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OZET

RENAL HUCRELI KARSINOMDAKI MUHTEMEL CERNA’LARIN IN
SILIKO ANALIZI VE iFADE DUZEYLERININ iNCELENMESI

Amacg: In siliko analiz kullanilarak Renal Hiicreli Karsinom (RHK) patogenezinde rol
alabilecegi ongoriilen potansiyel ceRNA aktivitesi gosterebilecek genlerin belirlenmesi
amaglandi. Daha sonra karsilagtirmali olarak RHK’li hastalardan alinan timor ve
tiimoriin ¢evresindeki normal renal biyopsi Orneklerinde bu genlerin ekspresyon
diizeylerini incelemeyi ve Klinik parametrelerle iliskilendirmeyi hedefledik.
Materyal ve Metot: /n siliko analiz sonucunda 3. kromozomda RHK’ye o6zgii
delesyona ugrayan genlerden yola ¢ikarak dort muhtemel ceRNA (ATXN3, ABI2,
GOLGB1 ve SMAD?2) belirlendi. Ondokuz RHK’li hastanin tiimér dokusu ile ayni
hastanin tiimor ¢evresindeki saglikli bobrek dokusunda bu genlerin ifade diizeyleri es
zamanli PCR ile 6lgiildi. Dort genin ifade diizeyi tiimor ve g¢evresindeki normal bébrek
dokusu arasinda kiyaslandi ve sonra hastalarin klinik parametreleriyle iligkilendirildi.
Bulgular: Calismamizin sonucunda, tiimor dokularinda normal bobrek dokularina gore
ATXN3 ve GOLGBL1 ifade diizeyleri yiiksek, ABI2 ifade diizeyi ise diisiik bulunmustur
(sirastyla p=0,936, p=0,546, p=0,494). SMAD2 geninin tespit edilemeyecek kadar az
ifade edildigi gozlemlendi. Hastalarin ATXN3, ABI2 ve GOLGBL1 gen ifade diizeyi
degisimleri yas, cinsiyet, timor nod metastaz (TNM) evreleri ve Fuhrman grade
parametreleri ile iliskilendirildiginde anlamli bir iliski bulunamadi. ATXN3 geninin
direkt bilirubin, monosit eozinofil, bazofil, PCT ve LUC degerleri ile, ABI2 geninin
sodyum, Klor, glukoz, direk bilirubin, MCV, PLT, eozinofil, bazofil, PCT, PDW, LUC,
% PT ve PLT/lenfosit oran1 ile ve GOLGBL1 geninin ise total bilirubin, direkt bilirubin,
monosit eozinofil, bazofil, PCT ve LUC degerleri ile anlamli derecede iliskili oldugu
belirlendi.
Sonuc: /n siliko ceRNA analizi yaklasimi ve gen ifadesi 6l¢iimii, RHK ile iliskisi daha
once kanitlanmig genlerden yola ¢ikarak yeni hedef genlerin (ATXN3, ABI2 ve
GOLGB1) belirlenmesinde akilc1 ve ekonomik bir yaklasim olabilir.
Anahtar Kelimeler: ceRNA; Epigenetik; miRNA; Onkogen; Renal hiicreli karsinom
Sercan ERGUN, Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Haziran-2018
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ABSTRACT
IN SILICO ANALYSIS AND THE INVESTIGATION OF THE EXPRESSION
LEVELS OF POTENTIAL CERNAS IN RENAL CELL CARCINOMA

Aim: We aimed to determine the genes that could predict the potential ceRNA activity
and could be involved in the pathogenesis of RCC in silico analysis. We then aimed to
analyze the expression levels of these genes in tumor and their surrounding healthy
kidney tissues of patients with RCC and correlate them with clinical patameters.
Material and Method: Via in silico analysis upon RCC-specific deleted genes in
chromosome 3, four possible ceRNAs (ATXN3, ABI2, GOLGB1 and SMAD2) were
identified, expression levels of these genes in tumor tissues of 19 RCC patients and
healthy kidney tissues surrounding tumors of the same patients were determined by
Real Time PCR, the expression levels of these genes were firstly compared between
tumor and healthy kidney tissues and eventually they were correlated with the clinical
parameters of the patients.
Results: As a result of our study, the expression levels of ATXN3 and GOLGB1 were
higher and the expression level of ABI2 was lower in tumor tissues compared to healthy
tissues (p=0,936, p=0,546, p=0,494). It has been observed that SMAD2 gene was
expressed too low to detect. No significant association was found when patients'
ATXN3, ABI2 and GOLGB1 gene expression level changes were associated with TNM
stages, Fuhrman grade, age and gender parameters. The ATXN3 gene was significantly
associated with direct bilirubin, monocyte eosinophil, basophil, PCT and LUC values,
ABI2 gene was significantly correlated with sodium, chlorine, glucose, direct bilirubin,
MCV, PLT, eosinophil, basophil, PCT, PDW, LUC,% PT and PLT/lymphocyte ratio
and GOLGBL1 gene was found to be significantly related to total bilirubin, direct
bilirubin, monocyte eosinophil, basophil, PCT and LUC values.
Conclusion: In silico ceRNA analysis approach and measurement of gene expression
has been a rational and economic approach to the identification of new target genes
(ATXN3, ABI2 and GOLGB1) from previously proven genes associated with RCC.
Keywords: ceRNA; Epigenetics; miRNA; Oncogene; Renal cell carcinoma
Sercan ERGUN, PhD Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, June-2018



SIMGELER VE KISALTMALAR
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1.GIRIS

Renal hiicreli karsinom (RHK), renal pelvis veya renal medullay i¢eren bobrek
kanserinden farklidir ve sadece bobrek yatagina uzanan hiicrelerde (renal tiibiillerde)
olusan kanser tiiriidiir. RHK, renal tiibiiler hiicrelerden koken alan bir grup heterojen
kanseri icermektedir. Urolojik kanserler arasinda prostat ve mesane kanserlerinden
sonra lglincii en sik 6liim nedeni olan RHK, tiim eriskin kanser olgularinin yaklagik
%2’sini olusturmaktadir. Ayrica, lirolojik kanserler icerisinde klinik seyiri en mortal
olamidir. RHK diger kanserler gibi bir¢ok genetik ve epigenetik degisikliklerin
birikiminden kaynaklanmaktadir (Shingarev ve Jaimes, 2017).

Son yirmi yilda yapilan, genetik ve klinik calismalar RHK'nin sadece
histolojisinde ve klinik seyrinde heterojen olmadigini, ayni zamanda genetik
degisimlerinde de heterojen oldugunu gostermistir (Soultati ve ark., 2015). RHK'nin
farkli histolojik alt tiplerinin tanimlanmasi, bu farkli alt tipler karsinojenezinin
molekiiler mekanizmasinin daha iyi anlagilmasini saglamistir ve her bir alt tip i¢in bir
veya daha fazla dnemli mutasyon belirlenmistir. Kalitsal RHK ile karsilastirildiginda
sporadik RHK i¢in tanimlanmis daha fazla mutasyon bulunmaktadir (Muglia ve Prando,
2015). Ayrica, sporadik kanserlerin ¢oklu (epi)genetik degisimlerden ortaya ¢iktigi
bilinmektedir. Bu nedenle, genlerin promoter hipermetilasyonunun RHK'nin sporadik
ve/veya kalitsal formlarina dahil oldugu diisiiniilmektedir. RHK'nin olusumunu ve
ilerlemesini diizenleyen epigenetik degisiklikler hala kesfin baslangic asamasindadir
(Xing ve He,2016). RHK'de epigenetik olarak ifadesi degistirilen genlerin ve yolaklarin
daha ayrintili karakterizasyonu, RHK i¢in yeni ve minimal invaziv diagnostik ve
prognostik araclarin gelistirilmesine yol agabilir. Uzun vadede, epigenetik tedaviler,
standart tedaviye yanit vermeyen, ileri RHK i¢in ek bir tedavi segenegi sunabilir (Xing
ve He,2016). RHK patofizyolojisi ile ilgili olabilecek ve hastaligin progresyonunda
biyobelirteg olarak kullanilabilme potansiyeli olan parametrelerin  kesfedilmesi
gerekmektedir. Bu tez caligmasi da bu diisiinceler baglaminda RHK’ye 6zgii yeni
biyobelirtegler bulma hedefiyle yapilmistir.

Uc numarali kromozomun kisa kolunun (petit, p) baz1 lokuslarinda RHK’ye
Ozgii belirli genlerin kaybina yol agan delesyonlar gézlenmektedir. RHK olgularinda
delesyona ugradigi tespit edilen ve 3 numarali kromozomun kisa kolunda bulunan

genler sunlardir: von Hippel-Lindau (VHL), Inositol 1,4,5-Trifosfat Reseptor Tip 1



(ITPR1), Peroksizom Proliferator-Aktiflenmis Reseptéor Gama (PPARG), Gliserol
Fosfat Dehidrogenaz 1 Benzeri (Glycerol-3-Phosphate Dehydrogenase 1 Like, GPD1L),
Abhidrolaz Domain 5 (ABHD5), Inozin 5'-Monofosfat Dehidrogenaz 2 (Inosin 5'-
Monophosfate Dehidrogenase 2, IMPDH2), kolin dehidrogenaz (Cholin Dehydrogenase
CHDH), azalarak diizenlenen renal hiicreli karsinom 1 (Down Regulated in Renal Cell
Carcinoma 1, DRR1), Piriivat Dehidrogenaz Beta (PDHB) ve Frajil Histidin Triad
(FHIT). Bu bolgede, delesyona ugrayan bu genlerin transkriptlerine baglanan
mikroRNA’larin (miRNA), hedeflerinin kaybolmasi nedeniyle kendilerine baska hedef
mesajct RNA’lar (mRNA) arayacagi ongoriilmektedir. iste bu mRNA transkriptleri
potansiyel ceRNA (competing endogenous RNA, ceRNA) ozelligine sahiptir (Singh ve
Kadam, 2013; Shuib ve ark., 2011; Gatto ve Nookaew, 2014; Ergun ve Oztuzcu, 2015).

ceRNA’lar, ortak miRNA hedef bolgelerini tasiyan ve bu miRNA’lar1 kendi
tizerine gekerek birbirleriyle iletisim kurabilen riboniikleik asit (RNA) transkriptleridir
(Cesana ve ark., 2011). Ortak miRNA hedef bolgesi tasiyan genlerin, transkripsiyon
diizeylerinin azalmasi veya delesyonlar1 bu bolgeleri hedefleyen miRNA’larin serbest
kalmasina ve yeni hedefler aramalarina sebep olacaktir. Bu miRNA’lar, ayn1t miRNA
baglanma bolgesi tasiyan ceRNA’lart  kendilerine yeni hedef olarak segerek
transkripsiyonel olarak aktivitelerini baskilayacaktir. Tersine bir etki ile ceRNA
aktivitesi gosteren bu mRNA’larin transkripsiyon seviyelerindeki artisi da ortak
miRNA’lar kendi iizerine ¢ekerek miRNA’larin 6nceki hedefleri {izerindeki etkisini
azaltacaktir (Kumar ve ark., 2014). Bu baglamda, ceRNA’larin pek ¢ok kanser tiiriiniin
patogenezinin aydinlatilmasinda yeni aktorler olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu
mekanizma gz Oniine alinarak muhtemel ceRNA aktivitesi gosterebilecek genlerin
tespiti i¢in spesifik veri tabanlarinin kullanilabilecegi gibi deneysel olarak aktiviteleri de
test edilebilir (Ergun ve Oztuzcu, 2015).

Calismada, ilk olarak in siliko analiz yardimiyla, RHK olusum
mekanizmasinda rol alabilecegi ongoriilen ceRNA aktivitesi gosterebilecek genlerin
bulunmasini hedefledik. Sonrasinda bu genlerin ifade diizeylerini RHK’li hastalardan
alian tiimor ve c¢evresindeki normal renal biyopsi Orneklerinde karsilastirmali olarak

analiz etmeyi ve hastalarin klinik verileriyle iliskilendirmeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Renal Hiicreli Karsinom

RHK, bobrekte atik molekiilleri idrara tasiyan ¢ok kiiciik kanallarin bir pargasi
olan proksimal kivrik tiibiilden kaynaklanan bir bobrek kanseridir. RHK, erigkinlerde
bobrek kanserinin en sik goriilen tipidir ve olgularin yaklasik % 90-95'inden
sorumludur. ik tedavi, en sik etkilenen b&bregin/bdlgelerin kismen ya da tamamen
cikarilmasidir. Kanserin metastaz yapmadig1 veya bobrek dokularina daha derine inen
durumlarda, 5 yillik sagkalim orani % 65-90' olup kanserin yayilimi sirasinda bu oran
onemli 6l¢iide diiser. Viicut semptomlar1 gizlemede son derece iyidir ve sonug olarak
hastalara RHK tanis1 kondugunda hastalik oldukga gelismistir. RHK'nin baslangig
semptomlart siklikla sunlari igerir: idrarda kan (ilk kez tedavi arayisinda bulunan
hastalarin % 40'mmda goriiliir), yan agr1 (% 40), karinda veya bacaklarda agirlik (% 25),
kilo kayb1 (% 33), ates (% 20), yiiksek tansiyon (% 20), gece terlemesi ve genellikle
kendini rahatsiz hissetme. RHK metastaz1 en sik lenf nodlar, akcigerler, karaciger,
adrenal bezler, beyin veya kemiklerde gozlenir. Immiinoterapi ve hedefli tedavi
metastatik RHK’nin seyrini iyilestirmistir (Jonasch ve Gao, 2014; Protzel ve
Maruschke, 2012).

2.1.1. Epidemiyoloji

Hastaligin insidansi cografi, demografik ve daha az oranda kalitsal faktorlere
gdre degisir. Iyi bilinen bazi risk faktorleri olmakla birlikte, potansiyel risk faktérlerinin
anlami ve 0nemi hala tartigmalidir (Escuider ve ark, 2016). Diinyada RHK insidansi,
yeni olgularin sayisinin sabit kaldig1 son yillara kadar her on yilda yaklasik % 2-3
oraninda artmaktadir (Znaor ve ark., 2015). Ayrica, RHK insidansi cinsiyet, yas ve 1rka
gore de degisiklik gostermektedir. Erkeklerde kadinlardan daha siktir (yaklagik 1,6 : 1)
ve biiylik cogunlugu 65 yasindan sonra teshis edilmektedir. Gelismis tilkelerde
erkeklerde sikliginin neden daha yiiksek oldugu tam olarak bilinmemekle birlikte
genetik faktorler, sigara kullanimi ve calisma kosullar1 gibi g¢evresel etkenler ile
iliskilendirilebilir (Ciccarese ve ark., 2016). RHK’nin Asyalilarda beyazlara oranla
belirgin olarak daha diisiik oranlarda goriildiigli bildirilmistir. Afrika tilkeleri en diisiik
RHK insindansina sahipken, Amerika’da Afrikali Amerikalilarin en yiiksek RHK
insidansina sahip oldugu goriilmektedir (Ridge ve ark., 2014). Gelismis tlkelerde,



gelismekte olan lilkelere oranla RHK insidansi daya yiiksektir. En yiiksek insidans
Kuzey Amerika, Avrupa ve Avustralya / Yeni Zelanda'da goriilmektedir (Ljungberg ve
ark., 2011).

Eriskin kanser olgularinin yaklasik %2’sini olusturan RHK, tirolojik kanserler
arasinda prostat ve mesane kanserlerinden sonraki en sik oliim nedenidir. Ayrica,
tirolojik kanserler icerisinde klinik seyiri en mortal olanidir. RHK, diinya genelinde
yapilan g¢alismalara goére, kanser sikligi siralamasinda dokuzuncu sirada yer almakta
olup 2012 yilinda 337,860 yeni olgu tamimlanmistir (Capitanio ve Montorsi, 2016).
Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization, WHO), Avrupa’da 2012 yilinda
yaklagik 121,629 yeni olgunun teshisinin konuldugunu ve bu olgularin 75,676 sinin
erkek oldugunu bildirmistir (Torre ve ark., 2015). Tiirkiye’de 2013 yapilan bir
calismada ise bobrek kanserinin iilke genelindeki insidansinin erkeklerde yaklasik yiiz

binde 7, kadinlarda ise yiiz binde 3,4 oldugu bilidirilmisitir (Giiltekin ve Boztas, 2014).

2.1.2. Etiyolojisi

RHK i¢in en biiyilik risk faktorii yasam tarziyla ilgilidir. Sigara, obezite ve
hipertansiyonun olgularin % 50'sinde rol oynadigi tahmin edilmektedir. Asbest,
kadmiyum, kursun, klorlu solventler, petrokimyasallar ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlar (PAH) gibi baz1 kimyasallara maruz kalma ile RHK iliskisi pek ¢ok
calisma tarafindan arastirilmis fakat net bir sonug¢ alinamamistir (Shrestha ve ark.,
2016). Tiim bobrek tiimdrlerinin neredeyse yarisi viicut kitle endeksi (VKI) > 30 kg / m?®
olmast ile iligkilendirilmigtir. RHK riski de her 5 kg / m? VKi artisla % 20-35 oraninda
artmaktadir (Wang ve Xu, 2014). Bu iliski, obezitenin malignensilerden
kardiyovaskiiler ve bobrek hastaliklarina kadar ¢esitli 6liimciil hastaliklarda baslica risk
faktor oldugunu Onermektedir. Bir diger potansiyel risk faktorii non-steroidal anti-
inflamatuar ilaglarin (NSAIQ) uzun siireli kullanimidir. Ayrica ¢alismalar, RHK gelisme
riskinin histerektomi yapilan kadinlarda, yapilmayan kadinlara kiyasla iki kat daha fazla
oldugunu gostermistir (Altman ve ark., 2010). Diger yandan, orta derecedeki alkol
tiiketiminin koruyucu bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Bunun nedeni belirsizligini
korumaktadir (Lew ve ark., 2011). Kalitsal faktorlerin bireysel yatkinlik iizerinde kiiciik
bir etkisinin olabilecegi belirtilmektedir. Yapilan arastirmalar RHK hastalarinin yakin
akrabalarinda da hastaligin goriilme riskinin iki ila dort kat aras1 arttigin1 géstermektedir

(Purdue ve ark., 2011). Kalitsal papiller bobrek karsinomasi, kalitsal leiomiyomatoz,



Birt-Hogg-Dube sendromu, hiperparatiroidizm-gene tiimorii sendromu, ailesel papiller
tiroit karsinomasi, von Hippel-Lindau (VHL) hastalig1 ve orak hiicre anemisi gibi diger
genetik etiyolojili hastaliklar da ayrica RHK riskini artirabilir (Moch ve ark., 2013).
Bununla birlikte, riski etkileyen en onemli hastalik genetik etiyolojili degildir. Diyaliz
gerektiren bobrek kistik hastaligi goriilen hastalarda, RHK riski genel popiilasyon ile
karsilastirildiginda 30 kat daha fazladir (Rini ve ark., 2009).

2.1.3. Siiflandirma

WHO, 2004 yilinda Mainz ve Hidelberg'in siniflamasinin 6zeti olarak
nitelendirilebilecek bir RHK siniflandirmasi yapmistir (Tablo 1). Bu siniflamada
patolojik ve genetik analizlerin sonuglari da g6z Oniinde bulundurularak g¢esitli

kategoriler olusturulmustur (Lopez-Beltran ve ark., 2006).

Tablo 1. WHO’nun RHK siiflamasi (Lopez-Beltran ve ark.'dan uyarlanarak, 2006)

Benign Malign

Papiller Adenom Seffaf hiicreli RHK

Onkositom Multilokiiler seffaf hiicreli RHK
Papiller RHK

Kromofob RHK

Bellini toplayici kanal karsinomu

Renal mediiller karsinom

Xpll translokasyon karsinomu
Noroblastoma ile iligkili karsinoma
Miisindz tubuler ve igsi hiicreli karsinoma

Simiflandirilamayan RHK

2.1.4. RHK Genetigi

RHK, renal pelvis veya renal medullay1 iceren bobrek kanserinden farklidir ve
sadece bobrek yatagina uzanan hiicrelerde (yani renal tiibiillerde) olusan kanser tiirtidiir.
Bazi RHK'ye yatkin ailelerde kalitsal kanser riskinin nedeni olarak genetik temelli
varyantlar belirlenmistir. Bu genetik altyapili varyantlarin genel olarak RHK olgularinin

sadece % 5 ila % 8'ini olusturdugu tahmin edilmektedir. Diger kesfedilmemis genler ve



arka plandaki diger genetik faktorler, RHK'min gelismesine genetik olmayan risk
faktorleri ile birlikte katkida bulunabilir (Shuch ve ark., 2013).

