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OZET

Berrak hiicreli tip renal hiicreli karsinom (BHTRHK) Diinya ¢apinda yilda
75.000 kisiden fazla 6liime neden olmaktadir. Son yillarda BHTRHK olusumunda rol
oynayan genlerin ve mikroRNA (miRNA)’larin islevlerinin anlasilmaya baslanmasi,
molekiiler patolojisinin aydinlatilmasint hem de yeni molekiiler hedefe yonelik
tedavilerin gelistirilmesine olanak saglamaktadir.

Tez galismasinda global veri bankalarindan elde edilen 6.056 BHTRHK hasta
verisinin in silico analizleri yapilarak; BHTRHK gelisiminde rolii potansiyel olan aday
genler ve bu genleri hedef alan miRNA’lar arasindan belirlenen; VHL, KAT5 ve
HIF1A’nin ve miR-22, miR-138 ve miR-223’iin ekspresyon analizleri 100 BHTRHK
hastasinin parafinize edilmis tiimor ve normal dokularinda gergeklestirildi. Elde edilen
in silico analizlere ait nicel veriler; normalite testi, t-testi, X?, korelasyon testi ve ROC
analizi ile degerlendirildi. Hastalarin timdr ve normal dokularina ait gen ve miRNA
ifade farkliliklar1 karsilastirildiginda ise; VHL’de -0,39 kat azalma (p=0,4419),
HIF1A da 1,23 kat artma (p=0,0402), KAT5‘de 1,88 kat artma (p=0,001), miR-223’de
0,97 kat artma (p=0,0458), miR-138’de -3,84 kat azalma (p<0.0001) ve miR-22de -
1,17 kat azalma (p=0,0309) belirlendi. Ayrica, VHL geninde yapilan DNA dizi analizi
sonucunda hastalarin %26’sinda degisim saptanmistir. Western blot analiz sonucunda
ise, VHL de degisim goriilmez iken KATS protein miktarinda artma belirlenmistir
(p=0,048). Elde edilen bulgular hastalarin klinikopatolojik  verileri ile
karsilastirildiginda; VHL gen ifadesi ile tanisal degeri olan CD10 (p=0,047), LMWCK
(p=0,004), CK19 (p=0,025) ve PAS (p=0,034) degerleri ile istatistiksel olarak
anlamlilik gostermistir. HIF1A ve KATS5 ifadeleri ise LMWCK ile iliski iligkilidir
(p=0,018, p=0,018). Ilgili genleri hedef alan miRNA’lar arasinda yer alan miR-22’nin
ifade farklilig1 perirenal yag doku invazyonu (p=0,003), fuhramn derecesi (p=0,037)
ve patoloji timor evresi (p=0,038) ile, miR-138 ifadesi farklilig1 ise perirenal yag doku
invazyonu (p=0,05) ile istatistiksel olarak anlamli iligski gostermistir.

Tez caligmas1 kapsaminda BHTRHK gelisiminde rolii potansiyel genetik ve
epigenetik degisimler arastirilarak elde edilen bulgular 1s1ginda, BHTRHK da kotii
prognozun belirlenebilmesi i¢in mir-22 ve mir-138’tin ifade diizeylerindeki
farkliliklarin biyobelirteg olma potansiyeli mevcuttur. Ayrica mir-22 ve mir-138’iin
potansiyel terapotik hedef olarak kullanilabilirligine ait 6n verilerin elde edilmesi,
hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesini igeren ileri ¢aligmalara temel
olusturmaktadir. Mevcut tez ¢alismasi, kotii prognoza sahip BHTRHK lu hastalarin
molekiiler biyobelirtegler ile ayirt edilerek bireye 6zgii etkin tedavi modellerinin
gelistirilmesine katki saglar niteliktedir.

Anahtar Kelimler: Renal hiicreli karsinom, Berrak hiicreli tip renal hiicreli
karsinom, VHL, HIF1A, KATS, miRNA, in-silico
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INGILIZCE OZET

Research with Bioinformatic and Molecular Analysis Methods of RNA Based
Biomarkers in Clear Cell Renal Cell Carcinoma

Clear cell type renal cell carcinoma (CCRCC) causes more than 75,000 deaths
per year worldwide. In recent years, understanding the functions of genes and
microRNA (miRNA) that play a role in the formation of CCRCC enables the
elucidation of its molecular pathology and the development of new molecular targeted
therapies.

In the thesis study, in silico analysis of 6.056 CCRCC patient data obtained
from global data banks; Determined among candidate genes that have a potential role
in CCRCC development and miRNAs targeting these genes; Expression analyzes of
VHL, KAT5 and HIF1A and miR-22, miR-138 and miR-223 were performed in
paraffinised tumor and normal tissues of 100 CCRCC patients. Quantitative data of in
silico analysis obtained; Normality test, t-test, X2, correlation test and ROC analysis.
When the gene and miRNA expression differences of the patients' tumor and normal
tissues were compared; -0.39-fold decrease in VHL (p = 0.4419), 1.23-fold increase in
HIF1A (p = 0.0402), 1.88-fold increase in KAT5 (p = 0.001), miR-223 0.97-fold
increase in (p = 0.0458), -3.84-fold decrease in miR-138 (p <0.0001) and -1.17-fold
decrease in miR-22 (p = 0.0309) Determined. In addition, as a result of the DNA
sequence analysis performed in the VHL gene, 26% of the patients have changed. As
a result of the Western blot analysis, while there was no change in VHL, an increase
in the amount of KAT5 protein was determined (p = 0.048). When the obtained
findings are compared with the clinicopathological data of the patients; VHL gene
expression showed statistical significance with diagnostic value of CD10 (p = 0.047),
LMWCK (p = 0.004), CK19 (p = 0.025) and PAS (p = 0.034) values. HIF1A and
KATS5 expressions are correlated with LMWCK (p = 0.018, p = 0.018). Differences in
expression of miR-22 among miRNAs targeting related genes, differ in expression of
miR-138 by perirenal adipose tissue invasion (p = 0.003), degree of prostitution (p =
0.037), and pathology tumor stage (p = 0.038). Showed a statistically significant
correlation with perirenal adipose tissue invasion (p = 0.05).

Within the scope of the thesis study, in the light of the findings obtained by
investigating potential genetic and epigenetic changes in the development of CCRCC,
the differences in expression levels of mir-22 and mir-138 have the potential to be
biomarkers in order to determine the poor prognosis in CCRCC. In addition, obtaining
preliminary data on the usability of mir-22 and mir-138 as potential therapeutic targets
forms the basis for further studies involving the development of targeted therapies.
The present thesis study contributes to the development of individual-specific effective
treatment models by distinguishing patients with CCRCC with poor prognosis by
molecular biomarkers.

Key Words: Renal Cell Carcinoma, Clear Cell Renal Cell Carcinoma, VHL,
HIF1A, KAT5, miRNA, in-silico
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1. GIRIS

Renal hiicreli kanserler (RHK), bobrekte en sik goriilen tiimorlerdir ve
yaklasik olarak tiim kanserlerin %2-3’iinii olusturur (van den Berg, 2013). Bobrege
siirli  timorlerde baslica tedavi cerrahi eksizyon yontemidir. Ancak cerrahi
operasyondan sonra hastalarin %50’mnda niiks gergeklestigi bilinmektedir (van den
Berg, 2013). Metastatik durumdaki hastalar i¢in tedavide birka¢ segenek soz
konusudur. En sik uygulanan tedavi kemoterapi olmakla birlikte bu yontemin etkinligi,
kullanilan ilaglara karsi gelisen direng nedeniyle kisithdir. Benzer sekilde bu
timorlerin radyoterapiye karsi direnci ve interleukin (IL)-12, interferon (INF)-a gibi
immiinoteropik ajanlara karsi ¢ok zayif hassasiyeti bulunmaktadir. RHK lar, Diinya
Saglik Orgiitii'niin (DSO) yapmis oldugu smiflamaya gore histopatolojik olarak alt
tiplere ayrilmaktadir. Bu siniflamada BHTRHK %80 oranla en sik goriilen alt tiptir
(Dalgliesh et al., 2010). Urolojik kansere bagli 6liimlerde en yiiksek orana sahiptir ve
metastatik hastalik durumunda 5 yillik sag kalim orani yaklasik %40 tir (van den Berg,
2013).

Renal tiimorlerinin erken tanisi hastanin sagkalim sansini belirlemek acisindan
onemlidir. Erken evrede saptanan tiimorler tedaviye 1y1 yanit verir ve sagkalim oranlari
yiiksektir. Ileri evre renal kanserde kan veya lenfatik sistem yoluyla viicudun diger
boliimlerine yayilan tiimorlerde tedavi zor ve 6liim oranmi yiiksektir (Eichelberg et al.,
2009).

Bu nedenlerden dolay: hastalarin;

1. Hastaligin ilk evrelerinde teshisi,

2. Hastaligin sonraki yillarda niiksii ile ilgili olasiligin hesaplanmasi,

3. Uygun ilag se¢imi ve olusabilecek olasi ilag direncinin tespiti,

Analizlerinin yapilmasi adina yeni molekiiler biyobelirteglere ihtiya¢c duyulmaktadir.

BHTRK VHL gen mutasyonu ile karakterize edilmistir (Koudijs et al., 2019).
VHL genindeki olast mutasyonlarin gen aktivasyonunu etkisizlestirmesi, Hipoksi
yolaginin transkripsiyon diizenlemesi tizerinde ifade arttiric1 bir etki olusturmaktadir.

HIF1A gen ifadesinin artis1 tiimoriin normal ortam sartlarinda hipoksik ortam gibi



davranmasina sebep olarak anjiyogenezi ve metabolizma hizin1 arttirmaktadir. Bu
durum tiimoriin ¢ok kisa siirede ilerlemesiyle sonuglanmaktadir.

Son yillarda oldukca gelisen bilgisiyar teknolojilerinin biyolojik yapilar

tizerinde kullanilmaya baglanmasi molekiiler alt yapidan hastaliklarin tedavisine kadar
birgok parametreye pozitif yonlii katki saglamistir. Biyoloji ve bilgisayar
teknolojisinin  birlikte kullanimi terimsel olarak biyoinformatik bilim dalin
olusturmustur.
Biyoinformatik; canlilarin tiim yap1 ve fonksiyonlarinin arastirilmasinda elde edilen
karmasik verilerin derlenmesine, analizlenmesine ve islevsel olarak kullanimina
olanak saglar. Ileri analiz metodlar1 sayesinde biyolojik veriyi analizler ve daha
sonrasinda olabilecek olasi durumlart modelleme imkani1 sunmaktadir.

Molekiiler Biyolojide aktif bir yer alan bu bilim dali canl1 yap1 ve fonksiyonlarinin
molekiiler alt yapisinin analizlenmesi, genotip - fenotip iliskisinin kurulmasi,
hastaliklarin tanimlanmasi, uygun tedavi ve ila¢ gelisiminde aktif rol oynamaktadir.
Bunlara ek olarak yillardir biriken bilimsel verilerin bir araya getirilerek yapilan meta
analizler ile nicel degeri ¢ok daha yiiksek verilerin olusturulmasini saglamaktadir.

Gen ekspresyon profillerine dayali biyobelirte¢ saptama analizinde kullanilacak
orneklem sayist sonucun gilivenilirligi ile dogru orant1 gostermektedir. Global veri
aglarindan elde edilecek ¢ok sayidaki gen ekspresyon profili hastalarin sahip olduklari
klinik parametreler 1s18inda genel perspektifte hastaligin irdelenmesine ve olasi
ciktilar arasinda neden-sonug iliskisi kurularak klinik parametreler ile
degerlendirilmesine olanak saglayabilecektir.

Planlanan projede; biyoinformatiksel yontemler kullanilarak global veri
bankalarindaki ekspresyon profili veri setlerinin analizi ile BHTRHK da tani, tedavi
ve kotili prognozu dngdrmeye yonelik yeni molekiiler biyobelirteglerin belirlenmesi ve
elde edilen verilerin Tiirk BHTRHK hastalarinda DNA, RNA ve protein diizeyindeki

analizler ile valide edilmesi amaglanmuistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, canliya ait hiicre biitiinliigii igerisinden bir ya da bir grup hiicrenin
diger hiicre grubundan farkli olarak kontrolsiizce boliiniip ¢ogalmasidir (Emilio et al.,
2019). Bu siirecte, fiziksel ve kimyasal ajanlarin, viriislerin ve genetik faktorlerin etkisi
gorilmektedir. Kanser temelinde sekiz farkli 6zellik ile karakterize olan oldukca
kompleks ve anlasilmasi gii¢ bir hastalik tiiriidiir (Emilio et al., 2019). Biinyesinde
bulundurdugu bu sekiz 6zellik sirasiyla;

1. Proliferatif etkiyi siirdiirmek,

2. Biiyiime baskilayici etkenlerden kaginmak,

3. Apoptaza karsi koymak,

4. Siirekli cogalmak (Replikatif Oliimsiizliik),

5. Anjiyogenezi arttiriC1 etki yaratmak,

6. Bulundugu doku ve organda baskin hiicre grubunu olusturmak ve metastatik etki
yaratabilme,

7. Enerji metabolizmasini yeniden yapilandirabilme,

8. Immiin etkinin ortadan kaldirilmasini saglamaktir.

Kanser yap1 olarak monoklonal olsa da, ¢ok sayida genetik ve epigenetik
degisimler biitiiniinde genomik kararsizligi meydana getirir (Karner et al., 2009).
Kanser hiicreleri yapilarindaki genetik farkliligi hem ailesel hem de gelisimsel
donemde sporadik olarak olusturabilirler. Bu 6zellik kanser hiicrelerinin Darwinist
evrim modeliyle yakindan iligkili oldugunu da gostermektedir.

Yapilan uzun ¢aligmalar 15181nda kanser gelisiminde etkili olan mutasyonlarin
merkez olusturdugu genler “onkogen” (Kanser Geni) olarak adlandirilmistir. Kanser
gelisiminde onkogenlerin etkisini bilmemiz kanser gelisimini tam olarak anlamamiz
i¢in yeterli degildir (He & Klionsky, 2009). Gelisen teknoloji ile insan genomunun
analizlenmesi ve yeni nesil dizileme teknikleri kanser hastaligi hakkinda oldukca
bliyiik ilerlemeler katedilmesine olanak saglamistir. Bu yeni teknoloji ve bu
teknolojinin ¢iktis1 olan veriler, global veri bankalarinda bir araya toplanmaya

baslanmigtir. Bu biiyiik veri havuzunun biyoinformatiksel analizi bir¢ok yeni kanser



geninin tanimlanmasina ve hastalik hakkinda daha ¢ok bilgiye sahip olmamiza olanak
saglamaktadir.

Elde edilen bulgular kanserin genetik alt yapisinda oldukg¢a heterojen bir
mutasyon Orlintlistinii gostermektedir (R. Fisher et al., 2013). Ayni alt tipteki kanser
hastalar1 arasinda bile mutasyon oriintlisii farklilik gosterebilmektedir. Hatta ayni
mutasyonlara sahip hastalarda hastalik farkli klinik seyir gosterebilmektedir.
Heterojen mutasyon Oriintiisii tiimoriin agresiflik ve proliferatif giicli agisindan da
farklilik gosterir. TUimor igi heterojenite bir tiimor dokusu ig¢inde dahi bdlgesel
farkliliklar1 olabildigini gostermektedir (R. Fisher et al., 2013)

Ayn1 kanser tipindeki hastalar arasindaki fenotipik ve genotipik cesitlilik,

poplilasyondaki intertimor veya hastalar arasi heterojenite olarak adlandirilir. Ayni
hasta i¢inde, farkli bolgelerdeki tiimorler arasindaki heterojenligi gézlemleyebiliriz;
Ornegin, intratimor diizeyde hasta i¢i heterojenite olarak adlandirilan birincil ve
Mmetastatik bolgeler ve sonugta heterojenite goriilebilir (R. Fisher et al., 2013). Ayni
timor biyopsisinde yer alan ¢oklu bolgeler hem genetik hem de epigenetik ifade
seviyelerinde farkliliklar gosterebilir. Heterojen mutasyon yapisi timor hiicrelerine
spesifik olarak bir takim avantajlar saglayabilmektedir. Bu avantajlar 6rnek olarak,
cevre kosullarindaki degisimlere uyum gosterebilme ve ilaca karst direng gelisimi
gosterilebilmektedir (Vasan et al., 2019).
Kanserin yapisindaki bu biiyiikk heterojenite kanserin anlamlastirilmasi ve uygun
tedavinin se¢ilmesinde ¢ok daha kapsamli ve biiylik analizlerin yapilmasi gerekliligini
gostermektedir. Ek olarak hastaligin genel perspektiften ¢cok O6znele inilerek ¢ok
boyutlu analizlenmesini ve kisiye 6zgii tan1 ve tedavinin se¢ilmesi gerekliligini otaya
koymaktadir.

Bu dogrultuda kanser verilerinin global anlamda bir araya getirilerek,
biyoinformatiksel yaklagim ile genelden O6zele dogru izlenilecek yoOntemlerin

arastirilmasi gerekmektedir.



2.1.1. Kanserin goriilme sikhig1

DSO verilerine gore sadece 2018 yilinda 18.1 milyon kisi kanser tanis1 almigtir
2040 yilinda ise bu saymin 29.5 milyon kisiye ulasacagi ongoriilmektedir (Sekil 1).
2018 yilinda kansere dayali oliim sayist diinya genelinde 9.9 milyon kisidir

(www.gco.iarc.fr). Kanser diinya genelinde kardiovaskiiler hastalik grubundan sonra

oliim orani en yiiksek hastalik grubudur (Sekil 1).

Genel Kanser Dagilimi

Kadin Hastalarda Kanser Dagilin
Lung
083 876 (11.6%)

Other cancers

Other cancers
4446 448 (24.6%)

1620 452 (18.8%)

Breast
2088 849 (24.2%)

Melanoma of skin
Breast 137 025 (1 65%)
2088 849 (L1.6%)
148 755 {1.75)

Corpus uteri Oesophagus
“Kidney Leukaemia
Kidne

403 262 (2.2%) 187 579 (2.206)
Leukaemia Pancreas
431033 (2.4%)

Pancreas

Colorectum
823303 (9.5%)

215 685 (2.5%) A
Colorectum NHL
458 918 (2.5%) 1849 518 (10.2%) 224 877 (26%)
NHL Liver
509 500 (2 B%) 244 506 (2.6%)
Bladder Ovary
549 303 (3%) 295 414 (3.4%)
Thyroid Prostate Stomach
567233 (3.1%) 1276 106 (7.1%) 40547 (4.10)
‘Cervix uteri Stomach Erkek Hastalarda Kanser Dagilumi Corpus uteri
560 847 (3.256) 1033 701 (5.7%)
Oesophagus

Lung
725352 (8.4%)
382 060 (4.4%)
ver Thyroid
572034 (3.2%) 841080 (2 7%)

Lung Cervix uteri
3 368 524 (14.5%) 436 344 (5.1%)

569 847 (6.6%)

Other cancers
2892 790 (30.6%)

Prostate
1276 106 (13.5%)

Leukaemia
249 454 (2.6%)
Kidney

Colorectum
254 507 (2.79%)

1026 215 (10.9%)
NHL
264 713 (3%)
Oesophagus Stomach
309 639 (4.2%) 683754 (7.20%)
Bladder

Liver

424082 (4.5%) 596574 (6.3%)

Sekil- 1 DSO kanser istatistikleri (www.gco.iarc.fr)

Diger Avrupa iilkerinde oldugu gibi Tiirkiye’de de kanser tanisi orani yildan yila

katlanarak artis gostermektedir. Kanser gesitlerine gore ayrim yapilirsa; Tiirkiye’ de

erkeklerde en fazla akciger kanseri goriilirken kadinlarda meme kanseri

goriilmektedir. Bobrek kanserileri erkeklerde 6. sirada yer alirken kadinlarda 12. sirada
yer almaktadir (Sekil 2).
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Sekil- 2 Erkeklerde En Sik Goriilen 10 Kanser (Tiirkiye Birlesik Veri Taban,
2016) (Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside) (www.saghk.gov.tr)

Kanser iilkemizde ve diinyada 6lim nedenleri arasinda ikinci sirada yer
almaktadir. Kiiresel olarak yaklasik her 6 6liimden biri, iilkemizde ise her 5 6limden
biri kanser nedeniyledir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri 2016, 2019). Tiirkiye Istatistik
Kurumu (TUIK) Mayis 2017 verilerine gére ise, Tiirkiye'de her 5 liimden 1'i kanser
sebeplidir (www.saglik.gov.tr). TUIK'in verilerine gore, iilkelerin 65 yas alti
kanserden 6liim oranlari incelendiginde 2016 yilinda bu oran %28 olarak belirlendi.
65 yas ve iistii i¢in kanserden 6liim oranlar ise, Tirkiye'de 2014 yilinda %17, 2016
yilinda %16 olarak gerceklesti (Tiirkiye Kanser Istatistikleri 2016, 2019). Amerikan
Kanser Dernegi'nin 2015'te yayinladig: "Kanser Atlasi"na gore, Tiirkiye'de kanser, her
yil ortaya ¢ikan 148 bin civarindaki yeni vaka ve 91 bin 800 kansere bagli 6liim ile
kayitlara gegmistir.

2.1.2. Kanserin Hiicresel Kokeni ve Gelisimi

Cogu kanser tiirii sadece tek bir hiicreden ya da az sayida hiicreden meydana
gelmektedir (Cooper, 2018). Bu hiicre/hiicrelerin yapisal diizenlerinde meydana gelen
degisiklikler, hiicre boliinmesini, komsu hiicrelerle iligkileri ve immiin sistemden
kagma kapasitesini kontrol eden genetik siireglerde meydana gelen modifikasyonlar
sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Kanser gelisim siirecinin ilk basamagi olan tiimor
olusumu, tek bir hiicrenin anormal sekilde proliferasyonuna neden olan genetik

degisimlerin sonucu olarak diisiiniilmektedir (Graham & Sottoriva, 2017). Hiicre



proliferasyonu, klonal olarak ¢ogalan tiimor hiicresi populasyonlarinin biiyiimesine
neden olmaktadir. Tiimor hiicre popiilasyonlarinda genetik degisimler sonucunda
olusan mutasyonlarin birikmesi ile tiimor gelisimi devam eder (Micalizzi et al., 2010).
Kanser hiicresine secici bir avantaj saglayan bu mutasyonlar klonal seleksiyon adi
verilen silirecin baslamasina ve ¢ogalma, hayatta kalma, invazyon ve metastaz
kapasitesi artan timor hiicrelerinin segilmesine olanak tanir (Cooper, 2018). Bu
hiicreler lokalize olduklar1 bolgede varliklarmi siirdiirdiikleri siirece benign tiimor
olarak adlandirilir. Klonal seleksiyon periyodunun tiimor gelisimi boyunca devam
ettigi durumda ise, tiimor hiicresi invaziv nitelik ve daha hizli biiyiime yetenegi
kazanmakta ve malign 6zellik gostermektedir (Cooper, 2018). Malign tiiméor 6zelligi
gosteren kanser hiicresinin koken aldig1 dokudan uzaklasarak lenf ya da kan dolagimi
aracilig1 ile uzak organlar1 kolonize ettigi yayilim siireci metastaz olusumunu ifade
etmektedir. Metastatik kanser hiicreleri yeni kosullara uyum saglamakta yetenekli
olup, sitotoksik ilaglar ya da radyasyon tedavileri gibi 6ldiirme ¢abalarina karsi
koymaktadir (Yokota, 2000)
2.2. Renal hiicreli karsinom

Bobrek kanseri insidans oranlari diinya genelinde oldukca degiskenlik
gostermektedir. Amerika birlesik devletlerinde en sik goriilen kanser listesinde
erkeklerde 6. sirada, kadinlarda ise 8. sirada yer almaktadir. Son ii¢ yilda bobrek
kanseri insidans1 yilda %2 den fazla artis gdstermistir (van den Berg, 2013). DSO
verilerine gore diinya genelinde 16. sirada yer almaktadir (Sekil 3). Etiyolojik
kokenlerde bobrek kanserlerinin oldukga farkli seviyelerde olmasi ¢evresel kosullarin,
obezitenin, sigara tiikketiminin ve hipertansiyonun hastaligin gelisiminde rol aldigim
gostermektedir. Renal kanserlerin; ailesinde renal kanser hikayesi olan bireylerde

goriilme riski normal bir kisiye gore 3 kat daha fazladir (Karner et al., 2009).
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Sekil-3 DSO 2018 kanser verileri (Www.gco.iarc.fr)

RHK morfolojik yapisindan, tedaviye olusturdugu yanittan, molekiiler alt
yapisina kadar ¢ok degiskenlik gosteren bir hastaliktir.

RHK hastalarinin 60%'"1 kitle hissi, hematiiri ve lokal agrilar ile saglik
kuruluslarina gelmektedir. 40%’lik hasta grubunda ise, kisa siirede asir1 kilo kaybi,
karinda uzun siireli agri, ates ve anoreksia semptomlar1 goriilmektedir. Hastalarin
33%’linde anemi goriilmektedir ve yaklasik yarisinda eritrosit sedimentasyon hiz artisi
mevcuttur (Rathmell & Godley, 2010).

RHK ile birlikte goriilen hastaliklar;

1. Von Hippel-Lindau Hastaligi: Serebellum, retina, pankreas, karaciger ve bobrek
yapilarinda berrak hiicreli kist gelisimi goriiliir. Hastalik otozomal dominant kalitim
gostermektedir. Kist yapilar1 genel olarak atipiktir. VHL geni aktif gorev almaktadir.
Hastalikla karaterize edilen VHL geni kromozomal lokasyonu 3p25.5 olarak
tanimlanmistir. Bu gende olusan germline mutasyonlar hastaligin gelisiminde anahtar
model olarak islev goriirler. VHL mutasyonlar1 hipoksi indiikleyen faktor (HIF),
vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF), platelet saglayici biiytime faktorii (PDGF),
dontistiiriicii biyiime faktorii (TGF-a) ve eritropoitein (EPO) yapilarinin asir1 gen

ifadesinden sorumludur (Eichelberg et al., 2009).



2. Edinsel Kistik Hastalik: Polikistik bobrek hastaliina sahip kisiler uzun siireli
gordiikleri diyaliz tedavisi siiresince adenom ya da karsinom gelistirebilirler.
Hastalarda bu oran yaklasik %50'dir. Olusan tiimdrlerin genel olarak prolatif 6zelligi
diistiktiir.

3. Tuberoskleroz: Karakteristik olarak anjiomyolipom iliskisi bilinse de RHKda risk
artis1 saglamaktadir.

4. Birt-Hogg- Dube Sendromu: Bu sendroma sahip hastalarda bening deri tiimorleri
goriiliir. Hastaligin ilerleyen asamalarinda hastalarda multipl renal timor gelisimi
goriilebilmektedir.

5. Kromozom 3 Translokasyonu: Bu translokasyona sahip kisilerde BHTRK goriilme
riski ytiksektir (van den Berg, 2013).

6. Noroblastom: Noroblastom tedavisi almig geng hastalarda RHK gelisimi nadir olsa
da goriilebilmektedir. Gelisen RHK papiller tiptedir.

Prognostik Faktorler;

RHK’da prognoza etki eden klinopatolojik parametreler;

1. Cinsiyet ve Etnik Koken: Erkek hastalarda hastaligin daha kétii prognoz gosterdigi
birkag c¢alismada gosterilmis olsa da, istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir. Hastaligin yapisindaki somatik mutasyon ¢esitliligi etnik kokene
gore farklilik gosterebilmektedir.

2. Yas: Hastalik goriilme yas1 50-60 yas arasi olarak goriilse de, nadiren geng hastalar
mevcuttur. Ancak, ileri yas ve geng yas hastalar arasinda hastalik seyri, tedavi ve
prognozda bir farklilik bulunmamaktadir.

3. Evre: Hastalar tan1 aldiklar1 anda cerrahi bulgular 1s181nda hastanin uzak metastazi
yoksa evreleme yapilmaktadir. Toplam dort evreden olusmaktadir. Sag kalim ile
evreler arasinda kuvvetli korelasyon bulunmustur (Brooks et al., 2014)

4. Uzak Metastaz: Hasta opere edilirken uzak metastazi olup olmamasi en dnemli
prognostik parametre olarak goriilmektedir (Swami et al., 2019) (Tablo 1).

5. Timor Capt: Yapilan ¢ok sayida ¢alisma gostermistir ki, tiimor ¢ap1 3 cm altinda ya
da 12 cm tstiindeyken sadece prognozla net iliskisi saptanmistir. Ara boyutlardaki
timor ¢aplari su anki ¢alismalar 1s181inda prognozla net bir iliski géstermemektedir.

6. Renal Ven Invazyonu: Kétii prognozla dogrudan iliskisi kanmitlanmistir. Ayrica

hastalarda niiks goriilmesinde etkili oldugu gosterilmistir (Swami et al., 2019).



7. Renal Pelvis Invazyonu: Yapilan galismalar prognostik bir énem tasimadigini
gostermektedir.

8. Mikroskopik Grad: Kesitlerin incelenmesi ile saptanan niikleer grad sag kalim
hakkinda bilgi saglayan 6nemli bir belirtegtir.

9. Berrak Graniiler Sitoplazma Varligi: Berrak tipteki tiimor hiicreleri klinik olarak
graniiler tipe gére daha hafif seyirli olarak kabul edilmektedirler.

10. Mikroskopik Varyantlar: Koétii prognoz ile iliskilendirilmis papiller ve igsi hiicre
yapist 6nemli bir parametredir.

11. P53 Asir ifadesi: Ozellikle erken evre RHK’da p53 pozitifligi metastaz ve kotii
sag kalim ile iligkilendirilmistir (Manuscript, 2013).

Tablo-1 RHK’da metastaz bolgeleri

Renal Hiicreli Karsinomda Metastaz

Akciger 50-60%

Karaciger 33%
Kemik 30-40%
Bolgesel Lenf Nodlari 15-30%
V.renalis 15-20%
Perirenal Yag Dokusu 10-20%
Siirrenal Bez 10-15%
V.cava inferior 8-15%
Kraniyal 10-13%

Bobrek Komsu Organlar 10%

Diger Bobrek 2%

2.2.1. Insidans ve Epidemiyoloji

Hastaligin goriilme yas aralig1 50 ile 60 yaslar arasindadir genel olarak orta yas
iistli hastalarda goriilmektedir, ancak nadir de olsa erken yaslarda goriilebilmektedir
(Feng et al., 2019). Bobregin tiibiil epitel yapisindan gelisen bir kanser grubudur
(Emilio et al., 2019). Yetiskinler arasi kanser goriilme oranlarinda %2-3'liik
dilimdedir. Bu orana gore yaklasik her 100.000 insanda sadece 6's1 bu hastaliga
sahiptir (Siegel et al., 2019). Erkeklerde goriilme orani daha siktir ve insidansi son 3

yilda katlanarak artmaktadir.
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Diinya tizerindeki her biocografyada bu hastaligi gormek miimkiindiir (Sekil
4).

Estimated number of incident cases kidney, both sexes, all ages
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Sekil- 4 RHK’nin iilkelere gore dagilimi (www.gco.iarc.fr)

2.2.2. Etiyoloji Ve Risk Faktorleri

Uzun siireli galigmalar devam etmekte olmasina ragmen hastaligin etiyolojisi
tam aydinlatilabilmis degildir (Selli et al., 1983). Ancak su anki elde edilmis veriler
1s18inda en biiyiik etiyolojik etmenin sigara oldugu gosterilmektedir (Selli et al.,
1983)Sigara disinda RHK aile hikayesine sahip olma, obezite, hipertansiyon, diabet,
bobrek taslari, bobrek infeksiyonlari ve travmalari da RHK’da etkili etiyolojik
nedenlerdendir (Selli et al., 1983).
2.3. Renal Hiicreli Karsinom Simiflandirmasi

Gegtigimiz yillarda siiflandirma sistemlerinde ¢ok fazla yenilenme olmustur.
Ancak, ulusal anlamda en kapsamli smiflandirma DSO olusturdugu siniflandirmadar.
Ik simiflandirma 1997 yilinda yaymnlanan iki c¢alisma ile yapilmistir (Heidelber
siiflandirmasi ve Amerikan Kanser Ortak Komitesi siniflandirmasi) (Prando, 2002).
Bu iki siniflandirma giiniimiiz sistemlerinin de temelini olusturmaktadir.

Smiflandirma galigmalari ilk olarak 1981 yilinda DSO bébrek hiicre tiplerinin
yapisal, fonksiyonel gruplamasiyla baslamistir (Prando, 2002).
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Mainz siniflamasi ise kromofob alt tipinin literatiire katilmasindan sonra
arastirmaci grubun tiimor hiicre sitoplazmasini morfolojik ve histokimyasal agidan
incelemesi ile gelismistir. Akabinde diger bir arastirmact grup 4 yil ara ile sitogenetik
ve molekiiler genetik temelli smiflandirmayr diinya literatiiriine sunmustur
(Heidelberg - Roshester Siiflandirmasi). DSO farkli perspektifteki bu smiflandirma
gruplarini temel alarak 2004 yilinda yeni bir smiflandirma sistemi yayinlamistir
(Rathmell & Godley, 2010).

2.3.1. Renal Hiicreli Karsinomun Molekiiler Siniflandirmas:

Bobrek tiimérlerinin 151k mikroskopisi ile smiflandirma DSO sistemi ile
yapilmaktadir. Son zamanlarda, DSO sisteminde tiimdriin histopatolojik alt tiplerinin
tanimu farkli klinik davranig ve altta yatan genetik degisimlere gore yapilmaktadir
(Sekil 5). Eriskinlerde bobrek kanserlerinin ¢ogunlugu, RHK g¢esitleridir. RHK nin
prognozunu belirlemek ve tedavi planini yapmak i¢in histopatolojik siniflandirma ¢ok

onemlidir (Padala & Kallam, 2020).

Kromofob Renal

- - Hiicreli Karsinom

®
PDGF

TGEa RESEPTORLER
Papiller Tip 1 Renal ~ pap ‘
Hiicreli Karsinom
L Timor Bityiimesi
ve Anjiyogenez
Fumarate
Hydratase 02 N HIF e
e ¥ / ™ e ur;jlam o
Fumarate Malate , -oxgglutarate E3 — HIF Proteozom
ubiquitin Degredasyonu

Papiller Tip 2 Renal  Prolyl-

: ; ligase
Hiicreli Karsinom  Hydoxylase

Berrak Hiicreli Tip
Renal Hiicreli Karsinom

Sekil- 5§ RHK’da molekiiler siniflandirma (Suarez et al., 2010)

Yeni timor tiplerinin tamimlanmasi ve kiiciik hacimdeki biyopsilerin

degerlendirilmesindeki ilerlemeler immiinohistokimya yaninda gen ekpresyon
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calismalarinin da ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Gen ekpresyon profili ¢caligsmalar
ile bulunan yeni belirtecler, kotii prognozlu hastalarin tanimlanmasinin yani sira
hedefe yonelik tedavi temellerinin de gelistirilmesini saglamistir. Bundan dolayi, gen
ekspresyonuna dayanan siniflandirmalar RHK’da tani, prognoz tayini ve tedaviyi

planlamada mutlak olarak kullanilmaya baslanmistir (Casuscelli et al., 2017).

Tablo-2 Bobrek epitelyal tiimorlerinde genetik degisiklikler (Cheng L et al, 2009)

Tiimor tipi Kromozom Gen Mekanizma Diger Genetik Degisiklikler
3pl4:2 FHIT Delesyon,
+5022, -6q, -8p12, -9p21,
BHTRHK 3p21 RASSF1A mutasyon,
. -9022, -10q, -14q
3p25 VHL metilasyon
7 Trizomi
17 Trizomi
Papiller bobrek FRA7G +3q, +8, -9p21, +12, -
7931.1 Kazang
hiicreli karsinom c-MET 14q, +16, +170921 ve +20
7931 Kazang
Y Kayip
Kromofob 1, 2,6, 10, .
Multipl kromozom -5022, -8p, -9p23,
bobrek 13,17, 21,
kayiplart -18q22
hiicreli karsinom Y
-1p, -8p, -11913, 14q,
-19q,-21q
) 1,14 Kayip -X/Y, der(13)t(13:16)(p11;
Onkositom
1113 Translokasyon pll),
-1932, -6p, -8p, -9p, -13q,
-19g32, -21q
Toplayici kanal L2 6,10, 1932, -6p, -8p, -9p, -13
oplayicCi Kana. - y “OM, “Op, =9, = ’
P y_ 13q, 13, 14, Delesyon d P 7P 5P
karsinomu -19g32, -21q
15, 22,
1p34 t(X;1)(p11.2;p34
1p21 PSF-TFES tEX'liEpll 2-p21;
Xpll.2 d PRCC- HPELaP
17923 t(X;17)(p11.2;g923)
translokasyon TFE3
) 17025 t(X;17)(p11.2;q25)
karsinomu 3003 CLTC-TFES3 HX:3)(p11:023)
q ASPL-TFE3 | ' PR
Xql2 inv(X)(p11.2;q12)
Miisindz tiibiiler | 1,4, 6,8, 9,
. ) Multipl kromozom -8p, -9p, -11q, +12q,
ve igsi hiicreli 11,13, 14,
. kayiplart +16q, +17, +20q
karsinom 15, 18, 22
inv(9)(p12913),
Metanefrik 2p13 Delesyon ©)p12913)
(1;22)(922;913),
adenom 2p Kismi monozomi
t(15;16)(q21;p13)
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DNA mikro-dizin ¢aligmalari ile 6zgiin gen ekpresyon profili olan klinik olarak
alt tip RHK’larin tanimlanmasi ile tanida ve prognozu belirlemede yararli olacak yeni
biyo-belirteglerin bulunabilecegi gosterilmistir (Tablo 2). Her ne kadar her bir vaka
icin gen profiline gore 6zgilin bir siniflama kriteri olmasa da, klinik davranis ve
prognoza gore molekiiler siniflama yapilabilecekler icinde, RHK en iyi adaylardan biri
olarak goriilmektedir (Sekil 6) (Casuscelli et al., 2017). Mikro-dizilim galismalari

bizim bobrek tiimorlerinin patogenezi, prognozu ve tedavisi hakkindaki bilgilerimizi

artirmistir.
Berrak hiicreli -'"'
Proksimal tabiil <
Papiller Lt Y-, 7+ 17+

1-,2-,6-, 10+ 13-
,17-,21-, Y-

Kromofob e

Z e 1-, 14-, telomerik
Korteks e degisiklikler
m/ Toplayici kanal — A

Sekil-6. RHK’da molekiiler siniflandirma

Toplayici kanal
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2.3.2. Renal Hiicreli Karsinomun Histolojik Simiflandirilmasi

RHK’da histolojik parametreler 1s18inda {i¢ ana siiflandirma yapilmstir (Tablo 3).

Tablo-3 RHK’da histolojik simiflandirma

RHK
. . . . Saptanan Molekiiler Genetik
Histolojik Alt Tip | icindeki Histolojik Ozellikleri
Degisiklikler
oram
Kromozom 3p de VHL gen
Genellikle berrak, bazilari
mutasyonu goriiliir. Kromozom
eozinofilik sitoplazmali
band 5@22 bandinda
BHTRHK %80-90 hiicrelerden olusur. Solid .
o ) dublikasyon, kromozom 6q,
tibiiler veya kistik gelisme
] - 8p, 9p ve 14q delesyonu
paterni goriilebilir. .
goriilmektedir.
Cogunlukla dar sitoplazmali
kiigtik hiicrelerden olusur.
Bazofilik, eozinofilik veya
soluk boyanma ozellikleri
gosterebilir. Papiller yapilar
genellikle hakimdir. Ancak
) ) En sik goliilen genetik
tiibiiler papiller veya solid o
. degisiklikler; kromozom 7, 8,
Papiller RHK %10-15 gelisme gosterebilir. Nekroz

12, 16, 17 trizomisi, kromozom
odaklart sik goriiliir. Kiigiik
. ) 3q, ve Y kromozom kaybidir.
ve soluk sitoplazmali (Tip
1) ve biiyiik ve eozinofilik
sitoplazmali (Tip 2) olarak
iki alt tipe ayrilir. Tip 2
daha kotii klinik seyir

gostermektedir.

Soluk ve eozinofilik graniiler

1,2,6,10,13 ve 17.
sitoplazmali hiicrelerden
Kromofob RHK %4-5 . . kromozomlarda kayip
olusur. Genellikle solid . »
kombinasyonlar1 goriilebilir.
tabakalar olusturur.

2.3.2.1. Berrak Hiicreli Tip Renal Hiicreli Karsinoma

BHTRHK, RHK’larin %80’lik kismini olusturmaktadir. Genel olarak tek bir
timor yapisinda gelismekle birlikte nadir de olsa birden fazla timor yapis1 goriilen
hastalar da mecuttur (Rathmell & Godley, 2010). Tiimor yapisina bagl olarak bobrek
yapisinda nekroz ve kanama goriilebilir. Hastalarin ¢ogunda bdbrek ile sinirlidir.
Renal siniis adipoz doku tiimdriin bobrek disina yayilmasinda kullanilan en etkin
yoldur. Siniizoidal tip ince damarlanma bu tip tiimor grubunda karakteristiktir (Tablo

3). Tumor genelinde sitoplazma seffaf yapida oldugundan berrak tip olarak
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adlandirilirlar. Baz1 tiimér hiicrelerinde eozinofilik sitoplazma olabilir. Timor gelisimi
VHL geni 3p kromozom kaybiyla karakteristiktir.
2.3.2.2. Papiller Renal Hiicre Karsinomu

En sik goriilen ikinci tip RHK’dir. Tiim RHK’lar arasinda %1-5'lik kismi
olusturmaktadir (Rathmell & Godley, 2010). Bolgesel lenf bezlerine metastaz
yapabilme 6zelligine sahiptir. Nadiren de olsa bobrekte gelisen tiimorden daha ileri
evre timor grubu bu hastalarda lenf diigiimlerinde goriilebilmektedir (Tablo 3).
Hastalarda bol miktarda kanama ve nekroz olusumu gozlenmektedir. Timor kitleleri
disa dogru kati yapidayken tiimér merkezi sivida asili tiimor hiicrelerinden
olugmaktadir. Papilla olusumu en karakteristik 6zellikleridir. Ayrica tubulopapiller
formlar ve tiibiil olusumu gosterebilirler. Morfolojik olarak Tip 1 ve Tip 2 olarak ikiye
ayrilmaktadir (van den Berg, 2013).
2.3.2.3. Kromofob Renal Hiicreli Karsinom

Kromofob iiglincii sirada gelen RHK tipidir. Tiim RHK arasinda %1-5'lik kism1
olusturmaktadir. Kromofob RHK morfolojik olarak ten rengine yakindir. Bu RHK
grubu yumusak kati tiimdrlerden meydana gelmektedir. Kalin kan damarlar1 timor
hiicreleri arasinda bulunmaktadir. Organeller hiicre zarina dogru ¢ekilmistir, ¢ekirdek
bu yiizden belirgindir (Tablo 3). Timor ¢ekirdekleri hiperkromatik olma
egilimindedir, siklikla ¢ift ¢cekirdeklidir ve genellikle burusuk bir niiklear zara sahiptir
(Savage, 1994).
2.3.2.4. Beelini Toplayic1 Duktus Karsinom

RHK igerisinde ki %1'lik kism1 olusturmaktadir. Nadir goriilen agresif bir
RHK’dir. Tiimor bobrek medullalarindan kaynak alir ve genel olarak lokalizasyonu
bobregin orta kismidir. Nekroz, lenf yayilimi, kotii prognoz tiimoriin genel
ozellikleridir (Karner et al., 2009). Hastalarin genel sag kalimi oldukga azdir.
2.3.3. Renal Hiicreli Karsinomun Histopatolojik Siniflandirma

Bobrek tiimorlerinin histopatolojik ¢esitliligi son yirmi bes yilda giderek daha
fazla farkedilmektedir. 1986 Mainz, 1997 Heidelberg ve 1998 DSO
smiflandirmalarmin - ardindan 2004 DSO  siniflandirmasiyla  farkli alt tipler
belirlenmistir (Padala & Kallam, 2020) (Tablo 4). Gerek lokalize gerekse ileri evre
timorlerde farkli histopatolojik tiirlerin klinik yaklasimi ve uygulanacak tedavi

secenegini degistirebilecegi gergegi siniflandirma ¢abalarini etkilemektedir. Benign ve
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malign tiimorlerin ayirt edilmesi, farkli prognozlara sahip alt tiplerin belirlenmesi
bakimindan bobrek tiimér dokusunun histopatolojik incelemesi 6nemlidir. Tiimdriin
yeterince ve farkli makroskopik goriiniimdeki alanlardan Ornekler alinarak
incelenmesi tip tayininde gereklidir. Tiimoriin yerlesim yeri, kapsiil varligi, ¢evre
bobrek dokusu ile iligkisi, bazi durumlarda tipinin belirlenmesinde onemli ipuglari
verebilir. Kistik bobrek kitleleri veya son donem bobrek nedeniyle uygulanan
nefrektomi materyallerinin incelenmesinde de timor olasiligr akilda tutulmalidir
(Brooks et al., 2014). Metastatik bobrek tiimorleri veya kiigiik bobrek kitleleriyle
karsimiza ¢ikan hastalarda uygulanan igne biyopsileri degerlendirilirken bdbrek
tiimorlerindeki gesitlilik goz oniine alinmalidir. Alisilmamis morfolojideki tiimorlerde
immiinohistokimyasal inceleme histopatolojik siniflandirmaya yardimei olmaktadir.
Genetik ve molekiiler ¢alismalar ise patogenezin anlasilmasina katkida bulunurken
timdr tipinin belirlenmesinde de kullanilabilmektedir. Bu ¢aligmalar ayn1 zamanda

bireye 6zgii ve hedefe yonelik tedaviye 1s1k tutacaktir.
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Tablo-4 Renal tiimérlerinin histopatolojik siiflandirmasi (Padala & Kallam,
2020)

Renal Tiimérlerin Histopatolojik Simiflandirmasi

Berrak hiicreli bobrek hiicreli karsinom, Multilokiiler berrak hiicreli bobrek hiicreli
karsinom, Papiller bobrek hiicreli karsinom (Tip 1 ve Tip 2), Kromofob bébrek hiicreli
Malign karsinom, Bellini’nin toplayici kanal karsinomu, Renal meduller karsinom, Xp11
translokasyon karsinomlar1, Noroblastom sonrasi gelisen karsinom, Miisindz tiibiiler ve

igsi hiicreli karsinom, Siniflandirilamayan bobrek hiicreli karsinom

Papiller adenom

Benign .
Onkositom
. Metanefrik adenom
Metanefrik . )
Metanefrik adenofibrom
tiimorler .
Metanefrik stromal tiimérler
Mikst Kistik nefroma
mezenkimal ve Mikst epitelyal ve stromal timor

epitelyal tiimorler Sinovyal sarkom

. Nefrojenik kalintilar
Nefroblastik
Nefroblastom

tiimorler
Parsiyel farklilasma gosteren kistik nefroblastom
Karsinoid
Noroendokrin
Noroendokrin karsinom
tiimorler

Pirimitif néroektodermal timor

Mezenkimal tiimorler
Hematopoietik ve lenfoid tiimorler
Diger tiimorler .
Germ hiicreli tiimorler

Metastatik tiimorler

2.3.4. Renal Hiicreli Karsinom’da TNM Simiflandirmasi

Patologlardan olusan kalabalik bir arastirma ekibi 1969 yilinda sag kalimi1 baz
alan gsematik bir evreleme tablosu yayinladilar. Sonraki yillarda American Joint on
Cancer ve Union Internationale Contre le Cancer birlikte hazirladiklari, Timor Nod
Metastaz (TNM) evreleme semas: literatiire sunuldu (Swami et al., 2019). Bu
semalarin ilerleyen zaman ve calismalarla modifiye edilerek kullanimlarina devam
edilmektedir.
T:Primer timor:
Tx Primer tiimdr saptamak i¢in veriler yeterli degildir.
TO Primer tiimore ait kanit yok
T1 Tiimor en biiyiik boyutu <7 cm, bobrek i¢inde siirlidir.
Tla Tiimor biiyiik ¢ap1 < 4 cm’dir.
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T1b Tiimor biiyiik cap1 >4cm, < 7cmdir.

