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OZET

RENAL PARANKIMAL TUMORLERE GENOMIK YAKLASIMLAR

Bobrek kanserleri biitin kanserlerin %2’sini olusturur ve biitiin diinyada her yil
250.000 den fazla yeni kanser vakalar1 bildirilmektedir. Goriintiileme yontemlerinin
yaygin kullanimiyla birlikte bobrek tiimorlerinin goériilme sikligi artmaktadir.  Bobrek
timorlerinin tek tip olmadigi giin gectikge daha iyi anlasilmakta, tiimor siniflandirmasinda
degisiklikler yasanmaktadir. Farkli morfolojideki tiimérlerin varligi yaninda, molekiiler
genetik incelemeler bobrek tiimorlerinde histopatolojik  simiflandirmanin — siirekli
giincellenmesini gerektirmektedir. Son yillarda eriskin bobrek tiimorlerinin alt tiirleri
tizerinde yogun olarak calisilmaktadir. Bu tiimorlerin  morfolojik ve sitogenetik
Ozelliklerinin saptanmasi, bu bilgilerin siniflamada da kullanilmasini saglamistir. Halen
gecerli olan 2004 Diinya Saghk Orgiitii (DSO) simflandirmasinda bébrek tiiméorlerinin
histopatolojisine ilaveten molekiiler yapisi da siniflandirmada major kriter olarak kabul
edilmektedir. DSO histopatolojik tiimér alt tiplerini  Kklinik ozellikleri ve genetik
yapilarindaki degisikliklere gore smiflandirmaktadir. DSO 2004 siniflamasinda bdbrek
hiicreli  kanserler, berrak hiicreli  (konvansiyonel), papiller, kromofob ve
smiflandirilamayan alt tiirleri ile toplayici kanal kanseri olarak siniflandiriimistir.

Erigkinlerde bobrek kanserlerinin ¢ogunlugu bdbrek hiicreli kanserler (BHK) dir.
Bobrek hiicreli kanserler (BHK) biyolojik yapilar1 ve klinik bulgular1 biribirinden farkli
olan  heterojen kanser grubudur.  Bobrek tubulus epitelinden gelisirler. Bobrek
tiimorlerinin somatik mutasyonlar1 iyi bir sekilde arastirilmistir. Bu tlimdrlerin hepsindeki
genetik degisiklikler tiire 6zgli olup primer veya metastatik bobrek tiimorlerinin ayirici
tanisinda kullanilabilirler. BHK nin prognozunu belirlemek ve tedavi planini yapmak igin
histopatolojik siniflandirma ¢ok 6nemlidir. Bir prognostik belirleyici, ideal sartlarda 6zgiin,
duyarl ve tekrarlanabilir olmali, literatiirle 1yi desteklenmis ve hasta takip ve tedavisinde
kullanilir olmalidir. Klinik anlam ifade etmeli ve bagimsiz prognostik 6nemi olmalidir. Bu
nedenle, bobrek hiicreli kanserlerde en 6nemli prognostik faktorler, patolojik evre, derece
ve histopatolojik tiir olarak goriilmektedir. Bunlarin disinda, iizerinde ¢alisilmakta olan
bircok anatomik, mikroskobik, sitogenetik ve molekiiler belirleyiciler ileride kullanilir
hale gelebilir. Ancak bunlarin yeterli klinik ve patolojik ¢alisma ile degerlerinin

kanitlanmasi gerekir.



Yeni tiimor tiplerinin tarif edilmesi ve ufak hacimdeki biyopsilerin
degerlendirilmesindeki  ilerlemeler —immiinohistokimya yaninda gen ekpresyon
caligmalarinin da ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Gen ekpresyon profili ¢alismalar ile
bulunan yeni belirtecler ile kotii prognozlu hastalarin tanimlanmasin yami sira hedefe
yonelik tedavi temellerinin de saptanmasi saglanmistir. Bundan dolay1, gen ekspresyonuna
dayanan siniflamalar BHK’da tani, prognoz tayini ve tedaviyi planlamada sart olmaya
baslamistir. DNA mikro-dizilim ¢alismalari ile BHK da 6zgiin gen ekpresyon profili olan
alt gruplarin tamimlanmasi, tan1 ve prognozda kullanilacak yeni biyo-belirteglere
gereksinim oldugunu gostermistir. Mikro-dizilim c¢alismalari, bobrek tiimorlerinin
patogenezi, prognozu ve tedavisi hakkindaki bilgilerimizi artirmigtir. Kalitsal BHK
hastalig1 olan kisilerde renal veya renal olmayan primer timor riski daha fazladir ve bu
olgularda yapilan molekiiler genetik testler, bir sonraki kusakta ve yakinlarinda tiimor
riskini dogru olarak tahmin etmemizi saglayabilir .

Array CGH teknolojisi insanda genetik bozukluklara neden olan DNA kopya sayis1
degisikliklerinin analizi i¢in kullanilan bir yontemdir. Yaptigimiz calismada berrak hiicreli
BHK tanis1 alan hastalar1 yeni bir teknoloji olan array CGH yontemi ile degerlendirdik.
Bu amagla ¢alismamizda berrak hiicreli karsinom tanisi konan 33-76 yas arasi, cinsiyet
farki gozetilmeksizin, 31 hastadan alinan 31 adet formalin fikse - parafine gomiilii bloklar
ve Hematoksilen Eozin boyali preparatlar kullanilmistir. Toplam 31 adet berrak hiicreli
renal karsinomlu hastada array-CGH yontemi kullanilarak genetik hasar saptama calismasi
yapilmistir. Renal tiimorlerde genetik anomalilerin belirlenmesi daha dogru teshis
konulmasini saglayacak ve bu verilerin klinik, anatomik, patolojik kriterler ve molekiiler
belirleyici bulgular ile birlestirilmesi, yakin gelecekte daha iyi bir prognostik bilgiye
ulagilmasini ve timore 6zgii tedavi uygulanmasini saglayabilecektir. Bobrek tiimorlerinde
genetik ve molekiiler caligmalar patogenezin anlasilmasina katkida bulunurken timor
tipinin belirlenmesinde de kullanilabilmektedir. Renal neoplazmalarda molekiiler ve
sitogenetik tekniklerin uygulanmasi, tiimoriin baglamasi ve gelismesinden sorumlu olan
molekiiler mekanizmalarin anlasilmasina olanak saglayacak ve aym zamanda bireye 0zgii

ve hedefe yonelik tedaviye 151k tutacaktir.

Anahtar kelimeler: Berrak Hiicreli Bobrek Hiicreli Karsinom, Genetik, Array -CGH



ABSTRACT

GENOMIC APPROACH TO RENAL PARENCHYMAL TUMORS

Kidney cancer accounts for about 2% of all cancers and more than 250.000 new
cases of kidney cancer are diagnosed worldwide each year. Renal tumour incidence has a
positive correlation to widely use of radiological imaging methods.It is clearly
understandable that renal tumours are a wide spectrum of tumors and not an unique entity
day by day and histopathological classification is changing intime. Molecular and genetic
studies, besides the realization of tumours with different morphology, leads to current
classifications. Recently, there has been much interest in the morphologic subtypes of adult
renal epithelial neoplasia.Knowledge of the specific morphologic and cytogenetic
characteristics has led to the integration of this information into the classification systems.
In the current 2004 World Health Organization (WHO) classification, the molecular
background of a renal tumor has become, in addition to histopathology, a major criterion
for tumor classification.WHO system defines histopathologic tumor subtypes with distinct
clinical behavior and underlying genetic alterations. Renal cell carcinomas are classified as
clear cell (conventional), papillary, chromophobe, and unclassified subtypes, and
collecting duct carcinoma according to the recent 2004 WHO classification system.

Renal cell carcinoma (RCC) is the most common form of adult kidney
cancer.RCCs comprise a heterogeneous group of epithelial neoplasms with diverse
biologic potential and variable clinical outcomes. They arise from the epithelium of the
renal tubules. The pattern of somatic mutations in kidney tumors has been extensively
investigated.Genetic changes in the development of each of these histologic subtypes are
generally unique to each tumor type, and may be useful for molecular diagnosis of renal
primary or metastatic tumors.Histopathologic classification is critical for determining the
prognosis and clinical management of RCC. A prognostic marker, ideally, should have
high specificity, sensitivity, and reproducibility, well supported in the literature, and used
regularly to manage patients.They should be clinically relevant and have an independent
prognostic significance. In this regard, the pathologic prognostic markers in renal cell
carcinomas are pathological stage, grade, and histopathologic type.Besides these

parameters, a wide variety of anatomic,microscopic, cytogenetic, and molecular markers
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have been evaluated and given promising information. But, these data must be fully
proven and supported by clinicopathologic studies.

Besides immunohistochemistry, gene expression studies came to insight as a result
of the recognition of novel tumor subtypes, and development of procedures yielding small
diagnostic biopsies. Gene expression profile studies also provided new markers that
identify patients with a poor prognosis as well as identifying potential therapeutic targets.
Therefore, classification systems based on gene expression are likely to become
essential for diagnosis, prognosis and treatment of renal carcinomas. DNA micro-array
studies have shown that clinically relevant renal tumor subtypes are characterized by
distinct gene expression profiles, which are useful for discovery of novel diagnostic and
prognostic bio-markers. Micro-array studies have advanced our knowledge of renal tumor
pathogenesis, prognosis and therapy.Individuals with inherited forms of RCC are generally
at increased risk of further renal or non-renal primary tumours and in these cases
molecular genetic testing could provide accurate estimates of tumour risks in the proband
and their relatives.

Technology of array CGH is a method which analysis DNA copy number
variations that cause genetic deformities in human. In our clinic we evaluate clear cell
RCC patients by using array CGH. In this way, we aimed to scan these diseases by the
most sensitive molecular cytogenetic approach. Thus, we used 31 formalin fixed-parafine
embaded and Hematoxylin Eosine died slides supplied from 31 male/female patient with
clear cell RCC between 33-76 ages for CGH array in our study. Genetic deformities were
detected by array-CGH method in 31 patient with clear cell RCC.

Identification of genetic anomalies may lead to more accurate diagnosis in renal
tumors and corporation of these data with clinical, anatomic, pathologic criteria, and
molecular marker expression may help to a better prognostic evaluation and to plan a
tumor-specific therapy.Genetic and molecular methods are also used to classify tumors
while giving clues for understanding the pathogenesis of renal tumours.The application of
molecular and cytogenetic techniques to the study of renal neoplasms will improve our
understanding of the molecular mechanisms responsible for tumor initiation and

progression and also will highlight the available targeted therapies in near future.

Key words: Clear Cell Renal Cell Carcinoma, Genetics, CGH-array
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1. GIRIS

Bobrek kanserleri, histolojisi, klinik seyri ve yapilan tedaviye verdigi yanit
bakimindan hastalar arasinda farklilik gosteren karmasik bir hastaliktir. Bobrek kanserleri,
gorilme sikligit bakimindan tim diinyada 1. Avrupa’da ise 10. sirada gelmektedir
(Ljungberg et al. 2011). Diinya Saghk Orgiitii verilerine gore, 2008’de tiim diinyada
271.000 yeni olgu saptanmistir. Kuzey Amerika ve Avrupa’da daha sik goriilmektedir.
Avrupa Birligi iilkelerinde goriilme sikhigi erkeklerde 100.000°de 15.8, kadinlarda 7.1
olarak bulunmustur. Ayni verilere gore mortalite oran1 erkeklerde 100.000°de 6.5,
kadinlarda 2,7°dir (Ferlay et al. 2008). Amerikan verilerine gore 2011 yili igin bildirilen
rakamlar, 60920 yeni olgu ve 13120 adet hastaliga bagh olimdir (Segel et al. 2011).
Bobrek tiimorlerinin %90°n1 renal parankimden kaynaklanan bobrek hiicreli karsinom
(BHK) olusturur (Chow et al. 2010). BHK, tim drolojik timorlerin  %3’iinii
olusturmaktadir (Jemal et al. 2010). Eldeki verilerin biiyiik bolimii BHK ile ilgilidir.
Uriner sistem kaynakl timérlere bagh sliimlerde BHK, %40°1n iizerinde &liim oran ile
oliimciil mortalitesi en yiiksek tirolojik kanserdir. Prostat ve mesane kanserinden sonra
goriilme sikligt en fazla olan genitoiiriner kanserdir.  Bobregin  kompensatuvar
mekanizmasi nedeni ile bobrek kanserinin erken fazinda hastalar genellikle semptom
vermezler ve olgularin biiyiilk bir kisminda BHK teshisi baska bir amacla yapilan
radyolojik tetkikte tesadiifen konur (Amato 2000; Amato 2005; Curti 2004). BHK
olgularmin %25’de uzak mesafede metastaz vardir.Olgularin %50’sinde de hastay1 izlem
stiresince, primer tiimoriin tedavisine ragmen metastaz gelisir veya lokal olarak timor
tekrarlar (Thyavihalley et al.2005). Metastaz yapmis BHK’da ortalama yasam siiresi
yaklagik 4 aydir ve hastalarin sadece %10’u 1 yil yasarlar. Son zamanlarda molekiiler
mekanizmasinin anlasilmasi ile ilgili hizli gelisme ve buna bagli olarak c¢ok etkili
kemoterapétik ajanlarin bulunmasina ragmen, metastaz yapmis BHK’un tedavisi halen
yoktur ve oliimciil bir hastaliktir (Bullock et al. 2010). Bu nedenle metastaz yapmis BHK’
un kontrol altina alinmasinda daha etkili terapdtik ajanlar gereklidir. Dolayisiyla BHK’un
gelismesinde ve ilerlemesinde rol oynayan 6nemli molekiillerin hedef alinmas1 6nemlidir.
Bu konuda timit verici bir molekiil transkripsiyon faktorii, niikleer faktor kappa B (NF-
«kB)’dir. NF-kB’nin biitiin kanser tiirlerindeki onkojenik rolii ¢ok iyi bilinmesine ragmen,

BHK daki rolii ile ilgili yeterli bilgi yoktur.Son zamanlarda incelenen olgulara gore NF-



kB, BHK da da anahtar rolii oynamaktadir ve bu hastaligin tedavisi amaciyla
gelistirilecek olan ilaglar i¢in hedef molekiildiir (Morais et al. 2011).

Gectigimiz yirmi yil i¢cinde bobrek kanseri insidansinda goriilen artis, son yillarda
duraklamis, hatta baz1 Avrupa iilkelerinde inise ge¢mistir (Ljungberg et al. 2011). Bununla
birlikte saptanan bobrek kanseri olgularinin  %20-30’unun metastaz yapmis olmasi, ve tani
konulup nefrektomi yapilan olgularin yaklasik %20’sinin daha sonra niiks ve metastazla
tekrar ortaya ¢ikmasi bobrek kanserlerinin yasami tehdit eden ciddi bir sorun olmaya

devam ettigini gostermektedir.

BHK tek bir kanser olmayip, histolojik olarak farkli alt gruplar1 olan heterojenik
bir kanser grubudur. BHK’da histolojik alt gruplar1 ortak karakter gostermekle birlikte,
biyolojik yapilar1 ve tedaviye verdikleri yanit biribirinden oldukga farklidir. Bunun nedeni,
ortaya ¢cikmalarina neden olan karsinojenik yolaklarin farkli olmasidir. Eskiden hastaligin
klinik olarak kontrol altina alinmasinda dogru histopatolojik siniflandirma olduk¢a 6nemli
oldugu halde, gilinlimiizde yeni molekiiler ve sitogenetik belirleyicilerin bulunmasi
nedeniyle BHK’lar birgok alt gruba ayrilmistir (Eble et al. 2004). Herhangi bir bobrek
karsinomunun sitogenetik ve molekiiler 6zellikleri; karsinogenetik yolagi, hiicresel orijini
ve kalitsal biyolojik 6zelliklerine baglhidir. BHK sporadik olarak (kalitsal olmayan) veya
ailesel olarak (kalitsal olan) ortaya ¢ikar ve her ikisinde de farkli gen mutasyonlari rol
oynayabilir. BHK’un en az 16 farkli alt grubu bildirilmistir (Eble et al. 2004; Lopez-
Beltran et al. 2006). Bunlarin 10 tanesi sporadik olarak, 6 tanesi ailesel sendrom olarak
smiflandirilmigtir. Sporadik BHK, hiicrenin orijini  (kaynagi) esas alinarak siniflara
ayrilmistir. Berrak hiicreli karsinom en sik goriilen sporadik alt grup olup BHK’lerin %70-
80 nini olusturur (Curti 2004).

Ilerlemis olan BHK’un tedavisi zordur. Metastaz yapmamis lokalize BHK’da,
diger bobregin saglam olmasi kosulu ile, radikal nefrektomi bir tedavi secenegi olabilir.
Aksi takdirde, miimkiin oldugu siirece parsiyel nefrektomi yapilabilir. BHK, diger tiimorler
ile karsilastirildiginda radyoterapiye kismen direnglidir ve tedaviye bagl olarak bircok
yan etki goriiliir (DiBiase et al. 1997; Onufrey and Mohiuddin 1985).

Bobrek tiimorlerinde sitogenetik yapi ve histopatolojik 6zellik arasinda yakin iligki
bulunmaktadir. Modern karsinogenez teorisine gore timdrler, kok hiicrelerde genetik
degisikliklerin birikmesine bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir. Gen mutasyonlari, kromozom
delesyonlari, instabilite, sayisal veya yapisal degisiklikler, anormal DNA metilasyonlari,
ve gen kodlamadaki anomaliler, timor genetiginde sekil degistirebilen olaylardir (Cheng
et al.2008). Molekiiler belirleyiciler, belirli bir bobrek timdriiniin biyolojik 6zelliklerini

2



gosterirler ve hastanin tedaviye verecegi yanitt ve hastaligin prognozunu tahmin etmede
etkilidirler; hatta terap6tik ajan olarak da kullanilabilirler (Cohen 2005; Jones et al.2005;
Iliopoulos 2006; Brugarolas et al.2007; Cheng et al.2008).

Son yillarda sitogenetik ve molekiiler genetik alaninda yapilan ¢aligmalar BHK de
fenotip ve genotipler lizerine dikkati ¢gekmistir. Bu iki farkli sitogenetik yolak esas alinarak
yapilan arastirmalar, bu kromozomal anomalilere bagli molekiiler degisiklikler oldugunu
ortaya koymustur. Bunlarin sonucunda, berrak hiicreli BHK da von Hippel-Lindau geni
(VHL) gibi  o6nemli supresor genler ve hiicre siklusunun diizenlenmesinde ve
farklilagsmasinda rol oynayan onkogenler belirlenmistir. Renal karsinojenezde rol oynayan
sitogenetik ozelliklerin molekiiler yolaklarin anlasilmasi, spesifik olarak anormal sekilde
aktive olan yolak molekiiliinii hedefleyen rasyonel bir tedavinin yapilmasina olanak
saglayacaktir.

Deneylerimizde kullanilan ‘array CGH’ yontemi, mikrodizilim slaytlari
kullanilarak, kromozomal DNA’da meydana gelen degisikliklerin saptanmasi esasina
dayanir. Bu yontem; tiim kromozomdan, tek bir bantin ince bir parcasindaki artistan veya
azalmadan kaynaklanan genetik dengesizligi, ayn1 anda bircok lokusu inceleyerek
belirleyen bir yontemdir. Array CGH yontemi, klasik karsilastirmali genomik
melezlestirme yonteminin (CGH) avantajlar ile, ileri bir teknoloji olan mikroarray’in
birlestirilmesi ile ortaya ¢ikmis bir yontemdir. Array CGH tiim genom boyunca DNA
dizisindeki kopya sayis1 degisimleri incelenir. Bu teknik, kazanim (duplikasyon, insersiyon
veya amplifikasyon) veya net kayip (materyalde delesyon) gibi kromozom anomalilerinin
siiflandirilmasina  olanak  saglar.  Birden fazla  genomun  birbirleri ile
karsilagtirilabilmelerine olanak saglamasi, az miktarlarda DNA O6rneginin yeterli olmasi,
metafaz plagi gerekli olmamasi, yliksek kararlilik ve verim saglamasi, DNA {izerindeki tek
baz degisikliklerinin bile saptanabilmesi bu yontemin sagladigi avantajlar1 arasindadir
(Bruder et al. 2004; Vissers et al. 2003; Oostlander et al. 2004).

S6z konusu galismamiz, bir insan tim genom tarama calismasidir. Grupta berrak
hiicreli karsinom tanis1 konan 33-76 yas arasi, cinsiyet farki gozetilmeksizin, 31 hastadan
alman 31 adet formalin fikse - parafine gomiilii Hematoksilen ve Eozin boyali
preparatlarda  array-CGH yontemi kullanilarak genetik hasar saptama ¢alismasi
yapilmistir. Bu ¢alsmanin amaci berrak hiicreli bobrek hiicreli kanserlerin ayirici tanisinda
array-CGH teknolojisinin gecerliligini degerlendirmektir. Bu ve benzeri c¢alismalar
sonucunda yeni tani ve tedavi belirleyicileri tanimlanabilir. Bu olasilik nedeniyle tam

genom analizlerinin giincel bilim agisindan essiz bir 6nemi bulunmaktadir.
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2. GENEL BIiLGILER

Bobrek hiicreli kanser (BHK) renal tiibiiler hiicrelerden kaynaklanan, genetik ve
histopatolojik olarak hetorojen bir kanser grubunu ifade eder. Diinya Saghk Orgiitii 2004
siniflamasinda  bobrek hiicreli  kanserler, berrak hiicreli (konvansiyonel), papiller,
kromofob ve simiflandirilamayan alt gruplar ile toplayici duktus kanseri olarak
siniflandiriimistir. Bu timorlerin hepsindeki genetik degisiklikler tiire 6zgiidir ve primer
veya metastatik bobrek timorlerinin ayirici tamisinda kullanilabilirler. BHK’un en sik
goriileni berrak hiicreli/konvansiyonel BHK (olgularin yaklasik %75 1) ve bunu takiben
papiller BHK (~%15) dur (Mancin et al. 2008). Bobrek kanseri biyolojisinde histopatolojik
alt gruplarin belirlenmesi olduk¢a onemlidir; 6rnegin von Hippel-Lindau (VHL) timéri
supresor gen (TSG) mutasyonu sporadik berrak hiicreli BHK un ortaya ¢ikmasinda en
yaygin genetik olgu oldugu halde, berrak hiicreli olmayan BHK alt gruplarinda her zaman
goriilmez (Foster et al. 1994; Gnarra et al. 1994; Banks et al. 2006).

BHK’un erken teshis edilmesi zordur. Bobrek kanserlerinin klinik belirti ve
semptomlar1 genellikle prognozun kotii oldugu hastaligin ge¢ doneminde ortaya ¢ikar.
Kalitsal BHK hastalig1i olan kisilerde renal veya renal olmayan primer timor riski
(spesifik hastaliga bagli olarak) daha fazladir ve bu olgularda yapilan molekiiler genetik
testler, bir sonraki kusakta ve yakinlarinda tiimér riskini dogru olarak tahmin etmemizi
saglayabilir (Maher et al. 2011). BHK’un molekiiler yapisi ile klinigi arasindaki iligkinin

ortaya konmasi, bu hastalikta kisiye 6zgii tedavinin yapilabilmesine olanak saglayacaktir.

2.1. Bobrek Emriyolojisi

Intrauterin yasam boyunca birbirinden farkli {ic bobrek sistemi pespese olusur:
Pronefroz, mezonefroz ve metanefroz (Sadler 1990).

Pronefroz : insan embriyosunda pronefroz servikal bolgedeki 7-10 adet solid hiicre
toplulugu tarafindan temsil edilir (Sadler 1990).

Mezonefroz : Pronefrik sistem gerilerken, mezonefroza ait ilk bosaltim tiibiilleri
belirmeye baslar. Bu tiibiillerin boyu hizla uzar, S seklini alir ve medial uzantilariin
ucunda bir ug belirir. Tiibiiliin bu ucundan Bowman kapsiilii de gelisir. Kapsiil ve birlikte
renal korpuskiilii meydana getirir. Tiibiiliis diger ugta, mezonefrik veya Wolffian kanali
olarak bilinen longitudinal toplayici kanalla birlesir. Ikinci aymn ortasinda mezonefroz orta
hattin her iki yaninda biiyiik ve oval sekilli bir organ haline gelir. Bu sirada gelismekte

olan gonad da mezonefrozun medialinde yer aldigindan bu iki organ tarafindan olusturulan
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doku kabarikligina tirogenital siskinlik ad1 verilir. Kaudaldeki tiibiiller farklanmaya devam
ettiginden kranial tiibiiller ve glomeriiller dejeneratif degisiklikler gdsterir ve 2. aymn
sonunda tiimiiyle yokolur. Kaudal tiibiillerin bir kismi vemezonefrik kanal erkeklerde
kalabilirse de kizlarda tiimiiyle kaybolur (Sadler 1990).

Metanefroz veya kalic1 bobrek: 5. haftada belirir. Metanefrik mezodermden
geligir (Sadler 1990).

Toplayici sistem : Kalic1 bobregin toplayici sistemi mezonefrik kanalin kloakaya

giris yerinde bir ¢ikint1 halinde bulunan iireter tomurcugundan gelisir. Ureter tomurcugu
metanefrik doku igine penetre olur. Penetrasyon sonrasinda genisleyen iireter tomurcugu
primitif renal pelvisi olusturur. Daha sonra da kranial ve kaudal parcalara ayrilarak
gelecekteki major kaliksleri meydana getirir. Metanefrik dokuya penetre olan her kaliksten
iki yeni tomurcuk gelisir. Bu tomurcuklar 12 ve daha fazla sayida tiibiil olusturana kadar
boliinmeye devam ederler. Bu tiibiillerin distalinden de 5. ayin sonuna kadar yeni
jenerasyon tiibiiller olusmaya devam eder. ikinci jenerasyondaki tiibiiller genisleyerek 3 ve
4. jenerasyon tiibiilleri absorbe eder ve renal pelvisin mindr kalikslerini olugturur.Gelisimin
daha sonraki evrelerinde 5 ve daha sonraki jenerasyon toplayici tiibiiller boyca uzar ve
mindr kaliksler i¢ine dogru toplanarak renal piramitleri meydana getirir. Ozet olarak iireter
tomurcugundan, renal pelvis, major ve mindr kaliksler ve yaklagik 1-3 milyon arasinda
toplayici tiibiil gelisir (Sadler 1990).

Bosaltim Sistemi : Yeni olusan her kollektor tiibiiliin distal ucu metanefrik bir doku

ile ortiiliidiir. Bu metanefrik doku i¢indeki hiicrelerden daha sonra kiigtik tiibiiller ve renal
vezikiil olarak bilinen kiiciik kesecikler meydana gelir. Bu tiibiiller glomeriillerle birlikte
nefronu veya bosaltim birimini olusturur. Nefronun proksimal ucunda glomeriil tarafindan
yaylandirilmis Bowman kapsiilii yer alir. Tibiiliin distal ucu ise, toplayici kanalla iliskide
olacak sekilde aciktir. Glomeriilden toplayict kanallara bu agiklik yoluyla gegis vardir.
Bosaltici tiibiillerin uzamaya devam etmesi sonucu proksimal tiibiiller, Henle halkasi ve
distal tiibiiller meydana gelir.