RHK, hem sporadik hem de kalitsal olgularda ortaya ¢ikabilir. Otozomal
dominant olarak kalitildig1 tanimlaan dort ana RHK sendromu asagida listelenmistir
(Shuch ve ark., 2013):

¢ VVHL sendromu

e Kalitsal leiomiyomatozis ve renal hiicreli karsinom (KLRHK)
e Kalitsal papiller renal hiicreli karsinom (KPRHK).

¢ Birt-Hogg-Dubé (BHD) sendromu.

Kanser Genomu Atlas Konsorsiyumu 400'den fazla RHK hastasi {izerinde,
saglikli bobrek dokusu ile bobrek timoriinii kiyaslayan analiz yapmistir. Ortalama
olarak, RHK’de yirmiden daha az sayida deoksiriboniikleik asit (DNA) kopya sayisi
degisikligine rastlanmistir. Kopya sayist degisiklikleri, bir hiicrenin DNA'sinin bir veya
daha fazla kisminin anormal sayida kopyasina sahip olmasidir. Bu degisiklikler
genomda kantitatif bir dengesizlige neden olmaktadir (Zarrei ve ark., 2015). Bu sayi
kolon ve meme kanserlerindeki DNA kopya sayist degisikliklerinden daha azdir.
Bununla birlikte, orantisal olarak, tiim kromozom kollarin1 igeren kopya sayisi
degisikliklerinin oraninin kolon ve meme kanserinden daha fazla oldugu goriilmiistiir.
RNA fiizyonlari (translokasyondan kaynaklanan), RHK olgularinin % 10 ila % 20'sinde
gozlenmistir ve bunlarin biiyiik cogunlugu ilk kez tanimlanmistir (Network, 2013). Sato
ve ark. (2013) yaptig1 bir arastirmada, 100°den fazla RHK olgusunu tiim genom veya
ekzom dizileme yontemi kullanarak degerlendirmistir. RHK nin megabaz ¢ifti basina
bir ila iki somatik olarak edinilmis tek niikleotid varyanti veya kiigiik insersiyon ve
delesyonlar (timor bagina yaklasik 3.000 ila 6.000 mutasyon) ile karakterize oldugu
gosterilmistir. Bu mutasyonlarin ¢ogu kodlama bdlgelerinin disinda gergeklesmistir.
Protein kodlayici bolgeler genomun yaklasik % 1'ini olusturur ve mutasyonlarin
yaklasik % 1'ine tabidir, bu da mutasyonlarin rasgele olustugunu disiindirmektedir
(Brugarolas, 2014; Sato ve ark., 2013; Network, 2013).

RHK'ye neden olan kromozomal diizensizlikleri tanimlamaya calisan
arastirmalar, kritik dneme sahip bir¢cok lokusu tanimlanmistir. Heterozigotluk kaybi,
bircok kalitsal kanser sendromunda yabanil tip allellerin somatik kaybina neden olur

(Gatto ve ark., 2014). En yaygin heterozigotluk kayiplar1 sunlardir: 30 biiyiikk parga



kayb1 (3p21-36 boyunca uzanan), 1 interstisyel delesyon (3p12-14, 3p21-22, 3p24.1-
24.2 ve 3p24.3 boyunca uzanan) ve ¢esitli kromozom kayiplart (8p12-pter, 60923.3-27,
14924.1-qter, 9q32-qter, 10g22.3-qter, 9pl13.3-pter, 4qg28.3-qter ve 13gl2.1-21.1)
(Chen ve ark.,, 2009). RHK'de 3p kaybinin saptanmasindan sonra, sitogenetik
degisiklikler ile RHK'nin histopatolojik alt tiirleri arasinda anlamli korelasyonlar oldugu
belirlendi (Singh ve Kadam, 2013). RHK’de gbzlemlenen kromozom 3p heterozigotluk
kaybmin genel sikligi % 53°diir. RHK'nin histopatolojik fenotipleri ile 3p kaybi
insidans1 arasindaki iligkinin incelenmesi, seffaf hiicre tipine sahip tiimorlerde
heterozigotluk kaybmin % 75 (12/16) oldugunu ve bu hiicre tipinde heterozigotluk
kaybinin grantiler hiicre tipi timorlerden daha sik oldugunu gostermistir (% 14, 1/7) (p

<0,01) (Favazza ve ark., 2017).

Ugiincii kromozomun kisa kolunda RHK ile iliskili delesyonlar

RHK olgularinda siklikla rastlanan 3 numarali kromozomun kisa kolundaki
heterozigotluk kaybi, bu bolgede tiimor siipresor genlerin varligina isaret etmektedir.
Literatiire gore bu lokuslarda yerlesik olan genler VHL, ITPR1, PPARG, GPDIL,
ABHD5, IMPDH2, CHDH, DRR1, PDHB ve FHIT olarak tanimlanmistir (Singh ve
Kadam, 2013; Shuib ve ark., 2011; Gatto ve Nookaew, 2014) (Sekil 1). Bu genlerin

gorevleri asagida 6zetlenmistir.

Chr.3
VHL
2s.3 ITPR2
PPARG
22.3 ——GPDIL
e T ABHDS
21.31 | mrmPDH2
T CHDH
21.1 {
142 _ DRR2
192 S FPDHE
EHIT

B——

Sekil 1. Uciincii kromozomun kisa kolunda RHK’ye o6zgii delesyona ugrayan genler (Singh ve

Kadam’dan uyarlanarak, 2013).



VHL geni

RHK olgularmin ¢ogunlugu (% 90), VHL geninin iki allelik kaybiyla
karakterizedir.  von  Hippel-Lindau  sendromu,  merkezi  sinir  sistemi
hemanjioblastomalari, feokromasitomalar, pankreatik maligniteler ve RHK kalitsal
duyarliligi olan otozomal dominant bir hastaliktir. RHK, bu mutasyon tipine sahip
sporadik ve ailesel olmayan olgular arasinda daha erken yasta goriilen, bilateral ve
multifokal tiimérler olarak ortaya ¢ikan ve bu hastaligin sik goriilen 6liim nedenlerinden
birisidir. VHL delesyonlu hastalar, etkilenmeyen bolgelerde VHL geninin yalnizca bir
allelinde mutasyonu kalitirlarken ve etkilenmis hiicrelerinde, dokularinda ve
organlarinda diger allelde de bir mutasyon tasirlar. Bu sendromdaki RHK’ler bu
nedenle erken baslangigli ve multifokal olma egilimindedir (Singh ve Kadam, 2013).

Fizyolojik olarak, bu gen tarafindan kodlanan protein, elongin B, elongin C ve
cullin-2 proteinlerinin de dahil oldugu bir kompleksin parcasidir. Ubikuitin ligaz E3
aktivitesine sahiptir ve hipoksiyle indiiklenen faktorii (HIF) ubikuitinlenerek

parcalanmasinda gorev alir (Wang ve ark., 2014).

ITPR1 geni

Bu gen inositol 1,4,5-trifosfat i¢in intraselliiler bir reseptor proteinini kodlar ve
aktive edilmesiyle endoplazmik retikulumdan kalsiyum salinimini tetikler. ITPR1,
HIF20'nin yeni bir hedefidir ve ekspresyonu, hem mRNA hem de protein seviyelerinde
HIF2¢o tarafindan diizenlenmektedir. ITPR1, HIF2a'nin RHK'de tiimor biiylimesini
tetikledigi mekanizmalardan biri olabilir. RHK'de VHL mutasyonlar1 tarafindan
tetiklenen HIF2a/ITPR1 ekseni, antitimor immiinitesi, timor hiicresi sagkalimi ve

hiicre biiyiimesine gegisi kontrol etmede kritik rol oynayabilir (Messai ve ark., 2014).

PPARG geni

PPARG, lipid homeostazini diizenleyen, obezite ve diyabet de dahil olmak
izere sayisiz hastaligin patolojisinde rol oynayan niikleer bir reseptordiir (Barish ve
ark., 2006). Ek olarak, ¢aligmalar PPARG'nin tiimdr biiylimesi, progresyon ve metastaz
inhibisyonunda 6nemli bir role sahip oldugunu gostermistir. Bu gen tarafindan kodlanan
protein, ¢ekirdege girerek direkt olarak DNA’ya baglanabilen bir transkripsiyon faktorii
ailesinin lyesidir. Retinoik X reseptorii (RXR) proteini ile heterodimer olusturarak pek

cok genin ifadesinin diizenlenmesinde gorev alir. -3 yag asitlerinin anti kanser etkileri,



PPARG aktivasyonu da dahil olmak iizere pek ¢ok yolakla saglanabilir. PPARG, kolon,
gogiis, akciger ve prostat kanseri dahil bir dizi kanserde eksprese edilir. PPARG
aktivasyonu, ¢esitli kanser hiicrelerinin proliferasyonunu in vitro olarak inhibe edebilir.
Yag asitlerinin PPARG'nin dogal ligandlar1 oldugu gosterilmistir. Yag asitleri
PPARG'yi once aktive ederek, daha sonra kanser hiicrelerinin biiyiimesini inhibe
edebilir. PPARG aktivasyonu ve siklo oksigenaz-2’nin (cyclooxygenase-2, COX-2)
inhibisyonu, a-linolenik asitin (ALA) RHK hiicre proliferasyonunu 6nleyen iki sinyal

yolagidir ve bu iki yolak birbirine paralel olarak islemektedir (Yang ve ark., 2013).

GPDLL geni

Bu gen tarafindan kodlanan protein sn-gliserol 3-fosfatin gliseron fosfata
dontisiimiinii saglar. Sitoplazmada plazma membranina bagl olarak bulunur ve sodyum
kanallarma baglanarak islev gosterir (Valdivia ve ark., 2009). Ug¢ numarali kromozomun
RHK ile iligkili olarak delesyona ugrayan lokuslarindan birinde olmasina ragmen
patofizyolojik olarak RHK ile daha once iliskilendirilmemistir. Bununla birlikte, hipoksi
ile indiiklenen pozitif geri besleme dongiisii, GPDL1'in miR-210 baskilanmasi yoluyla
HIFIa stabilitesini arttirir (Kelly ve ark., 2011). Bu HIF aracilikli GPDL1 baskilanma,
RHK ile olan muhtemel iliskisine 151k tutabilir.

ABHD?5 geni

Bu gen tarafindan kodlanan protein fosfatidik asit biyosentezinde gorev alir ve
hiicre igi triacilgliserol depolanmasimin aktivasyonunu saglar (Lord ve ark., 2013). Ug
numarali kromozomun RHK ile iliskili olarak delesyona ugrayan lokuslarindan birinde
olmasina ragmen ABHD5 geni de patofizyolojik olarak RHK ile daha once

iliskilendirilmemistir.

IMPDH2 geni

Bu gen tarafindan kodlanan protein de novo guanin niikleotid biyosentezinde
hiz siirlayici enzim olarak gorev yapar ve dolayisiyla DNA ve RNA sentezi i¢in
gereklidir. De novo guanin niikleotid biyosentezinde hiz sinirlayict bir enzim olan
IMPDHZ2'nin ekspresyonu, prostat kanseri de dahil olmak tiizere ¢esitli neoplazmalarda
artarak diizenlenir. Asir1 ifade edilen IMPDHZ2, bobrek ve mesane kanseri teshisinde bir

biyobelirteg olarak kullanilabilir ve bu kanser tipleri i¢in potansiyel bir terapdtik



hedeftir. IMPDH2 ekspresyonu, kanser hiicreleri de dahil olmak iizere proliferasyona
aktif olarak katilan hiicrelerde asir1 artar (Zou ve ark., 2015).

CHDH geni

Bu gen tarafindan kodlanan protein mitokondride yerlesiktir ve kolin
sentezinde rol alir. Bu genin diger dokulara kiyasla hem mRNA hem de protein
seviyesinde renal dokularda daha fazla ifade edilmesi RHK’ye iliskin nemli bilgiler
vermesi adina onemli bir bulgudur fakat heniiz herhangi bir calismada bu iligki tespit

edilmemistir (Johnson ve ark., 2012).

DRR1 geni

Bu gen tarafindan kodlanan protein hiicre biiylimesinin baskilanmasinda gorev
alir. ifade edilmedigi hiicre hatlarina transfekte edilirse, hiicre biiyiimesi baskilanir.
DRR1 geninin ekspresyon kaybi, RHK ve muhtemelen diger tiimorlerin gelisiminde
onemli bir rol oynayabilir (Wang ve ark., 2000).

PDHB geni

Priivat dehidrojenaz kompleksi, priivatin asetil koenzim A’ya (asetil KoA)
dontisiimiinde rol alir ve bu sayede glikolitik yolagi trikaboksilik asit dongiisiine baglar.
U¢ numarali kromozomun RHK ile iliskili olarak delesyona ugrayan lokuslarmdan

birinde olmasina ragmen patofizyolojik olarak RHK ile daha once iliskilendirilmemistir

(Saunier ve ark., 2016).

FHIT geni

Bu gen tarafindan kodlanan diadenozin 5',5"'-P1,P3-trifosfat hidrolaz piirin
metabolizmasinda rol alir ve kromozom 3 iizerine bulunan bu kirilgan gen bolgesi pek
cok farkli translokasyonlara sebep olur. Fragile site, aphidicolin type, fra(3) (FRA3B),
frajil bolgesinde bulunan FHIT geni, insan kanserlerinin ¢ogunda en erken ve en sik
degisime ugrayan genlerden biridir. Son zamanlarda FHIT geninin, ¢ogu FHIT-negatif
kanserlerin koken aldigi hiicreler olan epitel hiicrelerinde en frajil lokus olmadig
kesfedilmistir (Hosseini ve ark., 2013). Bu kesif, bu lokusdaki delesyonlarin FHIT
islevinin kaybindan ziyade DNA hasarina kars1 olusan asir1 hassasiyetten dolay1 kanser
hiicre klonlarmin gelistigini desteklemistir. Nitekim son arasgtirmalar, FHIT genini,

apoptoz ve epitelyal mezenkimal gegisin (Epithelial Mesenchymal Transition, EMT)
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Onlenmesinde rolii olan bir tiimor baskilayict gen oldugunu gosterdi. Diger yeni
calismalar, FHIT genin dirlinii Fhit igin "bekgi" olarak yeni bir rol tanimladi (Waters ve
ark., 2014). Bu proteinin fonksiyonun kaybi, niikleotid dengesizligi, spontan
replikasyon stresi ve DNA kopmalarina yol acabilecegi belirtilmistir. Fhit kaybina baglh
DNA hasar1 "kontrol noktasi korliigi" olusturdugu igin, hiicreler sonraki hiicre
dongiileri boyunca, onkogenik mutasyonlar1 kolaylastirabilir ve klonal ekspansiyonu
hizlandiracak genomik kararsizlifa sebep olan DNA hasar1 artar. Dolayisiyla, Fhit
aktivitesinin kaybi mutator fenotipi uyarmaktadir. FHIT geninin bir mutator gen
olduguna dair kanit1, Fhit kayb1 ve hemen sonrasinda gelen genomik kararsizlik iizerine
yapilan son arastirmalar sunmaktadir. FHIT, sitozin-fosfat-guanin (CpG) adasinin asiri
metilasyonu, RHK’de FHIT geninin inaktivasyonundan sorumlu olabilir (Waters ve
ark., 2014; Kvasha ve ark., 2008).

2.2. Epigenetik

DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olmaksizin gen anlatiminda olusan
stabil ve kalitsal degisimler epigenetik olarak tanimlanir (Holoch ve Moazed, 2015).
Epigenetik degisim diizenli ve dogal bir olaydir, ancak yas, cevre, yasam bi¢imi ve
hastalik gibi ¢esitli faktorlerden etkilenebilir (Barua ve Junaid, 2015). Epigenetik
degisiklikler, hiicrelerin cilt, karaciger, beyin hiicreleri vb. olarak farklilasmalari i¢in de
olanak saglar. Ayrica, epigenetik degisim kanser gibi hastaliklara neden olabilecek daha
zararli etkilere neden olur. DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve kodlamayan
RNA (Non-coding RNA, ncRNA) ile iliskili gen sessizlestirmeyi igeren en az ii¢ sistem
su anda epigenetik degisikligi basglatmakta ve siirdiirmektedir. Yeni ve devam eden
arastirmalar, ¢esitli insan hastaliklarinda ve oliimciil hastaliklarda epigenetigin roliinii
stirekli olarak ortaya ¢ikarmaktadir (Walter ve Himpel, 2017).

Yirminci ylizyilin ortalarinda Conrad H. Waddington ve Ernst Hadorn gibi
saygin bilim insanlar tarafindan genetigi ve gelisim biyolojisini birlestirmeye
odaklanan kapsamli arastirma, su an epigenetik olarak adlandirdigimiz alana
dontigmistiir (Szutorisz ve Hurd, 2017). 1942'de Waddington tarafindan ortaya atilan
epigenetik terimi, baslangicta genetik siireglerin gelisme iizerindeki etkisini anlatan
Yunanca "epigenez" kelimesinden tiiretilmistir. 1990'lh yillarda genetik asimilasyona
yenilenen bir ilgi oldu. Bu, ¢evresel stresin Drosophila meyve sineklerinde bazi

fenotipik oOzelliklerin genetik asimilasyonuna neden oldugu, Conrad Waddington'un
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gozlemlerinin molekiiler temelini aydinlatmaya yol agmaktadir. O zamandan bu yana,
aragtirma ¢abalari bu degisikliklerle ilgili epigenetik mekanizmalar1 ¢ézmeye
odaklanmustir (Felsenfeld, 2014).

Giliniimiizde, DNA metilasyonu, 1969'da Griftith ve Mahler tarafindan yapilan
calismalara dayanan ve DNA metilasyonunun uzun siireli hafiza islevinde onemli
olabilecegini ileri siiren, en genis incelenmis ve iyi tanimlanmis epigenetik
modifikasyonlardan biridir. Diger 6nemli degisiklikler arasinda kromatin yeniden
modellenmesi, histon modifikasyonlar1 ve kodlamayan RNA mekanizmalar1 gelir
(Venkatesh ve Workman, 2015). Epigenetikle iligkili c¢aligmalar, ¢esitli kanserler,
mental retardasyonla iliskili bozukluklar, bagisiklik sistemi bozukluklar, néropsikiyatrik
bozukluklar ve pediatrik bozukluklar dahil olmak iizere bir dizi hastalik ile epigenetik
arasindaki iliski hakkinda yeni bulgulara ortaya koymustur (Heard ve Martienssen,
2014).

Gen ifadesi ve DNA replikasyonu da dahil olmak iizere bir¢ok hiicresel iglem
genellikle "klasik genetik™ kategorisine giren mekanizmalarla diizenlenir (Macheret ve
Halazonetis, 2015). Bu mekanizmalar, gen ifadesinin, DNA diziliminde mevcut olan
veya olmayan, baskilayici proteinler i¢in promoter, hizlandirict veya baglama alanlar
gibi elementler tarafindan kontrol edildigini gostermektedir (Martyn ve ark, 2017). Bu
tiir diizenlemelere bir hiicresel onkogenin ifadesinin kontrolii 6rnek olarak verilebilir.
Saglikli hiicrelerde bu gen eksprese edilmezken, bir kanser hiicresinde kanserin

ilerlemesine katkida bulunabilecek bir mutasyona sahip olabilir (Johnson ve ark., 2015).

2.2.1. miRNA’lar

Cekirdekte, RNA polimeraz Il, baslangigta miRNA'lar1 primer miRNA’lar (pri-
miRNA) olarak bilinen, uzun kodlanan veya kodlamayan RNA segmentleri olarak
transkribe eder. Pri-miRNA'larda yaklagik 70-100 niikleotid uzunlugunda ve bir stem-
loop igeren kisimlar yakalanir. Bu pri-miRNA’lar riboniikleaz (RNaz) tip |11, Drosha ve
cift iplikli RNA (double stranded RNA, dsRNA) baglayici protein igeren bir kompleks
olan DiGeorge Sendromu Kritik Bolge 8 (DiGeorge Syndrome Critical Region 8,
DGCRS8) (Pasha olarak da bilinir) tarafindan kesilir (Lin ve Gregory, 2015). Bu kisa
stem-loop seklindeki RNA'lar 6ncii miRNA’lar (precursor miRNA, pre-miRNA) olarak
adlandirilir ve RNaz, Drosha ve DGCRS8 protein mikroislemci kompleksi olarak bilinir.

