can be used to closely monitor these patients and prevent possible metastatic

processes and agressive behaviour.

Key words: Chromophobe renal cell carcinoma, clear cell renal cell carcinoma,

papillary ~ renal  cell carcinoma, miRNA, miRNA-21, miRNA-21
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1. GIRIS VE AMAC

Bobrek karsinomu (BK) birgok iilkede farkli sosyoekonomik diizeylerde
sikligr ve oOldiiriiciiliigii artmakta olan kanserler arasindadir. 2012 yilinda diinya
capmda toplam 318.000 bobrek karsinomu vakasi bildirilmistir (1).

Bobrek hiicreli karsinom (BHK) tiibiil epiteli kaynakli, erigkinlerdeki en sik
bobrek tiimoriidiir ve bobrek tlimorlerinin %90’ 1 olusturur. Berrak hiicreli bobrek
hiicreli karsinom (BHBHK) en agresif ve en sik goriilen alt tip olmakla birlikte
vakalarm %60-70’ini olusturmaktadir. Kromofob bdbrek hiicreli karsinom (KBHK),
papiller bobrek hiicreli karsinom (PBHK) ve onkositomlar da diger sik tan1 konulan
bobrek timori alt tipleridir (2). Yaklasik %20-30 hastada tani sirasinda metastatik
hastalik saptanirken, kiiratif cerrahi yapilan diger %30 hastada ise takip sirasinda
metastaz saptanmaktadir (3).

MikroRNA (miRNA)'lar yaklagik 20-22 niikleotitten olusan, kiiciik, protein
kodlamayan, tek zincirli RNA gruplaridir. miRNA’lar RNA diizeyinde, epigenetik
olarak insan genlerinin yaklasik %30'unu etkileyerek biyolojik olaylar1
diizenlemektedir. Ayrica hiicre ¢ogalmasi ve diferansiyasyonu, hiicre dongiisii
kontrolii, apopitoz, metabolizma, anjiogenez, gelisim ve bagisiklik gibi ¢ok sayida
biyolojik olay yami sira birgok kanser gelisimi, doku invazyonu, progresyon ve
metastazda 6nemli rol oynamaktadir (4).

MikroRNA’lar degisik biyolojik fonksiyonlara sahip yiizlerce messenger
RNA (mRNA)’y1 hedef alabildikleri i¢in kanserde hem hiicre Sliimiinii hem de
hiicrelerin hayatta kalmasini saglabilir. Bu durum miRNA’larin hem onkogen hem de
timor siipresor olarak gorev yapabilmeleri ile agiklanmaktadir (5).

MikroRNA’larin biyolojik olaylardaki 6nemi yani sira karsinogenezdeki
rollerinin ortaya ¢ikmasi yeni arastirmalar1 beraberinde getirmistir. Bir¢ok timor
tipinde doku orneklerinde, kan ve viicut sivilarinda miRNA ifadelerindeki degisim
ilgi cekmistir (6). Hastaliklarin tanisi, tiimor simiflamasi, hastalarin operasyon sonrasi
tedavi takipleri ve prognoz belirlemede O6nemli birer biyobelirteg olarak
kullanilabilecekleri ortaya c¢ikmistir. Bu gelismelerin iizerine, tedavi siirecinde
olusabilecek ilag direnciyle ilgili olabilecekleri ve hastaliklarla iliskili miRNA’lar1

hedef alan tedavi ajanlarmin da gelistirilebilecegi giindeme gelmistir. Tiim bu



diistinceler miRNA’larin sadece molekiiler bir biyobelirte¢ olmaktan ¢ikip rutin
pratigimizde de kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Timorogenezde gorevli
miRNA’lar1 hedef alan tedavilerde (Kii¢iik Molekiil Inhibitdrler) onkojenik 6zellik
gosteren miRNA’larin baskilanmasi, tiimor siipresor 6zellik gdsteren miRNA’larin
ise aktiflestirilmesi tedavi hedefini olusturmaktadir (7). Bu ama¢ dogrultusunda
hastaliklar ile iligkili miRNA profillerinin aciga ¢ikarilmasi, kisisellestirilmis hedefe
yonelik tedavilerin 6nemli bir komponenti haline gelme yolundadir.

Bobrek hiicreli karsinomda kullanilan giincel prognoz belirleme sistemleri
klinikopatolojik parametrelere dayanmakta fakat hastalarin prognozunu tam olarak
dogru sekilde belirleyememektedir. Molekiiler yontemler kullanilmasi daha koti
prognoz gosterecek hastalarin belirlenerek, daha agresif ve/veya hedefe yonelik
tedavilerden fayda gorebilecek hasta popiilasyonunun segilmesini saglayabilir (8).
Son ¢alismalar, mIRNA’larm BK’lerde potansiyel birer prognostik biyobelirteg
olabilecegini ve tedavi kararlarma yon verebilecegini bildirmektedir (9-11).

Calismamizda, berrak hiicreli (BHBHK), papiller (PBHK) ve kromofob
(KBHK) gibi farkl histolojik alt tiplerdeki BHK’lerde ve BHBHK metastazlarinda
MiRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon diizeyleri bakimindan farklar1 ortaya koymak
ve bu farkin klinik parametreler, tan1 ve prognoz agisindan anlamliligini arastirmay1

amacladik.



2.GENEL BIiLGIiLER

2.1. BOBREK HUCRELI TUMORLER

2.1.1. Epidemiyoloji

Bobrek karsinomu tiim diinyada 2012 yili verilerine gore erkekler arasinda en
sik 9’uncu, kadinlar arasinda ise en sik 14’tncii kanser olarak bildirilmektedir.
Erkeklerde kadinlara gore yaklasik 2 kat daha sik izlenirken, ¢ocuklarda nadirdir.
Tim diinyada kanser nedenli Oliimler arasinda ise 16. en sik sebep olarak
belirtilmektedir. Bildirilen kanserlerin yaklasik %70’i gelismis iilkelerde olmasina
ragmen oldiiriiciiliik oran1 (Oliim orany/ yakalanma orani) gelismis iilkelerde 0,4;
gelismemis tilkelerde ise 0,5°tir (1).

Tiirkiye’de ise Saglik Bakanlig’'nin 2015 yilinda yaptigi kanser
istatistiklerine gore tiim yas gruplarinda erkeklerde en sik 7’nci sirada yer alirken,

kadmlarda ilk 10 i¢erisinde yer almamaktadir (12).

2.1.2. Etiyoloji

2.1.2.1. Obezite: Kilolu olmak 6zellikle obezite hem kadinlarda hem de
erkeklerde BK i¢in risk faktoriidiir (13). Amerika Birlesik Devletlerinde ve Avrupa
iilkelerinde tiim BK vakalarmin %40’ mda sismanlik ve obezite ile iliski saptanmistir.
Bobrek karsinogenezinde obezitenin etki mekanizmasi belli olmamakla birlikte

endokrin bozukluklar ile birlikte etki ettigi diisiiniilmektedir (14, 15).

2.1.2.2. Tiitliin Kullanimi: Devamli tiitiin kullaniminin hig tiitiin kullanimi
olmayanlara gére BK riskini arttirdigi gosterilmistir (16, 17). Ayrica giinde i¢ilen
sigara sayis1 da doz bagimli olarak riski arttirir. Tiitlin kullanimi birakildiktan sonraki
5 yil siiresince risk azalir (1). Erkeklerde tim BK’lerin yaklagik %20-30’undan,

kadinlarda ise %10-20’sinden sorumlu tutulur (18).

2.1.2.3. Hipertansiyon: Hipertansiyon ve hipertansiyon tedavisi BK riski ile

iliskilendirilmistir. Diiiretiklerin de dahil oldugu hipertansif ilaglarin kullanimi artmis

risk ile iligkilidir (19).



2.1.2.4. Kazamlms Kistik Bobrek Hastah@l: Kazanilmis kistik bobrek
hastaligi genellikle son donem bdbrek yetmezligi nedeniyle uzun siire hemodiyaliz
tedavisi alan hastalarda gelisir. BK gelisme siklig1 son donem bobrek yetmezliginde
belirgin olarak (%3-7) yiiksektir (20). PBHK’nin son donem bobrek yetmezliginde
en sik goriilen alt tip olduguna inanilmaktaydi. Gilinlimiizde kazanilmis kistik bobrek
hastalig ile iligkili bobrek karsinomu ayr1 bir histolojik alt tip olarak diisiiniilse de
tiim diger BK alt tiplerinin kistik ya da kistik olmayan son déonem bobrek yetmezligi
zemininden gelisebildigi diisiiniilmektedir (1).

2.1.2.5. Mesleki Maruziyet: Mesleki maruziyet (Trikloroetilen) BHBHK
riskini arttirmaktadir (21).

2.1.3. Genetik Yatkinhk

Cogu BK sporadik olmasma ragmen %2-4 oraninda ailesel BK goriiliir.
Bir¢ok genetik hastalik BK ile iliskilendirilmektedir (22). BK tanili birinci derece
akrabaya sahip kisilerde BK gelisme riski yaklasik olarak iki kat artmstir (1).

2.1.4. Klinik Belirti ve Bulgular

Bobrek karsinomlart ¢ok farkli klinik belirti ve bulgu olusturabilen
timorlerdir. Klasik olarak yan agrisi, renal kitle ve makroskopik hematiiri triadi
izlense de erken tani i¢in degerleri azdwr. Hastalarm %40’mnda tani sirasinda
genitotiriner belirtiler mevcut degildir (23). Hastalarmn %15’inden azinda ise klasik
triad izlenir (24).

2.1.5. Derecelendirme

Derecelendirme i¢in en sik kullanilan yontem Fuhrmann derecelendirme
sistemi olmasma ragmen cesitli dezavantajlar1 nedeniyle 2013 yilinda WHO/
International Society of Urogical Pathology (ISUP) derecelendirme sisteminin
kullanilmas1 6nerilmistir (Tablo 1) (25-27). Bu yeni derecelendirme sistemi BHBHK
ve PBHK ’lerde prognostik belirteg olarak onaylanmustir (1).



Tablo 1: WHO/ ISUP derecelendirme sistemi

Derece Tanim

Niikleol x400 biiytitmede yok ya da kolayca fark edilmeyen
Derece 1 .

boyutta ve bazofilik.

Niikleol x400 biiyiitmede belirgin ve eozinofilik ancak x100
Derece 2

biiylitmede goriilebilir fakat belirgin degil.
Derece 3 Niikleol x100 biiyiitmede belirgin ve eozinofilik.

Belirgin niikleer pleomorfizm, timor dev hiicresi varligi, ve/veya
Derece 4

rabdoid ve/veya sarkomatoid diferansiyasyon varligi.

2.1.6. Patolojik TNM Evrelemesi

Cerrahi materyal, bobrek siniis yag dokusu veya gevsek bag dokusu

invazyonu ve bobrek siniisii i¢inde endotel ile doseli biiyilk damar invazyonu

acisindan dikkatlice incelenmelidir. BK’lerin patolojik TNM evrelemesinde AJCC

(American Joint Committee on Cancer) sistemi kullanilmaktadir (Tablo 2)(28).

Tablo 2: AJCC sistemi, Bobrek karsinomlarinin patolojik TNM evrelemesi (8.bask1)

T evresi Tamm
T Primer tiimor degerlendirilemedi.
TO Primer tiimore dair kanit bulunamadi.
T1 Tiimor en biiyiik boyutunda <7 cm ve bobrekte sinirh.
Tla Tiimér <4 cm
Tib Timor > 4 cm fakat <7 cm
T2 Timor en biiyiik boyutunda > 7c¢m ve bobrekte simirh.
T2a Tiim6r >7 cm fakat < 10 cm
T2b Timor > 10 cm
T3 Timor ana ven veya perinefrik dokulara uzamyor fakat

ipsilateral adrenal beze ve Gerota fasyasina uzanmiyor.




T3a

Tiimdr renal ven veya onun segmental (kas iceren) dallarina uzantyor
veya timor perirenal ve/veya siniis yag dokusunu Gerota fasyasini

gegmeyecek sekilde invaze ediyor.

T3b Tiimér diyafram alt1 seviyede vena cava igerisine uzaniyor.
T3c Tiimor diyafram iizeri seviyede vena cava igerisine uzaniyor veya
vena cava duvarini invaze ediyor.
T4 Tiimor Gerota fasyasi otesini invaze ediyor (devamhlik gosteren
ipsilateral adrenal bez icine olan uzanimlar dahil).
N evresi
NX Bolgesel lenf nodu metastazi degerlendirilemedi.
NO Bolgesel lenf nodu metastazi izlenmedi.
N1 Bolgesel lenf nodu metastazi mevcut.
M evresi
MO Uzak metastaz izlenmedi
M1 Uzak metastaz mevcut

2.1.7. Klinik Evreleme

Primer BK’lerin Klinik evrelemesinde AJCC (American Joint Committee on
Cancer) sistemi kullanilmaktadir (Tablo3)(28).

Tablo 3: AJCC sistemi, Bobrek karsinomlarmin klinik evrelemesi (8.bask1)

Evre | T1 NO MO
Evre 1l T2 NO MO
Evre 11 T1-2 N1 MO
T3 Herhangi N MO
Evre IV T4 Herhangi N MO
Herhangi T Herhangi N M1




2.1.8. Bobrek Tumorlerinin Siniflandirilmasi

Diinya Saghk Orgiiti 2016 yilinda bdbrek tiimorlerini asagidaki gibi
siniflandirmistir (Tablo 4)(29).

Tablo 4: Diinya Saglik Orgiitii (2016) bobrek tiimorlerinin siniflandiriimasi

Bobrek hiicreli tiimorler

> Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom

<> Diisiik malignite potansiyelli multilokiilar Kistik renal neoplazi

<> Papiller bobrek hiicreli karsinom

<> Herediter leiomyomatozis ve bobrek hiicreli karsinom iliskili bobrek

hiicreli karsinom

<> Kromofob bobrek hiicreli karsinom

<> Toplayici duktus karsinomu

<> Bobrek mediiller karsinomu

<> MIT ailesi translokasyonlu bobrek hiicreli karsinom
<> Siiksinat dehidrogenaz eksikligi gosteren bobrek hiicreli karsinom
R Miisindz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinom

<> Tiibiilokistik bobrek hiicreli karsinom

<~ Edinsel kistik hastalik iliskili bobrek hiicreli karsinom
<> Berrak hiicreli papiller bobrek hiicreli karsinom

<> Bobrek hiicreli karsinom, siniflandirilamayan

X Papiller adenom

<> Onkositom

Metanefrik tiimorler

<& Metanefrik adenom
<& Metanefrik adenofibrom
o Metanefrik stromal timor

Cocuklarda goriilen nefroblastik ve kistik tiimorler




<« Nefrojenik kalmtilar

<> Nefroblastom
<> Kistik parsiyel diferansiye ndroblastom
<> Pediatrik kistik nefroma

Mezenkimal tiimorler

Cocuklarda goriilen mezenkimal tiimérler

X Berrak hiicreli sarkom

<~ Rabdoid tiimor

<> Konjenital mezoblastik nefrom
<> Infantil ossifiye bobrek tiimorii

Eriskinlerde goriilen mezenkimal tiimérler

X Leiomyosarkom

X Anjiosarkom

X Rabdomyosarkom

X Osteosarkom

X Sinoviyal Sarkom

X Ewing Sarkomu

X Anjiomyolipom

X Epiteloid anjiomyolipom

X Leiomyom

X Hemanjiom

X Lenfanjiom

X Hemanjioblastom

<> Jukstaglomeriiler hiicreli timor
<> Renomediiller interstisyel hiicreli timor
X Schwannom

<> Soliter fibréz timor

Mikst epitelyal ve stromal tiimor ailesi

<~ Eriskin kistik nefroma

< Mikst epitelyal ve stromal timor




Noroendokrin tiimorler

<> Iyi diferansiye noroendokrin timor

<> Biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom
<> Kiigiik hiicreli noroendokrin karsinom
<> Paraganglioma

Diger tiimorler

<~ Bobrek hematopoetik neoplazileri

< Germ hiicreli timorler

Metastatik tiimorler

2.1.8.1. Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom: Berrak ya da eozinofilik
sitoplazmali hiicrelerden olusan morfolojik olarak heterojen goriiniimde malign bir
neoplazidir (30). Bobregin proksimal tiibiil epitelinden koken aldigi bilinmektedir
(32).

Bobrek kanserlerinin %65-70ini olusturur ve % 60-80 ultrason, bilgisayarli
tomografi ya da manyetik rezonans goriintiileme sirasinda rastlantisal olarak bulunur
(30). Yasla birlikte goriilme siklig1 artar ve en sik 6-7. dekatta, erkeklerde 2 kat daha
sik olarak izlenir (2).

Klinik belirti goriilen vakalarda en sik hematiiri ve yan agris1 bulunur. Kilo
kaybi ve ates ileri evrelerde goriiliir (30).

Metastazlarmi siklikla hematojen yolla renal siniis venleri, renal ven ve vena
kava araciligiyla akcigerlere yapar (32-34). Ayrica merkezi sinir sistemi, bas-boyun
bolgesi ve kemiklere de metastaz yapabilir (35). Hiler, kaval ve torasik lenf nodlarina
ve buralardan da gesitli bolgelere yayilabilir (36, 37).