Ozet olarak bobrek iki farkli kaynaktan (a) bosaltim birimlerinin olustugu
metanefrik mezoderm ve (b) toplayict sistemin kaynaklandigi iireter tomurcugundan
olusur. Dogumda bdobrekler lobule goriiniimdedirler. Sayica artmasalar da nefronlarin
biliylimeye devam etmesi ile bebeklik doneminde bu lobiile goriiniim kaybolur (Giiger

2006).



2.2. Bobrek Histolojisi

Normal bobrek parankimi kan damarlari, glomeriiller, tiibiiller ve interstisyum
olmak tlizere dort kisimdan olusur. Renal kan damarlar1 yapisal olarak viicudun diger
bolgelerinde goriilenlere benzer. Glomertiller kalin bir bazal membran etrafinda dizilen
Ozellesmis endotelyal, epitelyal ve mezangial hiicrelerin meydana getirdigi kompleks
yapilardir. Jukstaglomeriiler aparatus vaskiiler diiz kaslar, ekstraglomeriiler mezangiumun
graniiler ve agraniiler hiicreleri ve distal tiibiiliin makiila densasindan olusan, glomeriiliin
vaskiiler kutbunun bir pargasidir. Kompleks tiibiiler sistem iiriner kutuptan baglar ve renal
papillaya uzanir. Bu sistem proksimal tiibiill, Henle ansi, distal tiibiill ve toplayict
tibiillerden olusur. Proksimal tiibiil asidofilik sitoplazmali uzun kolumnar hiicrelerle
doselidir. Sitoplazmasi, aktif sivi transportu i¢in gerekli bazal kivrimlanmalar, yogun
mikrovilluslar, endositik vakuoller ve mitokondrilerden zengindir. Henle kulpu, ince inen
ve kalin ¢ikan kisimlardan olusur. Degisken miktarlarda mikrovillus ve sitoplazmik
organel igeren kiiboidal ve kolumnar hiicrelerle doselidir. Distal tiibiil proksimal tiibiilden
daha dar ve kisadir. Mikrovillus ve organel sayisi daha azdir. Ozellesmis hiicrelere ve
jukstaglomertiler apareyin makula densasina sahiptir. Toplayici tiibiiller, santral yerlesimli
niikleus ve soluk asidofilik sitoplazmaya sahip kiiboidal hiicrelerle doselidir. Sitoplazmik
lipofuskin graniilleri belirgin olabilir. Toplayici tiibiiller Bellini terminal duktuslariyla
birlesirler. 10-25 adet terminal duktus meduller papillanin area kribrozasina

acilirlar.Interstisyum ise 6zellesmis interstisyel hiicreler ve bag dokusu elemanlarindan

olusur (Murphy et al.1994; Giigler 2006).

2.3. Bobrek Anatomisi

Fasulye seklinde, retroperitoneal yerlesimli bir organ olan bobrek T12 — L3
vertebralart boyunca sagli sollu yer alirlar. Her bir bobrek ortalama 12x6x2.5 cm.dir.
Agirhigr erkeklerde 125-170 g, kadinlarda 115-155 g dir. Her biri meduller piramidin
olusturdugu 8-18 adet lob ve komsulugundaki korteks tabakasindan meydana gelir. Bu
lobar yap1 yenidoganlarda genellikle belirgindir. Yetiskin bobreginde lobasyon kaybolur ve
dis yiizey diizgiin bir gériiniim kazanir. Bobregin dis yiizeyi nefronlardan zorlukla ayrilan
ince fibroblastik tabaka ve onun da diginda kiint diseksiyonla kolayca ayrilan daha kalin
tabakadan olusan kapsiille ortiiliidiir. Bobrek kapsiilii Gerota fasya ile ¢evrilidir (Murphy
et al.1994). Bobregin medial yiiziinde konkav yapidaki hilus bulunur.Tiimér yayiliminin
ana yolu ve degerlendirmesinde sinir tagidir. Hilus, renal kaliksler,pelvis, bobregi besleyen

ana vaskiiler olusumlar ve noral yapilart igerir. Tim bu yapilar yogun vaskiilarizasyona
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sahip konnektif doku ile ¢evrilidir (Murphy et al.1994). Normal bobregin vaskiilarizasyonu
degiskendir. Pek ¢ok bobrek tek bir renal arter ve venle kanlanir. Lenfatikler renal
kortekste ¢ok sayida olup medullada yer almazlar.Renal siniis yoluyla hiler ya da aorta ve
vena kava komsulugundaki rejyonel lenf nodlarina direne olurlar. Bobrekler ¢dlyak
pleksustan gelen adrenerjik sinir lifleriyle innerve olurlar. Sinirler vaskiiler yapilari takip
eder ve renal parankim igerisine dagilir (Murphy et al. 1994). Korteks kalinlig1 0.7-1 cm.
arasinda degisir. Medulladan konfigiirasyonu, pozisyonu ve rengiyle kolayca ayrilir.
Kortikal doku meduller piramidler arasina degisken sekillerde uzanir ve genellikle Bertini
kolonlar1 olarak adlandirilir. Agik inspeksiyonla korteksten medulla igerisine radial uzanan
meduller yollar gosterilir. Bu yollar toplayicr tiibiiller, proksimal ve distal tiibiiller ve kan

damarlarini igerir. Her bir bobrek 1-2 milyon nefron igerir (Murphy et al. 1994).

Bowman's capsule
Collacting tubule

Sekil 2.1. Bobregin anatomik yapist

2.4. Bobrek Tiimérlerinin Simiflandirilmasi

Bobrek tiimorleri istatistiklerde tek bir kanser baslhig: olarak yer almakla birlikte
tek tip olmadigi giin gegtikce daha iyi anlasiimaktadir. Hem lokalize hem de ileri evre
timorlerde farklh histopatolojik tiirlere klinik yaklasim ve uygulanacak tedavi farkli
olabileceginden siniflandirma ¢abalari 6Gnem kazanmaktadir (Leibovich et al. 2010; Sun et
al. 2010; Flanigan et al. 2011). Benign ve malign timorlerin ayird edilmesi, farkh
prognozlara sahip alt tiplerin belirlenmesi bakimindan bobrek timoér dokusunun

histopatolojik incelemesi énemlidir. Son yillarda patolojik ve ana kanser arastirmalarina

gore degisik renal timorler belirlenmistir (Kovasc et al. 1997; Algaba et al. 2010).



Timorin yerlesim yeri, kapsiil varligi, c¢evre bobrek dokusu iliskisi, bazi
durumlarda tipinin belirlenmesinde onemli ipuglar verebilir. Metastatik bobrek tiimorleri
veya kiiciik bobrek Kitleleri olan hastalarda uygulanan igne biyopsileri degerlendirilirken
bobrek tiimorlerindeki ¢esitlilik goz oniine alinmahdir (Yildiz 2011).

Alisilmamis  morfolojideki  tiimdrlerin - immunohistokimyasal  incelemesi
histopatolojik siniflandirmaya yardimci olmaktadir. Genetik ve molekiiler calismalar
patogenezin anlasilmasina katkida bulunurken tiimor tipinin - belirlenmesinde de
kullanilabilmektedir. Bunun yani sira genetik ve molekiiler ¢alismalar bireye 6zgii ve
hedefe yonelik tedaviye de 1s1k tutacaktir (Volpe et al. 2010; Sun et al. 2011).

Eriskin bobrek kitlelerinin biiyiikk ¢ogunlugunu epitelyal tiimorler olusturur.
Herhangi bir organ veya sisteme ait tiimor siniflandirmasi yapilirken klinik davranislari,
morfolojileri, molekiiler ve genetik yapilar1 dikkate alinmali ve tiimorlerin ayirt edici
ozellikleri iyi tanimlanmalidir. Dolayisi ile histopatolojik smiflandirmanin klinik seyirle
bagintist ile farkli timor tiirlerinin molekiiler ve genetik yapilarinin farkli oldugunun
gosterilmesi 6nemlidir. Bazi ¢alismalarda bobrek tiimarlerinin histopatolojik tipinin bobrek
hiicreli karsinomun klinik seyrini ongérmede bagimsiz degisken oldugu gosterilmistir
(Leibovich et al. 2010). Ancak bir baska arastirmada da histolojik tipin evrelendirmede
anlam tasidig1 vurgulanmaktadir (Sun et al. 2011). Uluslararas: kilavuzlar, BHK alt tipi ile
tiimoriin sarkomatoid 6zellikler igerip icermediginin belirtilmesini 6nermektedir.

Renal neoplazilerin ¢ogu epitelyal kokenli ve malign karakterlidir. Bobrek
icerisindeki adrenal kalintilardan gelistigi diistiniilirse de, ultrastriiktiirel 6zelliklerinden
dolay1 bu tiimérlerin adrenal kalintilardan ¢ok renal hiicrelerden gelistigini bildirilmistir.
Yakin bir zamana kadar BHK ’larin tek bir hastalik oldugu diisiiniilmiisse de histolojik,
sitogenetik ve molekiiler caligmalar BHK ’larin tek bir timor grubu olmadigini gostermistir
(Reuter et al. 2004).

Smiflama ¢aligmalari, 1981 yilinda Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) bdbregin
epitelyal neoplazilerini hiicre tipi oOzellikleri, yapisal Ozellikler ve orjinlerine gore
gruplandirmasiyla baglar. 1985 yilinda Thoenes ve ark. BHK’un kromofob tipini
tanimladiktan sonra 1986 yilinda ayni ¢aligma grubu timdr hiicre sitoplazmasinda izlenen
morfolojik, histokimyasal ve elektron mikroskopik 6zelliklere gére Mainz siniflamasini
yapmuglardir. 1993 yilinda sitogenetigi temel alan, 1997 yilinda molekiiler genetigi temel
alan Heidelberg-Rochester siniflamasi kabul edilmistir. Heidelberg-Rochester siniflamasi
yeniden gbdzden gecirilerek DSO 1998 siniflamasi, Kovacs ile baslayan molekiiler

arastirma sonuglarmin yeniden incelenmesiyle de DSO 2004 siniflamasi yapilmistir.
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Siniflandirmalarin kronolojik siras1 Cizelge 2.1°‘de gdsterilmistir. Giincel olan 2004 DSO

renal kanser siniflandirmasina gore morfolojik ve genetik oOzellikler birlestirilmis ve

degisik immiinofenotipi olan renal kanserler veya klinik uygulamaya bagli molekiiler

degisiklikler tanimlanmistir (Eble et al. 2004). Bu alt grup tiimorlerin prognozlari farklidir
(Cheville et al. 2003; Moch et al. 2000) ve tedaviye verdikleri yanit da farkli olabilir

(Motzer et al.2006).

Cizelge 2.1. Bobregin epitelyal tiimorlerinin siniflandirilmasi (Giiger 2006)

DSO MAINZ SiTOGENETIK
1981 1986 1993
1. Adenom 1. Adenom 1. Papiller tiimorler
2. Renal hiicreli karsinom 2. Renal hucreli karsinom a-Adenom
a-Berrak hiicreli tip a-Berrak hiicreli tip b-Karsinom

b-Graniiler hiicreli tip
c-1gsi hiicreli tip
3. Diger
Bellini'nin duktal karsinomu

b-Kromofilik tip
Bazofilik
Eozinofilik
Duofilik
c-Kromofob hiicreli tip
Tipik
Eozinofilik
d-Toplayici kanal tipi

2. Berrak hiicreli timorler
3. Kromofob tiimorler
4. Onkositom

5.Tanimlanmamig timor gruplar

3. Onkositom
HEIDELBERG- DSO DSO
ROCHESTER 1997 1998 2004
1. Benign 1. Renal hiicreli adenom A-Benign
a-Papiller adenom a-Metanefrik tip 1-Papiller adenom
b-Onkositom b-Papiller tip 2-Onkositom
c-Metanefrik adenom- c-Onkositik tip B-Malign

adenofibrom
2.Malign (BHK)
a-Berrak hiicreli karsinom
b-Papiller karsinom
c-Kromofob karsinom
d-Toplayici kanal karsinomu

e-Siniflandirilamayan

2. Renal hiicreli karsinom
a-Berrak hiicreli tip
b-Papiller tip
c-Kromofob tip
d-Néroendokrin tip

e-Siniflandirlamayan

1.Berrak hiicreli BHK
2.Multilokiiler berrak hiicreli BHK
3. Papiller BHK
4.Kromofob BHK

5.Bellini'nin toplayici kanal

karsinomu
6. Renal mediiller karsinom
7.Xp1lltranslokasyon karsinomu
8.Noroblastom  sonrasi  gelisen
karsinom
9.Miisindz tibler veigsi hiicreli
karsinom

10. Siniflandinlamayan BHK




Bobrek tiimérlerinin  histopatolojik smiflandirmasi, Diinya DSO  tarafindan
olusturulan ¢alisma gruplarinin siirekli glincelleyerek karara bagladigi dinamik bir siirectir.
Malign tiimorlerinin %90’dan fazlasint BHK olusturmaktadir. Benzer morfolojiye sahip
olmakla birlikte, antijenik ozelliklerinin farkli olmasi nedeniyle birbirinden ayrilarak
isimlendirilen tiimorler i¢in tan1 koymada immiinohistokimyasal inceleme ¢ogu zaman
yararli ve yeterlidir. Ancak ozellikle gelismis iilkelerde bobrek tiimdorlerine giderek daha
stk rastlanirken  degisik  histolojik  bi¢imlerde  karsimiza ¢ikan  tlimorlerin
siiflandirilmasinda giigliikkler yasanmaktadir. BHK alttiplerinin hepsi solid, alveoler,
papiller biiyiime bi¢imleri gosterebilmektedir.Hiicre diizeyinde incelemede de berrak veya
graniiler sitoplazmali olanlarin yani sira sarkomatoid nitelikte hiicreler BHK ’larin her alt
tipinde goriilebilmektedir (Young et al. 2008). Bunun sonucu bobrek timérlerinde giderek
genisleyen bir “siniflandirilamayan” kategorisinin ortaya ¢ikmasi ve DSO tarafindan tani
bagliklarindan  biri  olarak listeye konulmasi Onerilmistir (Eble et al.2004).
Siiflandirilamayan kiimede de benzer bicimde gelismis tiimorler ayri ayri Obekler
olusturmaktadir. Tiim ortam farklilagsmadigindan, ya da birden ¢ok grubun ozelliklerini
tasidigindan bu olgular daha 6nce tanimlanmis bir kategoriye konulamamaktadir.

Bobrek tiimarlerinin histopatolojik cesitliligi son yirmi bes yilda giin gectikge daha
fazla farkedilmektedir. 1986 Mainz, 1997 Heidelberg ve 1998 DSO siniflandirmalarinin
ardindan 2004 DSO siniflandirmasiyla farkl: alt tipler belirlenmistir (Cizelge 2.2) (Eble et
al. 2004; Lopez-Beltran et al. 2006).

Cizelge 2.2. 2004 DSO bébrek tiimdrlerinin histopatolojik siniflandirmasi (Yildiz
2011°den alinmistir).

Renal hiicreli tiimorler
Malign
Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom
Multilokiiler berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom
Papiller bobrek hiicreli karsinom (Tip 1 ve Tip 2)
Kromofob bdbrek hiicreli karsinom
Bellini’nin toplayici kanal karsinomu
Renal meduller karsinom
Xpl1 translokasyon karsinomlar1
Noroblastom sonrasi geligen karsinom
Miisinoz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinom
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Siniflandirilamayan bobrek hiicreli karsinom
Benign
Papiller adenom
Onkositom
Metanefrik tiimorler
Metanefrik adenom
Metanefrik adenofibrom
Metanefrik stromal tiimorler
Mikst mezenkimal ve epitelyal tiimorler
Kistik nefroma
Mikst epitelyal ve stromal timor
Sinovyal sarkom
Nefroblastik tiimorler
Nefrojenik kalintilar
Nefroblastom
Parsiyel farklilasma gosteren kistik nefroblastom
Noroendokrin tiimorler
Karsinoid
Noroendokrin karsinom
Pirimitif néroektodermal tiimor
Noroblastom
Feokromositoma
Diger tiimorler
Mezenkimal tiimorler
Hematopoietik ve lenfoid tiimdrler
Germ hiicreli tiimorler
Metastatik tlimorler

Ayni ailenin bireyleri arasinda goriilen veya bir sendromun pargast olarak saptanan
bobrek tiimorlerinde baslayan genetik arastirmalar, DSO siniflandirmasinda ayr1 basliklar
olusturan tiimorlerin her birinde farkli genetik kusurlar oldugunu gostermistir. Ornegin
berrak hiicreli BHK olgulari 3. kromozomun 3p25 noktasinda saptanan VHL (von Hippel-
Lindau) gen bolgesinde mutant genlere sahipken, papiller tipte bobrek hiicreli karsinom
olgularinda 1. kromozom kusurlari, 7 ve 17. kromozom triploidileri ve Y kromozom kayb1
bulunur (Zbar et al. 1998; Dal Cin 2003; Nagashima et al. 2004; Young et al. 2006; Young
et al .2008; Cheng et al. 2009).

Gegmis donemde papiller ve non papiller BHK, papiller adenom ve papiller
karsinomlar1 birbirinden ayird etmek amaciyla yapilan c¢alismalar giderek daha yaygin
uygulama alani bulmustur. Papiller adenomlarda goriilen 7 ve 17. kromozomlardaki
trizomiye ek olarak papiller karsinomlarda 16, 20 ve 12. kromozomlarda da trizomi
saptanmasi dikkat ¢ekmistir (Zbar et al. 1998). Calismalar ilerledik¢e yeni karyotipik
degisiklikler saptanmis, morfolojik goriiniimleriyle karsilastirilarak bu degisikliklerle

timorler eslestirilmeye ¢alisilmistir (Kovacs et al. 1994). Sonraki ¢alismalarda, sadece
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timor boyutuna bakilarak yapilan papiller adenom ve papiller karsinom ayrimini, genetik
temele oturtulmaya ¢alisilmistir (Kovacs et al. 1994; Wilhelm et al. 1995).

Tip 1 papiller BHK 7, 12, 16, 17 ve 20.kromozomlarda trizomi ile karakterize iken
tip 2 papiller BHK daha heterojen bir genomik yapidadir. Miisin6z tiibiiler karsinomda 1,
4, 6, 8, 9, 13, 14, 15 ve 22. kromozomlarda kayip vardir. Kromofob hiicreli karsinomun
genetik profili 1,2,6,10,13,17 ve 21. Kromozomlarda kayip olmasi ile onkositomdan
ayrilmaktadir. Cocukluk caginda ortaya ¢ikan BHK’da MiTF/TFE ailesinde, Xp11.2’de
yer alan TFE3 ile  6p21°de bulunan TFEB genleri arasinda translokasyonlar
gostermektedir (Couturier et al. 2008).

Bobrek timorlerinde somatik mutasyonlar ayrintili olarak arastirilmig  ve
ginimiizde histopatoloji yaninda simiflandirmada ana kriter haline gelmistir. Ayrica
bobrek timarleri, von Hippel-Lindau hastaligi (VHL) gibi birgok kalitsal kanser sendromu
zemininde de gelisebilmektedir. Molekiiler ve sitogenetik tekniklerin bobrek hicreli
timorlerde uygulanmasiyla 4 alt tiir saptanmis, bunlarda goriilen tipik genetik degisiklikler

tamimlanmustr.

Cizelge 2.3. Diinya Saglk Orgiitii siniflandirmasinda yer alan renal hiicreli tiimdrlerin
ozellikleri (Sen ve Sarsik, 2010)

RHK alttip Sikhik Gelisim Hiicresel Biiyiime Prognoz
Ozellik paterni
Kortikal adenom Insidental Multisantrik, |  Bazofilik Benign
bilateral Papiller
veya tek
Metanefrik adenom Nadir Tek Bazofilik Solit, Benign
papiller
Onkositom %3,2-7 Tek Eozinofilik Solit Benign
sitoplazmal
Berrak hiicreli %75 Tek, Berrak Solit, Grade ve
Nadiren sitoplazmali, tiibiiler, evre ile
multisantrik arasira Kistik iligkili
ve iki tarafli eozinofilik nadiren
sitoplazmali papiller
Multilokiiler kistik Nadir Tek, nadiren Berrak Piir Iyi
bilateral sitoplazmali kistik
niikleer
derece
Papiller %10-15 Multisantrik, Tip 1l Tiibiilo- Grade ve
bilateral (bazofilik) papiller evre ile
veya tek Tip 2 nadiren iliskili
(eozinofilik) solit
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Kromofob %3,6-11 Tek Soluk Solit
eozinofilik Mortalite
graniiler %10
sitoplazma,
biiytik
hiicreler
Bellini, Toplayici %1 Tek Eozinofilik Diizensiz Kotii —
duktus sitoplazma kanallar, 2 yil
papiller icinde
2/3 hasta
olimii
Mediiller Nadir Tek Eozinofilik Kotii-
sitoplazma Retikiiler tani
patern sonrasl
3-4 ay
Xp11 translokasyon Nadir Tek Berrak veya Tiibiilo- Iyi
eozinofilik papiller
sitoplazma
Noroblastom Nadir Tek Eozinofilik Solit Grade ve
sonraslt hiicreler evre ile
onkositik iligkili
ozellikli
Musinéz tibiiler ve Nadir Tek Tubiiller, Solit Nadiren
1gsi  hiicreli ekstraselliiler metastaz
mukus ve
18si hiicreler
Siniflandirilamayan %2-7 Tek Degisken ve Solit Yiiksek
sarkomatoid mortalite
ozellikler

Smiflandirilamayan BHK

Giincel olan DSO smiflandirmasinda tanimlanmamis olan bir renal kanser terimidir.
BHK larin %5’den azmi olusturur. Bu olgularin ¢ogunda tanimlanmayan epitel
elementleri, musin salgilanmast veya tanimlanamayan hiicre tipleri olan sarkomatoid
morfoloji vardir (Srigley et al. 2009). Renal tiimorlerin sarkomatoid karsinomlar olarak
yeniden ortaya ¢ikmalart ile ilgili bir veri olmadigindan, bu tip bahsedilmemistir.
Smiflandirilamayan BHK lerin ¢ogunun biyolojik yapis1 agresiftir ve klinik sonucu
kotiidiir. Smiflandirilamayan tiimorlerde elektron mikroskopisinin de tanida yeri varsa bile

uygulamada kolay ve ucuz bir yontem degildir (Picken et al. 2005)
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Smiflandirmada Yeni Oneriler

2004 DSO siniflandirmasindan sonra morfolojik ozellikleriyle farkli bes ayr1 tiimor
kiimesinin daha siniflamaya eklenmesi giindemdedir (Cizelge 2. 4) (Algaba et al. 2011;
Yildiz 2011). Bunlarin en 6nemlisi tiibiilokistik karsinom ve tiroid follikiili benzeri

bobrek karsinomu olup her iki grubunda klinik seyri iyidir.

Cizelge 2.4. Histopatolojik siniflandirmaya eklenmesi onerilen bobrek tiimor tipleri (Yildiz
2011).

Tiibiilokistik karsinom

Tiroid follikulu benzeri bobrek karsinomu

Edinsel kistik hastalikla iliskili bobrek hiicreli karsinom
Berrak hiicreli papiller bobrek hiicreli karsinom
Leiomyomat6z bobrek hiicreli karsinom

Tiibiilokistik karsinom genellikle kapsiilsiiz tek bir bobrek kitlesi olarak goriiliip
cogunlugu pT1 evresindedir. Kesit yiizeyleri beyaz veya gri renkli siingerimsi
gortinimdedir. Fibroz bir stroma icinde yer yer kistik karakterde tiibiiler yapilar olusturan
timor hiicreleri kiiboidal veya kolumnar epitelyum o6zelligindedir. Timor hucrelerinin
amfofilik veya eozinofilik genisce sitoplazmalari, iri ¢ekirdekleri ve belirgin
cekirdekgikleri vardir (Yang et al. 2008; Amin et al. 2009; Srigley et al. 2009; Algaba et al.

2011). Ayirict tamda Bellini’nin toplayict kanal karsinomu ve papiller tipte BHK

diisiiniilmelidir. Immunohistokimyasal incelemede sitokeratinler (SK8, SK18, SK19) ile

hemen daima pozitif reaksiyon verirken CD10 ve AMACR tiimérlerin %90’'inda pozitif

olarak rapor edilmektedir. Sitokeratin 7 ise degiskenlik gosterir. Genetik ¢alismalarda 7 ve
17. kromozomlarda kazanim vardir.

Tiroid benzeri follikiiler bobrek karsinomu, az sayida olgu serileri halinde
yayinlanmistir. Bu olgularin izlemlerinde niiks gorilmemistir. Timor, amfofilik veya
eozinofilik sitoplazmali, ¢ok hafif pleomorfizm gosteren hiicrelerden olusur. Timor
hiicreleri mikro veya makrofolikiiller olusturarak tiroid dokusuna benzemekte, iclerinde
kolloid benzeri proteinoz siviya rastlanmaktadir. Cekirdeklerinde oluklanmalar ve
psodoinkliizyonlar bulunabilir. Bu tiimorlerin ayrici tanisinda tiroid metastazi veya teratom
zemininde gelisen bir tiroid karsinomu akla getirilmelidir. Bu tiimoérlerin sitokeratin 7 ve
CDI10 ‘a verdikleri reaksiyon degiskenlik gosterir. TTF1, RCC, Vimentin, AMACR, CD56,
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CD57 ve WT1 antikorlar: icin negatif yanit verdikleri bildirilmistir. Genetik ¢aligmalarda
bir olguda 8924, 12 ve 16. kromozomlarda kazanim, 1p36.3 ve 9921.33.kromozomda
kayip gosterilmistir (Jung et al. 2006; Amin et al. 2009; Srigley et al. 2009; Algaba et al.
2011).

Edinsel kistik hastalikla iliskili BHK ayr1 bir grup olarak siniflandirilabilir. Son
donem bobrek hastalarinda ¢ogunlukla birden ¢ok tiimor kitlesi bulunmaktadir.
Patogenezde uzun siireli hemodiyalizin rol oynadigi distiniilmektedir. Genellikle iyi
sinirhdirlar ve distrofik kalsifikasyon igerirler. Edinsel kistik hastalikla iliskili BHK
AMACR ile pozitif, sitokeratin 7 ve parvalbiimin ile fokal pozitif reaksiyon verir (Algaba
et al. 2011; Tickoo et al. 2006; Rioux-Leclercq et al. 2003; Pan et al. 2009; Nouh et al.
2010). Genetik ¢alismalar bu tiimoérlerde 1, 2, 3, 6, 7, 10, 17. kromozomlarda ve Y
kromozomlarinda kazanim oldugunu gostermistir.

Berrak hiicreli papiller BHK, siklikla yalanci bir kapsiille cevrili ve Kkistik
gortinimdedir. Mikroskopik incelemede solid, asiner, kistik veya papiller goriiniim vardir.
Bazilarinda okzalat kristalleri ve kalsifikasyon izlenmektedir. Berrak hiicreli papiller BHK
olgularinin yarisinda belirgin kistik bir bilesen goriilmektedir. Tiimor, berrak sitoplazmals,
papiller yapilar olusturacak sekilde ¢ikintilar olusturan hiicrelerden olusmakta, yer yer
kribriform yapilar icermektedir. Berrak hiicreli papiller BHK sitokeratin 7 ile pozitif,

AMACR ve parvalbiimin ile negatif reaksiyon gosterir. Berrak hiicreli papiller BHK’da 3p

mutasyonu ve kromozom 7 ve 17 trizomisine rastlanmamistir (Gobbo et al. 2008; Srigley
et al. 2009; Algaba et al. 2011).