T2 Tiimdr en biiyiik boyutu >7 cm, bobrek i¢inde siirlidir.

T2a Tiimor biiylik cap1 >7cm, <10cm’dir.

T2b Timor biiyiik cap1 >10 cm’dir.

T3 Tiimdr major venlere yayilmis veya siirrenal bezi veya perinefrik dokulart tutmus
ancak gerotafasyasini agmamistir.

T3a Timor renal ven veya segmental dallarin1 tutmus veya perirenal ve/veya renal
siniis yagli doku invazyonu mevcuttur.

T3b Tiimor Vena Kava’y1 diafragma altinda gros olarak tutmustur.

T3¢ Tiimdr Vena Kava’y1 diafragma tistiinde gros olarak tutmus veya Vena kava duvar
invazyonu mevcuttur.

T4 Tiimor gerota fasyasini1 asmistir (Ipsilateral adrenal invazyonu).

N:Bolgesel Lenf Nodlari:

Nx Bolgesel lenf nodlarini saptamak i¢in veriler yeterli degildir.

NO Bolgesel lenf nodlarinda metastaz yoktur.

N1 Tek bir lenf nodunda metastaz vardir.

N2 Birden fazla lenf nodunda metastaz vardir.

M:Uzak Metastaz:

Mx Uzak metastazi saptamak igin veriler yeterli degildir.

MO Uzak metastaz yoktur.

M1 Uzak metastaz vardir.

2.3.5. RHK"da tiimor derecelendirme sistemleri (Fuhramn)

Tarihte RHK smiflandirlmasi igin tiimor hiicresinin niiklear, sitoplazmik ve
yapisal ozelliklerini kullanan birgok sistem ortaya atilmistir (Qayyum et al., 2013).
Ancak ilk kabul goriilen siniflandirma 1932 yilinda Hands ve Broders adli
arastirmacilarin gelistirdigi siniflama seklidir. 1971°de Skinners ve ekibi niikleer yap1
ve sag kalim arasindaki iliskiyt temel alarak yeni bir siniflama sistemi
olusturmuslardir. Fuhramn ve ekibinin niikklear yapi, kontur ve bilyiikliik
parametrelerine gore yapmis oldugu siniflandirma giiniimiizde aktif olarak

kullanilmaya devam edilmektedir (Qayyum et al., 2013) (Tablo 5).
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Tablo-5 RHK’da Fuhrman derecelendirmesi

Fuhrman Cekirdek Derecesi | Tanm

Derece 1 Timér cekirdefi 10 p capinda, yuvarlak, uniform ve gekirdekgik yok ya da gok kigik yapida;

Derece 2 Tumar cekirdedi yaklagik 15 p capinda, hafif ddzensiz simrh, ancak 400 bidyitme ile goriilebilen cekirdekcie sahiptir

Timdr cekirdefi yaklagik 20 p capinda, belirgin derecede dizensiz simie, 100 biyitme ile bile gdrilebilen

Derece 3 biiyik cekirdekgiklere sahiptir.

Derace 4 Tiimdr gekirdefi derece 3'e benzer, cok cekirdeklidie ya da garip sekilli olup kromatin kabalasmas: olabilir

2.4. Berrak hiicreli tip renal hiicreli karsinom

RHK bugtine kadar en sik goriilen bobrek kanseri formudur. On bobrek kanseri
vakasimin 8-9’u RHK’dir (van den Berg, 2013). BHTRK bu grubun etnik kokenler
aras1 degismekle beraber 60% - 80%°‘lik kismin1 olusturmaktadir. Histolojik agidan
BHTRK, seffaf sitoplazmadan olusan kanser hiicreleri ve etraflarin1 saran yogun
endotel aglari ile karakterizedir (Karner et al., 2009). BHTRK erkek ve kadinlarda en
sik goriilen on kanser tiirii arasinda yer almaktadir (Woldrich et al., 2008). BHTRK 'nin
insidans1 gectigimiz 30 yilda oldukc¢a biiyiik bir artis gostermektedir. Bu artigin bir
nedeni de gelisen teknolojiye dayali olarak hastaligin daha iyi ayirt edilebilmesidir.
Hastalik insidansinin hizla artmasina ragmen, genel sag kalim oram1 konusunda
oldukga az gelisme olmustur (Emilio et al., 2019). Cerrahi eksizyon yontemleri su an
icin etkin tedavide en Onemli yoldur. Metastatik grubun tedavisi oldukca giictiir.
Metastatik hastalarda 5 yillik genel sag kalim oran1 %10’dan diisiiktiir.

BHTRK ’larin yaklasik %85’inde VHL genindeki bialellik inaktivasyon tespit
edilmistir ve bu yiizden VHL geni hastalikla karakterize hale gelmistir (Duns et al.,
2012). VHL, 3. kromozomun p25 bolgesinde lokalize bir gendir. VHL genindeki
somatik mutasyonlar ve/veya promotdr hipermetilasyonu sonucu gen ifedesini
azalmasina yol agmaktadir (Duns et al., 2012). VHL gen inaktivasyonu HIF yolag:
tizerindeki kontrol mekanizmasinin ortadan kalkmasina ve hiicrenin hipoksik
durumdaki fonksiyonlarinin aktivasyonuna sebep olmaktadir. Artan anjiyogenez ve
metabolizma faaliyetleri timdr gelisimini log fazinda biiylimeye sokmaktadir. Son
zamanlarda yapilan bazi c¢alismalar PBRM1, SETD2, KDM5c ve BAP1 tiiméor
baskilayic1 genlerinin de inaktive edildigini gostermektedir (Duns et al., 2012). lgili

genlerin aynt zamanda histon modifikasyonu ve kromatin yapilanmasinda gérev
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almalari, BHTRK hastaligimin metabolik ve epigenetik etkilesimlerden de
etkilendigini gosteren kompleks yapili bir hastalik oldugunu gostermektedir. 3p
kromozom kaybi1 disinda BHTRK’da kayda gegmis baska degisim ve kayiplar da
mevcuttur; bunlar 5q (Gunawan et al., 2013), 8q (Klatte et al., 2011), 8p (Elfving et
al., 2016) ve 9p (Sanjmyatav et al., 2013) ve 14q (Kroger et al., 2009) kayiplaridir.
Bunlara ek olarak hastalik i¢i heterojenite kendini timoriin tamaminda da
gostermektedir. BHTRK tiimoriiniin fakli boélgelerinden alinan hiicre 6rnekleri
arasinda somatik mutasyon sayist bakimindan farkhiliklarin tespit edildigi
gosterilmistir (Nickerson et al., 2008). Heterojenitenin ¢ok yiiksek olmasi hastaligin
tedavisindeki yavas ilerlemeyi agiklamaktadir (Marco Gerlinger et al., 2015).

BHTRHK’da yapilan bir¢ok kapsamli calismada ortak olarak tespit edilen VHL
gen inaktivasyonudur. VHL gen inaktivasyonu olmayan hasta grubunda hastaligin
nasil gelistii ve hangi sinyal yolaklarinin indiiklendigi bilinmemektedir.
Aydinlatilamamis bu siire¢ uygun tedavi modeli gelistirmenin 6niinde biiyiik bir engel
olarak bulunmaktadir.

Heterojenitenin yiiksekligi bu hastaligin ¢ok daha biiyiik hasta gruplariyla
yapilmasi gerektigini gostermektedir. Bu yiizden bu hastaligin biyoinformatiksel
olarak meta verilerinin analizi hastaligin tedavisi i¢in metodlarin gelistirilmesine katk1
saglayabilir.

2.4.1 Hastahigin Evreleri

Timor evresi, timor hiicrelerinin ilerlemesini tarif eder ve evrensel olarak
kabul goren parametreler ile yapilmaktadir. TNM BHTRK’da kullanilan en yaygin
evreleme sistemidir (Antonelli et al., 2010). Timorler {i¢ ana deger ile I-IV arasi
derecelendirilir. T, primer tlimoriin boyutunu ve yayilma derecesini verir. N, timoriin
bolgesel olarak lenf diiglimlerine yayilma yapip yapmadigimi gostermektedir ve M,
tiimoriin uzak metastaz yapip yapmadigini gosterir. I. Derece hastalarin 5 yillik sag
kalim oran1 yaklasik 80%-95% ile en iyi prognoza sahiptir. II. Derece hastalarin 80%
ve III. Derece hastalarin 60%’lik bir sag kalim oran1 mevcuttur. Derece arttik¢a korele
olarak sag kalim orani diismektedir. Tan1 aninda hastalarin 75%’1 metastatik olmayan
timorlere sahiptir (Swami et al.,, 2019). Parsiyel (bobrekten tiimorli bolgenin

cikarilmasi) veya radikal (bobregin ¢ikarilmasi) nefrektomi lokalize hastalik igin altin
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standart olarak goriilmektedir. Yapilan farkli klinik tedaviler parsiyel nefrektomiyi
daha 6ne ¢ikarmaktadir.
2.4.2 Klinik Prognoz ve Molekiiler Belirtecler

BHTRK yapis1 gere§i yavas biiylime gosteren lokal tiimorlerden oldukga
agresif metastatik tiimorlere kadar genis bir perspektif ¢izmektedir. BHTRK hastalari
hem kemoterapiye hem de radyoterapiye direnglidirler. Bu yiizden nefrektomi,
tedavide altin standartligini korumaktadir. Rutin klinik kullanimda prognostik
biyobelirtegler arasinda tiimor evresi, histolojik derece, nekroz ve laktat dehidrojenaz,
hemoglobin, trombosit ve kalsiyum seviyelerini Olgen testler kullanilir. Diger
belirtegler yapilmigsa daha onceki nefrektomi durumu, hastanin semptomlar1t ve
performans durumlari 6lgiiliir (Motzer et al., 2013). SSIGN adli model Mayo klinigi
tarafindan gelistirilmis yukaridaki tiim parametreleri iceren bir testtir. Her hasta i¢in
ayni klinik parametreler tan1 ve tedavide kullanilamaz. Bu yilizden hastalig1 molekiiler
prognostik belirteglerle incelemek oOnemlidir ve bu durum tedavi modelinin
sekillenmesinde biiyiik katki olusturmaktadir. Molekiiler biyobelirteglerin tedavideki
Oonemine Ornek olarak meme kanserinde kullanilan gen ekspresyonuna dayali ticari
panel hastalar1 prognostik gruplara ayirmada kullanilmaktadir (Casuscelli et al., 2017).
Coklu biyobelirteg calismalart BHTRK i¢inde yapilmaktadir. Aralarinda en ¢ok kabul
gorenler VHL genini hedefleyen ve VHL geni ile iliskili diger genleri kapsayan
caligmalardir.
2.4.3 Tedavi Hedefleri

BHTRK’nin molekiiler alt yapisin1 anlamaya dayali yapilan calismalar hedef
tedavilerin gelismesine olanak saglamaktadir. VEGF ve m-TOR yolagini hedef alan
tedavi yaklagimi c¢oklu antianjiyogenik ilaglarin (sunitinib, sorafenib, pazopanib,
everolimus ve bevacizumab) uygulanmasina yol agmistir. Sitokin tedavisine gore
VEGF hedefli tedaviler kati tiimorlerde daha giiglii yanitlar alinmasini saglamistir
(Grimm et al., 2010). VEGF inhibitorlerine dayali tedavi cevabi alinma oran1 %10 -
%50 arasindadir. m-TOR hedefli tedaviler BHTRK’da VEGF hedefli tedavilere gore
daha az etki gostermektedirler (Bellmunt et al., 2009). Hedefe yonelik tedavilerin
cevap oranlarinda nicel anlamda artigslar saptanmasina karsin, RCC hiicrelerinin
spesifik tedavi hedeflemesinde bilinmezlikler hala mevcuttur (Rini & Atkins, 2009).

Ayrica kullanilan bu ilaglara bagl toksitite belirgin bir endise olmaya devam
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etmektedir (van den Berg, 2013). m-TOR ve VEGF odakl ilag tedavilerine direng
gelisimi gozlenmistir (Rini & Atkins, 2009). Hastalarin tedavi, direng ve toksisiteye
kars1 gostermis olduklari cevap farkliliklar: hastaligin altindaki genetik heterojenite ile
iliskilendirilmistir (Dalgliesh et al., 2010). Genetik alt yapmin agiga ¢ikarilmasi
hastaya 6zgii tedavi modeli gelisiminde biiyiik 6neme sahiptir.
2.4.4 Kromozomal Aberasyon

Kromozom yap1 ve sayisinda meydana gelen degisimlerin tiimii bu gruba
girmektedir. BHTRK’ya karakterize 3p somatik mutasyonlar1 disinda hastaligin
gelisiminden ilerlemesine kadar olan siiregle iliskili bircok baska genetik sapmalar
mevcuttur (Burrell et al., 2013). Floresan in-situ hibridizasyon (FISH), karsilastirmali
genomik Hibridizasyon (CGH) ve tek niikleotit polimorfizmi (SNP) teknikleri
BHTRK’da bulunan kromozomal sapmalara 1s1ik tutmustur (Rydzanicz et al,. 2009).
Hastaligin prognozunun daha iyi anlasilabilmesi igin, aragtirmacilar BHTRK
hastaligindaki diger kromozom anomalilerin etikisini arastirmistirlardir. 3p kromozom
kayb1 ve/veya 14q kromozom kaybi olan hastalarin karsilastirildigi bir ¢alismada, elde
edilen sonuglara gore, sadece 3p kromozom kayb1 olan hastalarin klinik seyri 14q
kromozom kaybi olan hasta grubuna gore daha iyi olarak kaydedilmistir. Her iki
kromozom kaybini barindiran hastalarin ise, en kotii sag kalim ve prognoza sahip
olduklar1 tespit edilmistir (Chen et al., 2009). Diger bir ¢alismada 5q kromozom
insersiyonu olan hastalarda altmisa yakin gende ifade artisi oldugu ve bu hastalarin
Klinik seyrinin daha iyi oldugu gozlenmistir (Gunawan et al., 2003). 9p kromozom
kaybi bir¢ok arastirmaci tarafindan kotii prognoz ile iligkilendirilmistir (Sanjmyatav et
al,. 2001). 4p ve 14q kromozom kayiplar1 da kotii prognoz ile iligkilendirilmistir. 8.
kromozomun q kolundaki bir insersiyonun birbirinden bagimsiz iki farkli ¢alismada
da hasta sag kalimini1 negatif etkiledigi gosterilmistir (Karner et al., 2019). Belirtilen
ve arastirmalart devam eden tiim kromozom anomalileri timdr supresor genler ve /
veya onkogenler ile iliskilidir.
2.4.5 Transkriptomiks

Gen ekspresyon analizi hiicrenin fenotipik etkilerinin anlagilmasinda oldukca
onemli bir metottur. Bircok mRNA diizeyindeki ¢alisma BHTRK’nin fenotipik
seviyede genlerle iliskisine 1s1k tutmustur. Hastalarda yapilan mRNA seviyesine

dayali ¢alismalar hastalarin bobrek fonksiyon kaybi, diisiik metobolizma ve diisiik
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seviye immiin aktivasyon gibi fenotipik paremetreleri baz alindiginda iliskisi
tanimlanan yiizlerce gen tespit edilmistir (Zhou et ali., 2001). Global veri bankasi
tarafindan profillenmis 537 hasta tizerindeki ¢alismada 186 farkli gende istatistiksel
olarak anlamln ifade degisikligi belirlenmstir (Yange et al,. 2007). Ornegin CD31,
EDNRB ve TSPAN7 genlerinin ifade artis1 iyi prognoz ile korele oldugu saptanmistir
(Wuttig et al., 2012). VCAM1, EDNRB ve RGS5 genlerinin ifade artiglarinin prognozu
tahmin etmede etkili oldugu ve artan ifadelerinin iyi prognozla korelasyon gosterdigi
bildirilmistir (Yao et al., 2008). Genlerin ifade seviyelerine dayali fenotipik yaklasim
hastalarin prognozunu 6n gérmede ve dahasi molekiiler alt gruplama ile hastaya kisiye
0zgii etkin tedavi verebilme olanagi sunmaktadir.
2.4.6. Berrak Hiicreli Tip Renal Hiicreli Karsinom’da Genlerin Rolii

BHTK vakalarinin % 90’ninda VHL genindeki somatik / germline mutasyonlar
ve 3p koromozom kaybi gozlemlenmektedir (Wierzbicki et al., 2019). Bu durum VHL
genini BHTHK c¢alismalarinda tstiinde durulmasi ve sahip oldugu genetik ve
epigenetik etkilerin arastirilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir. Yapilan molekiiler
yolak c¢alismalar1 1s183iInda BHTRHK geisiminde VHL dogrudan HIF1A geni ile
etkilesim halinde oladugu analiz edilmistir. Bu durum BHTRHK ’nin molekiiler alt
yapisinin anlasilmasinda HIF1A geninide 6nemli kilmaktadir (Guo et al., 2012). VHL
ve HIF1A genlerine ek olarak in silico analizler sonucu VHL ve HIF1A geni ile
hiicresel stres cevabi olusturulmasinda birlikte ¢alisan KAT5 geni bu ¢alisma dahilinde
BHTRHK ’nin molekiiler yapisinin anlagilmasinda aday gen olarak secilmistir (Perez-
Perri et al., 2016). P53 geninin asir1 ifadesinin BHTRHKda kotii prognoz ile iligkili
oldugu bilinmektedir (Wierzbicki et al., 2019). Bu baglamda p53 diizenleyicisi olan
KAT5 geni bu acidanda BHTRK kapsaminda ¢alisilmas: 6nem arz eden genler
arasindadir.
2.4.6.1 HIF1A

HIF1A, hipoksiye hiicresel ve gelisimsel yanitin ana transkripsiyonel
regiilatorii olarak kabul edilmektedir (Karner et al., 2009). HIF1A'nin hipoksi veya
genetik degisimler tarafindan diizensizlestirilmesi ve asir1 ekspresyonu, kanser
biyolojisinde (vaskiilarizasyon, anjiyogenez, enerji metabolizmasi, hiicre hayatta
kalmasi ve tiimor invazyonu alanlarinda) ve bir dizi farkli patofizyolojide biiyiik rol

oynamaktadir (Wierzbicki et al., 2019). HIF1A polipeptidi, bir niiklear lokalizasyon
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sinyal motifi, iki transaktive edici CTAD ve NTAD alan1 ve CTAD ve NTAD'n
transkripsiyonel aktivitelerini baskilayabilen inhibitér domain bolgesi igerir. Alternatif
birlestirme ile olusturulan toplam ii¢ HIF1A izoformu vardir.

HIF1A ekspresyon seviyesi, GC ag¢isindan zengin promotor aktivasyonuna
baghdir (Krieg et al., 2000). Cogu hiicrede, HIF1A geni normal oksijen seviyesi
kosullar1 altinda yapisal olarak diisiik seviyelerde eksprese edilir (Krieg et al., 2000).
Ancak hipoksi altinda HIF1A transkripsiyonu genellikle 6nemli 6lgiide artig gosterir.
HIF1A tipik olarak oksijene bagimli metabolik yolaklar1 diizenleyen en 6nemli
diizenleyici gendir. HIF1A ekspresyonu redoks tepkimelerine duyarli bir mekanizma
ile ifade artisina gegebilmektedir (Jewell et al., 2001).

HIF1A, memelilerde sistemik oksijen diizeylerine hiicresel yanitta 6nemli bir
rol oynar (Wu et al., 2018). HIF1A aktivitesi, hidroksilasyon, asetilasyon ve
fosforilasyon gibi bir dizi post-translasyonel modifikasyon ile diizenlenir. HIF1A'nin,
hipoksik bdlgelere oksijen verilmesini desteklemeye ve arttirmaya yardimci olan
anjiyogenez ve eritropoez gibi biyolojik islemlerde yer alan VEGF ve eritropoietin
dahil 60'tan fazla genin transkripsiyonunu indiikledigi bilinmektedir (Karner et al.,
2019). Ayrica HIF1A hiicre c¢ogalmast ve canliligi ile glikoz ve demir
metabolizmasinda rol alan genlerin transkripsiyonunu indiikler. Dinamik biyolojik
roline uygun olarak HIF1A, sistemik oksijen seviyelerine konformasyonel
degisiklikler yaparak yanit verir ve transkripsiyonu indiiklemek icin hipoksiye duyarl
genlerin promotorleri ile iliski halindedir.

HIF1A transkripsiyonel aktivitesi 6zellikle oksijen seviyesinden etkilenir. Alfa
alt birimi, beta alt birimi ile bir heterodimer olusturmaktadir. Normal kosullar altinda,
VHL aracili ubikitin proteaz yolu HIFIA'y1 hizla bozar, bununla birlikte hipoksi altinda
HIF1A protein yikimi Onlenir ve HIF1A seviyeleri hedef genler iizerinde
transkripsiyonel roller uygulamak i¢in HIF1B ile birlesmek {izere birikmektedir (lyer
et al., 1998).

Oksijen sensorii dioksijenazin enzimatik aktivitesi, HIFLA'nin prolin kismina
transfer etmek i¢in ana substratlarindan biri olarak oksijene ihtiya¢ duyar, bu yiizden
oksijen seviyesine bagl aktivasyon gostermektedir. HIFLA'nin hidroksillenmis prolin
kism1 daha sonra VHL geni tarafindan taninir ve kendisi ubikitin ligaz enziminin bir

parcast olan von Hippel-Lindau tiimor baskilayici proteininin hidrofobik kismina

25



baglanmaktadir. HIF1A prolin kalintistnin hidroksilasyonu ayrica hipoksi altindaki
ko-aktivatorlerle birlesme yetenegini de diizenlemektedir.

Yaralanma sonrasi normal kosullarda HIF1A, prolil hidroksilazlar (PHD'ler)
tarafindan bozunmaktadir. Bilim insanlari, HIF1IAnin PHD inhibitérleri yoluyla
stirekli ifade artiginin, onarim yaniti olarak memelilerde kayip veya hasarli dokuyu
yeniden olusturdugunu tespit etmislerdir. HIF1A geninin ifadesinin diizenlenebilmesi,
memeli rejenerasyonunun temel siireglerini kapatabilir veya acabilir 6zellikte gorev
almaktadir (Rathmell & Godley, 2010). HIF1A'nin dahil oldugu baska bir rejeneratif
stireg periferik sinir rejenerasyonudur. Akson hasarini takiben HIF1A, yenilenmeyi ve
fonksiyonel iyilesmeyi desteklemek i¢in VEGF'y1 aktive eder (Heng et al., 2009).

PHD'ler, HIF1A'y1 hidroksile etmek i¢in demir igerikli birlesikler kullanir. Bu
nedenle, desferrioksamin gibi demir selatorlerin HIF1A stabilizasyonunda basarili
olduklari kanitlanmistir (Shuliang Chen, Peter Novick, 2017).

HIF1A birgok kanser tiiriinde asir1 eksprese edilir. HIFLA asir1 ekspresyonu,
anjiyogenezin baslatilmast ve hipoksinin iistesinden gelmek i¢in hiicresel
metabolizmanin diizenlenmesindeki rolil ile timor biiyiimesini ve metastazini tesvik
etmede biiyiik rol oynamaktadir (Beleut et al., 2012). Hipoksi hem normal hem de
timor hiicrelerinde apoptozu destekler. Bununla birlikte, tiimor mikrogevresindeki
hipoksik durumlar, 6zellikle genetik degisimlerin birikmesi ile birlikte HIF-1 asirt
ekspresyonuna siklikla katkida bulunur.

Kolon, meme, pankreas, bobrekler, prostat, yumurtalik, beyin ve mesane
kanserlerini igeren ¢aligmalarin ¢ogunda tiimorlerde o6nemli derece HIF1A
ekspresyonu artis1 kaydedilmistir (lyer et al., 1998). Klinik olarak serviks kanseri,
kiigiik hiicreli dig1 akciger karsinomu, meme kanseri, oligodendroglioma, orofaringeal
kanser, yumurtalik kanseri, endometriyal kanser ve 6zofagus kanseri dahil olmak
tizere bircok kanserde yiiksek HIF1A seviyeleri agresif tiimor progresyonu ile
iliskilendirilmistir ve bu nedenle radyasyon tedavisine, kemoterapiye ve artmis
mortaliteye direng i¢in prediktif ve prognostik bir belirteg olarak gosterilmistir (Perl et
al., 2017).

HIF1A ekspresyonu ayrica meme kanseri ilerlemesini de diizenleyebilir. Erken
kanser gelisiminde yiiksek HIF1A seviyeleri tespit edilebilir ve meme kanseri

gelisiminde pre-invaziv bir agama olan in situ erken duktal karsinomda kullanilabilen
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bir biyobelitegtir. Ayrica tiimor lezyonlarinda artmis mikro damar yapist yogunlugu
ile iliskilidir. Ek olarak, histolojik olarak belirlenen diisiik dereceli, lenf nodu negatif
meme tiimoriinde anlamli HIF1A ekspresyonunun saptanmasi tedaviye zayif yaniti
bagimsiz olarak tahmin edebilmistir.  Beyin timori ve yumurtalik kanseri
calismalarinda da benzer bulgular bildirilmistir ve HIFIAmin VEGF gibi pro-
anjiyojenik faktorlerle etkilesimler yoluyla anjiyogenezin baslatilmasindaki
diizenleyici roliinii kanitlamistir. Glioblastoma g¢alismalari, HIF1A ekspresyon paterni
ile VEGF gen ifade seviyesi arasinda ¢arpici benzerlik gostermektedir (Karner et al.,
2019). Ek olarak, HIF1A asir1 ekspresyonu ile meme kanserine benzer sekilde, yiiksek
VEGF ekspresyon paternli yiiksek dereceli glioblastoma ¢ok formlu tiimorler, timor
neovaskiilarizasyonunun onemli artisin1 gosterir (Banerjee et al., 2004). HIF1A'nin,
muhtemelen hipoksinin neden oldugu VEGF ekspresyon yolaklar1 yoluyla tiimor
ilerlemesini tesvik etmede diizenleyici rolii oldugu diistiniilmektedir.

Yiiksek HIF1A seviyesi ve VEGF asir1 ekspresyonuna ek olarak, PI3K / AKT
yolu da tiimor bitylimesinde rol oynar (Rosalie Fisher et al., 2014).

Hipoksi sirasinda, tiimdr baskilayict p53 asir1 ekspresyonu apoptozu baslatmak
icin HIF1A'ya bagimli olarak ¢alismaktadir. Ayrica p53'ten bagimsiz olan yol, Bcl-2
yolundan apoptozu da indiikleyebilir. Bununla birlikte, HIF1A'nin asir1 ekspresyonu
kansere tiirline, kisinin ailesel gegmisine, genetik degisimlere ve anti-apoptotik
faktorlerin seviyelerine baglidir (Wierzbicki et al., 2019).

Hipoksiyle iligkili tiimor hiicrelerini hedeflemek i¢in terapotik ilaglar
gelistirme cabalar1 yillardir devam etmekle birlikte, timor ilerlemesini ve
anjiyogenezini azaltmak icin HIF1A yollarin1 hedeflemede segicilik ve etkinlik
gosteren herhangi bir atilim olmamustir. Gelecekte basarili terapdtik yaklasimlar,
kansere ve bireye 6zgii gelistirilebilir. Ancak, bir¢ok kanser tiirli ve alt tipinin genetik
olarak heterojen dogasi nedeni ile her kanser tiirli i¢cin yaygin olarak uygulanabilir
olmasi muhtemel gériinmemektedir.
2.4.6.2 VHL

VHL geninin mutasyonlart Von Hippel-Lindau hastalig1 ile iligkilidir. Bu
hastaliga tigiincii kromozomun kisa kolundaki VHL geninin mutasyonlart neden
olmaktadir (Karner et al.,, 2009). Bu genin bir germ-line mutasyonu, VHL

sendromunun ailesel kaliiminin temelidir. VHL sendromlu bireyler, VHL proteininde
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(pVHL), proteinin normal fonksiyonunun kaybolmasina veya degistirilmesine neden
olan bir mutasyonu miras almaktadir. Zamanla, VHL ’nin ikinci kopyasindaki sporadik
mutasyon, karsinomlara, Ozellikle de karaciger ve bobrekleri etkileyen
hemanjioblastomlara, BHTRHK ’ya yol agabilmektedir (Karner et al., 2009).

Bu gen tarafindan kodlanan protein, yapisinda cullin-2'yi igeren ve ubikuitin

ligaz E3 aktivitesine sahip olan protein kompleksinin bir bilesenidir (Gossage et al.,
2015). Bu kompleks, oksijen ile gen ekspresyonunun diizenlenmesinde merkezi bir rol
oynayan bir transkripsiyon faktorii olan HIF ubikitinasyonu rol oynar. RNA polimeraz
Il alt birimi POLR2G / RPB7'nin de bu proteinin bir hedefi oldugu bildirilmektedir.
Alternatif olarak, farkli izoformlar1 kodlayan eklenmis transkript varyantlari
gozlenmistir (Guo et al., 2012).
HIF1A'nin pVHL tarafindan diizenlenmesi: Normal oksijen seviyeleri altinda, HIFIA
pVHL'yi hidroksillenmis prolin kismina baglar ve pVHL ile poliubikitinlenmektedir
(Dalgliesh et al., 2010). Bu, proteozom yoluyla bozunmasina yol agar. Hipoksi
sirasinda, prolin kalintilar1 hidroksile olmaz ve pVHL baglanamaz. HIF1A, hipoksi
duyarli yapilar1 igeren genlerin transkripsiyonuna neden olur (Sekil 7). VHL
hastaliginda, mutasyonlar pVHL proteininde, genellikle HIF1A baglanma bolgesinde
degisikliklere neden olmaktadir.

Elde edilen protein, bir tiimor baskilayici olarak islev géren 18 kDa ve 30 kDa
protein olmak tizere iki sekilde iiretilmektedir. pVHL ana etkisinin, spesifik hedef
proteinlerin degradasyon igin segici olmasia neden olan E3 ubikitin ligaz aktivitesi

oldugu diistiniilmektedir (Maranchie et al., 2002).
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Sekil-7 Hipoksi yolagi (Nabi et al., 2018)

HIF, tiimor biiyiimesi i¢in gereklidir, cilinkii cogu kanser yliksek metabolik aktivite
gerektirir ve bu aktivite sadece yapisal veya fonksiyonel olarak yetersiz damar sistemi
ile saglanmaktadir. HIF'nin aktivasyonu, artmis anjiyogeneze izin verir, bu da daha
fazla glikoz alimina izin verir. HIF ¢ogunlukla hipoksik kosullarda aktitken, VHL
kusurlu renal karsinom hiicreleri oksijenli ortamlarda bile HIF'in konstitiitif
aktivasyonunu gostermektedir (Nabi et al., 2018).

VHL ve HIF'in yakin etkilesime girdigi agiktir. Ilk olarak, VHL'de test edilen
tim RHK mutasyonlar1, proteinin HIF1A ifade miktarmi degistirme yetenegini
etkilemektedir.

Aktif VHL proteini olan normal hiicrede, HIF1A oksijen varliginda dahi
hidroksilasyon ile diizenlenmektedir. Demir, 2-oksoglutarat ve oksijen mevcut
oldugunda HIF tarafindan inaktive edilmektedir. HIF'nin hidroksilasyonu, pVHL igin
bir baglanma yeri olusturmaktadir. pVHL, bu proteinin proteazom tarafindan
bozunmasini saglayarak, HIF1A'nin poliubikiitinasyonunu yonlendirir. Hipoksik
kosullarda, HIF1A alt birimleri birikir ve HIF1B'ye baglanir. Bu HIF heterodimeri, her
ikisi de anjiyogeneze katilan proteinler olan VEGF ve EPO gibi proteinleri kodlayan
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genleri aktive eden bir transkripsiyon faktoriidiir. Anormal pVHL'li hiicreleri bu
dimerlerin olusumunu bozamaz ve bu nedenle oksijenli ortamlarda bile hipoksik gibi
davranirlar.

HIF, biiylime faktorlerinin merkezi kontrolorii olan mTOR ile de baglantilidir
(Scelo et al., 2014). Son zamanlarda HIF1A aktivasyonunun mTOR'u inaktive
edebildigi gosterilmigtir. HIF1A, VHL sendromunun organa 0zgii dogasini
aciklamaya yardimci olabilir. Teorik olarak herhangi bir hiicrede yapisal olarak
HIF1A’y1 aktive etmenin kansere yol agabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak VHL
sendromundaki bir hastada dahi sendromdan etkilenmeyen doku ve organlarda
HIFIAnmin VHL disinda diizenleyici genler tarafindan kontrol edilebildigi
gosterilmistir (Cowey & Rathmell, 2009). HIF1A ile etkilesime ek olarak VHL
proteini tiibiilin ile de birlesebilir. Daha sonra, mikrotiibiilleri stabilize ederek
uzatabilir. Bu fonksiyon, mitoz sirasinda igin stabilizasyonunda énemli bir rol oynar.
VHL'nin delesyonu mitoz sirasinda yanlis yonlendirilmis ve donen iglerde ciddi bir
artisa neden olur. VHL protein aktivitesinin kaybi, artan miktarda HIFIA'ya ve
dolayistyla VEGF ve PDGF dahil olmak {izere artmis anjiyojenik faktdr seviyelerine
yol agar (Karner et al., 2019). Ayrica, VHL - / - hiicreleri ile hiicre kiiltiirii deneyleri,
pVHL ilavesinin mezenkimalden epitelyal gegise neden olabilecegini gdstermistir. Bu
kanit VHL'nin hiicrede farklilasmis bir fenotipin korunmasinda merkezi bir rolii
oldugunu diisiindiirmektedir. VHL ile iliskili kanserler i¢in dnerilen hedefler arasinda
VEGF gibi HIF molekiiler yolunun hedefleri bulunmaktadir (Rosalie Fisher et al.,
2014) (Sekil 8).
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2011)

VEGEF reseptorii sorafenib, sunitinib, pazopanib ve son zamanlarda aksitinib
inhibitorleri FDA tarafindan onaylanmistir. MTOR inhibit6rii rapamisin analoglari
everolimus ve temsirolimus veya VEGF monoklonal antikor bevacizumab da bir
tedavi segenegi olabilecek potansiyel tasimaktadir (Grimm et al., 2010).
2.4.6.3 KATS5

Histon asetiltransferaz (HAT) olan KAT5, insanlarda KAT5 geni tarafindan

kodlanan bir enzimdir.

KATS

[ DNA Hasar Yanit1 Olusturulmasi ] [ApoptozisJ [Transkripsiyonel KontrolJ

Sekil-9 KATS5 geninin gorev aldig: yolaklar
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Moz, Ybf2 / Sas3, Sas2, KAT5 proteinleri (HIV-1 TAT) en biiyiik histon
asetiltransferaz ailesini olusturur ve tiim 6karyotlarda bulunmaktadir (Perez-Perri et
al., 2016). HAT'lar, histon ve histon olmayan proteinleri asetile ederek kromatin
yeniden sekillenmesi, transkripsiyon ve diger niiklear siireglerin diizenlenmesinde
onemli roller oynamaktadir (Sekil 9). KAT5 proteini, DNA onarimi ve apoptozda rol
oynayan ve sinyal iletiminde dnemli bir rol oynadig: diisiiniilen bir histon asetilazdir
(Gorrini et al., 2007). Bu genin alternatif splicing ile ¢oklu transkript varyantlari
meydana gelmektedir. KAT5'in yapisi, bir asetil CoA baglanma domeinini ve MYST
baglanma alaninda bir ¢inko parmagi ve bir CHROMO baglanma alani igermektedir.
CHROMO alani, DNA onarimi i¢in Onemli olan KATS5'in kromatini baglama
yetenegine yardimci olmaktadir (Legube et al., 2002). KAT5 enzimi, DNA ile
baglanmay1 degistiren niikleozomdaki histonlar1 asetile etmek i¢in kullanilir.
Asetilasyon, histonlar lizerindeki pozitif yiikii notralize ederek, negatif yiiklii DNA'nin
baglanma afinitesini azaltmaktadir. KAT5'in {i¢ temel islevi; transkripsiyon, DNA
onarimi ve apoptozu diizenleme yetenegi olmasidir. E2F proteinleri ve c-Myc gibi
transkripsiyon faktorleri, proteinlerin ozellikle hiicre dongiisiine dahil olanlarin
ekspresyonunu  diizenleyebilmektedir. KATS, aktivitelerini  destekleyen bu
transkripsiyon faktorlerinin genleri tizerindeki histonlari asetillemektedir (Hejna et al.,
2008). KATS5, ataksi telanjiektazi mutant (ATM) protein kinaz regiilasyonu ile
DNA'nin onarimi ve hiicresel fonksiyonun normale donmesi i¢in 6nemli bir enzimdir.
ATM protein kinazi, DNA onariminda yer alan proteinleri fosforile eder ve aktive
eder. Bununla birlikte, islevsel olabilmesi icin ATM protein kinazinin KATS5 proteini
tarafindan asetillenmesi gerekir (Sun et al., 2005). KATS5 eksikligi, ATM protein kinaz
aktivitesini baskilar ve bir hiicrenin DNA'sin1 diizeltme yetenegini azaltmaktadir.

KATS5; ayrica TRRAP geni i¢in bir kofaktor gorevi gérmesinden dolayr DNA
onarim stirecinde de calisir. TRRAP, kirik ¢ift sarmalli DNA dizilerinin yakininda
kromatine baglanarak DNA'nin yeniden modellenmesini gelistirmektedir (Hejna et al.,
2008). KATS5 bu tanimaya yardimci olmaktadir.

P53'iin, DNA hasarindan sonra hiicre apoptozuna neden oldugu iyi
bilinmektedir. P53'iin KATS5 tarafindan asetilasyonu ile hiicre 6liimii indiiklenir (Kim
etal., 2007). Bu nedenle, KAT5 eksikligi, DNA's1 hasar gérmiis hiicrelerin apoptozdan

kaginmasina ve boliinmeye devam etmesine izin verir. KAT5'in tanisal veya terapotik
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yaklasimlar icin yararli bir hedef olmasini saglayan bir¢ok klinik 6nemi vardir.
Dolayisiyla, KAT5; kanserleri, HIV’i ve norodejeneratif hastaliklar1 diizenlemeye
yardimci olur. Yukarida belirtildigi gibi KAT5, p53 gibi tiimor siipresorlerinin
onarilmasina yardimci olur. KATS ayrica metastaz ve malignite ile baglantilidir
(Legube et al., 2002).

KATS5 ‘in dogrudan ilgili oldugu kanserler; kolon kanseri, akciger kanseri, meme
kanseri, pankreas, mide kanseri, metastatik melanom kanserleridir.

Calismalar ayrica KAT5 ifadesinin artmasmin kemoterapinin  tiimor
biiyiimesini durdurma yetenegini artirdigini ve kombinasyon tedavilerinde potansiyel
biyobelirte¢ oldugunu gostermektedir (Kim et al., 2007) . Ancak KATS5, her zaman
anti-kanser etkiye sahip degildir. insan T hiicresi lenfotropik viriis tip-1 (HTLV) gibi
kansere neden olan viriislerin proteinlerinin aktivitesinide artirabilir, bu durum l6semi
ve lenfomaya neden olabilir. Ayrica KAT5, rahim agz1 kanserinden sorumlu viriis olan
insan papilloma viriisii (HPV) ile reaksiyona girer (Legube et al., 2002). KAT5'in
etkiledigi diger proteinler de kansere yol agabilirler. Ornegin, bir transkripsiyon
faktorii olan asir1 eksprese edilmis E2F1, melanom gelisiminde rol oynar. KAT5'in gen
ifadesinin kanser gelisimindeki genel roliinii agik¢a ortaya ¢ikarmak igin daha fazla
arastirmaya ihtiyac vardir (Sun et al., 2005).

KAT5 ve CDK®&’in HIF1A transkripsiyonun bir boliimiinii diizenleyerek,
hipoksi sirasinda kanser hiicrelerinin sag kalimi ve proliferasyonuna katki sagladigi
gosterilmistir. KATS, DNA hasar cevabi sinyallerini modiile eder ve onkogenler

tarafindan uyarilan timor gelisimini etkisiz hale getirebilmektedir.

HIPOKSI
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Transkripsiyon
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Sekil-10 BHTRHK’da KATS5 (TIP60) geninin hipoksi yolagindaki etkisi (Perez-
Perri et al., 2016)
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Bu durum KATS5 protein komplekslerinin, kromatin ¢ift zincir kiriklarinin
tamirinde 6nemli bir role sahip oldugunu gostermektedir. KAT5 komplekslerinin
kaybu, ¢ift zincirli DNA kiriklarinin birikimine yol agmaktadir (Hejna et al., 2008).
pVHL ile birlikte KAT5 p53‘iin trans aktivasyonunda da gorev almaktadir. Ayrica
KATS5, HIF1A ile birlikte RNA polimeraz II ile etkilesime girerek KATS5
transkripiyonunda diizenleyici etki gostermektedir (Sekil 10) (Perez-Perri et al., 2016).
KATS ile ilgili yapilan ¢alismalar, bu proteinin meme kanseri, mide kanseri, prostat
kanseri gibi ¢ok farkli kanser tipleriyle baglantili oldugunu gdéstermektedir.