Her iki bobrekte esit oranda izlenebilen kortikal, solid tiimorlerdir.
Multifokalite ve/veya bilateralite olgularin %5’den azinda bildirilir. Multifokalite,
bileteralite ve erken yasta karsinom tanis1 von Hippel-Lindau (VHL) sendromu gibi

herediter kanser sendromlari igin tipiktir (38).



Tipik olarak bobrek kapsiiliinii iterek biiyiiyen, yogun lipid icerigi nedeniyle
altm saris1  olarak izlenen kitleler olusturur. Siklikla keskin sinirli  ve
psodokapsiilliidiir. Kistik alanlar, nekroz ve hemoraji yaygindir (30).

Histolojik olarak cesitli yapisal paternler sergileyebilse de, solid alveoler ve
asiner patern en sik izlenenlerdir. Alveoler ve asiner yapilar genisleyerek mikrokistik
ya da makrokistik patern olusturabilir. Tan1 i¢in yardimci olan tipik 6zelliklerinden
biri tiimor hiicre kiimelerini ¢evreyen diizenli ince duvarli damarlardan olusan bag
dokusudur.

Tiimor hiicreleri belirgin sitoplazmik membrana sahiptir. Sitoplazmalarinda
yogun lipid ve glikojen igerirler. Rutin histolojik islemler sirasinda sitoplazmik lipid
ve glikojenin kaybma bagl olarak berrak/seffaf goriinlimde izlenirler. Nekroz ve
hemoraji alanlar1 ¢evresinde ve bazi vakalarda 6zellikle yiiksek dereceli tiimorlerde
graniiler eozinofilik sitoplazma izlenebilir. Histolojik dereceye bagli olarak niikleol
kii¢iik/biiyiik ya da belirsiz olabilir. Sarkomatoid ve rabdoid degisiklikler %5 kadar
tiimorde izlenebilir ve bu degisiklikler kotii prognoz ile iliskilidir (39).

Immiinfenotipik olarak trankripsiyon faktorleri olan PAX8 ve PAX2
neredeyse tim BHBHK’lerde niikleer olarak pozitiftir (40, 41). Karbondioksit
transportunda ve pH diizenlenmesinde goérevli enzim olan karbonik anhidraz,
karbonik anhidraz IX (CA IX) antikoru ile karakteristik olarak diffiiz membrantz
paternde  BHBHK’lerin %75-100"mnda pozitifken, yiikksek dereceli tiimorlerde
ekspresyon kaybi izlenebilir (42-44). BHBHK sitokeratin AE1/AE3, epitelyal
membran antijen (EMA) ve CAM5.2 gibi epitelyal markerler ile pozitiftir. BHBHK
sitokeratin 7 (CK7) ekspresyonu nadirdir. Yiiksek dereceli tiimorlerde ve kistik
komponenti bulunan tiimorlerde izole, az sayida hiicre veya hiicre kiimesinde smnirlh
olarak pozitiftir (44-46). Proksimal tibiil belirteci olan CD10 BHBHK’lerde
membrandz olarak pozitiftir (47). Vimentin ise yliksek dereceli alanlarda daha yogun
olmak {izere vimentin BHBHK’lerde pozitiftir (48). Yiiksek molekiil agirlikli
sitokeratin (YMACK), sitokeratin 20 (CK20), mucin 1 cell surface associated
(MUC1), parvalbumin, a-metilagil-CoA rasemaz (AMACR), bobrek spesifik
cadherin ve CD117 ¢ogu vakada negatiftir (49-52).

VVon Hippel Lindau timér siipresor geni (3p25-26) degisiklikleri VHL kanser
sendromu yani sira sporadik BHBHK ’lerde de siklikla izlenir (53). BHBHK’de bu

10



gen tipik olarak allelik delesyon, mutasyon ya da daha az siklikla hipermetilasyon ile
inaktif duruma gelir (53, 54). VHL protein fonksiyon bozukluklar1 timor baglangici,
ilerlemesi ve metastazlariyla iliskilidir (55).

3p14.2 lokalizasyonunda bulunan diger bir tiimor siipresor gen olan FHIT
geni de inaktive olarak BHBHK gelisimine neden olabilir (56). Ayrica 3p
lokalizasyonunda kromatin yeniden diizenlenmesinde gorevli olan BAP1 gen
mutasyonlar1 da izlenir. Bu durumda tiimérler tipik olarak yiiksek dereceli ve kotii
sagkalim ile iligkilidir (57).

Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom tipik olarak VHL sendromunun
manifestasyonuyken, Cowden sendromu, Birt-Hogg-Dube (BHD) sendromu,
Tuberoskleroz ve Siiksinat Dehidrogenaz eksikligi ile iligskili olan BHK’ler de
mevcuttur (58-60).

Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom i¢in en dogru prognoz gdstergesi
patolojik evredir (61, 62). Evresi ayni olan tiimdrler arasinda histolojik derece,
nekroz varlhigi, sarkomatoid ve/veya rabdoid diferansiyasyon bulunmasi ek
prognostik bilgi saglar (27). Tiim6r nekrozu varliginin bagimsiz bir prognostik 6nemi
bulunur (27, 63). Genel olarak toplam tiimor hacminin %10’undan fazla timor
nekrozu varlig1 daha kotii sagkalim ile iligkilidir. TNM evre 1 ve evre 2 tlimorler i¢in
ise sinir degeri toplam tiimoér hacminin %20’sidir (27, 63, 64). BHBHK igin ortalama
5 yillik sagkalim orani %62 olmasma ragmen metastaz varliginda bu oran %10’lara

kadar diismektedir (65, 66).

2.1.8.2. Papiller bobrek hiicreli karsinom: Bobregin tiibiil epitelinden
koken alan, genellikle iyi sinirli, papiller ya da tiibiilopapiller yapilanmaya sahip
bobregin en sik ikinci malign timéridir. BHBHK ye benzer olarak 59-63 yaslari
arasinda siktir (67).

Belirli bir etiyoloji bulunmasa da skar dokusu igeren son donem bobrek
yetmezligi veya kazanilmis kistik hastaliklar ile daha sik birliktelik gosterir (68, 69).
Cogunlukla sporadik olmakla birlikte nadiren genetik ve herediter PBHK
sendromlari ile iligkilidir (70).
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Bobregin korteksinde izlenir ve skar dokusu ile iliskili oldugunda multipl
olabilir. Multipl ve/veya bilateral oldugunda herediter sendromlar da akla gelmelidir
(67).

Klinik 6zellikleri BHBHK ile benzer olmasina ragmen tipik klinik triad olan
abdominal kitle, yan agris1 ve hematiiri sadece %5-10 hastada izlenir. Giiniimiizde
%50 hastada semptom yoktur ve goriintiileme yontemleri sirasinda rastlantisal olarak
saptanir (65, 71). Goriintiilemelerde %30 oraninda kalsifiye odak saptanir.

Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom ile ayni yollar1 izleyerek en sik
akcigere metastaz yapar. Renal hilus lenf nodlarma lenfatik yayilim BHBHK’lerden
daha sik olarak izlenir.

Makroskopik olarak genellikle iyi sinirli ve psodokapsiilliidiir. Kanamaya
bagli olarak ten renginden koyu kahverengine dogru degisen cesitli renklerde
izlenebilir. Timor genellikle pargalanabilir yapidadir ve biiylik tiimorler fibrozis,
nekroz ve kistik dejenerasyon igerebilir (67).

Histolojik olarak kopiiksii makrofajlar ve psammom cisimcikleri i¢eren ince
fibrovaskiiler korlara sahip papiller yapilar izlenir. Bazen korlar 6dem ya da
hyalinize bag dokusuyla genislemis olarak izlenebilir (65, 71). Baz1 tiimorler tiibiiler
goriiniimde ya da papillalarin sik1 dizilimlerine bagl olarak solid goriiniimde olabilir
(72). PBHK ’lerin yaklasik %5’inde sarkomatoid diferansiyasyon izlenir (73).

Papiller bobrek hiicreli karsinom iki alt tipe ayrilir (73, 74). Tip 1 tek sira
halinde dizilen dar soluk sitoplazmali hiicrelerden olusan papillalardan olusur. Tip 2
ise niikleer psodostratifikasyonlu ve yiiksek niikleolar dereceli, genis eozinofilik
sitoplazmali hiicrelerden olusur (67). PBHK siklikla CK7, sitokeratin AE1/AE3,
CAM 5.2, YMACK, EMA, AMACR, RCC antijeni, vimentin ve CD10 ile
imminohistokimyasal reaksiyon verir (73-75). CK7 ekpresyonu tip 1 olgularda tip 2
olgulara gore daha siktir (50, 51, 74).

Kromozom 7 trizomisi ya da tetrazomisi, kromozom 17 trizomisi ve Y
kromozomu kaybt PBHK’de karakteristiktir (67). Tip 1 ve tip 2 farkli genetik
profillere sahiptir. Tip 1 tiimorler 7p ve 17p kazanci, tip 2 timorler ise 1p, 3p, 5q, 6,
8, 9p, 10, 11, 15, 18 ve 22°de heterozigotluk kaybr icerirler (76). PHBK genellikle

sporadik olmasma ragmen, ailesel PBHK sendromu ve BHD sendromunda da
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izlenebilir (77). Herediter PBHK’e sahip aile bireyleri MET geninde mutasyonlara
sahiptir ve bu kisilerde multipl ve bilateral BK izlenebilir (78).

Papiller bobrek hiicreli karsinom; BHBHK, toplayici duktus karsinomu (27)
ve herediter leiomyomatozis ve bobrek hiicreli karsinom iliskili bobrek hiicreli
karsinomlara gore daha iyi prognoza sahiptir (67). Tip 1 PBHK ise Tip 2 tiimorlere
gore daha iyi prognozludur. Sarkomatoid ve/veya rabdoid diferansiyasyon ve
WHO/ISUP derece yiiksekligi azalmis sagkalim ile iliskilidir (27). 5 yillik sagkalim
oranlart %49 ile %91 arasinda degisir. Sagkalim; artmis niikleer derece ve evre,
vaskiiler invazyon, kopiiksii hiicrelerin rolatif azhigi, artmis ki-67 proliferasyon

indeksi gibi nedenlerle farkliliklar gosterebilir (79).

2.1.8.3. Kromofob bobrek hiicreli karsinom: Belirgin hiicre membrani,
periniikleer halo, burusuk c¢ekirdek ve soluktan eozinofilige kadar degisen
morfolojide sitoplazmaya sahip hiicrelerle karakterize bir timordiir (80). Toplayict
duktusun interkale hiicrelerinden koken aldig: diistiniilmektedir (81).

Tim bobrek karsinomlarmin %5-7’sini olusturur (82). Siklikla sporadik
izlenirken, nadir herediter formlart da bulunur. En sik altinci dekatta hafif erkek
cinsiyet agirlikli olarak izlenir.

Ortalama 7 cm boyutunda, iyi sinirh, kapstilsiiz, ten renginden kahverengiye
kadar degisen renklerde, bobrege sinirli timérlerdir (82-84).

Tiumor hiicreleri tipik olarak inkomplet, genellikle hyalinize vaskiiler septalar
ile birbirinden ayrilan solid tabakalar seklinde yapilanir. Kii¢iik yuvalar, mikrokistik,
trabekiiler ve nadiren papiller ve tibiiler alanlar izlenebilir. Bitki hiicresi benzeri
belirgin hiicre membranina sahip soluk sitoplazmali hiicreler ve daha az oranda
kiiciik eozinofilik graniiler sitoplazmali hiicreler karakteristik olarak karisik halde
izlenir. Genellikle biniikleasyon ve periniikleer halolar (koilositik atipi) igeren, kuru
iiztim seklinde tabir edilen burusuk goriinimde, kaba kromatinli niikleuslar izlenir.
Sarkomatoid degisiklik %2-8 oraninda goriiliir (82). Timorler sahip olduklari
niikleer atipi nedeniyle histolojik olarak derecelendirilmemektedir (85). Ozellikle
BHD sendromu, onkositozis ve bazi sporadik vakalarda onkositomlar ile ¢ok

benzeyen histolojik goriiniim olusabilir (58, 86, 87).

13



Elektron mikroskobu ile incelendiginde tiimor hiicrelerinin sitoplazmasinda
defektif mitokondri gelisimi ile iligkili oldugu diistiniilen ¢ok sayida mikrovezikiil
gozlenir. Bu mikrovezikiiller 6zellikle soluk hiicrelerde fazladir, mitokondriler ise
eozinofilik hiicrelerde daha yogun bulunur. Hale kolloidal demir ile bu
mikrovezikiillere uyan alanlarda siklikla diffiiz sitoplazmik boyanma mevcuttur (88).
Immiinohistokimyasal olarak CD117, parvalbiimin ve bobrek spesifik kadherin ve
CKZ7 ile siklikla diffiz pozitif boyanma goriiliir. Vimentin, CK20 ve AMACR ise her
zaman negatiftir (89-93).

Genetik olarak incelendiginde kromozom 1, 2, 6, 10, 13, 17 ve 21‘de kayip
goriiliir (94).

Hastalarin 5 yillik sag kalimi %78-100 arasindadir (63, 82, 83). Tiimor evresi,
sarkomatoid ve rabdoid degisiklikler, nekroz ve kiigiik damar invazyonu sagkalimi
bagimsiz olarak etkiler (82, 84).

2.1.8.4. Diisiik malignite potansiyelli multilokiiler kistik bobrek hiicreli
neoplazi: ince septalarla birbirinden ayrilan ¢ok sayida kistten olusan bir tiimordir.
Hiicreler berrak sitoplazmali, kiigiik niikleuslu diisiik histolojik dereceli (WHO/ISUP
derece 1 veya 2) BHBHK hiicrelerine benzer niteliktedir.

Cok iyi prognozludur, rekiirrens ya da metastaz bildirilmemistir (27, 87, 95).

2.1.8.5. Herediter leiomyomatozis ve bobrek hiicreli karsinom iliskili
bobrek hiicreli karsinom: Karakteristik olarak Krebs dongiisii enzimlerinden olan
Fumarat Hidrataz (FH) geninde mutasyon bulunan hastalarda, deri ve uterus
yerlesimli ¢ok sayida leiomyom ve bunlara ek olarak agresif seyirli bobrek
karsinomu birlikteligi izlenen herediter bir sendromdur (96-98).

Timor tipik genis eozinofilik sitoplazmali, inkliizyon benzeri belirgin
eozinofilik niikleol igeren, biiyiik niikleuslu hiicreler ile Kkarakterizedir. Papiller
yapilardan zengin olmakla birlikte, tiibiiler, tiibiilokistik, solid ve mikst paternler de
izlenebilir (99).

Bu sendromla iliskili bobrek karsinomlarinda erken dissemine hastalik
bildirilmektedir. Diger herediter bobrek karsinomlarmnin aksine kotii prognozludur.
(100).
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2.1.8.6. Toplayiaa duktus karsinomu: Bellini’nin toplayic1 duktuslarmin
esas hiicrelerinden koken alan nadir malign epitelyal bir tiimordiir (101).

Lenf nodu, akciger, karaciger, kemik, adrenal bez ve beyin metastazlarinin
sikligindan dolay1 %70’den fazla hasta tan1 aninda pT3 ya da daha ileri evrededir
(102).

Tipik olarak desmoplastik stroma iginde ¢evre yapilara infiltre olan tiibiiler,
tiibtilopapiller ya da tiibiilokistik tiimérlerdir (103). Tiimor hiicrelerinin sitoplazmasi
genellikle soluk eozinofilik ya da berrak ozelliktedir. Tek belirgin niikleollii
niikleuslar; iri, vezikiiler ve pleomorfik goriinimdedir. (101). Tani igin; medulla
tutulumu, belirgin tiibiiler morfoloji, desmoplastik stroma yanit, yiiksek dereceli
sitolojik Ozellikler, infiltratif bliylime paterni ve diger bobrek hiicreli karsinom alt
tipleri ya da iirotelyal karsinomun yoklugu gibi kriterler 6nerilmektedir (87).

Yaygm ve hizli klinik seyir, tan1 aninda yiiksek metastaz oran1 ve tedavi

yanitinda sinirliliga bagl kotii prognozlu tiimorlerdir (104).

2.1.8.7. Bobrek mediiller karsinomu: Orak hiicreli hemoglobinopatiler ile
iliskili, bobrek medullas1 yerlesimli agresif bir timordiir (105). Literatiirde yaklasik
200 hasta tanimlanmis olup bunlarin biiyiik bir kismi siyahi ve gen¢ hastalardir
(106).

Toplayict duktus karsinomu ile Ortiisen yapisal ve sitolojik oOzellikleri
mevcuttur. Bu tiimoriin aymrict ozelligi adenoid kistik, retikiiler ve mikrokistik
goriiniimiidiir. Miksoid stromal yanit ile iligkili notrofillerden zengin inflamatuar
yanit ve mikroabseler ¢cogu olguda izlenir (107). SMARCBI1 (INI1) kayb1 ve OCT3/4
ekspresyonu tanisal olarak yardimcidir (108, 109).

Olgularin biyiik kisminda metastatik hastalik mevcuttur ve sagkalim aylarla

smirhidir (110).