Leiomyomatoz BHK yeni tanimlanmis olup bu tiimorlerin esas — ozelligi
stromalarinin, ¢evrede daha belirgin olmak tizere diiz kas igermeleridir. Yuvalar, kordonlar
ve tabakalar seklinde diizenlenen tiimore ait epitel hucreleri solid, tiibiiler veya papiller
yapilar olusturmaktadir. Ayirici tamda berrak hiicreli  BHK, angiomyolipom ve
sarkomatoid BHK dikkate alinmalidir. immunohistokimyasal —incelemede tiimé&riin
epitelyal bilesenleri pansitokeratin, CD10, EMA, vimentin ile pozitif, diiz kas aktini ve
HMB45 ile negatif reaksiyon vermektedir. Stromasinda ise diiz kas aktini, kaldesmon,
desmin ve vimentin ile pozitif, HMBA45, CD117, CKs, EMA, ER ve PR igin negatif
reaksiyon goriilmektedir. Bu tiimorlerde yapilan genetik calisma sonuglar geliskilidir
(Srigley et al. 2009; Algaba et al. 2011). Onkositik papiller BHK, BHK iliskili
noroblastom ve renal angiomyoadenomatoz timor son yayinlarda onerilen diger yeni
histolojik tiplerdir (Ljunberg et al. 2010).
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2.5. Histopatolojik Smiflandirmaya Gore Bobrek Karsinomlarinda Sitogenetik
Ozellikler

2.5.1. Berrak Hiicreli (Konvansiyonel) Bobrek Hiicreli Karsinom

Bobrek kanserlerinin biiyiik kismin1 (%70-75) olusturan bu tip tiimérler proksimal
tiibiil epitelinden koken alir. Berrak hiicreli BHK’larda neoplastik hiicreler berrak veya
eozinofilik sitoplazmalidir. Olgularin %70-90’inda 3p delesyonu saptanmaktadir. 3.
Kromozomda delesyona ugrayan veya etkisizlesen boliimler siklikla, 3p12-14 ve 3p25
olarak belirlenmektedir. Berrak hiicreli BHK a tamamen spesifik olan 3p25 noktasinda
saptanan VHL (von Hippel-Lindau) geni tiimor baskilayici bir gen olup ailesel gegis
gosteren olgularin timiinde, sporadik olgularin ise %57 sinde gosterilmistir (Young et al.
2006). VHL proteini hiicre dongiistiniin denetim ve gen diizenlenmesinde gorevlidir. VHL
proteini transkripsiyon etkeni olan hipoksiye neden olan etkenin (HIF) diizenlenmesinde
kilit rol oynar. HIF’in etkisiyle VEGF, PDGF-beta yeni damar olusumu; TGF alfa, EGFR
ve IGF hiicre c¢ogalmasi; GLUC1 ve EPO enerji saglanmasi; CXCR4 ise metastaz
stireclerini galistirir.

Berrak hiicreli papiller tipte BHK ile ayiric1 tani giigliigii ¢ekildiginde kromozom
analizi yapilirsa 7. kromozom kazanimi ve Y kromozomu kaybi papiller karsinomu
destekleyecektir. Xpl11.2 translokasyon karsinomu ile ayirici tanida ise karakteristik
kromozom degisiklikleri saptanarak tanm1 konulabilir. Multilokiiler kisttk BHK degisik
kalinlikta kistik bosluklardan olusan bir tiimordiir. Olgularin %90’inda DNA diploidisi
goriilmektedir.

Berrak hiicreli BHK de beklenmeyen yerlere ve ge¢ metastazlar siklikla goriliir.
Prognozda en onemli faktorler evre ve derecedir. Berrak hiicreli BHK’lar, VHL
hastaliginin tipik bir bulgusudur ancak baska ailesel BHK sendromlarinda da gelisebilir.
Cogu BHK’lar ise VHL hastaligi ile iliskili degildir ve bu sporadik olgularin hemen
tamaminda 3p delesyonu saptanir (Kovacs et al. 1989). Mikroskobik boyuttaki berrak
hiicreli BHK larde bile 3p delesyonu gozlenmistir. Bu nedenle, boyut ne olursa olsun,
timor berrak hiicrelerden olusuyorsa BHK tanisi konmalidir. Olgularin yariya yakin
bolimiinde VHL gen mutasyonu (Shuin et al. 1994), %20’sinde DNA metilasyonu
(Herman et al. 1994) gbzlenir. VHL proteini hipoksiyle -uyarilabilen faktdrii negatif yonde

diizenler ve bu faktor hiicre proliferasyonu, neovaskiilarizasyon ve ekstraselliiler matriks
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olusumunda gorevlidir. Bunlarin disinda 9p ve 14q kromozom kaybi izlenebilir. 9p
kromozom kaybinin kotii prognoz (Moch et al. 1996), 14q kaybinin hem kéotii prognoz,
hem de ileri evre ve derece ile iliskili (Schullerus et al. 1997) oldugu bildirilmistir. Xp11.2
translokasyon/TFE3 gen fiizyonlu berrak hiicreli BHK, daha ¢ok ¢ocuklarda ve geng
eriskinlerde ve ileri evrede izlenir (Eble et al. 2004).

2.5.1.1. Insidans ve Epidemiyoloji

Bobrek hiicreli karsinom (BHK), bobrek tiibiil epitelinden kaynaklanan malignite
grubudur (Eble et al. 2004). Tanis1 ortalama 55-60 yaslar1 arasinda konulup, genellikle
yetiskinlerde goriilir (Murphy et al. 1994; Ordonez et al. 2004; Eble 2003).Yetiskin
malignitelerinin yaklagik %2-3’4 BHK’dur (Murphy et al. 1994; Tavani et al. 1997;
Roland et al. 1999; Dekel et al. 2002). Rolatif olarak nadir bir timér olup her 100.000
insandan 6’s1 hastaliktan etkilenir (Dekel et al. 2002). Insidansi giderek artmaktadir
(Roland et al. 1999; Pantuck et al. 2003; Hashimoto et al. 2004). Erkeklerde kadinlara
gore daha sik (E/K : 2/1) goriiliir (Murphy et al. 1994; Dekel et al. 2002; Eble 2003;
Ordonez et al. 2004). BHK tiim etnik gruplarda ve cografik bolgelerde goriiliir ve 1rklar
arasinda fark yoktur (Murphy et al. 1994). BHK ’lar nadir olarak, eriskindekilere benzer
goriiniim ve davranista ¢ocukluk caginda da goriilir (Murphy et al. 1994; Eble 2003;
Ordonez et al. 2004). Renal korteksten kaynaklanir ve bobrek malignitelerinin %80-85’ini
olusturur (Tavani et al. 1997). Genitotiriner timorler igerisinde 3. sikliktadir (Hashimoto et
al. 2004). Ultrasonografi, bilgisayarli tomografi, ve manyetik rezonans gibi noninvaziv
abdominal goriintiileme yontemlerinin artmasiyla tiimoriin asemptomatik evrede teshis

sans1 artmigtir (Pantuck et al. 2003).

2.5.1.2. Etiyoloji ve Risk Faktorleri

BHK’lerin etiyolojisi ve histogenezi tam olarak aydmlatilmamigtir. Bilinen en
onemli etiyolojik faktor sigaradir (Murphy et al. 1994; Eble et al. 2004; Ordonez et al.
2004, Yorikoglu 2005); erkeklerde %39 olguda etkin olmaktadir. Epidemiyolojik
caligmalar obezite ve aile Oykiisiiniin BHK ile iliskili oldugunu gostermistir (Tavani et al.
1997). Hipertansiyon, diabet, bobrek taslari, infeksiyonlar1 ve travma, bazi meslek
gruplarinin maruz kaldigi trikloretilen gibi kimyasal maddeler, arsenik agirmetaller, klorlu
solventler, petrokimyasallar, boyalar, aromatik aminler, solventler ve asbestoz BHK riskini
artiran faktorler arasindadir (Tavani et al. 1997; Pesch et al. 2000; Eble et al. 2004; Adams
et al. 2008). Baz1 ostrojen muadillerinin hayvanlarda bobrek tiimérlerine neden oldugu
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gosterilmistir. Son yillarda asirt sismanlik ile iliskisi de 6strojen hormonlari ile iligkisini
diistindirmektedir. Bobrek hiicreli kanser riski BMI (body mass index) ile paralellik
gostermektedir. Hastaligin nadir familyal sekli tanimlanmistir (Ordonez et al. 2004).
Familyal BHK gelisiminin, BHK riskini 2-3 kat artirdig1 bildirilmistir (Dominguez et al.
2001). Bu arada edinsel kistik bobrek hastaliginin, 6zellikle uzun siireli hemodiyaliz
uygulananlarda kanser gelisiminde onemli bir predispozan etken oldugu kabul
edilmektedir. Diyabet ve iiriner enfeksiyonlarin bobrek kanseriyle iligkisi halen
tartisilmaktadir.

BHK ile siklikla goriilen hastaliklar :

1. von Hippel-Lindau hastaligi (VHL): Otozomal dominant bir hastalik olan VHL
populasyonun yaklasik %50’ sinde goriiliir. Bu hastalardaki RHK ¢ok sayidadir ve bazilar
atipik degisiklikler gosteren kistlerle iligkilidir. VHL hastalik geni 3p25.5 kromozomu
tizerinde tanimlanmistir ve VHL hastalig1 bu gendeki germ line mutasyon sonucu gelisir
(Pantuck et al. 2003; Ordonez et al. 2004).

2. Edinsel kistik hastalik: Edinsel polikistik bobrek hastaligina sahip uzun donem

dialize giren hastalarin yaklasik yarisinda renal hiicreli adenom ya da karsinom gelisir.

Metastaz oranlar1 %5-7’dir (Ordonez et al. 2004).

3. Polikistik bobrek hastaliginin eriskin sekli ve multikistik nefroma (multilokiiler kist)

4. Tuberoskleroz

5. Birt-Hogg-Dube sendromu: Benign deri tiimorleri ile karakterize bir sendromdur.
Multipl renal tiimérler ve spontan pndmotoraks bu hastalarda sik goriiliir (Eble et al. 2004).
6. Yapisal kromozom 3 translokasyonu: BHK gelisme riskini artirmasi ile karakterizedir.
Tani i¢in tek-¢cok sayida, tek ya da cift tarafli BHK, aile Oykiisii ve yapisal kromozom 3
translokasyonu olmalidir. Tiimdrler histolojik olarak berrak hiicreli BHK goriiniimiindedir
(Eble et al. 2004).

7.Noroblastom : Noroblastom nedeniyle tedavi gérmiis ¢cocuklarda BHK

gelistigini gosteren birka¢ yaym bulunmaktadir. Bu tiimdrler sitolojik olarak onkositoid
goriiniimlii, yapisal olarak ise papiller gelisim paterni gdsterirler.

8. Familyal kutan6z leiomyomatozis

9. Malign lenfoma
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2.5.1.3. Makroskopik Ozellikler

Berrak hiicreli BHK lar tipik olarak bobregin normal konturlarini olusturan renal
korteksin herhangi bir yerinden gelisen globiiler kitleler seklindedirler. Bununla birlikte
arasira diffiiz infiltratif de olabilirler. Ancak diffiiz infiltrasyon nadirdir. Kesit yiizi
genellikle grimsi 6dematdz stroma, hemoraji, nekroz, kistik ve kalsifiye alanlar iceren sar1
renkte, yumusak parankimden olusur (Eble 2003; Eble et al. 2004; Ordonez et al. 2004).
Sar1 renk yogun intrasitoplazmik lipide baglidir. Derecesi yiiksek olan tiimorler daha az
lipid ve glikojen igerirler ve daha degisken goriiniimlere sahiptirler (Reuter et al. 2004).
Kistler berrak, sar1 renkte siv1 ile dolu ya da hemorajik olabilir. Berrak hiicreli BHK renal
vendz sisteme invaze olabilir, arasira renal veni doldurabilir, vena kava ve sag atriuma
kadar uzanabilir. Yaklasik %5°1 sarkomatoid degisiklik gosterebilir. Bu alanlar sert, solid
ve beyaz renktedir (Eble 2003).

Nadir olarak, kistik kitleler makroskopik olarak kistik nefroma ve septalar
icerisinde berrak epitelyal hiicre kiimeleri igeren multilokiiler kistik BHK’a benzeyebilir.
Bu hiicreler hemen daima kiiciik, koyu boyanan niikleuslu ve histolojik olarak niikleer
grade 1 BHK dakilere benzeyen hiicrelerdir. Boyle tiimorlerde malign davranis goriilmese
de multilokiiler kistik berrak hiicreli BHK olarak adlandirilabilirler (Eble 2003; Ordonez et
al. 2004).

2.5.1.4. Mikroskopik Ozellikler

Berrak hiicreli BHK tipik olarak alveoler kiimeler halinde karsinom hiicreleri ve bu
kiimeler arasinda kiiciik kan damarlarinin meydana getirdigi agdan olusan goriinlime
sahiptir (Eble 2003).0Olgularin yaklasik %350°si solid ve asiner gelisim gosterir (Reuter et
al. 2004). Bununla birlikte baskin gelisim paterni karakteristik olarak siniizoid benzeri
damarlara sahip stroma ile birbirinden ayrilan biiyiik hiicre adalarinin olusturdugu solid
gelisim paternidir. Diger olgularda kistik, papiller/pseudopapiller, tiibiiler ve sarkomatoid
gelisim paterni birlikte bulunabilir (Ordonez et al. 2004; Reuter et al. 2004).

Gelisim paterni genel sekilde histoloik derece ile iliskilidir. Diisiik dereceli
lezyonlar asiner gelisim paterni gosterirken daha yiiksek dereceli olanlar solid, pseudo
papiller ya da sarkomatoid gelisim paternine sahiptirler. Pek ¢ok olguda tiimor hiicreleri
poligonal veya kiiboidal goriinimdedir (Reuter et al. 2004). Berrak hiicreli BHK’da
sitoplazmik volim orta biiyliklikte ya da genis olabilir. Bununla birlikte tipik olarak
timoriin  bir alanindaki hiicrelerin sitoplazmas1 benzer biiyiikliiktedir. Hiicresel

boyutlardaki bu zonal patern kromofob BHK’daki mozaik paterne terstir (Eble 2003).
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Hiicresel goriiniim daha yiiksek dereceli lezyonlarda degiskendir. Sarkomatoid alanlardaki
igsi hiicreler hastaligin yiiksek derecede oldugunu gosterir. Tiimorlerin biyiik kisminda
sitoplazma, berrak ve graniiler 6zellik gosterir. Tiimor hiicrelerinin berrak goriiniimii PAS
ve Oil Red ile gosterilen anormal glikojen ve yag depolanmasi nedeni ile olur. Sitoplazma,
hyalen damlaciklar, fagosite edilmis hemosiderin pigmenti, lizozomal graniiller ve Mallory
veya melanin benzeri cisimcikler igerebilir. Evre 1 deki lezyonlar berrak sitoplazmaya
sahipken yiiksek dereceli lezyonlar eozinofilik ve graniiler goriiniim kazanirlar. 3 ve 4.
Evredeki lezyonlardan bazilarinda berrak sitoplazma goriinmeyebilir. Baskin olarak
graniiler hiicrelerden olusan tiimoérler kromofob tiimorden farkli sekilde kromofilik olarak
isimlendirilirler (Ordonez et al. 2004). Ancak bu tiimoérler de berrak hiicreli BHK olarak
smiflandirilmahidirlar (Reuter et al. 2004). Niikleus genellikle santral yerlesimlidir.
Derecelendirmede kullanilan ¢ap, kromatin paterni ve niikleol goriiniimii olgudan olguya
degisir (Ordonez et al. 2004).

Berrak hiicreli BHK ’larda papiller yap1 nadirdir. Psammom cisimcikleri ve kopiiksii
makrofajlar papiller karsinomda berrak hiicreli BHK’dan daha fazladir. Gergek
fibrovaskiiler kora sahip papiller yapilarin olusturdugu papiller tipte BHK ile
pseudopapiller gelisim paterni gosteren tiimorler karistirllmamalidirlar.

Berrak hiicreli varyantta miisin nadirdir. %75’in iizerinde olguda, dejeneratif degisikliklere
ek olarak fokal fibrozis veya hyalinizasyon alani goriilebilir. Bununla birlikte gercek
desmoplazi yok ya da minimaldir. Cografik nekroz ve fokal hemoraji sik histolojik
bulgulardandir. Genellikle T hiicrelerinden lenfositik infiltrat olusan degisken derecelerde

bulunabilir (Reuter et al. 2004; Eble 2003; Ordenez et al. 2004).

2.5.1.5. Klinik Etmenler

Tim BHK’larin 2/3-3/4’i berrak hiicreli BHK’dur. Tiimdrlere bu ismin
verilmesinin nedeni tiimoriin bir kismiin ya da tamaminin genis, berrak sitoplazmali
hiicrelerden olusmasidir. Bununla birlikte bu karsinomlarin ¢ogunda tiimorii olusturan
hiicrelerin ¢ogu hatta tiimii eozinofilik sitoplazmali olabilmektedir. Son zamanlarda berrak
tanim1 konvansiyonel ile yer degistirmistir. Baz1 genetik¢iler bu karsinomlar1 non papiller
BHK olarak adlandirirlar, ancak bu terminoloji BHK’larin bagka tiplerinin de olmasi
nedeniyle karigikliga yol actigindan kullanilmamalidir (Eble 2003).

Berrak hiicreli BHK 3p kromozomunda genetik materyal kayb1 ile karakterizedir.
Bu defekt hipermetilasyonla fonksiyon kaybi olabilecegi gibi kromozomun tiimiiniin kayb1

seklinde de olabilir. Kotii prognoz ile iligkili olarak 14. kromozomda heterozigosite kaybi
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gibi diger genetik anomaliler siktir. Berrak hiicreli BHK kemoterapi ve radyoterapiye
direnglidir. Immiinoterapi de hayal kirikligi yaratmuistir. Baslica tedavi cerrahidir.
Prognozda evreleme kullanilir. Ayrica derecelendirme de evrelemeye eklenebilir (Eble
2003).

2.5.1.6 Aymricr Tam

Tipik berrak hiicreli BHK ’larin tanisi genellikle dogrudan konur (Eble 2003). Bazi
berrak hiicreli BHK lar papiller ve kromofob BHK ile karisabilirler. Berrak hiicreli tipte
gercek fibrovaskiiler kora sahip olmayan pseudopapillalar mevcuttur. Ayrica bu papillalar
igerisinde histiositlerin goriilmesi olasi degildir. Papiller karsinomda sitokeratin 7 eksprese
edilirken, bu durum berrak hiicreli tipte negatiftir. Kromofob BHK, nadiren, berrak hiicreli
BHK’da da goriilen karakteristik sitoplazmik ve niikleer o6zelliklere sahiptir. Hale’in
kolloidal demir boyasi, ultrastriiktiirel, sitogenetik ve molekiiler genetik caligsmalar ayirici
tanida yardimcidir (Reuter et al. 2004). Epiteloid anjiomyolipom berrak hiicreli BHK ile
karisabilecek bir diger timordiir. Ayirict tanida morfolojik goriiniim, immiinhistokimya,
elektron mikroskopi ve sitogenetik 6zelliklerden yararlanilabilir. Sarkomatoid degisiklikler
sarkomu andirabilir ve tanida zorluk yaratabilir. Renal sarkomlar nadir oldugundan, tani
dikkatli konulmalidir. Ultrastriiktiirel ¢aligmalar ve immiinhistokimya Hematoksilen-Eozin
(H&E) kesitlerde sarkomla karisan alanlarda epitelyal ozellikleri ortaya cikarabilir (Eble
2003). Yetiskinlerde renal pelvisten gelisen iirotelyal karsinomlarmn biiyiik ¢apa ulagsmalari
ve bobregi yaygin olarak infiltre etmeleri BHK ile karisiklia neden olmaktadir.
Mikroskopik ayirim pelvik tiimoriin sarkomatoid degisiklikler icermesi halinde iyice
zorlagabilir. Biiyilk molekiiler agirlikli sitokeratin (HMWCK) ve karsinoembriyonik
antijen (CEA) in pozitif olmasi tiimoriin tirotelyal orjinli oldugunu gosterir ( Eble 2003).

Ksantograniilomatéz pyelonefrit klinik ve patolojik olarak BHK ile karigsan nadir
bir inflamatuar hastaliktir. Renal ¢ikis, genellikle tas yiliziinden bazen de iireteropelvik
bileskedeki deformite nedeniyle azdir. Kopiiksii makrofaj infiltrasyonu yliziinden
mikroskopik olarak BHK ile karisir. Sitoplazmadaki kopiiksii goriinim BHK’a benzemez.
Ayrica BHK’daki tipik vaskiiler patern ksantograniilomatdz pyelonefritte izlenmez (Eble
2003).

Basarili radikal nefrektomilerden yillar sonra tekrarlayan ya da uzak lokalizasyonlarda

primeri bilinmeyen metastazlar seklinde ortaya ¢ikan klinik olarak sakli BHK lar tanisal
probleme yol acabilirler. Berrak hiicreli BHK’larin biiyilk bir kismi sitokeratin ve

vimentini birlikte eksprese ederler. Ultrastriiktiirel olarak liiminal yiizeylerde veya
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interseliiler alanlardaki mikrovilluslar ve sitoplazma igerisindeki belirgin glikojen olmasi
BHK’u akla getirir (Eble 2003). Kars1 adrenal beze soliter metastazlar primer adrenal
kortikal karsinoma benzeyebilir. Boyle olgularda immiinohistokimyasal olarak EMA ve
sitokeratin yardimci olabilir. Clinkii BHK’larin hemen hemen tiimii daima EMA ve/veya
sitokeratin ile pozitif boyanirken adrenal kortikal karsinomlar EMA negatif olup
sitokeratin ile sadece zayif boyanir (Eble 2003). Tiroide metastaz tiroidin berrak hiicreli
karsinomunu taklit edebilir. Tiroidin berrak hiicreli karsinomunda tiroglobulin pozitiftir.
BHK’da ise ultrastriiktiirel olarak intrasitoplazmik glikojen olmasi s6z konusudur. Santral
sinir sisteminin kapiller hemanjioblastomu ve BHK, H&E Kkesitlerde birbirleriyle
karisabilirler. Her iki neoplazinin de von Hippel-Lindau hastalig ile iligkili olmas1 baslica

problemdir. Ayirim EMA ile yapilabilir (Eble 2003).

2.5.1.7. Molekiiler Prognostik Faktorler

Hanahan ve Weinberg (2000)’e gore malign fenotip su 6zellikleri gosterir: bliylime
ulaklarimin kendi-kendine yetmesi, biiylimeyi inhibe eden ulaklara duyarsizlik, apoptozise
direng, smirsiz kopyalama potansiyeli, siirekli anjiogenez ile dokuya invasyon ve
metastaz. Terapotik bakis agisindan bakilirsa, bunlardan kemoterapdtikleri en ¢ok zorlayan
yolak apoptozise direng, anjiogenez ve ¢oklu-ilag direncidir (Morais et al. 2011).

Bobrek hiicreli kanserlerde hasta ile iliskili prognostik faktorler; belirti olmast,
performansin diisiik olmasi, sedimentasyon, CRP, kilo kaybikansizlik, hiperkalsemi,
alkalen fosfatazin yiikselmesi ve serum ferritin diizeyidir. Timor ile iligkili prognostik

faktorler; histolojik tip, tiimor ¢ap, evresi,cerrahi sinirlari, niikleer derecesi, lenfovaskiiler

invazyon,metastaz, proliferasyon belirleyicileri, p53 v.b. olarak 6zetlenebilir. BHK’lerin

molekiiler genetik o6zelliklerinin ayrintilariyla bilinmesi, bireysel hasta prognozunu
belirleme ve yeni tedavi yontemleri bulma agisindan 6nemlidir.

Berrak hiicreli BHK en sik goriilen renal timdr alt tipidir (Grignon et al. 2004). Bu
tiimorlerde, siklikla hemorajik bolgelerde goriilen ¢ok damarli bir tiimor stromasi vardir.
Tipik olarak goriilen sar1 tiimor yiizeyi hiicrelerin lipid igerigine baghdir: kolesterol,
noétral yaglar ve fosfolipidler de oldukca sik goriiliir. Baz1 berrak hiicreli BHK lar sistik
goriiniimdedirler. Bu, nekrozun olugsmasina bagl olabilir (psddo-sistit). Tiimoriin nekroze
olmasi, tlimorlerin agresif yapilarmin artmasina baghidir.Bazi berrak hiicreli bobrek
kanserleri gercek neoplastik sistit yaparlar.Tamamen sistik goriinimde olan ve solid

timorii olmayan vakalar multiokiiler sistik bobrek hiicreli karsinom olarak tanimlanirlar
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(Eble et al. 1998). Bu alt grubun prognozu oldukga iyidir ve malignitesi diisiik olan berrak
hiicreli renal kanser alt grubu olarak bilinir .Berrak hiicreli renal karsinomlarda sarkomoid
degisiklikler de goriilebilir ve bu kotii prognoz ile iliskilidir (Moch et al. 2000; de Perelta-
Venturina et al. 2001). Bébrek hiicreli karsinomlarin gogu hafif bir inflamatuvar yanit verir
fakat bazen natural Killer hiicreler ile birlikte yogun bir lenfositik veya nétrofilik infiltrat
vardir (Sconocchia et al. 2009) ve lenfositik infiltrasyonun fazla olmasi ile sonucun kotii
olmasi arasinda bir iliski vardir (Morra et al. 2011). Berrak hiicreli BHK’lar genellikle kan
yoluyla vena kava ile primer olarak karacigere metastaz yaparlar. Paravertebral venler
olan vena testikiilaris/vena ovarii, intra-renal venler boyunca veya iireter boyunca
retrograd metastaz da bir metastaz yolu olabilir. Berrak hiicreli BHK, 10 y1l ve hatta daha
uzun siire sonra olagan dis1 bolgelere metastaz yapar. Berrak hiicreli bobrek tiimorlerinin
hepsi, tlimoriin boyutuna bakilmaksizin malign olarak kabul edilir ( Eble et al. 2004).
BHK’da 5 wyillik sag kalim oran1 yaklasik %70’tir. Prognozu etkileyen
klinikopatolojik parametreler incelenecek olursa (Ordonez et al. 2004):
Cinsiyet ve irk : Bu faktorlerin tek baglarina prognostik 6nemi oldukga azdir.
Yas : Yas ve prognoz arasindaki iliski oldukg¢a azdir. 40 yas alt1 gelisen BHK ile
yaslilarda gelisenler arasinda klinik seyir aynidir.

Evre :Tan1 aninda uzak metastazi olmayan hastalara, cerrahi bulgulara gore evre
verilir. 4 evre vardir :

Evre I : Tiimor bobrekte sinirli.

Evre II : Tiimor perirenal yagli dokuya infiltre ancak Gerota fasyasi i¢erisindedir.

Evre 11l : Renal ven ya da vena cava tutulumu ya da rejyonel lenf metastazi

vardir.

Evre IV : Adrenal bez dis1 komsu organ tutulumu ya da uzak metastaz vardir

Medeiros ve ark. (1988) yaptiklar1 ¢alismada evre ile hastaliksiz sag kalim arasinda yakin
bir iliski bulmuslardir. Nefrektomiyi takiben 5 yillik sag kalim orani evre I’de %60-80,
evre [I’de %40-70, evre III’te %10-40, Evre IV te ise %5 ya da daha azdir.