2.4.7. Berrak Hiicreli Tip Renal Hiicreli Karsinom’da Heterojenite

Darwin’in ortaya koymus oldugu evrimsel dallanma ve cesitlilik kanser
hiicreleri i¢in de benzerdir. Tarihsel olarak yapilan 6nciil ¢alismalar gosterdi ki;
BHTRK olduk¢a heterojen yapida bir hastaliktir. Yakin tarihte yapilan ¢aligmalarda
ise bu yiiksek heterojenitenin tek bir hastadaki tiimoér dokusunun kisimlari arasinda
bile olabilecegini gostermektedir (Marco Gerlinger et al., 2015). Timor yapisindaki
bu farklilik hastaligin tiplendirilmesinde tek bir biyopsi Ornegininin yetersiz
kalacagini, bir tiimor dokusunun farkli bolgelerinden elde edilen orneklerin
aragtirtlmasinin ve alt guruplama yapilmasinin daha saglikli olacagini gostermektedir.
Alt gruplar aras1 yapilan ¢alismalarda tiimoriin farkli iki kismindan alinan 6rneklerin
mutasyonlari incelendignde sadece 50%’lik bir benzerligin oldugu ortaya ¢ikarilmistir
(M Gerlinger & Gore, 2012). Tiimériin alt gruplari arasindaki mutasyon miktar ve
cesitleri analiz edilerek filogenetik yaklasim ile belirlenebilmektedir. Ornegin;
anneden ve babadan gelen her iki allelde de stop kodonu ile sonlanan baz degisimi
mutasyonu (Truncate mutasyon) diger somatik mutasyonlara gore daha sik
goriilmektedir. Tlimor yapisindaki alt gruplarin tespit edilmesi, hastaligin tedavisinde
oldukga yarar saglayabilmekte olup hastaligin anlagilmasinda yol gosterici niteliktedir.
Timor alt gruplart arasinda olusan mutasyon deseni VHL 3p kromozom kaybi
temelinde ortak olsa da, her bir alt grup 6rnegin 9p ve 14q delesyonu ya da farkli
somatik mutasyonlari ihtiva etmesiyle farklilik gostermektedir (M Gerlinger & Gore,
2012). Ayrica her, hastada tiimor i¢i alt gruplarin barindirdigi mutasyon farkliliklar
hastaligin prognozunu yakindan etkilemektedir. Heterojenitenin ¢ok yiiksek olmasi
hastaligin tedavisinde bireye 6zgii tedavi modellemesinin 6nemini yeniden agiga

¢ikarmaktadir.
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2.5 miRNA’larin Yapi ve Biyogenezi

MiRNA’lar 1990’11 yillarda kesfedilmis olsa da, 2000°’li yillardan sonra, hiicre
molekiiler biyolojisi ve kanser ile ilgili arastirmalarda miRNA molekiillerinin 6neminden
bahsedilmeye baglanmistir. MiRNA’larin kesfine kadar gecen siireg igerisinde, genomda
bulunan kodlamayan bélgelerin fonksiyonu bilinmemekteydi. Bu yiizden ¢ogu bilim
insanin kabul ettigi tabirle, kodlama yapmayan gen bolgeleri “cop” DNA olarak
adlandirilmaktaydi. Giinlimiizde ise, bu bolgelerin biiylik ¢cogunlugunun miRNA’lar
kodladigi agik ve net olarak kanitlanmigtir. MiRNA’lar, 17-25 niikleotid biiytlikligiinde,
mRNA  kodlamayan, c¢ogunlukla gen ekspresyonunun post-transkripsiyonel
diizenlenmesinde gorev alan ve tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan molekiillerdir (Park et
al., 2011). MiRNA’larmn hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi, strese karsi cevap,
apoptozis, immiinite ve transkripsiyonel diizenleme gibi hemen hemen tiim hiicresel
fonksiyonlarda rol aldiklar1 ve bu yolaklarin durdurulmasi ya da bozulmasinin da kanser
olusumu ile iligkili oldugu bilinmektedir (Lu et al., 2005). Boylece, miRNA’larin timor
gelisiminde hem onkogen hem de tiimor baskilayicit fonksiyon gosterdikleri ortaya
¢itkmaktadir. Darwinist model ile uyum gosteren miRNA’larin canli yasaminda tistlenmis
olduklar1 diizenleyici gorev; onlarin evrimsel siiregte tiirler arasinda yap1 ve fonksiyonel
degisiklik olmaksizin korunmasma neden olmustur. Ornegin; miR90 ailesi, balik ve
memelilerde yapi, islev ve fonksiyon olarak aynidir.
2.5.1. miRNA’ larin Biyogenezi

Primer transkript olan primer miRNA (pri-miRNA)’'nin RNA polimeraz II
(RNA pol 1) tarafindan transkripsiyonu, niikleusta pri-miRNA’nin prekiirsér miRNA
(pre-miRNA)’ya dontisimii ve sitoplazmada olgun (fonksiyonel) miRNA’larin
olusturulmasi olmak iizere birbirini izleyen {ic basamakli islem siireci sonucunda
miRNA’lar olugsmaktadir (Lee et al., 2003). Pri-miRNA, ¢ekirdek i¢erisinde RNAaz I1
enzimi tarafindan genomik DNA {izerindeki ilgili genlerden sentezlenmektedir ve 500-
3000 baz ciftine sahip olup “cap’® ve “poli A” kuyrugundan olusan sap - ilmik
yapilarindan olusmaktadir (Sekil 11). Cekirdekte pri-miRNA, RNAaz Il enzim
ailesinin bir endoniikleaz1 olan Drosha ve kofaktorii Pasha (DGCRS8) tarafindan
yaklasik olarak 70 niikleotid uzunlugunda olan pre-miRNA’ya doniistiiriilmektedir
(Lee et al., 2003). Pre-miRNA molekiilii bir niiklear tasima reseptorii olan Exportin 5
ve niiklear bir protein olan RAN-GTP’ye bagimli sekilde sitoplazmaya taginmaktadir.
Sitoplazmada pre-miRNA, transaktivasyondan sorumlu RNA baglayicit protein
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(TRBP) ve Dicer enzimi tarafindan kesilerek, bir zinciri kilavuz miRNA, diger zinciri
ise kilavuz miRNA ile eslesen diziyi barindiran ¢ift zincirli molekiil olusmaktadir. Bu
¢ift zincirli molekiiliin daha kararli olan kilavuz zinciri, RNA ile uyarilan susturma
kompleksi olan RISC kompleksinin i¢ginde yer alan ve bir RNAaz olan Argonaute’nin
(Ago2) etkisiyle RISC kompleksi ile birlesip hedef mRNA dizisinin inhibisyonuna
neden olmakta veya translasyonunu engellemektedir, yolcu zincir ise RISC kompleksi
tarafindan pargalanmaktadir (Luo et al., 2019).

MiRNA’lar hedef mRNA molekiiline kismi ya da tam komplementerlik
gostererek baglanabilmektedir. Hedef mRNA’nin translasyona ugramayan 3' bolgesi
(3'UTR) ile miRNA c¢ekirdek dizisi arasindaki komplementerligin seviyesi
miRNA’nin hedefini hangi seviyede ve nasil baskilayacagini belirtmektedir (Park et
al., 2011).

miRNA Geni

Pri-miRNA I P J [ I 3 L
5 Drosha ;
Cekirdek l ~Pasha
Pre-miRNA |7 & :
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Rizobozom \/—\ / \
Y o . — fre——
W
,\f\/ ORF RISC RISC RISC
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Sekil-11 miRNA biyogenezi (Zhao & Srivastava, 2007)
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2.5.2 miRNA’lari Kanser Ile iliskisi

MiRNA’lar islevsel olarak hedef genlerin mRNA’larimin 3'UTR bolgesine
baglanarak mRNA degredasyonu ya da translasyonel inhibisyon yoluyla gen
ekspresyonun diizenlenmesini saglamaktadir. MiRNA’larin mRNA’lara baglanma
ozelliklerine dayanarak yapilan hesaplamalar, her bir miRNA nin yaklasik 100 farkli
mRNA’y1 hedefleyebildigini teorik olarak ortaya koymaktadir.

Bir¢ok kanser tiirtinde etkili olan onkogen ve tiimor supresor genlerin, 3'UTR
bolgelerine baglanan miRNA’larin sayisi ve c¢esidinin bu bdlgede belirlenen
varyasyonlar sonucunda degistigi gozlenmektedir. Bu sekilde spesifik 3'UTR genotipi
iceren kanser hastalarinda 3'UTR’ye baglanan miRNA’larin sayisinin ve ¢esidinin
degismesi, etkili genin mRNA’sin1 destabilize ederek kanser gelisiminin tetiklendigi
distiniilmektedir (White et al., 2011).

Insanlarda mRNA’nin  fonksiyonu, miRNA tarafindan translasyonun
baslangicinin baskilanmasi, translasyonun uzama fazinin baskilanmasi ve poli(A)
kuyrugunun kisalmasi gibi basamaklarda diizenlenmektedir. Protein kodlayan genleri
etkileyen amplifikasyon, translokasyon, delesyon, nokta mutasyonlar ve epigenetik
mekanizmalar kanserli hiicrelerde miRNA nin da fonksiyonunu etkilemektedir. insan
miRNA’lariin yaklasik %50’si, DNA {izerinde kanserle iliskili genomik bolgelerden
ve kromozomlarda bosluklar, kiriklar olusmast ve kromozomlarin yeniden
diizenlenmesi sonucu meydana gelen hassas ve kirilgan bolgeler olarak tanimlanan,
kromozomlar iizerinde lokalize olmus frajil bolgelerden kodlanmaktadir. Bu durum,
miRNA’larin bugiine kadar agiklanamayan biyolojik olaylarda yer alan hedef
molekiiller olabilecegini diisiindiirmektedir (Juan et al., 2010).

Giliniimiize kadar farkli kanser tiplerinde miRNA ekspresyon diizeyindeki
degisiklikleri tanimlayan bir¢ok ¢alisma gerceklestirilmistir. Genom genelinde yapilan
calismalar mMiIRNA’larin tiimorigenez siiresince olan rollerini destekler nitelikte olup,
bu molekiillerin kanserle iligkili genomik bolgelerde lokalize oldugunu ve degisen
derecedeki ekspresyonlarinin onkogen ve tiimor supressor gen fonksiyonu ile ilgili
oldugunu gostermektedir. Kanserlesme siirecinde bazi miRNA’larin  hiicre
proliferasyonunu arttirirken, digerlerinin azalttigi bildirilmektedir. MiRNA’larin bu
iki sinifi kanser gelisiminde onkogenler ve timdr supressor genler gibi merkezi bir rol

oynamaktadir. MiRNA’larin biiyiik cogunlugunun kanserli hiicrelerde diisiik seviyede
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eksprese oldugu ifade edilmektedir. Normal dokularda, bu miRNA’larin bazilarinin
proto-onkogenlerin inhibe ettigi (mRNAlarin 3' ucunu hedef alarak) bildirilmistir. Bu
nedenle bu miRNA’lara “tiimor supressor miRNA’lar (TS-miR) denmektedir (Lee et
al., 2003). Ciinkii bunlarin normal fonksiyonlari, onkogenlerin ekspresyonlarini
kontrol altinda tutmaktir. Bazi miRNA’larin ise kanserli hiicrelerde yiiksek
seviyelerde eksprese olduklart belirlenmigtir. Bu miRNA’lar ise oncomiR’ler (onco-
miR) olarak tanimlanmaktadir. MiRNA’larin birden fazla potansiyel hedefleri oldugu
igin, hiicresel durumuna gore bir miRNA, TS-miR ya da onco-miR 6zelligi

gosterebilmektedir.
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2.5.3 Berrak Hiicreli Tip Renal Hiiceli Karsinom’da miRNA’lar
BHTRHK gelisiminde miRNA’lar oldukga etkilidir. Hipoksi yolagida dahil

olmakla birlikte bircok molekiiler yolakta diizenleyici gérev almaktadirlar (Sekil 12).

lot-7 family, miR-106ab, miR-122

miR-15ab, miR-16, miR-17
miR-185, miR-20a, miR-224

mIR-122, miR-150
mlR17 miR-20a, miR-93, miR-106ab
mlR21 miR-223, miR-224

miR-320abcd, miR-142-3p miR138, miR-203
miR7, miR-139 m’:“&?‘,z"#,’;‘“‘” JR-214, miR-221 miR-10ab, miR-221
miR-150, miR+15ab i y miR-494, miR-660 miR- m-Sp miR-720
miR-16, miR-185 N
By @ HIFa HIFB
i) HIFB miR-10a, miR-138
3 s
lot-7 family, miR-106ab P300/CBP miR-30ace, miR-378,

miR-15ab, miR-16, miR-17
miR-185, miR-20a, miR-21
miR-224, miR-486-5p
miR-497, miR-93

miR-200abe, miR-429
miR-203, miR-204 A7
miR-378, miR-422a
miR-494

miR-138, miR-199-3p
miR-200abc, miR-203
H214, miR-221
miR-429, miR-494
miR-532-5p

miR-125b, miR-138

miR-1246, miR-125a-5p
miR-199-3p, miR-200abe

miR-203, miR-204, 17214
miR-218, miR-221, miR-363
mIR-378, miR 4223
mIR-429, miR-494
miR-502-3p, miR-532-5p

miR-106ab, miR-1270
miR-17, miR-20a, miR-21
miR-223, miR-224, miR-25
miR-320abcd, miR-486-5p
miR-92ab, miR-93

/@

IVEGF| | TGF |

miR-422a, miR-429, miR-494

—JR«ml{

[n.s]

miR-1246
miR-138 [POGFB] | EPO | |GLUT-1|
miR-2000
miR-203 \
miR-218
mn 22 S
miR-125b
miR-378
miR-1246, miR-13¢  MIR-422
miR-200a, miR-204
miR-30abcde, miR-335
miR-378, miR422a
miR-532-3p, miR-660
3K RAS
l '
RAF
20 4 miR-1246, miR-1250-5p
MEK miR-125b, miR-199-3p
! miR-200abc, ml! 20
AT || ERK | | miR-204, 214, miR-218

let7 family, miR-130b
miR-15ab, miR-150
miR-155, miR-16, miR-185
miR-197, miR-21, miR-25
miR-28-3p, miR-320abcd
miR-7, miR-766, miR-92ab

miR-30abcde, mlR 335
miR-378, miR-422a, miR-429
miR-494, miR-502-3p
miR-509-3p, miR-532-3p

miR-199a-5p
miR-200a
miR-214

miR-199-3p, miR-200bc
miR-203, miR-218, miR-221
miR-429, miR-494, miR-502-3p

'

Translasyon

\‘B/errak Hiicreli Tip Renal
Hiicreli Karsinom

Sekil-12 RHK’da etkili olan miRNA’lar (White et al., 2011)

39

miR-1246,
m € miR-214,
PT0S6K || EIF4E || 4EBP1 |

‘ miR-494

miR-138, miR-199-3p
miR-203, miR-378
miR-422a
miR-532-3p
miR-532-5p




2.5.3.1 miR-22

MiR-22 baslangigta HelLa hiicrelerinde (rahim agzi kanseri hiicrelerinden
tiiretilen bir hiicre hattinda) tamimlanmustir. Ancak, daha sonra farkli dokularda ifade
edildigi belirlenmistir. MiR-22'yi kodlayan gen, kromozom 17'nin kisa kolunda
lokalizedir. Sempanze, fare, sican, kopek ve at dahil olmak iizere birgcok omurgali
tirtinde olduk¢a korunmus halde bulunmaktadir. MiR-22’nin bu koruma diizeyi
islevsel 6nemini gostermektedir. MiR-22'nin ilk olarak eritrosit olgunlagsmasinda rol
oynadig1 tespit edilmistir (Gong et al., 2019). Bircok miRNA diizensizliginin
onkogenezde rolii oldugu daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir. MiR-22'nin prostat
kanserinde asir1 ifade edildigi, ancak meme Kkanseri, multiple miyelom ve
hepatoselliiler karsinomda az ifade edildigi bilinmektedir. MiR-22 ekspresyonu,
birden fazla meme kanseri veri setinde sagkalim ile iligkiliydi. Spesifik olarak miR-
22, bir timor baskilayict olarak islev gorebilir. Bilinen hedeflerinden biri kanser
gelisiminde kritik bir rolii oldugu bilinen histon deasetilaz 4'tir (HDAC4). Mir-22
ayrica Myc Baglayici Proteini (MYCBP) de hedefler. Bu, c-MYCBP'yi susturmak
suretiyle c-Myc hedef genlerinin transkripsiyonunu onler. Bununla birlikte, c-Myc,
pozitif bir geri besleme dongiisiinde miR-22 ekspresyonunu da inhibe eder. Bu kontrol
mekanizmasi inaktive oldugunda kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olabilir (Hu et
al., 2020).
2.5.3.2 miR-138

Insan genomunda miR-138’yi kodlayan iki gen bolgesi vardir ve bunlar ayni
kromozom {izerinde bulunmazlar. MiR-138-1 geni 3p21.3'te ve miR-138-2 ise,
kromozom 16ql13 iizerinde bulunur. Yetiskin farelerde miR-138-1 sadece beyin
dokusunda eksprese edilir. ifadesi beyin boyunca esit degildir. MiR-138-2, tiim
dokularda eksprese edilir. MiR-138"in tanimlanmasindan bu yana yapilan ¢aligmalar
ile canli yapisinda tstlendigi bir dizi gérev ve farkli gen hedefleri tespit edilmistir.
Ayrica, ¢esitli kanser tiirleri ile iliskisi tespit edilmistir (Girgis et al., 2012).
HIF1A ile iliskisi; kanser hiicrelerindeki anahtar diizenleyicilerden biri olan HIF1A,
miR-138'in bir hedefi olarak gosterilmistir. HIF1A iizerindeki diizenleyici etkisi
BHTRHK’nin molekiiler al yapisinin aydinlatilmasinda c¢alisilmas:t gereken bir
mMIiRNA olmasina neden olmaktadir (Song et al., 2011).
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2.5.2.3 miR-223

MiR-223 miyeloid gelisiminde 6nemli fonksiyonlari olan hematopoietik
spesifik bir miRNA'dir. Eritrositik farklilasmanin baskilanmasi ile iligkili olmasina
ragmen, graniilositik farklilasmanin desteklenmesinde 6nemli bir rol oynar. MiR-223
yaygin olarak hepatoselliiler karsinomda ve losemide baskilanir. Daha yiiksek miR-
223 ekspresyon seviyeleri, midenin mukozaya bagli lenfoid dokusunun ekstranodal
marjinal zon lenfoma ve tekrarlayan yumurtalik kanseri ile iligkilidir. Bazi kanserlerde
miR-223 ifade azalmasi, daha yiiksek tiimor yiikii ve kotii prognostik faktorlerle
iliskilidir. MiR-223 ayrica romatoid artrit, sepsis, tip 2 diyabet ve hepatik iskemi ile
iligkilidir (Luo et al., 2019).

MiR-223 baslangigta biyoinformatik analiz ile tanimlandi ve daha sonra
hematopoietik sistemin bir pargasi olarak karakterize edildi. Geni, miyeloid genine
benzerdir ve miyeloid transkripsiyon faktorleri olan PU.1 ve C/EBPa proteinleri
tarafindan diizenlenebilir.

MiR-223, AU bakimindan zengin elementleri barindiran farkli transkript
grubunu segici olarak hedefler. Daha spesifik olarak, RhoB mRNA'sinin miR-223’in
hedefi oldugu dogrulanmistir. miR-223 ayrica FBXW?7 proteininin ekspresyonunu
diizenleyerek siklin E aktivitesini arttirir. Ozellikle miR-223"in asir1 ekspresyonu,
endojen siklin E proteininin ve ifade seviyesini arttirirken FBXW7 mRNA seviyelerini
azaltir (Zhang et al., 2020).

MiR-223’in ifadesi, hepatoseliiler karsinom, kronik lenfositik 16semi, akut
lenfoblastik 16semi, akut miyeloid 16semi, gastrik MALT lenfoma ve niikseden
yumurtalik kanserinde yaygin olarak baskilanir (Xiao et al., 2019).

MiR-223, hiicre dongiisii ilerlemesinin ve ardindan miyeloid farklilagsmasinin
onlenmesine yol acan E2F1'in translasyonunu bloke eder. Akut miyeloid 16semi
(AML)’de miR-223 ifadesi azalir ve bdylece E2F1 asir1 ekspresyonuna yol agar.
E2F1'in asir1 ekspresyonunun, hiicreleri transformasyona yatkin hale getiren
onkojenik bir olay oldugu gosterilmistir. AML'de miR-223 roliiniin bir gostergesi olsa
da, kronik lenfositik ve akut lenfoblastik 16semide bu miRNA fonksiyonu hakkinda
hala ¢ok az sey bilinmektedir. MiR-223 ifadesinin azalmasi daha yiiksek timor yiikii
ve kot prognostik faktorlerle iliskilendirilmistir (Karner et al., 2009).
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Gastrik MALT lenfoma ve niikseden yumurtalik kanseri gelisiminde, miR-223 ifade
artisinin etkili oldugu gosterilmistir.
2.6. Biyoinformatik

Disiplinlerarasi bir bilim alan1 olarak biyoinformatik, biyolojik verileri analiz
etmek ve yorumlamak i¢in biyoloji, bilgisayar bilimi, bilgi miithendisligi, matematik
ve istatistik bilim dallarim birlestirir. Biyoinformatik, biyolojik sorgularin
matematiksel ve istatistiksel teknikler kullanilarak silico analizlerinde kullanilmasidir
(Nobile et al., 2017). Ayrica, bilgisayar programlama metodolojilerinin bir pargasi
olarak biyoinformatik, biyolojik ¢alismalar1 kullanan ve ozellikle genomik veriyi
kullanan nicel bir analiz perspektifi sunmaktadir. Yaygin kullanimlar1 arasinda aday;
NGS (Next Gene Seqencing) sonuglarinin anlamlastirilmasi, genlerin ve tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP'ler) tanimlanmasi yer alir. Niikleik asit ve protein dizileri
icindeki proteomik adi verilen organizasyonel prensiplerin etkilesim analizleri de
siklikla kullanilan alanlardandir (Oliver et al., 2015).

Tarihsel olarak Paulien Hogeweg ve Ben Hesper 1970 yilinda biyotik
sistemlerde bilgi siireglerinin incelenmesine biyoinformatik analizle basvurmusturlar.
Bu tanim biyoinformatigi biyolojik sistemlerde kimyasal islemlerin incelenmesi adina
biyokimyaya paralel bir alan olarak yerlestirmistir.

Normal hiicresel aktivitelerin farkli hastalik durumlarinda nasil degistigini
incelemek i¢in biyolojik veriler, bu aktivitelerin kapsamli bir resmini olusturmak tizere
birlestirilmelidir. Bu nedenle, biyoinformatik alani ¢esitli veri tiirlerinin analizini ve
yorumlanmasini igerecek sekilde gelismistir. Biyokimyasal perspektif, zamanla
yapisina niikleotid ve amino asit sekanslari, protein iriinleri, protein yapilar1 ve
etkilesimlerini katmistir (Jiinemann et al., 2017).

Biyoinformatigin getirmis oldugu yaklagimlar;
1. Cesitli bilgilere etkin erisim, yonetim ve kullanim saglayan bilgisayar
programlarinin gelistirilmesi ve uygulanmasi,
2. Biiyiik veri kiimelerinin arasindaki iliskileri degerlendiren yeni algoritmalarin ve
istatistiksel yontemlerin gelistirilmesi. Ornegin, bir genin bir sekans icindeki yerini
belirleme, protein yapisini ve / veya fonksiyonunu tahmin etme ve protein dizisi ile

ilgili sekanslarin yapisina gore gruplama yontemleri,
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3. Biyoinformatigin temel amaci biyolojik siireglerin anlagilmasini arttirmaktir. Ancak
elde ettigi bir analiz sonucunu tiim canli yapilarina uygulayamaz. Bu durumdan dolayi,
her biyolojik data anlamlagtirilabilmesi adina kendi ig¢inde bir takim yeni algoritma ve
modellemeler olusmak zorundadir.

Ornekler: Oriintii tanima, veri madenciligi, makine 6grenme algoritmalar1 ve
gorsellestirme. Genom dizilimede dizi hizalamasi, hastalikla iliskili aday gen bulma,
genomlar arasi karsilastirma, ilag tasarimu, ilag kesfi, protein yap1 eslestirmesi, protein
yap1 tahmini, gen ekspresyonunun tahmini ve protein-protein etkilesimleri, genom
capinda iliski ¢aligmalari, evrimin modellenmesi yer almaktadir.

Biyoinformatik biyolojik verilerin yOonetimi ve analizinden kaynaklanan
bicimsel ve pratik problemleri ¢6zmek icin veri tabanlari, algoritmalar, hesaplama ve
istatistiksel teknikler ve teorilerin olusturulmasini ve gelistirilmesini gerektirmektedir
Son yillarda, genomik ve diger molekiiler arastirma teknolojilerindeki hizli gelismeler
ile bilgi teknolojilerindeki gelismeler, molekiiler biyoloji ile ilgili kapsamli bilgi
iiretmek i¢in bir araya getirilmistir.

Biyoinformatikteki yaygin faaliyetler arasinda DNA ve protein dizilerinin
haritalanmas1 ve analizi, DNA ve protein dizilerinin karsilagtirilmasi1 ve protein
yapilarinin 3 boyutlu modelleri olusturulmasi ve goriintiilenmesi yer almaktadir.

Biyoinformatik, biyolojik hesaplamaya benzemesine ragmen farkli olan bir
bilim alanidir. Ancak, genellikle hesaplama biyolojisinin es anlamlis1 olarak kabul
edilir. Biyolojik hesaplama, biyolojik bilgisayarlar olusturmak i¢in biyomiihendislik
ve biyolojiyi kullanirken, biyoinformatik biyolojiyi daha 1yi anlamak i¢in hesaplamay1
kullanir. Biyoinformatik ve hesaplamali biyoloji, biyolojik verilerin, 6zellikle DNA,
RNA ve protein dizilerinin analizini igerir. Biyoinformatik alaninda, 1990'larin
ortalarindan baglayarak, biiyiik 6l¢iide bir bilyiime (insan Genom Projesi ve DNA
sekanslama teknolojisindeki hizli ilerlemeleri nedeniyle) yasanmustir.

Anlaml1 verilerin liretilmesi i¢in biyolojik verilerin analizi, grafik teorisi, yapay
zeka, bilgi islem, veri madenciligi, goriintii isleme ve bilgisayar simiilasyonundan
algoritmalar kullanan yazilim programlarinin yazilmasini ve calistirilmasini igerir.
Algoritmalar sirayla ayrik matematik, kontrol teorisi, sistem teorisi, bilgi teorisi ve

istatistik gibi teorik temellere dayanir.
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Veritabanlari biyoinformatik arastirma ve uygulamalari i¢in gereklidir. Cesitli
bilgi tiirlerini kapsayan bir¢ok veri tabani bulunmaktadir: 6rnegin, DNA ve protein
dizileri, molekiiler yapilar, fenotipler ve biyolojik c¢esitlilik. Veritabanlar1 ampirik
veriler (dogrudan deneylerden elde edilir), tahmin edilen veriler (analizden elde edilir)
veya en yaygin olarak her ikisini i¢erebilir. Veriler belirli bir organizmaya, yolaga veya
ilgili molekiile spesifik olabilirler. Alternatif olarak, diger bir¢cok veritabanindan
derlenen verileri de igerebilirler. Bu veritabanlar1 bi¢cimlerine, erisim mekanizmalarina
ve herkese agik olup olmadiklarina gore degisir (Jiinemann et al., 2017).

En sik kullanilan veritabanlarindan bazilar1 asagida listelenmistir.

e Biyolojik dizi analizinde kullanilan veri tabanlari: Genbank, UniProt

e Yapi analizinde kullanilan veri tabanlari: Protein Veri Bankasi1 (PDB)

o Protein Aileleri ve Motif Bulmada kullanilan veri tabanlari: InterPro, Pfam

e Yeni Nesil Sekanslama i¢in kullanilan veri tabanlari: Sekans Okuma Arsivi

e Ag Analizinde kullanilan veri tabanlari: Metabolik Yol Veritabanlar1 (KEGG,

BioCyc)

e Sentetik genetik devrelerin tasariminda kullanilir: GenoCAD

Biyoinformatik yaklagimin bir diger avantaji genlerin multimodal (¢ok yonlii)
incelenmesine olanak saglamasidir. Multimodal yaklagimlar, bir genin ifadesel
Olclimiinii bunun proteinsel karsiligimi ve sonuglarin global veri bankalarinda
modellenmesini icerir. Bu yaklasim 6zelden genele olabilecegi gibi, genelden yani
global veriden spesifik bir hasta verisine dogru yapilabilmektedir. Bu yaklasimla
hastaligin prognozu, tedavi modelinin etkinligi gelisimi ve hastaligin heterojenitesinin
ayirt edilebilmesi hakkinda ¢ok daha fazla bilgiye sahip olurken, biyoinfomatik
hesaplamalar ile nicel degeri kuvvetli data elde edilmektedir. Bir diger yaklasim olan
genetik ag analizleri ise, hastaligin analizlenmesinde biiyiikk 6nem tasimaktadir. Ag
analizlerinin temelinde protein-protein etkilesimi (PPE) vardir. Kanser supresor
genlerinden onkogenlere kadar her genin islevsel yolunun detayli analizine olanak
saglamaktadir. Yapilan biyoinformatiksel modellemeler ile de olas1 ag yapilar tespit
edilerek hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesi miimkiin kilinmaktadir. PPE diger
analizlere gore, daha kapsamli ve karmasik alt birimlerden olugmaktadir. Iyi bir analiz
icin mutlak bliyiik veri bankalarinda veri madenciligi yapilarak olasi tim alt

modellemeler hesaplamaya dahil edilmelidir. Hataya acik bir sistem olmakla birlikte,
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elde ettigi sonuglarin islevselligi ilaca yonelik etkin tedavide oldukga basarilidir.
STRING veritabani PPE’de aktif olarak kullanilan ulusal alanda kabul gérmiis bir PPE
analiz veri tabani olarak hizmet vermektedir. Biinyesinde ¢ok sayida veri bankasinin
verisini bulundurmaktadir (Croft et al., 2011).

Genler arasi etkilesim ve sinyal yolaklarmin etkisi, PPE ¢ok daha anlamli bir
perspektif kazandirmaktadir. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
genler arasi etkilesim ve sinyal yolaklarinin anlasilmasinda kullanilan ulusal kabul
gormiis bir veri bankasidir. Bu g¢alismalara ek olarak transkripsiyon faktorlerinin
tespiti ve bu faktorler arasi iligkinin tespiti ¢aligmalarin biitiiniinde biiyiik bir yer
tutmaktadir (Kanehisa et al., 2012).

Sonug olarak, bir caligmanin kalitesi sonuca ulasilirken alt yapisinda yapilan analiz
cesitliliginin giiciine gore belirlenmektedir. Sadece mutasyon taramasini ya da sadece
mRNA diizeyini iceren caligmalar, BHTRK gibi heterojenitesi yiiksek hastalik
gruplarinda hastaligin gelisimi, prognozu ve tedavi etkinliginin degerlendirilmesinde
ciddi sinirlar olusturmaktadir.

2.6.1. Global Veri Bankalar

2.6.1.1. GEO Data

Gene Expression Omnibus (GEO), MIAME uyumlu veri gonderimlerini
destekleyen bir genel fonksiyonel genomik veri deposudur. Bu veri tabanina DNA dizi
ve dizi tabanli veriler kabul edilir. Kullanicilarin deneyleri sorgulamalarina ve verileri
indirmelerine ve gen ifadesi profillerini incelemelerine yardimci olacak araglar
saglanmigtir (Z. Wang et al., 2018).

Deneysel kosullar arasinda farkli sekilde eksprese edilen genleri tanimlamak
icin iki veya daha fazla 6rnek grubunun karsilastirilmas: amaciyla GEO2R adinda ki
sistemin igeriginde gdmiilii bir data analiz programi mevcuttur. Sonugta, genler dnem
sirasina gore olusturulan bir tablo olarak sunulmaktadir.

GEO veritabani, yiiksek verimli gen ifadesini ve diger fonksiyonel genomik
veri setlerini argivleyen ve serbestce dagitan uluslararasi bir kamu deposudur. 2000
yilinda gen ekspresyonu ¢aligmalar i¢in diinya ¢apinda bir kaynak olarak olusturulan
GEO, hizla degisen teknolojilerle gelistirildi. Giliniimizde GEO, genom
metilasyonunu, kromatin yapisin1 ve genom-protein etkilesimlerini inceleyenler de

dahil olmak iizere, bircok veri uygulamasi i¢in yiiksek verimli verileri yapisina dahil
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etmektedir. GEO, ham veriler, islenmis veriler ve agiklayict meta veriler dahil olmak
tizere bir¢ok kritik calisma 6gesinin saglanmasini belirten topluluk kaynakli raporlama
standartlarin1  desteklemektedir. Veritabanlar1 yalnizca on binlerce ¢alisma ig¢in
verilere erisim saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda kullanicilarin kendi ilgi alanlarina
uygun verileri bulmalarini, verileri gorsellestirmelerini ve analiz etmelerini saglayan
web tabanl araglar ve stratejiler sunmaktadir.

GEO DataSets: Kullanicilar, ilgi ¢ekici g¢alismalar1 arastirmak igin bu
veritabanini kullanmaktadir. Veri tabani, tiim tedarik¢inin sagladigi Platform, Sample
ve Series kayitlarinin yan sira gen ifadesi DataSet kayitlarini depolar. Bulgular, her
bir kayit i¢cin unvan, 6zet, organizma ve katilimin yan sira ilgili verilere baglantilar
icermektedir. GEO DataSets arama arayiizii http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/
adresinde mevcuttur veya http://www.tr adresindeki NCBI ana sayfasindaki ana arama
kutusundan agilan veritabanlari meniisiinden segilebilir. Ncbi.nlm.nih.gov/.2.GEO
Profiller: Kullanicilar, bu veritabanin1 genlerin ifade profillerini aramak igin
kullanmaktadir (Sekil 13).

A) GEO ana sayfasi

23 NCBI  Resources (¥ How To %) Sign in to NCBI

GEOHome | Documentation + = Query & Browse ~ ‘mail GEO

(COVID-18 is an emerging, rapidly evolving situation
3 Get the latest public health information from CDC: hitps.//www.coronavirus,gov..
~ Get the latest research from NIH: hitps:/wwy nih gov/coronavirs.
Find NCBI SARS-CoV-2 literature, sequence, and clinical content hitps:/fwww nchi nlm nih aov/sars-cov-2/

Gene Expression Omnibus @o

GEQ is a public functional genomics data repository supporting MIAME-compliant data submissions. Array- and
sequence-based data are accepted. Tools are provided to help users query and download experiments and curated
gene expression profiles.

Search

Getting Started Tools Browse Content

verview Search for Studies at GEO DataSets Repository Browser

Search for Gene Expression at GEO Profiles

Search entation Series. G

Analyze a S Platforms

Samples

Information for Submitters

Login to Submit MIAME Standards

Guidelines for

GEO Publications
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B) GEO veri bankasi iizerinden gen ifade verilerinin a¢ilmasi

GEO Hom( Al Resources & Browse v  Email GEO
Chemicals & Bioassays
DNA & RNA COVID-18 is an emerging, rapidly evolving situation,
health i tion from CDC:

ot 7 o Get the latest research from NIH: hiips /v nih govicoronavinus
Domains & Structures Find NCBI SARS-CoV-2 literature, sequence, and clinical content. hitps //www ncbi nim nih govisars-cov-2/

Genes & Expression

BioSystems

Genetics & Medicine »
b > Database of Genotypes and
G SONOmes 5 ape *  Phenotypes (dbGaP)
eNe | Homology * EUtites
Literature * | Gene
GEOisa G b Gene Expression Omnibus
PU  Proteins B ata submissions. Array- and
od Gene Expression Omnibus Bicas iicadnion dna cikoia
5eqUENCe-E gooance Analysis » | ©EO ad experiments and cural
gene expres . %
axonomy Gene Expression Omnibus. Keyword or GEO Accession Search
Training & Tutorials » 0O) Datasets
Variation »  Gene Expression Omnibus
(GEO) Profiles
Getting Started Genome Workbench Browse Content
Overview HomolnGens fies at GEO DataSets Repository Browser
Map Viewer
FAQ Je Expression at GEO Profiles DataSets 4348
Online Mendelian Inheritance
About GEO DataSets in Man (OMIM) focumentation Series: £ 133007
About GEO Profiles RefSeqGene Iy with GEO2R Platforms: 21169
About GEO2R Anall e & Data Vi Track
ou nalysis nome Data Viewer Tracks a
% All Genes & Expression Samples: 3090191
How to Construct a Query Resources fccess
How to Download Data FTP Site
Information for Submitters
Login to Submit Submission Guidelines MIAME Standards

Update Guidelines Citing and Linking to GEO
Guidelines for Reviewers

GEO Publications

C) BHTRHK aramasi sonrasi iligkili veri setlerinin goriiniimii

Platform: GPL16791 17 Samples

Download data: TXT

Series  Accession: GSE149005 1D: 200149005
PubMed  Similar studies ~ SRA Run Selector

HIF-1a and HIF-2a differently regulate tumour development, metabolism and inflamma
12. cell renal cell carcinoma in =]

(Submitter supplied) Mutational inactivation of VHL is the earliest genetic event in the majority of clear cell

renal cell carcinomas (ccRCC), leading to accumulation of the HIF-1alpha and HIF-2a transcription factors.

While correlative studies of human ccRCC and functional studies using human ccRCC cell lines have

implicated HIF-1a as an inhibitor and HIF-2a as a promoter of aggressive tumour behaviours, their roles in

tumour onset have not been functionally addressed. more...

Organism Mus musculus

Type: Expression profiling by high throughput sequencing

Platform: GPL21103 39 Samples

Download data: TAB

Series  Accession: GSE150983  ID: 200150983

SRA Run Selector

Malignant melanotic Xp11 neoplasms exhibit a clinicopathological spectrum and gene expres

(Submitter supplied) We employed RNA sequencing-based clustering analysis to better understand the
relationship of this unique entity to its closest histopathologic and immunophenotypic counterparts, including
ASPS, conventional PEComa, and Xp11 translocation RCC

Organism Homo sapiens

Type: Expression profiling by high throughput sequencing

Platform: GPL20301 51 Samples

Download data: TXT

Series  Accession: GSE150474  1D: 200150474

SRA Run Selector

Expression data from patients with different stages of clear cell renal cell carcinoma
14. (Submitter supplied) Clear cell renal cell carcinoma is the most common type among kidney cancers,
accounting for 80% of all kidney cancer cases and over 30% of patients have at the time di
is diagnosed. The process od epithelial-mesenchymal transition is crucial for the development and progression
of cancer, and here we wanted to check the expression of genes on different stages of tumor pregression, and
find which of them changes significantly with increased grade.
Organism Homo sapiens
Type: Expression profiling by array
Platform: GPL17692 60 Samples
Download data: CEL, CHP
Series  Accession: GSE150404  1D: 200150404
Analyze with GEO2R

Expression data of renal cancer cell treated with Oncolytic virus VSVd51 and Kadcyla

15. (Submitter supplied) We propose a strategy to boost the therapeutic efficacy of Oncolytic therapy by combining
it with Kadcyla The mechanism of action was examined by microarray analysis using the Affymetrix Human
PrimeView Array.
Organism Homo sapiens
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D) Bir veri setinin icerigi

Scope: [self v Format: [HTML _~] Amount: [Quick v| GEO ion: [GSE36139 ("ee™|
Series GSE36139 Query DataSets for GSE36139

Status Public on Mar 20, 2012

Title SNP and Expression data from the Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE)

Organism Homo sapiens

Experiment type  Expression profiling by array
Genome variation profiling by SNP array

Summary This SuperSeries is composed of the SubSeries listed below.
Qverall design Refer to individual Series
Citation(s) Barretina J, Caponigro G, Stransky N, Venkatesan K et al. The Cancer Cell Line

Encyclopedia enables predictive modelling of anticancer drug sensitivity. Nature
2012 Mar 28;483(7391):603-7. PMID: 22460905

Submission date  Feb 28, 2012

Last update date Mar 13, 2018

Contact name Nicolas Stransky

E-mail(s) stransky@broadinstitute.org

URL http://www.broadinstitute.org/ccle
Organization name Broad Institute

Department Cancer Program

Lab Levi Garraway

Street address 7 Cambridge center

City Cambridge

State/province MA
Z1P/Postal code 02118
Country USA

Platforms (2) GPL15308 Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array [Brainarray
Version 15.0.0, HGU133Plus2_Hs_ENTREZG]

GPL15315 Affymetrix Genome-Wide Human SNP 6.0 Array

Samples (1864)  GSM886835 1321N1
# More.. GSM886836 143B
GSM886837 22Rvi

This SuperSeries is composed of the following SubSeries:
GSE36133 Expression data from the Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE)
GSE36138 SNP array data from the Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE)

Relations
BioProject PRINA152953

lyze EO2R

Download family Format
SOFT formatted family file(s) SOFT

E) GEO2R iizerinden elde edilen verinin R dokiimam

GEOZR  Value distributior pions | Profile graph || R script

X000 00000 X dj=fdralogtr

x =TRUE,
("GPLI101",

Sekil-13 GEO veri bankasi kullanimi

Veritabani, DataSet kayitlarindan tiiretilen gen ekspresyon profillerini saklar.
Elde edilenler arasinda gen adi, DataSet adi ve bu DataSet'teki her bir Numune

boyunca o genin ifade degerlerini gosteren bir kii¢iik resim bulunur. Deneysel baglam,
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bu genin deneysel kosullar arasinda farkli sekilde ifade edilip edilmedigini hemen
gormeyi miimkiin kilmistir. GEO data analizleri sonrasinda elde edilen sonuglarda 5

ayr parametre elde edilir (Tablo 6) .

Tablo-6 GEO data analiz sonucu elde edilen veri tiirleri.

di P.Val Coklu test i¢in ayardan sonra P degeri. Bu siitun genellikle sonuglari yorumlamak
adj.P.Va
! icin birincil istatistik olarak onerilir. En kiiciik P degerlerine sahip genler en

giivenilir olanlardir.

P.Value P degeri

t Denetimli t-istatistigi (yalnizca iki grup Ornek tanimlandiginda kullanilabilir)
Genin farkli sekilde ifade edildigi B-istatistigi veya log-olasiliklar: (sadece iki 6rnek
B grubu tanimlandiginda kullanilabilir)
logFC Log2 kat degisimi (sadece iki 6rnek grubu tanimlamali kullanilabilir)
Denetimli F-istatistigi, tim ¢ift-bazli karsilagtirmalar i¢in t-istatistiklerini o gen i¢in
F genel bir anlamlilik testinde birlestirir (sadece ikiden fazla Ornek grubu

tanimlandiginda kullanilabilir)

2.6.1.2. TCGA Data

Kanser Genom Atlas1 (TCGA), genom dizilimi ve biyoinformatik kullanarak
kanserden sorumlu genetik mutasyonlar1 kataloglamak i¢in 2006 yilinda baslatilan bir
projedir. TCGA, kanserin genetik temelini daha iyi anlayarak teshis etme, tedavi etme
ve Onleme yetenegini gelistirmek icin yiiksek verimli genom analiz teknikleri
uygulamaktadir.

TCGA, Ulusal Kanser Enstitlisii'niin Kanser Genomikleri Merkezi ve ABD
hiikiimeti tarafindan finanse edilen Ulusal Insan Genomu Arastirma Enstitiisii
tarafindan denetlenmektedir. TCGA ¢alismalarina 2006 yilinda ti¢ yillik bir pilot proje
ile baglamistir. Proje kapsaminda glioblastoma, akciger ve yumurtalik kanserinin
karakterizasyonuna odaklandi. Caligmalarin odak noktas1 2009 yilinda, 2014 yilina
kadar 20-25 farkli tiimor tipinin genomik Karakterizasyonunu ve sekans analizini
icermektedir (Brooks et al., 2014). Giiniimiizde TCGA 20,000'in iizerinde hasta
verisini ve 33 kanser tiirlinii kapsayan merkezi bir kanser genomik veri bankasi olarak
giincel halini almigtir. Kullanilan molekiiler yontemler arasinda gen ekspresyon

profili, kopya sayis1 varyasyon profili, SNP genotipleme, genom DNA metilasyon
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profili, miRNA profili ve en az 1.200 genin ekson sekanslamasi yer almaktadir.
TCGA, en az 6.000 aday gen ve miRNA dizileri de dahil olmak iizere bazi tiimorlerin
tiim genomlarini dizilemektedir.