2.1.8.8. MIT ailesi translokasyonlu bobrek hiicreli karsinom: MiT ailesi
transkripsiyon faktorleri olan TFE3 ve TFEB genlerinin flizyonlar: ile karakterize
morfolojik olarak benzer Gzellikler gosterebilen, nadir izlenen BHK’lerdir. Xpll
translokasyonu TFE3 geni ile iligkiliyken, t(6,11) ise TFEB geni ile iliskilidir (111).
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Cocukluk ¢agi BHK lerinin %40’ 1, eriskin ¢agi BHK lerinin ise %1,6-4’tinii Xp11
translokasyonu bulunan tiimérler olusturmaktadir (112).

Xp11 translokasyonlu BHK’lerde ¢ok sayida psammom cisimcigi ve epiteloid
berrak hiicrelerin olusturdugu papiller yapilar siklikla izlenmektedir. (113, 114).
t(6,11) BHK’lerin en 6nemli ayirt edici 6zelligi ise gevresinde iri epiteloid hiicreler,
merkezinde ise bazal membran materyali etrafinda dizilen kiigiik hiicrelerden olusan
yuva yapilaridir (115).

Xpl1 translokasyonlu BHK i¢in giicli niikleer TFE3 immiinreaktivitesi
(116), t(6,11) BHK i¢in ise giiglii niikleer TFEB immiinreaktivitesi izlenir (117).

Xpl1 translokasyonlu BHK hastalar: i¢in sagkalim berrak hiicreli BKH ile
benzerken, Xp11 translokasyonlu BHK’ler daha yavas seyirlidir (111).

2.1.8.9. Siiksinat dehidrogenaz eksikligi gosteren bébrek hiicreli
karsinom: Siiksinat dehidrogenaz (SDH) genlerinde, 6zellikle de SDHB geninde,
germline mutasyonlar ile karakterize siklikla geng eriskin donemde izlenen, malign
nadir bir timoérdir (118, 119). BHK, paraganglioma veya gastrointestinal stromal
tiimor bu kisilerde izlenebilir.

En 6nemli ayirict morfolojik 6zellik sitoplazmik vakuoller ya da tiftiksi soluk
eozinofilik inkliizyonlarin bulunmasidir. Bunlar fazla sayida olduklarinda kopiiksii
goriiniime neden olabilir. Yiiksek dereceli transformasyon ve sarkomatoid degislikler
izlenebilir (118).

Immiinhistokimyasal olarak karsinom hiicrelerinde SDHB kayb1 tani igin
gereklidir (120).

Biyiik kismi (%75) disiik dereceli, nekroz igermeyen, iyi prognoziu
timorlerdir (118, 119). Sarkomatoid patern, yiiksek niikleer derece ve nekroz
varhiginda metastaz olasiligi artar. Bu 6zelliklerin bulunmasi1 prognozu kotiilestirir

(118).
2.1.8.10. Miisinoz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinom: Miksoid bir stroma

icerisinde atipi icermeyen anastomozlasan tiibiiler yapilar ve igsi hiicrelerin i¢ ige

gecmesiyle olusan nadir bir timérdiir (121).
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Niikleuslar tipik olarak disiik dereceli (122, 123) olmasina ragmen yiiksek
dereceli niikleuslar ve sarkomatoid degisiklikler de izlenebilmektedir (124, 125).
Cogu tiimor yavas seyirlidir fakat yiiksek dereceli degisim gosterenlerde uzak

metastaz ve Slimciil seyir izlenebilir (122, 124, 126).

2.1.8.11. Tiibiilokistik bobrek hiicreli karsinom: Kiigiik- orta boy tiibiiller
ve daha biiyiik kistlerden olusan nadir Kistik bir BHK dir (127).

Timori olusturan kistler; tek sirali, basik, kiibik/kolumnar veya kabara ¢ivisi
goriiniimiine sahip epitel ile doselidir. Stroma fibrotiktir. Orta/iri boyutlu WHO/ISUP
derece 3 niikleole sahip biiyiikk diizensiz niikleuslu hiicreler izlenir (128). Az
diferansiye ve sarkomatoid alanlar igerebilir (129).

Genellikle yavas seyirli olmakla birlikte niiks ve metastaz az sayida vakada

bildirilmistir (128).

2.1.8.12. Edinsel Kkistik hastahk iliskili bobrek hiicreli karsinom: Son
donem bobrek yetmezligi bulunan ve oOzellikle uzun siireli hemodiyaliz géren
hastalarda izlenen edinsel kistik hastalik zemininde en sik gelisen tiimorlerdir (69,
130, 131).

Multifokalite %50’den fazla vakada, bilateralite ise %20’den fazla vakada
izlenir. Ayni timor igerisinde alveoler, tiibiiler, multikistik, papiller ve solid paternler
ve bu paternlerin gesitli kombinasyonlar1 izlenebilir. intra ya da intersitoplazmik
bosluklarin olusturdugu kribriform/mikrokistik/elek benzeri yapilar en sik izlenen
morfolojidir. Timor hiicreleri genis eozinofilik sitoplazmali ve belirgin niikleolliidiir.
Stromada kalsiyum oksalat kristalleri siklikla izlenir (69, 87).

Bu hastalar yakim takip edildiklerinden dolay1 tiimorler erken donemde tani
alir. Bu durum muhtemel iyi prognozla iligkilidir. Rabdoid ve sarkomatoid degisim

olanlar metastaz yapabilir (69, 87, 132).
2.1.8.13. Berrak hiicreli papiller bébrek hiicreli karsinom: Sakin

goriliniiglii berrak hiicrelerden olusan tiibiil ve papilla yapilarindan zengin yavas

gidisli nadir bir timordiir (69, 133).
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Tiibiiler, papiller, asiner, kistik, kurdele benzeri ve solid paternler degisen
oranlarda izlenebilir. Timor, kiibik ya da algak kolumnar epitelyal hiicrelerden
olugmaktadir. Timor hiicreleri belirgin olmayan niikleol igeren, bazal membrandan
uzak yerlesimli lineer dizilim gosteren, uniform niikleuslara sahiptir. (133, 134).
Vakalar genellikle WHO/ISUP derece 1 veya 2’dir (135).

Timor hiicreleri CK7 ile diffiiz sitoplazmik/membrndz, CA X ile ise
karakteristik olarak kupa seklinde membrandz pozitif immiin reaktivite gosterirler
(69, 133).

Su ana kadar bildirilen vakalarda rekiirrens ya da metastaz izlenmemistir (87,

136).

2.1.8.14. Bobrek hiicreli karsinom, smiflandirilamayan: Ayri bir tip
olmayan, tanimlanmis alt gruplar igerisine dahil edilemeyen bir gruptur. Bu grubun
icerisine, su ana kadar tanimlanmis alt gruplarin kombinasyonu olan tiimdrler, miisin
iiretimi olanlar, tanimlanmamis epitel hiicreleri igerenler, diisiik ya da yiiksek
dereceli onkositik tiimorler, saf sarkomatoid morfolojiye sahip olanlar ya da diger
smiflandirilamayan bobrek tiimérleri dahil edilebilir (137). Tanmi verilmeden 6nce
invaziv trotelyal karsinom ve diger bdlgelerden metastaz olasiligi diglanmals,
bunlara ek olarak bobrek kokenli oldugu kesinlestirilmelidir.

Sahip oldugumuz bilgi kisitli olmasma ragmen, prognoz siklikla tan1 anindaki

niikleer derece ve evre ile iliskilidir (138).

2.2. MIKRORNA

2.2.1. Giris

MikroRNA’lar bitkilerden insanlara kadar degisen ¢ok sayida organizmada
transkripsiyon sonrasi gen diizenlenmesinde rol alan, kiigiik, kodlayici olmayan
RNA’lardir (139, 140). Bu RNA'lar diizenleyici 6zelliklerini ya hedef mRNA'y1
parcalayarak ya da translasyonlarini baskilayarak gosterir (140-143).

Insan genomunun yaklasik %1°i miRNA'lara ayrilmistir ve bu miRNA'lar
insan viicudundaki tim mRNA'larin yaklagik tigte birini diizenler. miRNA'lar,

ortalama 20-22 niikleotit gibi kisa uzunlukta olmalariyla diger RNA tiirlerinden
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farklilik gosterir. Buna ek olarak miRNA’lar genomdaki diger genlerden farkli
bdlgelerden kaynaklanir ve benzer organizmalarda yliksek oranda korunan boliimlere
sahiptir (139-144). 1993 yilinda ilk miRNA'nin kesfedilmesinden bu yana (145),
MIRNA kayitlarinda binlerce miRNA geni belgelenmistir (146).

MikroRNA'larm islevlerini degerlendirmek zor olsa da, gelisimsel
zamanlama, doku biiylimesi ve sekillenmesi, tiimor baskilanmasi, hiicre
diferansiyasyonu ve apoptoz gibi olaylarin kontroliinii iceren 6nemli roller ortaya
cikmaktadir (147).

2.2.2. MikroRNA Biyogenezi

MikroRNA genlerinin genom iizerindeki yerlesim yerleri degiskendir. Bazi
genler tek basma bulunurken bir kism1 da diger genlerle gruplar olusturmus olarak
bulunur. Bunun anlami miRNA’lar kendi promoterleri araciligiyla transkripsiyona
ugrayabilir ya da diger genlerin transkripsiyon iiriinlerinden elde edilebilir (147).

MikroRNA'larim biyogenezi, ¢ekirdek ve sitoplazmada kademeli bir sekilde
meydana gelir. Olgun miRNA'lar, primer miRNA (pri-miRNA) ile baslayan bir dizi
béliinme islemi sonucunda ortaya cikan kisaltilmis RNA'lardir (139, 140). ilk olarak
bazi tiirlerde RNA polimeraz II bazi tiirlerde ise RNA polimeraz III aracilifiyla
yaklasik 500-3000 baz igeren sap-ilmik yapisina sahip pri-miRNA sentezlenir (147).
Pri-miRNA zinciri, ¢ekirdek igerisinde ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) spesifik, 6zel bir
riboniikleaz olan Drosha tarafindan islenerek yaklasik 70 niikleotid uzunlugunda pre-
miRNA elde edilir. Daha sonra bu RNA zincirleri Exportin-5 araciligiyla
sitoplazmaya tasmarak Dicer olarak adlandirilan baska bir dsRNA'ya spesifik
riboniikleaz tarafindan yaklasik 22 niikleotit uzunlugunda ¢ift zincirli miIRNA:
miRNA dubleks pargalarina ayrilir (148). miRNA'nin bu olgun formu, translasyonun
baskilanmasi veya hedef RNA'larin dogrudan yikilmasi i¢in gerekli olan RNA ile
indiiklenen susturma kompleksi (RNA-induced silencing complex; RISC) ile
baglanmak i¢in hazirdir. Dubleks yapisindaki miRNA’lardan daha kararli olan1 bu
kompleksin yapisina katilirken, digeri bu kompleks tarafindan yikilir. Kompleksin
yapisina katilan miRNA “kilavuz iplik”, yikilan miRNA ise “anti-kilavuz” olarak
adlandirilir (149) (Sekil 1).
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2.2.3. MikroRNA Fonksiyonlari

MikroRNA’y1 yapisina katan RISC, mRNA translasyonunu durdurabilir ya
da dogrudan mRNA yikimima neden olabilir. Bu fonksiyonlarini hedef genlerde
bulunan ve kendi niikleotidleri ile eslesen diziler sayesinde gerceklestirir (147).

Hayvanlardaki miRNA'lar genellikle 3’ bdlgesindeki Translasyona
Ugramayan Bolge (TUB)’lerdeki kusurlu bir baz eslesmesi nedeniyle hedef
mRNA'larin translasyonunu baskilar (150, 151). miRNA, mRNA'nin 3'TUB’sine
baglanip translasyonu baslatma faktorlerini engelleyerek veya polyA kuyruk
fonksiyonunu bozarak translasyonu Onleme yetenegine sahiptir (141, 152, 153).
Bununla birlikte RISC ile sabit kompleksler olusturan poliribozomlar nedeniyle de

translasyonun devamlilig1 engellenebilir (154, 155).

l;
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Ayrilma
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mRNA vikilmasi

Sekil 1: miRNA biyogenezi ve mRNA’nin posttrankripsiyonel olarak diizenlenmesi
(156)

Translasyon baskilanmasi ile mRNA yikimi arasindaki ayrim, miRNA ile

hedefi arasindaki tamamlayicilik derecesine dayanir. Hayvan miRNA'larinin mMRNA
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yikiliminda fonksiyon gosterebilmesi hedef mRNA'st ile baz eslesmesindeki
neredeyse tam uyusma ile olabilmektedir (157).

Sitoplazmik P-cisimleri, hiicrede mRNA'nin pargalanmasi i¢in yikict enzimler
ve ekzoniikleazlar iceren bolimlerdir. miRNA’lar ayrica P cisimleri ile de iliski
icerisindedir ve mRNA’larin yikilmasi i¢in bu cisimciklere yonlendirilmesi miRNA

bagimlidir (158).

2.2.4. MikroRNA Etkileri

2.2.4.1. Gelisimsel zamanlama: MikroRNA'larin biyogenezi ve fonksiyonu
hakkindaki bilginin ¢ogu, C. elegans'mn gelisimsel zamanlamas1 fonksiyonunda yer
alan miRNA'lar olarak tanimlanan lin-4 ve let-7'nin kesfedilmesiyle saglanan
yaklasimdan kaynaklanmaktadir. Bu miRNA’larin diizenlenmesi ile C. Elegans’in

gelisimsel donemleri devam edebilmektedir (145, 159).

2.2.4.2. Hiicre ¢ogalmasi ve diferansiyasyonu: MikroRNA’lar spesifik ve
hizli etkili diizenleyici gorevleri nedeniyle hiicre ¢ogalmasi ve diferansiyasyonunun
onemli diizenleyicileri olarak kabul edilmektedir. Hiicre béliinmesi bir organizmanin
bliylimesi i¢in zorunlu olsa da, uygunsuz zamanlarda meydana geldiginde
organizmaya zararli olabilir. Bu durum kanserin ayirt edici 6zelligidir ve bir¢ok

miRNA'nin tiimorlerde arttig1 gosterilmistir (147).

2.2.4.3. Apopitoz: Programlanmis hiicre 6liimii olan apopitoz, dokularin
gelismesinde vazgecilmez bir 6zelliktir. Apoptoz ise yaramayan ya da canliya zararlh
hiicrelerin yok edilmesini saglayan bir siiregtir. Apoptoz bir defa aktive edildiginde
kaspaz proteinleri hiicrenin hem yapisal hem de fonksiyonel elemanlarina yapisir. Bu
nedenle hiicre Oliimii veya hayatta kalmasi biiyiilk Olgiide aktif kaspazlarin
kontroliindedir. Kaspazlar hiicre i¢inde hazir oldugundan, diizenlenmelerinde
miRNA'larm rol oynadig: agiktir. Drosophila'nin géziinde, miR-14'"lin yoklugu hiicre
oliim efektorii olan Drice’in artigina neden olur ve bu da miR14'lin apoptoz

inhibitori oldugunu destekler (160).
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2.2.4.4. Kanserler: MikroRNA'lar canlilarin gelisimi igin biiyiik dneme sahip
olsalar da, baskilama 6zellikleri azaldiginda hastaliklarin olusumu ile de iliskilidir.
Bazi miRNA'larin bagka bir onkogen ekspresyonu iizerinde baskilayic1 6zellikler
gosterdigi dolayisiyla tiimor siipresor aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
miRNA’larin ekspresyonunda azalma tiimorogeneze yol agmaktadir. Bu nedenle bu
gruba giren miRNA’lara timor siipresor miRNA’lar denilmektedir (161).

MikroRNA'lar ayni zamanda tiimor siipresor aktiviteye sahip genlerin
baskilanmasi ve apopitoz inhibisyonu gibi olaylar1 da etkileyebilmektedir. Bu etki
tizerinden kanser olusumuna neden olan miRNA’lar ise onkogenik miRNA’lar olarak
isimlendirilir (147).

2.2.5. MikroRNA-21 ve MikroRNA-21’in Bébrek

Karsinomlarindaki Ekspresyon Durumu

MikroRNA-21’in embriyo gelisiminde, organogenez siirecinde organ
sekillenmesinde, immiin sistem hiicrelerinin gelisiminde ve birtakim immiin hiicre
aracili hastalik gelisiminde, epitelyal mezensimal doniisimde ve buna bagli olarak
fibroziste ve son olarak da kanser ve kanser tedavilerinde goriilen ilag direnglerinin
gelisiminde biiyiik rolii vardir (162, 163).

MikroRNA-21'in solid ve hematolojik kanserlerde en sik artis gosteren
miRNA oldugu gosterilmistir (164). Ozellikle meme kanseri (161), glioblastom
(165) ve pankreas kanseri gibi sayisiz kanserde yiiksek oranda eksprese edildigi
bulunmustur (166). Meme kanseri veya glioblastom hiicrelerinin anti-sens miRNA-
21 (antagomiR-21) ile transfekte edilmesiyle miRNA-21'in down regiilasyonu
izlenmistir. Bu tedaviye bagl olarak artan apopitoz sayesinde hiicre ¢ogalmasinin
engellenmesi miRNA-21’in hiicre igerisindeki roliinii kanitlar niteliktedir (166, 167).