Pre-miRNA’lar exportin-5 ve RAS iligkili niikleer guanozin trifosfat (RAS Associated
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Nuclear-Guanosine Triphosphate, RAN-GTP) ile kompleks olusturur ve daha sonra
cekirdekten sitoplazmaya aktarilir. Pre-miRNA'lar ayrica bir ¢ift iplikli RNA kesici
(Double Stranded RNaz, dsRNaz) tip III, Dicer, tarafindan bir ¢ift sarmalli miRNA
dubleksi olarak islenir (Svobodova ve ark., 2016). Bu ¢ift iplik¢ikli miRNA dubleksi,
RNA ile indiiklenmis susturucu kompleks (RNA Induced Silencing Complex, RISC)-
yiikkleme kompleksi (Loading Complex, RLC) ATP'ye bagimli bir sekilde dahil edilir.
Daha sonra, miRNA’nin bir dizisi (kilavuz dizi) RLC’den ayrilirken, diger dizi (rehber
dizi) olgun RISC yapisin1 olusturmak i¢in komplekste kalir ve hedef mRNA’lar
yakalamak icin kalip gorevi goriir (Ha ve Kim, 2014). Genellikle, olgun RISC post-
transkripsiyonel olarak gen ekspresyonunu baskilar. Olgun RISC kompleksi, kalip dizisi
ile olduk¢a yiiksek diizeyde tamamlayicilik gdsteren mRNA’lari, RICS kompleksinin
ana bileseni olan Argonot proteinlerinin katalitik bolimii (RNaz [l domaini)
araciligiyla keser ve degrede eder. Kismen tamamlayicilik gosteren hedefler i¢in RISC
kompleksi hedef mRNA'larin stabilitesini azaltmak i¢in sirastyla DCP1-DCP2 ve
CNOT kompleksleri vasitasiyla mRNA'larin 7-metilguanozin sapka ve ¢oklu
adenilasyon bolgelerine zarar verir (Jonas ve lzaurralde, 2015). Ek olarak, RISC
kompleksi, ¢ogunlukla hedef genlerin translasyonunu da engeller. Bununla birlikte, tim
miRNA'lar translasyonel baskilamada calismazlar. Ornegin, achik kosullar1 altinda,
miR-369-3, frajil X mental retardasyon, otozomal homolog 1 (Fragile X Mental
Retardation, Autosomal Homolog 1, FXR1) ile birlikte transkriptin 3’ translasyona
ugramayan bolge (3° Untranslated Region, 3' UTR) adenin ve urasil agisindan zengin
elementlere baglanarak tiimor nekroz faktorii-a'nin (Tumor Necrosis Factor-a, TNFa)
translasyonunu aktive eder (Riaza ve ark., 2015). Bu islem, RISC kompleksinin
translasyonun diizenlenmesindeki molekiiler diizeydeki roliinii agiklamaktadir (Sekil 2)

(lorio ve Croce, 2012).
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Sekil 2. miRNA biyogenezi (Zamani ve Zamani'den uyarlanarak, 2013)

miRNA'lar transkripsiyon seviyesinde gen ifadesini diizenleyen kisa
kodlamayan RNA tiirlerini igerir. Son yillardaki aragtirmalar, DNA metilasyonu ve
histon modifikasyonu gibi epigenetik mekanizmalarin sadece protein kodlayan genlerin
ekspresyonunu diizenlemekle kalmadigini, ayn1 zamanda let-7a, miR-9, miR-34a, miR-
124, miR- 137, miR-148 ve miR-203 gibi miRNA’larinda ifadesinin diizenlenmesinde
rol oynadigimi géstermistir (Ramassone ve ark., 2018). Tersine, miRNA'larin baska bir
alt kiimesi, DNA metil transferazlari, histon deasetilazlar1 ve polikom grubu genleri
iceren Onemli epigenetik diizenleyicilerin ifadesini kontrol etmektedir (Allis ve
Jenuwein, 2016). MiRNA'lar ve epigenetik yolaklar arasindaki bu geribildirim aginin,
bir epigenetik-miRNA diizenleyici dongiisii olusturdugu ve biitiin gen ekspresyon
profilini organize ettigi goriilmektedir. Bu diizenleyici dongili, normal fizyolojik
fonksiyonlar engellenebilir ve ¢esitli hastalik siirecleri ortaya ¢ikar (Sato ve ark., 2011).

Yapilan caligmalar, asir1 ifade edilen miRNA'larin, kanser gibi cesitli
hastaliklarin isaretgisi oldugunu gostermistir (Ouyang ve ark., 2014). miRNA ifade
profillemesinin, timoriin gelisimi, progresyonu ve tedaviye yanit ile iligkili oldugu
gosterilmistir ve bunlarin, tani, prognostik ve prediktif biyolojik belirte¢ olarak olasi
kullanimlarint 6nerilmistir (Schwarzenbach, 2015). Ayrica, miRNA'larin potansiyel
onkogenler veya tiimor baskilayici genler olarak islev gorebildigini gdsteren
caligmalarin artmistir. Buna dayanarak, hastalifa cevabi iyilestirmek ve tedavi

oranlarini artirmak amaciyla gergeklestirilen miRNA'ya dayali anti kanser tedavileri, ya
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tek basina ya da mevcut hedefli terapilerle kombinasyon halinde son zamanlarda
siklikla kullanilmaktadir. miRNA odakli yaklagimlart kullanmanin avantaji, hiicre
farklilasmasi, cogalmasi ve sagkalimla ile ilgili yolaklarin birden fazla efektoriinii ayni
anda hedefleyebilme yetenegine dayanmaktadir (Sekil 3) (lorio ve Croce, 2012; Baer ve
ark., 2013).

Onkogenik Tumaor baskilayic

o v 2 - > -
miRNA'lar e miRNA'lar I

Tumor baskilayici —
ST Tumaor olusumu
gen inhibisyonu

Profiferasyont Anjyoy t <
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Artan onkogen
trasnslasyonu

Sekil 3. miRNA’larin onkogenik ve tiimor baskilayici olarak etki mekanizmalari (Baer ve ark.'dan

uyarlanarak, 2013).

Zamanla ¢esitli kanser tipleri kendilerini gelistirmelerine ve bazi durumlarda
tedaviyi engelleyen gelismis biyolojik faaliyet aglar1 gelistirmislerdir (Creixell ve ark.,
2015). Bu karmagik program, primer timdriin yani sira stromal hiicreler de dahil olmak
tizere ¢oklu hiicre tipleri arasindaki iletisime dayanmaktadir (Seguin ve ark., 2015).
Kanser progresyonunun alti temel 06zelligi tanimlanmistir: biiylime sinyallerinde
kendine yeterlilik, bliyiimeyi engelleyici sinyallere duyarsizlik, apoptozdan kagis ve

simirsiz replikasyon potansiyeli, devamli anjiyojenez ve doku istilasi, ve metastaz
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(Fouad ve Aanei, 2017). Diizeni bozulan miRNA'lar, bu o0zelliklerin her birini
hedefleyerek kanserde tiimor baskilayict veya onkogenik olarak islev gorebilir
(Rupaimoole ve ark., 2016). Fonksiyon kazanimi yaklagimlari, tiimor baskilayici olarak
hareket eden miRNA'larin BCL2 (miR-15a ve miR-16-1 tarafindan hedeflenmektedir),
RAS ve MYC (let-7 tarafindan hedeflenmektedir), ve MCL1 (miR-29 tarafindan
hedeflenmektedir) gibi ¢esitli kanser yolaklarinda 6nemli rolleri olan onkoproteinleri
hedefledigini gostermistir (Peng ve Croce, 2016). Aksine, kanser hiicrelerinde asiri
eksprese olan onkogenik miRNA'larin biyolojik etkilerini incelemek i¢in antisens
oligoniikleotidler kullanilarak in vitro sessizlestirme yapilmaktadir (Cheng ve ark.,
2015). Ornegin, miR-21 ekspresyonunun meme, glioblastoma, pankreas ve kolon
kanserinde yiiksek oranlarda oldugu bildirilmistir (Pfeffer ve ark., 2015). Ayrica,
glioblastoma hiicre hatlarinda miR-21 ekspresyonunun bloke edilmesiyle, kaspaz
aktivasyonlarinda ve apoptozda artis oldugu bulunmustur (Yeh ve ark., 2015). Ek
calismalar, miR-21’in tiimor baskilayici fosfotaz ve tensin homologu (Phosphatase and
Tensin Homolog, PTEN) ve programlanmis hiicre 6liimii 4 (Programmed Cell Death 4,
PDCD4) genlerini hedefleyerek anti-apoptotik etkilerin ortaya ¢ikardigi bulunmustur
(Sekil 4) (lorio ve Croce, 2012; Manikandan ve ark., 2008).
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Sekil 4. Tiimor gelisiminde miRNA’larin rolii (Manikandan ve ark.'dan uyarlanarak, 2008).
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2.2.2. ceRNA’lar

ceRNA'lar, miRNA cevap elemanlari (mMiRNA response elements, MRE's) adi
verilen miRNA'lar tarafindan taninan dizileri paylasan ve bu sayede birbirlerinin ifade
diizeylerini diizenleyen RNA tipleri olarak tanimlanabilir (Denzler ve ark., 2016). Gen
ekspresyonu, arttiric1 (enhancer) dizilerle “cis” sekilde veya transkripsiyon faktorlerini
kodlayan genler (aktivator veya baskilayici olarak islev goriir) ya da RNA baglayici
proteinler tarafindan “trans” sekilde diizenlenir (Tay ve ark., 2014). Son zamanlarda
yapilan cesitli calismalar bazi kodlanan ve kodlamayan RNA molekiillerinin, miRNA
stingerleri gibi davranarak trans gen ifadesini diizenleyebildigini gostermistir (Guil ve
Esteller, 2015). Bu RNA molekiillerine, gen diizenleyicilerinin biiyiik bir bolimiini
olusturan ceRNA’lar denir (Thomson ve Dinger, 2016). Bu gen diizenleme seviyesi
tanimi, genom boyutu ile tir karmasikliklarindaki artis arasindaki korelasyonu
aciklayabilir (Boyle ve ark., 2014). Protein kodlayan genlerin sayisi alt organizmalar ve
insanlar arasinda kiyaslanabilir olmasina ragmen, kodlanmayan transkriptlerin sayisi ile
tirler arasindaki karmasiklik arasinda orantili bir artis vardir (Hezroni ve ark., 2015).
Insanlarda kodlanmayan dizilerin kodlanan dizilere oran1 47:1°dir ve bu oran da insan
genomunun % 97'sinin kodlanmayan dizilerden olustugunu gosterir (Almeida ve ark.,
2012). Gen diizenleyici mekanizmalara bu yeni iliskinin de katilmasi, hedefli tedaviler
icin yeni adaylarin bulunabilmesine olanak saglamaktadir (Sekil 5) (Kartha ve
Subramanian, 2014).

MRNA-X (ceRNA) mRNA-Y

iilliza miR-8 miR-C

microRNAs

Ekspresyon
seviyeleri

Sekil 5. ceRNA kavrami (Kartha ve Subramanian'dan uyarlanarak, 2014).
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Son calismalarla, psddogenlerin, uzun kodlanmayan RNA’larin (long non-
coding RNA, ,IncRNA) ve ¢embersel RNA’larin (circular RNA, circRNA), ortak
MRE'leri paylasarak ve normal miRNA aktivitesini inhibe ederek miRNA tutucular
olarak islev yapabilecegi kesfedildi (Karreth ve ark., 2015). Bu siinger gorevi goéren
ceRNA’lar, miRNA'lar tutarak, hedef mRNA i¢in mevcut miRNA seviyelerini diistliriir

ve bu da translasyonun artmasina neden olur (Sekil 6) (Ergun ve Oztuzcu, 2015).
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Sekil 6. ceRNA’larin ¢alisma prensibi (Ergun ve Oztuzcu'dan uyarlanarak, 2015).

Ilk endojen miRNA tutucu, ceRNA, bitkilerde kesfedilmis ve gevresel strese
kars1 gosterilen miRNA aracilikli bir tepkiyi azalttig: bildirildi (Franco-Zorrilla ve ark.,
2007). Tanimlanan miRNA tutucu Interferon p Promoter Stimulator 1 (IPS1) adinda
kodlamayan bir RNA idi. Bu RNA fosfat eksikligiyle indiiklenen bir miRNA olan miR-
399 i¢in bir baglanma dizisi igermektedir. Bununla birlikte, miR-399 IPS1’e baglanma
bolgesinde tam komplementerlik gostermemektedir. Bu nedenle, miR-399 [IPS1
transkriptinin pargalanmasina neden olmuyor, aksine, diger hedef transkriptler tizerinde
bulunan miR-399'un tan1 bolgeleri araciligiyla yakalaniyor. Bu nedenle 1PS1, asir1 asiri
fosfat biriktirici 2 (Phosphate Overaccumulator 2, PHO2) mRNA'sin1 hedefleyerek
diizenleyen miR-399 molekiillerinin sayisini azaltan bir siinger gibi etkili bir sekilde
islev yapabilir (Broderick ve Zamore, 2014). Aksine, ters bir mekanizma olarak,

Arabidopsis thaliana pho2 mutanti fosfatin asir1 birikimine sebep olur. Bu mutant,
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ubikuitin konjuge edici enzim 24 (Ubiquitin Conjugating Enzyme 24, UBC24) kodlayan
PHO2 geninde mutasyon geg¢irir ve bu da tam uzunluktaki transkriptlerde bir azalmaya
yol acar. Bu mutasyon, fosfat alimi ve kokten uca fosfat tasimimi artisi ve yash
yapraklardan geng¢ yapraklara fosfatin yeniden yonlendirilmesinin bir sonucu olarak
inorganik fosfat toksisitesi ile ilgili sesmptomlara neden olur (Koroban ve ark., 2016).
Baslangicta fosfat agligi sirasinda PHOZ2 ifadesi azalir. Fosfat acligina tepki olarak,
IPS1 RNA'lar1 indiiklenir. Artan IPS1 miR-399'lar1 tutarak PHO2 aktivasyonunun
artmasma ve buna bagli olarak fosfat igeriginin azalmasima neden olur. miRNA
aktivitesinin inhibisyonunun bu mekanizmasini tanimlamak i¢in "hedef taklidi" terimi
kullanilmaktadir (Kartha ve Subramanian, 2014; Franco-Zorrilla ve ark., 2007).

ceRNA'lar birgok biyolojik siiregle iliskilendirilmektedir. ceRNA'larin ve
miRNA'larin dengesinin bozulmasi, kanser gibi hastaliklarin tetiklenmesi ve gelismesi
icin kritik olabilir. ceRNA'larin bir¢ok kanser tiirlinde dnemli diizenleyiciler oldugu
bulunmustur (Xu ve ark., 2015). ceRNA'larin gelisimsel siireglerde (6rn., Linc-MD1)
yer aldig1 bilinmektedir (Sen ve ark., 2014).

Gen fonksiyonu ve ifadesini degistiren mutasyonlarin ve epigenetik
degisikliklerin birikimi kansere neden olur. Bununla birlikte, genom tabanli somatik
mutasyonlar, DNA kopya sayist degisiklikleri, kromozomal translokasyonlari, transkript
fiizyonlar1 ve alternatif kesilim genellikle kanser olusumunda goriiliir (Cheng ve ark.,
2016). Sonug olarak, transkriptlerin translasyona ugramayan bdlgelerinin ifadesinin
degismesine neden olan durumlar, MRE diizeylerini etkiler veya hiicrelere yeni MRE'ler
sunar. ceRNA'larin MRE'lerindeki degisiklikler, belirli bir mRNA transkriptinin
miRNA'lar1 yakalama veya ortamdan seyreltme yetenegini etkiler (Denzler ve ark.,
2014). Sonug olarak, bozulan ceRNA etkilesimi hastaliklara ve kansere yol agabilir. Son
zamanlarda, hedef gen {izerindeki miRNA aktivitesinin, paylasilan MRE'leri igeren
diger ceRNA'nin varligi veya yoklugu tarafindan etkilenebilecegi saptanmistir (Li ve
ark., 2014). RNA diinyasinda ceRNA'lar i¢in yeni bir terim olarak ortaya ¢ikan,
“oncocer” (onkogenik ceRNA), bir¢ok kanser tipinin olusumuna sebep olan kanser
yolaklarinda O6nemli roller almaktadir ve bu yolaklardaki miRNA'lar1 diizenleyen
etkileri goz Oniinde bulundurularak pek c¢ok kanser tipinde calisilmaya devam

edilmektedir (Ergun ve Oztuzcu, 2015).
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ceRNA ve miRNA’larin dengesinin bozulmasimin, kanser gibi hastaliklarda
ceRNA aktivitesi igin kritik olabilecegi iyi bilinmektedir (Qi ve ark., 2015). ceRNA'lar
hastaliklara bagli genlerin ifadelerini diizenleyerek hastaliklarda etkili rol oynamaktadir.
Hastaliga bagli ceRNA'larin en belirgin kaniti, tiimér baskilayict geni PTEN'dir. PTEN
onkogenik fosfoinositid 3-kinaz / Akt sinyal yolaginin negatif diizenleyicisidir.
Caligsmalar, PTEN ekspresyonunun prostat kanseri, glioblastom ve melanomda ceRNA
mekanizmasi tarafindan kontrol edildigini ve bu mekanizmadaki bozulmanin birgok
olguda tiimorogeneze neden oldugunu ortaya koymaktadir (Poliseno ve Pandolfi, 2015).
Karreth ve ark. (2011), melanomda PTEN ceRNA's1 olarak fonksiyon gosteren ve
protein kodlayan bir ¢inko parmak E-kutusu baglayict homeo kutusu 2 (Zinc Finger E-
Box Binding Homeobox 2, ZEB2) kopyasinin etkinligini basariyla dogruladi. Ekip
ZEB2'nin, miRNA'ya bagli bir sekilde PTEN ekspresyonunun diizenlenmesinde yer
aldigini gosterdi. Bagka bir ¢alismada, protein kodlayan CNOT ve VAMP iliskili protein
A (VAMP Associated Protein A, VAPA) transkriptlerinin, prostat kanserinde ceRNA
mekanizmasi ile PTEN ekspresyonunun diizenlenmesinde yer aldigi gosterilmistir (Tay
ve ark., 2011). istatistiksel bir analizle, Sumazin ve ark. (2011), glioblastomda miRNA
tutucusu gibi davranan yaklasik 7000 geni tespit etti. Bu ceRNA aginin, PTEN de dahil
olmak iizere tiimdr gelisiminde veya timor baskilanmasinda kilit bir rol oynadigi
bulunmustur. Hipotezlerinin dogrulanmasi i¢cin PTEN ceRNA’s1 olabilecegi dngoriilen
13 transkriptin regiilasyonu azaltildi, bu da 3'UTR'ye baglh bir sekilde PTEN
ekspresyonunun azalmasiyla ve tiimor hiicresi biliylimesinde artisla sonuglandi.
Jeyapalan ve ark. (2011), Sitoplazmik bolge 44 (Cytoplasmic Domain 44, CDA44)
transkriptinin 3'UTR'sinin insan meme kanseri hiicre hattt MT-1'de miRNA aracilikli
ceRNA aktivitesi gosterdigi ortaya koulmustur. CD44 bir¢ok kanser ile iliskili
bulunmustur ve arttirilan aktivitesi tlimorjenezi baskilamada etkili sonuclar vermistir.
Ekzojen olarak ekspresyon vektorleriyle asiri ifade ettirilen CD44 geni 3'-UTR'sinin,
hiicre migrasyonu ve hiicre dongiisii progresyonunun kontroliinde rol oynayan bir gen
olan cell division cycle 42’nin (CDC42) trasnlasyonun arttirdigi bulunmustur. Bu
calismada, miR-216a, miR-330 ve miR-608'in CD44 ve CDC42'nin 3'UTR'sini
baglayabilecegini tespit edilmistir. Lee ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada,
hiicre digt matriks iliskili gen versikanin (VCAN) 3'UTR'sinin asir1 ifadesinin, bu

bolgeyi hedefleyen miR-199a-3p’nin hiicresel seviyesinde azalmaya neden oldugu

20



gosterilmistir. Versikan, hiicre adezyonu, proliferasyon, migrasyon ve anjiyogenez ile
iliskilendirilmistir. Istatistiksel analizlerle, versikan transkriptinin 3'UTR’nin hedefleri
arasinda olan miR-199a-3p ve mMIiR-144"lin bir hiicre dongiisii diizenleyicisi olan
retinoblastoma 1’1 (Rb1) hedefledigi, ve miR-144 ve miR-136'nin PTEN'i hedefledigi
bulunmustur. Dahasi, meme kanseri hiicre hattt 4T1'de versikan 3'UTR'nin asir1
ekspresyonunun in vitro ve in vivo Rbl ve PTEN ifadesini arttirdigi gosterilmistir. Bu
sonuglar, versikan 3'UTR'nin, Rb1 ve PTEN'i hedefleyen miRNA'larin aktivitelerini
degistirip diizenledigi ve bunlar1 baglayarak translasyon igin Rbl ve PTEN

mRNA'larinin serbest birakilmasina yol agtigin1 gostermistir (Lee ve ark., 2010).