Gegmis 10 yilda, TCGA 2.5 petabayttan fazla genomik, epigenomik,
transkriptomik ve proteomik veriyi yapisina dahil etmistir. Kanseri teshis etme, tedavi
etme ve 6nleme kabiliyetimizde gelismelere yol acan veriler, aragtirma toplulugundaki

arastirmacilara acik kaynak olarak sunulmaktadir (Sekil 14).

INTTE)) NATIONAL CANCER NsTITUTE
GDC Data Portal

Harmonized Cancer Datasets
Genomic Data Commons Data Portal
Get Started by Exploring:

B Projects xploration é | Analysis & Repository

i
. i
Q e.g. BRAF, Breast, TCGA-BLCA, TCGA-A5-A0G2 '

Data Portal Summary pata Reeass 240 - May 072020

PROJECTS PRIMARY SITES CASES

Ties @ 67 & 84.031
FILES GENES MUTATIONS
[570.844 §22.872 # 3.142.246
GDC Applications
The GDC Data Portal Is a robust data-driven platform that allows cancer
researchers and bioinformaticians to search and download cancer data for analysis. The GDC applications include:
E B =] 2 = =2 fig]
Data Portal Webste ap| Data Transter Tool Documentation Data Submission Portal Legacy Archve Publications

Sekil-14 TCGA veri bankasinin anasayfa goriintiisii

2.6.1.3. cBioportal

Kanser genomik verileri i¢in cBioPortal orijinal olarak Memorial Sloan
Kettering (MSK) Kanser Merkezi'nde gelistirilmistir. Genel cBioPortal sitesi,
MSK'daki Molekiiler Onkoloji Merkezi tarafindan arastirmacilara sunulmaktadir
(Sekil 15). CBioPortal yazilimi artik GitHub araciligiyla bir agik kaynak lisansi1 altinda
bulunmaktadir. Yazilim simdi MSK, Dana Farber Kanser Enstitiisii, Toronto'daki
Prenses Margaret Kanser Merkezi, Philadelphia Cocuk Hastanesi, Hollanda'daki Hyve
ve Ankara'daki Bilkent Universitesi'nden olusan ¢ok kurumlu bir ekip tarafindan
gelistirilmekte ve siirdiiriilmektedir. Kanser Genomigi icin cBioPortal, ¢cok boyutlu
kanser genomik veri kiimelerinin etkilesimlerinin ve 6zelliklerinin arastirilmasi igin

acik erisimli, acik uglu bir kaynaktir. cBioPortal'in amaci, biiyiik 6l¢ekli kanser
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genomik projelerinden molekiiler profillere ve klinik &zelliklere hizli ve yiiksek
kalitede erisim saglayarak karmasik genomik veriler ve kanser arastirmalar1 arasindaki
engelleri dnemli 6l¢iide azaltmaktir (Manuscript, 2014).

Portalda; mutasyonlari, DNA kopya numarasi verilerini, gen ifade degerlerinin log2
veya dogrusal kopya numarasi verilerini, mRNA ve miRNA ifade verilerini depolar
ve saklar. Protein seviyesi ve fosfoprotein seviyesi verileri (RPPA veya Kkiitle
spektrometresi bazli), DNA metilasyon verileri ve tanimlanmamais klinik veriler yine
arastirmaciya sunulan veri tiirleri arasindadir (Chakravarty et al., 2017).

.::’CBiOPOI'tEI. DataSets WebAPl RMATLAB Tut ebinars FAQ News Visualize Your Data About Login
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Sekil-15 cBioportal veri tabani anasayfa goriintiisii

cBioPortal, TCGA gibi biiyiikk konsorsiyum g¢abalarinin yani sira bireysel
laboratuvarlardan yaymnlar1 barindiran biiyiik 6l¢ekli kanser genomik veri setlerini
aragtirmak i¢in bir analiz aracidir. Bir grup hastada bir dizi kanser tiirinde genomik
degisiklikleri hizli bir sekilde gorebilir, hayatta kalma analizi gerceklestirilebilir ve
grup karsilastirmalart yapilabilir.
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2.6.1.4. KEGG

KEGG, hiicre, organizma ve ekosistem gibi biyolojik sistemin iist diizey
fonksiyonlarin1 ve faydalarimi, molekiiler diizeydeki bilgilerden, o6zellikle genom
dizilimi ve diger yiiksek verimlilikle iiretilen biiyiik Olgekli molekiiler veri
kiimelerinden anlamlagtirmak icin kullanilan bir veritabani kaynagidir (Sekil 16).

Etkilesim, reaksiyon ve iligki aglarinin molekiiler baglanti semalar1 (sistem
bilgileri) ile entegre olan genlerin ve proteinlerin molekiiler yapi taglarindan (genomik
bilgi) ve kimyasal maddelerden (kimyasal bilgi) olusan biyolojik sistemin bilgisayar
diline dontstiiriilmiis veri bankasi olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu analiz programi,

biyolojik sistemi bozan hastalik ve ilag bilgileri icermektedir (Kanehisa et al., 2012).
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Copyright 1995-2020 Kanehisa Laborataries

Sekil-16 KEGG anasayfa goriintiisii

KEGG veritaban1 1995 yilindan beri Kanehisa Laboratories tarafindan
gelistirilmektedir ve genom dizilemesi, diger yiiksek verimli deneysel teknolojiler
tarafindan Tretilen biiyilk o©lcekli molekiiler veri setlerinin entegrasyonu ve
yorumlanmasi i¢in 6nemli bir referans bilgi tabanidir (Z. Wang et al., 2018).

KEGG, on sekiz veritabanindan olusan entegre bir veritabani kaynagidir. Web
sayfalarmin renk kodlamasi ile ayirt edilen sistem, genomik, kimyasal ve saglik

bilgileri olarak kategorize edilirler.
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2.6.2. Analiz Programlar
2.6.2.1. Ag Varyantlan

KEGG veri tabani igerisinde yolak analizleri ve bu yolaklar arasi etkilesimlerin
analiz edilebildigi bir arayiiz sunmaktadir. KEGG analizi ile farkli organizmalar
arasinda genlerin, genom yapilarinin korunmasina ve varyasyonuna odaklanarak
gelistirilmistir. KEGG yolak haritalarinin, BRITE hiyerarsilerinin ve KEGG
modiillerinin referans veri setlerini fonksiyonel ortologlar (KO) kavramui ile bir araya
getirilerek gelistirilmistir. Boylece KEGG yolak analizi ve diger prosediirler herhangi
bir hiicresel organizmaya uyarlanabilmektedir.

KEGG ag1, KEGG tarafindan sadece gen varyantlarinin degil, viriislerin ve
diger faktorlerin neden oldugu ag varyantlar1 agisindan hastaliklar ve ilaglar hakkinda
analiz yapabilme olanag: saglamaktadir.
2.6.2.2. Gene Ontology

Gen ontolojisi (GO), tiim tiirler arasinda gen ve gen {irlinlerini niteliklerinin
aralarindaki iligkinin nicel anlamda analiz edilmesinde 6nemli bir biyoinformatik
analiz arac1 olarak kullanilmaktadir. GO, ilk olarak 1998'de li¢ model organizmanin
genomlarini inceleyen bir aragtirmaci konsorsiyumu tarafindan insa edilmistir (Denny
et al., 2018) (Sekil 17). Drosophila melanogaster (meyve sinegi), Mus musculus (fare)
ve Saccharomyces cerevisiae (bira veya firinct mayasi) gibi diger birgok model
organizma genetik veri tabani, GO Konsorsiyumu'na katilmistir. GO sadece verinin
tanimlanmas1 degil, ayn1 zamanda verileri goriintiilemek ve uygulamak i¢in araglarin
gelistirilmesine de katkida bulunan bir veri bankasi olarak insa edilmistir. Birgok bitki,
hayvan ve mikroorganizma veri tabani bu projeye katkida bulunmaktadir. Temmuz
2019 itibariyle, GO 44.945 adet genomik veriyi icermektedir. 4.467 farkli biyolojik
organizmaya ait 6.408.283 molekiiler veriyi yapisinda bulundurmaktadir. GO'nun
gelisimi ve kullanimi hakkinda 6nemli bir literatiir vardir ve biyoinformatik tarafindan
standart bir ara¢ haline gelmistir. Biyoinformatiksel yaklasimin GO’sinde hedefledigi
tic basamak vardir: GO’si olusturmak, gen / gen iirlinlerine ontoloji iliskisi skoru

olusturmak ve ilk iki madde i¢in yazilim ve veritabanlar1 gelistirmektir.
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Sekil-17 GO anasayfa goriintiisii

GO genlerin ve gen {iriinlerinin islevine odaklanmaktadir. Biyoloji ve ilgili
alanlarda evrensel bir standart molekiiler terminoloji kullanilamamaktadir. Genetik
verninin kullanim1 bir tiire, arastirma alania ve hatta belirli bir arastirma grubuna
Ozgii olabilmektedir. Bu durum elde edilen bilginin bir araya getirilerek analiz
edilmesini zorlastirmaktadir. GO projesi, farkli ¢alismalardan saptanan gen iiriin
Ozelliklerini temsil eden tamimlanmig Vverilerin bir araya getirilmesine, analiz
edilebilmesine olanak saglamaktadir.
2.6.2.3. String

String, bilinen ve tahmin edilen protein-protein etkilesimlerinin incelendigi bir
veritabanidir. Bu veri tabani etkilesimler arasinda dogrudan (fiziksel) ve dolayl
(fonksiyonel) iligkiler; hesaplama tahmininden, organizmalar arasindaki bilgi
transferinden ve diger veritabanlarindan toplanan etkilesimlerden kaynak alarak
analizlerini gergeklestirmektedir. STRING veritaban1 su anda 5900 organizmadan
gelen 24.584.628 proteini kapsamaktadir (Croft et al., 2011).
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2.6.2.4. Reactome

Reactome; acik kaynakli, agik erisimli ve uluslararasi hakemli bir veritabanidir.
Sistemin temel amaci1 molekiiler ve Klinik arastirmalar i¢in; genom analiz verisi, Sistem
biyolojisi, molekiiler yolak verileri gibi birden fazla ve farkli verinin gorsellestirilmesi,
yorumlanmasi ve analizi i¢in Silico biyoinformatik araglarini kullanmaktir. 2003
yilinda kurulan Reactome projesi; Lincoln Stein, Peter D’Eustachio, Henning
Hermjakob ve Guanming Wu tarafindan yiitillen bir ¢alismadir (Croft et al., 2011)
(Sekil 19).
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Sekil-19 Reactome anasayfa goriintiisii
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Biyolojik bilgi son yillarda o kadar ¢ok sayida ve karmagik hale geldi ki, uzman
kisilerin dahi geleneksel yayin formatlarinda ve mevcut bilgi yonetimi araglariyla
bilgiyi yonetmesi imkansiz hale gelmistir.

Reactome, sinyal ve metabolik molekiillerin arasindaki iliskisel yapiy1 nicel
olarak analizyen ve biyolojik yollara, metabolik siireglere, dongiilere etkisini
modelleyerek hesaplayan bir veri tabanidir. Reactome veri modelinin ana birimi
molekiillerin kimyasal tepkisidir. Reaksiyonlara katilan yapilarin (niikleik asitler,
proteinler, kompleks molekiiller, asilar, anti-kanser terapotikleri ve kiigiik molekiiller)
arasinda bir biyolojik etkilesim ag1 olusturur ve bunlar1 yolaklar halinde gruplandirilir.
Reactome'daki biyolojik yollarin Ornekleri arasinda klasik ara metabolizma,
sinyalizasyon, transkripsiyonel diizenleme, apoptoz ve hastalik yapis1 bulunmaktadir.
2.6.2.5. miRTargetLink Human

miRTargetLink Human, insan miRNA-mRNA etkilesim aglarin1 ayrintili
bilgiler seklinde sunan bir veri tabamidir (Sekil 20). MiRTargetLink tarafindan
olusturulan etkilesim aglari, miRTarBasel'in (Stirim 6.0: 15 Eyliil 2015) en son
stirimiinde oldugu gibi olusturulan verilerden deneysel olarak dogrulanmis
etkilesimler igerir. Bu programda deneysel olarak dogrulanmis bu etkilesimlerin
yaninda, yanlis pozitif etkilesimler miRTargetLink yapisinda analiz edilmektedir.
Bunlar, tahmin edilen etkilesime katilmadigi deneysel olarak dogrulanmis

etkilesimlerdir.

miRTargetLink Human offers detailed information on human microRNA-mRNA interactions in the form of interactive %gm‘;:z
interaction networks. Perform a microRNA or target gene search in the search areas on the right to get started, or slororTes
view the manual.
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Sekil-20 miRTargetLink Human anasayfa goriintiisii
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miR TargetLink tarafindan olusturulabilen iki tiir ag vardir. Ilk ag tek bir gen
veya miRNA’nin genomdaki etkilesim kurdugu gen ve miRNA ‘larin arasindaki
iliskiyi analizler. ikinci ag ise birden fazla gen veya miRNA’ nin tek bir seferde analiz
edilmesini saglar. Analize sokulan her bir gen veya miRNA i¢in modelleme yapilarak
diigiim noktalar1 ve iliski katsayilar1 analizlenmektedir.

Bu veri bankasi sayesinde bir hastaliktan sorumlu geni hedef alan miRNA
tespitinden, bir hastaligin gelisiminden sorumlu oldugu diisiiniilen ¢ok sayida gen veya
miRNA yapisinin hastaligin gelisim yolagindaki etkilerinin derece biiyiikliiklerine
kadar hesaplamasi yapilabilmektedir.
2.6.2.6. TargetScan Human Predicts Biological Targets

TargetScan, her miRNA'min dizisi lizerindeki desenleri arastirarak
miRNA'larin biyolojik hedeflerini tahmin edebilen bir algoritmaya sahiptir (Agarwal
et al., 2015) (Sekil 21). Memelilerde tahminler, miRNA dizisinin kiimilatif agirlikli
baglam puanlart kullanilarak hesaplanir ve hedeflemenin skoru en yiiksekten diisiige

dogru 6ngoriilen etkinligine gére siralanir.

QT rgetScanHuman
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TargetScan predicts biclogical targets of miRNAs by searching for the presance of conserved Bmer, Tmer, and 6mer sites that match the seed region of aach mIRNA (Lewls et al, 2005). As an option, predictions.
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+ barcgoimitads

Sekil-21 TargetScan Human anasayfa goriintiisii

TargetScanHuman, UCSC tiim genom Vverileri tarafindan tanimlanan insan

genomundaki tiim 3 'UTR'leri ve ortologlariyla eslesmektedir.
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2.6.2.7. Gene Set Enrichment Analyze (GSEA)

Gen setleri arasinda istatistiksel bir farkin olup olmadigii analizleme
metodudur (Subramanian et al., 2005). Veri setleri arasida timor derecesi, invazyon
durumu, Fuhramn derecesi, niiks goriillip goriilmemesi gibi birgok biyolojik
parametrenin karsilastirilmali bilgisini sunar (Sekil 22). Bu metod hasta bilgilerine
gore olusturulan iki farkli grup arasinda analizleme yapar ve genlerin gruplar
arasindaki gen ifade farkliliklarin1 géstermektedir. Elde edilen sonuglar 95% giiven

araligindadir.
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Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) is a computational method that
determines whether an a priori defined set of genes shows statistically
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(e.g. phenotypes).
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Download the GSEA software and additional resources to analyze,
annotate and interpret enrichment results.

Explore the Molecular Signatures Database (MSigDB), a collection of
annotated gene sets for use with GSEA software. Gene Set Database

View documentation describing GSEA and MSigDB.

View guidelines for using RNA-seq datasets with GSEA.
License Terms

Use the GenePattern platform to run analyses, including classical GSEA

and a variation designed for single-sample analysis (SSGSEA). ‘GSEA and MSigDB are available for use under these license terms.

Please register to download the GSEA software, access our web tools, and
What's New view the MSigDB gene sets. After registering, you can log in at any time using
your email address. Registration is free. Its only purpose is to help us track

30-Mar-2020: MSigDB 7.1 released. New C3 sub-collections from the Gene N
usage for reports to our funding agencies.

Transcription Regulation Database and miRDB. Updated gene sets from
Reactome 72 and GO (as of Jan 15, 2020). Gene annatations updated to

Ensembl 99. See the release notes for details. G
8 To dite your use of the GSEA software, a joint project of UC San Diego and
28-Feb-2020: We've added a new integration to the NDExProject IQuery tool
on our Investigate Gene Sets page. To use it from a Gene Set just click on the Broad Institute, please reference Subramanian, Tamayo, et al. (2005, PNAS
g . page. , ] 102, 15545-15550) and Mootha, Lindgren, et al. (2003, Nat Genet 34, 267-
Advanced query 'Further investigate' link. 273)

20-Aug-2019: MSigDB 7.0 released. This is a major release that includes a

complete overhaul of gene symbol annetations, Reactome and GO gene sets,
and corrections to miscellaneous errors. See the release notes for more
information.

20-Aug-2019: GSEA 4.0.0 released. This release includes support for MSigDB
7.0, plus major internal updates for Java 11 support and performance
improvements. See the release notes fer more information.

Follow (YGSEA igDB.

Sekil-22 GSEA anasayfa goriintiisii

2.7. Biyoistatistik

Funding

‘GSEA and MsigDB are currently funded by a grant from NCI's Informatics
Technolegy for Cancer Research (ITCR)

m) Informatics Tecnnalogy for
Cancer Research

Biyoistatistik, biyolojide c¢ok c¢esitli konulara istatistiksel yOntemlerin
gelistirilmesi ve uygulanmasidir olarak tanimlanmaktadir. Biyolojik deneylerin
tasarimini, bu deneylerden verilerin toplanmasini, analizini ve sonuglarin

yorumlanmasini kapsamaktadir (Eloranta et al., 2020).
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Biyoistatistiksel modelleme ¢ok sayida modern biyolojik teorinin énemli bir
parcasini olusturmaktadir. Biyolojik ¢alisma yapan arastirmacilar gézlemleri sonucu
elde ettigi deneysel veriyi anlamak igin istatistiksel kavramlar1 kullanmistir. Bazi
genetik bilimcileri, yontem ve araglarin gelistirilmesinde istatistiksel ilerlemelere bile
katkida bulunmuslardir. Ornegin Gregor Mendel, bezelye ailelerindeki genetik
ayrisma modellerini arastiran genetik calismalara bagladi ve toplanan verileri
acgiklamak i¢in istatistik analizleri kullanmustir.

Arastimacilarin biyolojik verilerde istatiksel olarak anlamli sonuglar elde
ettiklerinin genel kaniti, saptadiklar1 p-degerleridir. Biyoistatistik analizlerde p-degeri,
sifir hipotezinin (HO) dogru oldugu varsayilarak, gézlemlenenden farkli sonuglar elde
etme olasiligi olarak adlandirilmaktadir. Bu analize hesaplanmis olasilik da
denmektedir. P-degerini gliven araligi (a) ile karistirmak arastirmacilar i¢in yaygin bir
hatadir, ancak o dnceden tanimlanmis bir esiktir. P, a'dan kiiciikse, sifir hipotezi (HO)
reddedilmektedir (Eloranta et al., 2020).

Biyolojik verilerin istatistik analizinde bir¢ok analiz tipi kullanilmaktadir.
Ormegin, RT-gPCR ve mikrodizilerde oldugu gibi RNA-Dizileme (RNA-Seq)
verilerinden genlerin ifade degerlerinin logaritmik karsilastirilmasi gerektirmektedir.
2.7.1. T testi

T-testi, test istatistiginin bir arastirmacinin sifir hipotezi altindaki t-dagilimini
takip ettigi herhangi bir istatistiksel hipotez testidir (Potochnik et al., 2018).

Test istatistigindeki bir dlgekleme teriminin degeri biliniyorsa, test istatistigi normal
bir dagilim1 takip ederse, en yaygin olarak bir t-testi uygulanir. Olgeklendirme terimi
bilinmiyorsa ve yerine verilere dayali bir tahmin verildiginde, test istatistikleri (belirli
kosullar altinda) dagilimini takip eder. T-testi, Ornegin, iki veri kiimesinin
ortalamalarinin birbirinden 6nemli Slglide farkli olup olmadigini belirlemek igin
kullanilabilir .

Ortalamadaki bir fark icin iki Ornekli t-testleri bagimsiz Ornekleri (eslenmemis
ornekleri) veya eslestirilmis Ornekleri icerir. Eslestirilmis t-testleri bir engelleme
seklidir. Eslestirilen birimler karsilastirilan iki gruba {iyeliginden bagimsiz olan ile
benzer oldugunda eslestirilmemis testlerden daha fazla giice sahiptir. Farkli bir
baglamda, bir gozlemsel c¢alismada farkli faktorlerin etkilerini azaltmak igin

eslestirilmis t-testleri kullanilabilir. Her durumda, sifir hipotezi altinda bir t dagilimin
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tam olarak takip eden veya yakindan takip eden bir test istatistigi i¢in formiil
verilmelidir. Ayrica, her durumda uygun serbestlik dereceleri verilmektedir. Bu
istatistiklerin her biri, tek orneklemli veya iki 6rneklemli bir test yapmak i¢in
kullanilabilmektedir (Ruxton, 2006).

T degeri ve serbestlik derecesi belirlendikten sonra, p-degeri, Student'in t-
dagilimindaki degerler tablosu kullanilarak bulunabilir. Hesaplanan p degeri
istatistiksel anlamlilik i¢in segilen esigin altindaysa (genellikle 0.10, 0.05 veya 0.01
seviyesi), o zaman sifir hipotezi alternatif hipotez lehine reddedilir.

2.7.1. Ki-Kare (X?)Testi

X? testi olarak da yazilan 'ki-kare testi' terimi, test istatistigi sifir hipotezi
altinda ki-kare olarak dagitildiginda gergeklestirilmesi gereken belirli istatistiksel
hipotez testleri tiirlerini ifade etmektedir. Distribution dagilimini takip eden test
istatistikleri, gdzlemler bagimsiz ve normal olarak dagitildiginda ortaya ¢ikar ve bu
varsayimlar genellikle merkezi limit teoremi altinda gerekg¢elendirilmektedir. Ciftlerin
gbzlemlerine dayanarak bir ¢ift rastlantisal degiskenin sifir bagimsizlik hipotezini test
etmek icin de X? testi kullanilmaktadir (Mchugh, 2013). 2X2 ‘lik karsilastirma
tablolarinda Fisher, 2XN ve NXN tablolarinda Pearson Ki-kare testi kullanilmaktadir.
'Ki-kare testi' terimi genellikle test istatistiginin dagilimmin asimptotik olarak X2
dagilimma yaklastigi, yani test istatistiginin (sifir hipotezi dogruysa) Orneklem
biiyiikliigii arttik¢a kare dagilimi gittikge daha net gortilmektedir.

Pearson'un ki kare testi, bir veya daha fazla kategorideki bir veya daha fazla
kategoride beklenen frekanslar ve gézlemlenen frekanslar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farkin olup olmadigini belirlemek igin kullanilmaktadir (Mchugh, 2013).

Bu testin standart uygulamalarinda gozlemler birbirini diglayan siiflara
ayrilmaktadir. Eger sifir hipotezi denilen sey dogruysa, gézlemlerden hesaplanan test
istatistigi X2 dagilimini takip etmektedir. Testin amaci, gozlenen frekanslarin sifir
hipotezinin dogru oldugunu varsayma olasiligini degerlendirmektir.

Fisher testi beklenmedik durum tablolarinin analizinde kullanilan istatistiksel
anlamlilik testi olarak kullanilmaktadir. Uygulamada, érneklem boyutlari kiigiikken
kullanilmasma ragmen, tiim orneklem boyutlar1 i¢cin gegerlidir. Mucidi Ronald
Fisher'dan isimlendirilmistir ve tam bir hipotezden (6rn. P-degeri) sapmanin 6nemi bir

yaklagima dayanmak yerine tam olarak hesaplanabileceginden, tam bir test sinifindan
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biri olarak kullanilmaktadir. Bu bir¢ok istatistiksel testte oldugu gibi, 6rneklem
biiyiikliigii sonsuza kadar biiyiidiik¢e sinirda kesinlesmektedir.
2.7.3. Korelasyon Testi

[statistiksel analizlerde, korelasyon veya bagimlilik, iki rastgele degisken veya
iki degiskenli veri arasinda nedensel olsun veya olmasin herhangi bir istatistiksel
iliskidir. En genis anlamda korelasyon herhangi bir istatistiksel iligkidir, ancak
genellikle bir c¢ift degiskenin dogrusal olarak iliskili oldugu dereceyi ifade eder
(Bishara & Hittner, 2012). Bagimli fenomenlerin tanidik ornekleri arasinda,
ebeveynlerin fiziksel durumlar ile yavrulart arasindaki korelasyon ve bir malin fiyati
ile tiiketicilerin satin almak istedigi miktar arasindaki korelasyon, talep egrisinde
gosterildigi gibidir.

Korelasyonlar faydalidir, ¢ilinkii pratikte 6ngoriicii bir iligskiyi gosterebilirler.
Resmi olarak, rastlantisal degiskenler olasilikli bagimsizligin matematiksel bir
Ozelligini  karsilamiyorlarsa bagimlhidirlar. Bununla birlikte, teknik anlamda
kullanildiginda korelasyon, test edilen degiskenler ve bunlarin beklenen degerleri
arasindaki birka¢ spesifik matematiksel islem tipinden herhangi birini ifade eder.
Esasen, korelasyon iki veya daha fazla degiskenin birbiriyle nasil iliskili oldugunun
Olgiistidiir. Korelasyon derecesini 6lgen, genellikle {\\ displaystyle \\ rho} veya {\\
displaystyle r} olarak gosterilen birkac korelasyon katsayist vardir. Bunlardan en
yaygin olani, sadece iki degisken arasindaki dogrusal bir iliskiye duyarli olan Pearson
korelasyon katsayisidir. Spearman'in siralama korelasyonu gibi diger korelasyon
katsayilar1 Pearson'dan daha saglam, yani dogrusal olmayan iligkilere daha duyarh
olacak sekilde gelistirilmistir (Bishara & Hittner, 2012).
2.7.4. Sag kalim Modellemesi

Sag kalim modellemesi hastaliklarin tanisal, prognostik ve tedavi siireglerine
etki eden her bir etkinin hastanin genel sag kalimi {izerine etkisini sayisal olarak analiz
edilmesidir. Heterojenitenin yiiksek oldugu BHTRK hasta grubunda hastaligin
tanimlanabilmesi ve uygun tedavi modellerinin se¢ilebilmesi adina yapilan sag kalim
modellemesi ¢aligmalar1 biiyilk 6nem arz etmektedirler (Bewick et al., 2004).
Modellemenin ana girdisi olay - zaman iligkisidir. Amag bir ya da daha fazla ortak
degiskenin olayin ger¢eklesmesine kadar gecen siiredeki etkisinin Ol¢lilmesidir. Bu

modellemede dikkat edilmesi gereken iki 6nemli husus vardir; dncelikle secilen olay

61



durumunun tiim hastalarda gozlemlenebilinir olmasidir (Ornegin; &liim, cerrahi
eksizyon, ilag uygulamasi v.b), ikincil olarak ise olay gerceklesene kadar gecen siirede
hastalarin yakin takipte tutulmasi gereklidir. Ayrica, hastanin modellemeye dahil
edilmeyen bir baska degiskeni ihtiva etmemesi gerekmektedir (Ornegin: Hastanizin
baska bir saglik kurulusundan yardim, tedavi ve ilag almasi v.b).

Bu fonksiyon sayesinde sag kalim modellemesinden elde edilen ham verinin
islenerek her bir degiskenin olay durumuna kadar gecen siiredeki etki oranini analizler.
Boylelikle hastalikla iliskili her bir parametrenin genel sag kalim {izerine etkisi tespit
edilmis olmaktadir (Bewick et al., 2004).

Modelin dogru c¢alisabilmesi ve elde edilen sonuglarin giivenirliliginin ytliksek
olmasi icin olay ¢ok iyi analizlenmelidir. Yapilan en biiyiik hata hastalarda olay
gerceklesmeksizin takipten ¢ikan hastanin ¢ikis tarihinin olay olarak sisteme
tanimlatilmasidir. Model, bu veriyi de olay olarak kabul ederek analiz yapar ve
sonuglarimizin hicbir giivenirliligi kalmaz (Bewick et al., 2004). Bu sorun ig¢in
gelistirilen bir diger sag kalim modelleme fonkiyonu Kaplan Meier (KM) yontemidir.
KM ydnteminin yapist, size hem olay1 hem de takipten ¢ikan hastalarinizin verilerini
sisteme tanitabilme 6zelligi sunmaktadir. KM’ nin farki sag kalimda hayatta kalmaya
%100 liik bir oran vererek olay1 ve kayip verili bilginin sag kalimina oranini ayr1 ayri
analizleyebilmesidir. Ancak KM iki yada daha fazla grup arasindaki sag kalim
oranlarmi kargilastiramaz (Ornegin; tedavi alan hasta grubu ve almayan hasta grubu,
seviye I ve seviye IV hasta grubu v.b). Gruplarin karsilastirilmasina olanak veren diger
metotlar mevcuttur.

Longrank testi, iki ya da daha fazla grup arasindaki sag kalim farkliliklarini
karsilagtirabilmektedir. Testin alt yapisinda KM’nin modellemesinde kullandigi
fonksiyonel yap1 temel alinmaktadir. Bu test sadece gruplar aras1 farki ortaya ¢ikarir,
gruplar arasindaki sag kalim durumlar1 hakkinda bilgi vermemektedir. Bir baska test
rekabetci risk modellemesidir ve daha spesifik analizlerde kullanilir. Ornegin olayimiz
oliim ise, bu test dliimi arastirdigimiz hastaliktan ya da etmenden dolayr m1 yoksa,
dolayl1 sebeplerden dolayr m1 oldugunu sisteme tanimlatmamizi saglar kiimiilatif risk
orani ile hastaligin etkisini diger testlere gore daha giivenilir olarak hesaplar (Bewick
et al., 2004).
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Cox oransal risk modeli, sag kalimda en ¢ok kullanilan modellerden biridir.
Bagimli degiskene ihtiyag duyan bu model her bir degiskenin regresyon kat sayi
analizini yaparak modele etki derecelerinin analiz edilmesine olanak saglar.

2.7.5. Delta CT Analizi

Gergek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) analizi
sonucunda elde edilen ham CT datas1 delta CT analiz metodu ile islenerek ¢calismlarda
kullanilabilecek sayisal degerlere doniistiiriiliir (Rao et al., 2013).

Xn = X0 (1 + EX )n esitligi ile tanimlanmaktadir. Bu esitlikte, “Xn”, n sayida
gerceklesen PCR dongiisii sonucunda olugan hedef molekiil sayisini, “X0”, hedef
molekiiliin  baslangig sayisini, “EX”, hedef molekiiliin amplifikasyonunun
verimliligini ve “n” de PCR reaksiyonunda ger¢eklesen dongii sayisini ifade
etmektedir. RT-gPCR deneylerinde, floresan sinyal miktarinin gozlemlenebilmesi i¢in
gereken minimum degeri (esik degerini) gectigi dongii sayisini ifade eden Ct (cycle
threshold) degeri; XT = X0 (1 + EX)CT,X = KX esitligi ile agiklanabilmektedir. Bu
esitlikte, “XT” ile hedef molekiiliin Ct sayisi, “CT,X” ile de hedef molekiiliin
amplifikasyonu i¢in gerceklesen dongii sayisi tanimlanmaktadir. “Kx” ise sabit
degerdir. Endojen kontrol i¢in de benzer bir esitlik s6z konusudur. Buna gore, RT =
RO (1 + ER) CT,R = KR esitliginde, “RT” ile referans molekiilin CT sayis1, “CT,R”
ille de referans molekiiliin amplifikasyonu i¢in gerceklesen dongii sayisi
tanimlanmaktadir. “KR” ise sabit degerdir. Hedef molekiiliin CT sayisinin, referans
molekiilin CT sayisina boliinmesi ile olusan, formiiliinden elde edilen sonug
ekspresyon degerini yani mutlak kantifikasyon degerini ifade etmektedir. Goreceli
kantifikasyon degerinin hesaplanabilmesi i¢in, XN = K (1 + E)-ACT esitliginden
yararlanilmaktadir. Bu esitlikte yer alan “XN” degeri 6rneklemin normalize edilmis
mutlak kantifikasyon degerini (XT/RT) ifade etmektedir. “ACT” degeri ise hedef
molekiiliin ve referansin esik dongiileri arasindaki farki (CT,X — CT,R) ifade
etmektedir. En son basamakta ise, “q” ad1 verilen bir 6rneklemin “XN” degeri (XN,q),
“cb” ad1 verilen bir kalibratoriin “XN” degerine (XN,cb) boliiniir. Elde edilen deger,
(ACT,q ACT,cb)’ye esit olup —AACT degeri olarak adlandirilmaktadir. 150 b¢’den
daha kiiclik olan amplikonlarda ve primer ve Mg2+ konsantrasyonlar: optimize
edilmis reaksiyonlarda “EX” degeri 1’e yakin oldugundan dolay1, 6rneklemin miktari

endojen kontrole ve relatif kalibratore normalize edilmektedir. Bu nedenle, reaksiyon
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sonunda elde edilen 6rneklem miktari 2-AACT olarak hesaplanmaktadir (Rao et al.,
2013).

2-AACT degerinin hesaplanmasindan sonraki asama, gen ve miRNA
ekspresyon seviyelerindeki degisimlerin, timoér dokularda normal dokulara gore kag
kat artt1g1 ya da azaldig: ile iligkilidir. Fold change (kat degisimi) olarak adlandirilan
bu hesaplamada, hastalarin normal bdbrek dokularindan elde edilen 2-AACT
degerlerinin ortalamasi alinarak, her bir hastaya ait tiimor dokudan elde edilen 2—
AACT degerinin, normal dokularin ortalama 2-AACT degerine boliinme islemi
gerceklestirilir. Bu islemin sonucundan elde edilen degerler ile her bir hedef gen ve
miRNA igin ayri olmak iizere fold change grafikleri ¢izdirilir. Bdylece, tiimor
dokularinda normal dokuya gore, analiz edilen hedef gen ve ilgili miRNA’larin
hangilerinin yiiksek eksprese (up-regiile), hangilerinin diisiik eksprese (down-regiile)
oldugu hesaplanir (Rao et al., 2013).

2.7.6. R Analizi

R, istatistiksel hesaplama ve grafik i¢in bir dil ve ortamdir. John Chambers ve
meslektaglar1 tarafindan Bell Laboratories'de (eski adiyla AT&T, simdi Lucent
Technologies) gelistirilen S dili ortamina benzeyen bir GNU projesidir. R, S'nin farkli
bir uygulamasi olarak kabul edilebilir. Bazi 6nemli farkliliklar vardir, ancak S i¢in
yazilan ¢ok sayida kod R altinda degistirilmemistir (Bivand et al., 2012).

R cok ¢esitli istatistiksel (dogrusal ve dogrusal olmayan modelleme, klasik
istatistiksel testler, zaman serisi analizi, siniflandirma, kiimeleme v.b) ve grafiksel
teknikler saglar ve oldukga genisletilebilir. S dili genellikle istatistiksel metodolojide
arastirma icin tercih edilen aractir ve R bu aktiviteye katilim i¢in Acik Kaynakl bir
yol saglamaktadir.

R’nin giiclii yanlarindan biri, gerektiginde matematiksel semboller ve
formiiller de dahil olmak iizere, 1yi tasarlanmis yayin kalitesinde grafikler iiretmenin
kolayligidir. Grafiklerdeki kii¢iik tasarim secenekleri i¢in varsayilanlara biiyiik 6zen
gosterilmistir, ancak kullanici tam kontrolii elinde tutmaktadir.

R, ¢ok ¢esitli UNIX platformlarini ve benzer sistemleri (FreeBSD ve Linux
dahil), Windows ve MacOS iizerinde derler ve calistirmaktadr.

R, veri isleme, hesaplama ve grafiksel goriintiileme i¢in entegre bir yazilim

araclar1 paketidir (Sekil 23). Arastirma kapsaminda global veri bankalarindan elde
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edilen ham datalar limma, biobase, GEOquery kran arayiizleri kullanilarak analiz
edilmistir (Sekil 24).

# Version info: R 3.2.3, Biobase 2.30.0, GEOquery 2.40.0, limma
3268
# R scripts generated Tue Apr 28 17:58:44 EDT 2020

B

# Differential expression analysis with limma
library(Biobase)

library(GEOquery)

library(limma)

# load series and platform data from GEO

gset <- getGEOQ('"GSE47109", GSEMatrix =TRUE, AnnotGPL=TRUE)
if (length(gset) = 1) idx <- grep("GPL570", attr(gset, "names")) else
idx =-1

gset <- gset[[idx]]

# make proper column names to match toptable
fvarLabels(gset) <- make names(fvarLabels(gset))

Sekil-23 R programi iizerinde GEO verilerinin ¢calistirilmasi icin kullanilan

paketler

0 Rstudio - 8 X
File Edt Code View Plots Session Buld Debug Profile Tools Help
L A Goto fiefuncto v Adgis » B project ore)
Console  Terminal «  Jobs A Enviconment  History  Connections =0
2 | 7 import Dataset + :/ Ust

>

> gset <- QetGEO("GSE47109", GSEMatrix =TRUE, getGPL=FALSE) 1 Gozal Environment v
Error in getGEO("GSE47109", GSEMAtrix = TRUE, GeTGPL = FALSE) : values
"getGe0” fonksiyonu bulunamadh

> if (length(gset) > 1) idx <- grep("GPLS70", attr(gset, "names”)) else fdx <- 1 fl Factor w/ 3 Tevels "60","al","&": 11111111
Hata: ‘gset’ nesnesi bulunamaci gsns AL ILX

> gset <- gset[[idx]] i 26L

Hata: ‘gset’ nesnesi bulunamadr Tabels e [1:2] 172

> : ST =

> # group naes for all samples in a series sl e [1:245) 1 2“3,.4 5 6 ,"sﬁg 10 T
> gsms <- paste( 11111111 000", snl chr [1:246] "60" "G0" "60" "60" "60" "G0" "G0" "GO
* . 00000000 0000000000000,

+ XXX XXX JOOO0000OC0000XX ",

+ * X00000COO0OOOOCONNNNK X",

+ OOX000CKXOOO0OK00 00X Fies Plots Pakages Help  Viewer =0
> snl < ¢() : o O Newrolder | © Delete ) Rename | More »

> for (i in 1:nchar(gsms)) { sml[i] <- substr(gsms,i,i) } 7N

> snl <- paste("c", sml, sep="") # set group names 3 home

> A Name Sze Modifed

s Se?‘l”‘;‘;:ghi::q‘“ V!;ﬁ‘)‘e" s ) Rhistoy 0 Dec26,2019,011AM
> sml <- sml[sel] Downloads

> gset <- gset[ ,sel] o

Hata: 'gset’ nesnesi bulunamadh i

> MedCalc

> & order samples by group P

> ex <- exprs(gset)[ , order(sml)]
error in exprs(gset) : "exprs" fonksiyonu bulunamadh Rockstar Games
> sml <- sml[order(snl)]
> f1 <- as.factor(sml)
> labels <- ¢("1","2%) Veri Kaynakdanm
>
> # set parameters and draw the plot
> palette(c("#dfeafs", "sfadfdf", "#aasscc”))
> dev. new(width=4+din(gset) [[2]1/5, height=6)
grror in dev.new(width = 4 + dim(gset)[[2]1/5, height = 6) :

‘gset’ nesnesi bulunamadt
> par (mar=c(2+round(max(nchar (samplexames(gset)))/2) ,4,2,1))
Error in samplenames(gset) : “samplenames” fonksiyonu bulunamadh
> title <- paste ("G5E47109", '/, annotation(gset), " selected samples”, sep ='')

ufik adh kiginin Not Defteriurt 1218 Feb 22 2019, 1:10AM

Ozel Offce Sablonlan

Sekil-24 GEO ham verisinin R iizerinde ¢alistirilma
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Global Veri Bankalarinin Taranmasi

Gene Expression Omnibus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), TCGA ve

cBioPortal veri bankalarinda "Clear Cell Renal Carcinoma” anahtar kelimeleri
kullanilarak yapilan taramalarda ¢ikan sonuglar incelenmistir. Tespit edilen ¢aligma
setleri icermis olduklar1 klinik verilerine (yas, evre, cinsiyet, kullanilan ilag, metastaz
durumu, ila¢ direnci, niiks v.b) ve veri tiirline (Gen ifade ve sekans verisi) gore
Klasifiye edilerek tek bir dosya halinde derlenmistir.
3.1.1. Aday Genlerin Tespiti

GEO, TCGA ve cBioportal ’dan saglanan klasifiye edilmis ekspresyon ve
mutasyon profilleri analiz edilmistir. GEO platformundaki verilerin analizi GEO2R
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/) sistemine uygunsa GEO2R iizerinden
yapilmustir. Calisma setlerinde verilen datanin gevrimigi analizi mevcut olmayanlarin
ham datas1 toplanarak R studio programi iizerinden Biocouductor cran ara yiiziinde
limma paketi kullanilarak analizlenmistir. Elde edilen veri sonuglarinin sadece GEO
tizerinden olmasi bir bias olusturmamasi i¢in elde edilen sonuglar The Cancer Genome
Atlas (TCGA) veri bankasinin verilerini de yapisinda bulunduran The cBioPortal for
Cancer Genomics (http://www.cbioportal.org/) ve Gen Expression Profiling
Interactive Analysis (http://gepia2.cancer-pku.cn/#index) ile karsilastirilmustir.
3.1.2. Aday Genleri Hedefleyen miRNA’larin Tespiti

GEO, TCGA ve cBioportal veri bankalarindan saptanan yeni aday gen ve
miRNA'larda; KEGG (https://www.genome.jp/kegag/) kullanilarak kanser gelisiminde

etkisi muhtemel sinyal yolaklarmm analizleri yapilmistir. Yine bu platformda
BHTRK’da kullanilan  kanser ilaglar1 ile iligkileri incelenmistir. GO
(http://geneontology.org/) kullanilarak (http://pantherdb.org/) sinyal yolagi analizleri

yapilmistir.

Protein-Protein Interaction Networks (String Version 11.0) (https://string-
db.org/) veri tabani kullanilarak biyobelirte¢ gen iiriinlerinin hastalik ve diger genlerle
iligkileri analiz edilmistir. TargetScan Human Prediction of miRNA Targets veri

tabani (http://www .targetscan.org/vert 71/) kullanilarak biyobelirte¢ olarak
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belirlenen miRNA'larin hangi genler ile etkilesim kurabileceginin skorlamasi
yapilmistir.

Tiim bu analizler sonucunda BHTRHK ile iliskisi en yiiksek derecede olan
potansiyel biyobelirtegler (Ug gen ve iic miRNA) belirlenmistir.

3.2. Aday Gen ve miRNA’larin Yolak Analizleri

MIRNA Pathway Dictionary Database (miRPathDB) (https://mpd.bioinf.uni-
sb.de/overview.html) kullanilarak hastalikla iliskisi belirlenen miRNA'larin sinyal
yolaklarmnin tizerideki etkilerinin analizleri yapilmustir.

Reactome veri tabanmi kullanilarak belirlenen aday genlerin yolak analizleri ve
matabolik gorevleri analizlenmistir.
3.3. Hasta Grubu

Mevcut ¢alisma kapsaminda, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji
Anabilim Dali tarafindan 01.01. 2005- 31.12.2016 yillar1 arasinda opere edilen
BHTRHK hastalarindan tiimoér ve normal dokular alinmistir. Aday biyobelirteg
calismalar1 sonucunda tespit edilen VHL, HIF1A, KAT5 genleri ve miR-22, miR-138,
miR-223 miRNA’larinin  timo6r gelisimi  ile ilgili ekspresyon seviyeleri
degerlendirilmistir. BHTRHK’da VVon HippleLindeu Sendromundan da sorumlu olan
VHL geninin sekans analizi ile mutasyon taramasi ve western blot yontemi ile protein
analizleri yapilmustir.

Bu amagla, 100 adet BHTRHK hastasinin parafinize edilmis tiimor ve normal
dokularma ait drneklere, Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dalr’nin arsivinden ulagilarak ve ilgili hastalarin dokularinin histopatolojik 6zellikleri
Do¢. Dr. Berna Aytagc Vuruskan tarafindan degerlendirilerek calismaya dahil
edilmistir. Belirlenen hastalarin klinik 6zellikleri, timdrlerin histolojik ve patolojik
ozellikleri, Patoloji Anabilim Dal1 hasta arsivinden elde edilmistir.