MikroRNA-21 pro-apoptotik genleri inhibe ederek onkogen (oncomiR)
olarak iglev goriir. Buna ek olarak, miRNA-21 PI-3 kinaz-Akt sinyal yolunun hayatta
kalma/bliylimeyi tesvik edici aktivitesini antagonize eden bir fosfataz olan tiimor
sipresor PTEN'i hedeflemektedir (168). PI-3 kinaz-Akt/PTEN sinyal yolagi
bozukluklarinin BHK gelisiminde énemli oldugu bilinmektedir. miRNA-21 ise bu
yolagi etkileyerek apopitozu bozar ve tiimorogenezde rol oynar (169). Artmis

MIRNA-21 ekspresyonu, baska bir tiimor siipresor gen olan PDCD4 ekspresyonunu
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post-transkripsiyonel diizeyde negatif olarak kontrol etmekte ve boéylece kanser
hiicresinde motilite, transformasyon ve hiperplaziye neden olmaktadir (170).

Von Hippel Lindau fonksiyonu bulunan (VHL mutasyonu olmayan-vahsi tip)
BK’lerde de mIiRNA-21 ekspresyonunun arttigi bildirilmektedir. Bu sonuglar
VHL/HIF yolagi ile miRNA-21 ekpresyonu arasinda bir iligki oldugu
diistindiirmektedir (171).

miRNA-21, PTEN, PDCD4 ve VHL geni disinda pek ¢ok gen aktivitesi

tizerinde de etkili olarak karsinogenezde rol oynamaktadir (Sekil 2)(172).

Pri-miR-21

Pre-miR-21

NFIB T STAT3 T

miR-21 T

2 v v 2 v v v v
[Maspind/ ][ FasL¢][ RECK ][ PDCD4 | ][ Spry 1/2 4 ][ PTEN | ][T|MP3\I/ ][ANP32A\L ][ TPM1 | ]
I I I} v I}

[ MMPs 1 ][ AP-11 ][ ERK/MAPK 1 ][ AT ][ MMPs ]

v v \ v v
[ KARSINOGENEZ ]

Sekil 2: miRNA-21’in karsinogenez yolaklarma katilimi miR: mikroRNA; pri-miR, primer

mikroRNA; pre-miR, prekiirsor mikroRNA AP-1, activated protein-1; NFI, nuclear factor I; Maspin,
mammary serine protease inhibitor; Fas-L, Fas ligand; Spry 1/2, sprouty homolog 1/2; PDCD4,
programmed cell death protein 4; TPM1, tropomyosin 1; RECK, reversion-induced cystine-rich
protein with Kazal motifs; TIMP3, tissue inhibitor of metalloproteinases 3; ANP32A, acidic nuclear
phosphoprotein 32 family, member A; MMP, matrix metalloproteinase; PTEN, phosphatase and
tensin homologue deleted on chromosome 10; STATS3, signal transducer and activator of transcription

3; JNK, c-Jun N-terminal kinase; MDR, multi-drug resistance; ERK, extracellular signal-regulated

kinase; MAPK, mitogen-associated protein kinase. (172)

2.2.6. MikroRNA-210 ve MikroRNA-210’un Bobrek

Karsinomlarindaki Ekspresyon Durumu

MikroRNA-210 hipoksi durumunda artig gosteren major miRNA olmasi yani

sira mitokondriyal metabolizma, anjiogenez, hiicre ¢cogalmasi1 ve diferansiyasyonu,
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DNA hasar yanit1 ve apopitozda gorevlidir (173). Bunlara ek olarak kanserde hipoksi
durumu, metastaz ve timor invazyonu gibi ¢ok sayida Onemli olay ile de
iliskilendirilmistir (174).

Hipoksi, oksijen konsantrasyonunun belirgin seviyede azaldigr solid
timorlerde en sik neoplastik mikrocevredir. Hipoksi ile ¢ok sayida miRNA
indiiklenmektedir ve bunlar tiimorlerdeki diisiik oksijene karsi gelisen adaptif yanitta
onemli rol oynamaktadir (175). Hypoxia-Inducible Factors(HIFs) hipoksiye yanitta
iyl bilinen ana diizenleyicilerdendir. Cok sayidaki g¢alisma, hipoksik hiicrelerde
hayatta kalmay1 saglamada, miRNA-210 ekspresyon diizeyi artigimnin 6nemine isaret
etmektedir. Ek olarak miRNA-210 hipoksik hiicrelerde ekspresyon diizeyi artisinin
en fazla oldugu miRNA’dir (176, 177). Tim bunlar miRNA-210’un HIFs
diizenleyicisi oldugunu gostermektedir (178).

Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinomlarda HIF-1 ve HIF-2’nin VHL gen
mutasyonlar1 sonucu arttigi bildirilmistir. Bu artisa eslik eden artmis miRNA-210
ekspresyonunun da HIF-1 diizenleyicisi oldugu ve diger hedef genleri de etkileyerek
BHK’lerde hiicre gocli ve invazyon, anjiogenez, mitokondriyal metabolizma,
apopitoz, DNA hasar tamiri ve hiicre hayatta kalmasi ile iligkili oldugu goriilmiistiir
(179, 180).

MikroRNA-210’un meme, akciger, bas-boyun, pankreas ve glioblastom gibi
¢ok sayida tiimoriin ilerlemesinde onkojenik 6zellikler gosterdigi bilinmektedir (173,
181). Bunlara ek olarak anjiogenezi destekleyici 6zelligi nedeniyle metastazlar1 da
kolaylastirmaktadir. Fakat over karsinomlari, 6zefagus ve larinksin skuaméz hiicreli
karsinomu gibi bir grup tiimorde de hiicre ¢ogalmasi, apopitoz ve mitoz
diizenlenmesindeki etkileriyle timor siipresor roller tistlendigi bildirilmektedir (5,

182).

2.2.7. MikroRNA’larin Klinik Kullanimlar

MikroRNA ekspresyon profilleri, timorleri kokenlerine, (164, 183)
diferansiyasyon durumlarina ve gelisimlerine gore (184) smiflandirmada ve teshis
amaciyla kullanilabilir. Sadece 200 adet miRNA gen ekspresyonuna dayanan

mMIRNA ekspresyon profili, ¢ogu tanidaki az diferansiye timori basariyla
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smiflandirmis, oysaki yaklasik 16.000 adet protein kodlayan gen iceren mRNA
profili bu smiflandirmada basarisiz olmustur (183).

Bu bulgular miRNA profillemesinin mRNA profillemesinden ¢ok daha
bilgilendirici oldugunu gostermektedir. Ayrica prognostik miRNA ekspresyon
ozellikleri tanimlanabilmis tiimor gruplarinda yiiksek ilerleme riski, kotii sagkalim
veya metastaz varligr gibi Ozellikler Ongorebilir (185-187). Bunlara ek olarak
miRNA'lar kanser dnleme veya terapdtik miidahale i¢in hedef veya arac¢ olabilir

(188).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. OLGU SECIMi

Bu c¢ahismada; 2012-2018 yillar1 arasinda Istanbul Egitim ve Arastirma
Hastanesi iiroloji servisi tarafindan opere edilmis, Istanbul Egitim ve Arastirma
Hastanesi patoloji laboratuarinda incelenmis ve bobrek karsinomu tanisi almis
hastalar, hastanemizin elektronik arsivi geriye doniik (retrospektif) olarak
incelenerek saptandi. Operasyon Oncesi kemoterapi veya radyoterapi almamus, ek bir
malignitesi bulunmayan hastalar belirlendi. Hastalar iginde metastazi bulunanlardan,
metastatik odaklar1 Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde cerrahi olarak
¢ikarilmig hasta grubu tespit edildi. Calismaya bobrek tiimori tanili 55 olgu (35 adet
BHBHK, 11 adet KBHK, 9 adet PBHK) ile mevcut olgular i¢inde metastatik odak
iceren 9 metastatik olgu dahil edildi.

Olgulara ait hematoksilen ve eozin (H&E) boyali ve immiinohistokimyasal
boyama lamlar1 arsivden ¢ikarildi. Primer olgularin bloklarinda molekiiler ¢alisma
icin yeterli timor ve saglikli bobrek dokusu bulunan ve metastatik odaklara ait
bloklarinda molekiiler calisma igin yeterli tiimor bulunan hastalar belirlendi.
Olgulara ait lamlar iki farkli gézlemci tarafindan yeniden degerlendirildi. Olgularin
histolojik derecelendirme ve evrelemesi WHO 2016 siniflamasina gore yapilda.
Olgularda sarkomatoid / rabdoid doniisiim, lenfovaskiiler invazyon, renal ven ve
biiyiilk damar invazyonu / trombiisii ve nekroz gibi 6zellikler belirlendi. BHBKK
olgularindan WHO/ ISUP derece 1 ve 2 olanlar ‘diisiik dereceli’, WHO/ ISUP derece
3 ve 4 olanlar ise ‘yiiksek dereceli’ grup olarak ayrildi.

Timdr ve metastaz odaklarma ait H&E boyali lamlarda timdrii en iyi
yansitan, nekroz ve kanama alanlarindan fakir alanlar belirlendi. Benzer sekilde
bobrek rezeksiyon materyallerine ait H&E boyali kesitlerde, inflamasyon ve
kanamadan fakir saglikli bobrek dokusunu igeren alanlar belirlendi. Molekiiler
caligmalarda ilgili parafin bloklar kullanild1.

Hastalara ait klinik bilgilere - yas, cinsiyet, tibbi 6zgegmis ve soygegmis,
basvuru yakinmasi, yapilan cerrahinin tiirli, metastaz varligi, cerrahi sonrasi tedavi ve
takip bilgileri gibi- multidisipliner ¢alisma grubunun klinik hekimleri ile temasa

gegilerek ve/veya bir kisim olguda hastanenin elektronik arsivinden ulasildi.
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Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulunun 07/12/2018 tarihinde yapilan toplantisnda ETIK
KURUL: 1555 sayili raporu ile ¢alisma igin onay alimmustir. (Bkz. EK-1)

Bu tez ¢ahismasi Saglik Bilimleri Universitesi (SBU) Bilimsel Arastirma
Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir. (Proje No: 2019/022)

3.2. YONTEM

3.2.1. Dokularin Mikrosantrifiij Tiipiine Aktarimi

Secilen her bir olguya ait H&E boyali kesitlerde nekroz, inflamasyon ve
hemoraji igermeyen tiimérden zengin doku yani sira saglikli bobrek parankimi igeren
alanlar, Olympus BXS53 (Olympus, Tokyo, Japan) 1sik mikroskobu altinda
isaretlendi. (Sekil 3). Cerrahi olarak ¢ikarilmis metastatik dokulara ait H&E boyali
kesitlerde de nekroz, inflamasyon ve nekroz igermeyen alanlar, Olympus BX53
(Olympus, Tokyo, Japan) 1s1k mikroskobu altinda isaretlendi. Secilen H&E boyali
kesitlere ait arsivdeki formalinde fikse parafine gémiilii doku bloklarindan 5’er um
kalmliginda, 2-10 sayida doku kesitleri alindi. Isaretli alanlarmn izdiisiimiine uyan
alan disindaki alanlar 11 numarali bisturi ucu ile uzaklastirildi. Isaretli alanlar
(ttimor, saghkli bobrek parankimi ve metastatik timor) 11 numarali bisturi ucu

yardimiyla steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine alind1.

3.2.2. Deparafinizasyon — RNA izolasyonu

Tiiplere aktarilan doku kesitlerinden, deparafinizasyon ve rehidrasyon sonrasi
RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE, Thermo Fisher Scientific
Inc. , Foster City, CA, USA, katalog no. AM1975’ kullanilarak, asagidaki protokole
uygun RNA ekstraksiyonu yapildi.
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Sekil 3: H&E boyali kesitlerde tiimorlii ve saglikli bobrek alanlarmin isaretlenmesi

Parafini uzaklastirmak i¢in doku kesitleri igeren mikrosantrifiij tiipleri
icerisine 1 ml ksilen eklendi ve 30 sn vortekslendi. Vortekslenen oOrnekler
‘Eppendorf 5417 R’ santrifiij cihazinda 14.000 rpm’de 2 dakika santriflij edildi.
Santriflij edilen 6rnekler, parafinin erimesi i¢in 50°C’deki 1s1 bloklarda 3 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrast 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilerek pellet
olusturuldu. Pipetleme ile doku pelletine dokunmadan siipernatant uzaklastirildi.
Ksilen ekleme ve devamindaki islemler tekrarlanarak olusan siipernatant tekrar
uzaklastirildi

Ksileni uzaklastirmak i¢in, mikrosantrifiij tiipiindeki pellet tizerine 1 ml
%100’lik etanol eklendi ve 30 sn vortekslendi. 14.000 rpm’de 2 dakika santrifiij
edildi ve pellet olusturuldu. Pipetleme ile doku pelletine dokunmadan, siipernatant
uzaklastirildi. Bu islem bir kez daha tekrarlandi. Tiip icerisinde kalan doku pelleti
biyolojik kabin icerisinde tiipler agz1 acik sekilde 50°C’deki 1s1 bloklarinda 20 dk
doku tamamen kuruyana ve olasi etanol buharlasana kadar inkiibe edildi.

Daha sonra dokuyu pargalamak i¢in, her mikrosantrifiij tiipi igerisindeki

deparafinize edilmis doku 6rneginin lizerine 200 pl ‘Lizis Buffer’ ile 4 ul proteaz
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eklendi ve diisilk hizda vortekslendi. 14.000 rpm’de 15 sn santrifiij edildi.
Mikrosantrifiij tiipleri 50°C’deki 1s1 bloklarinda gece boyunca inkiibe edildi.
(Sekil4).

Mikrosantrifiij tlipleri i¢indeki dokunun tamamen pargalandigi goriildiikten
sonra, mikrosantrifiij tiipleri 80°C’deki 1s1 bloklarinda 15 dk inkiibe edildi. Tiipler
soguduktan sonra 14.000 rpm’de 15 sn santrifiij edildi. RNA izolasyon kiti igerisinde
bulunan filtreli tiip ve toplama tiiplerinden her bir vaka i¢in birer adet hazirlandi. Her
bir mikrosantrifiij tiipiine 240 pl ‘Izolasyon Katki Maddesi’ adli soliisyon ve 550
nl%100’liik etanol eklendi ve pipetlenerek karistirildi.

Bu karisimlarin 700’er pul’si hazirlanan her bir filtreli tiipe aktarildi ve 10.000
rpm’de 30 sn santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipii atilarak, yenisi filtreli
tiiplin altina yerlestirildi. Mikrosantrifiij tiipli icerisindeki karigimin kalani, filtreli
tiipe aktarilarak bu islem tekrarlandi. Daha sonra filtrenin yikanmasi asamasina
gecildi.

Toplama tiiplindeki filtreli tiiplin merkezine ekstraksiyon kiti icerisinde
bulunan ‘Yikama 1’ adli soliisyondan 700 pl eklendi ve 10.000 rpm’de 30 sn santrifiij
edildi. Santrifilij sonras1 toplama tiipii atild1 ve yenisi filtreli tiipilin altina yerlestirildi.

Filtreli tiipiin merkezine ekstraksiyon kiti igerisinde bulunan ‘Yikama 2/3°
adl soliisyondan, 500 ul eklendi ve 10.000 rpm’de 30 sn santriftij edildi. Santrifiij
sonrasi toplama tiipii atildi. Yeni toplama tiipii, filtreli tiipiin alta yerlestirildi. Filtre
icerisinde kalan sivinin tamamen uzaklastirilmasi i¢in toplama tiipti ve filtreli tiip
tekrar 10.000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi. Santriflij sonras1 toplama tiipti atildi.
Yeni toplama tiipii, filtreli tiipiin altina yerlestirildi.

Her tiip igerisine DNA bulasini engellemek i¢in ekstraksiyon kiti igerisinde
bulunan; 6 pl 10x DNaz Buffer, 4 pul DNaz ve 50 pl nukleaz igermeyen su ile
hazirlanmig, toplamda 60 ul hacmindeki karisim filtreli tiiptin merkezine eklendi ve
oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda yikama asamasina
gecildi. Filtreli tiipler lizerine ‘Yikama 1’ adl soliisyondan, 700 pl eklendi ve oda
sicakliginda 60 sn bekletildi. Toplama tiipii ve filtreli tiip 10.000 rpm’de 30 sn

santrifiij edildi. Santriflij sonrasi toplama tiipii atild1. Yeni toplama tiipi, filtreli tiiplin
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Sekil 4: Deparafinizasyon akis semas1*

*Gizem Narli, Akciger ve Bas Boyun Bolgesi Skuamoz Hiicreli Karsinomlarinda miRNA Ekspresyon
Profilinin Anatomik Lokalizasyonunun Tespitine Katkist ( Tipta Uzmanlik Tezi, Istanbul Sultan 2.
Abdiilhamid Han E.A.H, 2016), 83

altina yerlestirildi. Filtreli tliplin merkezine ekstraksiyon kiti igerisinde bulunan
“Yikama 2/3° adli soliisyondan, 500 pl eklendi. Toplama tiipii ve filtreli tiip 10.000
rpm’de 30 sn santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi toplama tiipii atildi. Yeni toplama
tiipdi, filtreli tliplin altina yerlestirildi. Ayni islem bir kez daha tekrarlandi. Filtre
icerisinde kalan sivinin tamamen uzaklastirilmasi i¢in toplama tiipii ve filtreli tiip
10.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Santriflij sonrast toplama tiipii atildi. Yeni
toplama tiipii, filtreli tiiplin altina yerlestirildi. Filtreli tiip icerisine 60 pl ‘eliisyon
soliisyonu’ eklendi ve oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Toplama tiipii ve filtreli
tip 14.000 rpm’de 1 dk santrifiij edilerek total RNA izolasyon islemi tamamlandi
(Sekil 5).
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Sekil 5: RNA izolasyonu akis semast™*

*Narl, Akciger ve Bas Boyun Bélgesi Skuaméz Hiicreli Karsinomlarinda miRNA Ekspresyon

Profilinin Anatomik Lokalizasyonunun Tespitine Katkist, 85
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Elde edilen RNA’larin konsantrasyonun belirlenmesi i¢in ‘Nanodrop 1000, Thermo
Scientific, USA” spektrofotometre cihazi kullanildi. Olgiim igin 1,5 ul RNA
kullanildi. 260, 230 ve 280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik 6lgiim yapildi.
RNA safligini degerlendirmek i¢in OD 260 nm/ OD 280 oranina bakildi. Bu oranin
1,9-2,1 arasinda bulundugu RNA’lar saflik ag¢isindan ¢aligmaya elverisli kabul edildi.
Her bir 6rnege ait RNA konsantrasyonlar1 ol¢iiliip tiiplerin {izerine not edildi. Bu

asamadan sonra RNA’lar -20°C’de muhafaza edildi (Sekil 6).