2.2.3. RHK’de miRNA’lar ile ilgili yapilan calismalar

Cogu RHK olgusunda ortak sinyal yolaklarinin (VHL/HIF-1 gibi)
hedeflenmesine yonelik yeni tedaviler, bu hastaliga yakalanmis olanlarin durumunu
onemli Olclide iyilestirmistir. Hem onkogenik hem de tiimor baskilayici fonksiyona
sahip bircok miRNA’nin artan popiilaritesi géz oniine alindiginda, RHK hastalarinda bu
kiigiik yapilarin dlgiilmesi ve manipiilasyonu bobrek kanseri teshis ve tedavisinde bir

baska degerli ilerleme saglayabilir (Sekil 7) (Sellitti ve Doi, 2015).
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Sekil 7. Onkogenik ve tiimor baskilayic1 fonksiyona sahip miRNA’lar (Sellitti ve Doi'den uyarlanarak,
2015).

21



Dortyiiz yetmis miRNA igeren bir mikroarray platformu kullanilarak 16 RHK
ve normal bobrek dokusunun karsilastirildigi calismada, 43 farkli sekilde ifade edilen
miRNA tanimlanmistir ve bunlarin ¢ogunun RHK tiimoér dokusunda ifadesi azalmistir.
Bunlardan ekspresyonunda en biiyiik azalma g6zlenen miRNA’lar miR-200 ailesine ait
olan miR-141 ve miR-200c idi (Jung ve ark., 2009).

Ayrica, benzer boyutta miRNA mikroarray ve bunu takip eden es zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time-Polimerase Chain Reaction, RT-PCR)
konfirmasyonu kullanilarak yapilan ¢alismada, RHK grubunda yine miR-141 ve miR-
200c’nin anlamli olarak ekspresyonlarinin azaldigi belirlenmistir. Buna ek olarak, diger
18 miRNA’nm ifadesinin %50 oraninda azaldigi ve 13 miRNA’nin da iki kat ve daha
fazlasi oranda ekspresyonunun arttigi gézlenmistir. Asir1 ifade edilen miRNA’lardan
miR-122a, miR-224, miR-210 ve miR-155'in daha 6nce meme, akciger, kolon, tiroid ve
B hiicreli lenfoma tiimoérlerinde c-myc onkogeninin asirt ekspresyonuyla baglantili
oldugu tespit edilmistir (Jung ve ark., 2009).

RHK'de en yiiksek diizeyde regiilasyonu bozulan miRNA’larin bir diger 6rnegi
ise 13 numarali kromozom iizerindeki miR-17-92 kiimesinin tyeleridir. miR-17-92
onkogenik miRNA’s1 altt miRNA'nin oOnciillerini (miR-92a, miR-17, MiR-18a, miR-
19a, miR-19b ve miR-20b) kodlamaktadir ve bu miRNA ailesi daha 6nce diger kanser
tirleri ile iliskilendirilmistir (He ve ark., 2005). Diger bir ¢alismada, bu miRNA
ailesinin RHK’de agir1 ekspresyonunu kantitatif RT-PCR ile kanitlanmistir. Ayrica, bu
miRNA ailesinin iyelerinden biri olan miR-17-5p'nin bir RHK hiicre hattina
transfeksiyonunun hiicre proliferasyonunu o6nemli Olgiide arttirdigr  gosterilmistir
(Valera ve ark., 2011).

Onkogenik yolaklarla iliskili genlerle etkilesimde oldugu tahmin edilen
miRNA'larin bir¢ogunun daha 6nceki ¢aligmalarda diger tiimor tiplerinde dnemli oranda
arttig1 veya azaldigr ve dolayisiyla RHK'de onkogen veya tiimor baskilayict olarak
diisiiniilebilecegi gosterilmistir (Zheng ve ark., 2015). Ornegin, RHK'de miR-210’un
asirt ekspresyon gostermesi, miR-210’un VHL/HIF-1 yolaginin bozulmasindan dolay1
diisiik oksijen gerilimi altinda meme kanserini indiikleyerek gosterdigi onkogenik rolii
ile uyusmaktadir (lwamoto ve ark., 2014). Bununla birlikte, regiilasyonun bozuldugu
tahmin edilen ¢ogu miRNA igin in siliko olarak gergeklestirilen ¢ekirdek dizi

eslemesinin tek basma yiiksek oranda yanlis-pozitif miRNA hedef geni verebilecegi
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savunulmustur (Schanen ve ark., 2011). Bu nedenle, daha sonraki ¢alismalar, RHK
hastalarinin  mRNA’larindan elde edilmis transkriptomlar1 ya da proteom veri
tabanlarindaki deregiile miRNA’lar1, RHK nin indiiksiyonu ve progresyonunda spesifik
rolleri olan miRNA ve mRNA diizenleyici aglarla iliskilendirildigini gostermistir. Bir
calismada RHK'de regiilasyonu bozulan miRNA hedeflerini tespit etmek i¢in daha kati
kriterler kullanilmistir. Bu kriterler miRNA ¢ekirdek dizisi ve hedef mRNA arasinda
tam eslesme, memeli tiirlerine 6zgiinlik, ve mRNA ve miRNA diizeyleri arasinda
negatif bir korelasyon gerekliligi olarak belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonucu olarak,
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF)
seviyeleri ile miR-200 ailesinin (miR-200a, miR-200b, miR-200c ve miR-141)
iyelerinin ekspresyonu arasinda ¢ok giiclii bir ters korelasyon tespit edilmistir ve bu da
mMiRNA-200 ailesi {iyelerinin kaybimin RHK anjiyogenezinde rol aldigin
diistindirmektedir (Seliger ve ark., 2010).

Diger c¢alismalar, metastaz ile iligkili bir siire¢ olan RHK'nin epitelyal-
mezenkimal gegiste miR-200 ailesinin kanonik roliinti dogrulamistir (Lu ve ark., 2015;
Mutlu ve ark., 2016). En diizensiz miRNA'larin mRNA hedefleri arasinda, c-MET,
VEGF-A, VEGF-A reseptorleri, noropilin 2 (NRP2) ve FMS benzeri kinaz 1 (FMS-like
tyrosine kinase 1, FLT1) de dahil olmak iizere RHK'nin anjiyojenez, motilite ve
metastazinda yer alan birka¢ onkogen vardir (Sellitti ve Doi, 2015). Sonuglar, analiz
farkli ifade edilen, her biri RHK gelisiminde kritik 6neme sahip tiimor baskilayici veya
onkogen olan teorik olarak belirlenmistir. Daha sonra, hedef mRNA'lar ile etkilesen bir
miRNA agi1 (miR-206, miR-106-5p, miR135a-5p) olusturmustur. Yapilan bir ¢alismada,
RHK’de regiilasyonu bozulan spesifik miRNA'larin VHL mRNA diizeyleri ile
korelasyonlar1 incelenmistir. Bu incelemeler, birgok RHK alt tipinde miR-92 ve VHL
ifadesi arasinda kuvvetli bir ters korelasyonun varligin1 gostermistir (Valera ve ark.,
2011). Sonuglar, spesifik bir miRNA’nin asir1 ifadesi VHL mutasyonundan bagimsiz
HIF-1 transkripsiyonel aktivitesini arttirabilecegini ve dolayisiyla RHK indiiksiyonunda
ve progresyonunda 6nemli bir rol oynayabilecegini 6ngérmektedir (Mathew ve ark.,
2013). Bunun bir 6rnegi olarak baska bir ¢alismada, onkogenik miRNA olan miR-
23b’nin prolin oksidazi (POX) hedefleyerek RHK olusumuna katki sagladigi tespit

edilmistir. Ayrica aym c¢alismada, bunun da prolin hidroksilazin aktivitesinin
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azalmasina ve dolayisiyla proteozomal yikimdan kagan daha yiiksek HIF-1 seviyelerine
neden olabilecegi bulunmustur (Yoshino ve ark., 2013).

Cok sasirtict olmayan bir sekilde, RHK transkriptomunda transkripsiyonu asiri
artan veya azalan, miR-210 ve miR-221 dahil olmak tizere, birgok miRNA erken teshis
i¢in serum biyolojik belirtegleri olarak gelistirilmistir (Teixeria ve ark., 2014). Baska bir
calismada, RHK'nin serumdan tanisi i¢in birka¢ aday miRNA degerlendirilmistir ve
miR-1233 seviyelerinin gii¢lii bir biyolojik belirte¢ oldugu bulunmustur (Wulfken ve
ark., 2011). Ayrica, periferik kandaki miR-508-3p seviyelerinin ayni tani amaci igin
hizmet edebilecegini savunulmustur (Zhai ve ark., 2012). Wang ve ark. (2015),
RHK'nin erken tanisida kullanmak {izere bireysel miRNA'larin kullanimindaki
kisitlamalar1 g6z oniine alarak bes miRNA’lik (miR-193a-3p, miR-362, miR-572, miR-
28-5p ve miR-378) bir panel gelistirmistir. Sonu¢ olarak, tanimlanan bes miRNA'nin
(miR-193a-3p, MiR-572, miR-378 ve miR-28-5p dahil olmak iizere) dordiiniin odds
oranlari, RHK grubunda istatistiksel olarak anlamli bulundu. Odds oranlar1 dort miRNA
icin swrasiyla 2,226, 2,012, 2,012 ve 0,076 idi (p<0.05). Bu sonuglar ¢alismada
tanimlanan dort miRNA'nin RHK igin bagimsiz gii¢lii birer tani belirteci olabilecegini
diistindiirmektedir. Baska bir galismada, miR-26a-2, miR-191, miR-337-3p, miR-
378'den olusan bir panel oOnerilmistir. RHK hastalarinda, miR-378 seviyesi anlamli
olarak artmig ve bu nedenle validasyon i¢in se¢ilmistir. Bu ¢alismaya, 117 RHK hastasi
ve 123 kisilik kontrol grubunun dahil edilmistir. miR-378'in analizi miR-378
seviyesinin degisimini dogrulamamustir. Ayrica miR-378, evre, lenf digiimii/uzak
metastaz, vaskiiler invazyon ve Fuhrman derecesi ile korelasyon gostermemistir
(Hauser ve ark., 2012). Diger bir ¢alismada, ayn1 amag i¢in miR-378 ve miR-451’1n
kullanilabilecegi tespit edilmistir. RHK hastalarinin serumlarinda miR-378 diizeyleri
artarken (p = 0,0003), miR-451 diizeyleri azalmistir (p<0,0001). miR-378 ve miR-
451'in kombinasyonu % 81 duyarliik ve % 83 0Ozgillik ile RHK hastalarinin
serumlarinda biyobelirte¢ potansiyeli tasimaktadir (Redova ve ark., 2012). Kritik olarak,
bu multi-miRNA panelleri RHK ile diger organlardan kaynaklanan kanserler arasinda
ayrim yapma potansiyeline sahiptir (Juan ve ark., 2010).

RHK ile iligkilendirilmis miRNA’lar, muhtemel hedefleri, pozitif veya negatif
etkileri ve islevleri olan yolaklarla 6zet olarak Tablo 2’de sunulmustur (Sellitti ve Doi,
2015).
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Tablo 2. RHK ile iligkilendirilmis miRNA’lar, muhtemel hedefleri, pozitif veya negatif etki durumlar1 ve
etkili olduklar1 yolaklar (Sellitti ve Doi'den uyarlanarak, 2015)

mMiRNA Etki durumu  Hedef gen Etkilenen fonksiyon
TIMP3 Apoptoz
MiR.21 Pogitif PTEN I.:’roliferasyon, invazyon/migrasyon
TCF21 Invazyon
PDCD4 Proliferasyon, hiicre transformasyonu
miR-224 Pozitif DIOI
miR-122 Pozitif Proliferasyon, colony formation, invazyon

Proliferasyon, migrasyon

] . ZEB1 Invazyon/migrasyon
miR-200c Negatif
HO-1 Apoptoz
CYP1B1 Dosetaksel hassasiyeti
miR-30a Negatif HIF2A Proliferasyon, anjiojenez, timor bilyiimesi
HIFla Apoptoz, migrasyon
miR-138 Negatif PoP ‘g
EZH2 Hiicresel senesansin tetiklenmesi
miR-129-2 Negatif SOX4 Invazyon/migrasyon
miR-141 Negatif SEMAGA
miR-335 Negatif BCL-W Proliferasyon, invazyon
miR-206 Negatif Azalmis hiicre viabilitesi
BACH1 Proliferasyon, migrasyon, apoptoz
miR-155 Pozitif Y gresy Pop
THRB
) o E2F3 Anoploidy
miR-210 Pozitif
HIF 1o Viabilite, hiicre dongiisii progresyonu, invazyon
ISCU Proliferasyon
miR-200b Negatif Proliferasyon, migrasyon

2.2.4. RHK’de ceRNA’lar ile ilgili yapilan cahismalar

Kanser Genom Atlast (The Cancer Genome Atlas, TCGA) veri tabanindan
secilen 59 RHK hastasinin verileri, farkli klinik 6zelliklerde IncRNA'larin diferansiyel
ekspresyon profillerini incelemek ve tiimore spesifik IncRNA'larin ceRNA potansiyelini
saptamak igin irdelenmistir. Bu ¢alismada, 150 IncRNA'nin tiimor ve normal dokular
arasinda diferansiyel ekspresyon profili gosterdigi saptanmistir (kat degisiklik > 1,5, p
<0.001). Bunlarin arasinda, 12 IncRNA ayni zamanda klinik 6zelliklere gore farkli
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olarak eksprese edilmistir (kat degisim >1,5, p <0,01). Ayrica, 7 IncRNA’nin
(COL18A1-AS, BRE-AS1, SNHG7, TMEMS51-AS1, C21orf62-AS1, LINCO00336 ve
LINC00882) genel sagkalim ile anlamli korelasyon (log-rank p <0.05) gosterdigi
bulunmustur. RHK'de 16 IncRNA, 18 miRNA ve 168 protein kodlayan RNA igeren bir
ceRNA ag1 olusturulmustur. TCGA veri tabanindan ¢ikarilan bagimsiz RHK hasta
kohortu analiz edileerek, farkli klinik o6zellikleri farkl: olarak ifade edilen IncRNA'lar
taranmig ve bir IncRNA iligkili ceRNA ag1 elde edilmistir. Calisma, bazi IncRNA'larin
RHK progresyonu ve prognozu ile iliskili oldugunu ve kompleks ceRNA ag1 igerisinde
ceRNA'lar olarak islev gorebilecegini ongérmiistiir (He ve ark., 2016).

PTENP1, PTEN timdr baskilayict geninin bir psddogenidir. RHK'de
PTENP1'in fonksiyonlar1 heniiz g¢alisiimamistir. RHK’de, = PTENP1'in promoter
metilasyonu nedeniyle RHK tiimor dokularinda ve hiicrelerinde ifadesinin azaldigi
tespit edilmistir. PTENP1 ve PTEN, miR-21'in dogrudan hedefleridir ve bunlarin
ekspresyonu, RHK hiicre hatlarinda miR-21 tarafindan baskilanmaktadir. miR-21
ifadesi, in vitro olarak RHK hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve invazyonunu, ve
in vivo olarak timor biiylimesini ve metastazi arttirmaktadir. PTENPL'in miR-21'i
eksprese eden hiicrelerde asir1 ekspresyonu hiicre proliferasyonunu, invazyonunu, timor
biiylimesini ve metastazi azalmakta ve PTEN ekspresyonu ile indiiklenen fenotipleri
tekrar ortaya c¢ikarmaktadir. RHK hiicrelerinde PTENP1'in asir1 ekspresyonu, bu
hiicreleri, in vitro ve in vivo olarak sisplatin ve gemsitabin tedavilerine duyarli hale
getirir. RHK hastalarinin tiimoér dokularinda, PTENP1 ve PTEN ifadesiyle korelasyon
gostermektedir ve her ikisinin ifadesi de miR-21 ifadesi ile ters korelasyon gosterir.
PTENP1 ekspresyonu olmayan RHK hastalarinda daha diisiik bir sagkalim orani oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglar, PTENP1'in kanser progresyonunu baskilamak i¢in RHK'de
bir ceRNA olarak iglev gordiigiinii gostermektedir (Yu ve ark., 2014).

Bir IncRNA olan HOX transkripti antisens RNA (HOX Transkript Antisense
RNA, HOTAIR), pek ¢ok kanser tiiriinde onkogen olarak degerlendirilmektedir (Hajjari
ve Salavaty, 2015). Daha oOnceki g¢alismalar HOTAIR'in RHK tiimor hiicrelerinin
cogalmasi ve tiimorogenezinde rol oynamasina karsin, miR-217'nin RHK'de tiimor
baskilayici olarak islev gordiigiinii gostermistir (Li ve ark., 2013). Calismada, once
miR-217"nin HOTAIR ifadesini artirdigi, bunun timor progresyonuyla korelasyon

gosterdigi ve RHK tiimor dokularinda ve hiicrelerinde miR-217’nin ekspresyonunun

26



azaldig1 gosterilmistir. Ayrica, HOTAIR ekspresyonunun RHK tiim6r dokularinda miR-
217 ekspresyonu ile negatif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. HOTAIR'In
fonksiyon kazanimi ve kaybiin, HOTAIR’in HIFla ekspresyonunu kolaylastirmak
amaciyla miR-217 i¢in bir ceRNA olarak islev gordiigli bulunmustur. Ayrica
HOTAIR’in ifadesindeki azalmanin RHK proliferasyonunu, hiicre migrasyonunu ve
EMT siirecini destekleyen ve apoptozu inhibe eden AXL seviyesini artirdigi ortaya
konmustur. Dahasi, HOTAIR ifade kaybi, tiimor biliylimesini bastirmis ve proliferasyon
antijeni ki-67, HIF-/a ve AXL'min ekspresyonunu azaltirken in vivo olarak miR-217
ekspresyonunu arttirmistir. Ayrica, AXL inhibitorii olarak kullanilan BGB324 ile
HOTAIR'in hem in vitro hem de in vivo olarak AXL sinyali araciligi ile RHK
aktivitesini  destekledigi teyit edilmistir. Sonu¢ olarak, HOTAIR'In RHK
timorogenezini, miR-217/HIF-1a /AXL yolagi araciligiyla tegvik ettigi gosterilmistir
(Hong ve ark., 2017).