Histolojik Derece: BHK’ler igin de bircok derecelendirme yontemi tanimlanmistir.
Bunlardan en yaygin kullanilani, ¢ekirdek ve niikleolus ozelliklerine dayanan Fuhrman
derecelendirmesidir (Fuhrman et al. 1982); hiicresel veya yapisal atipiyi kullanmaz.

Histolojik derece, metastaz goriilmesi ve lokal niiks, patolojik evre ve en 6nemlisi yasam
siiresi ile iliskilidir (Storkel et al. 1989; Gelb et al. 1993). Aymi evredeki olgular
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degerlendirildiginde de histolojik derece, olgular1 prognostik gruplara ayirabilmektedir
(Amin et al. 2002).

Histolojik Tiir: Histolojik tiirlerin prognozu farklidir. Prognozu en kotii olan, basta
siniflandirilamayan BHK olmak tizere sirasiyla berrak hiicreli, papiller ve kromofob BHK’
dir (de Peralta-Venturina et al. 2001; Amin et al. 2002). Toplayici kanal kanseri
(Bellini’nin duktus kanseri) ise daha agresif seyir gosterir (Chao et al. 2002). Sarkomatoid
varyant, artik ayr bir tiir olarak kabul edilmemekle birlikte, daha yiiksek dereceli bir timor
anlamina gelmekte ve kotii prognozu isaret etmektedir (de Peralta-Venturina et al. 2001)

Uzak metastaz : Operasyon sirasinda uzak metastazin olmasi en 6nemli prognostik
parametredir.
Tiimoér ¢ap1 : Primer timor c¢api, boyut 3 cm.nin altinda ve 12 cm.nin {izerinde ise

prognozla iligkilidir. Ancak bu iki boyut arasinda kalan ve biiylik payday olusturan timor
grubu i¢in boyle bir iligki yoktur (Ordonez et al. 2004).

Renal ven invazyonu : Makroskopik olarak renal ven invazyonu varsa kotii prognozu
gosterir  ve cerrahi evrelemede yerini almistir. Bununla birlikte son zamanlarda bazi
serilerde bu faktoriin tek basina az bir 6neme sahip oldugu ya da sadece yiiksek dereceli
timorlerde sonuglart etkiledigi vurgulanmistir (Medeiros et al. 1988). Bunun aksine
mikroskopik ven invazyonu relapsin 6nemli bir belirleyicisidir (Ordonez et al. 2004).
Renal pelvis invazyonu : Prognostik énemi yoktur .

Mikroskopik derece : Mikroskopik kesitlerde saptanan niikleer derece, sag kalimin
onemli bir belirleyicisidir. 1 ve 2 derece tiimorler arasinda istatistiksel olarak fark yokken,
bu tiimérler 3 ve 4 olanlara gore daha iyi sag kalima sahiptirler. Ayrica 3 derece tiimorler 4
derece olanlara gore daha az siklikta metastaz yaparlar (Medeiros et al. 1988). Niikleer
derece, cerrahi evre ile yakindan iliskilidir ve istatistiksel olarak ondan bagimsizdir
(Ordenez et al. 2004). Niikleer dereceleme sistemi konvansiyonel ve papiller BHK larda
prognostik degere sahiptir (Montiron et al. 2000).

Berrak-graniiler sitoplazma varhg : Berrak sitoplazmaya sahip tiimorler graniiler
sitoplazmaya sahip olanlardan daha az saldirgandirlar. Ancak tiimor hiicre tipi niikleer
dereceden bagimsiz degildir. Berrak hiicreli tip, mikst hiicreli timorden daha az metastaz
yapar. Graniiler ve mikst tipte hiicrel1 tiimorlerin biiyiik bir kismida yiiksek derecelidir
(Medeiros et al. 1988).
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Mikroskopik varyantlar : Papiller ve igsi hiicreli goriiniim prognozu kotii yonde etkiler.
Ayrica papiller ve igsi patern niikkleer dereceden bagimsiz olarak kotii prognozla iligkilidir
(Medeiros et al. 1988).

Lenfositik infiltrasyon : Artmis T lenfosit infiltrasyonu ile ileri evre ve patolojik derece
arasinda iligski bulunmustur (Ordenez et al. 2004).

DNA ploidi : DNA ploidisi ile morfolojik niikleer derece arasinda agik bir iligki
bulunmustur (Ordenez et al. 2004).

Hiicre proliferasyonu : Hiicre proliferasyonu ile prognoz arasinda iliski bulunmustur
(Ordenez et al. 2004).
p53 overekspresyonu: Erken evre BHK’lu hastalarda p53 immiinohistokimyasal
pozitifliginin metastatik hastalik ve kotli sag kalim ile iliskili oldugu one siiriilmekterir
(Ordenez et al. 2004).

CD44s ekspresyonu : CD44S’in immiinohistokimyasal ekspresyonu BHK un rekiirrensi
ve progresyonuyla iliskilidir (Ordenez et al. 2004).

Damar dansitesi : Bu tiimorlerde tiimor i¢i mikrodamar dansitesinin diizeyi ek prognostik
bilgi katkist saglamaz (Ordenez et al. 2004).

MUCI1 ekspresyonu : Immiinohistokimyasal olarak saptanabilen bu dzellik niikleer derece
ve timor progresyonuyla paraleldir (Ordenez et al. 2004).

Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 reseptorii : BHK lu kadinlar arasinda bu molekiiliin
yiiksek diizeylerde eksprese edilmesi kotii sag kalitimi gosterir (Ordenez et al. 2004).

Noral hiicre adezyon molekiilii : Bu belirleyicinin ekspresyonu diisiik sag kalim oran1 ve
yiiksek metastaz riski ile iligkilidir (Ordenez et al. 2004).

Tiim kanser tiirlerinde oldugu gibi bobrek tiimoriinde de prognoz ve tedaviye
cevabin Ongoriisit oldukga Onemlidir. Giiniimiizde boébrek timorii uzerinde yapilan
calismalarm en onemli hedefi, hastaliga 6zgii sag kalimin ongorasiinde kullanilabilecek
molekiiler ve genetik prognostik faktorlerin ortaya konulmasidir (Giil et al. 2011). Bu

amagla bir¢ok molekiiler belirleyici 6nerilmistir.
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Cizelge 2.5. Bobrek tiimorlerinde prognozu etkileyen faktorler (Giil ve Yaycioglu 2011).

Tiimor ile Ilgili Faktérler

-Anatomik Ozellikler (Evre)

-Histolojik 6zellikler (Furhman derecesi, histolojik tip,sarkomatoid komponent,
niikleer morfometri,mikrovaskiiler invazyon, nekroz)

Molekiiler Faktorler

-Hipoksi ile indiiklenen molekiiller (CaIX, VEGF, IGF-1)
-Proliferasyon belirtegleri (Ki-67, PCNA, PTEN)

-Hiicre dongiisii belirtegleri (p53, Bel-2, PTEN, Siklin A, p27)
-Hiicre adhezyonu molekiilleri (E-Cadherin, a-Catenin,Cadherin-6)
-Diger (Vimetin, CD44, CA 125)

Hasta ile Tlgili Faktorler
-Klinik bulgular (Semptomlar, genel saglik durumu, kaseksi)
-Laboratuar bulgular (Trombosit sayisi, anemi)

Mekanizmaya Ozgii Faktorler

-Timor vaskiilaritesi (BT de kontrast tutulumu)
-Hipertansiyon (Sunitinib ile iliskili HT)

- gen degisiklikleri (?)

-Serum VEGF diizeyi(?)

2.5.1.8. Tedavi
BHK da tedavi segenekleri cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, hormonal tedavi,

immiinoterapi ve bunlarin kombinasyonudur. Cerrahi rezeksiyon, lokalize BHK
tedavisinde bilinen en etkili tedavidir. Radikal nefrektomi, lokalize renal karsinom
tedavisinde standart prosediir olup bobregin Gerota fasyasi, perirenal yagl dokusu ve ayni
taraf adrenal bezi ile birlikte ¢ikarilmasidir. Erken evre BHK'lu hastalarin %50'sinden
fazlas1 kiir olurken evre IV’de hastaligin sonuglar1 kotiidiir. Kiir sansi, evre ve timor
yayitliminin derecesi ile direkt baglantilidir. Radyoterapi, Klinik durumu cerrahi tedaviye
uygun olmayanlarda ve yaygin metastatik hastalig1 olanlarda palyasyon i¢in primer tedavi
olarak kullanilabilir. Metastatik hastaliga sahip secilmis hastalar immiinoterapiye yanit
verir. Fakat ilerlemis hastalifa sahip bircok hastaya sadece palyatif tedavi uygulanir.
Sistemik tedavi secenekleri siirlidir ve standart olarak kabul gérmiis hormonal tedavi
yada kemoterapi rejimi yoktur. Tek ya da kombine kemoterapiye yanit oranlari %15'ten

azdir. BHK immiinolojik bir tiimordiir ve spontan gerileyen olgular bildirilmistir.
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Interferon, interleukin-2, bacillus Calmette-Guerin (BCG) asis1  gibi  birgok

immiinmodiilator ajanlar tizerinde ¢aligmalar yapilmaktadir (Sachdeva et al. 2002).

2.5.1.9. Anjiogenez

Anjiogenez daha 6nceden var olan damarlardan yeni kapillerlerin gelismesidir (Lu
et al. 2005; Fox et al. 1997). Giiniimiizde vaskiilogenezis disinda neovaskiilarizasyonun
fizyolojik ve patolojik formlarmin tiimiinde kullanilmaktadir. Vaskiilogenezis ise kan
damarlariin de novo olusumudur (Fox et al. 1997). Fotal gelisim, inflamasyon, yara
iyilesmesi, kardiovaskiiler hastaliklar, diabet, endometriozis, psoriazis, yaglanma immiin
reaksiyonlar, neoplaziler gibi c¢esitli fizyolojik ve patolojik durumlarda indiiklenir.
Neovaskiilarizasyon malign hastaliklarda tiimoriin biiytimesi ve metastazi igin gereklidir.
Malign tiimorlerde, tiimor biiylimesi ve metastazi ile yiikksek mikrodamar yogunlugu
arasinda korelasyon gosterilmistir (Lu et al. 2005; Stanenow et al. 2005; Lorincz et al.
2004). Tiimoral anjiogenez, damar gelisimini uyaran ya da baskilayan faktorler arasindaki
dengeye baglidir (Ribatti 2004). Tiimor hiicreleri, endotel hiicreleri, mast hiicreleri ve
makrofajlar tarafindan iretilen, anjiogenezi durduran (anjiostatik) ve stimiile eden
(anjiogenik) bazi maddeler tanimlanmistir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF),
asidik ve bazik fibroblastik biiyime faktor (FGF) en 6nemli anjiogenik faktorlerdir
(Stanenow et al. 2005).

Insandaki tiiméorlerin ¢ogu, saptandifinda neovaskiilarizedir. Ancak deneysel ve
Klinik veriler bu tiimorlerin aylarca ve yillarca anjiogenik olmadan kaldigini
gostermektedir (Ozuysal 2001). Neovaskiilarizasyon yoksa tiimérlerin cap1 2-3 mm.yi
nadiren asar, nekrotik ve/veya apopitotik bir goriinlimdedirler, nispeten hareketsiz bir
durumdadirlar ve siklikla Kklinik olarak tespit edilemezler (Lu et al. 2005; Wang et al.
2005). Vaskiilarizasyonla birlikte replike olan hiicrelerin total populasyonu énemli 6l¢iide
artar. Hizli bir biiylime, invazyon, ¢evre dokulara basi olusur. Anjiogenez invazyonu
kolaylastirir ve tlimoriin genislemesine izin verir. Yiiksek oranda anjiogenik hiicreler
igeren tiimorler daha biiyiik ihtimalle yaygin metastaz yapar. Klinik veriler metastatik
potansiyelin ve prognozun anjiogenez siddetine bagli oldugunu desteklemektedir. Bu
nedenle anjiogenezin siddeti belirlenmeye calisiimaktadir (Ozuysal 2001). Edeline ve ark.
(2012) berrak hiicreli BHK da, diisiik ve yiiksek olmak {izere iki farkli anjiogenik fenotip
oldugunu; ve diistik anjiogenik fenotipin daha agresif prognoz faktorleri ve oldukca diistik
diizeydeki gen ekspresyonu (platelet-derived biiyiime faktorii-D, N-asetil transferaz 8 ve
N-astiltransferaz 8-B) ile ilgili oldugunu bildirmislerdir.
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2.5.2. Papiller Bobrek Hiicreli Karsinom

Papiller veya tiibiilo papiller yap1 gosteren BHK’lardir. Tim BHK’larin %10-
15’ini olustururlar. Birgok komplike kromozom anomalisi olan ve alel dengesizligi
bulunan, genetik olarak heterojen karsinomlardir. Tip | ve tip Il olarak iki alt gruba
ayrilirlar (Delahunt et al. 1997). Papiller BHK’lerde en sik 7 ve 17. kromozom trizomisi ile
Y kromozomu kaybi gozlenir (Kovacs et al. 1991). Bunlarin disinda, 12, 16 ve 20.
kromozom trizomisi de goriilebilir (Kovacs et al. 1991). 5 mm’den kiigiikk, benzer
morfolojideki timdrlere papiller adenom denir (Eble et al. 2004). Papiller adenomlarda da
papiller BHK’de oldugu gibi Y kromozomu kaybi, 7 ve 17. kromozom trizomisi
gozlenmistir (Kovacs et al. 1991). Bu nedenle de bu lezyonun papiller BHK onciisii
oldugu belirtilmektedir. Papiller adenomlarda izlenen 12, 16 ve 20. kromozom trizomileri
ise hastaligin ilerledigini gosterir. Papiller BHK da prognoz berrak hiicrelilere gore daha
lyidir.

Tip I timorlerde 7 ve 17. kromozom trizomileri daha sik goriilmektedir. Kalitsal
gecis gosteren papiller BHK olgularinda 7q31 bolgesinde yerlesmis c-MET geni bulunur
(Jeffers et al. 1997; Zhuang et al. 1998; Sanders et al. 2002).Tiroid, over ve kolonun
papiller karsinomlarinda da goriilebilen c-MET hiicre ¢ogalmasi, yeni damar olusumu,
hiicre hareketliligi ve hiicre farklilagmasini tetiklemektedir.

Papiller tipte BHK ile ayirici tan1 gligliigli yasayan olgularda; papiller adenomda da
benzer kromozom degisiklikleri goriilebildigi icin kromozom analizi her zaman ayird edici
olmayabilir. Metanefrik adenom ile ayiricti tan1 amaciyla DNA akim sitometrisi
yapildiginda bu tiimérlerin diploid histogram verdigi, kromozom paneli uygulandiginda da
papiller karsinomdan tiimiiyle farkli oldugu goriilmektedir.

Miisindz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinom histopatolojik olarak tip I papiller BHK
ile benzerlik gosterebilir. Cok sayida kromozomu ilgilendiren genetik bozukluklar tasiyan
bu tiimorlerde papiller BHK’daki 7, 17 ve Y kromozom degisiklikleri goriilmemektedir.
Berrak hiicreli papiller karsinom da ayni nedenle molekiiler diizeyde papiller BHK’dan
ayrilabilir. Xp11.2 translokasyon karsinomu da morfolojik diizeyde karistigi papiller
BHK’dan tipik kromozom bozukluklari ile ayird edilebilir. Bu tiimérlerde TFE3 proteini

immiinohistokimyasal yontemle de gosterilebilir.
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2.5.3 Kromofob Bobrek Hiicreli Karsinom

Belirgin hiicre zarlar1 olan, berrak ama transparan olmayan sitoplazmaya sahip
hiicrelerden olusan BHK alt tiiriidiir. Toplayic1 kanallarin ‘intercalated’ hiicrelerinden
koken alan bu timorler bdbregin epitelyal tiimorlerinin %5’ini olusturur. Kromofob
BHK’lerde 1, 2, 6, 10, 13, 17 ,21 ve Y kromozom kaybi vardir (Speicher et al. 1994).
Onkositom ve onkositozisten ayirict tanida mikro-dizilim (array) yonteminde kromofob
karsinomu destekleyen kromozom degisikliklerinin bulunmasiyla sonuca gidilebilir. Diger
tiirlere gére prognozunun daha iyi oldugu bildirilmistir (Amin et al. 2002). Molekiiler
diizeyde p53 mutasyonlar1  (Contractor et al. 1997) ve PTEN geni ¢evresinde
heterozigozite kaybi1 (LOH) (Sukosd et al. 2001) saptanmustir.

2.5.4 Sarkomatoid Bobrek Hiicreli Karsinom

Bobrek hiicreli karsinomun biitiin tiirlerinin farklilasmamis ortak bigimini temsil
etmektedir. Kromofob tipte sarkomatoid bobrek hiicreli karsinom 1, 2, 6, 10 ve 17
numarali kromozomlarda polizomiler gosterebilmektedir. Berrak hiicreli sarkomatoid
bobrek hiicreli karsinom olgularinin bazilarinda 3p kaybi goriilse bile sarkomatoid
doniisiim mekanizmasini harekete gegiren genetik bir degisiklik bilinmemektedir. p53
tiimor baskilayict gen mutasyonu ile sarkomatoid morfoloji arasinda iligki oldugunu 6ne
sliren ¢aligmalar vardir (Young et al. 2006). Bu tiimorlerin ayirict tanisinda 3, 7 ve 17.
kromozom trizomileri ve 9p21 kayiplar1 gosteren iirotelyal karsinomlar ile metastatik

sarkomlar bulunmaktadir.

2.5.5. Toplayia Kanal Karsinomu (Bellini Ductus Kanseri )

Bobregin malign tiimorlerinin %]1°den az bir boliimiinii olusturan nadir bir tiirdiir.
Patolojik olarak tanis1 zordur ve diger tiimorlerin (papiller BHK, bobrek pelvisinin
tirotelyal kanseri, metastatik adenokarsinom) ekarte edilmesinden sonra konabilir (Kirkali
et al. 1996). BHK’lere gore yerlesimi daha farkli olan ve daha agresif timorlerdir.
Medullada bulunmasi nedeni ile yiiksek dereceli iirotelyal kanserler ile karisabilir. Az
sayida olgu bulunmasi nedeni ile sitogenetik 6zellikleri tam bilinmemektedir. Az sayida
olguda 18 ve 21. kromozom monozomisi ve Y kromozom kayb1 bildirilmistir (Gregori-
Romero et al. 1996). 1q, 6p, 13q, 21q kollarinda heterozigotluk kaybi (Polascik et al.
1996), 3p kaybi (el-Naggar et al. 1993) saptanmistir. 8p heterozigotluk kaybinin koti
prognoz gostergesi olabilecegi bildirilmistir (Schoenberg et al. 1995).
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2.5.6. Diger Malign Ve Benign Karsinomlar
2.5.6.1 Xp11.2 Translokasyonu fle Tlgili Karsinom

Xpl1.2 translokasyonu/TFE3 gen fiizyonu ile iliskili translokasyon karsinomlari,
Xpl1.2 kromozomu igeren degisik translokasyonlar ile karakterize edilirler ve TFE3
geninin flizyonu ile sonuglanirlar. Ayni zamanda, diger flizyonlar gibi PSF ve TFE3
genlerinin flizyonu ile sonuglanan, ASPL ve TFE3 genlerinin fiizyonuna neden olan
t(X:1)(p11.2:q21) fiizyonu olan t(X: 17)(p11.2:925) dahil, degisik flizyonlar tanimlanmistir
(Argani et al. 2001; Argani et al. 2002; Argani et al. 2003; Argani et al. 2005).
Translokasyon karsinomlar1 esas olarak ¢ocuklarda ve geng eriskinlerde goriiliir (Bruder et
al. 2004). Ancak translokasyon karsinomlar1 daha ileri yaslarda da goriilebilir (Argani et al.
2007). Histolojik olarak translokasyon karsinomlari, eozinofilik sitoplazmaya c¢ok fazla
benzeyen berrak hiicreleri olan papiller bir yapiya sahiptirler. Immiinoprofili, TFE3
proteini i¢in niikleer immiinoreaktivite gdstermesi ile karakterizedir. Immiinohistokimyasal
olarak sadece %50 si sitokeratin ve EMA gibi epitel belirleyiciler ile ortaya konabilir.
Eriskinlerde translokasyon karsinomlari, genellikle lenf nodiillerinde metastas ile ileri

sathada teshis edilir ve prognozu koétiidiir (Moch 2012).

2.5.7 Edinsel Kistik Hastalikla iliskili Bobrek Hiicreli Karsinom

Edinsel polikistik bobrek hastaligina olan ve uzun siireli dialize giren hastalarin
yaklasik yarisinda renal hiicreli adenom ya da karsinom gelisir. Ttimorler kiigiik, multipl,
bilateral ve genellikle konvansiyonel tiimdrlerden daha diisiik bir proliferatif kapasiteye

sahiptirler. Metastaz oran1 %5-7’dir (Ordenez et al. 2004).
2.5.8 Musinéz Tiibiiler Ve Igsi Hiicreli Karsinom

Miisinoz tiibiiler ve igsi hiicreli kanser, derecesi diisiik, prognozu iyi olan bir
tiimdrdiir. Genomik hibridizasyon ve FISH yontemleri ile bu tiimérde 1, 4, 6, 8, 13 ve 14.
kromozomlarda kayip, 7, 11, 16 ve 17. kromozomlarda kazanim goriilmiistiir (Eble et al.
2004).

2.5.9 Kalitsal Bobrek Hiicreli Karsinom Sendromlar:

Bobrek hiicreli tiimor tiplerinin hemen hemen hepsi sporadik veya kalitsal olarak
ortaya cikarlar (Linehan et al. 1993). Genellikle hastalarda bilateral veya multipl renal

tiimorler goriiliir. Son yillarda BHK’ a doniisme predispozisyonu olan bazi kalitsal tiimor
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sendromlart bildirilmistir. Ornegin Von Hippel-Lindau Sendromu, Kalitsal bobrek hiicreli
karsinom, kalitsal leimyomat6z ve bobrek hiicreli karsinom, Birt-Hogg-Dube Sendromu
gibi. Renal ve ckstrarenal neoplastik mutasyon geg¢irmis tastyicilarda tiimor dokusunun
molekiiler analizi prediagnostik genlerin tanimlanmasin1 saglamistir. Bu genler VHL,
MET, FH, BHD ve HRPT2 dir. Kalitsal BHK sendromlari1 olduk¢a nadirdir. VHL hastalig
en sik goriilen ailesel bobrek kanseri sendromudur. VHL geninde mutasyon ile VHL kayb1
olan berrak hiicreli BHK ile iligkilidir (Neumann et al. 1998). Kalitsal papiller BHK
sendromu olan hastalarda, papiller tipl histolojisi olan multipl, bilateral papiller BHK’lar
vardir. Hastalarda MET pro-onkogende germ line aktive edici mutasyon goriiliir (Schmidt

et al. 1997, Schmidt et al. 1999).

Von Hippel-Lindau Sendromu (VHL)

BHK’lar santral sinir sistemi  (genellikle serebellum) ve retinanin
hemanjioblastomu, bdbrek, karaciger ve pankreas kistleri, ¢esitli lokalizasyonlarin berrak
hiicreli karsinomu ve feokromositoma ile karakterize, otozomal dominant bir hastalik olan
VHL populasyonun yaklasik %50 sinde goriiliir. Bu hastalarda ¢ok sayida BHK vardir ve
bazilar1 atipik degisiklikler gosteren kistlerle iliskilidir. Kistler, atipik Kistler ve renal
timor benzeri immiinhistokimyasal profillere sahiptirler. VHL hastalik geni kromozom
3p25.5 tlizerinde tanimlanmistir ve VHL hastaligi bu gendeki germ line mutasyon sonucu
gelisir. BHK’lara eslik eden belirgin vaskiilarizasyon, VHL hastaligina eslik eden
serebellar hemanjioblastomdaki gibi, tiimor hiicrelerinin hipoksi-indiikleyen faktor (HIV),
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), platelet derived growth faktér (PDGF),
transforming growth faktér (TGF-a) ve eritropoietin gibi maddeleri asirt sekilde
tiretmeleriyle agiklanabilir (Pantuck et. al. 2003; Ordonez et. al. 2004).

Birt-Hogg-Dube Sendromu

Benign deri tiimorleri ile karakterize bir sendromdur. Multipl renal tiimorler ve
spontan pnomotoraks bu hastalarda siktir. Tiimdrler multipl ve bilateral gelisebilir.
Onkositom 1yi tanimlanmis ve benign oldugu diisliniilen bir tiimordiir. Ayrica berrak ve
eozinofilik hiicre popiilasyonlarindan olusan adenokarsinomlar diger histopatolojilerdir.
Hastalarin yas1 ortalama 50 olup hasta basina diisen ortalama timor sayisi 5°tir. Metastatik

hastalik nadirdir ve tiimor ¢ap1 3 cm’yi astiginda gelisir (Eble et. al. 2004)
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2.6. Germline Variyantlar Ve Bobrek Hiicreli Karsinoma Predispozisyon

BHK’da kalitsal predispozisyon, seyrek olan yiiksek penetransli varyantlar veya
yaygin olan diisiik penetransl polijenik varyantlar ile ortaya ¢ikar. BHK un sadece az bir
kismu seyrek olan kalitsal monojenik bozukluk olmasina ragmen (6rn.von-Hippel Lindau
hastaligt VHL geninde mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikar, Birt-Hogg-Dube sendromu
(FLCN), kalitsal leiomiyomatéz bobrek hiicreli karsinom (FH), kalitsal papiller BHK
(MET), stiksinat dehidrojenaz altiinite bozukluklar1 (SDHB, SDHD vs), bu sendromlar
hem ailesel hem de sporadik BHK in molekiiler patojenezini anlamada kritik oneme
sahiptirler (Maher 2011).

Epidemiyolojik c¢aligmalar ile ilgili bir meta analiz ¢alismasina gore, bobrek
kanserinde pozitif aile dykiisii, hastalik riskini 2.2 kat artirmaktadir (Clague et al. 2009).
Ancak hedefe yonelik gen ile ilgili ¢calismalar, yiiksek penetransli kalitsal BHK genleri i¢in
olanlar dahil olmak tizere, bu durumdan sorumlu olan belli bir alleli tanimlamamigken, ilk
olarak ‘genom wide assosiaciton caligmasi’ (GWAS) ile, bu ozellikte iki bolge
gosterilmistir. Boylece Purdue ve ark. (2011) genis ¢apli genom ¢alismasinda 2p21 ve
11q13.3 de iki bolgenin BHK’e duyarli oldugunu bildirmislerdir. 11q13.3°deki bdlge
bilinen bir gen ile eslestirilmemistir ve daha once VHL-ile iliskili timor genezinde
tanimlanmistir (Zatyka et al. 2001). Son yillarda yapilan GWAS ¢alismalarinda, BHK riski
ile belirgin olarak ilgisi olan 12p11.23 {izerindeki ITPR2’de iki degisken belirlenmistir
(Wu X et al. 2012).