- 20°C

Sekil 6: RNA konsantrasyonun belirlenmesi*

*Narl, Akciger ve Bas Boyun Bélgesi Skuaméz Hiicreli Karsinomlarinda miRNA Ekspresyon

Profilinin Anatomik Lokalizasyonunun Tespitine Katkist,85

3.2.3. Total RNA’dan Komplementer DNA Sentezi

Her bir 6rnege ait 10 nanogram total RNA’dan ‘TagMan™ MicroRNA
Reverse Transcription Kit Thermo Fisher Scientific Inc, USA, katalog no. 4366596’
kullanarak revers transkripsiyon islemi ile c-DNA sentezi gerceklestirildi. Her bir
ornekten; MIRNA-21 ve miRNA-210 hedef miRNA’larma ve RNUG6b endojen
kontrol miRNA’sina yonelik, 3 ayr1 c-DNA sentezi yapildi.

TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit i¢inde bulunan 100 mM
dNTPs, 50 U/uL MultiScribe™ Revers Transkriptaz enzimi, 10X revers transkriptaz
buffer, 20 U/uL RNaz inhibitér, DNAaz/ RNAaz icermeyen distile su ile poliprolen
tiip igerisine son hacmi 7 pL olacak sekilde Tablo 5’de belirtilen hacimler baz
alinarak, pipetleme swrasinda olusabilecek kayiplar da goz oOniinde bulundurulup,
ihtiya¢ duyulan revers transkripsiyon master miks hacminin, %10 fazlasini i¢eren

master miksi hazirlandi.
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Tablo 5: 15 pl’lik revers transkripsiyon reaksiyonu i¢in hazirlanan revers

transkripsiyon master miks icerigi

Soliisyon 15 pP’lik revers transkripsiyon

reaksiyonu icin kullanilacak miktar

100mM dNTPs (dTTP ile birlikte) 0.15 uL

MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 1.00 uL.

50 U/uL

10X Reverse Transcription Buffer 1.50 uL

RNase Inhibitor, 20 U/uL. 0.19 uL

DNAaz/ RNAaz i¢cermeyen distile su 4.16 uL
Total miktar 7 pL

Hazirlanan master miksler 96 kuyucuk igeren pleytlerde belirlenmis alanlara
dagitildi (Sekil 7). ‘TagMan™ MicroRNA Assay Thermo Fisher Scientific Inc,
USA, katalog no. 4440887 kiti igerisinde bulunan 5X RT primerden 3 uL ve total
RNA o6rneklerinden 5 pLL her bir kuyucuga eklendi. Kontaminasyon kontrolii i¢in;
her pleyte her bir hedefe yonelik, 1.00 uL. DNAaz/ RNAaz igermeyen distile su
iceren karisimlar da hazirlandi.

Hazirlanan pleytler hafifce vortekslendi ve santrifiij edildi. Revers
transkripsiyon islemi, Veriti 96 kuyucuklu termal dongii cihazinda (ABI, Applied
Biosystems, USA), reaksiyon hacmi 15 pl’e ayarlanarak, Tablo 6°da belirtilen
kosullarda gerceklestirildi. Sentezlenen c-DNA’lar kullanilincaya kadar -20°C’de

saklandi.
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Istanbul Sultan 2. Abdulhamid Han E.A.H. Molekiiler Patoloji Laboratuvarn
miRNA-RT-cDNA-Worksheet Date: 19/01/20
1 REACTION MASTER MIX
Reagent 38
Nuclease free water 416 158,08
10X RT Buffer 1,5 57
100mM dNTPs 0,15 57
MultiScribe™ 1 38
5X RT primer 3 114
RNase Inhibitor 0,19 7,22
RNA (10 ng) + H20 5
Total 15 570
21/210/RNU6B |conc |rna [su 3 x 12lik MiX
1 |57-T 84 MiX
2 |57-N 36 PRIMER
3 |s58T 10'ar dagit
4 [58-N
5 |59-T 5X RT Primer sulandir
6 |59-N 25 ul 20X RT primer
7 |60-T 75 ul su
8 [60-N
9 |61-T 16 C 30 min [ 1 cycle
10 |61-N 42 C 30 min [ 1 cycle
11|NTC 85 C 5min_[1cycle
4C oo

Sekil 7: RT-cDNA calisma sablonu 6rnegi

3.2.4. Kantitatif Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

miRNA Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu 7500 real time PCR sisteminde
(ABI, Applied Biosystems, USA) gergeklestirildi. Her bir hastanin timorli ve
timorsiiz orneklerine ait miRNA-21 ve miRNA-210 hedef miRNA’larma yonelik
PCR karigimlari, RNU6b endojen kontrol ve RNA igcermeyen kontaminasyon
ornekleri ile beraber ayni anda 96 kuyucuklu pleytlerde hazirland1.

Tablo 6: Revers Transkripsiyon i¢in siire-sicaklik programi

Basamak Siire Sicaklik
Bekleme 30 dk 16 °C
Bekleme 30 dk 42 °C
Bekleme 5dk 85°C
Bekleme 0 4
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1 pl ‘TagMan™ MicroRNA Assay, Thermo Fisher Scientific Inc, USA,
katalog no. 4440887))’ de bulunan floresan isaretli 20X primer, 10 pl TagMan
Universal PCR Master Miks (Thermo Fisher Scientific Inc, USA, katalog no.
4304437), 7.67 uL DNAaz/ RNAaz icermeyen distile su ve her bir hedef miRNA’ya
ait 1.33 ul c-DNA iriinii ile son hacmi 20 puL olacak sekilde, PCR karigimlari
hazirlandi. Ayni oOrnekler 3 defa (triplicate) ¢alisildi. Pipetleme sirasinda
olusabilecek kayiplar gz Oniinde bulundurularak, ihtiya¢ duyulan hacmin, %10
fazlasini igeren PCR karigimi hazirlandi (Tablo 7).

Tablo 7: 20 ul’lik qRT-PCR reaksiyonu i¢in kullanilacak soliisyon miktarlari

20 pul’lik gRT-PCR
Soliisyon reaksiyonu icin kullanilacak

soliisyon miktarlar

Tek reaksiyon  Ug reaksiyon

TagMan® Small RNA Assay (20 X) 1.00 pLL 3.60 uL
Revers transkripsiyon ile sentez edilen c-DNA 1.33 uL 4.80 uL
urini

TagMan® Universal PCR Master Mix I1 (2 X) 10.00 pL 36.00 puL
Niikleaz icermeyen steril su 7.67 uL 27.61 uL
Toplam hacim 20.00 pL. 72.01 pL

Hazrrlanan QRT-PCR karisimlar1 96 kuyucuklu pleytlerin, c¢alisma
sablonunda belirlenmis alanlarina eklendi. Revers transkriptaz pleytinde, her bir
hedefe yonelik kontaminasyon kontrolii i¢in kullanilan, distile su iceren c-DNA
orneklerinin 1,33 pL’si de qRT-PCR pleytine eklendi (Sekil 8). Pleytler NF 800/R
santrifiij cihazinda 1 dk santrifiij edildi ve QRT-PCR reaksiyonu i¢in real time PCR
cihazna yiiklendi. 7500 real time PCR cihaz1 reaksiyon hacmi 20 pl ayarlanarak
Tablo 8’de belirtildigi gibi amplifikasyon iglemi gerceklestirildi. 7500 real time PCR
cihazinda 7500 software v2.0.6 ile floresan isima miktarlari, 40 siklus boyunca
olciildii (Sekil 9).
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istanbul Sultan 2. Abdulhamid Han E.A.H Molekiiler Patoloji Laboratuvari
miRNA-21-210-RNU6B PCR-Worksheet Date: 19/01/20
1 REACTION | MASTER MIX 95 C 10 min 1 cycle
Reagent 36 95 C 15 sec
Small RNA Assay 40 cycle
1 36
(20X) 60 C 1 min
Universal PCR
Master Mix Il (2X) 10 ol
4C ot
Nuclease-free water 7,67 276,12
Product from RT 1,33 mir 62 4.2 cdna
Total 20 720 ntc 19
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al 57T 57-N | 58-T | 58-N | 59-T [ 59-N | 60-T [ 60-N| 61-T 61-N 57-T NTC
21 21 |21 |21 |21 |21 | 21 | 2 21 21 rnuéb 21
B| 57T 57-N | 58-T [ 58-N | 59-T [ 59-N | 60-T [ 60-N| 61-T 61-N 57-N
21 21 |21 |21 |21 |21 | 21 | 21 21 21 rnuéb
c| s&7-T 57-N | 58-T | 58-N | 59-T | 59-N | 60-T | 60-N |  61-T §1-N 58-T
21 21 |21 |21 |21 |21 |21 | 2 21 21 rnuéb
D| 57T 57-N | 58-T [ 58-N | 59-T [ 59-N | 60-T [ 60-N| 61-T 61-N 58-N NTC
210 210 | 210 | 210 | 210 | 210 | 210 | 210 210 210 rnuéb 210
g| 57T 57-N | 58-T | 58-N | 59-T | 59-N | 60-T | 60-N 61-T 61-N 59-T
210 210 | 210 | 210 | 210 | 210 | 210 | 210 210 210 rnubb
F 57-T 57-N | 58-T | 58-N | 59-T | 59-N | 60-T | 60-N |  61-T 61-N 59-N 61-T
210 210 | 210 | 210 | 210 | 210 | 210 | 210 210 210 ruéb | rnubb
G| 57T 57-N | 58-T | 58-N | 59-T | 59-N | 60-T | 60-N 61-T 61-N 60-T 61-N
rnubb rnubb | rnubb | rmubb|rmubb|rmubb|rmubb|rmubb rnubb rmubb rnubb rmubb
H| 57T 57-N | 58-T | 58-N | 59-T | 59-N | 60-T | 60-N |  61-T 61-N 60-N NTC
rmubb rnubb | rnubb | rmubb|mubb|rmubb|rmubb|mubb rnuéb rnubb rmubb rmubb

Sekil 8: miRNA calisma sablonu 6rnegi

Tablo 8: 7500 RT-PCR cihazi miRNA gRT-PCR i¢in siire-sicaklik programi

Enzim PCR
aktivasyonu
Basamak 40 siklus
Bekleme Denatiirasyon Primer baglanmasi
ve zincir uzamasi
Sicakhk 95°C 95°C 60°C
Siire 10 dakika 15 saniye 60 saniye
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3.2.5. Hedef miRNA Ekspresyon Verilerinin Normalizasyonu ve

Ekspresyon Profillerindeki Degisikliklerin Belirlenmesi

7500 real time PCR cihazinda, 7500 software v2.0.6 ile her 6rnek igin
ARN’de oOnemli artisin oldugu ilk siklus, yani floresan sinyal miktarmin,
gozlemlenebilmesi igin gereken minimum degeri gectigi dongii olan Cr (cycle
threshold) degeri tespit edildi. QRT-PCR uygulamalarinda, verilerin kantitatif olarak
birbiriyle karsilastirilabilir olmasi i¢in, her dokuda esit miktarda ekspresyonu oldugu
diistiniilen referans genlere olan farkinin alinmasi ve bunun PCR uygulamasindaki
logaritmik c-DNA kopya sayist artisiyla, iliskilendirilmesi gerekir. Bu isleme
normalizasyon denir. Caligmada qRT-PCR normalizasyonu i¢in AACT yontemi
kullanilmistir. Endojen kontrol i¢in tiim hiicrelerde esit diizeyde ekspresyonu oldugu
diisiiniilen referans miRNA olarak secilen RNU6b kullanilmustir.

Elde edilen Ct degerleri kullanilarak, 6rneklere ait AACT (AACT = (Timorli
dokuya ait hedef miRNA’nin Cy degeri - Tumoérlii dokuya ait endojen kontrol
miRNA’nin (RNUG6b) Ct degeri) — (Normal dokuya ait hedef miRNA’nin Ct degeri -
Normal dokuya ait endojen kontrol miRNA’nin (RNU6b) Cr degeri)) degeri
hesaplandi. Metastatik odaklarda ise normal bobrek dokusuna gore ; AACT (AACT =
(Metastatik odaga ait hedef miRNA’nin Ct degeri - Metastatik odaga ait endojen
kontrol miRNA’nin (RNU6b) Ct degeri) — (Normal Bobrek dokusuna ait hedef
miRNA’nin Ct degeri - Normal Bobrek dokusuna ait endojen kontrol miRNA’nin
(RNUG6b) Ct degeri)) degeri ayrica hesaplandi.

Timorli ve metastatik dokuda, normal dokuya gore hedef miRNA’nin
ckspresyon seviyesindeki degisiklik olan “fold change” ise 2T formiilii ile
hesaplandi (189, 190).

3.2.6. Istatistik Analiz

Calismada, tiim istatistiksel analiz i¢in SPSS v15.0 kullanildi. Timorli ve
metastatik dokuda, normal dokuya gore hedef miRNA’nin ekspresyon seviyesindeki
degisiklik olan “fold change” degerlerinin log2 doniisiimii uyguland:. Istatistiksel

analizlerin tamaminda bu doniistiiriilmiis veriler kullanild1.
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MikroRNA 21 ve miRNA 210’un ekspresyon diizeylerinin normal dagilima
uygunlugu ve varyanslarin homojenligi sirast ile Kolmogorov-Smirnov ve Levene

test ile degerlendirildi.
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Sekil 9: Real time PCR sonrasi 6rneklerdeki miRNA amplifikasyon degerleri (sol) ve
PCR 0Orneklerinin 96 kuyuluk pleytlerdeki yerlesimleri (sag)

Histolojik alt tiplere gére miRNA ekspresyon diizeyindeki farklilik analizi tek
yonlii ANOVA ve Tukey’s HSD testleri ile yapildi. Primer tiimor ve metastatik odak
arasinda miRNA ekspresyon farklilig1 paired-t-test ile incelendi. Parametrik verilerde
korelasyon degerlendirmesi Pearson testi ile yiiriitiildii. Histolojik alt tip ve metastaz
varlig1 belirlemede miRNA ekspresyon diizeylerinin ayirt edici degeri ROC
(Receiver Operating Charecteristic) egrisi analizi ile incelendi. Genel sagkalim ve
miRNA ekspresyonu arasindaki iliski Cox regresyon testi ile degerlendirildi.

Istatiksel anlamlilik %95 giiven diizeyinde test edildi (a=0,05).
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4. BULGULAR

4.1. DEMOGRAFIK VE KLINiK BULGULAR

Hastalarin 38’1 erkek (%69,1), 17°si kadin (%30,9)  idi. Hastalarin tani
anmdaki yas aralig1 38-81, yas ortalamasi 62,27+11,70, ortanca degeri ise 65 olarak
saptandi. Erkek ve kadin yag ortalamalar1 sirasi ile 63,00 (61,32+12,13) ve 67,00
(64,41£10,70) olarak hesaplanmistir (p=0,391, Mann-Whitney U test). Erkek ve
kadin hastalar arasinda tan1 anindaki yas istatiksel olarak anlamli bulunmamastir.

Vakalardan 10 tanesine cerrahi prosediir olarak parsiyel nefrektomi, 45
vakaya ise radikal nefrektomi uygulanmis olup operasyon sonrasi takip siireleri
ortalama 40,08+22,23 aydir. 27 vakada timor sag bobrek yerlesimli, 28 vakada ise
sol bobrek yerlesimliydi. Tiimor yerlesimi bobrek {izerinde tst-alt kutup ve orta
bolge yerlesimi olmak iizere benzer dagilim gostermekteydi. Timor ¢ap araligr 1,5-
13,5 cm olup ¢ap ortalamas1 5,56+2,51 cm; ortanca deger 4,7 cm olarak saptandi. 4
olguda birden fazla odakta timér izlenmis olup bunlardan 3’ BHBHK digeri ise
PBHK’idi.

Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinomlarin 2’sine ve PBHK’lerin 1’ine
papiller adenom; BHBHK’lerin 1’ine basit kist; PBHK’lerin 1’ine metanefrik
adenom ve bobrek taslar1 eslik etmekteydi.