Planlanan tez calismasi ile ilgili olarak olusturulan tez projesi, Uludag
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu’nun OUAP(T)2017/3 sayih
proje numarasi ile kabul edilmistir. Calismaya dahil edilmesi planlanan BHTRHK
hastalarnin timér ve normal doku materyalleri, Bursa Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu’nun, 07 Subat 2017 tarihli 2017-1/23 numaral1 etik
kurul karar1 ile uygun bulunduktan sonra, Patoloji Anabilim Dali arsivinden temin
edildi.
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3.4. Gerecler
3.4.1. Kullanilan Aletler

Gene Amp PCR 9700 Thermocycler, Applied Biosystems, USA.
Spektrofotometre, Life Science Uv/Vis DU730, Beckman Coulter
LightCycler 48011, Roche Diagnostics, USA

Isiticili blok (DB-2A), Techne, England.

Santrifiij (Z-23), Hermle, Germany.

Santrifiij (22R), Beckman Coulter, Germany.

Plate santrifiijii, Thermo, USA.

Manyetik Karistirict (Vorteks), Velp Scientifica, Italy.

+ 4°C Buzdolabi, Alaska, Istanbul, Turkey.

-20°C Buzdolab1, Bosch, Istanbul, Turkey.

-80°C Buzdolab1, Niive, Istanbul, Turkey.

PCR UV kabini, Biosan, Latvia.

Pipet, (0.5-10 ul), Eppendorf, USA.

Pipet, (10-100 ul), Eppendorf, USA.

Pipet, (20-200 ul), Eppendorf, USA.

Pipet F2, (100-1000 pl), Thermo, USA.

C-DiGit® Blot Scanner.

Shakers, Biologix, USA.

Mini Gel Tank, Thermo Fisher, USA.

Elektroforez Gii¢ Kaynagi, EV202, USA.

Genomalab GeXP, Sekans cihazi, Beckman Coulter, German

3.4.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Biostic Paraffin Removal Reagent, MO BIO, USA.

RNeasy FFPE kiti (200 érneklik), Qiagen, USA.

miRNeasy FFPE kiti (200 6rneklik), Qiagen, USA.

Tagman High Capacity RNA to cDNA Master Mix, Applied Biosystems, USA.
Tagman MicroRNA Reverse Transkripsiyon Kiti, Applied Biosystems, USA.
Tagman MaturemiRs Assays, Applied Biosystems, USA.

Real Time Ready Catalog Assays, Roche Diagnostics, USA.
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e Tagman Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems, USA.

e Light Cycler 480 Probe Master, Roche Diagnostics, USA.

e Etanol, Merck, Germany.
3.5. Yontemler
3.5.1. Parafinize Edilmis Doku Orneklerinden RNA Elde Edilmesi

Operasyon sirasinda ¢ikartilan, dokularin formalin ile fikse edilip parafin
icerisine gomiilen ve ilgili patalog tarafindan degerlendirilen 100 BHTRHK hastasina
ait timor ve normal doku bloklarindan alinan kesitlerden ilk olarak RNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bu amagla, deney prosediirii kapsaminda, hastaya ait doku
orneklerinden bistiiri yardimiyla 0.2-0.5 cm kesilerek ependorf tiipler igerisine
almmigtir. Doku materyalleri, Biostic Parafin Removal Reagent (MO BIO
Laboratories, Carlsbad, CA) kullanilip, parafinden uzaklastirma islemine tabi
tutularak, 3 serilik %100’liik alkol asamalarindan gecirilmistir. Materyallerdeki alkol
kalintilari, oda sicakliginda iyice ugurulduktan sonra, Total RNA izolasyonu “Qiagen
RNA izolasyon kiti” ile, miRNA izolasyonlar1 ise; Qiagen miRNAeasy Kkiti
kullanilarak yapildiktan sonra elde edilen RNA’larin spektrofotometrede A260/280 ve
A260/230 dalga boyundaki Ol¢limleri yapilarak kalite parametreleri analiz edilmistir.
RIN skoru (RNA Kalite) > 0.7 olan RNA’lar kabul edilmistir.
3.5.2. Elde Edilen RNA ve DNA’nin Miktar ve Kalite Tayini
Calismamizda izole edilen total RNA Orneklerinin miktar ve kalitesi,

NanoDrop 2000 Spektrometre (Thermo scientific, Wilmington, DE, USA) cihazi
kullanilarak ol¢iilmiistiir ve ekspresyon analiz deneyleri ic¢in uygunlugu
degerlendirilmistir (Tablo 7,8).
Elde edilen total RNA Orneklerinin safliginin ve konsantrasyonlariin belirlenmesi
icin, RNA orneklerinin 260 ve 280 nm’ deki dalga boylarinda yapilan dl¢timleri ve bu
dalga boylarindan elde edilen degerlerin birbirlerine olan oranlar1 kullanilmistir.
RNA’nin safligr degerlendirilirken A260/A280 ve A260/A230 oranlar1 esas
alinmaktadir. 260 nm DNA’nin, 280 nm proteinin, 230 nm de fenoliin maksimum
absorbans verdigi dalga boyunu ifade etmektedir. A260/A280 oranimnin 1,8-2,2
araliginda olmast RNA nin saf oldugunu gostermektedir. DNA i¢in bu deger oran 1,8
araliginda olmalidir. 1.8’in alti protein ve reaksiyon kalintilari olarak

degerlendirilirken 1,8’in {dstii bir deger RNA kontaminasyonu oldugunu
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gostermektedir. Fenol, protein veya benzeri diger safsizliklarin olmas1 durumunda bu
oranlar belirtilen araligin disinda ¢ikmaktadir. RNA’ nin konsantrasyonunun
saptanmasinda kullanilan spektrofotometrik yontemler DNA’ nin spektral analizi ile
tamamen aynidir. Sadece tek zincirli RNA’ nin miktarinin belirlenmesinde kullanilan
formiil farklidir. Total RNA (ng/ul) =260 nm’ deki absorbans x 40 x Diliisyon Faktorii
RNA molekiilleri i¢in 1 optik dansitenin 40 pg/mL’ ye karsilik geldigi bilinmektedir.

Tablo-7 Hastalarin tiimér ve normal dokularindan elde edilen RNA’nin él¢iim

degerleri
H’é\lls(,)ta /2263% Konsantrasyon | Birim Hszta 260/230 | Konsantrasyon | Birim
1T 18 50 ng/ul | 51T 176 850 ng/pl
1IN 2 153 ng/ul | 51N 1,73 990 ng/ul
2T 2,1 117 ng/ul | 52T 1,76 569 ng/ul
2N 2,2 185 ng/ul | 52N 175 754 ng/pl
3T 2,1 189 ng/ul | 53T 1,76 407 ng/ul
3N 2,1 304 ng/ul | 53N 18 593 ng/pl
4T 2,01 92 ng/ul | 54T 1,66 556 ng/ul
4N 1,9 290 ng/ul | 54N 1,7 458 ng/pl
5T 2 85 ng/ul | 55T 1,6 897 ng/pl
5N 2 131 ng/ul | 55N 181 651 ng/ul
6T 2 508 ng/ul | 56T 1,71 463 ng/ul
6 N 2 402 ng/ul 56 N 1,76 759 ng/ul
7T 2 74 ng/ul | 57T 176 490 ng/ul
7N 2 149 ng/ul | 57N 1,95 455 ng/pl
8T 2 166 ng/ul | 58T 2,23 50 ng/pl
8N 2 222 ng/ul | 58N 1,98 409 ng/ul
9T 1,62 460 ng/ul | 59T 1,9 651 ng/ul
9N 1,76 612 ng/ul | 59N 1,97 388 ng/pl
10T 19 373 ng/ul | 60T 1,92 250 ng/ul
10N 191 766 ng/ul | 60N 2,05 406 ng/ul
1T 1,75 276 ng/ul | 61T 2,07 395 ng/pl
11N 1,82 355 ng/ul | 61N 1,95 244 ng/ul
127 1,96 624 ng/ul | 62T 2 101 ng/ul
12N 1,92 344 ng/ul 62 N 1,78 80 ng/ul
13T 1,85 300 ng/ul | 63T 1,93 473 ng/ul
13N 1,86 257 ng/ul | 63N 1,96 460 ng/ul
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Tablo-7¢°nin devam

H:Ii)ta /222% Konsantrasyon | Birim Hszta 260/230 | Konsantrasyon | Birim
14T 1,95 738 ng/ul | 64T 2,01 95 ng/pl
14N 1,73 969 ng/ul | 64N 2,01 270 ng/pl
15T 1,6 372 ng/ul | 65T 1,84 562 ng/pl
15N 1,7 558 ng/ul | 65N 2,07 378 ng/pl
16T 18 505 ng/ul | 66T 1,97 471 ng/pl
16N 1,7 416 ng/ul | 66N 1,86 306 ng/pl
17T 18 352 ng/ul | 67T 1,97 294 ng/pl
17N 1,7 311 ng/pl 67 N 2,02 343 ng/ul
18T 18 378 ng/ul | 68T 1,88 823 ng/pl
18N 18 316 ng/ul 68 N 2,05 227 ng/pl
19T 14 311 ng/ul | 69T 1,74 410 ng/ul
19N 1,7 295 ng/ul | 69N 1,62 218 ng/pl
20T 1,7 649 ng/ul | 70T 1,54 514 ng/pl
20N 18 424 ng/pl 70N 1,86 267 ng/ul
21T 1,45 293 ngul | 71T 1,54 411 ng/pl
21N 18 165 ng/pl 71N 1,93 243 ng/ul
22T 18 251 ng/pl 2T 1,66 516 ng/ul
22N 1,89 508 ng/ul | 72N 2,05 146 ng/pl
23T 18 824 ngul | 73T 1,69 187 ng/ul
23N 1,92 809 ng/ul | 73N 1,83 436 ng/pl
24T 1,9 425 ng/ul | 74T 1,7 169 ng/ul
24N 1,96 560 ng/ul 74N 1,73 142 ng/ul
25T 141 505 ng/ul | 75T 1,83 809 ng/pl
25N 1,76 145 ng/ul | 75N 1,63 254 ng/ul
26T 15 608 ng/ul | 76T 18 411 ng/ul
26 N 1,83 548 ng/ul 76 N 2,12 221 ng/ul
21T 1,83 400 ng/ul | 77T 2,18 234 ng/ul
27N 1,89 367 ng/ul 77N 19 63 ng/ul
28T 1,86 382 ng/ul 78T 2,06 107 ng/ul
28 N 1,91 447 ng/ul | 78N 2,04 237 ng/ul
29T 1,87 568 ng/pl | 79T 1,49 283 ng/pl
29N 1,97 578 ng/ul 79N 2,04 255 ng/ul
30T 1,82 752 ng/ul | 80T 1,83 382 ng/ul
30N 1,88 255 ng/ul | 80N 1,86 785 ng/pl
31T 1,94 725 ng/ul 81T 19 815 ng/ul
31N 1,91 634 ng/ul | 81N 2 696 ng/ul
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Tablo-7¢°nin devam

Hﬁlzta /223% Konsantrasyon | Birim Hszta 260/230 | Konsantrasyon | Birim
2T 1,96 541 ng/ul | 82T 1,94 338 ng/pl
32N 1,95 734 ng/ul | 82N 2 446 ng/pl
33T 1,81 766 ng/ul | 83T 1,95 606 ng/pl
33N 1,84 950 ng/pl 83N 1,98 410 ng/pl
AT 1,81 409 ng/ul | 84T 1,92 409 ng/pl
34N 1,93 413 ng/ul | 84N 1,95 267 ng/pl
35T 1,91 514 ng/ul | 85T 2 385 ng/pl
35N 1,85 311 ng/ul | 85N 1,85 370 ng/pl
36T 19 500 ng/ul | 86T 1,93 600 ng/ul
36N 191 420 ng/ul | 86N 1,83 365 ng/pl
37T 171 327 ng/ul | 87T 1,98 265 ng/pl
37N 1,83 337 ng/ul | 87N 1,83 394 ng/ul
38T 1,88 369 ng/ul | 88T 1,97 724 ng/ul
38N 19 498 ng/ul | 88N 2 559 ng/pl
39T 1,82 259 ng/ul | 89T 2 448 ng/ul
39N 1,96 334 ng/ul | 89N 2 361 ng/ul
T 2,02 363 ng/ul | 90T 2,05 475 ng/pl
40N 2,05 570 ng/ul | 90N 2 580 ng/ul
41T 1,87 520 ng/ul 91T 2,07 317 ng/ul
41N 2,07 462 ng/ul | 91N 2 568 ng/ul
2T 1,81 571 ng/ul | 92T 1,9 692 ng/ul
42N 1,83 626 ng/ul 92N 19 275 ng/ul
437 15 913 ng/ul | 93T 1,7 196 ng/ul
43N 1,79 663 ng/ul | 93N 18 819 ng/ul
447 1,85 565 ng/pl | 94T 1,6 96 ng/pl
44N 1,97 197 ng/ul | 94N 2 552 ng/ul
45T 1,97 418 ng/ul | 95T 1,8 962 ng/ul
45N 2,37 52 ng/ul 95N 18 240 ng/ul
46T 2,03 285 ng/ul | 96T 1,6 560 ng/ul
46 N 1,93 326 ng/ul | 96N 2 344 ng/ul
a7 1,88 284 ng/ul | 97T 15 1039 ng/pl
47N 1,92 308 ng/ul | 97N 1,9 777 ng/ul
48T 1,96 245 ng/ul | 98T 15 983 ng/ul
48 N 2,02 346 ng/ul 98 N 19 761 ng/ul
49T 1,75 754 ng/ul | 99T 2 630 ng/ul
49 N 1,72 749 ng/ul | 99N 1,8 835 ng/ul
5T 1,63 753 ng/ul | 100T 14 1039 ng/pl
50N 1,88 396 ng/ul | 100 N 19 837 ng/ul
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Tablo-8 Hastanin tiimor dokularindan elde edilen DNA’nin 6l¢iim degerleri

Hszta 260/230 | Konsantrasyon | Birim Hszta 260/230 | Konsantrasyon | Birim
1 1,43 87 ng/pl 51 1,59 205 ng/ul
2 1,68 491 ng/ul 52 1,66 509 ng/ul
3 1,7 574 ng/ul 53 1,69 831 ng/ul
4 1,6 898 ng/pl 54 1,66 62 ng/ul
5 14 738 ng/ul 55 1,81 440 ng/ul
6 15 304 ng/ul 56 1,37 30 ng/ul
7 1,56 322 ng/pl 57 1,31 120 ng/ul
8 1,49 378 ng/ul 58 1,67 112 ng/ul
9 1,65 388 ng/pl 59 1,56 455 ng/ul
10 1,6 350 ng/ul 60 1,58 811 ng/ul
11 1,53 273 ng/pl 61 1,23 250 ng/ul
12 1,51 34 ng/pl 62 1,73 365 ng/ul
13 1,49 115 ng/ul 63 1,6 214 ng/ul
14 1,58 185 ng/ul 64 1,46 611 ng/ul
15 1,42 209 ng/ul 65 1,69 663 ng/pl
16 1,59 957 ng/pl 66 1,83 603 ng/pl
17 1,45 572 ng/pl 67 1,58 596 ng/ul
18 1,54 811 ng/ul 68 1,44 543 ng/ul
19 1,33 217 ng/pl 69 1,65 943 ng/pl
20 1,61 190 ng/ul 70 13 128 ng/pl
21 1,67 823 ng/ul 71 1,6 193 ng/pl
22 1,28 393 ng/pl 72 1,38 196 ng/pl
23 1,45 356 ng/ul 73 1,4 319 ng/ul
24 1,46 146 ng/ul 74 1,21 100 ng/pl
25 1,78 456 ng/ul 75 1,6 492 ng/ul
26 1,59 407 ng/ul 76 1,34 200 ng/pl
27 1,72 626 ng/ul 77 1,36 216 ng/pl
28 1,61 100 ng/pl 78 1,48 33,59 ng/pl
29 1,34 302 ng/ul 79 1,62 462 ng/pl
30 1,4 332 ng/ul 80 178 266 ng/ul
31 1,47 526 ng/ul 81 1,48 551 ng/ul
32 1,35 328 ng/pl 82 1,74 123 ng/pl
33 154 418 ng/pl 83 18 310 ng/ul
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Tablo-8‘in devam

Hszta 260/230 | Konsantrasyon | Birim Hszta 260/230 | Konsantrasyon | Birim
34 1,68 515 ng/pl 84 1,59 676 ng/ul
35 1,48 753 ng/ul 85 1,51 468 ng/ul
36 1,64 770 ng/ul 86 1,78 1000 ng/ul
37 1,53 900 ng/pl 87 1,35 96 ng/ul
38 1,48 169 ng/ul 88 1,24 355 ng/ul
39 1,75 990 ng/ul 89 1,57 546 ng/ul
40 1,61 338 ng/pl 90 1,61 121 ng/ul
41 1,66 88 ng/ul 91 1,42 381 ng/ul
42 1,67 986 ng/pl 92 1,45 65 ng/ul
43 1,4 544 ng/ul 93 1,15 20 ng/ul
44 1,58 215 ng/pl 94 1,37 102 ng/ul
45 1,67 964 ng/ul 95 14 129 ng/pl
46 1,7 423 ng/ul 96 1,46 172 ng/ul
47 1,46 380 ng/pl 97 1,8 956 ng/ul
48 15 1288 ng/ul 98 1,2 300 ng/ul
49 1,67 763 ng/ul 99 1,42 485 ng/ul
50 1,63 508 ng/pl 100 1,51 422 ng/pl

3.5.3. RNA ve miRNA’lardan cDNA Sentezi

Konsantrasyon ve kalite tayinleri yapilan total RNA’ lardan Tagman High
Capacity RNA to cDNA Master Mix (Applied Biosystems, USA) kiti kullanilarak,
degerlendirilecek hedef genlere 0zgli komplementer DNA (cDNA) sentezi
gerceklestirilmistir. Bunun yaninda, izole edilen total RNA’lardan, Tagman miRNA
Reverse Transkripsiyon kiti ile ilgili genleri hedef alan miRNA’larin ekspresyon
analiz deneylerinde kullanilacak olan cDNA’lar da elde edilmistir. Her iki cDNA
sentez reaksiyonunda, PCR dongiisii esnasinda olusan spesifik PCR iiriiniini
belirlemek ve es zamanli degerlendirmek amaciyla florasan 151ma yapabilen, Tagman
prob isaretli primerler kullanilmistir. Elde edilen total RNA orneklerinden cDNA
eldesi i¢in kullanilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) karisimlar1 ve programlari

tablolarda verilmistir (Tablo 9-12).
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Tablo-9 cDNA sentezi i¢in hazirlanan reaksiyon bilesenleri

cDNA Miktar (ul)
RNase-free H20 42
10 X RT Buffer 2
10X RT Random Primers 2
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8
MultiScribe Reverse Transcriptase 1
Ara Stok mRNA 10
Tablo-10 Reverse transkripsiyon PCR program
Sicaklik (°C) 25°C 42°C 85°C 4°C
Zaman (dk) 5 dk 30dk 5 dk 0

Tablo-11 miRNA’lara 6zgii CONA sentezi icin hazirlanan reaksiyon bilesenleri

CDNA Protokolii Miktar (ul)

100mM dNTP 0,15

Reverse Transkriptaz Enzimi 1

10X Transkripsiyon Buffer 15

RNase inhibitér, 20 U/uL 0,2

Reverse Primer 5X (Herbir miRNA igin ayr1) 1,00

RNase-free H20 6,15

RNA Ornegi 5

Total 15

Tablo-12 miRNA’lar icin reverse transkripsiyon PCR program

Sicakhik (°C) 25°C 42°C 85°C 4°C

Zaman (dk) 30 dk 30 dk 5dk 0

Calisilacak her bir 6rnek i¢in 0,2 ml’ lik PCR tiipii igerisinde Tablo 9’ de
verilen malzemelerden buz tizerinde 20 ul’ lik bir reaksiyon karigimi olusturulup, elde

edilen miks pipetaj yapilarak karistirilmis ve santrifiije alinarak spin atilmigtir. PCR
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tiipli icerisindeki miks, Tagman High Capacity RNA to ¢cDNA Master Mix ig¢in
optimize edilmis PCR programina alinarak reaksiyon hacmi 20 pl’ye ayarlanmigtir.
Reverse Transkripsiyon reaksiyonu sonrasi elde edilen cDNA’ lar, bir sonraki asamaya
kadar -20°C’ de saklanmustir.

Calisilacak her bir 6rnek i¢in 0,2 ml’ lik PCR tiipii icerisinde Tablo 11’ de
verilen malzemelerden buz tizerinde 15 pl’lik bir reaksiyon karigimi olusturulup, elde
edilen master miks pipetaj yapilarak karistirilmis ve santrifiije alinarak spin atilmistir.
PCR tiipii igerisindeki master miks icerisine, her miRNA i¢in spesifik 6zellikte olan 1
ul 5X ReverseTranskripsiyon primer ilave edilip iyice karistirllmigtir. Hazirlanan
master miks ve primer karigimina, 1-10 ng olacak sekilde 5 pl RNA 6rnegi eklenip
toplamda 15 pl’lik reaksiyon elde edilmistir. Elde edilen reaksiyon karigimi, Tagman
MIRNA Reverse Transkripsiyon Kiti i¢in optimize edilmis PCR programina alinarak
reaksiyon hacmi 15 pl’ye ayarlanmistir. Reverse Transkripsiyon reaksiyonu sonrasi
elde edilen cDNA’ lar, bir sonraki asamaya kadar -20°C’ de saklanmuistir.

3.5.4. RT-gPCR ile VHL, HIF1A ve KAT5 Genlerinin ve Bu Genleri Hedef Alan
mir22, mir138 ve mir223 ‘iin Ekspresyon Analizleri

Glinlimiizde en yaygin olarak kullanilan ve kesin sonuglar veren nicel PCR
metodlarindan biri olan RT-gPCR, son iiriin analizlerinden farkli olarak reaksiyonun
gerceklestigi zamanla es zamanda reaksiyonu goriintiilemektedir. Bu sistemlerdeki
PCR reaksiyonunda, ardi ardina gerceklesen dongiilerde iiretilen PCR {irlinliniin
miktari, orantili bigcimde yayilan bir florasan sinyali ile iliskilendirilmistir. Her bir
reaksiyon dongiisiinde, iiretilen PCR {irliniiniin miktar1 ile orantili olarak bu sinyal
artar. Her bir dongiide florasan sinyal miktar1 kayit edilir ve logaritmik faz boyunca
PCR reaksiyonu goriintiilenir. Florasan sinyalinin ilk 6nemli artis1 hedef RNA’nin
baslangigtaki miktari ile iliskilidir.

Bir PCR reaksiyonunda ¢ogaltilmak istenen amplikonun florasan yontemlerle
tespitini  Ozellestirmek i¢in PCR primer ¢iftlerinin iginde bulunan, florasan
isaretleyiciler tagiyan, sekansa 6zel problar kullanilir. Sekans 6zel prob tabanli qRT-
PCR yontemlerinden biri olan, degredasyon probu olarak bilinen Tagman prob
yonteminde, Taq DNA polimerazin 5°-3” ekzoniikleaz aktivitesi, 5* ucundaki reporter
(haberci) florasan boya ile 3’ucundaki quencher (sondiiriicii) boya arasindaki probu

degrede eder. Bu durum, amplifikasyon ilerledik¢e florasan sinyalinin artmasina neden
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olur. Calisma kapsaminda kullanilan RT-gqPCR reaksiyon protokolleri alttaki
tablolarda verilmistir (Tablo 13-15).

Tablo-13 Genler i¢cin Real Time PCR reaksiyonu protokolii

Protokol RT-PCR Miktar (pl)
Tagman Universal PCR Master Mix 10
Tagman RNA Assay 1
dH20 5
cDNA 4

Tablo-14 miRNA’lar i¢in Real Time PCR reaksiyonu protokolii

miRNA Protokol RT-PCR Miktar (pl)
Tagman Assay 20X 1,00
Tagman Universal Master Mix 2X 10,00
dH20 7,00
cDNA 2,00

Tablo-15 mRNA ekspresyon analizi icin kullanilan RT-qPCR program

Baslangic Asamasi Amplifikasyon Basamagi (40 Siklus)
Sicaklik (°C) 50°C 95°C 95°C 60 °C
Zaman (dK) 2 dk 10 dk 15sn 1dk

Es zamanli PCR uygulanirken florasan veri (Rn biriminde), dongii sayisina
kars1 sinyal miktarini bulmak i¢in bir grafikle toplanmaktadir. qRT-PCR’da ti¢ farkli
asama gormek miimkiindiir. Bunlar; arka plandaki sinyalle ilgili hafif dalgalanmalarin
oldugu ilk ‘lag’ asamasi, artan paralel verilerin bulundugu ikinci logaritmik asama

(iistel faz) ve verilerin platoya ulagtigi iclincii asama olarak siralanmaktadir (Sekil 25).
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Amplifikasyon Egrisi

Plato Fan

Ustsel Faz |
o Esik Degeri

Fluorazcence (465510}

4533 Baglangig Fan

Sekil-25 RT-gPCR analizi tanimlayici goriintiisii

Calismamizda kullanilmak {izere belirledigimiz genler ve miRNA’larin
ekspresyon seviyelerindeki farkliliklar, Ct metodu kullanilarak hesaplanmistir. Hedef
genler ve miRNA ekspresyonlarinin baslangi¢ kopya sayis1 ve Ct degerleri, Light
Cycler 480 II cihazinin veri tabanindan yararlanilarak elde edilmistir. Esik deger
(Threshold) olarakta tanimlanan Ct degeri, floresan 1s1mada (ARn) artisin basladigi ilk
siklusu ifade eder. Rn(+), yiikklenen ornegin reaksiyona giren tiim komponentlerin
floresan emisyonu; Rn(-) ise negatif kontroliin ve reaksiyonu ger¢eklesmeyen
orneklerin floresan emisyonu olarak tanimlanmaktadir. ARn; Rn(+) ve Rn(-)
arasindaki fark olup, Ct degerinin hesaplanmasinda kullanilan temel gostergedir.
Calismada, ham verilerden elde edilen ortalama Ct degerleri, hedef genler i¢in endojen
kontrol olan housekeeping (referans) gen GAPDH ve miRNA’lar i¢in endojen kontrol
olan housekeeping gen RNU48 ile normalize edilmistir.

35.5. RT-gPCR Analizi Sonucu Hedef Genlerin ve Ilgili miRNA’larin
Ekspresyon Profillerinin Degerlendirilmesi

Targetscan 5.1 software’de biyoinformatiksel analiz sonrasi tespit edilen en
yiiksek diizeyde iligkili 3 gen ve GAPDH genlerinin mRNA ifade diizeyleri TagMan”
problar ile “StepOnePlus Real-Time PCR” cihazinda kantitatif olarak analiz edilmistir.
Hasalikla iliskili 3 miRNA'nin ifade diizeyleri spesifik olarak dizayn edilen Tagman
problar ile “StepOnePlus Real-Time PCR” cihazinda kantitatif olarak analiz edilmistir.
“RNU48” internal kontrol olarak kullanilmistir
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Aday gen ve miRNA’larin tespitinde kullanilan tim metodolojik yolaklar elde
edilen expresyon profilleri sonuglari i¢in yapilmistir. Boylelikle silico analizler ile elde
edilen verinin dogrulu karsilastirilmistir.

3.5.6. Parafinize Edilmis Doku Orneklerinden DNA Elde Edilmesi

Hasta doku materyallerinden DNA izolasyonu i¢in “Qiagen DNA izolasyon
kiti” protokolii takip edilmistir. Elde edilen DNA’larin spektrofotometrede 260 nm
dalga boyunda 6lgiilerek pg/ul degerleri ve 260\280 nm Slglimlerinin degerlerine gore
belirlenmistir.

3.5.7. Total DNA’dan PCR ile VHL Geninin Eldesi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR); 1,75 mM MgCl, her bir dANTP’den 100
mM ve her bir primerden 0,5 uM iceren tampon ¢ozeltiye 5 iinite Taq Polimeraz ve
50-100 ng genomik DNA eklenerek gergeklestirilmistir. Elde edilen amplifikasyon
tirtinleri %2 ‘lik agaroz jel elektrofezi ile kontrol edilmistir.

3.5.8. Hetero Dublex Analizi (HDA)

Hetero-Duplex Analysis (HDA), mutasyonlarin hizli taranmasi i¢in kolay ve
uygun maliyetli bir tekniktir. Hedef genlerden DNA eldesi, PCR basamagi ve ardindan
bir denatiirasyon adimi ile amplifiye edilir. Renatiirasyondan sonra mutant DNA ve
normal DNA bir araya gelerek heterodupleks yapisini olusturur. Bu heterodupleks
DNA, karsilik gelen homodupleks DNA'ya kiyasla farkl: bir elektroforetik potansiyele
sahiptir. Ayrimin yapilmmasi ig¢in DNA’larin yiiriitillecegi jel hazirlanir. Jel
iceriginde; dH-O 17.3 ml, MDE 16 ml, gliserol 2.8 ml, 10% TBE 2,25 ml, 10% APS
200 pl ve TEMED 20 pl miktarinda bulunmaktadir. Dikey jel elektroforez sisteminde
yiiklenen heterodubleks yapidaki DNA kontrol grubu ile jel sisteminde yiiriitiilmeye
baslanir. Bantlagmalarin tespit edilmesi i¢in giimiis boyama ile bantlar goriiniir hale
getirilir. Glimiis boyama basamaklart;

1. Jel 10%’luk asetik asit icersine alinir. 35 dakika ¢alkalanir ve dH20O ile yikanir.

2. 30 dakika boyunca giimiis nitrat soliisyonu (3 gr giimiis nitrat, 2 litre dH2O0 ve 4 ml
formaldehit) igerisinde ¢alkalanir. Sonrasinda dH20 ile yikanur.

3. NaCOQOzs ile bantlagma goriilene kadar ¢alkalanir.

Normal DNA’ya gore yiirme farklilig1 veya farkli bantlasma gosterip gostermedigi

analiz edilir. Normale gore farkli bir durum tespit edilir ise o hastanin o gende ki DNA
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dizisinde bir degisim igerdigi saptanir ve degisimin tiiriiniin tespiti i¢in sekans analizi
basamagina gegilir.

100 adet BHTRK hastasinin DNA 6rnegi normal DNAlar ile karsilastirlmali
olarak HDA analizi yapilmistir. Farklilik saptanan hastalar icerdikleri farkliliklarin
tiirlerine gore ayrimari yapilarak gruplanirilmagtir.

3.5.9. Sekans Reaksiyonu

VHL geni mutasyon analizi i¢in her bir hastaya ait elde edilen kaliteli PCR
tirinlerinden PCR Clean-Up System ile piiriifikasyon islemi sonrasinda, F ve R
primerler ve DTCS quick start Kiti ile her bir hasta i¢in F ve R olarak 2 okuma olacak
sekilde ayr1 ayri sekans reaksiyonlar1 gergeklestirildi. Elde edilen iiriinler alkol
yikamalarinin ardindan Sample Loading Solution ve DNA Size Standard Kit ile
muamele edilerek Otomatik Sekans Analizi Cihazi (BECKMAN COULTER) ile
sekans analizine tabi tutulmustur. Incelenen 6rnege ait elde edilen niikleotid dizisi,
VHL geninin ilgili ekzonunun Ensembl’da (http://www.ensembl.org/index.html) yer
alan normal dizisi ile karsilastirilarak mutasyon varligi aragtirilmistir.

3.5.10. Western Blot Analizi

Western Blot analizi ile protein diizeyinde analizler gergeklestirilmistir. Parafin
dokudan protein izolasyon protokolleri ticari kitler ve manuel yontemlerde oldukca
farkliliklar gostermektedir. Arastirmacilar tiim metodlarda negatiflikler ile
karsilagabilmektedir. Tez kapsaminda izlenen izolasyon protokolii birden fazla
metodun bir araya getirilerek olusturulmasi ile elde edilmistir.

Parafin dokudan protein izolasyon asamalar sirasiyla;
1. Deparafinizasyon — Ornekler parcalanarak bir kez ksilol ile yikama yapildi.
Sonrasinda 2 kez %100 etil alkol ile yikama islemine tabi tutuldu (14000 rpm 5 dakika)

2. 37 derecede etiiv igerisinde alkolden uzaklastirilmasi yapildi.
3. 45 dakika -156 derecede inkiibe edilmistir.
4. Dokular lam iizerine aliarak stick yardimu ile ezilip toz haline getirilir.
5. Lysis Buffer (cell signaling marka 10X buffer)
a. 1X cell lysis buffer
b. Distile Su
c. SDS %2’lik
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d. NP40
e. EDTA Free proteaz inhibitor kokteyl tablet
6. 1000 pl lysis buffer 6rneklere dagitilir
7. 100 derece 1sitic1 blokta 20 dakika inkiibasyon.
8. 60 derece 1sitic1 blokta 120 dakika inkiibasyon.
9. 14000 rpm 15 dakika santifiij edildi.
10. Ust kistmdaki beyaz bulutsu kisim steril ependorflara almnarak -80 derecede
saklandi.

Parafin dokudan elde edilen protein konsantrasyonlari Qubit cihazinda
belirlenerek her bir 6rnekten 20 pg/ml protein “SDS-sample buffer” ile 95°C 5 dk.
bekletilerek denatiire edilir. Denatiire protein 6rnekleri her kuyuya 20 uL olacak
sekilde %4-20’lik poliakrilamid jele yiiklenip 110V 2 saat boyunca Biorad mini
Protean cihazinda elektroforezi yapilmistir. Daha sonra protein bantlari PVDF
membran iizerine 250mA’de 2 saat buzda transfer yapilarak gergeklestirilir. Transfer
isleminden sonra 1X TBS-Tween 20 soliisyonu ile hazirlanmis %35 yagsiz siit ile en
az | saat boyunca oda sicakliginda bloklanan membran, %2 BSA ile uygun diliisyonda
seyreltilen uygun primer antikorlar ile +4°C’de bir gece inkiibasyona birakilir. Sonra
baglanmayan antikorlarin uzaklastirilmast ve spesifik olmayan baglanmalarin
giderilmesi i¢in membran TBS-T soliisyonu ile 3 kez 10 dk yikandiktan sonra primer
antikorlara uygun sekonder antikorlar ile 1-2 saat oda sicakliginda inkiibe edilir. Son
olarak membran 1XTBS-T ile 3 kez 10 dk yikanarak Pierce kiti ile kemiliiminesans
gorlintiileme yapilmigtir. Kontrol olarak B-Aktin kullanilmistir.

3.5.11. istatistiksel Analizler

100 hastanin normal ve tiimdr dokularindan gerceklestirilen gen ifade
analizlerinin sonuglart tanimlayici istatistiksel analizler (varyans, medyan vb.) ve
alinan kantitatif sonuglara gore ileri istatistiksel (parametrik T-testi, non-parametrik
Wilcoxon-Mann-Whitney testi, Kaplan-Meier testi vb.) degerlendirmele, IBM-SSPS
Statistics Data Editor.v25 paket veri programi ile yapilmistir.

3.5.12. Elde Edilen Bulgularin Klinik fle liskisinin Belirlenmesi

Global veri bankalarindaki BHTRHK hasta verilerinin biyoinformatik

analizler sonucu belirlenen genlerin ve miRNA'larin 100 hastanin tiimoér-normal

dokusundan elde edilecek gen ve miRNA ifade diizeyi, VHL sekans analizi ve western

81



blot sonuglar ile karsilagtirilmasit yapilmistir. Elde edilen sonuglar hastalarin klinik

verileri ile karsilastirilmigve aralarindaki iligki tepit edilmistir.
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4.1. In-silico biyoinformatiksel hesaplamalar

4. BULGULAR

BHTRK gelisimi ile ilgili biyo belirte¢ potansiyeli olan genler ve bu genleri
hedef alan miRNA’lar analiz edildi.

Yapilan ¢alismada cBioportal veri bankasinda bulunan 1813 BHTRK hastasina ait

veriler biyoinformatiksel hesaplamalar kullanilarak analiz edilmistir (Tablo 16).

Tablo-16 cBioPortal veri bankasindaki BHTRK hasta verileri.

Calisilan Hasta . . Hasta
Veri I¢erigi Veri Bankas1 | Tarih | Yayimnlanan Dergi
Grubu Sayisi
Metastatik 35 Hastanin Tiim Ekzom
BHTHK DFCI 2019 Science 35
Dizilemesi / Tiimor — Normal
10 Hastanin Tiim Ekzom Analizi Sonrasi
BHTRHK Hedefleri Belirlenen 88 Hastanin Dizilemesi BGI 2012 Nat Genet 98
/ Tamor — Normal
10 Hastanin Tiim Ekzom Analizi Sonrasi
BHTRHK Hedefleri Belirlenen 68 Hastanin Dizilemesi IRC 2014 Nat Genet 78
/ Tamor — Normal
BHTRHK TCGA Ham Datasi TCGA - Fire Hose legacy 538
BHTRHK TCGA Ham Datasi TCGA 2013 Nature 446
BHTRHK TCGA Ham Datasi TCGA - Pan Cancer Atlas 512
106 Hastanin Tiim Exom Analizi / Timor —
BHTRHK Utokyo 2013 Nat Genet 106

Normal

1813 hastanin klinik 6zellikleri ve yas dagilimlar1 degerlendirildiginde ortalamasinin

60 oldugu goriilmektedir (Tablo17).

Tablo-17 cBioportal 1813 hastanin yas degerlerinin tanimlayici istatistigi

Ortalama 60,4648
95% Giiven Alt Deger 59,419
Araliginda Ust Deger 61,5107
Median 60
Standart Hata 0,53235
Varyans 145,099
Standart Sapma 12,04569
Minimum Deger 29
Maksimum Deger 90
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Hastaligin giincel literatiirdeki klinik verileri ile cbioportal hasta verilerinin, 60
yas ve ¢evresindeki dagilimi ile uyum gosterdigi tespit edildi.

Hastalarin cinsiyete bagli dagilimlar1 incelendiginde literatiirde erkek
hastalarin kadinlara gore daha fazla oldugu goriilmektedir. Yapilan analiz sonuglari
1s1¢1nda erkek hasta sayis1 % 63,7 iken, kadin hasta sayis1 % 36,3 olarak hesaplanmistir
( Sekil 26).

A) Cinsiyet B) 3p Durumu C) Metastatik Evre
36% 35%
64% 65%
0%
mKadin mErkek W Delesyon MInsersiyon M Veri Yok EMO0 mM1 mMX mVeri Yok
Lenf Nodu Durumu Evre Tiimdr Evresi
D) E)
3% 2%
2%
45% 52%
57%
12%

ENX ENO WN1 MEvre| WEvrell WEvrelll WEvrelV ETIANT3ANTIBENT3BNT2ETINTA MT2ANT3 MT2B BT3C

Sekil 26 cBioportal Hastalarinin klinik verilerinin pasta dagilim grafikleri
A: Cinsiyet, B: 3p Durumu, C: Metastatik Evre, D: Lenf Nodu Durumu, E:Evre,
F:Tiimor Evresi

BHTRK hastaliginda 3p kromozom kaybi oldukca sik rastlanan kromozom
anomalisi olarak goriilmektedir. 1813 hastada yapilan analizde hastalarin %64.3’linde
3p kromozom kayb1 belirlendi (Sekil 26).

BHTRK’da hasta tedavi modelinin gelistirilmesi ve kotli prognozun
ongoriilmesi i¢gin TNM smiflandirilmas: ciddi bir 6nem arz etmektedir. Hasta
verilerinin -~ TNM  simiflandirmalart  degerlendirildiginde @~ M (Metastaz)
siniflandirmasindaki dagilimi % 78,7 ile MO (Uzak Metastaz1 Yok), % 15,2 M1 (Uzak
Metastaz1 Var), % 5,7 ise MX (Uzak Metastazi Degerlendirilemeyen Grup) olarak
gorildii (Sekil 26).
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TNM smiflandirmasindaki diger bir parametre olan T (Timor Evresi)
acisindan hastalar degerlendirildiginde %25,2 T1A (Timor < 4 cm), %23,6 T3A
(Makroskopik olarak ana renal ven veya miiskiiler tabakali dallarina yayilim veya
perirenal ve/veya renal siniis yag dokuya invazyon mevcut. Ancak, Gerota fasyasini
asmamaktadir.), %20,7 T1B (Timor 4-7 c¢cm arasindadir.), %10,4 T3B (Timor
makroskopik olarak diafragma altinda vena kavaya invaze olmustur), %10,2 T2
(Timor bobrege sinirli ve 7 cm’den kiigiiktiir), %3,7 T1 (Timor bobrege sinirl ve 7
cm’e esit yada kiigtiktiir.), %2,1 T4 (Timor Gerota fasyasin1 agsmaktadir ve dogrudan
invazyon gostermektedir), %2 T2A (Timdr bobrege sinirli ve 7 -10 cm arasinda
biiyiikliige sahiptir), %1 T3 (Timor ana venlere veya perinefrik dokulara yayilim
gostermektedir. Ancak, ayni taraftaki adrenal beze yayilim gostermemektedir ve
Gerota fasyasini agmamaktadir), %0,8 T2B (Timoér bobrege sinirli ve 10 cm’den
kiigtiktiir.) ve son olarak %0,4 T3C (Timor makroskopik olarak diafragma tistiinde
vena kavaya invaze olmustur.) seklinde dagilim gostermektedir (Sekil 26).

TNM siniflandirmasindaki {i¢ilincli ve son parametre olan N (Lenf Nodu
Durumlari) agisindan veriler incelendiginde %52,1 NX (Bolgesel lenf diigiimleri
degerlendirilemiyor), %44,5 NO (Bolgesel lenf diigiimii metastazi yok) ve %3,3 N1
(Bolgesel lenf diigimii metastazi1) dagilimi goriilmektedir (Sekil 26).

TNM smiflandirmalarina gore hastalarin aldiklari skorlar dogrultusunda olusan
hastaligin evreleri degerlendirildiginde %48,6 Evre 1 (T1-N0-MO0), %24,6 Evre 3 (T1,
T2-N1-MO, T3-NO, N1-M0), %16,2 Evre 4 (T4-Tiim N’ler-MO0,Tiim T’ler-Tiim N’ler-
M1), %10,5 Evre 2 (T2-N0-MO) seklinde dagilim gosterdigi goriildii (Sekil 26).