Bu calismanin ilk asamasi olarak RHK patogenezinde aktif bir fonksiyona
sahip olabilecegi ongoriilen muhtemel ceRNA etkinligi gosterebilecek genleri in siliko
analiz sonucunda belirlemeyi amagladik. Belirlenen genlerin karsilastirmali olarak
RHK’1i hastalardan alinan tiimor ve gevresindeki normal renal biyopsi 6rneklerinde
ifade seviyelerini belirlemeyi ve hasta parametreleriyle olan potansiyel iliskisini

arastirmay1 hedefledik.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Goniillii Se¢cimi ve RHK Tanmisinin Konulmasi

Calismaya Ondokuz Mayis Universitesi (OMU) Tip Fakiiltesi Uroloji
Klinigi’ne Haziran 2016 ile Haziran 2017 tarihleri arasinda basvuran ve ilk kez seffaf
hiicreli RHK tanis1 alan 19 hasta dahil edildi Bu hastalardan radikal nefrektomi ile
cikartlmig tlimorlii dokunun ve bu dokunun g¢evresindeki saglikli bobrek dokusunun bir
kismui histopatolojik inceleme amaciyla alindi. Alinan dokular %10 formalinde fikse
edildikten sonra parafine gomiilii olarak arsiv dokusu olarak Patoloji Anabilim Dali’nda
oda sicakliginda saklandi. RHK tanis1 radyolojik ve histopatolojik incelemeler
sonucunda konuldu. Bébrek tiimoérlerinin histolojik siniflamasinda International Society
of Urological Pathology (ISUP) Vancouver Renal Neoplazi Simiflandirmasi (2012)
kullanildi (Hes, 2014).

Goniilliilerin arastirmaya dahil olma kriteri olarak ilk kez RHK tanisi almis
olmasi arandi. Daha 6nce kanser tedavisi alan, ailesinde RHK tanis1 alan baska bireyler
bulunan, erken yasta (<35) RHK tanis1 alan, metastaz olan ve 6rnek alinmadan 6nce
kemoterapi veya radyoterapi alan hastalar ¢alismaya dahil edilmedi. Calismaya dahil
edilecek hasta ve konrol grubu birey sayisi %95 giiven araliginda ve %80 test giicliyle
belirlendi. Istatistiksel olarak anlamli hasta sayis1 en az 19 olarak hesaplandi.

Hastane veri otomasyon sistemi olan Nucleus sisteminden, ¢alismaya dahil
edilen hastalarin demografik 6zellikleri, histopatoloji sonuglari, kan biyokimya,
hemogram sonuglarina tek tek ulasildi. Daha sonra tiim veriler istatistiksel analize
uygun bir bicimde tek bir liste haline doniistiiriildii. Ek olarak literatiirde RHK ile
iliskili oldugu bilinen nétrofil/lenfosit ve trombosit/lenfosit oranlar1 hesaplanarak liste
halinde kaydedildi.

OMU Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’nun 14.04.2016 tarihli toplantisinda, tez
caligmasinin amag, gereg, yaklasim ve yontemi incelenmis ve gerceklestirilmesinin
uygun olduguna oy birligiyle karar verilmistir (Karar no: 2016/139) (Bkz: Ek A).

Calismada izlenilecek metodoloji asagida sematize edildi (Sekil 8).
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Sekil 8. Calismanin akis semasi
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(Kisaltmalar. cDNA: complementary DNA, komplementer DNA; ceRNA: Competing endogenous RNA;
FFPE: Formalinle fikse edilmis parafine gomiilii, Formalin-Fixed Paraffin-Embedded; RHK: Renal
Hiicreli Karsinom;; RT-PCR: Es Zamanli-Polimeraz Zincir Reaksiyonu, Real Time-Polymerase Chain

Reaction)

3.2. In Siliko ceRNA Analizi

Daha 6nce yapilmis ¢alismalar, RHK olgularinda 3 numarali kromozomun
3p12-p26 lokusunda bulunan VHL (%96), ITPR1 (%1), PPARG (%1), GPD1L (%80),
ABHD (%85), IMPDH2 (%81), CHDH (%78), DRR1 (%68), PDHB (%74) ve FHIT
(%96) genlerinin parantez iginde belirtilen siklikla delesyona ugradigini gostermistir
(Singh ve Kadam, 2013; Shuib ve ark., 2011; Gatto ve ark., 2014; Moch, 2013; Wang
ve ark., 2000; Wang ve ark., 2014). Delesyona ugrayan bu genlerden en az bes tanesini
hedefleyen 11 miRNA, miRWalk veri tabani kullanilarak tespit edildi. Bunu yaparken
tek tek delesyona ugrayan genleri hedefleyen miRNA’lar veri tabanindan ¢ekildi. Daha
gercekei sonuclar elde edilmesi amaciyla miRWalk veri tabanim1 kullanirken tahmine
dayali modiil yerine valide edilmis modiil kullanildi. Valide edilmis modiilde, elde
edilen miRNA hedef listesi en az bir deneysel asamayla kanitlanmis verilere
dayanmaktaydi. Sonraki asamada, bu miRNA'larin tamami tarafindan hedeflenen,
potansiyel olarak en muhtemel ceRNA aktivitesi gosterebilecek dort gen ComiR veri
tabani1 kullanilarak tespit edildi. Bunu yaparken ComiR veri tabanina daha once tespit
edilen miRNA listesi yiiklendi ve galistirildi. Analiz sonucu olarak ComiR veri tabani
11 tane miRNA’nin da es potansiyelle hedefledigi genlerin listesini verdi. Bu liste
hedeflenme potansiyeli en yiiksek olan genden en diisiik olanina dogru siralanmaktaydi.
Bu listenin en tepesinde, yani en yiiksek hedeflenme katsayisina sahip, dort gen ¢alisma
icin secildi (Dweep ve Gretz, 2015; Coronnello ve Benos, 2013; Ergun ve Oztuzcu,
2015) (Sekil 9).
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Sekil 9. RHK olgularinda 3 numarali kromozomun kisa kolunda delesyona ugrayan genler
degerlendirmeye alinarak, analiz edilen muhtemel ceRNA aktivitesi gosteren genlerin in siliko

analiz yontemi semasi

3.3. FFPE Doku Orneklerinden RNA izolasyonu

Arsivdeki her olguya ait FFPE tiimor ve ¢evresindeki saglikli bobrek dokusu
orneklerinin tizerindeki fazla parafin uzaklastilirdi. Sonrasinda, Microtome (Leica
Microsystems, Nussloch, Almanya) cihazi kullanilarak 5 pm kalinliginda 3-4 adet kesit
alindi ve steril 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tliplerine aktarildi. Kesit alinirken
kontaminasyon riskini en aza indirmek igin her ornek igin bigagin degistirilmesine
dikkat edildi. Bu aktarim yapildiktan sonra RNA izolasyonu agamalarina baglayana
kadar kesit iceren tiipler -20°C’de bekletildi. FFPE dokudan total RNA izolasyonu igin
miRNeasy FFPE Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) kullanildi (Hirata ve ark.,
2015). Kit protokoliinde bulunan asagidaki ¢aligma prosediirii uygulandi:

1.  Tip igerisindeki kesitlerin tizerine 1 ml ksilen eklendi ve 10 saniye
vorteks uygulandi.

2. 2 dakika siire ile 10000 rpm’de santrifuj uygulandi ve siipernatan atildi.

3. 1 ml absolii etanol eklendi ve 7 dakika vorteks uygulandi.

4. 2 dakika siire ile 10000 rpm’de santrifuj uygulandi, slipernatan atildi ve
kalan pelletin iyice kurumasi saglandi.

5. 150 pl PKD tampon eklendi ve vorteks uyguland.
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6. 1 dakika siire ile 10000 rpm’de santrifuj uygulandi.

7. 10 ul proteinaz K dipteki renksiz kisma eklenip, hafifce pipetaj yapildi.

8. 56°C’de 15 dakika ve hemen ardindan 80°C’de 15 dakika calkalamali su
banyosunda (Niive, Ankara, Tiirkiye) inkiibe edildi. Bu asamada iki bekleme siiresi
arasinda sicakligin 56°C’den 80°C’ye daha hizli ¢ikartmak ve sicaklik degisimi igin
gecen siireyi kisaltmak i¢in cihazin su haznesine kaynamis su ilavesi yapildi.

9. Inkiibasyon sonrasi dipteki renksiz kisim yeni bir 1,5 ml’lik Eppendorf
tiiptine alindi.

10. 3 dakika boyunca buzda inkiibe edildi.

11. 15 dakikal3500 rpm’de santrifiij yapildi.

12. Pellet sarsilmadan silipernatan ayri bir tiipe alindi.

13. 16 ul DNA Booster Tamponu ve 10 pul DNaz I Stok soliisyonu eklendi.
(DNaz | Stock soliisyonu liyofilize halde kitin igerisinde bulunmaktadir. Bu yiizden
kitin onerdigi sekilde g¢alisma oncesinde 550 pul RNaz igermeyen su ilave edildi, ¢ok
hafifce tiip ters diiz edildi ve kullanima hazir hale getirildi.)

14. Tiip ters-diiz edilerek karistirildi, kisa bir santrifiij yapildi ve oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

15. 320 pl RBC tamponu eklendi ve iyice karistirildi.

16. 1120 pl absolii etanol eklendi ve pipetajla iyice karigtirildu.

17.  Bu karigimi 700 pl’si 2 ml’lik toplama tiiplerine yerlestirilmis kolonlara
eklendi, kapak hafifce kapatildi, 15 dakika 10000 rpm’de santrifiij edildi ve siiziilen siv1
atild.

18. Kalan tiim 6rnek bitene kadar bu asama tekrar edildi.

19. Kolonun iizerine 500 pl RPE tamponu eklendi ve 10000 rpm’de 15
saniye santrifiij edildi ve siizinti atildi. (Kitin igerisinde bulunan RPE tamponu
kullanima hazir degildir. Raf Omriinii uzatmak ic¢in etanol eklenmeden
gonderilmektedir. Kullanima hazir hale getirmek i¢in tiip icerisinde bulunan 11 ml’lik
sollisyona 44 ml %100’liikk etanol eklenerek RPE tamponu calisma 6ncesi hazir hale
getirildi.)

20. Kolonun iizerine 500 ul RPE tamponu eklendi ve 10000 rpm’de 2 dakika

santrifiij edildi ve sliziintii toplama tiipii ile beraber atild1.
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21. Kolon temiz bir toplama tiipiine yerlestirildi, kapak a¢ik bir sekilde 5
dakikal0000 rpm’de santrifiij edildi ve toplama tiipii atildi.

22. Kolon temiz bir 1,5 ml’lik ependorfa yerlestirildi, 20 pl RNaz
iceremeyen su eklendi ve kapak kapali bir bigimde 1 dakika 10000 rpm’de santrifiij
edildi.

23. Elde edilen siizlintii yaklagik 18 pl RNA icermekteydi. RNA &rnekleri
elde edilir edilmez bir sonraki asama olan komplementer DNA (cDNA) eldesine kadar -
20°C'de tutuldu. Calismamiz boyunca RNA izolasyonu ve cDNA eldesi hi¢ vakit
kaybetmeden birbiri ardina gergeklestirildi.

3.4. cDNA Eldesi ve Kalite-Miktar Tayini

Elde edilen RNA o6rnekleri Ipsogen RT Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya)
kullanilarak ters transkripsiyon yontemiyle cDNA’ya ¢evirildi. Her bir RNA 6rneginin
10 pl’si cDNA ¢evirim reaksiyonu oncesi 5 dakika 65°C'de inkiibe edildi. Bu
inkiibasyon sonras1 5 dakika buzda bekletildi. Ters transkripsiyon reaksiyonu i¢in 6n
karisim kitin belirttigi sekilde hazirlandi (Tablo 3).

Tablo 3. Revers transkripsiyon reaksiyonu 6n karigim bilesenleri

Bilesenler Ornek basina hacim (nb)
5x Ters Transkriptaz tamponu 5

dNTP 2

Random primer (100 pM) 5,25

RNaz Inhibitorii (40 U/ul) 0,5

Ters transkriptaz (200 U/ul) 1

DTT 1,25

RNaz icermeyen su 0,5

Ornek basina 6n karisim hacmi 15,5

(dNTP: Deoksiniikleosid trifosfat; DTT: Ditiyotretol)

On karisim dikkatlice karistirldi, kisa siireli santrifiij edildi ve her bir RNA
orneginin 10 pl’si i¢cin 6n karisimdan 15 pl eklendi. Olusturulan karisimlar
GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA) cihazinda revers
transkripsiyon programinda 25°C’de 10 dakika, 50°C’de 60 dakika, 85°C’de 5 dakika
ve 4°C’de 5 dakika birakild1 (Ghallab ve ark., 2015). cDNA’lar es zamanli PCR (RT-
PCR) gergeklestirilinceye kadar -20°C'de saklandi.
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RT-PCR deneyleri oncesi elde edilen cDNA Orneklerinin miktarlarini ve
kalitesini belirlenmek amaciyla spektrofotometrik yontem kullanildi. Kalite ve miktar
tayini Microplate Spektrofotometre (Multiscan GO, Thermo Scientific, USA) cihazi
kullanilarak gergeklestirildi. ¢cDNA kalitesinin bir gostergesi olarak A260/A280
oraninin 1,8’e yakin olmasi beklendi. ifade analizi deneyleri 6ncesi drneklerden elde

edilen cDNA miktarlar1 100 ng/ul’ye seyreltildi.

3.5. RT-PCR ile Gen ifade Analizi

Gen ifade analizleri igin RT-PCR yontemi uygulandi ve bu amag i¢in Rotor
Gene Q (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya) cihazi kullanildi.

Ifade analizini ¢alistigimiz dort gene [Ataksin 3 (ATXN3), ABL Interactor 2
(ABI2), Golgin B1 (GOLGB1) ve (SMAD2)] o6zgii primerler kullanildi: sirasiyla
Hs ATXN3 1 SG QuantiTect Primer Assay, Hs ABI2 1 SG QuantiTect Primer
Assay, Hs GOLGB1 1 SG QuantiTect Primer Assay ve Hs SMAD2 1 SG
QuantiTect Primer Assay (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya). Tiim bu primer giftleri, bu
genlerin ifade diizeyi hakkinda bilgi verdigi deneysel olarak ispatlanmis fakat genin
hangi bolgesini hedefledigi firma tarafindan agiklanmamus iiriinlerdir. Internal kontrol
olarak, zorunlu yasam geni (housekeeping) GAPDH geni ve bu gene 6zgii primer olarak
Hs GAPDH_1 SG QuantiTect Primer Assay (Qiagen GmbH, Hilden, Almanya)
kullanildi (Pichler ve ark., 2014). Kullanilan tiim primerler ticari olarak kullanima hazir
bir sekilde satilan ve onerilen qPCR master mix ile etkili bir sekilde ¢alistig1 ispatlanmis
primer cifleridir. Firma bu primer ¢iftlerinin niikleotid dizisini paylasmamaktadir. Gen
ifade analizi i¢in hazirlanan 6n karisimda RT? SYBR®™ Green qPCR Mastermix (Qiagen
GmbH, Hilden, Almanya) kullanildi.

RT-PCR reaksiyonu, DNA baglayan boyalarin kullanimi ile amplifikasyonun
es zamanli olarak takibine olanak saglar. Bu amag icin en sik kullanilan boyalardan
biridir SYBR Green. Cift iplikli DNA molekiiliine baglanmasi sonucu floresan 1sima
olusur. Primerin baglanmasi sonrasinda gerceklesen uzama evresinde, hedef DNA’nin
cift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya baglanan SYBR Green miktar1 artar ve bununla
beraber sagilan floresans miktarinda artis goézlemlenir. SYBR Green boyasindan elde
edilen 1s1manin sinir degeri astig1 seviyeye Ct degeri denilmektedir. Bu seviyede DNA
amplifiye olmus ve DNA’ya baglanan boyanin yaydigi 1is1ma sinir degerine erismistir.

Isimanin sinir degerini astigi anda amplifikasyondan emin olunur fakat dogru
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amplikonun varligindan emin olmak i¢in igin erime egrisinin incelenmesi
gerekmektedir. Ciinkii SYBR Green hedef DNA molekiiliiniin haricinde ortamdaki tiim
cift iplikli DNA molekiillerine baglanma egilimine sahiptir.

Kit protokoliine gore Tablo 4’deki RT-PCR reaksiyon karisimi hazirlandi. 25
ul’lik cihaza 6zgii tiiplere karisimlar aktarildi ve cihaza yerlestirilen tlipler Tablo 5’teki

kosullarda reaksiyona tabi tutuldu.

Tablo 4. ifade diizeyinin 6l¢iildiigii RT-PCR reaksiyon karisim bilesenleri

Bilesenler Hacim (pl)
RT? SYBR" Green gPCR Mastermix 12,5

Ilgili gene 6zgii primer (10 uM) 1
RNaz/DNaz igermeyen su 10,5
cDNA (100 ng) 1

Toplam 25

Tablo 5. Ifade diizeyinin 6l¢iildiigii RT-PCR kosullar1

Sicakhik (°C) Siire

Enzim aktivasyonu 95 10 dak

Denaturasyon 95 15 san!ye 40 dongii
Primer baglanmasi/uzama 60 60 saniye

Erime egrisi 65-95 Her derecede 25 dl¢lim alinmaktadir

3.6. Istatistiksel Analiz

RHK’li hastalarin  tiimér ornekleri, ayni hastanin tiimér dokusunun
periferindeki saglikli dokularla kiyaslandi. Bu dokulardan elde edilen Ct degerleri
kullanilarak 1ilgili genlerin ifade diizeyleri istatistiksel olarak kiyaslandi. Kismi
miktarlara dayali yontemde ifade 6l¢iimii yapilan genlerin 6l¢iim degerleri GAPDH geni
transkripsiyonu ile normalize edildi. Referans olarak kullanilan GAPDH geni belirli
sartlar altinda ifade diizeyi degismeyen, her doku ya da hiicrede bazal diizeyde ve
hiicreler arasi varyasyon gostermeden ifade edilen zorunlu yasam genlerinden biridir.

Kiyaslama yapilirken elde edilen Ct degerleri ile 2" formiilii kullanildi (Formiil 1).

Formiil 1. 22 formiilii

2 -AACE =2 [Ornek ACt(Gen-Referans) -Kontrol ACH (Gen-Referans)]
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Bu formiil sonucu elde edilen deger ilgilendiginiz gen {riinliniin timor
ornegindeki ifade diizeyinin periferindeki bobrek dokusuna kiyasla kag kat degisim
gosterdigini ifade etmektedir. Elde edilen bu degerin istatistiksel olarak timor ve
normal renal dokular1 arasindaki gen ekspresyon farkliliginin anlamlilik analizi yapildi
ve istatistiksel olarak hastalarin klinik parametreleriyle iliskilendirildi.

Tiimor ve ¢evresindeki saglikli bobrek dokusu igin gen ifade diizeylerini ayri
ayr1 hesaplamak igin ise 22 formiilii kullamld: (Formiil 2). Bu formiil kullanilarak
tiimor dokusunda ve ¢evresindeki saglikli bobrek dokusunda ilgili genin referans gene
gore kag kat degisim gosterdigi ayri1 ayri hesaplandi. Daha sonra bu formiil sonucu elde

edilen gen ifade diizeylerindeki degisimin istatitiki olarak anlamlilik analizi yapilda.

Formiil 2. 2 formiilii

-4Ct _ -:,a[ﬂ'mtk ACt(Gen-Referans)] -J-.';Ct — -;,*[-E{nntml ACt (Gen-Referans))

Tiim istatistiki analizler icin SPSS 21 programi (IBM software, Pointe Claire,
Quebec, Kanada) kullanild. Istatistiksel olarak verilerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov-Simirnov testi ile degerlendirildi. Verilerin normal dagilima uygun
olmamas1 (p<0,05) ve 6rnek sayisinin 30’un altinda olmasi sebebiyle non-parametrik
testlerin kullanilmasina karar verildi. Istatistiki analizler olarak, ikili karsilastirmalarda
Wilcoxon Signed Rank Testi, ikiden fazla karsilastirmalarda ise Kruskal Wallis Testi
uygulandi. p<0,05 degeri istatistiki olarak anlamli kabul edilerek, 0,95 giiven araliginda
degerlendirme yapildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, 3. kromozomun p kolunda RHK’de delesyona ugrayan
genlerden yola cikarak potansiyel ceRNA aktivitesine sahip 4 gen (ATXN3, ABIZ2,
GOLGB1 ve SMAD2) kompiitasyonel bir yaklasimla tespit edildi, bu genlerin ifade
diizeyleri 19 RHK hastasinin tiimoér ve tlimoriin ¢evresindeki saglikli bobrek dokusunda
analiz edildi, ve gen ifade diizeyleri 6nce tiimor ve tiimdriin ¢evresindeki saglikli bobrek
dokular1 arasinda kiyaslandi sonrasinda hastalarin klinik parametreleriyle muhtemel

iliskisi arastirildi.