Hastalarin takiplerinde 6liim orani erkeklerde %18, kadinlarda %12 olup
(ortalama 9%16) istatistiksel olarak cinsiyetler arasinda anlamli 6liim oranmi farki
saptanmadi (p=0,705, Chi-square test). Olen hastalarin ortalama operasyon sonrasi
yasam siiresi 29,78+25,28 ay olarak saptandi. Hastalarda klinik takip siirecinde %27
oraninda (14 BHBHK 1 PBHK hastasinda) metastaz gelistigi goriildii. Hastalarin
%35,5’inde ise takip siirecinde ikincil kanser gelisimi goriildii (parotis, akciger, meme

kaynakli). Olen hastalarin %91’inde 6liim nedeni kanser metastazina bagh idi.

4.2. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Otuz bes BHBHK, 11 KBHK ve 9 PBHK tanili vaka olmak iizere toplam 55
olgu ¢alismaya dahil edildi (Sekil 10). Bunlara ek olarak BHBHK grubunda mevcut

metastaz dokusuna ulasilabilen 2 akciger, 1 kolon, 1 pankreas, 1 beyin, 1 medulla
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spinalis, 1 kemik, 1 bobrek iistii bezi ve 1 adet deri metastazi olmak {izere toplam 9

olgu metastaz dokusu grubunu olusturmak {izere ¢alismaya dahil edildi.

Histolojik Tip

m Berrak hiicreli bobrek hiicreli
karsinom

B Kromofob bobrek hiicreli
karsinom

1 Papiller bobrek hicreli
karsinom

Sekil 10: Histolojik tiplerin dagilimi

Histolojik  tiplerden bagimsiz olarak WHO/ ISUP derecesi ile
degerlendirilebilen 44 olgudan (BHBHK ve PBHK vakalari) 2 tanesi WHO/ ISUP
derece 1, 13 tanesi WHO/ ISUP derece 2, 21 tanesi WHO/ ISUP derece 3 ve 8 tanesi
WHO/ ISUP derece 4 olarak saptand1 (Sekil 11).

ISUP derecesi
20
‘:’5 15
>
<
2 10
=
o0
© 5
0
ISUP 1 ISUP 2 ISUP 3 ISUP 4
m |SUP BHBHK 2 9 17 7
H |ISUP PBHK 0 4 4 1

Sekil 11: WHO/ ISUP derecelerinin berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom
(BHBHK) ve papiller bobrek hiicreli karsinom (PBHK) vakalarindaki dagilimi
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Histolojik tip dagilimlarina gore olgulara baktigimizda BHBHK ’lerde 2 olgu
WHO/ ISUP derece 1, 9 olgu WHO/ ISUP derece 2, 17 olgu WHO/ ISUP derece 3, 7
olgu WHO/ ISUP derece 4; PBHK’lerde 4 olgu WHO/ ISUP derece 2, 4 olgu WHO/
ISUP derece 3, 1 olgu WHO/ ISUP derece 4 olarak degerlendirildi.

WHO/ ISUP derece 4 tiimor olgularinin 1’inde sadece sarkomatoid
diferansiyasyon, 4’iinde ise sadece rabdoid diferansiyasyon mevcuttu. Bu olgulardan
3’tinde degisen oranlarda hem sarkomatoid hem de rabdoid diferansiyasyon bir arada
mevcuttu. Sarkomatoid ve rabdoid diferansiyasyonlar c¢ogunlukla BHBHK’de
izlenirken, 1 olguda rabdoid diferansiyasyon PBHK’de izlenmekteydi. Olgularda
sarkomatoid diferansiyasyon orani % 5-30 arasinda, rabdoid diferansiyasyon orani
ise % 5-80 arasinda degismekteydi.

Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinomlardan 15 tanesinde, PBHK ’lerden 5
tanesinde, KBHK’lerden 1 tanesinde nekroz izlendi. Tiimér igerisinde izlenen nekroz
oranlar1  %?2-90 arasinda degismekte 1idi. Lenfovaskiiller invazyon BHBHK
olgularinm 7’sinde mevcutken, KBHK ve PBHK olgularinda izlenmedi.

BHBHK ’lerin 2’sinde, PBHK lerin 1’inde ise renal ven ve dallarinda timor
trombiisii mevcuttu. BK’lerde patolojik evre dagilimlarina bakildiginda 16°s1 Tla,
15’1 T1b, 9’u T2a, 13’1 T3a ve 2’si T4 olarak saptandi (Sekil 12).

Patolojik Evre

2; 4%

B Tla

ETlb
T2a

HT3a
T4

Sekil 12: Calisma grubundaki vakalarin patolojik evrelerinin yiizdelik dilime gore

dagilimi
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Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom ve PBHK’lerde vakalarin WHO/
ISUP derecelerine ve patolojik evrelere gore dagilimlart Tablo 9’da verilmistir
(Tablo 9). KBHK’lerde ise patolojik evreler Tla: 3; T1lb: 2; T2a: 5; T3a: 1 seklinde

dagilim gostermekte idi.

Tablo 9: Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom ve papiller bobrek hiicreli

karsinomlarda vakalarin WHO/ ISUP derecelerine ve patolojik evrelere gore

dagilimlar
WHO/ ISUP DERECESI

HISTOLOJIK TiP 1 2 3 4 TOPLAM
Berrak Tla 2 5 6 0 13 (%37,1)
Hiicreli T1b 0 3 5 0 8 (%22,9)
Bobrek Patolojk T2a 0 0 1 0 1(%2,9)
Hiicreli Evre T3a 0 1 5 5 11 (%31,4)

Karsinom T4 0 0 0 2 2 (%5,7)
Toplam 2 (%5,7) 9 (%25,7) 17 (%48,6) 7 (%20) 35 (%100)

Papiller Tib 4 1 0 5 (%55,6)
Bobrek Patolojk T2a 0 2 1 3 (%33,3)
Hiicreli Evre T3a 0 1 0 1(%11,1)
Karsinom "o513m 4 (%44,4) 4 (%44,4) 1(%11,2) 9 (%100)
Tla 2 5 6 0 13 (%29,5)
Patoloik Tib 0 7 6 0 13 (%29,5)

Toplam Evre T2a 0 0 3 1 4 (%9,1)
T3a 0 1 6 5 12 (%27,3)

T4 0 0 0 2 2 (%4,6)

Toplam 2 (%4,6) 13(%29,5) 21 (%47,7) 8 (%18,2) 44 (%100)

4.3. MOLEKULER BULGULAR

Calismamiza dahil edilen 35 BHBHK, 11 KBHK ve 9 PBHK olgusunun
timor dokularinda saglikli bobrek dokularmna gore miRNA-21 ve miRNA-210
ekspresyon kat artislar1 Sekil 13 ve 14” de ayrintili olarak verilmistir.
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mMiRNA-21 Ekspresyonu

64
32
16

8

4

2

1
0,5
0,25
0,125
0,0625

Kat artis1

Vakalar
EBl EB2 EB3 EB4 EB5 EB6 EB7 EBS EBY9 EB10 EmB1l1 mB12 EmB13 EmBl4

mB15 mB16 mB17 mB18 mB19 mB20 mB21 mB22 mB23 mB24 mB25 mB26 mB27 mB28
B B29 mB30 mB31 mB32 mB33 mB34 mB35 WK1 mK2 mK3 K4 mK5 K6 K7
K8 K9 K10 =K1l =P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

Sekil 13: Histolojik tiplere gore miRNA-21 ekspresyonlarinin kat artislari

miRNA-210 Ekspresyonu

128
64

32

16

8

4

2

1

0,5
0,25
0,125
0,0625

Kat artisa

Vakalar
EBl EmB2 mB3 EB4 EB5 EB6 EB7 EBS EBY9 EB10 mB1ll mB12 mB13 mBl4

mB15 mB16 mB17 mB18 mB19 mB20 W B21 mB22 mB23 mB24 mB25 mB26 mB27 mB28
B B29 mB30 mB31 mB32 mB33 mB34 mB35 WK1 mK2 mK3 K4 mK5 K6 K7
K8 K9 K10 m K11 = P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9

Sekil 14: Histolojik tiplere gore miRNA-210 ekspresyonlarinin kat artislar:

Calismamiza dahil edilen BHBHK ’lere ait metastatik odaklarm miRNA-21
ve MIRNA-210 ekspresyon kat artislar1 Sekil 15 ve 16°da ayrintili olarak verilmistir.
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MiRNA-21 Ekspresyonu

Kat artisa

Metastiatik VVakalar
EM1EM2 EM3 EM4 BEM5 M6 B M7 BM8 = M9

Sekil 15: Metastatik odaklardaki miRNA-21 ekspresyonlarinin kat artislar

MiRNA-210 Ekspresyonu

64

32

16

Kat artisa

1
Metastatik Vakalar

0,5

EMIEM2EM3IEM4EMS5 BM6 BM7 BM8 I© M9

Sekil 16: Metastatik odaklardaki miRNA-210 ekspresyonlarmin kat artiglari

Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinomlarda saglikli bobrek dokusuna gore
MIRNA-21 ekspresyonlar1 34 olguda artmakta olup, ekspresyon artig1 anlamli olarak
farkhidir (p<0,001). PBHK’lerde saglikli bobrek dokusuna gore olgularin tiimiinde
mMiRNA-21 ekspresyon artis1t mevcuttu. KBHK’lerde saglikli bobrek dokusuna gore
miRNA-21 ekspresyonlar1 5 olguda artmakta, 6 olguda ise azalmakta olup
ekspresyon degisimleri istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,763) (Tablo 10).
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Tablo 10: Saglikli bobrek dokusuna gore histolojik alt tiplerde miRNA-21

ekspresyon durumlari

Olgu
Histolojik tip Ekpresyon Durumu sayisi Yiizde P Degeri
. Artan ekspresyon 34 97,1
Bfrrak hgcrey Degigmeyen
bobrek hiicreli 1 2,9
Karsinom ekspresyon <0,001
Toplam 35 100,0
Egﬂ!ﬁlﬁ‘;‘:ﬁ:‘m Artan ekspresyon 9 100,0
Kromofob Artan ekspresyon 5 45,5
bébrek hiicreli Azalan ekspresyon 6 54,5
karsinom Toplam 11 100,0 0,763

Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinomlarda saglikli bobrek dokusuna goére

olgularin tiimiinde MIRNA-210 ekspresyon artist mevcuttu. PBHK’lerde saglikli

bobrek dokusuna gore miIRNA-210 ekspresyonlart 8 olguda artmakta, 1 olguda ise

azalmakta olup ekspresyon artis1 anlamli olarak farkhdir (p=0,02). KBHK ’lerde ise

saglikli bobrek dokusuna gore olgularin tiimiinde miRNA-210 ekspresyon azalisi

mevcuttu (Tablo 11).

Tablo 11: Saglikli bobrek dokusuna gore histolojik alt tiplerde miRNA-210

ekspresyon durumlari

Ekspresyon Olgu
Histolojik Tip Durumu Sayisi Yiizde P Degeri
Berrak hiicreli
bobrek hiicreli Artan ekspresyon 35 100,0
karsinom
Kromofob Azalan
bobrek_ hiicreli ekspresyon 11 100,0
karsinom
Papiller bobrek Artan ekspresyon 8 88,9
hiicreli Azalan
karsinom ekspresyon 1 11,1 0,02
Toplam 9 100,0
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MikroRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon diizeyleri ile hastalarin yaslari,
cinsiyetleri, tiimor c¢aplari, WHO/ [ISUP dereceleri, lenfovaskiiler invazyon,
sarkomatoid ya da rabdoid diferansiyasyona varligi ve diferansiyasyon oranlari,
nekroz varlig1 ve orani ile istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi (p>0,05). Ayrica
WHO/ ISUP derece 1 ve 2 olgular “ diisiik dereceli”, WHO/ ISUP derece 3 ve 4
olgular “ yiiksek dereceli” seklinde gruplanip miRNA-21 ve miRNA-210
ekspresyonlar1 karsilastirildi. Buna gore diisiik dereceli ve yiliksek dereceli gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi (p>0,05).

Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom, PBHK ve KBHK histolojik alt tipleri
arasinda MIRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon farklarinin anlamliligi tek yonlii
ANOVA testi ile karsilagtirildi. Bu teste gore histolojik alt tipler arasinda miRNA-21
ve MiIRNA-210 ekspresyonlari bakimindan istatiksel olarak anlamli fark saptandi
(p<0,001). ANOVA testinde kullanilan miRNA-21 ve miRNA-210 ekpresyon
diizeylerinin log2 doniistimii sonrasi histolojik alt tiplere gore dagilimi (Sekil 17 ve

18) ve ANOV A testinin 6zeti verilmistir (Tablo 12).

5,00 38

o -

2,00

o -

-2,00

miRNA-21

-4,00

T T T
Berrak huEreIi.bébrek hacreli  Kromofol bébrek hdcrel karsinom Papiller bébrek hicreli karsinom
arsinom

Histolojik Tip

Sekil 17: Histolojik alt tiplerde log2 doniisiimii sonrast miRNA-21 dagilimlar:
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Sekil 18: Histolojik alt tiplerde log2 doniisiimii sonrast miRNA-210 dagilimlar

Tablo 12: Histolojik alt tiplere gore miRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon
farklarmin anlamlilig1 analizi (ANOVA)

Olgu Standart

Sayisi Ortalama Deviasyon P Degeri
BHBHK 35 2,7 1,3
miRNA-21  KBHK 11 -0,3 1,4
Ekspresyonu pBHK 9 3,2 1,5 <0.001
Toplam 55 2,2 1,8
BHBHK 35 3,6 1,1
mMiRNA-210 KBHK 11 -1,5 0,9 <0.001
Ekspresyonu pBHK 9 1,7 1,9
Toplam 55 2,3 2,4

ANOVA analizi sonucu BK histolojik alt tiplerindeki miRNA-21 ve miRNA-
210 ekspresyon diizeylerinde saptanan anlamli farklilik Tukey’s HSD testi ile
ayrintili olarak incelenerek hangi histolojik alt tipler arasinda fark oldugu belirlendi.

Bu teste gore;
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* BHBHK ile KBHK olgular1 arasinda miRNA-21 ekspresyon diizeyleri
karsilastirmasi anlamli olarak farklidir (p<0,001).

= PBHK ve KBHK olgular1 arasinda miRNA-21 ekspresyon diizeyleri
karsilastirmasi anlamli olarak farklidir (p<0,001).

= BHBHK ile PBHK olgular1 arasinda miRNA-21 eckspresyon diizeyleri
karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,530).

» BHBHK ile KBHK olgular1 arasinda miRNA-210 ekspresyon diizeyleri
karsilastirmasi anlamli olarak farklidir (p<0,001).

» PBHK ile KBHK olgular1 arasinda miRNA-210 ekspresyon diizeyleri
karsilagtirmasi anlamli olarak farklidir (p<0,001).

= BHBHK ve PBHK olgulart miRNA-210 ekspresyon diizeyleri karsilagtirmasi
anlamli olarak farklidir (p<0,001).
MiRNA-21 ve miRNA-210 i¢in Tukey’ HD testi Tablo 13° de ayrintili olarak

gosterilmistir.

Tablo 13: Post Hoc Coklu Karsilastirma, Tukey’s HSD

Birincil Histolojik  Ikincil Histolojik

Bagimh Degisken Tip Tip P degerl
BHBHK KBHK <0.001

miRNA-21 PBHK KBHK <0.001
BHBHK PBHK 0,530
BHBHK KBHK <0.001

miRNA-210 PBHK KBHK <0.001
BHBHK PBHK <0.001

Dokuz BHBHK metastaz dokusundan alman 6rnek ile ayni hastaya ait 9
BHBHK primerinden alinan 6rnek miRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon diizeyleri
acisindan karsilastirildi. Ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark saptanmadi (sirasiyla p=0,053, p=0,237). Yapilan Paired T Test Tablo 14’de

verilmistir.
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Tablo 14: Primer- metastatik tiimor dokusu arasinda miRNA-21 ve miRNA-210

anlamlilig1

Fark Ortalamas: Standart Sapma 95% ClI P degeri

MiRNA-21 1,25296 1,65257 -,01732 - 2,52323 0,053
mMiRNA-210 ,86321 2,02483 -,69322 - 2,41963 0,237

Metastaz yapmayan 21 BHBHK olgusuna ait primer dokular ile metastaz yapan 14
BHBHK olgusuna ait primer dokular miRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon
diizeyleri acgisindan karsilastirildi. Ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (sirasiyla p=0,875, p=0,236). Yapilan T Test Tablo 15°de

verilmistir.