Analiz edilen grubun sag kalim siireleri incelendiginde 140 aylik takip
stirecinde sadece %35°inin BHTRHK nedenli yasamini kaybettigi hesaplanmigtir
(Sekil 27). Genel sag kalma modeli ele alindiginda 150 aylik takip siiresinde hastalarin
%60’1 BHTRHK kaynakli hayatin1 kaybettigi belirlendi (Sekil 27).
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Sekil-27 Cbioportal Veri bankasindaki hastalarin genel sag kalim grafigi

BHTRHK’nin molekiiler alt yapisi incelendiginde 1813 vakanin cBioportal
veri bankasindaki degerleri analiz edildiginde hastaliktan sorumlu c¢ok sayida
mutasyon oldugu goriilmektedir. BHTRHK ’dan sorumlu mutasyonlart genlere gore
frekans analizi yaptigimizda %41,3 ile en fazla mutasyonu VHL geni i¢ermektedir

(Tablo 18).
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Tablo-18 BHTRHK’dan sorumlu mutasyonlarin listesi

Kanser Kanser Kanser Kanser
Gen | Frekans . Gen Frekans . Gen Frekans . Gen Frekans .
Geni Geni Geni Geni
VHL | 41.3% Hayir | MACF1 | 3.2% Hayir KMT2D 2.5% Evet APC 1.5% Evet
PBR
ML 38.1% Evet LRP1B 3.2% Evet STAG2 2.2% Evet ZFHX3 1.5% Evet
PKHD1 Hayir CACNA1
TIN | 17.2% Hayir L1 3.2% ATRX 2.0% Evet b 1.5% Evet
SETD Hayir
) 12.2% Evet MUC17 | 3.2% BRCA2 2.0% Evet Cux1 1.5% Evet
BAP1 | 9.5% Evet DNAH2 | 3.2% Hayir EP300 2.0% Evet DAXX 1.5% Evet
MTO Hayir
R 7.7% Evet | ABCA13 | 3.2% NF1 2.0% Evet FLT1 1.5% Evet
MUC Hayir Hayir
1 7.5% Hayir ANK3 3.0% PRKDC 2.0% Evet GRID2 1.5%
KDM Hayir
sc 5.0% Evet PTEN 3.0% Evet ROCK1 2.0% Hayir HTT 1.5%
DNA Hayir Hayir
Ho 4.5% SYNE1 3.0% MGA 2.0% Evet HIF1A 1.5% Hayir
HMC Hayir | ADGRV Hayir HSP90AA
4.2% 3.0% FAT4 2.0% Evet 1.5% Evet
N1 1 1
CSM Hayir Hayir
D3 4.2% ERBB4 2.7% Evet CHD4 1.7% Evet IGSF1 1.5%
FBN2 | 4.0% Hayir LRP1 2.7% Hayir CLTC 1.7% Evet LTBP2 1.5% Hayir
LRP2 | 3.7% Hayir ROS1 2.7% Evet FAT1 1.7% Evet MAX 1.5% Evet
PCL ARHGAP
o 3.7% Evet RYR3 2.7% Hayir 3 1.7% Evet MUC4 1.5% Hayir
KMT SMARC
3.7% Evet 2.7% Evet AFDN 1.7% Evet NF2 1.5% Evet
2C A4
XIRP Hayir Hayir
) 3.7% TP53 2.7% Evet NOTCH2 1.7% Evet PCDH7 1.5%
DST 3.5% Hayrr | AKAP9 2.7% Hayir RELN 1.7% Evet PEG3 1.5% Hayir
FLG 3.5% Hayir PRPF8 2.7% Hayir PTPN13 1.7% Evet PIK3CA 1.5% Evet
ARID Hayir
1A 3.5% Evet CSMD1 | 2.7% RANBP2 1.7% Evet PLEC 1.5% Hayir
PCDH1 Hayir
SPEN| 3.5% Evet 5 2.7% POLQ 1.7% Evet POLE 1.5% Evet
AHN Hayir
AKD 3.5% Hayir | COL6A6 | 2.7% PTPRT 1.7% Evet KAT5 0.5% Hayir
ATM 3.2% Evet CENPF | 2.5% Hayr CDK12 1.7% Evet FRS2 0.5% Evet
NEB 3.2% Hayir | COL6A3 | 2.5% Hayir ARID1B 1.7% Evet U2AF2 0.5% Evet
USH Hayir Hayir
” 3.2% PTPRZ1 | 2.5% LRRK2 1.7% Evet CHN1 0.2% Evet

87




VHL geni BHTRHK i¢in tdmdr supresor olarak tanimlanmaktadir. Bu yiizden
calisma kapsaminda belirlenen aday biyobelirtegler VHL geni ile iliskili gen ve
miRNA’lar olarak hedef alindi. Veri bankasindan elde ettigimiz hasta grubunun
mutasyon taramasi sonrasinda CNV (genlerin mRNA seviyesinde kopya sayisina gére
varyasyon tayini ) analizi uygulandi ve BHTRHK hastalarinin 14834 adet geninin
mRNA diizeyleri analiz edildi (Tablo 19).

Tablo-19 Hastalarin CNV sonuclari

Gen Lokasyon Etki Frekans Kanst.ar Gen Lokasyon | Etki | Frekans Kans?r
Geni Geni
VHL 3p25.3 DEL 2.6% Evet PFN3 5035.3 AMP 7.5% Hayir
BNIP1 5¢35.1 AMP 7.5% Hayir LOC1019093 | 5035.1 AMP 7.5% Hay1r
NKX2-5 5035.1 AMP 7.5% Hayir CANX 5035.3 AMP 7.3% Hayir
DBN1 5035.3 AMP 7.5% Hayir CLTB 5035.2 AMP 7.3% Hayir
DUSP1 5¢35.1 AMP 7.5% Hayir DRD1 5035.2 AMP 7.3% Hayir
F12 5035.3 AMP 7.5% Hayir FLT4 5035.3 AMP 7.3% Evet
FGFR4 5035.2 AMP 7.5% Evet GRM6 5035.3 AMP 7.3% Hayir
GRKG6 5035.3 AMP 7.5% Hayir HNRNPAB 5035.3 AMP 7.3% Hayir
HK3 5035.2 AMP 7.5% Hayir HNRNPH1 5035.3 AMP 7.3% Hayir
SLC34A1 5035.3 AMP 7.5% Hayir HRH2 5035.2 AMP 7.3% Hayir
STC2 5035.2 AMP 7.5% Hayir LTC4S 5035.3 AMP 7.3% Hayir
PDLIM7 5035.3 AMP 7.5% Hayir MGAT1 5035.3 AMP 7.3% Hayir
RGS14 5035.3 AMP 7.5% Hayir MSX2 5035.2 AMP 7.3% Hayir
LMAN2 5035.3 AMP 7.5% Hayir MAPKS9 5035.3 AMP 7.3% Hayir
BAGALT7 5035.3 AMP 7.5% Hayir PROP1 5035.3 AMP 7.3% Hayir
ZNF346 5035.2 AMP 7.5% Hayir SNCB 5035.2 AMP 7.3% Hayir
PRELID1 5035.3 AMP 7.5% Hayir ZNF354A 5035.3 AMP 7.3% Hayir
DDX41 5035.3 AMP 7.5% Hayir ATP6VOEL 5035.1 AMP 7.3% Hayir
uiMC1 5035.2 AMP 7.5% Hayir ADAMTS2 5035.3 AMP 7.3% Hayir
RAB24 5035.3 AMP 7.5% Hayir MAML1 5035.3 AMP 7.3% Hayir
NEURL1B 5035.1 AMP 7.5% Hayir GFPT2 5035.3 AMP 7.3% Hayir
FAM193B 5035.3 AMP 7.5% Hayir RACK1 5035.3 AMP 7.3% Hayir
TMED9 5¢35.3 AMP 7.5% Hayir CPLX2 5¢35.2 AMP 7.3% Hayir
ERGIC1 5035.1 AMP 7.5% Hayir BTNL3 5035.3 AMP 7.3% Hayir
NSD1 5035.3 AMP 7.5% Evet MGAT4B 5035.3 AMP 7.3% Hayir
BTNLS 5¢35.3 AMP 7.5% Hayir RNF44 5035.2 AMP 7.3% Hayir
DOK3 5035.3 AMP 7.5% Hayir TBC1D9B 5035.3 AMP 7.3% Hayir

AMP= Amplifikasyon
DEL= Delesyon
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Veriler 1s18inda VHL geninde delesyona dayali ifade azalmasi genel literatiir bulgulari
ile paralellik gostermektedir.

Calisma kapsaminda arastirilan diger bi parametre ise BHTRHK hastalarindaki
fiizyon gen durumlarmin analiz edilmesi oldu. Bu baglamda yapilan analizde 1813
hastada 487 flizyon geni incelenmistir. VHL geni listede %0,7 frekansla 3. sirada yer
aldig1 gortldi (Tablo 20).

Tablo-20 Hastalarin fiizyon analiz sonuclari

Gen Fiizyon | Frekans KanS(.er Gen Fiizyon | Frekans KanS(.er
Geni Geni
TFE3 9 1.7% Evet A2M 1 0.2% Hayir
SFPQ 6 1.2% Evet PLIN2 1 0.2% Hayir
TERT 3 0.7% Evet ANPEP 1 0.2% Hayir
VHL 3 0.7% Evet APC 1 0.2% Evet
ST7 3 0.7% Hayir AIRE 1 0.2% Hayir
NLRP1 3 0.7% Hayir AQP4 1 0.2% Hayir
ZBTB20 4 0.7% Evet ABCC6 1 0.2% Hayir
CLPTMI1L 3 0.7% Hayir ARF4 1 0.2% Hayir
VMP1 3 0.7% Hayir ARG2 1 0.2% Hayir
EGLN3 3 0.7% Hayir ASPH 1 0.2% Hayir
SMAD3 2 0.5% Evet ATOX1 1 0.2% Hayir
MCC 2 0.5% Hayrr | BACH1 1 0.2% Hayir
SLMAP 2 0.5% Hayir | OSGIN2 1 0.2% Hayir
TRIP12 2 0.5% Hayir CALD1 1 0.2% Hayir
LRRC41 2 0.5% Hayir CBLB 1 0.2% Evet
DHX33 2 0.5% Hayir MS4A3 1 0.2% Hayir
FAM172A 2 0.5% Hayir CD72 1 0.2% Hayir
SLC25A21 2 0.5% Hayir | CDC25C 1 0.2% Hayir
CD200R1 2 0.5% Hayir CFTR 1 0.2% Hayir
SLC16A14 2 0.5% Hayir | COL4A1 1 0.2% Hayir
GLIS3 3 0.5% Hayir KLF6 1 0.2% Evet
SLC9A9 2 0.5% Hayir CPM 1 0.2% Hayir

BHTRHK hasta verilerinde yapilan in silico analiz sonuglar1 ve literatiirdeki
veriler ele alindiginda VHL hastaligin gelisiminde en etkili genlerden biri oldugu
goriilmistiir. Elde edilen bulgular 15181nda VHL geninin BHTRHK da etkili oldugu
molekiiler yolagin analizi yapildi (Sekil 27).
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Sekil-27 BHTRHK da etkili yolaklar ve genler

BHTRHK’da molekiiler yolak analizi yapildiginda VHL HIF yolaginda dogrudan
HIF1A geni ile etkilesim halinde oldugu goriildi. HIF1A ve VHL birlikte molekiiler
yolak analizine dahil edildiginde HIF yolagi disinda hiicresel stres cevap olusum
yolaginda KAT5 geni ile etkilesim halinde oldugu goriildii (Tablo 28). In-silico
analizler dogrultusunda saptanan HIF1A geninin literatiir bilgileri incelendiginde VHL
ve HIF1A iizerinde direkt ve dolayl etkileri oldugu goriildii. BHTRHK kapsaminda
daha 6nce HIF1A geninin calisilmamis olmas1 HIF1A’1 aday biyobelirte¢ konumuna

getirmistir.
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Tablo-28 VHL, HIF1A ve KAT5 genlerinin gorev aldig1 molekiiler yolaklar

volak Kodu Yolak Adi Gen p-degeri Entities Bul_unan Toplam Reaksiyonlarin
FDR | reaksiyonlar | reaksiyonlar orani
Hipoksiye bagl
R-HSA- Faktor Alfa'nin .
1234176 oksijene bagl prolin VHL; HIF1A 2,46 0,01 10 12 9,61E+11
hidroksilasyonu
R-HSA- Hipoksiye kars1 .
1234174 hiicresel yaniti VHL; HIF1A 3,43 0,01 18 20 0,001602
R-HSA- Strese kars1 hiicresel HIF1A;
2262752 yanit VHL; KATS 0 0,02 24 221 0,018177
R-HSA- Dis uyaranlara HIF1A;
8953897 hiicresel yant VHL: KAT5 0 0,02 24 258 0,02066
R-HSA- - .
8951664 Neddylation VHL; HIF1A 0 0,03 6 31 0,002482
R-HSA-168256 Immiin Sistem VHL; HIF1A 0,05 0,05 5 1597 0,127883
Post-translasyonel
R-HSA-597592 protein VHL; HIF1A 0,1 0,1 8 524 0,04196
modifikasyonlar
Protein .
R-HSA-392499 X VHL; HIF1A 0,19 0,19 8 890 0,071268
metabolizmasi
. A HIF1A;
R-HSA-162582 Sinyal iletimi KATS 0,32 0,32 9 2303 0,184417

Ozellikle 3 genin birlikte etki gosterdigi hiicresel stres yamit1 ve dis uyaranlara

kars1 hiicresel yanit ile ilgili molekiiler yolaklar1 kanser gelisiminde 6nemli oldugu

yapilan ¢aligmalar sonucu tespit edilen yolaklar olarak goriildi (Tablo 28).

Calisma kapsaminda belirlenen VHL geni ve onunla iliski icerisinde olan

HIF1A ve KATS genleri sirastyla BHTRHK da etkili olduklart genetik degisiklikler

acisindan degerlendirilmistir.

VHL geni i¢in BHTRHK hastalarinin verileri incelendiginde analize dahil edilen tim

veri gruplarinda mutasyon tespit edildi (Sekil 20).

# WHL Mutations

100

X155_splieaT1571i*18/V155M
L]

L DN )
0..

‘e

21223

Sekil-20 VHL Geni BHTRHK’daki mutasyonlarinin bélgesel gosterimi
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VHL geninin BHTRK’daki mutasyon listesi Tablo 29°da gosterilmektedir. Calisma
kapsaminda 1813 hastada 605 adet degisim tespit edilmistir.

Tablo-29 VHL geninin BHTRHK da ki en fazla goriilen 50 mutasyon

b | vevsa [ [Vavent] apya [ romzom | et [Vt
H115N 3:0.10188200C>A Missense SNP - 3 0.82 57
L89H 3:0.10183797T>A Missense SNP - 3 0.73 107
1151T 3:9.10188309T>C Missense SNP | shallowdel 3 - 48
D121y 3:0.10188218G>T Missense SNP | shallowdel 3 - 64
S111R 3:0.10183864C>A Missense SNP | shallowdel 3 - 60
H115Y 3:9.10188200C>T Missense SNP | shallowdel 3 - 52
H115N 3:0.10188200C>A Missense SNP | shallowdel 3 - 804
S111IN 3:0.10183863G>A Missense SNP | shallowdel 3 - 1
L89H 3:9.10183797T>A Missense SNP deepdel 3 - 41
W88L 3:0.10183794G>T Missense SNP | shallowdel 3 - 53
S111R 3:0.10183864C>G Missense SNP | shallowdel 3 - 41
N78S 3:9.10183764A>G Missense SNP | shallowdel 3 - 1
L135F 3:0.10188262A>T Missense SNP deepdel 3 - 55
S80R 3:0.10183771T>A Missense SNP diploid 3 0.14 41
F76del 3:9.10183755_10183757del | Delesyon DEL - 3 - 50
F76del | 3:9.10183755_10183757del | Delesyon DEL - 3 - 1
L169P 3:0.10191513T>C Missense SNP | shallowdel 3 - 54
C162R 3:0.10191491T>C Missense SNP | shallowdel 3 - 57
S65L 3:0.10183725C>T Missense SNP deepdel 3 - 1
L158V 3:0.10191479C>G Missense SNP deepdel 3 - 80
S65W 3:0.10183725C>G Missense SNP | shallowdel 3 - 48
V74G 3:0.10183752T>G Missense SNP diploid 3 - 85
G114R 3:0.10183871G>C Missense SNP deepdel 3 - 1
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Tablo-29’un devam

Protein Mutasyon | Varyant Allel | Mutasyon
Degisimi HGVSg Tipi Tipi Kopya | Kromozom Frekans| Sayis1
Y112D 3:9.10183865T>G Missense SNP | shallowdel 3 - 1
L158P 3:0.10191480T>C Missense SNP | shallowdel 3 - 62
C162F 3:9.10191492G>T Missense SNP deepdel 3 - 37
L158Q 3:9.10191480T>A Missense SNP deepdel 3 - 72
L158V 3:0.10191479C>G Missense SNP deepdel 3 - 83
S65W 3:9.10183725C>G Missense SNP | shallowdel 3 - 48
V74G 3:9.10183752T>G Missense SNP diploid 3 - 85
T105Pfs*25 | 3:9.10183840_10183844del | Delesyon DEL - 3 0.88 101
E189Kfs*13 3:9.10191571del Delesyon DEL - 3 0.80 84
X114 _splice 3:9.10188196A>T Splice | g\p - 3 052 159
Bolge
. . Splice
X155_splice | 3:0.10191457_10191476del Bolge DEL - 3 0.88 48
C77* 3:9.10183760_10183761insA | Nonsense INS - 3 0.47 85
. . Splice
X155 Splice | 3:9.10191451 10191466del Bolge DEL - 3 0.91 85
P138Afs*6 | 3:0.10188267 10188268insG | SS%°Y® [ Ins - 3 0.78 85
Kaymasi
Q73Pfs*59 | 3:9.10183745_10183746insC Eer?eve INS - 3 0.78 60
aymast
L153Afs*20 | 3:9.10188310_10188311del | Delesyon DEL - 3 0.55 72
R177Dfs*25 3:9.10191536del Delesyon DEL - 3 0.82 68
N78Ifs*54 | 3:9.10183763 10183764insT | SS9 [ ins - 3 0.86 122
Kaymasi
Y98* 3:0.10183825C>G Nonsense SNP - 3 0.18 60
C77* 3:0.10183762C>A Nonsense SNP - 3 0.79 94
R120* 3:0.10188215A>T Nonsense SNP - 3 0.70 88
P81Afs*50 | 3:9.10183769_10183770del | Delesyon DEL - 3 - 67
P81Afs*50 | 3:9.10183769_10183770del | Delesyon DEL - 3 - 66
L169Qfs*33 3:9.10191513del Delesyon DEL - 3 - 42
E173*  |3:0.10191522_10191523insA | STV | N - 3 0.31 32
Kaymasi
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Tablo-29¢un devam

Protein Mutasyon | Varyant Allel Mutasyon
Degisimi HGVSg Tipi Tipi Kopya | Kromozom Frekans Sayis1
X112_splice | 3:0.10183865_10183887del |  SPliCe DEL ; 3 ; 24
Bolge
F91Sfs*68 3:0.10183801del Delesyon DEL - 3 0.49 36

HIFAT geni i¢cin BHTRHK hastalarinin verileri incelendiginde analize dahil edilen

tiim veri gruplarinda mutasyon tespit edildi (Sekil 21).

#HIF 1A Mutations

0 20 40 Al [0z

Sekil-21 HIF1A geninin BHTRHK’daki mutasyonlarinin bolgesel gosterimi

BHTRK hastalarinda HIF1A genin mutasyon listesi Tablo 30’da gosterilmektedir.

Calisma kapsaminda degerlendirilen vakalardal6 farkli mutasyon tespit edilmistir.
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Tablo-30 BHTRHK’daki HIF1A geninin mutasyon listesi

];,Jgigeii:i HGVSg Mutasyon Tipi Vf#ri);) z?nt Kopya Kromozom Fézlliglns Mgzt‘e;slzlon
C224Lfs*2 14:9'63213;"32;—6219 Cergeve Kaymast | INS ; 14 0.74 159
AT31E 14:9.62211521C>A Missense SNP - 14 0.88 51
3253—;:254"“ 1‘22566%3;‘_?%5{%19 Cergeve Kaymast | INS ; 14 0.96 101
M171l 14:9.62193479G>T Missense SNP - 14 - 51
T149R 14:9.62188530C>G Missense SNP - 14 - 52
C337* 14:9.62200986T>A Nonsense SNP diploid 14 - 74
X698 _splice | 14:9.62211422G>C |  Splice Bélge SNP diploid 14 - 70
L541 14:9.62187224C>A Missense SNP shallowdel 14 - 66
C337* 14:9.62200986T>A Nonsense SNP diploid 14 0.30 72
X698 _splice | 14:9.62211422G>C |  Splice Bélge SNP diploid 14 0.13 66
L541 14:9.62187224C>A Missense SNP shallowdel 14 0.14 65
Q320L 14:9.62200934A>T Missense SNP diploid 14 0.19 56
C337* 14:9.62200986T>A Nonsense SNP diploid 14 - 78
X698_splice | 14:9.62211422G>C Splice Bolge SNP diploid 14 - 67
L541 14:9.62187224C>A Missense SNP shallowdel 14 - 67

KATS geni i¢in BHTRHK hastalarinin verileri incelendiginde analize dahil edilen tiim

veri gruplarinda mutasyon tespit edilmistir (Sekil 22).

vagaL

e T

0 100 200 300 400 513aa

# KATS Mutations

Sekil-22 KATS5 Geninin BHTRHK’daki mutasyonlarinin bolgesel gosterimi

KAT5 genin BHTRK’daki mutasyon listesi Tablo 31°de gosterilmektedir. Calisma
kapsaminda 1813 hastada 2 adet degisim tespit edilmistir.
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Tablo-31 KATS5 geninin BHTRHK’daki degisim listesi

Protein Mutasyon | Varyant Allel | Mutasyon
Degisimi HGVSg Tipi Tipi Kopya | Kromozom Frekans| Sayis1
V352L | 11:9.65484261G>T | Missense SNP | diploid 11 0.04 57
X95_splice | 11:9.65480531T>G %‘Z'I'gcs SNP | diploid 11 28

3 genin de BHTRHKda etkili oldugu tespit edilen degisimleri mevcuttur. Bir sonraki
yapilan analizde BHTRHK vakalarinda 3 gendeki mutasyonlarin birilikte goriilme
durumlar1 degerlendirildi (Tablo 32).

Tablo-32 VHL, HIF1A ve KAT5’e ait mutasyonlarin birlikte goriilme

olasihiklarinin analizi

L Log2
Sadece A | Sadece B Her iki - - O
A B Mutasyonu | Mutasyonu | Mutasyon gggg p-degeri | q-degeri Egilim

VHL | HIF1A 781 6 12 1.007 0.119 0.356 | Es-olusum

VHL | KATS 790 1 3 1.585 0.313 0470 | Es-olusum

HIF1A | KATS 18 4 0 <3 0.955 0.955 Karsilikls
Tliski

Elde edilen sonuglar 15181inda; VHL ve HIF1A genlerindeki mutasyonlarin
birlikte goriildiigli hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
belirlenmemistir (p=0,119). VHL ve KAT5 mutasyonlar1 Kkarsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p=0,313). HIF1A ve KAT5
mutasyonlariin birlikte goriilme durumlari incelendiginde ise, BHTRHK’da bu iki
genin mutasyonlari hastalar arasinda birlikte goriilmedi (p=0,955).

Elde ettigimiz bulgulara gére; mutasyon bakimmdan VHL BHTRHK ’da etkili bir gen
olarak gorev alirken; HIF1A ve KATS mutasyonlarinin sikliklar: ve sayilar1 oldukca
distiktiir.

String ve KEGG veri tabanlar1 kullanilarak genlerin protein yapilarmin ve
molekiiler yolaklar iizerindeki etkilesimlerinin tespiti yapilmistir (Sekil 23). KATS
geninin  protein ifadesi mevcut veriler 1s18mda  VHL ve HIF1A ile

iliskilendirilmemistir.
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Sekil-23 VHL ve HIFA genlerinin protein yolak analizi (https://string-db.org/)

Tablo-33’de  VHL ve HIF1A proteinlerinin eslestigi molekiiler yolaklar

gosterilmektedir.
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Tablo-33 KEGG program kullanilarak yapilmis protein etkilesim tablosu

Yolak Kodu

Yolak agiklamasi

Analiz Edilen
Gen Sayisi

Arka
Plandaki Gen
Sayisi

Yanhs
Bulgu
Oram

Etkilesim
Halindeki
Proteinler

G0:0061418

hipoksiye yanit olarak RNA polimeraz I1
promotoriinden transkripsiyonun
diizenlenmesi

32

3.10e-17

CUL2,EGLNL1E

PAS1,HIF1IAR

BX1,TCEB1,TC
EB2,VHL

G0:0071456

hipoksiye hiicresel yanit

139

2.25e-15

AKT1,CUL2E

GLN1,EPAS1,H

IF1IARBX1,TC

EB1,TCEB2,VH
L

G0:0009628

abiyotik uyarana yanit

10

1052

2.91e-10

AKT1,AKT2,C
UL2,EGLN1,EP
AS1,HIF1ARB
X1,TCEB1,TCE
B2,VHL

G0:0043687

Post-translasyonel protein
modifikasyonlar

365

3.12e-08

CUL2,EPAS1H

IFIARBX1,TC

EB1,TCEB2,VH
L

G0:0006464

hiicresel protein modifikasyonu siireci

11

2999

1.22e-07

AKT1,AKT2,C
UL2,EGLN1,EP
AS1,HIF1A,PPP
2CARBX1,TC
EB1,TCEB2,VH
L

G0:0070887

kimyasal uyarana hiicresel yanit

10

2672

1.71e-06

AKT1,AKT2,C
UL2,EGLN1,EP
AS1,HIF1ARB
X1,TCEB1,TCE
B2,VHL

G0:2000112

hiicresel makromolekiil biyosentetik
isleminin diizenlenmesi

11

4050

2.21e-06

AKT1,AKT2,C
UL2,EGLN1,EP
AS1,HIF1A,PPP
2CARBX1,TC
EB1,TCEB2,VH
L

G0:0042221

kimyasal uyarana yanit

11

4153

2.68e-06

AKT1,AKT2,C
UL2,EGLN1,EP
AS1,HIF1A,PPP
2CARBX1,TC
EB1,TCEB2,VH
L

G0:0010468

gen ekspresyonunun diizenlemesi

11

4533

5.71e-06

AKT1,AKT2,C
UL2,EGLN1,EP
AS1,HIF1A,PPP
2CARBX1,TC
EB1,TCEB2,VH
L

G0:0070647

kiiciik protein konjugasyonu veya
uzaklastirilmast ile protein
modifikasyonu

945

8.50e-06

AKT1,CUL2,HI
F1A,RBX1,TCE
B1,TCEB2,VHL

G0:0006355

transkripsiyonun diizenlenmesi, kalip
DNA ile

10

3661

2.28e-05

AKT1,CUL2,E
GLN1,EPAS1,H
IF1A,PPP2CA,
RBX1,TCEBLT
CEB2,VHL

G0:0006357

transkripsiyonun RNA polimeraz Il ile
diizenlenmesi

2633

2.48e-05

AKT1,CUL2,E

GLN1,EPAS1,H

IF1IA,RBX1,TC

EB1,TCEB2,VH
L
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Tablo-33%in devam

Yolak Kodu

Yolak agiklamasi

Analiz Edilen
Gen Sayisi

Arka
Plandaki Gen
Sayisi

Yanhs
Bulgu
Oram

Etkilesim
Halindeki
Proteinler

G0:0051252

RNA metabolik siirecinin diizenlenmesi

10

3890

3.29%-05

AKT1,CUL2E

GLN1,EPASL],

HIF1A,PPP2C

ARBX1,TCE

B1,TCEB2,VH
L

G0:0051171

azot bilesigi metabolik siirecinin
diizenlenmesi

11

5827

5.69e-05

AKT1,AKT2,
CUL2,EGLNL1,
EPAS1,HIF1A
,PPP2CA,RBX
1,TCEBL,TCE
B2,VHL

G0:0051173

azot bilesigi metabolik siirecinin pozitif
regiilasyonu

2946

5.69e-05

AKT1,AKT2,
EGLN1,EPAS
1,HIF1A,PPP2
CARBX1,TC
EB1,VHL

G0:0080090

birincil metabolik siirecin diizenlenmesi

11

5982

7.21e-05

AKTL,AKT2,
CUL2,EGLNLI,
EPAS1 HIF1A
,PPP2CA,RBX
1,TCEBL1,TCE
B2,VHL

G0:0031325

hiicresel metabolik siirecin pozitif
diizenlenmesi

3060

7.36e-05

AKT1,AKT2,
EGLN1,EPAS
1,HIF1A,PPP2
CARBX1,TC
EB1,VHL

G0:0010604

makromolekiil metabolik siirecinin
pozitif regiilasyonu

3081

7.62e-05

AKT1,AKT2,
EGLN1,EPAS
1,HIF1A,PPP2
CARBX1,TC
EB1,VHL

G0:0051716

uyarana hiicresel cevap

11

6212

9.70e-05

AKTL,AKT2,
CUL2,EGLNLI,
EPAS1 HIF1A
,PPP2CA RBX
1, TCEBL1,TCE
B2,VHL

G0:0010557

makromolekiil biyosentetik isleminin
pozitif diizenlenmesi

1758

0.00026

AKT1,AKT2,

EGLN1,EPAS

1,HIF1IA,TCE
B1,VHL

G0:0031328

hiicresel biyosentetik iglemin pozitif
diizenlenmesi

1846

0.00034

AKT1,AKT2,

EGLN1,EPAS

1,HIF1IA,TCE
B1,VHL

G0:0045893

transkripsiyonun pozitif regiilasyonu,
kalip DNA ile

1435

0.00085

AKT1,EGLN1

,EPAS1,HIF1

A, TCEB1,VH
L
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Tablo-33’iin devam

Yolak Kodu

Yolak a¢iklamasi

Analiz Edilen
Gen Sayisi

Arka
Plandaki Gen
Sayisi

Yanhs
Bulgu
Oram

Etkilesim
Halindeki
Proteinler

G0:0051254

RNA metabolik siirecinin pozitif
regiilasyonu

1596

0.0013

AKT1,EGLN1

,EPAS1 HIF1

A, TCEB1,VH
L

G0:0009057

makromolekiil katabolik stireci

970

0.0014

AKT1,CUL2,P
PP2CA,RBX1,
TCEB1

G0:0010035

inorganik maddeye yanit

491

0.0015

AKT1,EGLN1
,HIF1A,PPP2C
A

G0:1902532

hiicre i¢i sinyal iletiminin negatif
regiilasyonu

514

0.0016

AKT1,HIF1A,
PPP2CA,VHL

G0:0045944

RNA polimeraz Il ile transkripsiyonun
pozitif diizenlenmesi

1104

0.0022

AKT1,EGLN1
,EPAS1,HIF1
A TCEB1

G0:0009968

sinyal iletiminin negatif diizenlenmesi

1160

0.0026

AKT1,HIF1A,
PPP2CA,RBX
1,VHL

G0:0030163

protein katabolik siireci

615

0.0027

AKT1,CUL2,
RBX1,TCEB1

G0:0006508

proteoliz

1203

0.0029

CUL2,HIF1A,
RBX1,TCEB1,
VHL

G0:0043066

apoptotik siirecin negatif diizenlenmesi

859

0.0068

AKTL,AKT2,
HIF1A VHL

G0O:0042127

hiicre popiilasyonunun ¢ogalmasinin
diizenlenmesi

1594

0.0075

AKTL,AKT2,
CUL2,HIF1A,
VHL

G0:0010941

hiicre 6liimiiniin diizenlenmesi

1638

0.0080

AKTL,AKT2,
EGLN1,HIF1
AVHL

G0:0048519

biyolojik siirecin negatif diizenlenmesi

4953

0.0082

AKT1,AKT2,
CUL2,EGLNLI,
HIF1A,PPP2C
ARBX1,VHL

G0:0048523

hiicresel siirecin negatif diizenlenmesi

4454

0.0200

AKTL,AKT2,

CUL2,HIF1A,

PPP2CA,RBX
1,VHL

G0:0050790

katalitik aktivitenin diizenlenmesi

2249

0.0227

AKT1,AKT2,
EGLN1,HIF1
APPP2CA
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Tablo-33’iin devam

Analiz Edilen Arka Yanhs Etkilesim
Yolak Kodu Yolak agiklamasi Plandaki Gen Bulgu Halindeki
Gen Sayisi -
Sayis1 Oram Proteinler
. - s . AKT1,HIF1A,
G0:0040008 biiylimenin diizenlenmesi 3 663 0.0232 PPP2CA
.. S . AKT1,AKT2,
G0:0043085 katalitik aktivitenin pozitif 4 1381 00240 | HIFLAPPP2C
diizenlenmesi A
hii 1 bil i AKT1,AKT2,
GO:0051128 By D syonun 5 2306 0.0248 | HIF1APPP2C
lizenlenmesi ARBX1
AKT1,AKT2,
) . A CUL2,EPASL,
G0:0007165 sinyal iletimi 7 4738 0.0268 HIFLA PPP2C
ARBX1
AKT1,AKT2,
. hiicresel makromolekiil biyosentetik EPAS1,HIF1A
G0:0034645 siireci 6 3518 0.0284 TCEBLTCEB
2
AKT1,EGLN1
G0:0050793 gelisim siirecinin diizenlenmesi 5 2416 0.0289 JHIF1A,PPP2C
AVHL
AKT1,AKT2,
G0:0048583 uyarana yanitin diizenlenmesi 6 3882 0.0414 HIF1APPP2C
ARBX1,VHL
. . .. . AKT1,HIF1A,
GO0:0045595 hiicre farklilasmasinin diizenlenmesi 4 1695 0.0417 PPP2CA VHL
GO:0045597 hiicre farlfhlasmasml_n pozitif 3 908 0.0446 AKT1 HIF1A,
diizenlenmesi VHL

Elde edilen nicel sonuglar nezdinde islevsel olarak VHL ve HIF1A proteinleri

en ¢ok hipoksik yanitta gorev almaktadirlar. Bu proteinlerin genel kanser ile olan

etkilesimleri analiz edildiginde renal karsinom ile en yiiksek etkilesimde olduklari

hesaplanmistir ( FDR=5.89¢e-22 ) (Tablo 34).
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Tablo-34 VHL ve HIF1A protein yapilarinin birlikte etkiledigi molekiiler

yolaklar
Yolak Gozlenen Arka Yanhs
Yolak agiklamasi Gen Plandaki Bulgu Etkilesim Halindeki Proteinler
Kodu
Sayisi Gen Sayis1 | Oram
AKT1,AKT2,CUL2,EGLN1,EPAS1 HIF1
hsa05211 | Renal Hiicreli Karsinom 10 68 5.89e-22 A RBX1,TCEB1,TCEB2,VHL
AKT1,AKT2,CUL2,EGLN1,HIF1ARBX1,
hsa04066 HIF-1 Sinyal Yolag1 9 98 8.16e-18 TCEB1,TCEB2,VHL
AKT1,AKT2,CUL2,EGLN1,EPAS1 HIF1
hsa05200 | Kanser Gelisim Yolaklar 10 515 6.14e-14 A RBX1,TCEB1,TCEB2,VHL

VHL ve HIF1A proteinlerinin etkilesimde oldugu diger proteinler ile arasinda
homoloji modellemesi yapildi. Model dizi analizine dayali basit 0zdeslik matrisi
kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore; VHL ve HIF1A arasinda diziye
dayali bir benzerlik bulunmamaktadir (homoloji skoru=0). Ancak, deneysel olarak
proteinleri arasi etkilesim skoru 0,999 ile yiiksek iliski i¢erisinde olduklar analiz edildi

(Tablo 35).

Tablo-35 VHL ve HIF1A proteinlerinin homoloji skorlamasi

. Deneysel . Otomatik .

Protein 1 | Protein 2 | Homoloji EES g:!;;eon Beﬁ:?;ﬁ;m Vggg:sm Veri Tabgm Kg?:rm

Etkilesim Degeri

HIF1A VHL 0 0 0.999 0.900 0.836 0.999
cuL2 VHL 0 0 0.912 0.900 0.911 0.999
HIF1A EGLN1 0 0 0.998 0.900 0.827 0.999
TCEB1 VHL 0 0 0.916 0.900 0.926 0.999
HIF1A TCEB2 0 0 0.962 0.900 0.514 0.998
TCEB2 VHL 0 0 0.875 0.900 0.906 0.998
TCEB1 HIF1A 0 0 0.974 0.900 0.514 0.998
AKT1 VHL 0 0 0.993 0 0.671 0.997
EPAS1 VHL 0 0 0.809 0.900 0.752 0.994
PPP2CA VHL 0 0 0.993 0 0.043 0.993
AKT1 HIF1A 0 0 0.362 0.900 0.827 0.988
VHL RBX1 0 0 0.470 0.900 0.700 0.982
cuL2 HIF1A 0 0.062 0.409 0.900 0.496 0.968
HIF1A RBX1 0 0 0.342 0.900 0.306 0.950
HIF1A EPAS1 0.903 0 0.126 0.900 0.817 0.916
HIF1A AKT2 0 0 0.267 0 0.367 0.516
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Ek olarak HIF1A geni EPASL ile 0,903 skor ile homolji gosterdigi analiz edildi.
Deneysel etkilesim skorlar1 0,126 olarak tespit edildi.

cBioportal, reactome ve string veri bankalarindan BHTHK hastalarina ait elde
edilen veriler dogrultusunda; saptanan VHL, HIF1A ve KAT5 genleri GEO veri
bankasinda BHTRHK hastalar1 farkli klinik parametreler ile analiz edilmistir. Analiz
kapsaminda 11 farkli ¢alisma hesaplamalara dahil edildi (Tablo 36). Calismaya dahil
edilen toplam 6rneklem sayis1 4223'tiir (farkli kanser gruplar1 ve kontrol 6rnekleri de
bu grup igerisinde bulunmaktadir). Bu grup igerisinde 1326 6rnek BHTRHK
hastasidir. VHL, HIF1A ve KAT5 degerlerinin diger kanser tiirleri igerisindeki ifade
diizeylerinin analizi yapilmak amaciyla karma bir grup ile galistlmistir. Orneklerin
analiz islemleri GSEA 4.0.3 iizerinde yapilmistir. 11 farkl ¢alisma kendi i¢inde farkli
Klinik parametreler ihtiva etmektedir (Tablo 37). Her bir klinik parametrede VHL,
HIF1A ve KAT5 gen ifade farkliliklar1 karsilastirilarak istatistiksel olarak analiz

edilmistir.
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Tablo-36 GEO veri bankasindaki analizi yapilan 11 calismanin 6zellikleri

Yilklenme [Son Giincellenme Toplam Omek | RenalOmek | BHTRK Omek
Cahsma Tarihi Bashk Organizma Calisma Tipi Tanihi Tarihi Ulke Platform GEO Kodu Sayis1 Says1 Says1 Parametreler
Expression profiling by array
SNP and Expression data fom the Genome variation profiing GPL13308
Public onMar 20, 2012 | Cancer CellLine Encyelopedia (CCLE) | Homo Saphiens ey SNP array Feb28.2012 | Marl3, 2018 USA GPL15315 GSE36139 1864 34 34 -
cafrray_golub-00327: Sanger cell lme
Public on May 16, 2015 |  Affimetri gere expression project Cel lne Expression profiline by array| May 15,2015 | Janl7, 2017 USA GPL3921 GSE68950 788 4 4 NIC
Remal Cel Carcinoma Differential
Public on Il 19, 2001 Expression Homo Saphiens  |Expression profilng by array|  Jul 19, 2001 Dec26, 2017 | Gemmamy | GLP9/GLP10 GSE3 3R 160 160 NIC
Public on Aup 08, 2017 Clear cell renal cell carcmoma (ccRCC) . . . ) ) . B N ) ) )
= samples Homo Saphiens  [Expression profilng by array| Oct 05, 2013 Jan 08, 2019 Singapore GLPST0 GSET3731 265 265 265 gender/stage/erade
Infegrative genome-wide expression Expresson profiling by
profiling identifies three distinet molecular array
subgroups of renal cell carcinoma with | Homo Saphiens/ | Genome variation profiing erade/stage/sample
Public on Jul 24, 2012 differert patiert outcome cell lres by SNP array Jan19,2010 | Nov27,2018 | Switerand| GLP3921 GSE19949 147 147 147 type/Organ ste/ gender
[nfegrative genome-wide gene expresdon
Public on un 03, 2013 | profilme of clear cell renal cell carcinoma
mCzech Republic Homo sapiers  |Expression profiivg by array| Aue 28, 2012 Aug 13, 2018 Framce GPLI10S/58 GSE40433 202 101 101 NIC
Gene array analyss of clear cell renal
cell carcimoma tissue versus matched Expresson profiling by
Public on Jan 03, 2014 nommal kidrey tisse Homo sapiers array Jan02, 2014 | Mar25, 2019 USA GLP5T0 GSES3737 144 144 144 N/C /STAGE
Sumitinib treatment exacerbates
ifratumoral heterogeneity in metastatic Expresdon profiling by United
Public onMay 25, 2015 renal cancer Homo sapiers array Feb(4.2015 | Amz13 2018 | Knedom GPL10558 GSE63615 138 138 138 N/C/Subnifib reatment
Smoking and O besity Related Molecular
Alterations m Clear Cell Renal Cell Expresson profiling by N/C/smoking/obez/Duplic
Public onJan 10, 2014 Carcinoma Homo sapiers array May 07,2013 | Mar25, 2019 USA GPL5T0 GSE46699 130 130 130 ate BATCH
Somatic Mitation Screen of Clear Cell Expresson profiling by
Public on Jan 05, 2010 RCCO Homo sapiers array Aup 26,2009 [ Mar2l, 2012 USA GPLO10L GSELT7818 115 115 115 NIC
Integrative Epigeretic and Gere Methylation profiing by
Expresson Analysis of Renal Tunor genome il array GPL10558/1353
Public onOct 16, 2018 Progressionto Metastasis Homo sapiers  (Expression profiling by array| Oct 19, 2017 | Mar 22, 2019 USA 4 GSEIN5288 88 88 88 Metastatik nonmetastatik
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Tablo-37 GEO veri bankasindaki ¢alismalarin analiz sonuclari

Cahsma Fold Cabhsmadaki

Gen |P.Value F T B Log FC Regulation | Hasta Says1 Parametre

VHL 000 9.98 - - - BHTRHE ile renal hilerell karsinom, meme kanseri ovaryum kanseri akut

No
é HIFIA | 000 416 - - - - 1564 miyeloid lsemi, malizn melanom , akeiger kanser, gliom, endome tiyum ve
f EATS 000 194 B B B _ karaciger kanseri kargls shnlmugtr.
% VHL 026 131 - - - BHTRHE ile renal hiicrek karsinom, meme kanseri ovarvum kanseri akut
2 HIF1A | 000 378 - - - - 788 miyeloid 16semi, malion melanom, akeiger kanseri, gliom ve endometriyum
€ |kars | om0 | o3 ] ] ] - arslagtringt.
- VHL 004 - -1m -430 051 -1,5%
7: HIF1A - - - - - - 362 BHTRHE ie normal bobrek dokusu dmekleri karslastrimistr
C kam | ] - ] ]
VHL 002 - 143 -326 063 -1,59
HIF1A 084 - 0.20 -543 0.19 5,32 165 BHTRHE hastalannda cinsfyete dayah farklitk araganlmistr
EATS 065 - 045 -587 028 3,57
VHL 029 - -108 -5713 0,70 144
HIF1A 032 - 1,00 -580 0.22 4,53 147 Primer BHTRHE ile metastatk BHTRHE. kargilaganlmisty
EATS 064 - -048 -6.18 .14 734
VHL 033 - -098 -603 064 157
HIF1A | 001 - 255 -347 0,54 1,84 147 Primer BHTRHE ile papiller renal karsinom kar silagtnimishr.
EATS 0.10 - -148 -514 034 291
VHL 27 1,36 - - -
HIF1A | 093 0,07 - - - - 147 BHTRHE 'in Grade 1. 2 ve 3 hasta gruplan aras karglaghrma vapdmstur.

KATS 042 0,89 - - -

VHL 000 555 - - -
HIFIA | 004 289 - - - - 202 BHTRHE'mn Grade 1, 2. 3 ve 4 hasta gruplan aras kargilasirma yapdmistr.
KATS 0.76 0.40 - - -

GEE404 35| C

W viL | oos | 1ss . i i
i HIFIA | 000 4M - - - - 14 BHTRHE evrelere gore kontrol gruplaryla birlikte karsdastrimistr
B
O KATS 009 1.81 - - -
z VHL | 0% - 203 384 | 03t | 3w
0 N _ . BHTRHE hastalan i; erisinde Subitinip Tedavisine pozitif / negatif cevap veren
8 HIFIA | 005 - 199 -432 0.37 -2,67 138
7 hastalar karsdagtrdmastir.
o KATS 014 - -150 -510 025 397
2 VHL | 000 - 315 -225 017 5,88
el BHTRHK hastalar: i; erisinde obez ile si
3 |meal o | - I 130 asalrtcrisinde obez olrlar e siara kodanan astalann
w karglastrimas
U KATS 003 - 2127 -426 014 -1,24
2 VHEL | 029 - -108 467 | Al 730
© BHTRHE hastalar icerisinde obez ve sizara kullanan hastalar ile sadece
3 L 07 - - -1,56 130 K =
17 HFLA ] 00 L3 e o6t sigara kulanan hastalann karglastnimas.
o KATS | 015 - -148 -441 .11 9,17
2 VHL | 0o - 312 244 | 425 | 4w
© BHTRHE hastalan ig erisinde obez ve sigara kullanan hastalar ile sadece obez
= - -163 -5 4032 3 =
B HIF1A | o011 163 540 032 317 130 ol hastalann Karsiastrimas
U EATS | 037 - 0.57 -653 0.04 -2815
o0 T
[;5 VHL - - - - -
o HIF1A | 005 - -195 -514 035 2,84 115 BHTRHK hastaln ile normal bire yier kargila sanlmrar
EATS | 04 - -119 -630 412 851
VHL 001 - 265 -282 0.32 313
HIFIA | 008 - 182 -423 0.27 388 88 BHTRHE ile metastatk BHTRHE gnplan karglagtrimiste
EATS | 001 - 298 -219 0.20 5,11
VHL 001 - -165 -282 032 313
HIFIA | 005 - -182 -423 027 368 88 Metastatik BETRHE ve normal gruplar kar glagtmimstr
N EATS | 001 - -298 -219 0,20 511
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A) VHL

GSE36139 kodlu g¢alisma kapsaminda 1864 hasta analiz edilmistir. 1864 hasta
BHTRHK, RHK, meme kanseri, ovaryum kanseri, akut miyeloid l6semi, malign
ayr1 gruba ayrilarak karsilastirilmistir. VHL, HIF1A ve KATS’in BHTRHK'da ve diger
kanser tiirlerindeki durumlart karsilagtirildi (Sekil 24). Asagida verilen grafikler,
toplam hasta sayisinmn yirmide biri dahil edilerek ¢izilmistir. Istatistiksel analizler tiim

hastalar dahil edilerek yapilmastir.
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Sekil-24 GSE36139 kodlu ¢alismada bulunan A) VHL B) HIF1A ve C) KAT5

genlerinin ifade degerleri
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Yapilan anova analizleri sonucu VHL, HIF1A ve KAT5 p<0.05 oldugundan bu ii¢
genin ifade diizeyi BHTRHK da diger kanser tiirlerine gore istatistiksel olarak anlaml
GSE68950 kodlu calisma kapsaminda 788 hiicre hatti, analiz edilmistir. 788 hiicre
hattt BHTRHK, RHK, meme kanseri, ovaryum kanseri, akut miyeloid 16semi, malign
melanom, akciger kanseri, gliom ve endometriyum olmak iizere 9 ayr1 gruba ayrilip
karsilastirilmistir. VHL, HIF1A ve KAT5’in BHTRHK'da ve diger kanser tiirlerindeki
durumlar karsilastirilmistir (Sekil 25). Asagida verilen grafikler toplam hiicre hatti
sayisinin 1/10’u 6rneklem almarak ¢izilmistir. Istatistiksel analizler tiim hiicre hatlarin

bir fark saptandi (VHL, p=0,0001; HIF1A, p

dahil edilerek yapilmistir.
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Sekil-25 GSE68950 kodlu ¢alismada A) VHL B) HIF1A ve C) KAT5 genlerinin
ifade degerleri

Yapilan anova analizleri sonucu VHL, HIF1A ve KAT5 i¢in; VHL; p= 0.26,
HIF1A; p= 0.001, KATS5; p= 0.80 olarak hesaplandi. Istatistiksel olarak anlamli bir
fark sadece HIF1A genin ifadesinde hesaplandi. Bu durum, hiicre hatlarinda yapilan
gen ifadesi analizlerinin gercek hasta tiimor dokusundan farklilik gosterebilecegini
nicel olarak ifade etmistir.