4.1. Hastalarin Klinik Parametreleri
Calismamiza dahil edilen 19 seffaf hiicreli RHK hastasinin demografik

bilgilerine Tablo 6’da ve klinik parametrelerine Tablo 7°de yer verildi.

Tablo 6. Hastalarin demografik bilgileri

Hasta (n=19)

Erkek 9 (%47,4)
Cinsiyet Kadin 10 (%52,6)
Erkek 55,3+ 10,4
Yas ortalamasi Kadin 58,9+13.2
Sag bobrek 9 (%47,4)
Timér yonii Sol bibrek 10 (%52,6)
Evre | 13 (%68,4)
Evre Il 3 (%15,8)
TNMevre Evre Il 1(%5,3)
Evre IV 2 (%10,5)
Derece 2 13 (%68,4)
Fuhrman niikleer derece Derece 3 2 (%10.5)
Derece 4 4 (%21,1)

(Kisaltmalar. TNM: Tiimér Nod Metastaz)
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Tablo 7. Hastalarin klinik parametreleri

sta no 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Parametre
BUN (mg/dL) 406 | 126 119,21 9,6 [159 |30 114 171 [12,7 (121 | 148 | 11,9 |89 176 |20,7 (124 | 166 | 7,7 16,1
Kreatinin 94 1083|108 |049 (067 |153 |0,7 1,15 | 0,88 | 0,65 | 048 |08 1,29 (1,07 (1,22 |0,79 | 0,78 [0/56 [ 0,73
(mg/dL)
Kalsiyum 25419 98 |96 |97 9,5 10 10,7 [ 9,3 10,1 | 9/4 9,6 10 9,2 8,8 9,6 9,8 10 10,1
(mg/dL)
Total Bilirubin 0,4310,2310,27 0,29 (0,13 (0,68 [061 |044 |0,22 |0,76 |0,3 0,56 |[057 |0,79 |09 [0,38 |0,23 | 0,55 | 0,54
(mg/dL)
Direkt Bilirubin | 0,18 | 0,17 | 0,15 | 0,09 | 0,08 | 0,29 | 0,21 | 0,28 | 0,24 | 0,27 | 0,17 | 0,22 | 0,29 | 0,32 | 0,11 (0,16 | 0,22 | 0,21 | 0,19
(mg/dL)
AST (U/L) 254112,1]155]| 38 172 |9 16,2 | 14,7 39,9 [ 157 [157 |131 |17 256 | 10,1 | 365 (21,8 | 236 |21
ALT (U/L) 37 |89 |17,7]10 18 6 154 135 [499 [79 19,1 |95 12,7 | 18 8 46,6 | 26,2 | 304 |24
WBC (bin/pL) 6,08 |14,33]759]503 [379 [404 |6,15 | 10,7 | 9,05 | 666 |969 |823 |869 |100 |813 (7,35 |7 4,39 |8,01
RBC (milyon/ 3,24 |1 3,65 |4,61|506 (441 |3,74 |47 555 | 425 | 439 | 438 |56 4,8 498 |[4,37 |522 | 499 (465 531
pL)
Hemoglobin 82 |1181129]143 (128 |85 132 | 171 (115 (13,7 (131 | 143 | 139 [ 14,7 (94 155 | 145 | 13,8 | 15
(g/dL)
Hemotokrit (%) | 29,7 | 36 | 40,4 | 44 40 28,1 [39,7 | 498 [354 |42 385 | 464 |[443 | 458 | 31,1 | 46,3 [433 | 415 | 449
MCV (fL) 91,8 198,7 8761869 (9,8 [751 |846 |896 |832 |957 |879 |828 |924 |921 |71.,3 (888 |86,7 |893 |84,5
MCH (pg) 25,2 132,41281]282 (291 (226 |281 |308 |271 |33 |298 |256 (289 |296 |216 |29,7 |29 29,7 | 28,2
MCHC (g/dL) 27,5132,8)321]325 |32 30,1 |332 |344 (326 [327 |339 |309 |31,3 [321 |[30,3 |335 |335 [332 [334
RDW (%) 1471131 ]1135(139 | 12,7 | 164 | 14,8 | 131 | 128 |12/4 | 135 | 138 | 136 | 13,7 | 139 [132 | 12,8 | 12,7 | 131
PLT (bin/pL) 219 | 219 | 507 | 196 [200 |[186 |249 |211 |272 | 266 |426 |263 |181 |220 |352 |[215 |309 |312 | 393
MPV (fL) 87 |82 |74 |87 8,3 8,7 7,5 7,7 8,5 7,3 7,5 6,7 6,1 7,4 7,1 7 7,3 12,7 | 6,5
Lenfosit 07511131216 166 131 [1,31 [217 |[196 |218 |227 |231 |19 165 (2,79 (1,63 | 2,46 |1,93 [1,67 |[292
(bin/uL)
Monosit 0,52 (028]049(042 |0,24 [0,34 |0,23 [059 |0,39 |0,36 (061 [0,38 |06 0,46 | 0,46 | 064 [0,34 |0,21 | 0,49
(bin/uL)
Notrofil (bin/uL) | 4,39 [ 255 453|256 | 201 | 221 (358 [794 (631 [371 [649 |569 |616 [653 |57 399 | 448 [229 [4,32
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Tablo 7. Hastalarin klinik parametreleri (devam)

sta no 1 2 3 4 5) 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Parametre
Eozinofil 03 1023(1019(0,24 (0,22 (0,24 | 0,05 [0,09 |0 0,14 | 0,08 |0,08 |011 (0,04 (0,26 |0,08 (0,07 |0,1 0,07
(bin/uL)
Bazofil (bin/uLl) | 0,03 | 0,02 { 0,06 | 0,03 | 0,03 | 0,01 | 0,02 |0,04 {002 |0,02 [0,05 |0,02 [0,03 [0,04 |0,01 |0,03 |004 |001 [0,04
PCT (%) 0,190,181 0,3810,17 |07 |0,6 (0,19 |0,26 |0,23 (0,19 |0,32 |0,28 |0,11 (0,06 | 0,25 0,15 | 0,23 | 0,24 | 0,26
PDW (%) 44 64,8 149,5151,3 | 53 423 |1 47,4 58,1 | 552 |428 |49,6 |57 456 |56,2 |398 |554 |579 | 46,3 |50,3

LUC (bin/pL) 01 (011)0,16 0,12 | 0,08 {003 |0,1 0,11 | 0,15 (0,15 | 0,15 |0,17 | 0,13 | 0,17 | 0,06 [0,15 {0,214 | 0,11 | 0,16

APTT (saniye) 26,7 (2791275(199 | 275 [ 24,1 |23,7 | 24,7 | 251 |24 27,7 [269 1249 |345 |31 244 1248 238 |20

PT Zamam 12,7 10,7 | 11,4 | 11,1 ) 10,7 {131 {111 |10,8 |119 (105 |10,8 (12,1 |104 |23 125 | 114 | 11,7 | 11,4 |[11,4
(saniye)

PT INR (INR) 0911087109 (09 |083 |1,16 | 094 |[084 (1,07 093 (085 |106 [091 |2 1,05 | 1,11 | 1,03 | 1,02 | 0,97
PT % (%) 105 | 123 |1 96,1 | 110 | 106 | 79,7 (105 | 103 | 107 |[130 |132 [904 |110 |36,9 |94,7 [89,6 [942 | 115 | 92,6
Notrofil/lenfosit | 5,85] 2,26 | 210 [ 1,54 [ 153 | 169 | 165 |[405 (289 |163 (281 |299 (373 [234 |350 |162 |232 |137 |1,48
PL T/lenfosit 292 | 193 | 234 (118 | 152 | 141 | 114 |107 |[124 | 117 |[184 |138 |[109 |78 215 | 87 160 | 186 | 134

(Kisaltmalar. BUN: Kan Ure Nitrojeni, Blood Urea Nitrogen; AST: Aspartat Aminotransferaz; ALT: Alanin Aminotransferaz; WBC: Beyaz Kan Hiicresi, White
Blood Cell; RBC: Kirmizi Kan Hiicresi, Red Blood Cell; MCV: Ortalama Alyuvar Hacmi, Mean Corpuscular Volume; MCH: Ortalama Alyuvar Hemoglobini, Mean
Corpuscular Hemoglobin; MCHC: Ortalama Alyuvar Hemoglobin Konsantrasyonu, Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration; RDW: Kirmizi Kan Hiicresi
Dagilim Genisligi, Red Cell Distribution Width; PLT: Trombosit; MPV: Ortalama Trombosit Hacmi, Mean Platelet Volume; PCT: Prokalsitonin; PDW: Trombosit
Dagilim Genisligi, Platalet Distribution Width; LUC: Biiylik Boyanmamig Hiicre Konsantrastonu, Large Unstained Cell Concentration; APTT: Aktive Parsiyel
Tromboplastin Zamani, Activated Partial Thromboplastin Time; PT: Protrombin; INR: internasyonel Normalizasyon Orani, International Normalization Ratio)
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4.2. In Siliko Veri tabam Analizi

Uc¢ numarali kromozomun kisa kolunda RHK ile iliskil olarak delesyona
ugradigr bilinen VHL, ITPR1, PPARG, GPD1L, ABHD5, IMPDH2, CHDH, DRR1,
PDHB ve FHIT genlerin en az bes tanesini hedefleyen 11 miRNA (hsa-miR-335-3p,
hsa-miR-4447, hsa-miR-4778-3p, hsa-miR-5693, hsa-miR-587, hsa-miR-6515-3p, hsa-
miR-6749-3p, hsa-miR-4679, hsa-miR-4709-3p, hsa-miR-5193, hsa-miR-6792-3p)
miRWalk veri tabani kullanilarak tespit edildi. Bu miRNA'larin tamamu tarafindan ortak
olarak hedeflenen, potansiyel olarak en yiiksek CeRNA aktivitesi gosterebilecek dort
gen (ATXN3, ABI2, GOLGB1 ve SMAD2) ComiR veri tabani kullanilarak tespit edildi
(Sekil 10-11).

ComiR: Combinatorial miRNA Co \ ComiR: Combinatorial miRNA Co { \,
target prediction tool P target prediction tool }‘\}7
%
Go to help page i 'U_R Ga % help page | New Submminsion ..E_ QR
miRNA Input
Sel ies: [Fi - 5 Thank you for sang the ConuR server. The ConiR scores coenpused for the
clect species: | H sapiens ' inpated quRNA sets are shown in the table at the bottom of the page

Input a set of miRNAs | load one set || load many sets | (2
hsa-miR-335-3p Modify Results Table

hsa-miR-4447
hsa-miR-4778-3p
hsa-miR-5693
hsa-miR-587
hsa-miR-6515-3p
hsa-miR-6749-3p
hsa-miR-4679 Sort table by agual_sbundence ¥ Decreaung order
hsa-miR-4789-3p
hsa-miR-5183 4

Show genes with ComiR score greates than ¥ 77" = 2 least ooe sample

Shorw rankor * wcore
Load miRNAs from file] Dosya Seg  Dosya secilmedi

Data is in log-scale ' ? St
Submit || Reset to defaults
Download complete table | Download tis table | Show miNA o
- Eovemtd 1D Entrez ID Coene_nzme qual_ak
mRNA custom sequences Input (optional) - | _—_ 5 S .Y
4 S A3 09241
Input mRNAs (2 | load example SMAD? 09241
ATXNG 09241
GOLGB! 09241
68 100206718 FLRT2 ) 924

TIOTR oY

Sekil 10. ComiR sonuglarinin veritabani arayiiz lizerindeki goriiniimii
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Chr.3 miRNAs ceRNAs

hsa-miR-335-3p
hsa-miR-4447
253

hsa-miR-4778-3p

hsa-miR-5693

ATXN3
223 —
GPDIL }_:z:{//;

: hsa-miR-587 AN,
P 2131 { 5 g

‘ L IMPOH2 hsa-miR-6515-3p
{ CHDH GOLGB1
R hsa-miR-6749-3p
SMAD2

FHIT
hsa-miR-4679

hsa-miR-4709-3p

hsa-miR-5193

hsa-miR-6792-3p

Sekil 11. RHK olgularinda 3 numarali kromozomun kisa kolunda delesyona ugrayan genler
degerlendirmeye alinarak, analiz edilen muhtemel ceRNA aktivitesi gosteren genlerin in siliko

tespiti

Calismamizda in siliko analiz sonucunda RHK ile iliskisi olabilecegini
ongordiigimiiz genlerin hiicredeki fizyolojik rolleri asagida 6zetlenmistir;

Ataksin 3 (Ataxin 3, ATXN3): Protein homeostazi, transkripsiyon, hiicre
iskeleti regiilasyonu, miyogenez ve yanlis katlanmis saperon substratlarin yikiminda
gorev alan deubikitinleyici enzimdir. Uzun poliubikuitin zincirlerini baglar ve onlar
keser, buna karsin 4 veya daha az ubikuitin zincirine kars1 zayif veya higbir aktivitesi
yoktur. Yanlis katlanmis saperon substratlarinin STUB1/CHIP kompleksi ile etkilesimi
sonrasinda parcalanmasiyla ilgilidir: monobiquitine STUB1/CHIP kompleksine yaklasir
ve STUBI/CHIP substratlarina eklenen ubikitin zincirinin uzunlugunu sinirlar ve daha
fazla zincir uzamasii Onler. Yanlis katlanmis substrat ubikitasyona yanit olarak,
monobiquitine STUBI1/CHIP kompleksinin  deubikuinasyonuna aracilik eder.
Transkripsiyonun ana regilatorleri ile etkilesime girer ve transkripsiyonu baskilayarak
transkripsiyonu diizenleyen bir histon baglayici protein gorevi goriir. ATXN3 ile iliskili

bir hastalik olan spinoserebellar ataksi klinik ve genetik olarak heterojen bir serebellar
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bozukluk grubudur. Hastalar, beyin sap1 ve omuriligin degisken tutulumu ile serebellum
dejenerasyonuna bagli olarak yiiriiyiisiin asamali olarak uyumsuzlagsmasini1 ve siklikla
ellerin, konusmanin ve goz hareketlerinin kotii koordinasyonunu gosterir (Mao ve ark.,
2005).

Abl interaktor 2 (Abl Interactor 2, ABI2): Reseptor olmayan tirozin kinazlar
ABL1 ve/veya ABL2 ile etkileserek hiicre biiylimesi ve transformasyonunun
diizenlenmesinde rol oynayabilir. Lamellipodia (hiicrenin hareketi saglayan
yiizeylerindeki aktin proteini igerikli hiicre iskeleti uzantisi) olusumunu diizenleyen
WAVE kompleksinin bir parcasidir. WAVE kompleksi, Arp2/3 kompleksiyle etkilesimi
yoluyla aktin filament yeniden diizenlenmesini organize eder. WAVE kompleksinin
bileseni olarak, BDNF-NTRK2 endositik trafigi ve erken endozomlardan sinyalizasyon
icin gereklidir. Iliskili oldugu yolaklar arasinda aktin hiicre iskeleti elemaninin
diizenlenmesi ve RET sinyalizasyonu bulunur (Courtney ve ark., 2000).

Golgin B1 (GOLGBI): iliskili oldugu yolaklar arasinda golgi kompleksine
tasinim ve sonrasinda modifikasyon, ve klatrinden tiiretilen vezikiil ¢ikis1 bulunur. Bu
genle ilgili Gene Ontology (GO) aciklamalari, poli(A) RNA'ya baglanma ve diziye 6zgii
DNA baglanma islevlerini igermektedir. Golgi kompleksinin inter-sisternal capraz
kopriiler kurma siirecine katilir. GOLGBI ile iligkili en bilinen hastaliklar pedofili
(cinsel egiliminin ¢ocuklara yonelik olmasina neden olan psikoseksiiel rahatsizlik) ve
mavi kone monokromasisidir (Lan ve ark., 2016).

SMAD Family Member 2 (SMAD2): Trasnforme edici biiylime faktorii beta
(TGF-beta) ve aktivin tip 1 reseptor kinazlar tarafindan aktive edilen bir hiicre i¢i sinyal
transdiiseri ve transkripsiyonel modiilatdor olan reseptor tarafindan diizenlenen bir
protein ailesinin iyesidir. TGF-beta ile regiile edilen birgok genin promotor
bolgesindeki TRE elementini baglar ve SMAD2/SMAD4 kompleksinin olusmasi
lizerine transkripsiyonu aktive eder. Kolorektal karsinomada tliimdr baskilayici olarak
gorev yapar. Negatif bir regiilator gorevi goren 14-3-3 proteininin YWHAQ amino asit
dizisinden ayrigmasini uyararak PDPK1 kinaz aktivitesini pozitif olarak diizenler (Wu

ve ark., 2001).
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4.3. cDNA Konsantrasyon ve Kontaminasyon Analizi

cDNA eldesi gergeklestirilen 19 tiimor ve tiimdr ¢evresinde yer alan 19 saglikli
bobrek dokusunun cDNA konsantrasyonu olgiimleri ve kontaminasyon bilgisi veren
A260/A280 oranlar1 Tablo 8’de verilmektedir.

Tablo 8. cDNA’larin konsantrasyon ve kontaminasyon (A260/A280) dlgiimleri

c¢DNA Konsantrasyonu (ug/ml) A260/A280 oranlari

Hasta no Tiimér Normal Tiimér Normal
1 1391 1703 1,78 1,77
2 1458 1470 1,78 1,79
3 1185 1276 1,81 1,81
4 1276 1214 1,79 1,81
5 2067 2556 1,81 1,75
6 2212 1977 1,8 1,81
7 2817 1488 1,8 1,8
8 2826 2821 1,63 1,59
9 2594 2803 1,73 1,58
10 2299 2592 1,8 1,62
11 2316 2954 1,79 1,8
12 2888 2316 1,64 1,81
13 2263 2700 1,81 1,71
14 2439 2592 1,77 1,75
15 2391 2313 1,8 1,8
16 2252 2199 1,81 1,8
17 2107 2048 1,81 1,81
18 1719 1780 1,81 1,81
19 1711 1768 1,82 1,82
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4.4. Gen Ifadesi Analizleri

gRT-PCR analiz sonucu olarak Ct degerleri elde edildi. SMAD2 geninin ifade
analizi sonucu Ct degerleri elde edilemedi. Diger ATXN3, ABI2, GOLGB1 ve GAPDH
genlerinin ifade analizi sonucu elde edilen Ct degerleri Tablo 9’da ve gen amplifikasyon

egrilerinin yazilim goriintiisti de Sekil 12’de verildi.

Tablo 9. ATXN3, ABI2, GOLGB1 ve GAPDH genlerinin ifade diizeyleri (Ct degerleri)

ATXN3 ABI2 GOLGB1 GAPDH

Hastano Tiimor Normal Tiimor Normal Tiimoér Normal Tiimoér Normal

1 31,43 29,96 32,11 31,83 54,05 53,99 29,84 23,02
2 32,49 32,82 35,55 32,66 40,09 37,5 27,76 26,45
3 31,83 32,92 32,19 48,23 30,47 49,83 26,2 33,71
4 29,72 29,25 49,15 46,04 32,58 30,57 32,59 31,02
5 32,57 27,54 31,94 32,9 28,5 53,8 26,14 35,92
6 26,41 29,08 36,79 31,82 48,02 38,88 31,5 27,06
7 32,65 32,81 31,77 32,67 30,89 30,13 27,41 28,01
8 39,01 27,22 33,95 27,94 28,84 25,52 32,02 23,41
9 24,23 23,12 24,61 22,61 23,26 21,16 18,84 17,19
10 29,22 47,92 29,67 33,64 29,03 36,82 26,6 32,44
11 20,09 32,62 48,4 46,7 32,06 33,06 29,74 31,35
12 29,15 31,3 33,32 32,71 32,01 33,12 26,27 29,57
13 24,51 31,29 35,55 27,09 30,42 37,5 25,02 29,16
14 26,99 36,79 37,13 52,01 48,04 33,42 28,11 28,96
15 25,98 26,62 35,55 43,83 45,83 37,5 23,67 32,95
16 44,65 28,38 45,29 36,04 30,92 40,28 25,4 28,42
17 25,51 29,61 24,58 36,87 22,92 44,53 18,78 30,38
18 52,17 54,4 46,12 46 34,53 37,5 33,24 38,7

19 30,46 32,31 31,91 39,08 33,71 37,5 28,98 34,26

44



Sekil 12. RT-PCR’da yapilan gen amplifikasyon yazilim goriintiisii (X ekseni florosan miktarini Y ekseni
dongii sayisim gostermektedir.)