Tablo 15: Metastaz yapmayan BHBHK ile metastaz yapan BHBHK olgularina ait
primer dokular arasinda miRNA-21 ve miRNA-210 anlamlilig:

Metastaz n Ortalama Sta.ndart P degeri
Deviasyon
mMiRNA-21 Pozitif 21 2,7321 1,05916 0.875
Negatif 14 2,6619 1,56069 ’
miRNA-210 Pozitif 21 3,4131 ,87054 0,236
Negatif 14 3,8698 1,37502

Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinomlar ile KBHKler arasinda miRNA-21
ve MIRNA-210 ekspresyon diizeyleri bakimindan anlamli farklilik ayriminda
kullanilabilecek cut-off degeri ROC egrisi analizi ile belirlendi. Bu analize goére
BHBHK ile KBHK arasinda hem miRNA-21 hem de miRNA-210 tanisal degeri
bakimindan anlamli fark mevcut idi. BHBHK olgularmi KBHK olgularindan
ayirmak icin kullanilabilecek MiRNA-21 ekspresyon diizeyi igin en uygun cut-off
degeri 1,72 olarak saptandi (AUROC= 0,961, %95 CI, 0,909-1,000; p<0,001).
BHBHK olgularin1 KBHK olgularindan ayirmak i¢in kullanilabilecek miRNA-210
ekspresyon diizeyi i¢in en uygun cut-off degeri 0,90 olarak saptandi (AUROC= 1,
%95 CI,1,000-1,000; p<0,001). ROC analizi grafikleri Sekil 19°da ayrintili olarak
verilmistir. Belirlenen cut-off degerleri icin BHBHK ile KBHK olgular1 arasinda
MIRNA-21"in %80 sensitivite %100 spesifite; miIRNA-210’un %100 sensitivite ve

spesifite gosterdigi saptandi.
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Sekil 19: BHBHK ile KBHK ayrimmda miRNA-21 ve miRNA-210 i¢in ROC

egrileri

Papiller bobrek hiicreli karsinomlar ile KBHK’ler arasinda miRNA-21 ve
MIiRNA-210 ekspresyon diizeylerinde anlamli farklilik ayriminda kullanilabilecek
cut-off degeri ROC egrisi analizi ile belirlendi. Bu analize gére PBHK ile KBHK
arasinda hem miRNA-21 hem de miRNA-210 tanisal degeri bakimindan anlaml fark
mevcut idi. PBHK olgularint KBHK olgularindan aymrmak i¢in kullanilabilecek
mMIRNA-21 ekspresyon diizeyi igin en uygun cut-off degeri 0,44 olarak saptandi
(AUROC= 0,970, %95 CI, 0,906-1,000; p<0,001). PBHK olgularim1 KBHK
olgularindan ayirmak igin kullanilabilecek miRNA-210 ekspresyon diizeyi igin en
uygun cut-off degeri 0,54 olarak saptandi (AUROC=0,899, %95 ClI, 0,711-1,000;
p=0,003). ROC analizi grafikleri Sekil 20°de ayrintili olarak verilmistir. Belirlenen
cut-off degerleri icin PBHK ile KBHK olgular1 arasinda miRNA-21’in %100
sensitivite %82 spesifite; MiIRNA-210"un %88 sensitivite ve %100 spesifite

gosterdigi saptandi.
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Sekil 20: PBHK ile KBHK ayriminda miRNA-21 ve miRNA-210 i¢in ROC egrileri

Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinomlar ile PBHK ler arasinda miRNA-21
ve MiIRNA-210 ekpresyon diizeylerinde anlamli farklilik ayriminda kullanilabilecek
cut-off degeri ROC egrisi analizi ile belirlendi. Bu analize gore BHBHK ile PBHK
arasinda miRNA-210 tanisal degeri bakimindan anlamli fark mevcut idi. miRNA-21
ise bu ayrimda istatistiksel olarak anlamli tanisal degere sahip degildi (p=0,150).
BHBHK olgularm1 PBHK olgularindan ayrmak igin kullanilabilecek miRNA-210
ekspresyon diizeyi i¢in en uygun cut-off degeri 2,12 olarak saptandi (AUROC= 0,873
%95 ClI, 0,749-0,997; p=0,001). ROC analizi grafikleri Sekil 21°’de ayrintili olarak
verilmistir. Belirlenen cut-off degeri icin BHBHK ile PBHK olgular1 arasinda
MIRNA-210"un %91 sensitivite %67 spesifite gosterdigi saptandi.
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Sekil 21: BHBHK ile PBHK ayrimmda miRNA-21 ve miRNA-210 i¢in ROC egrileri

Metastaz izlenen olgulara ait primer BK olgularinin miRNA ekspresyon
diizeyleri ile tiim primer BK miRNA ekspresyon diizeylerinin metastazi dngérme
acisinda belirlenen cut-off degeri ROC (Receiver Operating Charecteristic) egrisi
analizi ile belirlendi. Buna gére metastaz yapmasi beklenen primer BK i¢in miRNA-
210 tanisal degeri bakimmdan anlamli fark mevcut idi. miRNA-21 ise istatistiksel
olarak anlaml tanisal degere sahip degildi (p=0,664). Metastaz yapmas1 beklenen ve
beklenmeyen olgular1 ayirmak i¢in kullanilabilecek miRNA-210 ekspresyon diizeyi
icin en uygun cut-off degeri 3,32 olarak saptandi (AUROC= 0,752 %95 CI, 0,619-
0,884; p=0,004). ROC analizi grafikleri Sekil 22’de ayrntili olarak verilmistir.
Belirlenen cut-off degeri i¢in metastaz yapmasi beklenen ve beklenmeyen olgular
arasinda MIRNA-210’un %80 sensitivite, %70 spesifite gosterdigi saptandi. Metastaz
yapmasi beklenen ve beklenmeyen olgular BHBHK histolojik alt tipi agisindan ROC
egrisi analizi ile incelendiginde miRNA-21 ve miRNA-210 istatistiksel olarak

anlamli tanisal degere sahip degildi (swrasiyla p=0,667 , p= 0,770).
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Sekil 22: Metastaz ile primer BK ayrimmda miRNA-21 ve miRNA-210 i¢in ROC

egrileri

Bobrek tiimorii rezeksiyonu sonrasi takipleri hastanemizde yapilan, takip
stiresi ve bilgisine ulasilabilen 52 hastada, mMiIRNA-21 ve miRNA-210 ekpresyon
diizeyleri ile genel sagkalim siireleri Cox regresyon testi ile karsilastirilmistir. Test
sonucuna gore sadece miRNA-210 genel sagkalim iizerinde anlamli etkiye sahipti
(p=0,034). Buna gore miRNA-210 ekpresyonu arttikca histolojik tipten bagimsiz
olarak 6liim riski 1,7 kat artmakta idi (HR=1,729). miRNA-21’in ise genel sagkalim
tizerine etkisi istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,489). Cox regresyon testi

verileri Tablo 16’da verilmistir.

Tablo 16: miRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon diizeyleri i¢in genel sagkalim

analizleri

B SE Wald df P degeri HR(95,0% CI)
miRNA-21 -210 304 A79 1 0,489 0,810(0,447-1,470)
miRNA-210 547 258 4512 1 0,034 1,729(1,043-2,864)
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5. TARTISMA

Bobrek karsinomlar1 histolojik olarak smiflandirilmakla birlikte, bazi
durumlarda morfolojik ayrimm yapilmasi zor olabilmektedir. Bdyle durumlarda
ayirici tantya katki saglayabilecek yontemler arasinda genetik aragtirmalar yani sira
mIiRNA ekspresyon profillerinin ortaya konmasi dnerilmektedir (183). Bu ¢alismada,
stk karsilagilan malign BK histolojik alt tipleri olan BHBHK, PBHK ve
KBHK’lerde, miRNA-21 ve miRNA-210 ckspresyon diizeylerini arastirmayi ve
klinikopatolojik veriler ile iliskilerini ortaya koymay1 amagladik.

Calismamizda, miRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon diizeylerinin, BHBHK
ve PBHK olgularinda saglikli bobrek dokularina gore anlamhi diizeyde arttigini
saptadik. KBHK ’lerde ise miRNA-21 ekspresyon diizeyleri degiskenlik gostermekte
olup, bazi olgularda ekspresyonda artis, baz1 olgularda ise ekspresyonda azalma
gosteriyordu. Bir baska deyisle, KBHK’lerde, miRNA-21 ekspresyon diizeyi
bakimmdan anlaml1 bir sonuca ulasamadik. Ilging olarak tiim KBHK olgularinda
MIiRNA-210 ekspresyon diizeyleri saglikli bobrek dokularina gére belirgin sekilde
azalmig idi. Bu ¢alismada ayrica, tiimiiyle BHBHK olgularindan olusan metastatik
dokulardaki miIRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon diizeylerini, primer BHBHK
olgularma ait tiimor dokular1 ile karsilastirdik. Metastatik odak ve primer timor
odaginda, miRNA-210 ekspresyon diizeyleri bakimidan fark saptanmadi; miRNA-
21 ekspresyonu ise metastatik dokularda primer tiimorlere gore artis gosterdi, ancak
bu artis istatistiksel incelemede anlamli fark olusturmadi. Fark istatistiksel olarak
anlamli olmasa da anlamliliga yakindi (p= 0,053).

MikroRNA-21, iizerinde en fazla calisilan ve onkojenik etki gosterdigi
bilinen miRNA’lardan biridir. Cesitli c¢alismalarda, meme kanseri (161) ve
glioblastomda (165) miRNA-21 ekspresyonunda, saglikli referans dokulara gore artig
oldugu gosterilmistir.

Hipokside patofizyolojik olaylar ile iliskili oldugu bilinen bir miRNA olan
MIRNA-210 ise bir ¢ok solid tiimdrde ekspresyon artist gostermektedir. Gee ve
arkadaslarma ait bir c¢alismada, bas boyun kanserlerinde, miRNA-210

ekspresyonunda saglikli referans dokulara gore ekspresyon artisi gosterilmistir (191).
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Literatiirde, bobrek karsinomlarinda, 6zellikle BHBHK ve PBHK histolojik
alt tiplerinde olmak tizere miRNA-21 ve miRNA-210’un 6nemini arastiran gesitli
caligmalar mevcuttur (169, 170, 179, 192-211).

P1-3 kinaz-Akt/PTEN sinyal yolagi bozukluklarinin BHK gelisiminde 6nemli
oldugu, miRNA-21’in PTEN tiimor siipresor genini hedefleyerek onkojenik etki
gosterdigi bildirilmektedir (169). Bizim c¢alismamizda da BHBHK olgularinda
saglikli bobrek dokusuna gore miRNA-21 ekspresyon artis1 bu nedenle sasirtici
degildir. Diger yandan literatiirde, PBHK’lerde miRNA-21 ekspresyonunda artis
bildiren genetik temelli bir calismaya ulasilamamistir. Bu ¢alismada PBHK’lerde
tespit ettigimiz miRNA-21 ekspresyon artisi, PBHK ’lerde siklikla izlenen trizomiler
ya da ekspresyon artigin1 baskilayacak bir gene sahip kromozom kayiplari (76)
olabilir. Bu c¢aligmada, literatiirdeki ¢alismalardan farkli olarak, KBHK’lerde
eksprese edilen miIRNA-21 ekspresyon diizeyleri, saglkli bobrek dokusuna gore
anlamli fark gostermemistir. KBHK’lerdeki bu dalgali miRNA-21 ekspresyon
ifadesi, KBHK olgularinda ¢ok sayida farkli kromozomal degisikligin (94)
bulunmas: ile iligskili olabilir. Nitekim Chow ve arkadaslarina ait c¢alismada,
kromozomal degisikliklerin, KBHK olgularinda olmasa bile BHBHK olgularinda,
onceden eksprese oldugu bilinen miRNA’larda ekspresyon degisikliklerine yol
acabilecegi bildirilmistir (196).

Literatiirde, calismamiza ters olarak miRNA-21 ekspresyonunun BK’lerde
azalabildigine dair tek bir ¢alisma bulunmaktadir (212). Bu ¢alismada, BK iceren
bobreklerin saglikli dokularinda da, tiimorde izlenen metilasyon vb. degisiklikler
nedeniyle farkli miRNA ekspresyonlari olabilecegi ve bu durumun sonuglari
etkileyebilecegi savunulmustur. Bu calismada saptanan farkli sonucun nedeni,
literatlirdeki diger tiim ¢aligmalardan farkli olarak, kontrol olarak kullanilan doku
Orneginin, {ist iirotelyal karsinom nedeniyle opere olmus BK igermeyen olgulara ait
saglikli bobrek dokularmimn kullanilmis olmasi olabilir. Ayrica saglikli doku 6rnegi
sayisinin, miRNA ekspresyonunu degerlendirmede kullanilan doku 6rnegi sayisindan
az olmasi ve bu Ornegin karsilastirma yapilan hastaya ait olmamasi, uygun bir
normalizasyonun yapilmasmi kisitlamis olabilir. Bir diger olasi neden, miRNA

ekspresyonu normalizasyonunda farkl formiillerin kullanilmasi ile agiklanabilir. Bu
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bakimdan normalizasyon islemi i¢in hangi dokularin “normal/ saglikli” olarak
secilecegi Onemli bir konudur.

Von Hippel Lindau tiimor siipresor geninde ya da bu genin fonksiyonununda
meydana gelen kayba bagli olarak hiicre i¢inde biriken Hypoxia-Inducible Factors
(HIFs) (Hipoksi ile uyarilabilir faktorler)’in, 6zellikle BHBHK tiimorogenezinde rol
oynadig1 bilinmektedir (179, 180). miRNA-210 artis1 tam olarak agiklanmis olmasa
da, HIFs birikiminin bu mekanizmaya katki sagladigi bildirilmistir (178). Bazi
calismalarda ise miRNA-210 ekspresyonunun apopitozu engelledigi bildirilmistir
(177). Calismamizda, BHBHK ’lerde gosterdigimiz miRNA-210 ekspresyon artisi,
literatiirde yer alan BHBHK’lerdeki miRNA-210 ekspresyon artisi ile uyumludur.
Ote yandan, literatirde PBHK lerde de bildirilen miRNA-210 ekspresyon artist,
PBHK’lerde VHL geninde fonksiyon kaybi nadir oldugundan kafa karistiricidir. Bir
calismada, artan miRNA-210 ekspresyon diizeyleri anti-miRNA inhibitorleri ile
azaltilmig ve sonrasinda, miRNA-210’un apopitoz ve/veya proliferasyon artisi ile
iligkili olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonuca dayanarak BHBHK gelisiminde farkli baska
yollarin da etkili olabilecegi 6ne siirtilmistiir (200).

Bilgimiz dahilinde literatiirde sadece KBHK’ler ile yapilmis mMiRNA
ekspresyonlari ile ilgili tek bir ¢alisma bulunmaktadir (205). Ge ve arkadaslarina ait
bu calismada, 58 olgudan olusan KBHK grubu, 22 olgudan olusan KBHK c¢evresi
saglikli bobrek dokusu ile karsilagtirilmistir. Buna gore, 25 ayr1 miRNA
ekspresyonunda artis, 80 miRNA ekspresyonunda ise azalma saptanmistir.
Ekspresyon artis1 bildirilen miRNA’lardan biri miRNA-210’dur (205). Bizim
calismamizda ise literatiirdeki bu bulgunun tersine, tim KBHK olgularinda saglikli
bobrek dokusuna gére miRNA-210 ekspresyon seviyelerinde azalma belirledik. Bu
farklilik, bir diger c¢alismada (213) belirtildigi lizere, kanserlerde saptanan
kromozomal kayiplarin, genellikle tiimér siipresor genlerin oldugu bolgeler ile iliskili
olmasindan kaynaklanabilir. Literatiirde BHBHK, PBHK ve KBHK histolojik alt
tiplerde ekspresyon artigi gdsteren miRNA-210; bizim calismamizda BHBHK ve
PBHK grubunda artiy, KBHK grubunda ise azalma gostermistir. KBHK grubunda
saptadigimiz miRNA-210 ekspresyon kaybi, ilgili miRNA ekpresyonunda gorevli
kromozom bdlgesinin silinmis olmasiyla iliskili olabilir. KBHK olgularinda

bildirilen ¢ok sayida kromozom kaybi1 (94) bu konudaki goriisiimiizii destekleyebilir.
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Bobrek karsinomlarinda en onemli prognostik faktorlerden biri tiimoriin
anatomik yayilimi, bir bagka deyisle tiimdr evresidir. Metastatik hastalarda ise
prognoz i¢in ¢esitli klinik parametreler kullanilmaktadir. Literatiirde, miRNA-21 ve
MIRNA-210 ekspresyon diizeyleri ile klinikopatolojik parametreleri karsilastiran
calismalarda birbirinden farkli bulgular mevcuttur. Ayrica bu ¢aligmalardaki
karsilagtirmalar genellikle BHBHK histolojik tipi i¢in uygulanmis olup, PBHK ve
KBHK alt tiplerine ait bilgilerimiz smirlidir. Bir ¢alismada, BHBHK ’lerde, miRNA -
21 ve miRNA-210’daki ekspresyon artis1 tiimoriin histolojik derecesi ve patolojik
evresi ile iligkili bulunmamstir (195). Bir diger ¢alismada, BHBHK’lerde miRNA-
210 ekspresyon diizeyindeki artigin, timor g¢api, tlimoriin histolojik derecesi ve
patolojik evresini etkilemedigi bildirilmistir  (207). BK’lerde miRNA-21
ekspresyonunda azalma bildiren bir baska ¢aligmada, miRNA-21 ekspresyon diizeyi
ile yas, cinsiyet, tiimor histolojik derecesi ve patolojik evre arasinda iliski
gosterilememistir (212). Calismamizda, literatiirle uyumlu olarak miRNA-21 ve
MIRNA-210 ekspresyonlar1 diizeyleri ile yas, cinsiyet, tiimor histolojik derecesi,
patolojik evre, lenfovaskiiler invazyon ve nekroz varligi arasinda anlamh bir iliski
saptamadik. Bu konuyla ilgili farkli bir sonu¢, Zaman ve arkadaslar1 ile Vergho ve
arkadaglarina ait ¢alismalarda bildirilmistir (169, 193). Buna gore BHBHK ’lerde
MIRNA-21 ekspresyonu arttik¢a, tiimoriin patolojik evresi artmaktadir. Faragalla ve
arkadaslarina gore ise miRNA-21 ekspresyonunda artis, hem tiimoriin histolojik
derecesi hem de tiimor evresi ile pozitif korelasyon gostermektedir (192). Bir baska
calismada, BHBHK’lerde miRNA-210 ekspresyonu arttikca, tiimor histolojik
derecesi ve lenf nodu metastazi riski artmis olarak bildirilmistir (199). McCormick
ve arkadaslar1 ise, BHBHK ’lerde miRNA-210 ekspresyon artiginin daha diistik timor
histolojik derecesi ve tiimor evresi ile iligkili oldugunu gostermistir (179). Calismalar
arasindaki bu farkli sonuglar, miRNA’larin c¢ok sayida biyolojik olayda rol
almasindan kaynaklaniyor olabilir. Bu bakimdan tiim histolojik alt tipleri kapsayan
genis serilerde yapilmis yeni ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Youssef ve arkadaslari, taze dondurulmus dokularda mikroarray yontemi ile
yaptiklar1 dort basamaktan olusan ¢aligmalarinda, miRNA-21’in de i¢inde bulundugu
15 miRNA icin farkli ekspresyon diizeyleri bildirmislerdir. Bu c¢alisma sonucu,