GSE3 kodlu calisma kapsaminda 362 hasta analiz edilmistir. 362 hastanin
BHTRHK tiimor dokusu ile normal bobrek doku ornekleri karsilastirildi. Calisma
verileri i¢erisinde sadece VHL gen ifade verilerine ulasilabildigi i¢in yalnizca VHL gen
ifade durumu analiz edildi (Sekil 26). Asagida verilen grafikler toplam hasta sayisinin
1/5’i 6rneklem alinarak cizildi. Istatistiksel analizler tiim hastalar dahil edilerek
yapildi.
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Sekil-26 GSE3 kodlu VHL geninin ifade degerleri

Yapilan t-testi analizleri sonucu VHL geninin ifade diizeyindeki farklilik;
p=0.04 olarak hesaplandi. BHTRHK hastalarinda VHL geninin ifadesi istatistiksel
olarak anlamli diizeyde -1,96 kat ifade azalmasi tespit edildi.

GSE73731 kodlu calisma kapsaminda 265 hasta analiz edildi. BHTRHK
hastalarinda cinsiyete dayali fark olup olmadigi karsilastirilarak gen ifade farklhiliklari
hesaplanmistir (Sekil 27). Asagida verilen grafikler de toplam hasta sayisinin yarisi

orneklem alinarak ¢izilmistir. Istatistiksel analizler tiim hastalar dahil edilerek yapild.
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Sekil-27 GSE73731 kodlu ¢cahsmada A) VHL B) HIF1A ve C) KAT5 genlerinin

ifade degerleri

0.65

p:

olarak hesaplanmistir. Gen ifade seviyeleri degerlendirildiginde VHL kadinlarda

p=0.84, KATS

0.02, HIF1A,

p:

Yapilan t-testi analizleri sonucu VHL

Ir.

de ifade edilmekted

iye

GSE19949 kodlu ¢alisma kapsaminda 147 hasta anal

ksel olarak -1,59 kat daha az sevi

istatisti

erkeklere gore

ir. 147 hastada

15t

ilm

d

1Z €
Primer BHTRHK ile metastatik BHTRHK ve Papiller RHK karsilastirilmistir (Sekil

s

28). Bu drneklemde yapilan bir diger karsilagtirma ise, BHTRHK hastalar1 arasinda 1.

2. ve 3. derece hasta gruplari arasindaki VHL, HIF1A ve KAT5’in gen ifade degerleri

karsilagtirillmistir (Sekil 29). Asagida verilen grafiklerde toplam hasta sayisinin yarisi
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Sekil-28 GSE19949 kodlu ¢ahismada A) VHL B) HIF1A ve C) KAT5 genler

ifade degerleri
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C) KAT5
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0.64 olarak hesaplanmistir. p<0.05 degeri 3 genin

Yapilan t test analizleri sonucu; primer ve metastatik BHTRHK igin VHL;

Sekil-29 GSE19949 kodlu ¢cahsmada A) VHL B) HIF1A ve C) KAT5 genlerinin
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ifade farkliliklar1 igin istatistiksel olarak anlamli bir fark belirlenmemistir. Primer

0.33, HIF1A; p=0.01, KATS;

BHTRHK ile Papiller RHK karsilastirildiginda; VHL; p

0.10 olarak hesaplanmistir. p<0.05 degeri sadece HIF1A geni i¢in tespit edilmistir.

p:
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BHTRHK igerisinde hastalar evrelerine gore ti¢ gruba ayrildiginda aralarinda
GSE40435 kodlu ¢alisma kapsaminda 202 hasta analiz edilmistir. 202 hasta,
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= expression value
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Bu durum sonucunda HIF1A gen ifadesi BHTRHK'da Papiller RHKaya gore -1,84

kat daha azdir.
hastalik evrelerine dayali fark olup olmadigi karsilagtirilmistir. BHTRHK ‘da 1-4

p<0.05 degeri 3 genin ifade farkliliklari icin istatistiksel olarak anlamli bir fark
evreye sahip hastalar arasindaki gen ifade farkliliklari hesaplanmistir (Sekil 30).
Asagida verilen grafiklerde toplam hasta sayisinin %45°i 6rneklem alinarak

cizilmistir. Istatistiksel analizler tiim hastalar dahil edilerek yapilmistir.

icin istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir.
A) VHL

yapilan anova analizi sonucu VHL; p= 0.27, HIF1A; p

belirlenmemistir.
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C) KAT5
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= expression value

Sekil-30 GSE40435 kodlu ¢alismada A) VHL B) HIF1A ve C) KAT5 genlerinin
ifade degerleri

Yapilan anova analizleri sonucu, VHL; p= 0.00, HIF1A; p= 0.04, KAT5; p=
0.76 olarak hesaplanmigtir. p<0.05 degeri VHL ve HIF1A geninde anlaml
bulunmustir. Gen ifade seviyeleri bakimindan VHL ve HIF1A hastaligin evreleri
arasinda anlamli bir fark gdstermektedir. Ancak bu ¢aligmada verilerin logFC degerleri
paylasilmadigi i¢in gen ifadelerinin her derecedeki degisimi hesaplanamamaktadir.

GSES53757 kodlu ¢alisma kapsaminda 144 hastanin tiimor ve normal dokusu
analiz edilmistir. 104 hasta, hastalik evrelerine dayali fark olup olmadigi
karsilastirilmistir. BHTRHK ‘da 1-4 evreleri arasinda hastalar arasindaki gen ifade
farkliliklar1 hesaplanmigtir (Sekil-31).

A) VHL

GSESATST { GPLETO / 206609 x &
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B) HIF1A

GSEGITST | GRLIM /200989 &t
40

lelolel

 piession value

C) KAT5

GSEGATST | GFLSM /206668 x &

= i velie

Sekil-31 GSE53757 kodlu ¢ahsmada A) VHL B) HIF1A ve C) KAT5 genlerinin
ifade degerleri

Yapilan anova analizleri sonucu VHL; p= 0.08, HIF1A; p= 0.00, KAT5; p=
0.09 olarak hesaplandi. Gen ifadesi bakimindan HIF1A hastaligin evreleri arasinda
anlamli bir fark gostermektedir. Ancak bu calismada verilerin logFC degerleri
paylasilmadig1 icin gen ifadelerinin evrelere gore gen ifade kat sayr degisimi
hesaplanamamaktadir.

GSE65615 kodlu ¢alisma kapsaminda 138 hasta analiz edilmistir. 138 hastada
normal bobrek dokusu, BHTRHK’da Sunitinib tedavisinde olumlu cevap veren /

vermeyen hastalar arasindaki fark karsilastirilmistir (Sekil 32).

114



A) VHL
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Sekil-32 GSE65615 kodlu ¢ahismada A) VHL B) HIF1A ve C) KAT5 genlerinin

ifade degerleri

’e yanit veren ve vermeyen hasta

Sunitini

p= 0.03, HIF1A

Yapilan t-testi analizleri sonucu

p= 0.14 olarak

p= 0.05, KAT5

gruplar1 arasinda VHL

t verenler

iye yant
. HIF1A gen

tedav

i¢in
Imekted

hesaplanmistir. Gen ifadesi bakimindan VHL geni

ise, bu

11i¢in ise

Ir

ifade edi

de
kat -2.67 olarak hesaplanmistir. Sunitinib tedavisine yanit veren hasta gruplarinda

iye

22 kat az sev

3

ore

vermeyenenlere g

HIF1A ve VHL gen ifadesi yanit vermeyen gruba goére daha diistiktir.

GSE46699 kodlu ¢alisma kapsaminda 130 hasta analiz edilmistir. 130 hasta

BHTRHK

tilketen ve hem sigara tiilketen hem de obez olan grup

, sigara

de obez

1¢Cr1S1In

115



olarak iice ayrilmustir (Sekil 33). Asagida verilen grafikler de toplam hasta sayisinin
yaris1 drneklem almarak cizilmistir. Istatistiksel analizler tiim hastalar dahil edilerek

yapilmustir.

A) VHL
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Sekil-33 GSE46699 kodlu ¢cahsmada A) VHL B) HIF1A ve C) KAT5 genlerinin
ifade degerleri

Yapilan t-testi analizleri sonucunda; obez olan ile sigara tiiketen BHTRHK
hasta gruplar1 arasinda VHL; p=0.00, HIF1A; p=0.32, KAT5; p= 0.03 olarak
hesaplanmistir. p<0.05 VHL ve KAT5 geninde anlamli bulunmustur. Gen ifade
bakimindan VHL geni i¢in sigara tiiketen hasta grubu obez grubuna gore -5.88 kat daha
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az seviyede ifade edilmektedir. KAT5 geni i¢in ise, bu kat 3.40 olarak hesaplanmuistir.
Sigara tiikketen hastalarda VHL ifadesi obez hastalara gore diiserken KATS seviyesi
artmistir. Obez ve sigara tliketen hasta grubu ile yalnizca sigara tiiketen grup
hesaplanmistir. p<0.05 kosulu bu karsilastirmada saglanamamistir. Obez ve sigara
tiiketen hasta grubu ile yalnizca obez grup karsilastirmasi yapildiginda VHL; p

geninde tespit edilmistir. Yalnizca obez hastalarda obez ve sigara tiikketen hasta
hastalar1 ile normal bobrek dokusu arasinda HIF1A ve KAT5 gen ifade seviyeleri

karsilastirmasi yapildiginda VHL; p= 0.29, HIF1A; p= 0.07, KAT5; p
HIF1A; p

grubuna gore VHL seviyesi 4.01 kat artmaktadir.
bakimindan karsilastirilmasi yapildi (Sekil 34).

A) HIF1A

GEEITHE/ GPLII0T /10524

v eqnession value

BEvEEAS 7

SRS

B) KAT5

0.24 olarak hesaplanmistir. p<0.05

Yapilan t-testi analizleri sonucu BHTRHK hastalar1 ile normal bdbrek doku
117

ornekleri arasinda HIF1A; p= 0.05, KAT5; p

" aession value

Sekil-34 GSE17818 kodlu ¢alismada A) HIF1A ve B) KAT5 genlerinin ifade

degerleri
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kosulu HIF1A geninde istatistiksel olarak anlamli bulundu. BHTRHK hastalarinda
normal bobrek dokusuna gore HIF1A seviyesi 2.84 kat artis gostermektedir. Caligma
kapsaminda VHL geni ile ilgili veri verilmemesi nedeniyle VHL genine ait gen ifade
hastalar1, metastatik BHTRHK hastalar1 ve normal bobrek dokusu arasinda fark olup
olmadig1 karsilastirllmistir (Sekil 35). Asagida verilen grafikler de toplam hasta
sayisinin yaris1 drneklem alinarak ¢izilmistir. Istatistiksel analizler tiim hastalar dahil

degisiklikleri hesaplananamamustir.
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Sekil-35 GSE105288 kodlu ¢cahsmada A) VHL B) HIF1A ve C) KAT5 genlerinin
ifade degerleri

Yapilan t-testi analizleri sonucunda; primer ile metastatik BHTRHK hastalari
arasinda VHL; p=0.01, HIF1A; p=0.08, KAT5; p= 0.01 olarak hesaplanmistir. p<0.05
kosulu VHL ve KATS genlerinde saglanmaktadir. VHL gen ifadesi icin BHTRHK
grubu metastatik BHTRHK grubuna gore -3.13 kat azalma gostermektedir. KAT5 gen
ifadesi i¢in ise metastatik gruba gore 5.11 kat artist gostermektedir. Metastatik
BHTRHK hastalari ile normal bobrek doku 6rnekleri arasinda VHL; p= 0.01, HIF1A,;
p= 0.05, KAT5; p= 0.01 olarak hesaplanmistir. p<0.05 kosulu tiim genlerde anlamli
bulunmustur. Metastatik BHTRHK hastalarinda normal bobrek dokusuna gére VHL
geninde -3,13 kat azalma goriilmektedir. HIF1A seviyesi 3,68 kat artis gostermektedir.
KATS5 seviyesi 1se 5.11 kat artmistir. GSE19949 nolu ¢alisma sonucunda primer ve
metastatik BHTRHK hasta gruplart arasinda VHL, HIF1A ve KAT5 gen ifadesi
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir. Ancak,
GSE105288 nolu ¢alismada primer ile metastatik BHTRHK hastalar1 arasinda bu

genlerin ifade diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir.
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4.2. VHL, HIF1A ve KATS genlerini hedef alan miRNA’larin tespit edilmesi

Tablo-38 VHL genini hedef alan miRNA’lar

. . UT.R . Eslesme Eslegme

miRNA Bolgesmdekll ‘Alant ?kor '

Baglanma Yeri Yiizdesi
miR-223 146-152 7mer-m8 91
hsa-miR-211-5p 631-638 8mer 98
hsa-miR-204-5p 631-638 8mer 98
hsa-miR-5590-3p 1657-1664 8mer 96
hsa-miR-142-5p 1657-1664 8mer 96
hsa-miR-340-5p 1658-1665 8mer 96
hsa-miR-21-5p 1689-1695 7mer-m8 91
hsa-miR-590-5p 1689-1695 7mer-m8 91
hsa-miR-101-3p.1 3506-3512 7mer-m8 95
hsa-miR-181a-5p 3585-3592 8mer 95
hsa-miR-181b-5p 3585-3592 8mer 95
hsa-miR-181c-5p 3585-3592 8mer 95
hsa-miR-181d-5p 3585-3592 8mer 95
hsa-miR-4262 3585-3592 8mer 91
hsa-miR-374c-5p 3589-3596 8mer 89
hsa-miR-655-3p 3589-3596 8mer 88
hsa-miR-29c-3p 3684-3690 7mer-m8 97
hsa-miR-29a-3p 3684-3690 7mer-m8 97
hsa-miR-29b-3p 3684-3690 7mer-m8 97
hsa-miR-329-3p 3710-3716 7mer-m8 98
hsa-miR-362-3p 3710-3716 7mer-m8 97
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Tablo-39 HIF1A genini hedef alan miRNA’lar

Bil Li:;rl?deki Eslesme | ESiesme Bil LisTirFfdeki Eslesme | ESicsme

MIRNA Bagglanma zlasm %kor . MIRNA Bz;gglanma ilasm %kor .

Yeri Yiizdesi Yeri Yiizdesi
miR-138 632-638 7mer-1A 91 hsa-miR-448 813-819 7mer-m8 87
hsa-miR-199b-5p 177-183 7mer-m8 91 hsa-miR-219a-2-3p 861-867 7mer-1A 75
hsa-miR-151a-3p 201-207 7mer-m8 91 hsa-miR-494-3p 881-887 7mer-m8 82
hsa-miR-186-5p 322-328 7mer-1A 59 hsa-miR-20a-5p 1104-1110 | 7mer-m8 96
hsa-miR-6807-3p 385-391 7mer-1A 90 hsa-miR-20b-5p 1104-1110 | 7mer-m8 96
hsa-miR-217 385-391 Tmer-1A 88 hsa-miR-106b-5p 1104-1110 7mer-m8 95
hsa-miR-18b-5p 409-415 7mer-m8 99 hsa-miR-106a-5p 1104-1110 7mer-m8 95
hsa-miR-18a-5p 409-415 7mer-m8 99 hsa-miR-17-5p 1104-1110 7mer-m8 95
hsa-miR-4735-3p 409-415 7mer-m8 99 hsa-miR-93-5p 1104-1110 | 7mer-m8 95
hsa-miR-488-3p 506-512 7mer-m8 93 hsa-miR-526b-3p 1104-1110 | 7mer-m8 94
hsa-miR-433-3p 512-518 7mer-m8 83 hsa-miR-519d-3p 1104-1110 | 7mer-m8 94
hsa-miR-330-3p 576-582 7mer-m8 61 hsa-miR-155-5p 1166-1172 | 7mer-m8 90
hsa-miR-19b-3p 606-612 7mer-1A 84 hsa-miR-542-3p 1190-1196 7mer-1A 87
hsa-miR-19a-3p 606-612 7mer-1A 84 hsa-miR-493-5p 1225-1231 7mer-1A 73
hsa-miR-340-5p 663-669 7mer-1A 51 hsa-miR-142-3p.2 1267-1274 8mer 95
hsa-miR-376a-3p 701-707 7mer-1A 76 hsa-miR-582-5p 1273-1279 | 7mer-m8 89
hsa-miR-376b-3p 701-707 7mer-1A 75 hsa-miR-495-3p 1284-1290 | 7mer-1A 63
hsa-miR-135b-5p 789-795 7mer-m8 94 hsa-miR-5688 1284-1290 7mer-1A 62
hsa-miR-135a-5p 789-795 7mer-m8 93 hsa-miR-194-5p 1286-1292 | 7mer-1A 87

Tablo-40 KAT5 genini hedef alan miRNA’lar
miRNA UTR Bolgesindeki Baglanma Yeri Eslesme Alam Eslesme Skor Yiizdesi
miR-22 249-255 7mer-m8 94
hsa-miR-137 400-406 7mer-1A 80

BHTHK da yapilan in-silico biyoinformatik analizler sonucu belirledigimiz
VHL, HIF1A ve KAT5 gen ifadeler hastalara ait klinik parametreler ile
karsilagtirildiginda gen ifadelerinin farkli seviyelerde oldugu tespit edildi. Gen
ifadelerinde diizenleyici gorev yapan miRNA’lar karsinogenez siirecinde etkin
gorevler tstlenmektedirler. Bu bilgiler 1s181nda; belirlenen aday genlerin baz dizileri
TargetScan Human ve miRTargetLink Human veri tabanlarinda analiz edilerek
belirledigimiz aday genleri hedef alan ve gen ifadesinde etkili olan miRNA’lar tespit
edildi (Tablo 38-40). Yapilan analizde eslesme skoru yiiksek olan miRNA’lar hedef
almmistir. VHL geninde miR-223, HIF1A geninde miR-138 ve KAT5 geni i¢in miR-
22 segcildi.
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Global veri bankalarindan elde edilen tiim 6n bulgular bu ¢aligma kapsaminda 100
BHTRK hastasinda degerlendirilerek validasyonu gerceklestirildi.
4.3. Klinik Validasyon Calismasi
Tez ¢alismasi dahilinde histo patolojik analizler ile BHTRHK tanis1 alan yiiz
adet hastanin parafinize edilmis tiimér ve normal doku bloklarna ait 6rnekler
kullanildi. Calismaya dahil edilen hastalarin yas dagilimi 34 — 88 arasinda olup

ortalamasi1 60 = 1.17 “dir. Hastalara ait tiim klinik paramatreler Tablo 41‘de verildi.

Tablo-41 Hastalara ait klinik ve histopatolojik ozellikler

Hasta Yas: Ortalamasi En Diisiik- Yiiksek Deger
60 (£ 1,17) 34 -88
Cinsiyet Say1 Yiizde (%)
Kadin 41 41
Erkek 59 59
Fuhrman Grade
1 10 10
2 34 34
3 47 47
4 9 9
Patolojik Tiimor Evresi
pTla 23 29,9
pT1lb 22 28,6
pT2 18 23,4
pT3a 4 18,2
Biiyiime Paterni
Alveoler 90 90
Papiller 2 2
Solid 5 5
Multikistik 2 2
Multiokiiler 1 1
Renal Kapsiil invazyonu
Pozitif 46 46,9
Negatif 52 53,1
Perirenal Yag Doku invazyonu
Pozitif 15 153
Negatif 83 84,7
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Tablo-41’in devami

Renal Ven invazyonu

Pozitif 7 74
Negatif 87 92,6
Tiimér Dis1 Bobrek
Pozitif 7 71
Negatif 74 74,7
Kalsifikasyon 1 1
Tiibiiler Atrofi 3 3
Renal Kist 11 11,1
Papiller Adenom 1 1
Fibrozis 1 1
Kronik Enflamasyon 1 1
CK7
Pozitif 4 7.4
Negatif 50 92,6
Vimentin
Pozitif 83 98,8
Negatif 1 1,2
EMA
Pozitif 71 95,9
Negatif 3 4,1
CD10
Pozitif 70 95,9
Negatif 3 41
RCC
Pozitif 27 84,4
Negatif 5 15,6
LMWCK
Pozitif 41 54,7
Negatif 34 453
CK19
Pozitif 17 654
Negatif 9 34,6
Masson Trikrom
Pozitif 10 40
Negatif 15 60
PAS
Pozitif 8 30,8
Negatif 18 69,2
Kongo Red
Pozitif 76 76
Negatif 24 24
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Tablo-41’in devami

PASIM
Pozitif 1 45
Negatif 21 95,5

Cerrahi islem

Sag Nefrektomi 11 11,5

Sag Parsiyel Nefrektomi 6 6,3

Sag Radikal Nefrektomi 40 41,7
Sol Parsiyel Nefrektomi 9 9,4
Parsiyel Nefrektomi 5 52

Sol Nefrektomi 14 14,6
Radikal Nefrektomi 2 2,1
Laporoskobik Sag Radikal Nefrektomi 4 42
Nefrektomi 3 31
Laoroskobik Sol Nefrektomi 1 1
Sol Radikal Nefrektomi 1 1

BHTRHK gelisiminden sorumlu oldugu bilinen VHL geni ve biyoinformatik
analizler ile tanida aday olarak belirlenen HIF1A ve KAT5 genleri Real time PCR
metodu ile kullanilarak mRNA diizeyindeki ifadeleri 100 hastada analiz edildi.
Yapilan 2722T analizinde GAPDH housekeeping gen olarak kullanildi. Analiz
sonucunda 100 hastada VHL geninin ifadesi -0,39 kat (p=0,4419) azalma gosterirken
HIF1A 1,23 kat (p=0,0402), KATS5 ise 1,88 kat (p=0,001) artis gostermektedir (Tablo
42). Elde edilen nicel veriler ile sicaklik haritalamasi analizi yapildi (Sekil 36).
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Tablo-42 VHL, HIF1A ve KAT5 gen

ifadelerinin Delta CT analiz degerleri

Ortalama Ortalama log2 log2 log2
ACT | ACT ACT Ortalama 27"AACT | 27AACT | 2"AACT
Hasta No | GAPDH | VHL | HIF1A | KAT5 AACT AACT QAAACT | 2M"AACT | 2*MAACT
VHL | HIF1A | KAT5 [ AACT VHL VHL HIF1A KAT5
HIF1A KATS VHL) HIF1A) KATS)
1T 34,10 3500 (2392 (2888090 |-1018 |-521 [-2,99 -9,58 -7,19
7,93 765,39 146,34 2,99 9,58 7,19
1IN 33,67 3500|2545 [2994 |133 |-8,22 -3,74 | -2,56 -7,62 -5,72
2T 33,14 35,00 (28,84 |[30,03 186 |-4,30 -3,11 |-2,03 -3,70 -5,09
4,09 13,03 34,03 2,03 3,70 5,09
2N 32,62 35,00 (2521 (2899 [238 |-7,42 -3,64 |-1,51 -6,82 -5,62
3T 29,20 3500|2393 |2572 (580 |-527 -3,48 191 -4,67 -5,46
0,27 25,46 44,00 -1,91 4,67 5,46
3N 34,19 35,00 (26,59 |29,46 [081 |-7,60 -4,72 1-3,08 -7,00 -6,70
4T 32,62 35,00 (28,18 |3155 2,38 |-4,45 -1,07 |-1,51 -3,85 -3,05
2,86 14,40 8,30 151 3,85 3,05
4N 33,26 35,00 | 26,64 |2940 | 1,74 |-6,62 -3,86 |-2,15 -6,02 -5,84
5T 30,15 35,00 (26,19 |2585 485 |-3,96 -4,30 0,96 -3,36 -6,28
0,51 10,29 77,74 -0,96 3,36 6,28
5N 36,61 |3500|2676 |2887 |-161 |-98 |-7,74 |-550 -9,25 9,72
6T 32,71 35,00 (3576 |[2551 [229 |3,05 -7,19 |-1,60 3,65 -9,17
3,03 0,08 577,40 1,60 -3,65 9,17
6N 33,71 35,00 | 2568 |2848 |129 |-8,03 -5,23 |-2,60 -7,43 -7,21
7T 36,76 35,00 | 28,80 |28,89 |-1,76 |-7,96 -7,86 |-5,65 -7,36 -9,84
50,17 164,16 918,91 5,65 7,36 9,84
7N 35,00 35,00 ( 29,33 |3054 [ 0,00 |-5,67 -4,46 |-3,89 -5,07 -6,44
8T 35,91 35,00 (27,80 |27,68 [-0,91 |-8,11 -8,22 |-4,80 -7,51 -10,20
27,83 181,95 1179,13 4,80 7,51 10,20
8N 35,00 35,00 28,71 |31,80 (0,00 |-6,29 -3,20 |-3,89 -5,69 -5,18
9T 32,88 35,00 (27,18 |32,66 [212 |-570 -0,22 |-1,77 -5,10 -2,20
341 34,39 4,58 1,77 5,10 2,20
9N 30,88 35,00 (3559 (39,00 [412 |471 8,12 0,23 531 6,14
10T 35,98 35,00 | 24,65 |2849 [-0,98 |-11,33 |-7,50 |[-4,87 -10,73 -9,48
29,29 1700,56 712,71 4,87 10,73 9,48
10N 32,50 35,00 (30,78 |[33,88 [250 |-1,72 1,39 -1,39 -1,12 -0,59
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Tablo-42’nin devam

Ortalama Ortalama log2 log2 log2
Hasta No | GAPDH | VHL | HIF1A | KAT5 3&{ ﬁ?l;rl A ﬁi% A()Arg:\l[a\r/n: L AACT AACT 3//'\4ALA cr ZHAI?Z?XT 2K"AA_I_A5CT QMACT | RMAACT | RM"AACT
HIF1A KAT5 VHL) HIF1A) KAT5)

11T 31,46 35 26,98 29,98 |354 |[-4,48 -1,48 1-0,35 -3,88 -3,46

1,28 14,74 11,04 0,35 3,88 3,46
11N 30,66 36,3332,52 |37,07 (567 |1.85 6,41 1,78 2,45 4,43
12T 28,46 35 25,9 26,96 | 6,54 |-2,57 -15 2,65 -1,97 -3,48

0,16 39 11,14 -2,65 1,97 3,48
12N 32,91 35 32,42 [3569 2,09 |-048 2,78 -1,8 0,12 0,8
13T 27,39 36,99 12583 2812 9,6 -1,56 0,72 571 -0,96 -1,26

0,02 1,95 2,39 -5,71 0,96 1,26
13N 28,41 35 36,38 |39 6,59 |7,98 1059 |27 8,58 8,61
14T 29,07 35 25,89 28,49 |593 |[-3,19 -0,58 |2,04 -2,59 -2,56

0,24 6,02 591 -2,04 2,59 2,56
14N 26,87 35 2429 128,62 |8,13 |-2,57 1,75 4,24 -1,97 -0,23
15T 34 35 29,86 (3084 |1 -4,14 -3,16 |-2,89 -3,54 -5,14

7,43 11,66 35,22 2,89 3,54 5,14
15N 30,98 35 30,71 |32,62 | 4,02 |-0,27 1,64 0,13 0,33 -0,34
16T 28,12 35,83128,98 2943 (7,7 0,86 1,31 381 1,46 -0,67

0,07 0,36 1,59 -3,81 -1,46 0,67
16 N 29,78 35,56 | 35,67 |37,15|5,78 |5,89 7,37 1,89 6,49 5,39
17T 28,84 35 30,98 [31,37 |6,16 |214 2,52 2,27 2,74 0,54

0,21 0,15 0,69 -2,27 -2,74 -0,54
17N 28,82 346513392 3391582 |51 5,08 1,93 57 31
18T 26,69 34,75129,41 29,69 |8,06 |2,72 3,01 4,17 3,32 1,03

0,06 0,1 0,49 -4,17 -3,32 -1,03
18N 26,94 35,271 30,1 29,83 18,33 |3,16 2,9 4,44 3,76 0,92
19T 30,41 35 2841 30,99 |459 |[-2 0,58 0,7 -14 -1,4

0,61 2,64 2,64 -0,7 14 14
19N 29,16 35 27,57 28,74 (584 |-1,59 -0,42 11,95 -0,99 -2,4
20T 27,7 35 2882 2869 |73 1,12 0,99 341 1,72 -0,99

0,09 0,3 1,99 -3,41 -1,72 0,99
20N 31,93 37,0913593 |3661|517 |4 4,68 1,28 4,6 2,7
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Tablo-42’nin devam

Ortalama Ortalama log2 log2 log2
Hasta No | GAPDH | VHL | HIF1A [ KATS \A/EE ﬁ?l;rl A ﬁiif:S AOAI’élella\T: L AACT AACT 3//|\_|ALA cT ZH:iA:?XT ZK;ATASCT (2"AACT (2*"AACT (2"AACT
HIF1A KAT5 VHL) HIF1A) KAT5)

21T 36,93 35 34,81 |31,52 -1,93 [-2,12 -541 |-582 -1,52 -7,39

56,46 2,87 167,21 5,82 1,52 7,39
21N 36,84 35 34,97 |30,62 |-1,84 |-1,87 -6,22 |-5,73 -1,27 -8,2
22T 31,97 35,36 27,84 |[30,73 [339 |[-4,13 -1,24 |-05 -3,53 -3,22

1,42 11,57 9,35 05 3,53 3,22
22N 35,67 35 37,13 | 37,24 |-0,67 |1,47 1,58 -4,56 2,07 -0,4
23T 27,81 35 27,32 |29,34 (7,19 (-0,49 1,53 33 0,11 -0,45

01 0,92 1,36 -3,3 -0,11 0,45
23N 31,61 3542|3151 |354 [381 |-01 3,78 -0,08 0,5 18
24T 27,83 35 24,9 27,23 | 7,17 |-2,93 -0,6 3,28 -2,33 -2,58

01 5,03 5,97 -3,28 2,33 2,58
24N 30,23 35 30,5 32,81 [4,77 |0,27 2,58 0,88 0,87 0,6
25T 35,26 35 31,87 |2943 |-0,26 |-34 -5,84 |-4,15 -2,8 -7,82

17,81 6,95 225,54 4,15 2,8 7,82
25N 36,18 35 34,89 |31,23 [-1,18 (-1,29 -4,95 |-5,07 -0,69 -6,93
26T 26,49 35 29,16 |26,61 [851 [2,67 0,12 4,62 3,27 -1,86

0,04 0,1 3,62 -4,62 -3,27 1,86
26 N 34,96 35 39 371 (004 [4,04 2,13 -3,85 4,64 0,15
21T 26,92 35 25,83 |2845 (8,08 [-1,09 1,52 4,19 -0,49 -0,46

0,05 14 1,37 -4,19 0,49 0,46
27N 29,69 36,72 | 39 39 7,03 [931 9,31 3,14 9,91 7,33
28T 25,73 35,66 26,41 |[28,25 (9,93 |0,67 2,52 6,04 1,27 0,54

0,02 0,41 0,69 -6,04 -1,27 -0,54
28N 26,64 349413021 328 |83 3,57 6,16 441 4,17 4,18
29T 30,12 35 25,34 | 27,62 (4,88 |-4,78 -2,5 0,99 -4,18 -4,48

0,5 18,17 22,3 -0,99 4,18 4,48
29N 28,72 36,37 (2396 28,71 |7,65 |-4,76 -0,01 |3,76 -4,16 -1,99
30T 32,35 35 28,63 31,44 2,65 |-3,72 -091 |-1,24 -3,12 -2,89

2,35 8,69 7,41 1,24 3,12 2,89
30N 36,92 35 32,37 |39 -1,92 |-4,55 2,08 -5,81 -3,95 0,1
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Tablo-42’nin devam

Ortalama Ortalama log2 log2 log2
Hasta No | GAPDH | VHL | HIF1A | KAT5 \A/E'E ﬁ'ﬁ:rl A ﬁ%‘:s A()Arg:\l[a\r/n: L AACT AACT 3/;ALA cr ZHAI?Z?XT 2K"AA_I_A5CT QMAACT | RM"AACT | MAACT
HIF1A KAT5 VHL) HIF1A) KAT5)

31T 27,93 346212527 283 |[6,68 |-2,67 0,37 2,79 -2,07 -1,61

0,14 4,19 3,05 -2,79 2,07 1,61
31N 27,1 35 2335 27,27 |79 -3,75 0,16 4,01 -3,15 -1,82
32T 25,43 35 2388 [256 957 |-155 0,17 5,68 -0,95 -1,81

0,02 1,94 3,51 -5,68 0,95 181
32N 23,36 37,01]27,58 3093 |13,66 |4,22 7,57 9,77 482 5,59
33T 31,62 35,08 124,47 29,42 [3,46 |-7,16 -2,2 -0,43 -6,56 -4,18

1,35 94,14 18,15 0,43 6,56 4,18
33N 27,01 35 2794 (3369|799 [0,93 6,67 41 1,53 4,69
34T 36,91 35 29,65 (34,06 |-1,91 |-7,26 -285 |-58 -6,66 -4,83

55,79 101,19 28,53 58 6,66 4,83
34N 36,49 35 3569 |39 -1,49 |-08 2,51 -5,38 -0,2 0,53
3BT 27,7 38,77|27,36 |27,82 |11,07 |-0,33 0,12 7,18 0,27 -1,86

0,01 0,83 3,63 -7,18 -0,27 1,86
35N 28,08 34,2713592 |3596 (619 7,84 7,88 2,3 8,44 5,9
36T 28,44 36,3512454 2663 791 [-39 -1,8 4,02 -33 -3,78

0,06 9,83 13,78 -4,02 33 3,78
36N 32,21 35 27,66 (30,49 12,79 |-455 -1,72 1-11 -3,95 -3,7
37T 34,45 352212995 3096 (0,78 |-45 -348 |-311 -39 -5,46

8,66 14,92 44,12 311 39 5,46
37N 33,34 388513561 |349 (551 (227 1,56 1,62 2,87 -0,42
38T 26,61 335412537 2665 (693 [-1,23 0,04 3,04 -0,63 -1,94

0,12 1,55 3,84 -3,04 0,63 1,94
38N 26,22 352 128,76 |30,26 (8,98 |[2,54 4,03 5,09 3,14 2,05
39T 33,52 345 12822 2947 (0,98 [-529 -4,05 |-2,91 -4,69 -6,03

7,51 25,89 65,12 2,91 4,69 6,03
39N 33,08 3517131,03 32,75 (2,09 [-2,06 -0,34 |-18 -1,46 -2,32
40T 27,65 35,57 126,63 2658 (791 [-1,03 -1,07 4,02 -0,43 -3,05

0,06 1,34 8,29 -4,02 0,43 3,05
40N 34,93 34,91134,77 |39 -0,02 |-0,16 4,07 -3,91 0,44 2,09
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Tablo-42’nin devam

Ortalama Ortalama log2 log2 log2
Hasta No | GAPDH | VHL | HIF1A | KAT5 \A/E'E ﬁ'ﬁ:rl A ﬁ%‘:s A()Arg:\l[a\r/n: L AACT AACT 3/;ALA cr ZHAI?Z?XT 2K"AA_I_A5CT QMAACT | RM"AACT | MAACT
HIF1A KAT5 VHL) HIF1A) KAT5)

41T 27,67 345612575 127,32 (6,89 [-1,93 -0,36 |3 -1,33 -2,34

0,13 2,51 5,05 -3 1,33 2,34
41N 30,55 351613717 |39 461 |6,62 8,45 0,72 7,22 6,47
42T 31,15 35 2497 26,55 1385 |-6,19 -4,6 -0,04 -5,59 -6,58

1,03 48,05 95,81 0,04 5,59 6,58
42N 28,78 35 29,06 (31,85 (6,22 |0,28 3,07 2,33 0,88 1,09
43T 29,36 35 24,79 |29 564 |-4,57 -0,36 1,75 -3,97 -2,34

0,3 15,66 5,05 -1,75 3,97 2,34
43N 29,74 35 2556 (28,89 1526 |-4,17 -0,85 1,37 -3,57 -2,83
44T 25,61 353212538 2682 (9,71 [-0,23 121 5,82 0,37 -0,77

0,02 0,77 1,7 -5,82 -0,37 0,77
44N 27,45 359612965 3095 852 |22 3,51 4,63 2,8 1,53
45T 27 37,16 | 26,72 | 27,88 | 10,16 |-0,28 0,88 6,27 0,32 -1,1

0,01 0,8 2,14 -6,27 -0,32 11
45N 28,26 30,95134,13 |39 2,69 |5,87 10,74 |-1,2 6,47 8,76
46T 27,02 3425|2595 |[276 |7,23 |-1,07 0,58 3,34 -0,47 -1,4

0,1 1,39 2,64 -3,34 0,47 14
46 N 26,97 332912961 |3151 (632 [2,65 4,54 2,43 3,25 2,56
47T 32,03 32,6412852 2886 061 |[-351 -3,16 |-3,28 -2,91 -5,14

9,68 7,51 35,36 3,28 291 5,14
47N 32,83 38,11128,73 3033 (528 |[-41 -2,5 1,39 -35 -4,48
48T 27,51 34,23|27,57 |27,63 16,73 0,06 0,12 2,84 0,66 -1,86

0,14 0,63 3,63 -2,84 -0,66 1,86
48N 29,31 33,86 | 26,4 28,38 1455 |-2,91 -0,93 0,66 -2,31 -2,91
49T 27,76 3598|2552 |[27,71 1822 |-2,24 -0,06 |4,33 -1,64 -2,04

0,05 3,12 41 -4,33 1,64 2,04
49N 27,57 35 27,8 29,63 | 7,43 10,23 2,06 3,54 0,83 0,08
50T 35,13 35 29,65 (31,83 1-0,13 |-548 -3,3 -4,02 -4,88 -5,28

16,2 29,35 38,91 4,02 4,88 5,28
50N 34,56 35 30,26 (3258 1044 |-43 -1,98 |-3,45 -3,7 -3,96
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Tablo-42’nin devam

Ortalama Ortalama log2 log2 log2
Hasta No | GAPDH | VHL | HIF1A | KAT5 \A/E'E ﬁ'ﬁ:rl A ﬁ%‘:s A()Arg:\l[a\r/n: L AACT AACT 3/;ALA cr ZHAI?Z?XT 2K"AA_I_A5CT QMAACT | RM"AACT | MAACT
HIF1A KAT5 VHL) HIF1A) KAT5)

51T 29,43 35 26,55 (26,99 |557 |-2,88 -2,45 11,68 -2,28 -4,43

0,31 4,86 21,49 -1,68 2,28 4,43
51N 29,07 35 33,03 (3531|593 |[397 6,25 2,04 4,57 4,27
52T 30,18 35 26,64 (27321482 |-354 -2,86 10,93 -2,94 -4,84

0,52 7,65 28,6 -0,93 2,94 4,84
52N 317 35 30,06 31,02 |33 -1,63 -0,67 |-0,59 -1,03 -2,65
53T 29,14 35 26,43 | 27,79 |586 |-2,71 -1,35 1,97 -2,11 -3,33

0,26 4,33 10,04 -1,97 2,11 3,33
53N 30,83 36,76 129,03 3057 (593 [-1,79 -0,26 |2,04 -1,19 -2,24
54T 37,04 35 31,57 (31,98 |-2,04 |-546 -5,06 |-593 -4,86 -7,04

60,94 29,14 131,98 5,93 4,86 7,04
54N 33,68 35 3155 (3295132 |-2,12 -0,73 | -2,57 -1,52 -2,71
55T 32,47 35 29,08 (30,555 ]253 |-3,39 -1,92 |-1,36 -2,79 -39

2,57 6,92 14,97 1,36 2,79 39
55N 33,68 35 2825 (295 132 |-543 -4,18 |-2,57 -4,83 -6,16
56T 28,55 35 26,54 (28251645 |-2,01 -0,3 2,56 -1,41 -2,28

0,17 2,65 4,87 -2,56 1,41 2,28
56 N 26,86 36,93127,89 2952 (10,06 1,03 2,65 6,17 1,63 0,67
57T 28,74 36,97 126,83 1308 (823 [-191 2,06 434 -1,31 0,08

0,05 2,48 0,94 -4,34 131 -0,08
57N 27,54 35 36,97 (37,21 | 7,46 943 9,67 3,57 10,03 7,69
58T 314 35 26,22 |[27,88 |36 -5,18 -352 1-0,29 -4,58 -55

1,22 23,89 45,14 0,29 4,58 55
58 N 27,75 35 26,13 (28,39 17,25 |-1,62 0,64 3,36 -1,02 -1,34
59T 28,23 35,01129,6 32,67 16,78 1,37 4,44 2,89 1,97 2,46

0,14 0,26 0,18 -2,89 -1,97 -2,46
59N 29,73 38,53127,57 32,06 |88 -2,17 2,33 491 -1,57 0,35
60T 2541 37 27,15 (30,88 | 11,59 [1,73 5,47 7,7 2,33 3,49

0 0,2 0,09 -1,7 -2,33 -3,49
60 N 26,53 35 39 39 8,47 |12,47 12,47 | 4,58 13,07 10,49
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Tablo-42’nin devam

Ortalama Ortalama log2 log2 log2
Hasta No | GAPDH | VHL | HIF1A | KAT5 \A/E'E ﬁ'ﬁ:rl A ﬁ%‘:s A()Arg:\l[a\r/n: L AACT AACT 3/;ALA cr ZHAI?Z?XT 2K"AA_I_A5CT QMAACT | RM"AACT | MAACT
HIF1A KAT5 VHL) HIF1A) KAT5)

61T 24,47 354212698 32,24 (10,95 |2,51 7,77 7,06 311 5,79

0,01 0,12 0,02 -7,06 -3,11 -5,79
61N 27,54 35 37,07 |39 746 |9,52 11,46 | 3,57 10,12 9,48
62T 36,12 35 29,58 |[3565 |-1,12 |-6,55 -0,48 |-5,01 -5,95 -2,46

32,32 61,7 5,48 5,01 5,95 2,46
62N 3181 35 26,6 27,93 1319 |-521 -3,88 |-0,7 -4,61 -5,86
63T 34,31 35 2721 31,71 069 |-7,11 -2,61 |-3.2 -6,51 -4,59

9,21 91,06 24,04 3,2 6,51 4,59
63N 35,63 35 29,13 (33,93 |-0,63 |-6,5 -1,7 -4,52 -5,9 -3,68
64T 34,94 35 26,62 (338 006 |-832 -1,14 1-3,83 -1,72 -3,12

14,22 211,53 8,69 3,83 7,72 312
64 N 31,66 357912569 308 (4,14 |[-597 -0,86 0,25 -5,37 -2,84
65T 26,98 346712423 12994 (769 |[-2,75 2,96 38 -2,15 0,98