RHK’1i hastalarin tiimér o6rnekleri yine ayni hastanin tiimoriin periferindeki
saglikli dokulardaki ATXN3, ABI2 ve GOLGBL1 genlerinin ifade diizeyleri kiyaslandi.
Sekil 13’de genlerin tiimor ve periferlerindeki saglikli dokular arasindaki ifade diizeyi
farkliliklar1 gosterildi. Bobrek tiimorii dokularinda ATXN3 ve GOLGB1 gen ifadelerinin
normal bobrek dokusuna gore arttigi fakat ABI2 geninin ifade diizeyinin azaldigi
goriilmektedir. Sekil 13’de goriildiigii gibi tiimor ve normal bobrek dokusu arasinda
ATXN3, ABI2 ve GOLGB1 gen ifade diizeyleri agisindan istatistiki olarak anlamli bir
fark bulunmadi (p>0,05).

p=0,936

N
-
%3]
1

N
1

p=0,494 p=0.546

ifade diizeyleri
o

=
1

o
93]
1

T N T | N ‘ T | N ‘

ATXN3 ABI2 GOLGB1

Sekil 13. Timor (T) ve normal (N) bobrek dokularinda ATXN3, ABI2 ve GOLGB1 gen ifade diizeylerinin
karsilastirilmas1 (GAPDH’e gore kat degisim ifade edilmektiedir.)
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4.5. Gen Ifade Diizeylerinin Klinik Parametrelerle Iliskisi
Hastalarin ATXN3, ABI2 ve GOLGB1 gen ifade diizeyi degisimleri klinik

ozellikleriyle iliskilendirilmis ve anlamlilik diizeyleri test edildi. Bunun sonucu olarak,
ATXN3, ABI2 ve GOLGBL1 gen ifade diizeyi degisimleri TNM evreleri ve Fuhrman
grade ile iliskilendirildi ve istatistiksel bir anlamlilik bulunamadi (p>0,05) (Sekil 14-

15).
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Sekil 14. ATXN3, ABI2 ve GOLGB1 gen ifade diizeylerinin TNM evrelemesine gore karsilastiriimasi
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Sekil 15. ATXN3, ABI2 ve GOLGB1 gen ifade diizeylerinin Fuhrman grade gore karsilastirilmasi
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ATXN3, ABI2 ve GOLGB1 gen ifade diizeyi degisimleri yas ve cinsiyet
parametreleri ile iliskilendirildiginde istatistiksel bir anlamlilik bulunamadi (p>0,05).
Hastalarin tiimor ve periferindeki normal bobrek dokular arasindaki ATXN3, ABI2 ve
GOLGB1 genlerinin ifade diizeyi degisimleri diger klinik parametreleri ile
iliskilendirildiginde ATXN3 geninin direk bilirubin, monosit eozinofil, bazofil, PCT ve
LUC degerleri ile, ABI2 geninin sodyum, Klor, glukoz, direk bilirubin, MCV, PLT,
eozinofil, bazofil, PCT, PDW, LUC ve % PT ile ve GOLGB1 geninin total bilirubin,
direk bilirubin, monosit eozinofil, bazofil, PCT ve LUC degerleri ile anlamli derecede
iliskili oldugu goriildii (p<0,05).

Rutin hemogram ve biyokimya parametrelerinin haricinde literatiirde RHK ile
iliskilendirilmis baz1 klinik parametrelerin (Notrofil/lenfosit orani, PLT/lenfosit orani,
RBC diisiikligii, kalsiyum yiiksekligi) de tliimor ve normal bobrek dokulari arasindaki
ATXN3, ABI2 ve GOLGBL1 gen ifade diizeyi degisimleri ile iliskisi incelendi. Yalnizca
ABI2 geni ifade diizeyi degisimleri PLT/lenfosit orani ile anlamli derecede

iliskilendirildi (p<0,05).

47



5. TARTISMA

RHK, renal pelvis veya renal medullayi igeren bobrek kanserinden farkli olarak
sadece bobrek yatagina uzanan hiicrelerde olusan kanser tiirtidiir. RHK, renal tiibiiler
hiicrelerden koken alan bir grup heterojen kanseri igermektedir. RHK, sinsi gelisen ve
genellikle teshis edildiginde metastaz yapmis olan bir kanser tiiriidiir. RHK alttipleri
farkli prognoz gostermekte ve tedaviye de farkli yanitlar verebilmektedir. Prognozunun
sadece histopatolojik inceleme ile belirlenmesi miimkiin degildir. Son yillarda, ¢ok
sayida renal hiicre biyobelirtecinin calisilmasina ve ¢ok sayida veri elde edilmesine
ragmen, hastaligin patofizyolojisi hala ¢ok iyi bilinmemektedir (Moch, 2013; Ngo ve
ark., 2014; Pastore ve ark., 2015).

Bu c¢alismada yapilan in siliko analizi ile ©6nce RHK patogenezinde rol
alabilecek genlerin belirlenmesi hedeflendi. Daha sonra karsilastirmali olarak RHK
hastalarindan alinan timér ve periferindeki normal bobrek dokusunun ekspresyon
diizeylerinin incelenmesi ve hastalikla olan iligkisinin arastiritlmasi amaglandi. Yapilan
in siliko analiz ile 6nce RHK’de spesifik olarak delesyona ugrayan lokuslar
degerlendirmeye alinarak ceRNA olma potansiyeli en yiiksek olan 4 gen (ATXN3, ABI2,
GOLGB1 ve SMAD2) belirlendi. Daha sonra bu genlerin ekspresyon seviyeleri RHK
hastalarinin klinik bulgulariyla iligkilendirildi. Bu sayede hastaligin patolojisinde rol
oynayabilecek olas1 yeni aday genler analiz edildi. Bu in siliko analiz yaklagimi igin
Arancio ve arkadaslarinin miyelodisplastik sendrom hastalarinda 5. kromozomun q
kolunda delesyona ugrayan lokuslardan yola ¢ikarak potansiyel ceRNA aktivitesine ve
biyobelirte¢ olma 6zelligine sahip genlerin bulunma yontemi model alindi. Arancio ve
arkadaslari, calismalarinda Ongordiikleri yontemin, genomik delesyon fenotiplerine
beklenmedik katkida bulunan etkenlerin belirlenmesi amaciyla genetik delesyonlarin
etkilerini incelemek i¢in yeni bir yaklasimi temsil ettigini ve deneysel gegerliligi
hakettigini ongormektedir. Ayni1 yaklagimin, bizim ¢alismamizda oldugu gibi, karmasik
sendromlart ve su an tam olarak anlasilamamis olan fenotipleri sorgulamak icin
kullanilabilecegi one siiriilmektedir (Arancio ve ark., 2015).

Calismamizda, RHK’li hastalarin tiimorlii 6rnekleri yine ayni hastalarin
timorli dokularinin ¢evresindeki saglikli dokularla ATXN3, ABI2, GOLGB1 ve SMAD?2
genlerinin ifade diizeyleri agisindan kiyaslandi. Bobrek timori dokularinda ATXN3 ve

GOLGB1 genlerinin ifadelerinin normal bobrek dokusuna gore artarken, ABI2 geninin
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ifade diizeyinin azaldig1 goriildii. Tiim bunlara ek olarak, ceRNA hipotezinde oldugu
gibi delesyona ugrayan genleri hedefleyen miRNA’larin etkinliginin artmasiyla
potansiyel ceRNA olarak belirledigimiz genlerin ifade diizeylerinin azalmasi
beklenmektedir. Bizim sonuglarimiza gore yalnizca ABI2 geninin azalan ifade diizeyi bu
duruma uyumludur. ATXN3 ve GOLGBL1 genlerinin artan ifade diizeyi ceRNA hipotezi
ile uyumsuzdur. Bu da bu genlerin ceRNA fonksiyonlarindan bagimsiz bir sekilde kendi
endojen fonksiyonlar1 ile iligkili olabilir. ATXN3, ABI2 ve GOLGBL genlerinin ifade
diizeyleri arasindaki farkin ise tiimor ve normal bobrek dokusu istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 bulundu (p>0,05).

Calismamizda, timor orneklerindeki ATXN3’{in ifade diizeyi artist literatiiri
destekler niteliktedir (Pfoh ve ark., 2015). Shin ve arkadaslarinin (2003) caligmasi,
RHK gibi endokrin sistemle ile iligkili olan timdr baskilayict PTEN ekspresyonunun
siklikla azaldigint ve PTEN gen {irliniintin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ortaya
koymustur. Bu inhibisyonun RHK'nin gelisiminin bastirilmasi i¢in 6nemli olabilecegini
gostermektedir. Yakin tarihli bir ¢alismada ise PTEN'In transkripsiyonunun, ATXN3'in
artan aktivitesi ile baskilandig: bildirilmistir (Sacco ve ark., 2014; Fu ve ark., 2014). Bir
diger yaklasimda ise Stratton ve arkadaslarinin (2014) ekzom dizilime yontemi ile
RHK’de en yiiksek potansiyelle onkogenik role sahip olabilecek genleri taramis ve
ATXN3’ii bu genlerin arasinda gostermistir. Ayrica, ATXN3 bir deubikuitinaz
enzimdir. USP9x, CYLD, AMSH2 gibi RHK’de asir1 ekspresyonu artan deubikutinaz
enzimlere benzer sekilde egilim gostererek, RHK’de ekspresyonun artmasi muhtemeldir
(Liu ve ark., 2016).

Calismamizda RHK tiimér 6rneklerinde tespit ettigimiz ABI2 geninin azalan
ifadesi de literatiir tarafindan desteklenmektedir. ABI2 6nemli bir c-Abl regiilatorii ve
kromozom 10p11.2 iizerinde bulunan niikseden bir MLL-translokasyon ortagi olan
ABI1'in fonksiyonel bir homologudur. Coenen ve arkadaslarinin (2012) yaptigi ¢alisma,
ABI2’nin c-Abl sinyalizasyonunu inhibe edici fonksiyonu ile kronik myeloid 16semide
bir tiimor baskilayic1 olarak gorev yaptigin gostermistir. Bir diger calismada, Abi-2
proteininin o6zellikleri c-Abl proteinin diizenleyici ve potansiyel efektor olarak ikili bir
rolii ile tutarlidir. Bu da Abi-2'nin memeli hiicrelerinde bir tiimér baskilayict olarak
islev gorebilecegini Onermektedir (Dai ve Pendergast, 1995). Literatiirdeki bu

caligmalar, her ne kadar dogrudan RHK iizerine yapilmis olmasa da, diger kanser
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tirlerinde ABI2 igin Ongoriilen tiimor baskilayici rol, ¢alismamizdaki RHK tiimor
orneklerindeki azalan ABI2 ekspresyonu ile tutarlidir (Coenen ve ark., 2012; Dai ve
Pendergast, 1995).

RHK tiimor orneklerinde, saglikli bobrek dokusuna gore yiiksek ifade diizeyine
sahip oldugunu buldugumuz GOLGBIl’in potansiyel onkogen aktivitesine sahip
olabilecegini 6ngérmekteyiz. Calismamiz her ne kadar GOLGBL1 ile ilgili RHK {izerine
yapilan ilk ¢alisma olsa da, diger kanser tiirlerinde GOLGB1’in onkogenik rolii literatiir
tarafindan da desteklenmektedir. Eozinofili ile iligkili miyeloproliferatif neoplazilerde,
translokasyon, inversiyon/insersiyon ve filizyon gibi yapisal kromozom anomalileri
sonucu protein tirozin kinazlarin yapisal aktivasyonu siklikla gézlemlenir. Eozinofili ile
iligkili miyeloproliferatif neoplazileri olan bazi hastalarda da GOLGB1’in onkogenik
Ozelligini destekler nitelikte olan PDGFRB'nin MPRIP, CPSF6 ve GOLGB1'e flizyonu
goriilmektedir (Naumann ve ark., 2015). Ayrica, Choi ve arkadaslarinin (2017) yaptigi
calismaya gore, GOLGB1’in artan ekspresyon diizeyinin ve bu gendeki E2721V
mutasyonunun karaciger kanserinin niiks etmesiyle dogrudan iligkili oldugu
bulunmustur. Ayrica, GOLGB1 inhibitorlerinin terdpatik olarak karaciger kanseri
endikasyonda kullanilabilecegine dair patent alinmistir. Bu da GOLGB1’in ne denli
ciddi bir onkogenik aday oldugunu gostermektedir.

SMAD?2 geninin ifade analizi sonucu Ct degerleri elde edilmedi. Timor ve
cevresindeki saglikli dokuda tespit edilemeyecek kadar az ifade edilebilecegi seklinde
degerlendirildi. Cardillo ve arkadaglarmin (2001) yapmis oldugu ¢alisma SMAD?2 ifade
diizeyinin RHK hastalarinda ¢ok diisiik oldugunu ve Park ve arkadaslarnin (2013)
yapmis oldugu caligmalar da SMAD2 ifade diizeyinin RHK hasta parametreleriyle
iliskilendirilemedigini ortaya koymustur. Ayrica, SMADZ2 bir transkipsiyon faktorii
olmasi nedeniyle ifadesi diizenli olarak kontrol edilmektedir (Akhurst ve Derynck,
2001). Bu nedenle SMAD?2 geninin ifade diizeyinin diisiikk olmasi normal olarak kabul
edilebilir. Bu da bizim ¢alismamizda SMAD?2 ifade diizeyi ile ilgili neden bilgi elde
edemedigimizi agiklamaktadir.

Hastalarin timOr ve normal bobrek dokulart arasindaki ATXN3, ABI2 ve
GOLGB1 gen ifade diizeyi degisimleri klinik parametreleri ile iligkilendirildiginde,
ATXN3 geninin direk bilirubin, monosit eozinofil, bazofil, prokalsitonin ve biiyiik

boyanmamis hiicre konsantrasyonu degerleri ile, ABI2 geninin sodyum, klor, glukoz,
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direk bilirubin, ortalama korpuskiiler hacim, platalet, eozinofil, bazofil, prokalsitonin,
platalet dagilim genisligi, biiyiilk boyanmamis hiicre konsantrasyonu ve protrombin
yiizdesi ile ve GOLGBL1 geninin total bilirubin, direk bilirubin, monosit eozinofil,
bazofil, prokalsitonin ve biiyiik boyanmamis hiicre konsantrasyonu degerleri ile anlaml
derecede iliskili oldugu goriildii.

Calismamizda analiz ettigimiz {i¢ gen de RHK tiimor ve saglikli 6rneklerinin
kiyaslanmasinda direk bilirubin seviyesiyle iliskili bulunurken yalnizca GOLGB1 total
bilirubin ile anlamli derecede iliskili bulundu. Pick ve Nystrom’un yaptigi ¢calismada da
pazopanibin RHK tedavisi siirecince olusturdugu en ciddi yan etkilerden birinin
bilirubin seviyesinin artis1 oldugunu gostermistir (Pick ve Nystrom, 2012). Ayrica,
paraneoplastik sendromlar, timorle birlikte ortaya ¢ikan, timor ve metastaz yerlerinden
uzakta goriilen degisik belirtilerle tanimlanan bozukluklardir. Paraneoplastik kolestaz,
lenfoma ve RHK ile tanimlanir. Yeh ve arkadaslar1 (2015) tarafindan yapilan ¢aligmada
da paraneoplastik kolestaz gozlenen bir hasta yiiksek bilirubin seviyesi ile karakterize
edilmistir. Bu iki ¢alisma, ATXN3, ABI2 ve GOLGB1 genlerinin ifade diizeylerindeki
degisimlerinin, RHK hastalarindaki yiiksek bilirubin seviyesi hakkinda bilgi
verebilecegini gostermektedir.

Yine analiz ettgimiz ATXN3, ABI2 ve GOLGBL1 genlerinin ifade diizeylerindeki
degisimlerin hastalarin eozinofil seviyesi ile anlamli derecede iliskili bulunmustur.
Naumann ve arkadaslar1 (2015), eozinofili ile iligskili miyeloproliferatif neoplazili
hastalarda GOLGB1’in onkogenik ozellik gosterecek bir fliizyon protein kompleksine
dahil oldugunu bulmuslardir. Eozinofili ile GOLGB1 seviyesinin onkogenezdeki
iliskisini gostermekte ve benzer bir iliskinin bizim ¢alismamizin sonucunu destekler
nitelikte olabilecegini gostermektedir. RHK ile eozinofil arasindaki iligkiyi irdeleyecek
olursak, yliksek dereceli RHK lezyonlarinda eozinofilik hiicrelerin miktar1 artmis ve
klinik sonug ile anlamli korelasyon gostermistir (Zimmermann ve ark., 2004; 2007).
Ayrica, eozinofilik hiicrelerin miktari, RHK nin kétii prognozuyla oldugu kadar hiicre
farklilasma derecesiyle de iligkilendirilmistir (Thoenes ve Rumpelt 1986). Moroni ve
arkadaglariin (2000) yaptig1 calismaya gore, kan dolasiminda eozinofillerin sayisinin
artmas1 RHK’nin neoplastik 6zelliklerinin ilerlemesiyle karakterizedir. Bu bulgular da,
calismamizin RHK ile iligkilendirlmis eozinofillerin ATXN3, ABI2 ve GOLGB1 ile olan

iligkisini tutarli hale getirmektedir.
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Calismamizda analiz ettigimiz ii¢ gen ile de anlamli iligkilendirilen bazofili ve
RHK’nin iligkilendirildigi bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamistir. Bazofilin, diger
kanser tiirleri ile olan iliskisini inceledigimizde, yumurtalik kanserinde yiiksek bazofil
sayisinin mortalite ile iliskili oldugu gortilmektedir (Bishara ve ark., 2008).

ATXNS3, ABI2 ve GOLGB1 genlerinin ifade diizeyleri ile prokalsitonin yiizdesi
ile anlamli derecede korelasyon gostermis ve bu ii¢ genin prokalsitonin iizerinden RHK
ile iliskilendirilebilecegine isaret etmistir. Hamidi ve arkadaslarinin (2015) yaptigi
calisma, yiikksek preoperatif serum prokalsitonin degerlerinin, RHK'li hastalarin
prognostik siniflandirilmasinda rol oynayabilecegini gostermistir. Farkli kanser
tirlerinde prokalsitoninin fonksiyonu incelendiginde, prokalsitoninin mediiller tiroid
karsinomasi i¢in umut verici bir tiimér biyobelirteci olabilecegi Ongoriilmektedir.
(Algeciras-Schimnich ve ark., 2009). Ayrica, prokalsitoninin hematolojik maligniteleri
olan nétropenik hastalarda bakteriyemi igin zemin hazirladigi gosterilmistir (Bernard ve
ark., 1998). Akciger kanserli 120 hasta iizerine yapilan bir diger ¢alismada, antibiyotik
kullanim1 i¢in bir gosterge olarak da kullanilan prokalsitonin yiiksekliginin, metastaz
varhiginda yanlis pozitiflige neden olabilecegi bulunmustur (Avrillon ve ark., 2015).

Calismamizda, ABI2 ifade diizeyi ile sodyum seviyesi arasinda anlamli bir
korelasyon bulunmustur. Kawashima ve arkadaslarimin (2012), 87 metastatik RHK’li
hasta lizerine yaptigi ¢alisma, hiponatreminin ilk basamak tedavisi olarak molekiiler
hedefli tedavi uygulanan bu hastalarda, sodyum seviyesinin 138 mEgq/L altina
diismesinin kanser spesifik sagkalim ic¢in belirgin bir prediktif faktér olarak
gosterilmistir. Ayrica, hiponatremi, RHK’de kronik inflamasyon ve tiimor agresivitesi
ile anlaml sekilde iliskili bulunmustur (Jeppesen ve ark., 2010).

Kan glukoz seviyesinin ABI2 gen ifade diizeyiyle anlamli bir sekilde
korelasyon gosterdigi ¢alismamizdan yola ¢ikarak, kandaki glukoz seviyesinin RHK ile
olan iligskisinde ABI2’ninde rol oynayabilecegini Ongdrmekteyiz. Haggstrom ve
arkadaslarinin  (2013) Norveg, Avusturya ve Isvec’teki 560,388 kisi iizerinde
geceklestirmis oldugu calismada, yiiksek glukoz seviyesinin RHK riski ile dogrudan
iliskili oldugu tespit edilmistir. Ayrica, 310 RHK hastasinin dahil edildigi bir ¢alismada,
aclik kan sekeri bozuklugu ile karakterize edilen diyabetli hastalarda RHK’nin daha
agressif seyrettigi tespit edilmistir (Otunctemur ve ark., 2014).