BK’ler, saglikli bobrek dokusundan belirlenen miRNA’lar yardimiyla %97
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sensitivite ile; BK alt tipleri ise kendi aralarinda %100 sensitivite ile
ayrilabilmektedir (214). Bu g¢aligmada kullanilan yontem ve basamaklarm oldukca
uzun, zahmetli ve maliyetli olusu, ¢alismanin klinik kullanimimi kisitlamaktadir. Bir
diger ¢aligmada, miRNA-21 ekspresyonu yardimiyla, BHBHK ve PBHK ile KBHK
ve onkositom arasmnda %83 sensitivite %90 spesifite ile ayrim yapilabilecegi
gosterilmistir. Histolojik alt tipler arasinda daha net ayrim yapabilmek i¢in daha fazla
miRNA’ya ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir (192). Silva-Santos ve arkadaglar ise
miRNA-21’in BHBHK- KBHK ile PBHK-KBHK ayriminda kullanilabilecegi fakat
BHBHK- PBHK ayriminda ise yeterli olmadigmni ifade etmislerdir (212). Faragalla
ve arkadaglar1 ile Silva-Santos ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda, histolojik alt tipleri
ayirt etme bakimindan benzer sonuglar bildirilmistir. Bizde ¢alismamizda miRNA-21
ekspresyon diizeyi ile BHBHK-KBHK ve PBHK-KBHK ayrim1 yapilabildigini fakat
BHBHK-PBHK ayrimi i¢in yeterli olmadigini saptadik.

Valera ve arkadaglarma ait bir ¢alismada miRNA-210 ekspresyon artiginin
histolojik alt tip agisindan BHBHK ve BHBHK olmayan tiimorleri ayirabilecegi
gosterilmistir (199). Diger bir ¢alismada, BHBHK’lerde artmus miRNA-210
ekspresyonunun benign-malign ayriminda %87 sensitivite, %94 spesifite ile
kullanilabilecegi saptanmustir (203). Bir diger ¢alismada, miRNA-21 ve miRNA-210
ekspresyon artis1 ile BHBHK’y1 saglikli bobrek dokusundan sirasiyla %100
sensitivite, %96 spesifite ve %100 sensitivite, %95 spesifite ile ayirmak miimkiindiir
(215). Wach ve arkadaslar1 ise, BK alt tipleri arasinda ayrim yapmay1 saglayacak
miRNA setleri olusturmus ve bu setlerden miRNA-145, miRNA-210, miRNA-200c
ve MIRNA-502-3p yardimiyla, BK ve saglikli bobrek dokusunu %86,5 dogruluk
payiyla ayirabildiklerini gostermislerdir. Bu miRNA’lar arasinda 6zellikle miRNA-
210’un ayrimda 6nemli oldugu belirtilmistir. BHBHK- PBHK ayriminda miRNA-
145 ve miRNA-520-3p’in %77,6 dogruluk payiyla; PBHK alt tipleri olan Tipl ve
Tip2 ayriminda ise miRNA-210 ve let-7¢ kombinasyonunun %86,4 dogruluk payiyla
kullanilabilecegi bildirilmistir (202). Kendi ¢aligmamizda, literatiir bilgilerinden yola
cikarak sectigimiz iki farkli miRNA ile (miRNA-21 ve miRNA-210), {i¢ farkl
histolojik alt tip ve ayrica metastatik BHBHK olgularinda, se¢tigimiz miRNAlar
bakimindan farkliliklar1 ortaya koymak ve klinikopatolojik veriler ile iligkisini

arastirmak istedik. Buna gore ¢aligmamiz literatiir bilgileri ile benzer dogrultuda olup
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sadece iki farklt mMIRNA kullanimu ile histolojik alt tipler arasinda yiiksek sensitivite
ve spesifite ile ayrim yapabilmenin miimkiin oldugunu gosterdik. Onceki
caligmalarda (214, 216, 217) bildirildigi iizere, BHBHK ve PBHK’ler, bobrek
korteksinde bulunan proksimal tiibiillerden kdken almaktadir ve bu ortak 6zellik
nedeniyle benzer miRNA imzalarina sahiplerdir. Bu 6zellik her iki histolojik alt tip
arasindaki ayrimi kisitlayabilmektedir. Bu c¢alismada da, sectigimiz miRNA
tiplerinin 6zellikle BHBHK ve PBHK olgular1 arasinda ayrim giiciiniin diistik
kalmasi, az once belirtilen nedene ve vaka sayisinin azligina bagl olabilir.

Bobrek karsinomlarmda metastaz riski yam1 swa tiimérde saptanan
diferansiyasyon alanlarinin miRNA’lar ile iliskisinin Onemini arastiran g¢esitli
caligmalar mevcuttur. Reis ve arkadaslari, translasyon sonrasi diizeyde miRNA-21 ile
kontrol edilen bir tiimor siipresor olan PDCD4 geninin, miRNA-21 ekspresyon
diizeyindeki artis sonucu baskilanmasi yoluyla, oral skuamoz hiicreli karsinomlarda
metastaz ile iliskili oldugunu ortaya koymustur (218). Bir baska ¢alismada, miRNA-
21 ekspresyonun, BHBHK, PBHK, KBHK ve sarkomatoid diferansiyasyon gosteren
BK’lerde arttigi; ve bu artig ile iliskili olarak metastaz riskinin de arttigi
gosterilmistir  (209). Wotschofsky ve arkadaslarma ait c¢alismada, metastatik
BHBHK’ler ile metastatik olmayan BHBHK’ler ¢esitli miRNA ekspresyon diizeyleri
bakimindan karsilastirilmistir. Buna gore metastatik BHBHK’lerde metastatik
olmayanlara gore, artis1 gosterilen miRNA-122’in azaldigi, azaldigi gosterilen
MIRNA-514’lin ise azalma egiliminin ivme kazanarak devam ettigi bildirilmistir.
MIiRNA-210’un da aralarinda bulundugu diger bazi miRNA’larda ise anlamli
diizeyde bir ekspresyon artigi gosterilememistir (203). Calismamizda literatiirden
farkli olarak metastatik olan ve olmayan BHBHK’ler arasinda, miRNA-21 ve
mMIRNA-210 ekspresyonlar1 bakimindan anlamli fark saptamadik. Bununla birlikte,
tim histolojik gruplar1 bir arada degerlendirdigimizde, belli bir cut-off degeri
tizerindeki miRNA-210 ekspresyonunun BK’lerde metastaz riskini arttirdigini
belirledik. Metastaz riskini yansitmasi bakimindan anlamli bir fark durumunu,
MIRNA-21 ekspresyon diizeyi i¢in saptamadik. Metastaz durumuyla ilgili elde
ettigimiz verilerin literatiirden farkli olmasi, miRNA ekspresyonunun kisiye bagli
biyolojik olaylar ile degisim gosterebilmesine, tiimor heterojenitesine bagl farklilik

gosterebilmesine ve olgu sayisinin azligina bagl olabilir. Ayrica bu tiimorlerde
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metastaz mekanizmast heniiz tam olarak aydmlatilamamistir. Bununla birlikte bu
caligmada belirtigimiz iizere, miRNA-210 diizeylerindeki artigin, hastalarin yakin
klinik takibi adina uyarici bir bulgu olabilecegini diisiinmekteyiz. En ¢ok metastaz
yapan histolojik alt tip olan BHBHK i¢in, metastaz yapmasi beklenen olgular
bakimindan cut-off degeri, olgu sayisinin azligi nedeniyle belirlenememistir. Bu
asamada, daha fazla sayida metastatik olgu iceren ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Literatiirde, miRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon diizeylerindeki artis,
cesitli solid timorlerde kot prognoz ile iligkili bildirilmistir (219, 220). Benzer
sekilde, bir caligmada, miRNA-21 ekspresyon artisimm BHBHK’lerde kotii
prognostik faktor oldugu ve bu artisin 6zellikle kanser spesifik sagkalimi azalttigi
vurgulanmustir (221). Silva-Santos ve arkadaslarina ait calismada, yiiksek miRNA-21
ve MIRNA-155 ile diisik mIRNA-141 ekspresyon diizeylerinin, diisiik kanser
spesifik sagkalim ile korele oldugu gosterilmistir (212). Diger bazi ¢alismalarda ise,
mMIRNA- 21 ekspresyon artiginin genel sagkalim iizerinde negatif etkisi oldugu,
kanser spesifik sagkalim ile iliski géstermedigi bildirilmistir (11, 193, 209, 210). Ge
ve arkadaglariin sadece KBHK ’lerden olusan olgularda yaptigi ¢alismada, miRNA-
210 ekspresyonundaki artis, diisiik genel sagkalim ile iliskili bildirilmistir. Bununla
birlikte, artan miRNA210’un, esasen hastaliksiz sagkalim iizerinde daha yiiksek
etkiye sahip bagimsiz bir kotii prognostik faktér oldugu vurgulanmistir (205). Bir
diger caligmada, miRNA-210 ekspresyon artisinin diisiik sagkalim ve kot prognozla
iliskili oldugu belirtilmistir (207). Ote yandan, miRNA-21 ve miRNA-210’un da
icinde bulundugu miRNA profillerinin degerlendirildigi diger bazi ¢alismalarda,
ekspresyon artigmin sagkalimla iliski gostermedigi (195) veya daha iyi prognozla
iliskili olduguna dair veriler de mevcuttur (179). Redova ve arkadaslarina ait
calismada, Anti-miR-210 ile tranfekte edilen hiicre kiimelerinde, azalan miRNA-210
nedeniyle hiicrelerin canliliginda azalma ve mitoz siklusunun G2 evresinde
kiimelenmede artis gozlenmistir. miRNA-210 seviyesindeki diisiis ile birlikte,
metastatik tiimor hiicrelerinde invazyon ve go¢ yeteneginde azalma meydana
gelmistir (180). Calismamizda, literatiire benzer sekilde, mMiRNA-210 ekspresyon
artigl, histolojik alt tipten bagimsiz olarak, diisiik genel sagkalim ile iliskili
saptanmistir; miRNA-21 ekspresyonu ile genel sagkalim iizerinde anlamli sonug elde

edilmemistir. miRNA-21 ekspresyon diizeyleri ile sagkalim arasmda anlamli bir
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bulgu saptamayisimiz, vaka sayimizin azlig1 nedeniyle histolojik alt tip ayrimi
yapmaksizin genel sagkalim hesabt yapmamiza bagli olabilir. Bodyle bir
degerlendirme, dahil edilen KBHK olgularindaki degisken miRNA-21 diizeyleri
nedeniyle anlamli sonuca ulagsmamizi zorlastirmis olabilir. Olgu sayimiz smirh
oldugu i¢in histolojik alt tiplere 6zel sagkalim degerlendirmesi uygulanamamustir.

Onemli bir diger bilgi, serum miRNA seviyelerinin dokulardan elde edilen
miRNA diizeyleri ile uyumluluk gosterdigidir (204, 222-224). Asangani ve
arkadaslarina ait calismada, Anti-miR-21 ile transfekte edilen bir¢ok kanserde, timor
hiicrelerinde ¢ogalma, invazyon ve gog¢ yeteneginde azalma gosterilmistir (225).
Benzer sekilde bir diger ¢alismada, Anti-miR-21 ile transfekte edilen glioblastom
hiicrelerinde apopitozda artis gosterilmistir (226). Anti-miR-21 ile tedavi edilen
metastatik meme kanseri hastalarmin incelendigi bir diger g¢aligmada ise, akciger
metastazlar1 sayisinda azalma tespit edilmistir (227). Mevcut bilgiler, BK olgularinda
degisiklige ugramis miRNA profili ortaya koyuldukca, buna yonelik miRNA temelli
tedavi yaklagimlarini giindeme getirmektedir. Bu yaklasim, BK tanili olgularin ayni
zamanda serum miRNA seviyeleri ile klinik olarak takip edilmesini, olas1 rekiirrens
veya metastazlarin 6nceden saptanmasini kolaylastirabilir.

Tim literatiir verilerini ve kendi ¢alismamizin sonuclarini birlikte
degerlendirdigimizde miRNA’larin gelecekte bobrek tlimorlerinin histolojik alt
tiplerini ayirt etmemizde, olasi agresif seyiri ve metastaz yapabilme olasiligini
ongormede, ve metastatik olgularda hedefe yonelik tedavi programini planlamada
klinisyene yardimci potansiyel biyobelirtec olabilecekleri goriilmektedir.

Bu konuda daha fazla hasta sayisi igeren ¢caligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda 2012-2018 yillar1 arasinda Istanbul Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Patoloji Bolimiinde bobrek karsinomu tanisi almis 55
olgu (35 adet BHBHK, 11 adet KBHK, 9 adet PBHK) ve mevcut olgulardan
9’una ait metastatik odagin doku Ornekleri miRNA-21 ve miRNA-210
ekspresyon diizeyleri belirlenmek iizere kullanildi. Bu ¢alismanin sonuglarina
gore:

MikroRNA-21 ekspresyonu BHBHK ’lerin %97,1’inde artmis, KBHK’lerin
%354,5’inde artmis, %45,5’inde azalmis, ve PBHK’lerin %100’{inde artmis
olarak saptandu.
MikroRNA-210 ekspresyonu BHBHK ’lerin %100’iinde artmis, KBHK lerin
%100’tinde azalmis ve PBHK lerin %88,9’unda artmis olarak saptandi.
Metastatik odaklarin %100’tinde miRNA-21 ekspresyonu artmis, %88,9’unde
ise MIRNA-210 ekspresyonu artmus olarak saptandi.
Metastaz tespit edilmemis 21 primer BHBHK olgusu ile metastaz tespit
edilmis 14 adet primer BHBHK olgusunda miRNA-21 ve miRNA-210
ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli fark saptanmadi.
MikroRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon diizeyleri ile hasta yasi, cinsiyet,
timor ¢apl, WHO/ ISUP derecesi, diisiik ve yiikksek WHO/ ISUP derecelerine
sahip olma durumu, lenfovaskiiler invazyon, sarkomatoid ya da rabdoid
diferansiyasyona varlig1 ya da diferansiyasyon oranlari, nekroz varligi ya da
orani arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi.
Histolojik alt tiplere gore miRNA-21 ve miRNA-210 ekspresyon diizeyleri
arasinda anlamli fark saptandi.

= Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom ile KBHK arasinda anlamli

farklilik agisindan cut-off degeri miRNA-21 igin 1,72, miRNA-210
icin 0,90 olarak belirlendi. Bu iki histolojik tip sirastyla %80 ve %100
sensitivite, %100 spesifite ile ayrilabilmekteydi.
= Papiller bobrek hiicreli karsinom ile KBHK arasinda anlamli farklilik
acisindan cut-off degeri miIRNA-21 i¢in 0,44, miRNA-210 igin ise

0,54 olarak belirlendi. Bu iki histolojik tip sirasiyla %100 ve %88

sensitivite, %82 ve %100 spesifite ile ayrilabilmekteydi.
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Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom ile PBHK arasinda anlamli
farklilik agisindan cut-off degeri miIRNA-210 i¢in 2,12’idi. Bu iki
histolojik tip arasinda %91 sensitivite, %67 spesifite ile
ayrilabilmekteydi. miRNA-21 ise iki tip arasinda ayrim igin

kullanilamayacak nitelikte idi.

Bobrek karsinomlar: arasinda metastaz yapmasi beklenen olgulari, metastaz

yapmasi beklenmeyen olgulardan ayrim i¢in kullanilabilecek miRNA-210
cut-off degeri 3,32 idi. Buna goére miRNA-210 %80 sensitivite, %70 spesifite

ile metastaz yapmasi beklenen olgular1 ayirabilmekteydi. miRNA-21 igin bu

acidan tanisal deger saptanmadi.

BHBHK alt tipinden olusan grupta metastazi éngérme acgisindan yapilan

ROC egrisi analizinde miRNA-21 ve miRNA-210’un anlamli degere sahip

olmadig1 goriildi.

Genel sagkalimi belirlemede histolojik alt tipten bagimsiz olarak miRNA-210

ekspresyon diizeyinin kullanilabilecegi saptanmistir. Buna gére miRNA-210

ekspresyon diizeyi arttikga 6ltim riski 1,7 kat artmaktadir.
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