2.7. Bobrek Hiicreli Karsinomda Somatik, Genetik ve Epigenetik Degisiklikler
2.7.1. Sitogenetik Anomaliler ve DNA Kopyalama Sayisindaki Bozukluklar

BHK’da, 3. kromozomda olan degisikliklerin tekrarlandigi ve kalitsal bobrek
karsinomu olan iki ailede 3p kromozomunu igeren yapisal translokasyon oldugu
bildirildikten sonra Zbar ve ark. (1987) sporadik BHK da siklikla 3. kromozomda alel
kayb1 oldugunu bildirmistir. Daha sonra yapilan sitogenetik ve molekiiler ¢alismalar, 3p
alel kaybinin anahtar bolgesinin 3p13’iin distalinde oldugunu (Kovacs et al. 1988) ve von
Hippel-Lindau hastaligindaki genin 3p25 ile eslestirildigini (Seizinger et al. 1988) ortaya
koymustur. Sporadik BHK da 3p kromozom kaybindan bagka tanimlanan erken
sitogenetik anomaliler, 4.kromozom ve sex kromozomlarmin kaybi ile trizomi 7°dir
(Kovacs et al. 1988; Limon et al. 1990). BHK da 3p alel kaybinin detayli olarak
eslestirilmesinde, alel kaybi ile ilgili kritik bir bolge bildirilmemistir. Boylece 3p12-p14,
3p21 ve 3p25°de tiimdr supresor genleri i¢in kanit bulunmustur (Lubinski et al1994;
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Sanchez et al. 1994; Wilke et al. 1994; van den Berg et al. 1997). Sporadik berrak hiicreli
BHT de siklikla somatik VHL gen mutasyonlarinin bulunmasi, VHL TSG’yi anahtar 3p
BHK TSG olarak gostermesine ragmen daha merkezde olan diger 3p TSG’lerin de rol
oynadig1 gosterilmistir (van der Berg et al.1993; Clifford et al.1998 ). BHK’da kromozom
3p’de kaylp oldugu gosterildikten sonra, BHK’da sitogenetik degisiklikler ile
histopatolojik  alt gruplar arasinda belirgin bir iliski oldugu bildirilmistir; boylece
kromozom 3p kaybi berrak hiicreli BHK (Hughson et al. 1993), kromozom 7 trizomisi
papiller BHK ve kromozom  polizomisi  kromofob BHK ile iligkilendirilirken
onkositomalar genellikle sitogenetik anormali gostermemistir (Hughson et al. 1993;
Herbers et al. 1997; van den Berg et al. 1997).

Papiller BHK’un nadir olarak goriilen bir alt tipinde belirgin olarak somatik bir
sitogenetik anomali vardir. Cocuklarda veya geng¢ eriskinde tipik olarak Xpl1.2
translokasyonu goriiliir. Translokasyonun kirilma noktast Xp11.2’de TFE3 genini igerir ve
translokasyon TFE3 ile PRCC (papiller bobrek hiicreli karsinom (translokasyon-
baglantili) (1921), ASPSCR1 (ASPL,alveolar soft part sarcoma chromosome region,
candidate 1) (17qg25), SFPQ (PSF,splicing factor prolin/glutamat-rich) (1p34), CLTC
(clathrin heavy chain) (17923) dahil degisik partnerler arasinda bir fiizyon geninin
olusmasi ile baglantilidir. NONO (non-POU domain containing octamer-binding) (Xql12),
Xp11.2 transloksyonu pozitif olan kanserler biitiin BHK larin %1°den azini olustururlar ve
agresif yapidadirlar. Translokasyon, filizyon proteininin ¢ok fazla eksprese edilmesine
neden olur ve Xp11.2 translokasyonu nadir olmakla birlikte TFE3 ekspresyonu daha ¢ok
goriiliir ve TFE3 amplifikasyonu sonucu ortaya ¢ikabilir (Macher-Goeppinger et al. 2011).

Yiiksek ¢oziiniirliklii mikroarraylerin bulunmasi, BHK alt gruplarinda kopya
sayisindaki anomalilerini gosterme kapasitesini olduk¢a artirmistir. Beroukhim ve ark.
(2009) berrak hiicreli BHK (hem VHL baglantii hem de sporadik)’u analiz etmek
amaciyla, 250K SNP arrayleri kullanarak kopya-sayisi degisikligi rastgele olmayan 14
bolge tamimlamuglardir: 7 amplifikasyon bolgesi (1q, 29,59, 79, 8q, 12p,ve 20q) ve 7
delesyon bolgesi (1p,3p, 49,69, 8p, 9p, vel4q). Kromozom 3p ve 9p delesyon bolgesinde
CDKN2A /CDKN2B ve VHL ile 8q amplifikasyon bolgesinde MYC gibi hedefe yonelik
spesifik genler degisik bolgelerde gosterilmis ve vurgulanmistir. Dalgliesh ve ark. (2010)
Affymetrix 6.0 SNP arraylerini kullanarak yaptigi ¢alismada 3p,4, 6q, 8p, 9p,ve 14q
kromozomlarinda tekrarlayan kayiplar ve 1q, 2, 5p, 7 ve 12 kromozomlarinda kazanim

oldugunu ve en sik goriilen degisikliklerin 3p (olgularin %80>) 6q, 8p ve 14q (olgularin
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%30>) kromozomlarinda kayip ve 5q kromozomunda kazanim (olgularin ~%50)
oldugunu gostermistir.

Papiller BHK larin, 100k SNP arrayleri kullanarak yapilan mikroarray analizinde 1,
5p, 6p, 9, 11q, 14q, 19p 21q ve 22q kromozomlarinda kayip ve 2, 7, 12 ve 17q
kromozomlarinda kopyalama sayisinda artis gosterilmistir (Matsuda et al .2008). Bunun
yani sira Tip 1 ve Tip 2 papiller BHK’da kopya sayist da farkli bulunmustur: Tip 1 papiller
BHK’da 3 ve 7 kromozomlarda daha fazla kazanim ve 21q kromozomunda daha fazla
kayip goriilmiistiir; daha kotii prognozu olan Tip 2 de, 8q kromozomunda daha fazla
kazanim ve 6p, 9q ve 13g kromozomunda daha fazla kayip saptanmistir (Matsuda et al.
2008).

Kromofob BHK ve onkositomalarin analizi 250k SNP arrayleri kullanilarak
yapilmistir (Yusenko et al. 2009). Kromofob BHK larda multipl anomaliler goriilmiistiir
(genellikle 1, 2 ve 10. kromozomlarda, fakat ayni zamanda 3, 5, 6, 9, 13, 17 ve 21.
kromozomlarda kayip). Az sayida tiimorde 1p22, 2q22.3-023.2, 10911.23-922.3, 2913 ve
21921.3-q22.11 kromozomlar1 dahil degisik bolgelerde homozigot kayip goriilmiistiir.
Onkositomalarda, olgularin {igte birinde 1. kromozom tamamen kaybolmasina ragmen,
kopya sayisinda degisiklik ¢ok daha az goriiliir.

Az sayida ¢aligmada, ailesel BHK tiplerinde kopyalama sayisinda anomali oldugu
gosterilmistir. VHL proteini pozitif olan kisilerde 250K SNP arrayleri kullanilarak yapilan
BHK analizinde, beklendigi gibi en sik goriilen degisiklik 3p kaybi olup bunu 5q kazanimi
izlemistir (Beroukhim et al. 2009; Shuib et al. 2011). VHL proteini pozitif olan hastalarda,
BHK’larin ¢ogu presemptomatik olarak saptanir ve ¢apt ~3cm oldugu zaman alinmasina
ragmen sporadik BHK larin sadece ¢ok az bir kism1 3 cm’den kiigiik olunca saptanabilir.
VHL Ia bagh olarak ortaya c¢ikan BHK, sporadik BHK’a gore daha kiigiiktiir ve
kopyalama sayisinda daha az anomaliteler goriiliir. Ancak genellikle VHL’a bagli olarak
ortaya c¢ikan berrak hiicreli BHK’da, kopyalama sayisinda goriilen degisikliklerin ¢ogu
VHL inaktivasyonu olan sporadik berreak hiicreli BHK’da da goriiliir (Shuib et al. 2011).
Bunun tersine, kalitsal germline FH mutasyonu ile iliskili leiomyomatéz BHK sendromu
olan hastalarin kopya sayis1 incelendiginde, histopatolojik olarak ayni alt gruptaki
sporadik BHK tiimdrleri ile karsilastirildiginda ¢ok daha farkli bir kopyalama sayis1 profili
gorilmistiir (13, 14, 18,ve X kromozomlarinda kayip ve 2,7 ve 17 kromozomlarda
kazanim) (Koski et al. 2009).
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Bobrek karsinomlarinin molekiiler genetik tanisinda kullanilabilen 6zellikleri

Cizelge 2.6. da ozetlenmistir. Sekil 2.2. de ise bobrek hiicreli karsinomlarda hiicre kokeni,

tiimor alt tipi ve genetik degisiklikler arasindaki iliski 6zetlenmistir.

Cizelge 2.6. Bobrek epitelyal timorlerinde genetik degisiklikler (Cheng L et al. 2009).

Tiimor tipi Kromozom Gen Mekanizma Diger genetik
degisiklikler
Berrak hiicreli 3pl4:2 FHIT Delesyon, +5022, -6q, -8p12, -
5brek hiicreli 3p21 RASSF1A mutasyon, 9p21, -9922, -10q, -
E;):)Srienomucre ! 3p25 VHL metilasyon 14q
Papiller bobrek 7 ? Trizomi +3q, +8, -9p21, +12,
hiicreli 17 Trizomi -14q, +16, +17¢21
karsi 7931.1 FRA7G Kazang ' '
arsinom 7931 c-MET Kazang ve +20
Y Kayip
Kromofob 1,2, 6,10, 13, ? Multipl kromozom -5q22, -8p, -9p23,
bobrek hiicreli 17,21, Y kayiplari -1892
karsinom
Onkositom 1,14 ? Kayip -1p, -8p, -11q13,
11913 Translokasyon 14q,
-19q,-21 , -X/Y,
der(13)t(13:16)(p11;
p11), -1932, -6p, -
8pl -gpi -13q
-19932, -21q
Toplayict 1, 2,6, 10, ? Delesyon -1932, -6p, -8p, -9p,
kanal 13q, 13, 14, -13q,- 19932, -21q
. 15,22
Karsinomu
Xpll.2 1p34 PSF-TFE3 t(X;1)(p11.2;p34)
Translokasvon 1q21 PRCC-TFE3 t(X;1)(p11.2;p21)
K ansiokasyo 17923 CLTC-TFE3 {(X:17)(p11.2:923)
arsinomu 17425 ASPL-TFE3 t(X;17)(p11.2;q25)
3023 ? t(X;3)(p11;923)
Xqg12 NonO-TFE3 inv(X)(p11.2:12)
Miisinoz 1,4,6,8,9, ? Multipl kromozom -8p, -9p, -11q,
RN 11,13, 14, 15, kayiplari +12q,
Flulb.ule..r Ve. 18, 22 +16q, +17, +20q
igsi hiicreli
karsinom
Metanefrik 2p13 ? Delesyon inv(9)(p12q13),
Adenom 2p Kismi monozomi 1(1:22)(q22:913),

t(15;16)(q21;p13)
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Sekil 2.2. Bobrek hiicreli karsinomda hiicre kokeni, tiimor alt tipi ve genetik degisiklikler
iliskisi (Y1ldiz 2009).

2.8. Somatik Mutasyonlar

Berrak hiicreli BHKda siklikla 3p kromozom kaybinin olmasi, VHL geninin 3p25
ile eslestirilmesi ve VHL hastalig1 olan kisilerde sporadik vakalarda BHK’un goriilme
yasinin istatistiksel analizinde ¢arpict olan bir ve iki tiimorogenez modeli (retinoblastoma
icin tanimlandig gibi) ile karsilastirilabilir olmasmin gézlenmesi (Zbar et al. 1987;
Seizinger et al .1988; Maher et al. 1990), VHL tiimér supresor geninin tanimlanmasindan
sonra (Latif et al. 1993), sporadik berrak hiicreli BHK’da VHL’nin somatik
inaktivasyonunun siklikla goriildiigiinii ortaya koymustur (Foster et al. 1994; Gnarra et al.
1994). Daha sonra berrak hiicreli BHK da genis repertuvarli somatik VHL mutasyonlari
tanimlanmis ve mutasyonlar1 saptama metodolojisindeki degisiklikler ile berrak hiicreli
BHK’da bildirilen VHL mutasyon sikliginin ~%75 arttigi gosterilmistir (~%85°de
kayip/mutasyon/promotor metilasyonu yolu ile biallelik inaktivasyon vardir).

BHK’da yapilan mutasyon analizi ¢aligmalarina goére somatik HIF2A mutasyonu
yoktur ancak bazi tiimér alt gruplarinda HIF1A mutasyonu ve delesyon fonksiyon kaybi
bulunmaktadir (Morris MR et al2009; Shen C et al2011). Bu bulgu HIF1 ve HIF2’nin renal
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onkojenez lizerine zit etki gosterdiginin genetik kanitidir ve berrak hiicreli BHK da
HIF1A’nin, 149 kromozom delesyonunda hedef bolge oldugunun gosterir.

VHL nin tersine, sporadik BHK da kalitsal olarak gegen diger BHK genlerinin
siklikla mutasyona ugradigi bildirilmemistir. SDHB, FH ve FLCN nin her birinde somatik
mutasyon siklig1 %2’den azdir. BHK ile iligkili, konstitiisyonel kromozomal translokasyon
ile bozulmus, kalitsal olarak gecmeye aday olan BHK genleri (6rn.NORE1A, LSAMP,
FBXW7)’nin de nadiren mutasyona ugradigi bildirilmistir ve epigenetik olarak inaktive
olabilirler (Chen et al. 2003; Zhao et al. 2007). MET protoonkogende germline
aktivasyona neden olan mutasyonlar, kalitsal tipl papiller BHK’da nadir olarak
bozukluga neden olurlar ve somatik MET mutasyonlar1 sporadik papiller BHK un %2’den
azinda saptanmustir (Schmidt et al .1997). 1g kromozomu ile eslestirilen HRPT2 genindeki
germline mutasyonlar; paratiroid adenomlar, ¢ene kemiginin sertlesen fibromalar1 ve renal
timorlere (6rn.papiller BHK ve Wilm tiimorleri) duyarlilik ile karakterize edilen ve
otozomal olarak dominant bir sekilde kalitsal olarak gecen, kalitsal hiperparatiroidizm-
¢ene tiimorleri (HPT-JT) sendromuna neden olurlar. Zhao ve ark. (2007) sporadik bobrek
timdrlerinde siklikla HPRT2 allel kaybi oldugunu, ancak somatik mutasyonlarin nadir
oldugunu (timérlerin %2 <) bildirmislerdir. Cowden ve Cowden-benzeri hastaligi olan
kisilerde BHK riski, germline KILLIN metilasyonu olan hastalarda germline PTEN
mutasyonu olanlardan daha yiiksektir (PTEN ve KILLIN’in transkripsiyon noktalari
aynidir ancak zit yonlerde transkripsiyona ugrarlar). PTEN, P13K/AKT/mTOR yolagin
negatif yonde regiile eder.

Sporadik berrak hiicreli BHK’da (VHL’a ilaveten) siklikla mutasyona ugrayan
genleri tanimlamak amaciyla Sanger Enstitiisiinde 2 adet genis capli arastirma yapilmugtir.
[lk arastirmada, en azindan 101 berrak hiicreli BHK’da 3500’den fazla sorumlu gen
bulunmustur. Siklikla mutasyona ugrayan daha fazla gen tanimlanmamasina ragmen,
arastirilan BHK olgularinin %3’iinde kromatin modifikasyonunda rol oynayan ii¢ genin
tamamlanmamis mutasyona ugradigi bildirilmistir: histon 3 lizin demetilazlar1 olan
UTX/KDM6A ve JARID1C/KDMS5C ve H3 lizin metilazi olan SETD2 (Dalgiesh ve ark.
2010). ikinci calismada (Varela et al. 2011) 7 adet berrak hiicreli BHK’da goriilen
sasirtict sonuclardan sonra 200’den fazla tiimorde “potansiyel sorumlular” aranmistir. Bu
caligmada major bulgu, SW1/SNF kromatin remodelling kompleksi geni olan PBRML1 nin
berrak hiicreli BHK’da olgularin %41 de tamamlanmamis mutasyon gostermesidir.
PBRMI1 (ve SETD2), berrak hiicreli BHK da siklikla allel kayb1 olan ve ayni zamanda
RASSF1A TSG igceren bir bolge olan 3p21 kromozomu ile eslestirilir. UTX, BHK’a
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ilaveten multipl myelom, kronik myelomonositik 16semi, 6zofagus ve safra kesesi
karsinomlarinda da tiimor supresor geni olarak bilinmektedir (van Haaften et al. 2009; Gui
et al. 2011; Jankowska et al. 2011). UTX/KDM®6A, gen-inaktivasyonu yapan H3K27
dimetil ve trimetil bolgelerini yok eder ki bu bolge gen ekspresyonu yapar ve/veya devam
etmesini saglar. UTX/KDM6A’nin bildirilen hedef noktalari, retinoblastoma tiimor
supresyon yolagidir (Tsai et al. 2010). JARID1C/KDMS5C deki germline mutasyonlar X-
kromozomuna bagli mental reterdasyona neden olur (Jensen et al. 2005). SETD2, 3p21
kromozomu ile eslestirilir ve gen {iretimi histon 3 {in lizin 36 trimetilasyonlarmin
hepsinden sorumludur ve BHK’daki SETD2 mutasyonlar1 kromatin konfigiirasyonunda
degisiklik ve gen exspresyonunda bozukluk ile sonug¢lanir (Duns et al. 2010).

Berrak hiicreli BHK’larin ¢ogunda VHL inaktivasyonu olmasina ragmen, VHL-
wild tipi berrak hiicreli BHK’larin patojenezi ile ilgili ¢ok az bilgi bulunmaktadir.
Dalgliesh ve ark. (2010), NF2 tiimor supressor geninde mutasyon olan az sayida berrak
hiicreli BHK alt grubu bildirmislerdir (NF2’de germline mutasyon akustik schwannoma
ve meningiomaya predispozisyon yaratir) fakat ilgin¢ olarak NF2 mutasyonu olan biitiin

berrak hiicreli BHK lar VHL wild-tiptedir.

2.9. Bobrek Hiicreli Karsinomun Epigenetigi

Anormal DNA metilasyonu ve histon protein modifikasyonu gibi epigenetik
degisiklikler kanser olgularinda genellikle goriiliir ve tlimorogenezde 6nemli bir faktor
olarak kabul edilirler. CpG adasmin metilasyonu (ve iligkili histon modifikasyonu ve
kromatin remodelling) transkripsiyonal gen susturulmasi ile sonuglandigindan, TSG
inaktivasyonunda en Onemli mekanizma timdr supresdr geninin, Ozellikle promoter
bolgelerindeki CpG adalarinin tekrar metilasyonudur (Kulis et al. 2010). TSG’nin
epigenetik olarak inaktive olmasmin fonksiyonel etkisi, inaktive edici bir mutasyona
benzemesine ragmen O6nemli bir ayricalik farkli mutasyonlar, DNA metilasyonu ve diger
epigenetik degisikliklerin geri doniisiimlii olmasidir (Issa et al. 2009). Son yillarda yapilan
ve PBRM1, UTX, SETD2 ve JARIDIC gibi genlerde mutasyon olan genis c¢apl
caligmalar, BHK’un patojenezinde epigenetik faktorlerin rol oynadigimi gostermistir.
Ancak bu arastirmalar, BHK’da tiimor supresdr geninin promoter metilasyon ¢aligmalari
ile giincelligini kaybetmistir. Dolayis1 ile VHL, promoter bdlgenin metilasyonu ile
epigenetik olarak inaktive edilen insan tiimor supresor genlerinin ilklerinden biridir
(Herman et al. 1994). Sporadik berrak hiicreli BHK’da, gen i¢i somatik mutasyonlar VHL’

nin inaktive olmasinda en 6nemli neden olmasina ragmen, genlerin epigenetik olarak
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susturulmasi da 6nemli bir nedendir (olgularin ~%20’si). Daha sonra, BHK’da siklikla
allel kayb1 olan 3p21 bolgesi ile eslestirilen RASSF1A geninin, sporadik berrak hiicreli
ve papiller BHK da olgularin %30-50’sinde metilasyona ugradigi bildirilmistir (Morrissey
et al. 200; Dreijerink et al. 2001). BHK da RASSFIA allel kayb1 ve metilasyon sonucu
inaktive olur, ve VHL den farkli olarak gen i¢i somatik RASSF1 mutasyonu nadir goriiliir.
Promoter bdlgenin metilasyonu sonucu 6nemli miktarda inaktive edilen BHK TSG’nin
RASSF1A oldugu bilindikten sonra, BHK’da epigenetik olarak inaktive edilen bolgenin
tanimlanmast ilgi odagi olmustur. BHK olgularinin %15’inden fazlasinda mutasyona
ugrayan tek genin VHL oldugunun bildirildigi 2010 yilinda, ayrica olgularin %20’sinden
fazlasinda metilasyon/mutasyon orani esit olan 43 gen bildirilmistir (Morris et al. 2010).
Bu arastirmadan sonra, daha sik olarak metilasyona ugrayan aday BHK TSG’ler
tanimlanmis ve kanser genom projeleri olan TCGA (http://cancergenome.nih.gov/l) ve
CAGEKID (http://www.icgc.org/icgc/cgp/65/812/817), BHK’un hem  mutasyon hem de

metilasyon durumunu incelemek amaciyla baglatilmistir. Boylece yakin zamanda cok
miktarda genomik ve epigenomik veri elde edilecektir. Bu veriler o6zellikle degerli
olacaktir ¢iinkii BHK’da olgularin ¢cogunda sadece tek bir ¢alisma ile metilasyona ugradigi
farz edilen 100°den az tiimor 6rnegi bulunmaktadir. BHK da siklikla metilasyona ugrayan
(timorlerin en azindan 30’da ) aday timor supresor gen Ornekleri Cizelge 2.7.°de

gosterilmistir.

Cizelge 2.7. BHK’da (tiimorlerin en azindan %30°nda) siklikla metilasyona ugrayan aday
timor supresor gen ornekleri (Maher 2011, Morris ve Maher 2010).

Kromozom Gen Sembolii Gen BHK Incelenen
Lokasyonu metilasyon tiimor
ort.(%) sayisl

1g25.2-25.3 PTGS2 Prostaglandin— 95 65
endoperoxide
synthase

2023 RPRM Reprimo 44 52

3pl4.2 FHIT Fragile histidine 53 87
triad

3p21.1 FAM107A/TU3A Family with 39 61
sequence similarity
107

3p21.3 RASSF1A RAS association 51 735
domain family

4pl4 UCHL1 Ubiquitin carboxyl- 38 32
terminal esterase L1

4925 DKK2 Dickkopf 2 58 52
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4931.3 SFRP2 Secreted frizzled 53 62
related protein 2

5¢31 PDLIM4 Pdz and lim domain 43 41
protein 4

7pl4-12 IGFBP1 Insulin-like growth 30 30
factor binding
protein 1

7pl4-13 SFRP4 Secreted frizzled 53 62
related protein 4

7921.1 MDRI Multiple drug 86 65
resistance gene |

8p12-11.1 SFRP1 Secreted frizzled 47 234
related protein 1

8p22-21.3 DLC1 Deleted in liver 35 34
cancer 1

8924 COL14A1 Collagen 14A1 44 41

9p21 CDKN2A Cyclin-dependent 33 299
kinase inhibitor 2A

9922 COL15A1 Collagen 15A1 53 65

9g34.1 DAPK1 Death-assosiated 35 219
protein kinase

10g11.2 DKK1 Dickkopf 1 44 62

10g24.1 SFRP5 Secreted frizzled 57 62
related protein 5

11p15.2 DKK3 Dickkopf 3 50 62

11913 CST6 Cystatin E/M 46 61

12914.3 WIF1 Whnt inhibitory factor 73 62

12923 APAF1 Apoptotic protease 98 170
activating factor 1

14923.2 ESR2 Estrogen receptor 2 53 65

15024 LOXL 1 Lysyl oxidase-like 1 35 23

15025 BNC1 Basonuclin 1 46 59

16922.1 CDH1 E-cadherin 35 229

17p13.2 CXCL 16 Chemokine (C-X-C 42 62
motif) ligand 16

17921 JUP Junction plakoglobin 91 54

17921.2 HOXB13 Homeobox family B 30 50
13

17921.2 KTN19 Keratin 19 38 66

17921.31-22 COL1Al Collagen 57 30

18p11.3 DAL-1/4.1B Differantially 45 55
expressed in
adenocarcinoma of
the lung

19913.2 SPINT2 Serine peptidase 38 118
inhibitor, Kunitz
type 2

21q11.2-21.1 BTG3 B-cell translocation 70 20
gene 3

22012.1-13.2 TIMP3 Tissue inhibitor of 51 289

metalloproteases 3
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2.9.1. 3p TSGs Kromozomu

Siklikla mutasyona ugrayan VHL ve PBRM1, ve DNA metilasyonu ile epigenetik
olarak geni susturulan RASSF1A ve VHL’ye ilaveten TSG adayr TU3A (3p2l1.1°de
lokalize)’nin berrak hiicreli BHK da olgularin % 42’de ve pBHK olgularin %25’inde
metilasyona ugradigit (Awakura et al .2008) ve DLECI1 (3p22)’ in primer BHK’da
olgularin ~%30’da metilasyona ugradigi (Zhang et al. 2010) bildirilmistir. BHK’da rol
oynayan metilize olmus diger bir TSGs adayi, BHK’da olgularin ~%50 sinde promoter
bolge metilasyonunun gergeklestigi 3pl4 ‘de, genellikle frajil olan FRA3B bdlgesi bulunan
FHIT genidir (Kvasha et al. 2008).

2.9.2. Kalitsal Olarak Gecen BHK Genlerinin Epigenetik Olarak Susturulmasi

BHK’da, VHL’den farkli olarak, major sendroma neden olan ve kalitsal olarak
gecen BHK genleri (FH, FLCN, MET, SDHB) genellikle epigenetik olarak inaktive
edilmezler. Ancak BHK olgularinin %30-40’inda  da bir MET inhibitorii olan
SPINT2/HA12’nin metilasyona ugradigi bildirilmistir (Morris et al. 2005). BHK’a
yatkinlig1 olanlarda konstitiisyonel translokasyon sonucu, RASSF grubundan olan
NORE1A (RASSF5) geninin ve LSAMP1 geninin bozuldugu bildirildikten sonra,
sporadik BHK’da her iki genin de epigenetik olarak inaktive edildigi gosterilmistir (Chen
et al. 2003).