52



Calismamizda analiz ettigimiz genlerden ABI2 ile anlamli bir sekilde
korelasyon gostermeyen MCV parametresinin RHK ile iligkilendirildigi bir calismaya
literatiirde rastlanmamistir. Diger kanser tiirleri ile olan iliskisini inceledigimizde,
Zheng ve arkadaslar1 (2013), 298 6zofagus kanseri hasta iizerine yaptiklar: ¢alismada,
prognozu ongdrmek icin MCV’nin kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu hastalarda,
ameliyattan kisa siire 6nce rutin kan testlerinin yapilmasinin ve MCV’nin 6zellikle 95,6
fl.'den yiiksek olan hastalarin ameliyat riskleri ve fizibilitesinin iyi degerlendirilmesi
gerektigi Ongoriilmiustiir. Bir diger ¢alismada, 1174 kolerektal kanser hastasi MCV
bakimindan degerlendirilmis ve hastaliksiz sagkalim icin bu hastalarda prognostik
faktor olarak kullanilabilecegi bulunmustur (Nagai ve ark., 2017).

ABI2 ile anlaml1 olarak iliskilendirilen bir diger parametreyle ilgili olarak 25
merkezde 11458 RHK hastasi iizerine yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda, platalet
artisinin RHK'li hastalarda kotlii prognozu isaret ettigi ve bu hastalik i¢in halihazirda
mevcut bir biyobelirte¢ gorevi gorebilecegi tespit edilmistir (Gu ve ark., 2015).

Periferik kan monositlerinden tiiretilen tiimor ile iliskili makrofajlar (TIM)
RHK mikro ortamima dahil olur. RHK anjiyogenezi, invazyonu, anti-timdr immiin
yanitinin bozulmasi ve ilag direncinin gelismesinde TIM'lar kritik rollere sahiptir ve bu
ozellikleri sayesinde RHK hastalar1 icin ortaya ¢ikan TIM merkezli terapiler
ongoriilmektedir (Santoni ve ark., 2013). Bu bilgiden yola ¢ikarak g¢alismamizda
monosit sayist ile iliskilendirdigimiz ATXN3 ve GOLGB1’in de RHK i¢in 6nemli
fonksiyonlara sahip olabilecegi sonucunu ¢ikarabiliriz.

Trombosit dagilim genisligi degeri, kandaki trombosit biiyiikliklerinin
dagilimi hakkinda bilgi verir. Trombosit dagilim genisligi testi sayesinde kemik iliginin
caligmas1 konusunda fikir edinilir. Direkt olarak RHK ile ilgili literatiirde ¢alisma
olmayan trombosit dagilim genisligi yiizdesi bizim ¢alismamizda ABI2 ifade diizeyi ile
anlamli bir sekilde iliskilendirilmistir. Kandaki trombosit dagilim genisligi yiizdesi ile
ilgili RHK disindaki diger kanser tipleriyle yapilan ¢alismalara bakildiginda, anlamli
sonuglar bildirilmistir. Akciger kanseri teshis edilen 44 hasta ve 47 saglikli kontroliin
dahil edildigi bir ¢aligmada trombosit dagilim genisligi yiizdesi hasta grubunda anlamli
bir sekilde yiiksek bulunmustur (Oncel ve ark., 2015). Yiiksek trombosit dagilim
genisligi ylizdesi egilimi bir diger ¢calismada endometriyel kanserli hasta grubunda teyit
edilmistir (Karateke ve ark., 2015).
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Ifade diizeylerini ¢alistigimiz ii¢ genin hepsiyle anlaml iliskili buldugumuz bir
diger parametre olan biiyiik boyanmamis hiicre konsantrasyonu degeri ve ABI2 ifade
diizeyi ile anlamli iliskilendirdigimiz klor seviyesi ve PT % ile ilgili literatiirde RHK
veya diger kanser tiirleriyle ilgili bir ¢alisma bulunamamustir. Ileride bu parametrelerin
ozellikle RHK’deki fonksiyon analizi yapilirken ATXN3, ABI2 ve GOLGB1 genleri ile
olan iligkinin yol gdsterici olabilecegini ongérmekteyiz.

ATXN3, ABI2 ve GOLGBL1 genlerinin ifade diizeylerindeki bu degisimlerin
disinda diger klinik parametrelerle anlamli iliski bulunamadi. Bu parametreler digsinda
literatiirde RHK ile iliskilendirilmis baz1 klinik parametrelerin (Notrofil/lenfosit orani,
PLT/lenfosit orani, RBC diisiikliigii, kalsiyum yiiksekligi) de tiimdr ve normal bobrek
dokular arasindaki ATXN3, ABI2 ve GOLGB1 gen ifade diizeyi degisimleri ile iligkisi
incelendi. Yalnizca ABI2 geni ifade diizeyi degisimleri PLT/lenfosit oran1 ile anlaml
derecede iligkilendi. Gunduz ve arkadaslart (2015), 100 RHK hastasini dahil ettigi
calismada tirozin kinaz tedavisi Oncesinde PLT/lenfosit oranimmin bu hastalar igin
prognostik bir 6neme sahip oldugunu bulmustur. Bu oranin ¢alismamizda ABI2 ile olan
korelasyonu bu degerli prognostik parametre gibi ABI2’nin de yapilacak olan daha
kapsamli ¢alismalarla RHK i¢in 6nemli bir belirteg haline gelebilecegini gostermistir.

Tartismada gen ifade analizleriyle iligkili bulunan kan parametrelerinin RHK
ile iliskisi ortaya konulmustur. Bu kan parametrelerinin RHK ile iligkisini  ve
kontroliinii agiklayan mekanizma/mekanizmalarla ilgili literatiirde veri bulunamamustir.

Caligmamizin kisith yanlarini irdelendiginde, in siliko analiz yaklagimiyla
RHK ile iligkili olarak delesyona ugrayan genleri hedefleyen miRNA’lar1 belirleyip bu
miRNA’larin ortak hedefleri olan olast ceRNA’larin ifade analizlerini gergeklestirdik.
Ancak, biitcemizin kisith olmasi nedeniyle bu genlerin ifadelerinin yanisira
buldugumuz miRNA’larin ifade analizlerini yapamadik. miRNA’larin ifade analizleri
yapilabilmis olsayd: bu miRNA’larin ifade degisimlerine potansiyel ceRNA genlerinin
ifadeleri ne sekilde karsilik gorebilecekti, bir diger deyisle RHK’de bu genlerin degisen
ifade diizeylerini onlar1 hedefleyen miRNA’larin degisen ifadeleriyle agiklama sansimiz
olacakti. Calismamizin bir diger kisitli yani ise hasta profilimizin se¢imindeki
stnirhiliktir. Birincisi ¢calismamiz sadece RHK hasta grubu bireylerinden olustugu i¢in
saglikli kontrol grubunda c¢alistigimiz genlerin ifade diizeylerinin nasil degistigini

bilemiyoruz. lIkincisi c¢alisma dizaynimizin ¢ikis noktast RHK spesifik delesyona
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ugrayan genlerdir ancak c¢alismaya dahil etti§imiz RHK hastalarinin bu gen
delesyonlarma sahip olup olmadigmi Florosan In Situ Hibridizasyon (FISH) testi ile
tespit etme imkanimiz miimkiin olmadi. Calismaya dahil edilen hastalarin 3 numaral
kromozomun kisa kolunda delesyon bulunanlar arasindan seg¢ilmesi daha rasyonel bir
yaklasim olabilirdi. Bdylece, dogrudan bu delesyonlarin miRNA aracili olarak basgka
genleri nasil etkiledigini goriilebilirdi. Fakat yine de daha 6nce yapilmis ¢aligmalardan
bildigimiz tizere, RHK olgularinda bu delesyonlar yiiksek oranlarda [VHL (%96),
ITPR1 (%1), PPARG (%1), GPD1L (%80), ABHD (%85), IMPDH2 (%81), CHDH
(%78), DRR1 (%68), PDHB (%74) ve FHIT (%96)] tespit edilmektedir (Singh ve
Kadam, 2013; Shuib ve ark., 2011; Gatto ve ark., 2014; Moch, 2013; Wang ve ark.,
2000; Wang ve ark., 2014). Yani hastalarimizin bu delesyonlar1 tasima ihtimali olduk¢a
yiiksektir. Bu da yine ¢alisma dizaynimizi destekleyen bir bulgudur. Calismamiz in
siliko yaklasimla RHK’de rol oynalayabilecek yeni hedef genlerin bulunmasi anlaminda

daha 6nce uygulanmamig bir yontemi kapsamaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, oncelikle in siliko analizle RHK’nin olusum mekanizmasinda
rol alabilecegini Ongordiiglimiiz dort gen tespit ettik. RHK hastalarinin tiimor ve
timoriin ¢evresindeki saglikli dokularinda bu genlerin ifade diizeylerini analiz etmeyi
amagcladik. Calismamizin sonucunda timor ve normal bobrek dokusu arasinda ATXNS3,
ABI2 ve GOLGB1 genlerinin ifade diizeyleri agisindan anlamli bir fark bulunmadi.
Ayrica, SMAD2 genin hem tiimdr dokusunda hem de ¢evresindeki normal dokuda
tespit edilemeyecek kadar az ifade edildigi gozlendi. Hastalarin ATXN3, ABI2 ve
GOLGB1 genlerinin ifade diizeyi degisimleri ile TNM evreleri, Fuhrman grade, yas ve
cinsiyet parametreleri ile iliskilendirildiginde anlamli bir farklilik bulunamadi. ATXN3
geninin direk bilirubin, monosit eozinofil, bazofil, prokalsitonin ve biiylik boyanmamais
hiicre konsantrasyonu degerleri ile, ABI2 geninin ise sodyum, klor, glukoz, direk
bilirubin, ortalama korpuskiiler hacim, platalet, eozinofil, bazofil, prokalsitonin, platalet
dagilim genigligi, biiylik boyanmamis hiicre konsantrasyonu, protrombin yiizdesi ve
platalet/lenfosit oran1 ile ve GOLGB1 geninin total bilirubin, direk bilirubin, monosit
eozinofil, bazofil, prokalsitonin ve biiyiik boyanmamis hiicre konsantrasyonu degerleri
ile anlaml1 derecede iligkili oldugu goriildii.

In siliko analiz sonucunda ifade diizeylerini analiz ettigimiz genler ve RHK ile
arasindaki iligkinin belirlenmesinde daha once kombine olarak kullanilmamis ve
hastaligin  molekiiler mekanizmasinda yer verilmeye c¢alisitlmamistir. Ayrica,
gerceklestirilen ¢alismanin ilk asamasi olan in siliko veri tabani analizi yaklagimi ve
RHK iligkisi daha once rol oynadigi kanitlanan genlerden yola cikarak yeni aday
genlerin belirlenmesinde akilci ve ekonomik bir yaklasim olabilir. RHK gelisiminde
potansiyel belirte¢ olabilecek pek ¢ok geni ayri ayri deneysel olarak incelemek yerine,
belirte¢ olma ihtimali en yiiksek olan genlerin belirlenmesindeki in siliko yaklagimin
kullanimi daha ekonomik ve hizli sonuglar saglayabilir.

Calismamizin daha gercekei sonuglara ulagsmasi igin in vitro hiicre deneyleri ile
mMIiRNA-ceRNA iliskilerini ispat edecek ileri analizler gerekmektedir. Bu kapsamda
RHK hiicre hatlarinda ilgili miRNA’larin asir1 ifadesi ya da ifadesinin baskilanmasi
sonrasinda Western blot deneyleri ile ceRNA’larin protein seviyelerinin 6l¢iimi
yapilarak miRNA-ceRNA iligkisi net olarak ortaya konulmalidir. Ayrica, analiz edilen

genlerin ifade diizeylerindeki degisimler ile RHK ve iligkili parametrelerin daha biiytik
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calisma grubunda dogrulanmasi gerekmektedir. Dogrulanmasi durumunda ATXN3,
ABI2 ve GOLGB1 genlerinin ifade degisimlerinin RHK prognozu i¢in biyobelirteg
olarak kullanilabilmesi miimkiin olabilecektir. Bu ¢alismanin sonuclari, ileride
yapilacak projelerde ceRNA’larin ifade edilme seviyesini veya kalitesini degistirmeye
yonelik hiicresel tedavilerin ve molekiiler uygulamalarinin tasarlanabilmesinin Oniinii

agabilecektir.
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B.  Hasta Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

HASTA BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

ARASTIRMANIN ADI ( CALISMANIN ACIK ADI ):

“RENAL HUCRELI KARSINOMDAKIi MUHTEMEL ceRNA’LARIN IN
SILIKO ANALIZi VE iFADE DUZEYLERININ INCELENMESIi”

Goniilliiniin Bas Harfleri << >>

Bir arastirma calismasina katilmanmiz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize
karar vermeden once arastirmanin neden yapildigini bilgilerinizin nasil kullanilacaginin
calismanin neleri igerdigini ve olasi yararlarini risklerini ve rahatsizlik verebilecek
konular1 anlamaniz dnemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak igin zaman
ayiriiz ve eger istiyorsaniz 6zel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz. Eger
bir bagka ¢alismada da yer aliyorsaniz bu ¢alismada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir. Eger calismaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz igin size bu Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu verilecektir.
Katilmaya karar verirseniz, calismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsiiniiz.
Bu durum sizin aldigimiz tedavinin standardini etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu
klinik ¢aligmaya katiliminizla ilgili olarak hekiminiz bilgilendirilecektir.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR?

Calisma, renal hiicreli kanser tanisi almis hastalardan tedavi amacgli ameliyatla hali
hazirda ¢ikarilmis olan tiimor ve yakinindaki normal bobrek dokusunda ve renal hiicreli
karsinom disindaki sebeplerle ameliyat olmus kisilerin saglikli dokularinda hastaliga
sebep olabilecegi diisiiniilen baz1 genlerin miktarinda degisikliklerin (muhtemel yeni
onkogenlerin gen ekspresyon degisiklikleri) olup olmadig: arastirilacaktir. Bu ¢alisma
sonucunda tespit edilebilecek bu genetik degisikliklerin bu hastaligin nasil olustuguna
dair bizlere ipuglar1 verebilecegini umut ediyoruz.

CALISMA iSLEMLERI:

Arastirma sirasinda size tedavi i¢in uygulanacak islemler haricinde ek bir ilag
uygulamasi veya caninizi acitacak girisimsel herhangi bir uygulama yapilmayacak olup
tedavi ve teshis amaciyla ameliyat sirasinda hali hazirda bobreginizden ¢ikarilan timor
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ve yakinindaki normal bobrek dokusundan ve renal hiicreli karsinom disindaki
sebeplerle ameliyat olmus kisilerin saglikli dokularindan bir miktar alinarak biitiin
inceleme ve arastirma bu doku pargasi iizerinde yapilacaktir. Bu doku parcasindan RNA
(kalitsal materyal) izole edilerek hastaliga sebep olabilecegi diisiiniilen bazi genlerin
miktarindaki degisimler arastirilacak ve bu dokular daha sonra kullanilmayacaktir.

BENIM NE YAPMAM GEREKiYOR?

Calisma doktorunuzun talimatlarina uymaya, randevu ve vizitelere katilmaya ve
yukarida anlatilan ¢alismayla ilgili tiim islemlere uymaya istekli olmalisiniz. Caligma
doktorunuzu ziyarete belirlenen giinlerde gelmelisiniz ve bir sonraki ziyaretiniz de,
ziyaretten ayrilmadan Once planlanmalidir. Yine ¢alismadan Once veya calisma
sirasinda aldiginiz bagka herhangi bir tibbi tedaviyi de ¢alisma doktoruna séylemeniz
Oonemlidir.

CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKIiLERIi, RISKLERI
VE RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Calismaya katilarak bagvurmus oldugunuz merkezde size uygulanacak olan ve sizin
teshis ve tedavi siirecinde uygulanacak islemler haricinde herhangi bir uygulama
yapilmayacagi i¢in bu calismanin size bir yan etkisi s6z konusu degildir.

GEBELIK VE DOGUM KONTROLU

Eger denek / hasta dogurganlik doneminde / emziren bir kadin ise ¢alismaya dahil
edilmeyecektir.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR? (Varsa
aciklayiniz)

Bu calisma ile renal hiicreli karsinom ile ilgili olarak bobrek dokunuzdan cikarilna
tiimor dokusunda daha 6nceden uygulanmamis ve heniiz rutin testler dahilinde olmayan
bir test uygulanacaktir. Testin sonuclar1 kansere sebep olabilecegi diisiiniilen bazi
genlerin miktarinda degisikliklerin (muhtemel yeni onkogenlerin gen ekspresyon

degisiklikleri) olup olmadigini gosterir. Bu sayede tespit edilebilecek bu genetik
degisiklikler bu hastaligin nasil olustuguna dair bizlere ipuclar1 verebilecek ve
hastaligin tedavisi i¢in yeni hedefler bulunmasina yardimei olacaktir.

GONULLU KATILIM

Bu arastirmaya katilma kararimi tamamen goniillii olarak veriyorum. Bu ¢alismaya
katilmay1 reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi
kurumunda gorecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve higbir sorumluluk
almadan ayrilabilecegimin bilincindeyim. Calismadan her hangi bir zamanda ayrilirsam,
ayrilma nedenlerimi, ayrilistmin sonuglarini ve izleyen donemde alacagim tedavileri
doktorumla tartigacagim.
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CALISMAYA KATILMAMIN MALIiYETIi NEDIiR?

Calisma kapsaminda katilimcilardan herhangi (yol dahil) bir iicret talep edilmeyecek ve
hastaya da herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

Herhangi bir yan etki veya fiziksel zarar gelisirse hemen ¢alisma doktorunuzu gereken
tibbi tedavinin uygulanabilmesi i¢in bilgilendiriniz.

KiSISEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun calisma ig¢in sizin kisisel
bilgilerinizi ( “Calisma Verileri”) toplamalarina ve kullanmalarina onay vermis
olacaksimniz. Bu durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz, etnik kokeniniz ayrica Calisma
verilerinizin kullanimu ile ilgili verdiginiz onaymn herhangi bir belirlenmis birim tarihi
yoktur, ancak doktorunuzu haberdar ederek bu onayinizdan herhangi bir zamanda
vazgecebilirsiniz.

Calismanin sonuglart tibbi yayimnlarda yayinlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu
yayinlarda aciklanmayacaktir.

Doktorunuzdan toplanan ¢alisma verileriniz hakkinda bilgi isteme hakkinda sahipsiniz.
Ayni zamanda bu verilerdeki herhangi bir hatanin diizeltilmesini isteme hakkinda da
sahipsiniz. Eger bu konuda bir isteginiz olursa liitfen doktorunuzla goriisiiniiz.

Eger onaymizda vazgecerseniz, doktorunuz ¢alisma verilerinizi artik kullanamayacak ya
da diger kisilerle paylasamayacaktir.

Bu formu imzalayarak, c¢alisma verilerinizin bu formda tanimlandig1 sekilde
kullanimina onay vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KIiSILER:

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Prof. Dr.
Recep BUYUKALPELLI’yi 0 (362) 3121919 / 2508 telefon numarasi ile Ondokuz
Mayis Universitesi, Tip Fakiiltesi, Uroloji ABD’den arayabilecegimi biliyorum.

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR:

Yoktur.

YENI BiLGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKIiLEYEBILIiR

Caligsma siirerken ortaya ¢ikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Calismaya Katilma Onawvi
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Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozli agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekeeli veya gerekgesiz olarak aragtirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayi
kabul ediyorum. Doktorum saklamam igin bu belgenin bir kopyasin1 ¢alisma sirasinda
dikkat edecegim noktalar1 da igerecek sekilde bana teslim etmistir.

Goniilliiniin Ad1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih
Aciklamalar1 Yapan Kisinin Ad1/ Soyad: / Imzas1 / Tarih
Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Ad1 / Soyadi / imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1 / Soyadi / imzas1 / Tarih
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