2.10. Gen Ekspresyon Calismalar1 Ve Emerging Belirleyiciler

Sporadik BHK’larin ¢ogunun patojenezinde VHL’nin inaktive olmasi, sporadik
berrak hiicreli BHK un kaderinin hedef genler olan HIF-1 ve HIF-2’nin anormal olarak
eksprese edilme sekline bagli olugu anlamina gelmektedir. Hipoksi yanit yolagi
anjiogenez, metabolizmay1 yeniden diizenleme, hiicre 6liimii ve proliferasyonu, invazyon
ve metastaz, radyasyon direnci ve genetik instabilite ve kok-hiicre durumunu kontrol eden
binlerce gen (6rn.VEGF, CCNDI, BNIP3, TGFa, CA9) igerir (Semenza 2011).
Insanlardaki kanserlerin g¢ogunda intratiimoral hipoksi nedeniyle fokal HIF-1/HIF-2
ekspresyon bolgesi bulunmasina ragmen, VHL-mutasyonu olan berrak hiicreli BHK da
yaygin bir ekspresyon vardir. BHK’da NF-kB ve Wnt/B-katenin yolagi genellikle aktive
olur ve bu durum VHL inaktivasyonuna baglidir (Choi et al. 2010; Morais et al. 2011).
Gordan ve ark. (2008) berrak hiicreli BHK’larim1  VHL inaktivasyonunun olup

Olmamasma gore ve HIF-lo ve HIF-2a nin bulunmasina veya HIF-2a over
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ekspresyonunun olmasina gore alt gruplara ayirmislardir. VHL inaktivasyonu olmayan
tiimorlerde ve hem HIF-1a hem de HIF-2a ekspresyonu yapan ve VHL inaktivasyonu olan
timorlerde AKT/mTOR ve ERK/MAPK signalizasyonunun (ikincisi tizerinden olan daha
anjiojeniktir) arttigin1 bildirmislerdir. Bunun yani sira VHL inaktivasyonu olan ve sadece
HIF-2a over ekspresyonu olan berrak hiicreli BHK da, proliferasyonun ve replikasyon
stresine kars1 direncin artmasina bagli olarak c-Myc aktivitesi artar. Berrak hiicreli BHK’
da yapilan bu siniflandirmanin tedavide esas olusturmasi 6nerilmektedir.

Berrak hiicreli BHK ile BHK’da gen

karsilastirildiginda, gen ekspresyonunun ilk grupta VHL inaktivasyonuna sekonder olarak

papiller ekspresyon  profilleri
hipoksiye yanit yolaginin deregiilasyonu, BHK un her iki alt grubunda da AKT yolaginin
aktivasyonu ve ileri dereceli papiller BHK da MYC yolaginin belirgin olarak aktivasyonu
ile uyumlu olarak gen ekspresyonlarmnin farkli oldugunu ileri siirilmiistiir (Furge et al.
2007). ileri dereceli papiller BHK’da MYC ekspresyonunun artmasi , MYC’nin amplifike
olmasi ve kopyalama sayisindaki degisikliklerin entegre edilmis genis ¢apli gen analizleri
ile iliskilidir. Sporadik ve VHL-hastalig1 ile iligkili berrak hiicreli BHK’da gen
ekspresyon profili, MYC’nin 8q amplifikasyonu ile uyumlu olarak, overekspresyona
ugradigini1 gostermektedir.

Cizelge 2.8 . Bobrek timorlerinde sik goriilen genetik bulgular (Yoriikoglu 2005).

Patolojik Tiir Sitogenetik Ozellikler Koken

Berrak Hiicreli BHK -3p

VHL gen mutasyonu
DNA metilasyonu
-9p, -14q

Proksimal Nefron

Papiller BHK +7, +17
-Y

+12, +16, +20

Proksimal Nefron(?)

Kromofob BHK

-1,-2, -6, -10, -13, -17, Y

Toplayici Duktusun
Kortikal interkaleri

Toplayict Duktus Kanseri LOH 1q, 6p, 8p, 13q, 219 Mediiller Toplayict
-1, -6, -14, -15, -22, -8p, - Duktus
139

Bobrek Mediiller Kanseri -11 (?)

Miisindz Tiibiiler Igsi 1, -4, -6, -8, -13, -14 (?)

Hiicreli Kanser

+7, +11, +16, +17

Papiller Adenom

-Y, 47, +17, +12, +16,
+20

Proksimal Nefron

Onkositom -Y, -1, 1(11g13) Toplayici Duktusun
Kortikal Interkaler
Hiicreleri
Metanefrik adenom Normal, -2p (?)
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2.10.1. Karbonik Anhidraz 1 X

Karbonik Anhidraz IX (CA 1X), G250 veya MN olarak da isimlendirilir ve timor

hiicrelerindeki hipoksi esnasinda hiicresel pH’nin diizenlenmesinde gorev alir. CA 1X,

BHK’lerde normal dokuya gore daha fazla eksprese edilmektedir ve bu ekspresyon daha iyi

prognozun gostergesidir (Bui et al.2003). Ekspresyonu yiiksek olan olgularin, interleukin-

2 tedavisine de daha iyi cevap verdigi bildirilmistir (Atkins et al.2005). CA X, normal

bobrekte eksprese edilmez. Timorlerde CA IX ekspresyonu, HIF-1a araciligiyla hipoksi

tarafindan yonetilmektedir. VHL timor supresor geninde fonksiyon kaybinda HIF-1a

artisina ve CA IX ekspresyonuna neden olmaktadir (Leppert et al.2005). Hipoksi aracili bu
yolda VEGF, PTEN gibi molekiiler proteinler de gorev almaktadir. CA IX ve VHL’nin

hipoksi aracili yolaktaki iliskisi nedeni ile CA IX ekspresyonu daha da onem
kazanmaktadir.

CA9, CA12 ve PTEN, hipoksi yolaginin kritik elemanlaridir ve timorlerin
oksijenden fakir ortama uyumunu saglarlar. CA9 ve CA12 overekspresyonu, VHL

mutasyonunun dogrudan bir sonucudur ve berrak hiicreli BHK’lerin ¢ogunda gozlenmistir.

CA9 ekspresyonunun azalmasi prognozun Katii olacagini gosterir ( Maxwell et al.1999).

PTEN ise hiicre gogii, proliferasyonu ve apoptozda gorevli bir fosfatazdir. BHK’de ender

goriilmesine ragmen PTEN delesyonu varsa prognoz koétidiir (Velickovic et al.2002).

Hipoksi aracili yolagin tiim bu elemanlarini arastiran bir ¢alismada, BHK’lerde Ki-67,

p53, gelsolin, CA9, CA12, PTEN, EpCAM ve Vimentin ekspresyonu degerlendirilmis, bu
proteinlerin ekspresyonuna dayali bir model olusturularak, yasam siiresi ve metastazi
belirleyen nomogramlar olusturulmustur (Kim et al.2004).

Bobrek tiimorlerinde genetik degisiklikler tiire 6zgidiir ve primer veya metastatik
bobrek tiimorlerinin molekiiler tanisinda kullanilabilirler. Bobrek hiicreli kanserlerde
sitogenetik o6zellikler ayni zamanda prognostik bilgi de verebilmektedir. Sitogenetik
ozelliklerin daha iyi taninmasi, toplayici duktus kanseri gibi ayirici tamisi zor olan

timorlerin dogru olarak taninmasini da saglayacaktir.
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2.10.2. VHL Proteininin Bobrek Kanserindeki Fonksiyonunun Anlasilmasi

VHL proteini goriilen hastalarin %24-45’inde berrak hiicreli BHK gelisir. VHL
geninin germline mutasyonlariin inaktive edilmesi, bu sendromun genetik Gnemini
gosterir ve VHL proteini bulunan hastalarin hemem hemen hepsinde bu proteinin
mutasyonu vardir. Sporodik berrak hiicreli BHK (sporodik bobrek kanserlerinin en sik
goriileni) olgularinin ~ %70’inde  VHL gen delesyonu, mutasyonu veya promotor
hipermetilasyon yoluyla inktivasyonu vardir. Son yillarda VHL proteinin (pVHL)
fonksiyonu arastirilmis ve hiicre siklusunun kontroliinde ve gen regiilasyonunda rol
oynadigi ve fonksiyon gosterebilmesi igin transkripsiyona bagli niikleer-sitoplazmik
gecislerin gerektigi bildirilmistir. Biyolojik olarak aktif olan iki adet VHL protein izoformu
vardir: pVHL(30) ve pVHL(19). pVHL izoformlarinin dagilimi renal tiimorlerin niikleer
ve sitoplazmik kompartmanlarda farklidir ve subseliiler pVHL trafigindeki degisiklikler
berrak hiicreli BHK in biyolojik yapisinda 6nemli rol oynar (Moch et al. 2000; Moch
2013).

Berrak hiicreli BHK, noravaskiilarizasyonun ¢ok fazla olmas1 ile karakterizedir ve
genellikle tiimor hiicrelerinin etrafinda, tiimoriin neoplastik hiicreler tarafindan anjiojenez
faktorlerini ayrntilariyla gosteren goze garpan bir damar agi bulunmaktadir. Berrak hiicreli
BHK’da vaskiilarizasyonunun fazla olmasinin VEGF ekspresyonu ile ilgili oldugu
gosterilmistir ki bu da, VHL proteininin inaktive olmas1 sonucu, bu biiyiime faktoriiniin
berrak hiicreli BHK tiimdrlerinin vaskiiler biyolojisinde rol oynadigini gostermektedir
(Schrami et al. 2002). VEGF in vitro endotelyal hiicre proliferasyonunu stimiile eder ve
invivo anjiojenik aktivite gosterir.

BHK’da gen ekspresyon calismasi ilk olarak 2001 yilinda Young ve ark. tarafindan
yapilmistir. Berrak hiicreli BHK, kromofob BHK’dan vimentin eksprese edilmesi ile
ayird edilirken galektin-3 ekspresyonu onkositoma/CBHK da daha 6nemlidir. BHK’da
array teknolojisi kullanilarak yapilan bir calismada) farkli olarak eksprese edilen birgok
gen bulunmustur ki bunlar giiniimiizde oldukca ©nemlidir. Bunun bir 6rnegi, yasam
sliresinin kisa oldugunu gosteren stanniokalsin-2 (STC2)’dir.

Berrak hiicreli BHK lerin ¢ogunda VHL tiimor supresor geni epigenetik olarak
susturulmus veya mutasyona ugramistir. VHL protein ekspresyonunun azalmasi HIF-o nin

stabilize olmasina ve daha sonra da proliferasyon, anjiyogenez ve hiicre motilitesi gibi
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tiimor promote edici olaylarda rol oynayan HIF-o. aday genlerinin transkripsiyonuna neden
olur (Kaelin et al. 2002).

2.10.3. Onkogenler

Hiicre siklusunun kontroliinde bircok onkogen ve antionkogen (tiimor supresor
geni) rol almaktadir. Hiicre siklusu tizerinde negatif diizenleyici etkisi olan p53 gen iriini,
hticre siklusunun G1 fazinda bloke olmasina neden olarak DNA onarimi veya apoptozisin

gerceklesmesine zaman saglamis olur. Cogu kanserde p53 mutasyonu kotii prognoz ile
iligkili iken, BHK’da prognoz ile veya evre, derece, timor ¢api ve histolojik tir ile iliskisi
gosterilememistir (Bot et al. 1994). Apoptozisin inhibisyonunda goérevli bcl-2 onkogeninin

ekspresyonunun artmasi, timor hiicresinin é6mriiniin uzamasinina neden olur. BHK’de bcl-

2 ekspresyonu ile derece veya prognoz arasinda iliski bulunamamistir (Paraf et al. 1995).

Ras onkogeninin bir driintt olan p21 onkoproteini de hiicre siklusunun kontroliinde rol

oynar. Normalde, bobrek tiibiiliislarinda yiiksek oranda bulunur. BHK’larda 6nemli bir

faktor degildir (Nanus et al. 1990).

2.11. BHK Teshis ve Tedavisinde Genetigin Rolii

Patoloji ve genetik alaninda son yillardaki hizli gelismeler BHK olgularindaki
bilgilerimizin ¢ok hizli artmasina neden olmustur. Yakin zamana kadar BHK tek bir kanser
tirii olarak bilinmesine ragmen, gilinlimiizde ilgi alam1 degisik fenotipi veya en azindan
genotipi olan gesitli timor spektrumlar {izerinde yogunlagsmstir. Genellikle her bir renal
hiicre tlimorli sporadik olarak veya kalitsal olarak meydana geldiginden sitogenetik ve
molekiiler genetik c¢alismalar onem kazanmis ve BHK de ilgi fenotipler ve genotipler
tizerinde yogunlasmistir. Dolayisi ile renal karsinojenlerin sitogenetik 6zellikleri,
adenom/karsinom durumu 6nemli bir durum olup ortaya ¢ikma agamalart ve tiimoriin
ilerlemesi inceleme altina alinmistir. Bu incelemelerin halen devam ettigi ve yeni elde
edilen molekiiler genetik ¢alisma sonuglarinin 6nemli katkilariin oldugunu belirtmek
gerekir. Morfolojik olarak degisik BHK tiirlerinin bazilar1 ayird edildigi halde buna uyan
genetik model halen eksiktir ve sinirhidir.Genetik bilgi birikimleri esas alindiginda,
prognozda kullanilan bazi kromozomal belirleyiciler bulunmaktadir (Leppert et al. 2006).

Ornegin berrak hiicreli BHK’da 9p ve 10q ve hatta 14q kromozom kayb1 prognozun kétii
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oldugunu gosterir. Papiller karsinomda, 1q42-43 kromozomlarda fumarat hidrataz geninin
tip 2 mutasyonlar1 ve 9p13 heterozigot durumunun kaybolmasi da (LOH) prognozun kotii
oldugunu gosterir.

Morfolojik ve genetik arastirmalar sonucunda degisik tiimor tiplerine ait antijen
spektrumu  belirlenmektedir ki buda ayirict tani i¢in gerekli immiinohistolojik profili
gosterir. Ornegin a-metil acil-koenim A rasemaz (AMCAR) ekspresyonu papiller BHK
icin, TFE3 ekspresyonu translokasyon kanseri i¢in, CD117 (c-kit) ekspresyonu kromofob
karsinom i¢in ve RON onkositik adenomlar ve kromofob BHK’ler i¢in tipiktir.

Bu farkli sitogenetik yolaklar esas alindiginda, bu kromozomal aberasyonlar ile
ilgili molekiiler degisiklikler ilgi alan1 olmustur. Bunun sonucunda, berrak hiicreli BHK da
von Hippel-Lindau geni (VHL) gibi baz1 6nemli tiimér suprese edici genler ve hiicre
siklusunun diizenlenmesi ve farklilasmasinda rol oynayan onkogenler ortaya konmustur

(Storkel et al. 1989, Storkel et al. 2007).

2.12. Klasik CGH Teknigi (Comparative Genomic Hybridization)

CGH teknigi; temeli FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon)’e dayanan, farkli
floresan boya ile boyanmis test (hasta) ve referans DNA o&rneklerinin  normal
kromozomlara baglanmasi ile elde edilen floresan renk farkliliklarini gosteren bir
sitogenetik  yontemdir. Genom boyunca DNA dizisindeki kopya sayisi degisimlerini
inceleyerek hasta DNA’sinda kromozomal kayip (materyalde delesyon) veya belli bir
bolgenin  kazanimi  (duplikasyon, insersiyon veya amplifikasyon) gibi kromozom
anomalilerinin siniflandirilmasina olanak saglar. Bu teknik ilk olarak Kallioniemi ve ark.
(1992) tarafindan kullanilmistir.

Genler ve gen {riinleri arasindaki etkilesimi anlamak i¢in; insan gen ifadelerini
arastirmak i¢in kullanilan klasik metodlar arastirmacilarin belirli bir zaman igerisinde az
sayidaki geni inceleyebilmelerine olanak tanimaktadir. Fakat giiniimiizde, gelistirilen
otomasyona dayal1 yeni teknolojiler sayesinde ¢ok fazla sayidaki genin ayni anda analizi
miimkiin hale gelmistir.

Bu yeni teknolojiler arasinda en giiclii olanlarindan birisi mikroarray teknolojisidir.
Mikroarray’ler arastirmacilarin tek bir deneyde hizli ve verimli bir sekildeya tiim genomik
DNA’daki aberasyonlari taramak i¢in veya proteinlere dontisen ya da doniismeyen RNA’y1
taramak (ekspresyon analizi veya ekspresyon profili olarak da adlandirilmaktadir) igin
kullanilmaktadir. Mikroarraylerin diger avantajlari, giivenilir olmasi, sistem kurulduktan

sonra otomasyona adapte edilebilir ve ucuz olmasidir. Mikroarray teknolojisinin
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dezavantajlarindan birisi tiim deney diizeneginin niikleik asit hibridizasyon ydntemine
bagli olmasi ve yliksek oranda benzerlik gdsteren DNA dizilerinin analiz sirasinda problem
yaratabilmesidir (http://genome-wwwb5.stanford.edu/). Bu nedenle mikroarray’den elde
edilen veriler Kklasik gen ekspresyon analizi (Kantitatif Real Time PCR (QRT-PCR) ve
molekiiler sitogenetik (Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yéntemleriyle
dogrulanmalidir.

Biyolojik arsivleme sistemleri giin gegtikge 6nem kazanmaktadir. Bu kaynaklar her
tiir biyolojik 6rneklemin saklanmasina yonelik planlamalar1 gerceklestirmekte ve bu
sayede temel hastalik etmenlerini arastirmaya yonelik ¢aligmalara giivenilir kaynaklar
olusturulabilmektedir. Ulkemiz, ¢ogunlugunu geng bireylerin olusturdugu, (% 59°u 30
yasin alt1), yliksek akrabalik orani (ortalama %21, bazi bolgelerde % 40’lara ¢ikabiliyor),
kadinlarda c¢ocuk dogurma siirecinin uzunlugu, diisiik nitelikli yasam standardinin
yayginligt gibi nedenlerden dolay:1 kalitsal ve edinsel hastaliklarin yiiksek insidanslarda
goriildiigl bir cografyadir. Populasyonun bu 6zelligi, genom arastirmalari, protein ve temel
bilim calismalarinin yapilarak hastalik genlerinin tanimlanmasi, yeni tant ve tedavi

yontemlerinin gelistirilmesi i¢in oldukca elverisli bir yap1 olusturmaktadir.

a —
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-
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Duplikasyon

MNP
+
Al 1118l

b c

47


http://genome-www5.stanford.edu/

Sekil 2.3. CGH mikroarray (Thomy et al. 2007)

Klasik CGH tekniginin asamalari:

-Test ve referans hiicrelerden genomik DNA elde edilmesi,

-Elde edilen DNA 6rneklerinin farkli renkte florokromlarla [Cy 3 (yesil) ve Cy5 (kirmiz1)]
isaretlenmesi,

-Ard arda tekrarlanan bolgelerden kaynaklanabilecek hatali eslesmeleri onlemek ig¢in
Human Cot-1 DNA ile muamele edilmesi,

-Normal hiicrelerden metafaz plagi elde edilmesi ve denatiirasyonu,

-Farkli renkte florokromlarla isaretli test ve referans hiicrelerden elde edilen DNA
materyaleri ile metafaz plaginin co-hibridize edilmesi,

-Metafaz plagi iizerinde florokromlardan kaynaklanan renk farkliliklarina gore

kromozomlardaki kayiplarin veya kazanglarin yani amplifiye olan bolgelerin tespiti .

Teknigin ana avantaji, iki renkli goriintiileme sistemi kullanilmasi sonucunda
metafaz plagi tizerinde kromozom anomalilerinin normal karyotip analizine gore daha
giivenilir saptanabilmesi ve en az iki genomun birbirleri ile karsilastirilmasina olanak
saglamasi iken, esas dezavantaji diisiik kararlilik (10.000 — 20.000 kb) ve verimliliktir. Bu
teknik, kazanim (duplikasyon, insersiyon veya amplifikasyon) veya net kayip (materyalde

delesyon) gibi kromozom anomalilerinin siniflandirilmasina olanak saglar.
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Sekil 2.4. Karsilastirmali genomik hibridizasyon (CGH) (Ozbas,2008) .
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Sekil 2.5. CGH Metafaz Plagi (Cine, Savli, 1. Array CGH kursu 2010, Kocaeli

Universitesi )

Sekil 2.6. CGH Karyotip (Cine, Savli, 1. Array CGH kursu 2010, Kocaeli Universitesi )
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Sekil 2.7. CGH ile belirlenebilen kromozom anomalileri (Albertson et a.l 2003)

2.13. Array-CGH Teknolojisi (Array Comparative Genomic Hybridization)

Bilgisayar teknolojisinin molekiiler biyolojiye paralel olarak hizla gelismesi, iki
disiplini birbirine yaklastirmistir. Boylece, biyoteknolojinin kavramsal olarak ulasabilecegi
son noktalardan biri olan gen-¢ip (mikroarray) ortaya ¢ikmistir (Schena et al. 1995).

Bir tarama yontemi olarak oOnerilecek en degerli teknoloji, son yillarin en gdzde
teknolojisi olan mikroarray teknolojisidir. ilk olarak kanserdeki genomik degisimleri
aragtirmak amaciyla kullanilmaya baslanmistir (Bejjani et al. 2006). Ancak Array CGH
insanda genetik bozukluklara neden olan DNA kopya sayis1 degisikliklerinin analizi i¢inde
uygundur. Bu teknolojiyle bir hastanin biinyesine bulunan tiim genleri (insanda toplam
gen sayis1 otuz bindir) birkag saat icinde tek bir deney ile taramak miimkiindiir. Ik kez
1997 de Solinas-Toldo ve ark. hedef (target) diziyi cam matriks lizerine immobilize ederek
array-CGH’nin temelini atmislardir. Daha sonra 1999 yilinda Pollack ve ark. array
platformu tizerine cDNA dizisini (target) immobilize ederek genom diizeyinde DNA’daki

kopya sayisindaki degismeleri incelemisler.

Mikroarrayler cam, plastik veya silikon ¢ip gibi kat1 bir ylizeye tutturularak sirali bir
sekilde (array) olusturulmus mikroskobik DNA spotlaridir (Bejjani et al. 2006). Bir
mikroarray’de bu spotlardan onbinlerce bulunabilir. Yiizeye tutturulan bu DNA parcalari
(genellikle 20-100 niikleotid uzunlugunda) prob olarak tanimlanmistir. Bu yeni teknikte
membran yerine camin kullanilmasi, radyoaktivitenin yerini fluoresan isaretlerin almasi ve
baglanmay1 saglayacak yontemlerin hassaslasmasiyla ¢alismalarin verimi ve elde edilen

bilgilerin miktar1 artmistir. Kisa siirede ve oldukga pratik olarak on binlerce genin analizini

51



yapmak miimkiindiir. Otomasyona dayali bir sistem oldugu icin insan kaynakli hatalarin

ortaya ¢ikma ihtimali diistiktiir ( Savli et al. 2002, 2008)
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Sekil 2.8. 2010°da giincel kullanimda olan Array CGH slayt Formatlar1 (Cine, Savli, 3.
Array CGH kursu 2010)

Array-CGH teknolojisi klasik kromozomal CGH protokoliine benzer fakat array
formatinda normal metafaz kromozomlar: yerine DNA klonlarini (Solinas-Toldo et al.
1997; Pinkel et. al. 1998; Albertson et. al. 2000) veya cDNA’lar1 (Pollack et. al. 1999;
Heiskanen et. al.2000) hibridizasyon hedefleri olarak kullanir. Son yillarda bu genis ¢aph
dizimleri i¢eren bankalar insan genomuna entegre edilmis (Cheung et al. 2001) ve boylece
array-CGH kullanim1 i¢in ideal hedefler gosterilmistir. Array CGH ile saptanan kopya
sayisindaki degisiklikler direkt olarak sequence bilgileri ile ilgili olabilir ve kansere neden
olan genlerin tanimlanmasini dramatik olarak hizlandiracaktir. Meme kanserinde DNA
kopya sayisindaki degisikliklerin yiiksek-¢oziiniirliiklii array CGH ile kantitatif olarak
Ol¢iilmesi onkojen tanimanmasinda basarili olarak kullanilmistir (Albertson et al. 2000 )
Ki bu da bu teknolojinin tiimér ile ilgili genlerin lokalizasyon ve identifikasyonundaki etkin

kulanimini gostermektedir (Wilhelm et al. 2002).
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Sekil 2.9. Array Slide Formatlar1 (Cine, Savli, 3. Array CGH kursu 2010 Kocaeli

Universitesi )
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Sekil 2.10. Problarin Genel Goriiniimii (BlueFuse Multi software v2.5., Cambridge, UK)

53



[ogravchycz v cvomosomdposton ] || eryotypechant | CoHTable | Faryolype Chart (Reperied)

2m

160

@ o » o L O T Lo e

iy | || 23 e 80 T8
I A O e

CURREN Ll

BAC G ([0} | I ' I 0 —
EAC L M J0[ 8] IR -
oL I Il [N | I L | T (IR -
ouca IWII1] i I I I i | ] T
DISEAS I L } 1N [ - } L1 H:I i HI: \‘I\IH II:I\I 0 1111 F:Ili\ [N II‘Il:IIIHI‘FI

[ I
cres | T I A I O I NN R
GENE §
sLvest 1 NI U (R MO0 B0 O R LU RO T 00 WA R AT TFAHU | A
DGV G

% BlusFuse Muki- Deniz... ™ &)F *15PE 102

Sekil 2.11. CGH Analiz Programi1 Goriiniimii (BlueFuse Multi software v2.5., Cambridge,
UK)

Array CGH Tekniginin asamalar:

-Test ve referans hiicrelerden genomik DNA izolasyonu,

-Izole edilen bu DNA materyalinin farkli renkte florokromlarla [Cy 3 (yesil) ve Cy5
(kirmizi1)] isaretlenmesi,

-Ard arda tekrarlanan bolgelerden kaynaklanabilecek hatali eslesmeleri Onlemek igin
Human Cot-1 DNA ile muamele,

-BAC, PAC, kosmid, cDNA, oligonukleotid ve PCR tiirevli problarin (targit) cam matriks
izerine immobilizasyonu,

-Hibridizasyon asamasi,

-Bilgisayar ortaminda cesitli analiz programlar1 ile floresan sinyallerin tanimlanarak

sonucun yorumlanmaSL
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Sekil 2.12. CGH ve A-CGH tekniklerinin karsilastirmali olarak gosterilmesi (Ozbas,
2008).

Test ve referans Orneklerden DNA izolasyonu i¢in taze veya dondurularak saklanan

homojen doku veya hiicre populasyonlari kullanilir.
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Sekil 2.13. Array CGH sematik gosterimi (Ozbas, 2008).

2.13.1. DNA’nin isaretlenmesi

Test ve referans doku veya hiicrelerden elde edilen genomik DNA’nin farkl renkte
florokromlarla isaretlenmesinde yaygin olarak 3 yontem kullanilir:

e Nick Translasyon,

¢ Random(Rastgele) Primerlerle PCR,

¢ Kimyasal yontem.

FISH ¢alismalarinda en ¢ok kullanilan DNA probu isaretleme yontemi Nick Translation
yontemidir. Bu ydntemde Biotin ve digoxigenin kullanilir. Biotin ve digoxigenin
kullanilmasinin nedeni sensitivitesi ve uygulama kolayligidir.

e Biotin test DNA sinin isaretlemesinde

¢ Digoxigenin Kontrol DNA’sinin isaretlemesinde kullanilir.
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Nick Translasyon

E Coli Pol 1 3’- 5’ ekzoniikleaz . . .
aktivitesine sahip Taq pol niikleotidleri DNA

Jn L boyunca birlestirir
polimerizasyonaktivitesine sahip

Fragmanlarin isaretlenmesi

y(n)

200-500 bp * 100-5,000 bp

Sekil 2.14. Nick translasyon yontemi ile DNA’nm isaretlenmesi (Ozbas, 2008).
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Sekil 2.15. Rastgele primerler kullanarak DNA’nin isaretlenmesi.(Ozbas, 2008).

Standart bir microarray matriksi, yaklagik olarak 100 pm ¢apinda, bir cm?sinde  40.000
spot (benek) icerir. Buna gore cam matriks iizerine immobilize edilen problarla test ve
referans Orneklerden elde edilen farkli renkte florokromlarla isaretlenmis genomik
DNA’larin hibridizasyondan sonra cam matriks iizerinde elde edilecek floresan 1s18in

siddeti verilerin dogru analiz edilmesinde 6nemlidir.

A-CGH i¢in microarray matriksinde kullanilan prob (target)lar:
= BAC, PAC ve kozmitler,
= PCR ve ya cDNA iiriinleri,
= QOligoniikleotidler.

BAC, PAC ve kozmitlerden elde edilen problar, PCR, cDNA, Oligonukleotidlerden elde

edilen problara gore daha giiglii sinyal yogunlugu verirler.
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Problar, farkli PCR yontemleri kullanilarak in situ olarak amplifikiye edildikten sonra cam
matriks iizerine immobilize edilirler. Cam matriks iizerine immobilize edilen problar daha
sonra farkli renkte florokromlarla isaretlenmis test ve referans DNA Ornekleri iceren
hibridizasyon sollisyonu ile 16-72 saat siiresince melezlestirilir. Hibridizasyondan sonra fazla
olan isaretli DNA orneklerini ortamdan uzaklagtirmak i¢in cam matriks yikama iglemine tabi
tutularak kurutulur ve mikrotarayicida taranan goriintii bilgisayar ortamina aktarilarak gesitli

biyoinformatik programlari ile verilerin degerlendirmesi yapilir

Array CGH Tekniginin Kullanim Alanlar::

* Kanser aragtirmalarinda,
e Haritalamada,
e Diagnostikte,

e Epigenetik modifikasyonlara yonelik ¢aligmalarda,

Array CGH Kilinik Uygulamadaki Yeri

e Tiim Genom Analizi ile CNV u tanimlayabilir.
e Konvansiyonel Metodlarin Karakterizasyonu.
e Anoploidiler

e Delesyon ve Duplikasyonlar

e Submikroskopik Degisimler

e Mozaiklikler - %10’dan ¢ok ise

Array CGH -Hastahklarla iliskisi
e Spontan diisiikler

e Mental Retardasyonlar

e Multiple Malformasyonlar

® Prenatal Tam

® Kanserler

e Multifaktoryel Kalitilan Hastaliklar
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A-CGH Tekniginin Avantajlar

Farkli renklerde florokromlarin kullanilmast genom boyunca DNA kopya
sayisindaki degisimlere bagli olarak ortaya c¢ikan kromozom anomalilerinin
giivenilir sekilde tespiti ve siiflandirilabilmesi,

Birden fazla genomun birbirileri ile karsilastirilabilmelerine olanak saglamasi,

Az miktarlarda DNA 6rneginin yeterli olmasi,

Metafaz plagi gerekli degil,

Tim genomun tek bir deneyle analiz edilebilmesi

DNA iizerindeki tek baz degisikliklerinin bile saptanabilmesi,

Yiiksek kararlilik ve verim,

Yiiksek hassasiyet,

Basarili sonug aliabilirlik,

Hiz ve esneklik,

Dogrulanabilirlik,

Verifikasyon.

A-CGH Tekniginin Simirlandig1 Noktalar,

Alaninda uzman kisilere ihtiya¢ duymasi,

Heterojen doku ve hiicre populasyonlart ile ¢aligmanin zorlugu,
Standardizasyonun zorlugu,

Dengeli anomaliler tespit edilemez,

CNV taniy1 giiglestirebilir,

Maliyet,

Coziiniirlik.

BAC Array- Oligo Array Karsilastirmasi:

BAC Array Oligo Array
100.000-170.000Bp (100-170kb) 65bp

Bir gen i¢in ortalama 3-5 overlap BAC klonu Yiiksek ¢oziintirliik
Tekrarlanabilirligi yiiksek CNV belirleme
Kolay Hibridizasyon

Yiiksek Isaretleme basarisi

Cizelge 2.9. BAC Array- Oligo Array Karsilagtirmasi
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Limitasyonlari:

BAC Array Oligo Array
100.000-170.000Bp (100-170kb) en az %50’si

baglanabilir Sinyal Yetersizligi
50.000-85.000bp en diisiik ¢oziiniirliik Yanlis pozitif baglanma

4-6 prob baglanma zorunlulugu

Data verifikasyonu
Degrade DNA-Parafin Blok ta diisiik
verimlilik

Cizelge 2.10. BAC Array-Oligo Array limitasyonlar:
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Yontem

Calismamizda; 33-76 yas arasi, cinsiyet farki gdzetmeksizin, Kocaeli Universitesi
Tip Fakiiltesi Uroloji ve Patoloji Anabilim Dallari’na basvuran ve berrak hiicreli renal
karsinom tanisi alan 31 adet hastadan alinan parafin doku kesitleri kullanilmistir. Her bir
hasta gen-¢ip lizerinde bir kez melezlestirilmis oldugundan, toplam 31 adet melezlestirme
gerceklestirilmistir.

Bu calisma, Kocaeli Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda
gerceklestirilmistir. ~ Hastalarin tanilar1 Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali tarafindan DSO 2004 kriterlerine gore konulmustur. Olgularm evresi 2009
TNM evreleme sistemine, niikleer gradi Fuhrman ve ark. (1982) kriterlerine gore
verilmigtir. Hastalarin yas ortalamast 55.4 yildir. Grupta berrak hiicreli karsinom tanist
konan 33-76 yas arast, cinsiyet farki gozetilmeksizin, birbirleriyle akrabaliklar1 olmayan 31
hastadan alinan formalin fikse - parafine gémiilii H&E boyali preparatlar kullanilmistir.
Berrak hiicreli renal karsinomlu hastalarda array-CGH yontemi kullanilarak genetik hasar
saptama calismasi yapilmistir.

Calismanin etik onayr Kocaeli Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

tarafindan alimmistir (21.02.2012 4/4).

3.2. DNA izolasyonu

Calismaya katilan hastalarin Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali tarafindan hazirlanan formalin fiske- parafine gomilii kesitlerden elde edilen
preparatlarda Roche Cobas DNA Sample Preparation Kit kullanilarak DNA elde

edilmistir.

Izolasyon:

1. Isitic1 blok 56° C ye 1sitilir. Spm kalmliginda kesilmis parafine goémiilii doku drnegi
slide’1 lizerini tamamen Ortecek miktarda Xylen iceren kaba konur ve 5 dakika beklenir.

2. Slide’lar {izerlerini 6rtecek miktarda absolut etanole konur ve 5 dakika beklenir.

3. Alkolden alinan slide’larin kurumasi beklenir.

4, 1,5 mI’lik eppendorf tiip i¢cine 180 ul DNA TLB eklenir.
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S. DNA TLB igeren tiipe 70 pl Proteinaz K (PK) eklenir

6. Slide’1n tlizerindeki doku DNA TLB/PK karigimini igeren tlipe kazinarak aktarilir.
7. DNA TLB/PK karisimi igeren tiip 30 saniye vortekslenir.

8. Tiip 6nceden 56° C’ye 1sitilmis 1sitic1 blokta 60 dakika inkiibe edilir.

9. Isitic1 bloktan alinan tiip 10 saniye vortekslenir.

10.  Tiip 6nceden 90° C’ye 1sitilmus 1sitict blokta 60 dakika inkiibe edilir.

11. Isitic1 bloktan alinan tiiplerin oda sicakligina gelmesi beklenir.

12. Oda sicakligina gelen tiipe 200 ul DNA PBB eklenir karismasi i¢in 3 kere
pipetlenir.

13.  Tiip oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilir.

14.  Kanisima 100 pl izopropanol eklenir ve karigmasi i¢i 3 kere pipetlenir.

15. Elde edilen karisim 6nceden hazirlanan FT/CT(Filter Tube/Collection Tube)
tinitesine aktarilir.

16.  FT/CT initesi 8,000xg’de 1 dakika santrifiij edilir.

17.  FT yeni CT linitesine aktarilir.

18. 500 pl WB Itiim FT tinitelerine eklenir.

19.  FT/CT iinitesi 8,000xg’de 1 dakika santrifiij edilir.

20. 500 ul WB I tiim FT tinitelerine eklenir.

21.  FT/CT initesi 8,000xg’de 1 dakika santrifiij edilir.

22.  FT yeni CT iinitesine aktarilir.

23.  FT/CT tnitesi 16,000xg’de 1 dakika santrifiij edilir.

24.  FT initesi 1.5 mL ependorf tliptine aktarilir.

25.  FT membraninin ortasina, membrana degmeden 100 ul DNA EB eklenir.
26.  FT iinitesi 15 ile 30°C arasinda 5 dakika inkiibe edilir.

27.  FT lnitesi 8,000xg’de 1 dakika santrifiij edilir.

28. 1.5 mL ependorf tiipiinde toplanan DNA miktar1 260 ve 280 nm dalga boyundaki

absorbanslar spektrofotometre (NanoDrop, ND-1000 ) kullanilarak 6l¢tiliir. A260/A280

orant 1,7 ile 2.0 arasinda olan DNA’lar kullanilir.
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Sekil 3.1. DNA 6l¢iimiinde kullanilan spektrofotometre

3.3. DNA Lekeleme :

1. 0,2’lik tiiplere DNA miktar1 10.1ul de 500 ng olacak sekilde niikleaz-free su ve
genomik DNA konulur.

2. Nuclease-free su ve genomik DNA miktari toplaminin 13 pl olmasina dikkat edilir.
3. 13 ul gDNA bulunan tiiplere 2.5 ul random primer eklenir ve santrifiij edilir.

4, 95° C de 10 dakika inkiibe edilir. Ornekler buz iistiinde 5 dakika bekletilir.

5. 6000g de 1 dakika santrifiij edilir.

6

Lekeleme karisimi asagida verildigi gibi hazirlanir.

Lekeleme Karigimi Cy3: Lekeleme Karigimi Cy5:

5X buffer: Sul 5X buffer: Sul

10X dNTP: 2.5 pl 10X dNTP: 2.5 pl

Cy3 dUTP: 1.5 pul Cy5dUTP: 1.5 ul
Exo-Klenow fragment: 0,5 pl Exo-Klenow fragment: 0,5 ul

7. Ornek gDNA’ya Cy3, referans gDNA’ya Cy5 lekeleme karisimi 9.5 pl eklenir.
8. Karisim 37°C de 2saat, 65°C de 10 dakika ve 4°C de kalacak sekilde thermal cycler

ayarlanir.

3.4. Piirifikasyon :

Illustra Autoseq G-50 Kolonlarinin Hazirlanmast:

1. Kolonlar vortekslenir.

2. Kolonlarin kapaklar1 74 oraninda agilarak dip kisimdaki kapak kirilir.

3. Kolonlar 2 mI’lik toplama tiiplerine yerlestirilir ve 2000g’de 1 dakika santrifiij edilir.
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4. Toplama tiipleri atilir. Kolonlar 1,5 mI’lik eppendorf tiiplere yerlestirilir.

5. Ornekler kolonlara yiiklenir ve 2000g’de 1 dakika santrifiij edilir.

6. Kolonlar atilir. Piirifiye olmus 6rnekler hibritleme i¢in konsantratdre konulur. 60C’de,
yiiksek vakumda, 20 dakika 6rnekler kurutulur.

7. Orneklere 9.5 ul 1X TE (pH 8.0) eklenir.

8. Piirifiye olmus 6rneklerden 1.5 pl alinarak Thermo Scientific Nanodrop 2000 cihazi
kullanilarak DNA konsantrasyonlar1 6l¢iiliir.

9. Cy3 ve Cy5 ile isaretlenmis 6rnekler birlestirilir.

3.5. Hibridizasyon

1.Hibridizasyon i¢in karigim hazirlanir. 16 pl olan lekelenmis genomic DNA igine 29 ul
hibridizasyon karisimi eklenir.

Hibridizasyon Karisimi

Cot Human DNA 2ul
10X Blocking Agent 4.5 ul
2X Hi-RPM Hybridization Buffer 22.5 ul
Toplam 45 ul

2. Ornekler 95°C “de 3 dakika denature edilir.
. 37°C’de 30 dakika inkiibe edilir ve oda 1s1sina sogutulur.

3
4. Her ornekten 40 pl ¢ekilir ve Cytochip ISCA 8X60k slidelara yiikleme yapilir.
5. Hibridizasyon firninda 65°C’de 20 rpm’de 24 saat hibritlenmeye birakilir.

6

. Yikama igin 2 numarali soliisyon 37°C’lik etiive konur.

3.6. Yikama :

1. Iki kabin igine 1 numarali yikama soliisyonundan iigiincii kaba 2 numarali yitkama
soliisyonundan konur.

2. Birinci kabin iginde Cytochip ISCA 8X60k slide Gasket slidedan ayrilir.

3. lkinci kabm i¢inde Cytochip ISCA 8X60k 5 dakika oda 1sisinda bekletilir.

4. Cytochip ISCA 8X60k slide hizli bir sekilde tigiincii kabin igine aktarilir. 1 dakida
beklenir.

5. Cytochip ISCA 8X60k slide yavasca ¢ikarilir ve bu sekilde kurutulur.

6. Tarama islemine gecilir.
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3.7. Alet ve Cihazlar :

Spektrofotometre (Thermo Scientific Nanodrop 2000)

Mikrosantrifiij (Beckman Coulter)

Derin dondurucu (-20°C Argelik)

Thermal cycler (Applied Biosystems, 2720)

Mikrodalga firin (Sinbo)

Jel elektroforez cihazi (Lightning Volt Power Supply, Model 05P-300)
Fotograf baglantili UV transliiminator (Geneline Image Analysis System)
Hassas terazi (AND Gr-200)

10. Otomatik pipet (2.5, 10, 100, 1000 pL) (eppendorf)

11. Agilent Microarray Scanner (Agilent)

12. Hybridization Chamber (Agilent)

13. Hibridizasyon Firin1 (Agilent)

© ©o N o g D E

14. Magnetik Karistirici
15. Magnetik Isitic1 Blok
16. Vakum — Speed Vac

3.8. Sarf Malzemeleri :

1. Roche Cobas DNA Sample Preparation Kit

.DNeasy Mini Spin Columns

«.Collection tubes (2 ml)

«.Buffer ATL

«.Buffer AL

«.Buffer AW1

«.Buffer AW2

«.Buffer AE

«.Proteinase K

2. Steril, Nuclease-free 2.5, 10, 100, 200, 1000°1ik pipet uglar1 (Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Germany)

3. %100’lik etanol (Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, USA)
4. Nuclease-Free water (AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany)
5. Agaroz (PRONA)
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6. 6X DNA Loading Dye (FERMENTAS INTERNATIONAL INC, CANADA)
7. TBE Buffer (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)

8. Ethidium Bromide

9. Hybridization Chamber gasket slides (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
10. Stabilization&Drying Solution (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)

11. Acetonitrile (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Germany)

12. Agilent Oligo aCGH Wash Buffer 1 and 2 set(Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
* Agilent Oligo aCGH Wash Buffer 1

+ Agilent Oligo aCGH Wash Buffer 2

13. Agilent Oligo aCGH Hybridization Kit (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
» 2X Hi-RPM Hybrization Buffer

» 10X aCGH Blocking Agent

14. Agilent insan aCGH Cipi, 4X44K (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)

15. Agilent CGHblock (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)

16. Agilent Oligo aCGH Labeling Kit module (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
* Agilent-KREApure columns

+ Agilent Collection tubes

* ULS-Cy5 Reagent

» ULS-Cy3 Reagent

+ 10X Labeling Solution

17. Human Cot-1 DNA (Invitrogen)

18. Human Genomic DNA (Promega, Madison, USA)

* Human Genomic DNA (female)

* Human Genomic DNA (male)

19. QIAGEN RNase A (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany

3.9. Array-CGH Hibridizasyonu ve Slayt Taramalar:

Melezlestirme islemi Agilent marka (Agilent Microarray Oven; Agilent Technologies, Palo
Alto, CA) firinda 24 saat siiresince uygulandi. Elde edilen melezlesmis ortam Agilent
G2505B model mikrotarayicida kapali ortamda taranarak yiiksek ¢oziiniirliiklii ayrintili

gorlintii verilerine ulasildi.
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Sekil 3.2. DNA hibridizasyon firin1 (Agilent Microarray Oven; Agilent Technologies,
Palo Alto, CA)

Sekil 3.3. Slide yikama kiiveti
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Sekil 3.4. Agilent Scanner (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)

Sekil 3.5. Slide yiiklenmesi
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3.10. Veri Analizi

Veri analizi Image Viewer ve BlueFuse Multi software v2.5., Cambridge, UK.

programlar1 ile yapildi. Uygun olan hasta Orneklerinin segilerek analiz yazilimina

(BlueFuse Multi software v2.5.) aktarilmasinin ardindan olas1 delesyon ve duplikasyon

bulgular1 varlig1 arastirildi.

3.11. Sonuglarin Konfirmasyonu

Calismamiz sonucunda aberasyon saptanan hastalar arasindan rastgele segilen yedi

hastada, Bluegnome Cytochip ISCA 8X60k slide formati kullanilarak array CGH

caligmasi tekrarlandi. Tiim hastalarda saptanan aberasyonlar, ikinci kez yapilan array

CGH c¢aligsmasinda da saptanarak verilerin konfirmasyonu saglandi.
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Sekil 3.6. Veri analizi goriinimii (BlueFuse Multi software v2.5.)
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4. BULGULAR

Calismamizda; 33-76 yas arasi, cinsiyet farki gdzetmeksizin, Kocaeli Universitesi
Tip Fakiiltesi Uroloji ve Patoloji Anabilim Dallari’na basvuran ve berrak hiicreli renal
karsinom tanis1 alan 31 adet hastadan alinan parafin doku kesitlerinde yukarida anilan
yontemlerle tam genom array CGH analizleri gerceklestirildi. Hastalarin 11 tanesi kadin,
20 tanesi erkek idi. Hastalarin yas ortalamasi 55.4 idi. S6z konusu ¢alisma bir insan RNA
ve DNA 0Ornegi caligmasidir. Calismada parafine gomiilmiis dokulardan DNA izole edildi.
Izole edilen DNA iizerinde array-CGH yontemi ile tam genom analizi gerceklestirilerek,
smiflandirilamayan bobrek tiimoriinde genomik duplikasyon ve delesyonlar tarandi.

Incelemeye alinan toplam 31 adet berrak hiicreli renal karsinomlu hastada array-
CGH yontemi kullanilarak genetik hasar saptama calismasi yapilmistir. Calismanin
sonucunda hastalarin 16’sinda ¢esitli kromozomlarin farkli bolgelerinde delesyon ve
duplikasyonlara rastlandi. Aberasyon saptanan hastalar arasindan rastgele secilen yedi
hastada, array CGH c¢alismasi tekrarlandi. Tiim hastalarda saptanan aberasyonlar, ikinci

kez yapilan array CGH ¢alismasinda da saptanarak verilerin konfirmasyonu saglandi.

4.1. Hastalarin Dagilim

Calismaya alinan hastalarin 11 (%35.5) tanesi kadin, 20 (%64.5) tanesi erkek idi.
Hastalarin yas ortalamasi 55.4 olarak saptandi. Hastalar tiimii berrak hiicreli bobrek hiicreli
karsinom tanist almisti. Yapilan caCGH sonucunda 16 (%51.7) hastada genomun cesitli
bolgelerinde gesitli boyutlarda aberasyonlar saptandi. 15 (%48.3) hastada ise herhangi bir

aberasyona rastlanmadi.

4.2. Aberasyon Bolgeleri

Anomali tespit edilen 16 hastanin 11'inde genomun farkli bolgelerinde birden ¢ok delesyon
ya da duplikasyon bulundugu, 5 hastanin ise tek tip bir aberasyona sahip oldugu
belirlenmistir. Hastalar tanimlanan aberasyonlar yoniinden incelendiginde, 16 hastamizda
toplamda 21 farkli genomik degisimin tanimlandig1 gorilmektedir (Cizelge 4.1). Array
CGH analizleri sonucunda belirlenen bu degisimlerin ¢ogunlugunun delesyonlar: icerdigi
(n:19; % 90.5), geri kalan aberasyonlarin ise duplikasyonlar oldugu (n:2; % 9.5)
belirlenmistir (Cizelge 4.2). Yapilan degerlendirmeler sonucunda, belirlenen mutasyonlar
igerisinde del18g22.3 (n:10), del3p26.3(n:8), del3g13.13 (n:6), delXp21.1 (n:6), delXg28
(n:6) 'in hastalar arasinda yaygin olarak bulundugu belirlenmistir (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.1. Berrak hiicreli renal karsinomlu hastalarda aberasyon bolgeleri

Hasta | Baslangi¢ Bitis Tipi Biiyiikliigii Kromozom Baslangi¢ noktasi Bitis noktasi
1804 |1p36.13 1p34.3 Delesyon 17766411.0 |1 17197677.5 34964088.5
2q33.1 2q33.1 Delesyon 153009.0 2 202961021.5 203114030.5
3p21.31 3p21.1 Delesyon 7777200.5 3 46596995.0 54374195.5
3p25.3 3p24.3 Delesyon 5510538.0 3 10159766.5 15670304.5
8p23.3 8p23.2 Delesyon 2114803.0 8 181559.5 2296362.5
17q12 17g21.31 | Delesyon 6130033.0 17 34695784.5 40825817.5
Xq25 Xq25 Delesyon 37167.0 23 122838333.5 122875500.5
Xg22.3 Xg22.3 Delesyon 14131.0 23 106759974.5 106774105.5
1054 |1p36.31 1p36.22 | Delesyon 6326338.0 1 5489860.5 11816198.5
2g37.3 2g37.3 Delesyon 166994.0 2 242489008.5 242656002.5
5013.2 5013.2 Duplikasyon | 302686.5 5 68971776.0 69274462.5
7934 7934 Duplikasyon | 271152.0 7 141967583.5 142238735.5
14g22.2 14g22.2 | Duplikasyon | 10567.5 14 53486639.0 53497206.5
1298 |1p36.13 1p34.3 Delesyon 17456540.0 |1 17197677.5 34654217.5
2q33.1 2q33.2 Delesyon 736731.0 2 202957278.5 203694009.5
2q37.3 2q37.3 Delesyon 3036433.0 2 239680609.5 242717042.5
16¢23.3 160g24.3 | Delesyon 6993332.0 16 816.825.325.000.001 | 88675864.5
Xq25 Xq25 Delesyon 37167.0 23 122838333.5 122875500.5
1822 | 1p36.32 1p33 Delesyon 12605165.0 |1 3613407.5 16218572.5
2p25.3 2p25.2 Delesyon 4868981.5 2 13960.0 4882941.5
2ql11.1 2q12.1 Delesyon 8265447.0 2 94892795.5 103158242.5
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2q33.1 2q33.2 Delesyon 1603753.0 2 202706736.5 204310489.5
2q37.1 2q37.3 Delesyon 11758339.0 |2 230958703.5 242717042.5
6p25.3 6p24.3 Delesyon 8586409.0 6 108112.5 8694521.5
6g25.3 627 Delesyon 7855260.0 6 156813905.5 164669165.5
7922.1 7g22.1 Duplikasyon | 1345386.0 7 102919647.5 104265033.5
12p13.33 12p13.32 | Delesyon 4396860.0 12 308479.5 4705339.5
13g12.11 13q12.3 Delesyon 6274467.5 13 21975749.5 28250217.0
13g33.3 13g34 Delesyon 5079948.0 13 109030772.5 114110720.5
16p13.3 16p13.2 | Duplikasyon |1752729.0 16 5195625.5 6948354.5
17 Delesyon
18p11.23 18p11.21 | Delesyon 5852773.0 18 8098336.5 13951109.5
18g22.3 18923 Delesyon 5346947.0 18 70741620.5 76088567.5
2084 |3p26.1 3p24.3 Delesyon 8577166.0 3 8502156.5 17079322.5
5g21.3 5q23.2 Duplikasyon | 7441073.0 5 118535508.5 125976581.5
Xp21.2 Xp21.2 Delesyon 76198.0 23 30582439.5 30658637.5
Xq25 Xq25 Delesyon 54843.0 23 122820657.5 122875500.5
2468 |2933.1 2g33.1 Delesyon 153426.0 2 202957278.5 203110704.5
3p26.1 3p24.3 Delesyon 6985362.0 3 8684942.5 15670304.5
Xq25 Xq25 Delesyon 54843.0 23 122820657.5 122875500.5
Yqll.221 Y(ql11.222 | Duplikasyon |1011260.0 24 18123310.5 19134570.5
1159 |2g37.1 2q37.1 Delesyon 325249.0 2 231873125.5 232198374.5
3q13.13 3q13.13 | Delesyon 474884.0 3 111072618.5 111547502.5
12¢13.13 12¢g13.13 | Delesyon 474893.0 12 52473693.5 52948586.5
18¢22.3 18g22.3 | Delesyon 248723.0 18 70892545.5 71141268.5
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Xp21.1 Xp21.1 Delesyon 19579.0 23 33166120.5 33185699.5
Xq28 Xq28 Delesyon 292738.0 23 154122701.5 154415439.5
5654 |3g13.13 3q13.13 Delesyon 376442.0 3 111072618.5 111449060.5
5013.2 5013.2 Duplikasyon 284723.5 5 68971776.0 69256499.5
18g22.3 18g22.3 Delesyon 248723.0 18 70892545.5 71141268.5
1208 |2q37.3 2037.3 Delesyon 166994.0 2 242489008.5 242656002.5
5q13.2 5q13.2 Duplikasyon 284723.5 5 68971776.0 69256499.5
3p26.3 3p26.3 Delesyon 26359.0 3 2341113.5 2367472.5
16p11.2 16p11.2 Duplikasyon 137859.0 16 31999185.5 32137044.5
3410 |3p26.3 3p26.3 Delesyon 26359.0 3 2341113.5 2367472.5
3q13.13 3q13.13 Delesyon 474884.0 3 111072618.5 111547502.5
18g22.3 18q22.3 Delesyon 248723.0 18 70892545.5 71141268.5
Xq28 Xq28 Delesyon 292738.0 23 154122701.5 154415439.5
5897 |3p26.3 3p26.3 Delesyon 26359.0 3 2341113.5 2367472.5
18q22.3 18g22.3 Delesyon 248723.0 18 70892545.5 71141268.5
5852 |3p26.3 3p26.3 Delesyon 26359.0 3 2341113.5 2367472.5
18g22.3 18g22.3 Delesyon 248723.0 18 70892545.5 71141268.5
X028 X028 Delesyon 292738.0 23 154122701.5 154415439.5
2687 |3p26.3 3p26.3 Delesyon 26359.0 3 2341113.5 2367472.5
18g22.3 18g22.3 Delesyon 248723.0 18 70892545.5 71141268.5
Xp21.1 Xp21.1 Delesyon 19579.0 23 33166120.5 33185699.5
6309 |1p36.32 1p36.32 | Delesyon 239184.0 1 2986605.5 3225789.5
2p24.1 2p24.1 Delesyon 803194.0 2 203349775 211381715
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2024.1 2024.1 Delesyon 255357.0 2 159052828.5 159308185.5
3p26.3 3p26.3 Delesyon 26359.0 3 2341113.5 2367472.5
3q13.13 3q13.13 Delesyon 543794.0 3 111003708.5 111547502.5
3g26.1 3g26.1 Delesyon 144329.0 3 163879202.5 164023531.5
6024.3 6024.3 Delesyon 235437.0 6 148167977.5 148403414.5
11g23.1 11g23.1 Delesyon 97455.0 11 111153685.5 111251140.5
12pl12.1 12p12.1 | Delesyon 91301.0 12 25377107.5 25468408.5
12913.13 12g13.13 | Delesyon 255509.0 12 52473693.5 52729202.5
13913.3 13g13.3 | Delesyon 236044.0 13 37212434.5 37448478.5
13q14.11 13914.11 | Delesyon 105595.0 13 43636916.5 43742511.5
14924.1 14924.1 Delesyon 168185.0 14 68383641.5 68551826.5
17p13.3 17p13.3 Delesyon 92693.0 17 3193666.5 3286359.5
18g22.3 18g22.3 Delesyon 248723.0 18 70892545.5 71141268.5
Xp21.1 Xp21.1 Delesyon 19579.0 23 33166120.5 33185699.5
Xg21.1 Xg21.1 Delesyon 212825.0 23 826.444.345.000.001 | 82857259.5
Xq28 X028 Delesyon 292738.0 23 154122701.5 154415439.5
7360 |3p26.3 3p26.3 Delesyon 8518.0 3 2358954.5 2367472.5
3913.13 3013.13 | Delesyon 134669.0 3 111314391.5 111449060.5
6024.3 6024.3 Delesyon 116332.0 6 148167977.5 148284309.5
7036.3 7036.3 Delesyon 24254.0 7 156324980.5 156349234.5
17p13.3 17p13.3 | Delesyon 92693.0 17 3193666.5 3286359.5
18g22.3 18g22.3 Delesyon 248723.0 18 70892545.5 71141268.5
Xp21.1 Xp21.1 Delesyon 19579.0 23 33166120.5 33185699.5
Xg21.1 Xg21.1 Delesyon 212825.0 23 826.444.345.000.001 | 82857259.5
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Xqg28 Xqg28 Delesyon 292738.0 23 154122701.5 154415439.5
4725 | 2plli 2pll1 Duplikasyon | 353019.0 2 91158298.5 915113175
6g24.3 6g24.3 Delesyon 235437.0 6 148167977.5 148403414.5
11¢g23.1 11g23.1 | Delesyon 97455.0 11 111153685.5 111251140.5
12913.13 12913.13 | Delesyon 255509.0 12 52473693.5 52729202.5
13g13.3 13g13.3 | Delesyon 236044.0 13 37212434.5 37448478.5
16p11.2 16p11.2 | Duplikasyon |102439.5 16 32034605.0 32137044.5
18g22.3 18g22.3 | Delesyon 248723.0 18 70892545.5 71141268.5
Xp21.1 Xp21.1 Delesyon 19579.0 23 33166120.5 33185699.5
X028 X028 Delesyon 194859.0 23 154122701.5 154317560.5
6814 |3g13.13 3q13.13 Delesyon 217493.0 3 111162110.5 111379603.5
6024.3 6024.3 Delesyon 116332.0 6 148167977.5 148284309.5
18g22.3 18g22.3 | Delesyon 248723.0 18 70892545.5 71141268.5
Xp21.1 Xp21.1 Delesyon 19579.0 23 33166120.5 33185699.5
919 3p26.3 3p26.3 Delesyon 26359.0 3 2341113.5 2367472.5
4124 10g22.2 10g22.2 | Delesyon 112652.0 10 75145554.5 75258206.5
2612 |1p36.32 1p36.32 | Delesyon 460542.0 1 3060339.5 3520881.5
2q37.2 2q37.3 Delesyon 7246810.0 2 235409192.5 242656002.5
3p25.3 3p24.3 Delesyon 65722315 3 10163399.0 16735630.5
5q13.2 5q13.2 Duplikasyon | 179031.0 5 69077468.5 69256499.5
9g33.3 9g34.3 Delesyon 11250099.0 |9 128531487.5 139781586.5
17p11.2 17p11.2 | Delesyon 290663.0 17 17316467.5 17607130.5
12146 |2g33.1 2g33.1 Delesyon 95903.0 2 203018127.5 203114030.5
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2037.3 2037.3 Delesyon 172438.0 2 242483564.5 242656002.5
8721 |2933.1 2033.1 Delesyon 168498.0 2 202950123.5 203118621.5

16p11.2 16p11.2 Duplikasyon 592734.0 16 32208264.0 32800998.0

17q11.2 17q11.2 Delesyon 451107.0 17 27283580.5 27734687.5
12857 | 1p36.32 1p36.32 Delesyon 123258.0 1 3150912.5 3274170.5
377  |5q13.2 5q13.2 | Duplikasyon |251144.0 5 69023318.5 69274462.5
9013 |16pll.2 16p11.2 Duplikasyon | 1306.5 16 32797578.0 32798884.5

Cizelge 4.2. Berrak hiicreli renal karsinomlu hastalarda aberasyonlarin goériilme sikligi

ABERASYON BSLGESi ABERASYON HASTA SAYISI

18g22.3 18922.3 delesyon 10

3p26.3 3p26.3 delesyon 8

3q13.13 3g13.13 delesyon 6

Xp21.1 Xp21.1 delesyon 6

X(q28 X(q28 delesyon 6

5q13.2 5q13.2 duplikasyon 5

6024.3 6g24.3 delesyon 4

20q37.3 2037.3 delesyon 4

1p36.32 1p36.32 delesyon 4

16p11.2 16p11.2 duplikasyon 4

Xq25 X025 delesyon 4

2033.1 2033.1 delesyon 4

12g13.13 12¢13.13 delesyon 3

1p36.13 1p34.3 delesyon 2

3p25.3 3p24.3 delesyon 2

2033.1 2033.2 delesyon 2

3p26.1 3p24.3 delesyon 2

11g23.1 11g23.1 delesyon 2

13913.3 13g13.3 delesyon 2

17p13.3 17p13.3 delesyon 2

XQg21.1 Xg21.1 delesyon 2
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4.3. CGH Array Analiz Sonuglar::

Hastalarimizin 10’unda 18q22.3 delesyonu saptandi. Bu bdlge CNDP1 geni

icermektedir ve bu gen diabetik nefropatiyle iliskilidir (Sekil 4.1).
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78

-0.40
-0.80
-1.20 1
-1.60
-2.00
& @ . - ~ v & o )
& & & & & & & & & & &
< >




Ayrica hastalarimizin 8’inde 3p26.3 delesyonu saptandi. Bu bolgede goriilen delesyonun
CNV oldugu disiiniilmektedir(Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. 3p26.3 delesyon bolgesi (BlueFuse Multi software v2.5., Cambridge, UK)
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Hastalarimizin 6’sinda 3q13.13 delesyonu saptandi. Bu bdlgede yer alan genlerin renal
tiimorlerle herhangi bir iligkisi olmadigi goriildii (Sekil 4.3).
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Hastalarimizda saptanan aberasyonlarin %9.5’i (n:2) duplikasyonlardi. 5 hastamizda
5q13.2 bolgesinde duplikasyon saptadik (Sekil 4.4).
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5. TARTISMA

Bobrek hiicreli karsinom (BHK), en sik goriilen eriskin bdbrek karsinomu olup, berrak
hiicreli, papiller ve kromofob olmak {izere bir¢ok alt gruba ayrilir. Timor alt gruplariin
malignite potansiyelleri, prognozlari ve optimal tedavileri farkli oldugundan dogru
siiflandirma oldukca onemlidir. Bu siniflandirma i¢in mikroarray, sitogenetik, immiin
histokimya gibi yontemler kullanilir ve bu yontemlerin her birinin farkli avantaj ve
dezavantajlar1 vardir. Bu tez kapsaminda array CGH yonteminin BHK’da tan1 prognoz ve
tedavi yoniinden etkinligi arastirilmis yontemin standartizasyon verifikasyon ve sonug
degerlendirme asamalart ile ilgili agsamalar1 optimize edilmistir. Tezin gergeklestirilmesi
icin 31 adet BHK hastas1 patoloji sonuglart dogrultusunda se¢ilmis ve uygun bulunan
hastalarin parafine emdirilmis doku 6rnekleri calismaya alinmistir. Parafine gémiilii doku
bloklarindan tezdeki ana yontem olan array CGH’e uygun kalite ve kantiteye sahip DNA
ornekleri izole edilerek 31 hastanin array CGH analizleri yapilmistir.

Bu analizler dogrultusunda 31 hastanin 16'sinin kromozom diizeyinde major anomaliler
tasidigr belirlenmistir (Cizelge 4.1). Anomali tespit edilen 16 hastanin 11'inde genomun
farkl1 bolgelerinde birden ¢ok delesyon ya da duplikasyon bulundugu, 5 hastanin ise tek tip
aberasyona sahip oldugu belirlenmistir. Hastalar tanimlanan aberasyonlar yoniinden
incelendiginde, 16 hastamizda toplamda 21 farkli genomik degisimin tanimlandigi
goriilmektedir. Array CGH analizleri sonucunda belirlenen bu degisimlerin cogunlugunun
delesyonlari igerdigi (n:19; % 90.5), geri kalan aberasyonlarin ise duplikasyonlar oldugu
(n:2; % 9.5) belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Yapilan degerlendirmeler sonucunda, belirlenen mutasyonlar igerisinde del18g22.3
(n:10), del3p26.3(n:8), del3g13.13 (n:6), delXp2l1l.1 (n:6), delXg28 (n:6) 'in hastalar
arasinda yaygin olarak bulundugu belirlenmistir (Cizelge 4.2). Sporadik berrak hiicreli
BHK da en tipik genetik anomali 3p kromozom delesyonudur ve tiimoriin baslamasinda
Onemli bir basamak olarak kabul edilir. Kromozom 3’lin kisa kolunda, muhtemelen renal
karsinomda rol oynayan degisik genler bulunmaktadir. Bunlardan birisi 3p25-26’da von
Hippel-Lindau hastalig1 tiimor supresor genidir (Latif et al. 1993; Gnarra et al .1994). 3p
deki diger onemli genler PBRM 1 (Varela et al. 2011), RASFFla (Morissey et al. 2001)
ve NRC-1 (Lovell et al. 1999) dir. Son yillarda multilokiiler sistik BHK’da VHL gen

mutasyonlart bildirilmis ve multilokiiler sistik BHK un, berrak hiicreli BHK’un bir alt
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grubu oldugu hipotezini dogrulamistir (von Teichman 2011). Leiomiyomatéz BHK ve
berrak hiicreli papiller renal kanser arasindaki iligkinin, VHL mutasyonu ve /veya 3p
kayiplar1 olup olmamasina baglanmasi giiniimiizde tartismalidir. Berrak hiicreli BHK da,
VHL inaktivasyonu olay1 baslatan bir durum olmasindan baska, bu tiimor tipi ile ilgili,
bazilar1 prognoz ile iligkili olmak {izere birgok genetik durum bildirilmistir (Moch et al.
1996; Moch et al. 1997; Schullerus et al. 1997; Jiang et al. 1998; Moch et al. 1998; Bissig
et al. 1999; Jiang et al. 2000; Schraml et al. 2002; Mertz et al. 2008; Minner et al. 2012;
Moch 2013). Berrak hiicreli-BHK’da, array-CGH verileri esas alinarak yapilan genetik
aragtirmada, 3p kromozom kaybi ile 5q ve 7 kromozom kazanimlarinin siklikla gorildugi
ve DNA metilasyonundaki degisiklikler ile uyumlu oldugu bildirilmistir (Arai et al. 2008).
Calismamizda 8 hastada 3p kromozom kaybi tespit edilmistir.

Wilhelm ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, 15 adet konvansiyonel BHK incelenmis ve
hepsinde 3p kromozom kayb1 goriilmiistiir. 13 adet papiller BHK incelenmis ve her birinde
7 ve 17. kromozomlarda kazanim kombinasyonlar1 goriilmiistiir. 5 adet kromofob BHK de,
bu timor tipi igin karakteristik olan kromozomlarin en az dort tanesinde kazanim
kombinasyonlar1 goriilmiistir. 9 vaka bu timor alt simiflarina uymamis ve
onkositoma/normal/diger kategorisi i¢inde siniflandirilmistir. Bu vakalarin iki tanesinde
sadece 14q kromozom kayb1 goriliirken sadece bir vakada 8. kromozom veya
11.kromozom kayb1 goriilmiistiir (minimum degisiklikler olan bu dort vaka onkositoma
olarak degerlendirilmistir). Dort vakada kullanilan hedef molekiillerin higbirinde kopya
sayisinda degisiklik goriilmemistir (normal veya onkositoma olarak kabul edilmistir). Bir
baska vakada 2, 5, 13, 16 ve 20. kromozomlarda kazanim 14. kromozomda kayip
goriilmiistiir (histolojik olarak konvansiyonel tip olarak siniflandirilmistir). Array-CGH
teknolojisine dayali tani orijinal histolojik tani ile karsilastirildiginda iki vakanin dogru
olarak smiflandirildig1 goriilmiistiir. Boylece kopya sayisindaki degisiklikler array-CGH
teknolojisi ile genomik olarak teshis edilmistir (Wilhelm et al. 2002).

Renal karsinomlardaki histolojik heterojenite array-kokenli tiimor tanisinda kullanilmas;
34 adet malign tiimoriin 33 tanesi hibridizasyon ile dogru olsarak siniflandirilmis ve alt
gruplara ayrilmistir. Bu sonuglara gére DNA array analizi renal kanserlerin hemen hemen
hepsinde kesin ayirict tant saglamaktadir. Sonug¢ olarak kopya sayist degisikliklerin
otomatik, yiiksek ¢Oziiniirliiklii genis ¢apli genom taramasi kanser tanisinda akilci bir
yaklagimdir (Wilhelm et al. 2002).

BHK tanist genellikle Heidelberg-Rochester 1997 smiflandirmasina  gore

yapilmaktadir. Bu smiflandirmaya gore tanmi kriterleri siklarda tanimlandigi gibi
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olmaktadir: (a) konvansiyonel BHK’da 3ncii kromozomun p kolunda delesyon veya 5 nci
kromozomun g kolunda kazanim ile birlikte 6q, 8p, 9p,veya 14q kromozom bdlgelerinin en
az iki tanesinde delesyon; (b) papiller bobrek hiicreli karsinomda 3q, 7, 8, 12, 16, 17 veya
20nci kromozomlarin en az iki tanesinde kazanim ve 3p delesyon eksikligi; (c) kromofob
BHK’da 1, 2, 6, 10, 13 veya 17 .kromozomlarin en azindan iki tanesinde delesyon; (d) eger
genetik profil bu ii¢c kanser grubundan herhangi birine uymuyorsa veya herhangi bir
genetik degisiklik yoksa oOrnek “renal onkositoma/normal ya da digerleri” olarak
simiflandirilir (Wilhelm et al. 2002). Yukaridaki siiflandirmadan da anlasilacagi iizere
renal kanserlerin tanisinin konulmasinda kromozom anomalilerinin belirlenmesi oldukga
Oonemli bir yer turmaktadir.

Yukarida ad1 gegcen genom degisimlerinin belirlenmesinde siklikla FISH yontemi
kullanilmakta ya da molekiiler genetigin tan1 yaklagimlarindan yararlanilmaktadir. Genetik
anomalinin belirlenmesine yonelik yapilan analizler giindelik hayatta ve kanser hastaliklar
disinda ¢ogunlukla hastalara ait taze doku yada periferik kan Orneklerinde yapilmakta,
hastaya sonu¢ verme siireclerinde minimum problemle karsilagiimaktadir. Oysa kanser
hastalarinda bu siiregler patoloji bilim dalinin yer aldigi 6n tanimlama asamalarina ihtiyag
duymakta hasta ornekleri patolojik degerlendirmelerin ardindan genetik agidan testlere tabi
tutulmaktadir. Bu durumda konvansiyonel teknikler beklenen tan1 degerlerine, spesifite ve
sensitiviteye ulagamamakta, hastanin genetik yonden tam1 koyma asamalar
aksayabilmektedir. Tezin kapsaminda yer alan ve etkinligi arastirilan array CGH yontemi
klasik yontemlerin ihtiyag duydugu pek ¢ok On asamaya (kiiltiir zorunlulugu) ihtiyag
duymamasi ve tek bir deneyde tam genomu analiz edebilme kabiliyeti sebebi ile hem FISH
hem de molekiiler genetik yontemlerden ayrigmaktadir.

Bu tez kapsaminda yapilan deneylerde goriilmiistiir ki parafine gomiilii dokulardan
caligmanin verdigi niikleik asit degredasyonundan kaynaklanan hibridizasyon giicliikleri
aCGH’in kapsami1 diginda kalmaktadir. Temel unsurun dogru oranda saf DNA izolasyonu
oldugu bu tip dokularda sorunsuza yakin oranlarda sonug elde edilebilmektedir. Ayrica,
yukarida yer alan smiflandirmada adi gegen kromozom degisimlerinin tamami aCGH
yontemi ile 72 saat igerisinde belirlenebilmektedir. Tez hastalarinda tanimlanan anomaliler
de benzer anomalilerdir ve data analiz siireglerinde siipheye yer birakmayacak dogrulukta
tanimlanmiglardir. Bunun altinda, degerlendirme siireglerinin aCGH sistemlerinde
kullanilan ve genom analizine spesifik yazilimlarin ve bilgisayar desteginin bulunmasi
yatmaktadir. Bu kisim aCGH analizinin diger yontemlere kiyasla iistiin oldugu diger

onemli bir noktadir. Konvansiyonel analizlerde bilgisayar destegi son zamanlarda
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artmasina ragmen son degerlendirme ve karar alma agamalari kisisel egitime ve tecriibeye
kalmaktadir. Oysa aCGH yonteminde kullanilan yazilimlar kigisel degerlendirmeleri
minimuma indirmis bulunmakta, barindirdig: ¢esitli alt yazilimlar ile ¢ikan sonucu uluslar
arasi veri bankalar1 ve laboratuvarin o giine kadar elde ettigi diger sonuclarla kolaylikla
kiyaslama ve karsilastirma olanagini sunabilmektedir.

BHK’un erken teshis edilmesi zordur. Bobrek kanserlerinin klinik belirti ve
semptomlar1 genellikle prognozun koétii oldugu hastaligin ge¢ doneminde ortaya ¢ikar.
BH’ un molekiiler yapisi ile klinigi arasindaki iligkinin agiklanmasi, bu hastalikta kisiye
0zgii tedavinin yapilabilmesine olanak saglayabilir. Molekiiler belirleyicilerin potansiyel
olarak kullanilmasi ile su durumlar 6ngoriilebilir: (a) renal veya ekstarenal diger tiimorlerin
riski, (b) prognoz, (c) tedaviye verilen yanit ve (d) ilaglara veya taniya yardimci ajanlara
verilen advers yanit (Maher et al.2011).

Kalitsal BHK hastalig1 olan kisilerde renal veya renal olmayan primer tiimor riski
(spesifik hastaliga bagli olarak) daha fazladir ve bu olgularda yapilan molekiiler genetik
testler, bir sonraki kusakta ve yakinlarinda tiimor riskini dogru olarak tahmin etmemizi
saglayabilir.

Diagnostik patoloji i¢in molekiiler belirleyicilerin saptanmasi gen ekpresyonunun
belirlenmesinde onemli bir yaklasimdir. Komplike olan ekpresyon profillerini belirlemede,
farkli olarak ekprese edilen ¢ok sayida geni analiz eden mikroarrayler kullanilmaktadir.
IHC ve kantitatif RT-PCR kullanilarak elde edilen bu farkli ekspresyon profilleri ile
klinik patoloji laboratuarlarinda kullanilan diagnostik belirleyiciler tanimlanmistir (Young
et al .2001; Takahashi et al. 2003; Schuetz et al. 2005; Osunkoya et al. 2009). Bu yaklasim
efektif olarak kullanilmakla birlikte kullanimi sinirlidir ¢linkii mikroarray ¢alismalarinin
cogunda gen sayist deneysel Ornek sayisindan fazladir. Dolayisi ile degisik ekspresyon
profilleri yalanci pozitif (farkli Ornekler ve analitik metodlar kullanildiginda
dogrulanamayan aday belirleyiciler) ve yalanci negatif (mikroarray ¢alismasinda az sayida
ornekte ayrintili olarak eksprese edilmeyen gercek belirleyiciler) sonuclar igerir.
Mikroarray teknolojisinin potansiyel katkisini maksimum hale getirmek icin gecerliligi en
fazla olan aday belirleyicileri tanimlamak amaciyla yeni enformasyon araglar1 gereklidir.
Mikroarray calismalart ile birgok bobrek tiimorii belirleyicisi tanimlanmistir. Ancak gen
ve protein ekpresyonu heterojen oldugundan daha dogru diagnostik siniflama yapabilmek
icin daha fazla belirleyiciye gerek vardir. Osunkoya ve ark (2009) berrak hiicreli, papiller
ve kromofob BHK olgularinin mikroarray profilinde olas1 renal timdr belirleyicilerini

tanimlamak amaciyla 6nemli biyoinformatik sistemler gelistirmislerdir; mikroarray verileri
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bagimsiz iki ¢alismadan alinmistir. Olas1 bobrek tiimori belirleyicilerini tanimlamak
amactyla mikroarray verilerini kullanarak iyi bir sistem gelistirmislerdir. Array Wiki
biokompiiter sistemi ile mikroarray verileri tek bir dosyada toplandigindan gen
ekspresyonu fazla sayida  tiimorden analiz edilebilmistir. Bu ¢alismadaki aday
belirleyiciler karbonik anhidraz IX, seruloplazmin, schwannomin-interacting proteinl,
E74-benzeri faktor 3, sitokrom ¢ oksidaz subiinitesi 5a, ve asetil-CoA astiltransferaz 1 dir.
Kantitatif revers transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu 17 adet berrak hiicreli, 13 adet
papiller, ve 7 adet kromofob BHK numunesinde yapilmistir. Tiimor alt gruplart igin
degisik tedaviler gelismeye devam ettiginden BHK un tanisinda tiimor belirleyicilerinin
onemli bir yeri vardir.

Gilintimiizde BHK olgularinin biiytik bir kisminda, somatik olarak mutasyona ugradigi
bilinen genler sadece VHL ve PBRM1 dir. Son yapilan ¢alismalara gore, berrak hiicreli
BHK’da olgularin %90> da VHL inaktive olmustur ve bazi c¢aligmalarda VHL
mutasyonunun ve/veya tipinin prognostik Oneminin olup olmadigi aragtirilmigtir. VHL
mutasyonu olmayan berrak hiicreli BHK da prognozun daha kotii oldugu (Yao et al.
2002; Young et al .2008) ve “fonksiyon kaybi1” olan VHL mutasyonu iceren sporadik
BHK da prognozun missense mutasyonu olanlardan daha kotii oldugu (Schrami et al.
2002; Kim et al. 2005) bildirilmistir. Berrak hiicreli BHK’da, VHL nin siklikla inaktive
olmasi ve daha sonra HIF e bagli anjiogenik yolaklarin aktive olmasi, metastaz yapmis
BHK’da vaskiiler endotelyal biiyiime faktorlerine yonelik tedavilerin rasyonel olarak
kullanilmasma olanak saglar. VHL’deki mutasyon durumunun, vaskiiler endotelyal
bliylime faktorlerine yonelik olarak yapilan tedaviye verecegi yanit1 onceden tahmin etmek
ilgi odagi  olmasina ragmen gilinlimiizde bu iliski ile ilgili herhangi bir bilgi

bulunmamaktadir (Choueiri et al. 2008).
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda 31 hastanin 16’sinda ¢esitli bolgelerde aberasyonlar saptandi. Bu
bolgelerde yer alan VHL ve PBRM1 genlerinin renal kanserlerle iligkili oldugu goriildii. Bu
calisma ile tiimor kesitinde gelisen ve periferik kanda goriilmeyen genomik degisiklikler
ayrintili olarak saptanmistir. Bunun yaninda berrak hiicreli kanser i¢in daha once
belirlenmemis yeni aday lokuslarin varligi belirlenmistir. Ileri dénemlerde yapilacak
calismalarda, bu yeni lokuslarin, berrak hiicreli renal kanserler i¢cin 6nemini daha fazla
vurgulanacagini ve tan1 koymada faydali olacagini diisiinmekteyiz.

Bir prognostik belirleyici, ideal sartlarda 6zgiin, duyarl: ve tekrarlanabilir olmals,
literatiirle iyi desteklenmis olmali, hasta takip ve tedavisinde kullanilir olmalidir. Klinik
anlam ifade etmeli ve bagimsiz prognostik 6nemi olmahdir. Bu sekilde bakildiginda,
bobrek hiicreli kanserlerde en 6nemli prognostik faktorler, patolojik evre, derece ve
histopatolojik tiir olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bunlarin disinda, bir¢ok anatomik,
mikroskobik, sitogenetik ve molekiiler belirleyiciler ¢alisilmaktadir. Bobrek timorlerinde
genetik bozukluklarin saptanmasi dogru taniyr saglayacaktir. Bu verilerin klinik, anatomik,
patolojik veriler ve molekiiler belirleyici bulgulari ile birlestirilmesi, daha iyi bir
prognostik bilgiye ulasilmasini ve daha iyi bir bireysel tedavi uygulanmasini saglayabilir.

Array CGH teknolojisi geleneksel genetik inceleme yontemlerine gore daha hizli ve
genomik 6zelliklerin tiimiinii kapsayan global bir sonu¢ almay1 saglamaktadir. Array CGH
temelli siniflandirmalarin tiroonkolojide yaygin uygulanabilecegi alan biiyiik olasilikla
bobrek tiimorleri olacaktir. Molekiiler yontemlerin se¢ilmis olgularda histopatolojik
incelemeye tamamlayici olarak kullanilmasi, her iki yontemin istiinliiklerini birlestiren en
akilc1 segenektir. Array CGH teknolojisi genetik tan1 koyma siiresini diger genetik
yontemlere gore belirgin olarak kisaltmaktadir. Bu sayede tani koyma siirecini
hizlandirmanin ve prognoz hakkinda kisa donemde bilgi elde etmenin, uygulanacak tedavi
stireglerine dnemli katkis1 oldugunu diisiinmekteyiz.

Kalitsal BHK hastalig1 olan kisilerde renal veya renal olmayan primer tiimor
riski (risk spesifik diizensizlige bagli olarak) daha fazladir ve bu olgularda yapilan
molekiiler genetik testler, bir sonraki kusakta ve yakinlarinda tiimor riskini dogru olarak
tahmin etmemize olanak saglayacaktir (Maher et al. 2011). Tiim kanser tiirlerinde oldugu

gibi bobrek tiimoriinde de prognoz ve tedaviye cevabin ongériisii oldukga onemlidir.
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Giintimiizde bobrek timori iizerinde yapilan ¢alismalarin en 6nemli hedefi, hastaliga
Ozgii sag kalimin ongorisiinde kullanilabilecek molekiiler ve genetik prognostik

faktorlerin ortaya konulmasidir (Giil et al. 2011).

Calismamizda, formalinle tespit edilip parafine gomiilmiis dokulardan yiiksek
ciktili tim genom analiz yontemleri oturtulmus, bdylece bu dokularda molekiiler
inceleme yapilmasinin miimkiin oldugu gosterilmistir. Ayrica bu c¢alisma ile patoloji ve
tibbi genetik anabilim dallar1 arasinda ortak bir ¢alisma algoritmasi oturtulmustur. Ancak
daha giivenilir sonuglar alabilmek i¢in taze dokuya gerek duyulmaktadir. Bu nedenle
molekiiler ¢aligmalar i¢in gerekli alt yapmin kurulmasi, iiroloji-patoloji-tibbi genetik
igbirliginin saglanmasi ve tiimor doku bankalarinin olusturulmasi hastalarin tani ve

tedavisi i¢in yararh olacaktir.
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