0,07 4,43 0,51 -3,8 2,15 -0,98
65N 27,88 357 |2559 3022 (7,81 |-23 2,34 3,92 -1,7 0,36
66T 26,88 34,48 126,24 29,56 |7,6 -0,64 2,68 371 -0,04 0,7

0,08 1,03 0,61 -3,71 0,04 -0,7
66 N 27,83 359812623 12933 (816 |-16 15 4,27 -1 -0,48
67T 3341 35 30,29 (3494 1159 |-3,12 1,52 -2,3 -2,52 -0,46

4,94 5,74 1,37 23 2,52 0,46
67N 30,54 35 32,38 [3691 |446 [184 6,37 0,57 2,44 4,39
68T 26,63 35 33,09 (36,24 1837 |6,46 9,61 4,48 7,06 7,63

0,04 0,01 0,01 -4,48 -7,06 -7,63
68 N 30,22 35 24,34 (30,43 14,78 |-589 0,21 0,89 -5,29 -1,77
69T 31,53 36,97 | 32 33,23 | 544 047 17 1,55 1,07 -0,28

0,34 0,47 1,21 -1,55 -1,07 0,28
69 N 34,44 35 26,59 (29,57 1056 |-7,86 -4,87 |-3,33 -7,26 -6,85
0T 36,93 35 39 39 -1,93 | 2,07 2,07 -5,82 2,67 0,09

56,43 0,16 0,94 5,82 -2,67 -0,09
70N 35 35 3462 |[3718 |0 -0,38 2,18 -3,89 0,22 0,2
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Tablo-42’nin devam

Ortalama Ortalama log2 log2 log2
Hasta No | GAPDH | VHL | HIF1A | KAT5 \A/E'E ﬁ?l;rl A ﬁ%‘:s AOArézi\l[ay: L AACT AACT f/;ALA cr ZHAI?Z?XT 2K"AA_I_A5CT QMACT | RMAACT | RM"AACT
HIF1A KAT5 VHL) HIF1A) KAT5)
T 32,07 35 37,03 |33 2,93 | 4,96 0,93 -0,96 5,56 -1,05
1,95 0,02 2,07 0,96 -5,56 1,05
71N 32,42 35 2596 |[28,86 |2,58 |-6,46 -356 |-1,31 -5,86 -5,54
72T 32,85 36,58 | 37,1 32 3,73 |4,25 -0,85 |-0,16 4,85 -2,83
1,12 0,03 7,09 0,16 -4,85 2,83
72N 36,25 35 25 28,67 |-1,25 |-1125 |-758 |[-514 -10,65 -9,56
73T 30,6 35 39 39 4,4 8,4 8,4 0,51 9 6,42
0,7 0 0,01 -0,51 -9 -6,42
73N 27,83 37 39 39 9,17 11,17 11,17 5,28 11,77 9,19
74T 33,57 35 3534 |39 143 | 1,77 5,43 -2,46 2,37 3,45
5,51 0,19 0,09 2,46 -2,37 -3,45
74N 35,67 35 36,17 |39 -0,67 |05 3,33 -4,56 11 1,35
BT 28,56 36,37 | 26,5 28,68 17,82 |-2,06 0,12 3,93 -1,46 -1,86
0,07 2,74 3,62 -3,93 1,46 1,86
75N 29,06 35 35,88 (37,22 1594 |6,82 8,16 2,05 7,42 6,18
76T 34,94 35 28,59 |[30,44 10,06 |-635 -4,49 |-3,83 -5,75 -6,47
14,18 53,75 88,85 3,83 5,75 6,47
76 N 33,26 35 26,76 [30,76 | 1,74 |-6,51 -2,51 |-2,15 -5,91 -4,49
Al 35,03 35 29,15 |[32,42 |-0,03 |-5,88 -2,61 |-3,92 -5,28 -4,59
15,11 38,8 24,01 3,92 5,28 4,59
77N 35,69 35 36,58 |39 -0,69 |0,88 331 -4,58 1,48 1,33
78T 33,77 36,42 | 25,8 28,84 | 2,65 |-7,97 -4,93 |-1,24 -7,37 -6,91
2,37 165,96 120,21 1,24 7,37 6,91
78N 34,08 35 27,95 (29,78 10,92 |-6,13 -4,3 -2,97 -5,53 -6,28
9T 33,78 35 36,76 |39 1,22 |2,98 5,22 -2,67 3,58 3,24
6,38 0,08 0,11 2,67 -3,58 -3,24
79N 35,92 35 30,16 |[32,75 |-0,92 |-577 -3,18 |-4,81 -5,17 -5,16
80T 35,09 35 32,83 |[36,57 |-0,09 |-2,27 1,47 -3,98 -1,67 -0,51
15,81 3,17 1,42 3,98 1,67 0,51
80N 36,28 35 34,71 |39 -1,28 |-1,57 2,72 -5,17 -0,97 0,74
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Tablo-42’nin devam

Ortalama Ortalama log2 log2 log2
Hasta No | GAPDH | VHL | HIF1A | KAT5 \A/E'E ﬁ?l;rl A ﬁ%‘:s AOArézi\l[ay: L AACT AACT f/;ALA cr ZHAI?Z?XT 2K"AA_I_A5CT QMACT | RMAACT | RM"AACT
HIF1A KAT5 VHL) HIF1A) KAT5)

81T 30,69 35 39 29,77 1431 |831 -091 042 8,91 -2,89

0,75 0 7,42 -0,42 -8,91 2,89
81N 33,59 35 39 3223 1141 |541 -1,36 | -2,48 6,01 -3,34
82T 34,68 35 33,77 |[3563 1032 |-091 0,95 -3,57 -0,31 -1,03

11,87 1,24 2,04 3,57 0,31 1,03
82N 32,02 35 31,19 (3542 1298 |-0,82 341 -0,91 -0,22 1,43
83T 36,3 35 29,99 (3336 |-13 |-6,32 -2,94 |-519 -5,72 -4,92

36,59 52,53 30,34 5,19 5,72 4,92
83N 32,64 35 34,7 39,14 12,36 |2,06 6,51 -1,53 2,66 4,53
84T 36,94 35 32,16 |[37,26 |-1,94 |-4,78 0,32 -5,83 -4,18 -1,66

57,04 18,15 3,16 5,83 4,18 1,66
84N 29,66 37,02|2766 |[31,71 7,37 |-2 2,05 3,48 -14 0,07
85T 36 35 3335 [3553|-1 -2,65 -0,47 | -4,89 -2,05 -2,45

29,69 4,15 5,46 4,89 2,05 2,45
85N 33,01 35 29,85 (32,08 11,99 |-3,16 -093 |-1,9 -2,56 -2,91
86T 28,28 35 27,96 (30,86 |6,72 |-0,32 2,58 2,83 0,28 0,6

0,14 0,82 0,66 -2,83 -0,28 -0,6
86 N 34,8 35 32,31 (3453102 -2,48 -0,26 | -3,69 -1,88 -2,24
87T 28,97 35 28,79 |[31,38 16,03 |-0,18 2,41 2,14 0,42 0,43

0,23 0,75 0,74 -2,14 -0,42 -0,43
87N 30,07 35 28,56 |[31,67 |493 |-151 1,6 1,04 -0,91 -0,38
88T 33,57 35 33,64 (3533143 0,07 1,75 -2,46 0,67 -0,23

5,51 0,63 1,17 2,46 -0,67 0,23
88N 29,71 35 30,61 (33331529 |091 3,63 14 151 1,65
89T 34,73 35 3711 |39 0,27 2,37 4,27 -3,62 2,97 2,29

12,31 0,13 0,2 3,62 -2,97 -2,29
89N 34,36 35 32,34 (37831064 |-2,02 3,47 -3,25 -1,42 1,49
Q0T 29,53 35 27,92 (32,81 |547 |-1,61 3,28 1,58 -1,01 13

0,33 2,01 0,41 -1,58 1,01 -1,3
90N 33,09 35 31,94 |39 191 [-1,15 5,91 -1,98 -0,55 3,93

133




Tablo-42’nin devam

Ortalama Ortalama log2 log2 log2
Hasta No | GAPDH | VHL | HIF1A | KAT5 \A/E'E ﬁ?l;rl A ﬁ%‘:s AOArézi\l[ay: L AACT AACT f/;ALA cr ZHAI?Z?XT 2K"AA_I_A5CT QMACT | RMAACT | RM"AACT
HIF1A KAT5 VHL) HIF1A) KAT5)

91T 27,31 35 28,32 (3163769 |1,01 432 38 1,61 2,34

0,07 0,33 0,2 -3,8 -1,61 -2,34
91N 30,93 35 26,41 (29,91 | 4,07 |-452 -1,02 10,18 -3,92 -3
92T 33,19 35 28,5 32,65 | 1,81 |-4,69 -0,54 |-2,08 -4,09 -2,52

4,23 16,98 5,73 2,08 4,09 2,52
92N 33,19 35 31,67 (3715181 |-1,52 3,96 -2,08 -0,92 1,98
93T 28,62 354913194 |35 6,87 |3,32 6,38 2,98 3,92 44

0,13 0,07 0,05 -2,98 -3,92 -4.4
93N 40 35 29,44 3357 |-5 -1056 |-6,43 |-8,89 -9,96 -8,41
94T 36,93 35 36,78 |40 -1,93 |-0,14 3,07 -5,82 0,46 1,09

56,46 0,73 0,47 5,82 -0,46 -1,09
94N 29,39 35 30,95 (3357|561 |157 4,19 1,72 2,17 2,21
95T 28,61 35 331 35 6,39 |45 6,39 25 51 4,41

0,18 0,03 0,05 -2,5 -5,1 -4,41
95N 33,45 35 36,94 |40 1,55 |3,49 6,55 -2,34 4,09 4,57
96T 28,95 35 331 3573 16,05 |4,14 6,77 2,16 4,74 4,79

0,22 0,04 0,04 -2,16 -4,74 -4,79
96 N 3181 35 316 3509 [319 |-0,21 3,28 -0,7 0,39 13
97T 31,18 35 28,66 |[34,26 1382 |-2,52 3,07 -0,07 -1,92 1,09

1,05 3,79 0,47 0,07 1,92 -1,09
97N 30,46 37,06130,76 34,24 | 6,6 0,3 3,78 2,71 09 18
98T 27,45 35911293 32,38 | 846 |1,86 4,94 4,57 2,46 2,96

0,04 0,18 0,13 -4,57 -2,46 -2,96
98 N 27,52 35 33,22 (36,15 |7,48 |57 8,64 3,59 6,3 6,66
9T 28,77 35 30,86 (33,83 ]6,23 |2,08 5,05 2,34 2,68 3,07

0,2 0,16 0,12 -2,34 -2,68 -3,07
99N 28,78 34,01128,02 |31,37 (523 |-0,77 2,59 1,34 -0,17 0,61
100T 29,05 38,99129,53 31,59 [9,94 |048 2,54 6,05 1,08 0,56

0,02 0,47 0,68 -6,05 -1,08 -0,56
100 N 32,55 35 29,94 34,49 |245 |[-2,61 1,94 -1,44 -2,01 -0,04
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Tablo-42’nin devam

Ortalama | Ortalama
Ortalama Kontrol Kontrol Ortalama | Ortalama | Ortalama 22AACT | 22aACT | 22AACT log2 log2 log2
Hasta No | GAPDH | VHL | HIF1A | KAT5 | Kontrol ACT ACT AACT AACT AACT VHL HIF1A KATS (2"AACT | @M"AACT | QAAACT
ACT VHL HIF1A KATS VHL HIF1A KATS VHL) HIF1A) KATS5)
ODSQ';T: 31,17 3526 2095 | 322 | 389 -0,6 1,98 02 -0,62 -0,95 7,62 40,48 50,2 -0,39 1,23 1.88
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A B C D E F
VHL TUmor HIF1A Timér  KAT5 TUmor VHL Normal HIF1A Normal KAT5 Normal

Sekil-36 VHL, HIF1A ve KATS5 Genlerinin tiimér ve normal dokudaki ifade
diizeylerinin sicaklik haritalamasi goriintiisii
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Bu artig ve azalislarin istatistiksel analizi yapildiginda 6ncelikle her bir genin
tiimor ve normal doku orneklerinin log2 (2722¢T) degerleri normalite testine tabi
tutulmustur. Normalite testi sonucunda p>0,05 degeri sadece VHL Tiimor dokusunda
saglanmamustir. Bu nedenle VHL tiimo6r doku verisinin kullanildigi tiim analizler

parametrik olmayan testler ile yapildi (Tablo 43) (Sekil 37).

Tablo-43 log2 (2-2AC€T) degerlerinin normalite testi

Normalite Testi

Test Edilen Parametreler p Value Yapilan Test
log2 (2*AACT VHL Tiimér Doku) 0,0045 Shapiro-Wilk testi
log2 (2*AACT VHL Normal Doku) 0,2008 Shapiro-Wilk testi
log2 (2*"AACT HIF1A Timéor Doku) 0,8711 Shapiro-Wilk testi
log2 (2*AACT HIF1A Normal Doku) | 0,4325 Shapiro-Wilk testi
log2 (2"AACT KATS Tiimor Doku) 0,7517 Shapiro-Wilk testi
log2 (2*AACT KAT5 Normal Doku) 0,4902 Shapiro-Wilk testi

Normalite

log2 (2" AACT KAT5 Normal Doku)= —.—
log2 (2*"AACT HIF1A Normal Doku)= -’—
log2 (2~ AACT VHL Normal Doku)-

log2 (2" AACT KATS5 Tiimor Doku)=]

log2 (2*AACT HIF1A Tiimér Doku)-
log2 (2*AACT VHL Tiimér Doku)- = | =

T T T 1
-20 -10 0 10 20

I

0

Sekil-37 VHL, HIF1A ve KAT5 gen ifadelerinin log2 (2*AACT) degerlerinin
normalite dagilim grafigi

Timor dokular gen bazinda normal doku degerleri ile karsilastirildiginda VHL;
p=0,4419, HIF1A; p=0,0402, KAT5; p=0,001 olarak analiz edilmistir. p<0,05
anlamlilik diizeyinde VHL geni i¢in istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmez iken
HIF1A ve KATS5 genleri i¢in tiimor ve normal doku arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir fark bulunmaktadir (Tablo 44) (Sekil 38).
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Tablo-44 log2 (2-2ACT) degerlerinin t-testi sonuclar:

Test Edilen Parametreler p Value | Yapilan Test

log2 (2*AACT VHL Tiimér Doku) log2 (2*AACT VHL Normal Doku) | 0,4419 | Mann Whitney Testi

log2 (2*AACT HIF1A Tiimér Doku) | log2 (2*AACT HIF1A Normal Doku) | 0,0402 | T-Testi

log2 (2*"AACT KAT5 Tiimér Doku) log2 (2*AACT KAT5 Normal Doku) | 0,001 T-Testi
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Sekil-38 VHL, HIF1A, KAT5 gen ifadesinin tiimér ve normal dokuda
karsilastirma grafigi.

Tiimo6r dokuda gen ifade diizeyindeki degisimlerin genler arasindaki iligkisinin
istatistiksel olarak analiz etmek i¢in korelasyon testi uygulanmustir (Tablo 45). Yapilan
analiz sonucunda VHL geninin HIF1A geni ile arasinda istatistiksel olarak anlamli
dogrusal bir fark oldugu tespit edilmistir (p<0.0001, Spearman r: 0.515). VHL geni ile
KAT5 geni arasinda da dogrusal korelasyon belirlenmistir (p<0.0001, Spearman
r:0.486). HIF1A ve KAT5 geni arasindaki korelasyon incelendiginde ise, VHL geni ile
aralarindaki iligkiden daha yiiksek bir iligki tespit edilmistir (p<0.0001, Pearson r:
0.777). Yapilan tiim korelasyon analizleri sonucunda ii¢ gen arasinda %95 giiven
araliginda istatistiksel olarak anlamli dogrusal bir korelasyon tespit edildi (Tablo 45)
(Sekil 39).
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Tablo-45 VHL, HIF1A ve KATY5 genlerinin arasindaki korelasyon testi sonuglari

log2 (2"AACT VHL | log2 (2*"AACT HIF1A | log2 (2"AACT KAT5
Tiim6r Doku) Tiim6r Doku) Timo6r Doku)
% log2 2"AACT VHL Tiimér Doku) 1 0,515013399 0,486568115
o
@ log2 2"AACT HIF1A Tiimér Doku) | 0,515013399 1 0,777632562
©
S log2 (2*"AACT KATS5 Tiimér Doku) | 0,486568115 0,777632562 1
log2 (2*"AACT VHL Tiumor Doku) 0 2,6078E-08 1,87756E-07
(<)
E log2 2"AACT HIF1A Timér Doku) | 2,6078E-08 0 0
& log2 2"AACT KAT5 Tiumoér Doku) | 1,87756E-07 0 0
Eﬁ log2 (2"AACT VHL Tiumor Doku) 1,000 to 1,000 0,3520 to 0,6477 0,3183 t0 0,6251
<
i log2 2"AACT HIF1A Tiimér Doku) | 0,3520 to 0,6477 1,000 to 1,000 0,6845 to 0,8458
o]
E% log2 2"AACT KAT5Timor Doku) 0,3183 t0 0,6251 0,6845 to 0,8458 1,000 to 1,000
1.5+
g 1.0
>
2
<
o
X 0.5-
0.0 T T T
A ‘o&o\ o &S o &S
Xe) O O
< < <
O«QQ\V /\@‘&v &
Ko K
T @ &
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Sekil-39 VHL, HIF1A ve KATS genlerinin arasindaki korelasyon grafigi. (Mavi
Cizgi: VHL, Yesil Cizgi: HIF1A ve Kirmmzi Cizgi: KAT5)

Hastalara ait timor ve normal doku 6rneklerinde BHTRHK gelsiminde aday
biyobelirte¢ olarak degerlendirdigimiz genleri hedef alan miR-223, miR-138 ve miR-
22 i¢in ifade diizeyleri delta CT metodu ile analiz edilmistir (Tablo 46). Elde edilen

nicel veriler ile sicaklik haritalamasi analizi yapildi (Sekil 40).
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Tablo-46 miR-223, miR-138 ve miR-22’in Delta CT analizi

. . . ACT |[ACT |ACT | Ortalama | Ortalama Ortalama log2 log2 log2
miR- | miR- | miR- 22AACT 27AACT 27AACT
Hasta No RNU48 miR- | miR- | miR- | AACT miR- | AACT miR- | AACT miR- i i . (2"AACT (2"AACT (2"AACT
22 138 223 miR-22 miR-138 | miR-223
22 138 223 22 138 223 miR-22) miR-138) miR-223)
1T 17,22 19,35 |18,16 |1642 (213 |093 |-080 [1,16 -0,70 -2,73
0,45 1,62 6,65 -1,16 0,70 2,73
1N 17,88 26,70 | 2514 (21,27 |882 |726 |[339 |[785 5,63 1,46
2T 22,07 2796 |3062 [16/44 |589 |855 |-564 |4,92 6,92 -7,57
0,03 0,01 189,50 -4,92 -6,92 7,57
2N 21,46 29,18 29,25 |21,10 |7,72 7,79 -0,36 | 6,75 6,16 -2,29
3T 20,65 3496 |3299 (1898 |1431 |1235 |[-1,67 |1334 10,72 -3,60
0,00 0,00 12,13 -13,34 -10,72 3,60
3N 20,85 2823 | 2709 (20,73 |738 |625 |[-0,12 |641 4,62 -2,05
4T 19,74 27,51 32,74 | 20,75 |7,77 13,00 (1,01 6,80 11,37 -0,92
0,01 0,00 1,90 -6,80 -11,37 0,92
4N 22,39 28,85 28,11 |21,13 |6,46 5,73 -1,26 | 549 4,10 -3,19
5T 20,96 2997 |3321 (2242 |901 |1225 |146 (8,04 10,62 -0,47
0,00 0,00 1,38 -8,04 -10,62 0,47
5N 19,95 2899 |2795 (2098 |904 |800 |[103 |8,07 6,37 -0,90
6T 20,44 27,28 29,18 |20,19 |6,83 8,74 -0,25 5,86 7,11 -2,18
0,02 0,01 4,54 -5,86 -7,11 2,18
6N 19,98 29,28 | 26,06 2095 |930 |608 |097 (833 4,45 -0,96
7T 20,38 2831 |3281 (2037 |793 |1243 |-001 [6,96 10,80 -1,94
0,01 0,00 3,84 -6,96 -10,80 1,94
7N 20,71 2931 |26,27 |21,27 |860 |556 |056 [7,63 3,93 -1,37
8T 20,71 29,20 |32,67 |21,23 |8,49 11,96 |0,52 7,52 10,33 -1,41
0,01 0,00 2,66 -7,52 -10,33 141
8N 22,44 30,76 | 26,38 [2091 [832 |394 |-153 (735 2,31 -3,46
9T 22,51 23,80 |[29,27 |22,69 |1,29 6,76 0,17 0,32 513 -1,76
0,80 0,03 3,38 -0,32 -5,13 1,76
9N 24,23 2430 | 2486 (3329 |006 |063 [905 [-091 -1,00 7,12
10T 20,08 24,00 |2800 (2294 [392 |792 |[286 [295 6,29 0,93
0,13 0,01 0,52 -2,95 -6,29 -0,93
10N 21,96 2515 27,77 |31,69 |[3,19 5,81 9,73 2,22 4,18 7,80
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Tablo-46’nin devam

. . . ACT |ACT |ACT Ortalama Ortalama Ortalama log2 log2 log2
',::("’)‘Sta RNU48 ;“ZPR' 1m3'§' g‘;? miR- [miR- |miR- | AACT miR-|AACT miR-|AACT miR- ﬁq’;é_Ang f};éf‘lgg ﬁ;ég‘g (2"AACT | @*AACT | @*AACT
22 138|223 |22 138 223 miR-22) miR-138) | miR-223)
117 |[2319 |26 [3069 2401 281 |75 083 [184 5,87 1,1
0,28 0,02 2,15 -1,84 -5,87 1,1
1IN 2219 2429|2696 |2496 |21 |476 |276 |[113 3,13 083
127 |228 |2435(2533 2371|155 |253 091 [058 09 -1,02
0,67 053 2,03 -0,58 0,9 1,02
12N [28,79 |24,94 |26,02 3067 |-385 |-277 |18 |-482 -4,4 -0,05
13T |[2298 |2538 283 2349 241 |532 |o51 [144 3,69 -1,42
0,37 0,08 2,68 -1,44 -3,69 1,42
13N | 2487 |27,34 | 2598 2953 | 247 |111 |466 |15 -0,52 2,73
14T |2401 |2472 2961 [2472 071 |56 |o71 |[-026 3,97 1,22
1,2 0,06 2,33 0,26 -3,07 1,22
14N |229 2604|278 |2687 |314 |49 |[397 [217 3,27 2,04
15T |2479 |2595|2767 [26 |116 |288 [121 |09 1,25 -0,72
0,88 0,42 1,65 -0,19 1,25 0,72
15N [247 2502|2725 [26,02 [032 |256 133 |-065 0,93 -0,6
16T (2803 |2633 2816 2841 [-1,7 |014 |038 [-267 -1,49 -1,55
6,35 2,81 2,92 2,67 1,49 1,55
16N [2364 |2397 [2658 (2494 [033 |294 |131 [-064 1,31 -0,62
177 |224 2483|2714 21,73 243 |475 |-067 |[146 3,12 2,6
0,36 0,12 6,05 -1,46 3,12 2,6
17N |2568 |2596 |2505 21,16 [028 |-063 |-452 [-069 2,26 -6,45
18T |[21,97 |2305 2586 [204 [108 |389 |-1,57 [o011 2,26 3,5
0,92 021 11,29 0,11 2,26 35
18N [27,69 |2453 26,39 [2099 |-316 |-13 |-67 |-413 -2,93 -8,63
19T |2056 |2287 |2567 21,2 |231 |51 |o63 |134 3,47 1,3
04 0,09 2,46 -1,34 -3,47 1,3
19N |2446 |26,63 (2279 21,32 |27 |-167 |-314 [12 -3,3 -5,07
20T |21,26 |2437 2592 |2145 312 |467 |019 [215 3,04 1,74
023 0,12 3,34 2,15 -3,04 1,74
20N (2323 |2413 2393 2163 |09 |o71 |-16 [-007 -0,92 -3,53
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Tablo-46’nin devam

. . . ACT |ACT |[ACT Ortalama Ortalama Ortalama log2 log2 log2
',::("’)‘Sta RNU48 sz'R' rlne"g' g‘;? miR- |miR- | miR- | AACT miR-|AACT miR-|AACT miR- ﬁiné.Az(ij f};éf‘lgg ﬁf,ééig (2*AACT | @*AACT | @*AACT
22 138 [223 |22 138 223 miR-22) miR-138) | miR-223)
21T |2292 |2749 3089 2264 [458 |798 |-028 [361 6,35 2,21
0,08 0,01 4,61 -3,61 -6,35 221
21N [2387 |26,78 [2595 (2654 [291 |208 |[267 |[1,94 0,45 074
22T |2374 |2876|3188 2242 |502 |815 |-131 [405 6,52 -3,24
0,06 0,01 9,47 -4,05 -6,52 3,24
22N [29.41 |305 [3597 [2298 [11 |656 |-642 [013 4,93 -8,35
23T |21,79 |2598 |27,96 (2312 |42 |617 |1,33 |[323 4,54 -0,6
011 0,04 1,51 -3,23 -4,54 06
23N [2593 |2756 [2547 [248 [163 |-046 |-114 [066 -2,09 -3,07
24T |2228 |2696 27,09 [2253 [468 |481 025 [371 3,18 -1,68
0,08 011 321 3,71 -3,18 1,68
24N |2816 |275 |2457 [3154 [-066 |-359 [338 |-163 5,22 1,45
25T 2223 |2617 | 23,67 (2495 |394 |144 |271 |[297 -0,19 078
013 1,14 0,58 -2,97 0,19 -0,78
25N [2865 |27,13|2481 [3295 [-152 |-384 |43 |-249 5,47 2,37
26T |2423 |27,13 (2523 [2278 |29 |1 145 [1,93 -0,63 -3,38
0,26 1,55 10,42 -1,93 0,63 3,38
26N [3299 |2834|2577 [3318 |[-466 |-722 [019 |-563 -8,85 1,74
27T |2158 |2432[3046 2429 [274 |889 |271 |[177 7,26 078
0,29 0,01 0,58 1,77 7,26 -0,78
27N | 22,61 |24,39 | 24,14 2864 |1,78 |153 |603 |o081 0,1 41
28T |[21,32 2303|2553 (2408 [172 421 |276 |[075 2,58 083
06 0,17 0,56 -0,75 -2,58 -0,83
28N [21,7 |2295 251 |2446 [125 |34 |276 |[0:28 1,77 083
20T 2402 |262 |2699 (2473|218 |297 |o71 |[121 1,34 1,22
043 04 2,33 1,21 -1,34 1,22
29N [238 2687 2697 [2366 [307 317 [-014 |21 1,54 -2,07
30T |2252 2325|3099 [2326 [073 |847 |[074 |-024 6,84 -1,19
1,18 0,01 2,28 0,24 -6,84 1,19
30N [1994 2352|2477 [2238 [359 483 [245 |262 32 0,52
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Tablo-46’nin devam

. . . ACT |ACT |[ACT Ortalama Ortalama Ortalama log2 log2 log2
',::("’)‘Sta RNU48 ;“ZPR' rlne"g' g‘;? miR- | miR- |miR- | AACT miR- [AACT miR-|AACT miR- ﬁiné.Az(ij f};éf‘lgg ﬁf,ééig (2"AACT | @*AACT | @*AACT
22 138|223 |22 138 223 miR-22) miR-138) | miR-223)
31T |2108 |2307 2745 [255 [204 |642 [447 |107 479 2,54
048 0,04 0,17 -1,07 -4,79 -2,54
31N [2026 2398|2616 [3275 [371 |589 [1249 |2,74 426 10,56
32T [2069 |[2389[2811 (2327 [32 |742 [258 |223 579 0,65
021 0,02 0,64 2,23 -5,79 -0,65
32N [2296 |[2396 |25 [2898 |1 204 |602 |003 041 4,09
33T |[2081 2415|316 [2381 (333 |1079 [299 |236 9,16 1,06
0,19 0 0,48 -2,36 -9,16 -1,06
33N [2402 2302|2368 [2851 [-1 0,34 |449 |-1,97 -1,97 2,56
34T [2047 2301 (2956 [2317 [254 |900 |27 1,57 7,46 0,77
034 0,01 0,59 -1,57 7,46 0,77
34N [2537 2399 [26:83 [26.48 [-1,38 |146 |[111 |[-235 -0,17 -0,82
35T [2202 |[2502 293 [2428 [301 |728 [226 |204 5,65 0,33
0,24 0,02 0,79 2,04 -5,65 -0,33
35N |215 |[2297 2637 [2395 [147 487 [244 o5 3,24 051
36T |[2131 |[2299 [29:85 [2328 [168 |854 [197 o071 6,91 0,04
0,61 0,01 0,97 0,71 -6,91 -0,04
36N [218 |2296 [2413 [2874 [116 |233 |[695 0,19 07 5,02
37T |2074 2309|2663 [246 [235 |58 [38 [1,38 4,26 1,03
038 0,05 0,26 -1,38 -4,26 -1,93
37N [2828 2573|2915 3367 [-255 |087 [539 |-352 -0,76 3,46
38T [2055 2567|2832 [2442 [512 |777 [388 |45 6,14 1,95
0,06 0,01 0,26 -4,15 -6,14 -1,95
38N [219 2352|2884 [3324 [162 |694 [1134 |065 5,31 941
39T |2047 |24,68 2674 [21,43 |421 |627 |096 [324 464 -0,97
011 0,04 1,96 -3,24 -4,64 0,97
39N [1995 |[2054 |275 [2895 [059 |755 |9 -0,38 5,92 7,07
40T |2016 2397 (2713 [2436 [381 |697 |42 2,84 5,34 2,27
014 0,02 0,21 2,84 5,34 2,27
40N [2453 |[249 |2568 [3256 [037 |115 [803 |-06 -0,48 6,1
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Tablo-46’nin devam

. . . ACT |ACT |[ACT Ortalama Ortalama Ortalama log2 log2 log2
',::("’)‘Sta RNU48 sz'R' rlne"g' g‘;? miR- |miR- | miR- | AACT miR-|AACT miR-|AACT miR- ﬁiné.Az(ij f};éf‘lgg ﬁf,ééig (2*AACT | @*AACT | @*AACT
22 138 [223 |22 138 223 miR-22) miR-138) | miR-223)
41T |2287 2366|2298 [31,23 |079 [011 |[836 |-018 1,52 6,43
1,13 2,87 0,01 0,18 1,52 -6,43
41N | 2237 |21,57 | 22,49 2416 |-079 |013 |18 |-1,76 15 -0,13
42T |2255 2438 |32 |[3057 [182 |945 [802 |o085 7,82 6,09
055 0 0,01 -0,85 7,82 -6,09
42N |1933 22,39 | 24,98 2453 [305 564 [52 |208 4,01 3,27
43T [3329 3498|3674 [3327 [169 |[345 [-001 |o072 1,82 -1,94
0,61 0,28 3,85 -0,72 1,82 1,94
43N 20,95 |[2044 2089 21,74 |-051 [-006 [079 |-1.48 -1,69 -1,14
447 |3263 3702|3532 [3454 [439 |[260 [101 |342 1,06 -0,02
0,09 048 1,01 -3,42 -1,06 0,02
44N [3018 31,12 (32,37 (3099 [094 [219 [o081 |-003 0,56 1,12
45T |3349 |3566|3699 [3344 [218 |[351 [-005 121 1,88 -1,98
043 0,27 3,94 1,21 -1,88 1,98
45N |2022 2039|2048 | 22,96 |017 [025 |[273 |-08 -1,38 08
46T 21,53 |2384 |27,79 | 2796 [231 |[626 [642 |1,34 4,63 4,49
04 0,04 0,04 -1,34 -4,63 -4,49
46N 1996 2248|2306 (2312 [252 |31 [316 |155 1,47 1,23
47T |2014 |2411|2559 (2087 |397 |545 [073 |3 3,82 1,2
013 0,07 2,29 -3 -3,82 12
4TN |267 |2664 |27,33 [3379 |-006 063 |[708 |-1,03 1 5,15
48T |2298 2882|3104 [2519 [584 |806 [221 |487 6,43 028
0,03 0,01 0,83 -4,87 -6,43 -0,28
48N |2484 2954|2804 [2068 |47 |32 [484 |373 1,57 2,01
49T |2113 |[206 |26,26 [2251 |-053 [513 [138 |-15 35 -0,55
2,84 0,09 1,47 15 3,5 0,55
49N |211 |2361 22,38 | 2861 [251 [128 751 |154 -0,35 5,58
50T |21,37 |2578 (2329 [21,39 |44 |192 [002 |343 0,29 -1,91
0,09 0,82 375 -3,43 -0,29 1,91
50N [2034 |[2396|242 [2302 363 |38 [268 |266 2,23 075

144




Tablo-46’nin devam

. . . ACT |ACT |ACT Ortalama Ortalama Ortalama log2 log2 log2
',::("’)‘Sta RNU48 sz'R' 1m3'§' g‘z';f miR- |miR- [miR- | AACT miR-|AACT miR-|AACT miR- ﬁiné.Az(ij f};éf‘lgg ﬁ;ég‘g (2"AACT | @*AACT | @*AACT
22 138|223 |22 138 223 miR-22) miR-138) | miR-223)
51T |[2256 |2319 (352 [3336 063 |1264 [108 |-034 11,01 8,87
1,27 0 0 034 -11,01 -8,87
51N [19,73 |2257 | 23,26 | 2501 |284 |352 |527 |187 1,89 3,34
52T |3501 3358 (3515|3513 |-1.42 |014 [013 |-2,39 -1,49 1,8
5,25 28 3,49 2,39 1,49 18
52N |2465 |17.88 [214 |2068 |-6,77 |-325 |-397 |-7.74 -4,88 5,9
53T |3478 3471347 |[356 [-007 |-008 [082 |-104 1,71 1,11
2,06 3,26 2,17 1,04 1,71 1,11
53N |37,08 |[3694 (3597 [3204 |-014 |-111 |-504 |-111 2,74 -6,97
54T |31,25 |[3296 (3303 [3498 |17 |177 |373 |o074 014 1,8
06 091 0,29 -0,74 -0,14 18
54N |3166 31623316 [3417 [-004 |15 251 |[-1,01 -0,13 058
55T [193 |[1946 [27,73 [22.36 |06 |843 |306 |-081 6,8 1,13
1,75 0,01 0,46 081 6,8 1,13
55N [32,13 3259 [3257 [3450 [047 044 |[246 |-05 -1,19 053
56T |2208 |[1899 (2612 [21,13 |-3,09 [404 |-095 |-4,06 2,41 -2,88
16,65 0,19 7,38 4,06 2,41 2,88
56N |2304 |[1884|21,06 [2282 |-42 |-198 |-022 |-517 -3,61 2,15
57T |2319 |[1919 |20 [2419 |-4 581 |1 -4,97 418 -0,93
31,36 0,06 1,9 4,97 -4,18 0,93
57N |3387 3612|3649 (3534 [225 |262 |[147 |1,28 0,99 -0,46
58T |21,26 |1869 [28,03 [2284 |-257 |677 |[158 |-354 5,14 -0,35
11,67 0,03 1,28 354 -5,14 0,35
58N |21,95 |1852 2049 [2373 [-343 |-147 [178 |-44 3,1 -0,15
59T [3297 3152|3595 [32,67 |-145 |298 |-031 |-2.42 1,35 2,24
5,36 0,39 471 2,42 1,35 2,24
59N [2338 |[19,01 (2097 [2528 |-436 |-241 |19 |-533 -4,04 -0,03
60T |2487 |21,83 2335 [21,54 [-304 |-152 |[-334 |-401 -3,15 -5,27
16,15 8,89 38,47 4,01 3,15 5,27
60N [31,75 |2219 2569 |24,24 [-956 |-606 |[-751 |-1053 -7,69 -9,44
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Tablo-46’nin devam

. . . ACT |ACT |ACT Ortalama Ortalama Ortalama log2 log2 log2
',::("’)‘Sta RNU48 sz'R' 1m3'§' g‘z';f miR- |miR- [miR- | AACT miR-|AACT miR-|AACT miR- ﬁiné.Az(ij f};éf‘lgg ﬁ;ég‘g (2"AACT | @*AACT | @*AACT
22 138|223 |22 138 223 miR-22) miR-138) | miR-223)
61T |[2206 |2595 3096 2296 [389 |89 |09 [292 7,27 -1,03
013 0,01 2,04 2,92 7,27 1,03
61N [2206 |2635 2486 [2398 [429 |28 192 |[332 1,17 -0,01
62T |2821 |27,77 | 2827 2499 |-0.44 |006 |-322 |[-1,41 -1,57 5,15
2,66 2,97 35,45 1,41 1,57 5,15
62N [2821 |2698 258 |[2386 [-1,23 |-241 |[-435 [-22 -4,04 -6,28
63T |[2241 2323329 [2501 [082 |1049 |26 |-015 8,86 0,67
1,11 0 0,63 0,15 -8,86 -0,67
63N |2241 |27,61|27,81 2463 |519 |539 |222 |[422 3,76 0,29
64T |[2011 |2891 (3499 [2894 [-02 |588 [-017 |-1.17 425 2,1
2,26 0,05 43 1,17 -4,25 21
64N [2389 |2351 2578 [2473 [-038 |189 |[084 |[-135 0,26 -1,09
65T |[2561 |273 [3041 [2228 |169 |48 333 [o72 3,17 -5,26
0,61 011 38,22 0,72 -3,17 5,26
65N |[2608 |2664 2592 [263 [057 |-016 [022 |-04 -1,79 1,71
66T |[3180 |2835 (2998 [2496 [-354 |-191 |[-693 |-451 -3,54 -8,86
22,8 11,64 464,88 4,51 3,54 8,86
66N [31,98 |3099 2926 2842 [-098 |-272 |[-356 |-1.95 -4,35 -5,49
67T |2452 1981|1998 (2296 |-471 |-454 |[-156 |-568 -6,17 -3,49
51,33 72,03 11,23 5,68 6,17 3,49
67N (3063 |2436 |2589 2745 [-627 |-474 |[-318 |-724 -6,37 5,11
68T |[2381 |2046 |2807 [2307 [-336 |425 |[-074 |-433 2,62 2,67
20,09 0,16 6,37 4,33 -2,62 2,67
68N [2420 |2141 2347 [2519 [-280 |-082 |09 |-386 -2,45 -1,03
69T |[2701 |2353 (2897 (2496 [-348 |196 |[-205 |-445 033 -3,98
21,82 0,79 15,73 4,45 -0,33 3,98
69N [2892 |21,82 2547 2888 [-711 |-346 |[-004 |-808 -5,09 -1,97
70T |25 2557 [ 26,98 [ 2326 [057 |198 [-1,74 |-04 035 -3,67
1,32 0,78 12,77 04 -0,35 3,67
70N [2633 |2466 |2655 [2238 [-1.67 |022 [-395 |-2.64 1,41 -5,88
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Tablo-46’nin devam

. . . ACT |ACT |[ACT Ortalama Ortalama Ortalama log2 log2 log2
',::("’)‘Sta RNU48 sz'R' rlne"g' g‘;? miR- |miR- | miR- | AACT miR-|AACT miR-|AACT miR- ﬁiné.Az(ij f};éf‘lgg ﬁf,ééig (2*AACT | @*AACT | @*AACT
22 138 [223 |22 138 223 miR-22) miR-138) | miR-223)
71T |2553 |2498 2713 [255 [-055 |16 |[-003 |-152 -0,03 -1,96
2,87 1,02 39 1,52 0,03 1,96
7IN [2489 |2399 2589 [3275 [-00 |1 786 |-1,87 -0,63 5,93
727 |2108 |25 |29 [2394 [392 |792 |28 [295 6,29 0,93
013 0,01 052 -2,95 -6,29 -0,93
72N [2296 |2615 [2877 [3260 [319 |581 973 [222 4,18 7.8
73T |2419 |27 |3169 [2501 |281 |75 |083 |[184 5,87 11
0,28 0,02 2,15 -1,84 -5,87 1,1
73N [2319 |2529 (2796 [2596 [21 |476 |276 [113 3,13 083
74T |238 |2535 (2633 [2471 [155 |253 o091 o058 09 -1,02
0,67 053 2,03 -0,58 -0,9 1,02
74N |2979 |2594 | 27,02 [3167 |-385 |-277 |188 |-482 4,4 -0,05
75T |[2398 |2638 293 |[2449 [241 |532 [051 |[144 3,69 -1,42
0,37 0,08 2,68 -1,44 -3,69 1,42
75N |2587 |2834|2698 [3053 [247 |111 [466 |15 -0,52 2,73
76T |[2501 |2572[3061 [2572 071 |56 |071 |-0.26 3,97 1,22
1,2 0,06 2,33 0,26 -3,97 1,22
76N |239 |27,04 |288 |27.87 |314 |49 |397 |[217 3,27 2,04
77T |2579 |2695[2867 [27 [116 |288 |121 019 1,25 -0,72
0,88 0,42 1,65 -0,19 1,25 0,72
77N [257 |2602 2825 [27,02 [032 |256 [133 |-065 0,93 -0,6
78T [2903 2733|2916 [29.41 [-1,7 014 038 |-267 -1,49 -1,55
6,35 2,81 2,92 2,67 1,49 1,55
78N |2464 |2497 [2758 [2594 [033 |294 [131 |-064 1,31 -0,62
79T |234 |2583 (2814 (22,73 |243 |475 |-067 |146 3,12 2,6
0,36 0,12 6,05 -1,46 -3,12 26
79N [26,68 |2696 |26,05 [22.16 [028 |-063 |-452 |-0,69 2,26 -6,45
80T |2297 2405|2686 [214 [108 |38 [-157 |o11 2,26 -3,5
0,92 021 11,29 -0,11 -2,26 35
80N |2869 2553|2739 (21,99 |-316 [-13 |67 |-413 -2,93 -8,63
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Tablo-46’nin devam

. . . ACT |ACT |[ACT Ortalama Ortalama Ortalama log2 log2 log2
',::("’)‘Sta RNU48 sz'R' rlne"g' g‘;? miR- |miR- | miR- | AACT miR-|AACT miR-|AACT miR- ﬁiné.Az(ij f};éf‘lgg ﬁf,ééig (2*AACT | @*AACT | @*AACT
22 138 [223 |22 138 223 miR-22) miR-138) | miR-223)
81T |2156 |[2387|2667 (222 |231 |51 |063 |1,34 3,47 1,3
04 0,09 2,46 -1,34 -3,47 1,3
8N |2546 |27,63 2379 [2232 |217 |-167 |-314 |12 3,3 -5,07
82T 2226 |2537 |26,92 |22.45 312 |467 019 |215 3,04 -1,74
023 0,12 334 2,15 -3,04 1,74
82N |2423 2513|2493 (2263 |09 [o071 |[-16 |-007 -0,92 -3,53
83T [2392 2849|3189 [2364 |458 |[798 [-028 |361 6,35 2,21
0,08 0,01 4,61 -3,61 -6,35 221
83N 2487 |27,78 | 26,95 | 2754 [291 |[208 267 |1,94 0,45 0,74
84T |2474 2976|3288 [2342 [502 |815 [-1.31 |4,05 6,52 -3,24
0,06 0,01 9,47 -4,05 -6,52 3,24
84N [3041 |[315 [3697 [2398 |11 |656 [-642 |013 4,93 -8,35
85T |2279 2698|2896 [2412 |42 617 [133 |323 4,54 -0,6
011 0,04 1,51 -3,23 -4,54 06
85N |2693 2856|2647 [258 |1,63 |[-046 [-1,14 |o0,66 -2,09 -3,07
86T |2328 2796|2809 2353 [468 [481 [025 |371 3,18 -1,68
0,08 011 321 3,71 -3,18 1,68
86N |27,16 |[265 |2357 (3054 |-066 [-359 [338 |-1,63 5,22 1,45
87T |21,23 2517|2267 [23.95 [394 144 [271 |297 -0,19 078
013 1,14 0,58 -2,97 0,19 -0,78
87N |2765 |[2613|2381 (31,95 |-152 [-384 |43 |-249 5,47 2,37
88T 2323 2613|2423 [2178 |29 |1 145 [1,93 -0,63 -3,38
0,26 1,55 10,42 -1,93 0,63 3,38
88N |31,99 2734|2477 [3218 |-466 [-722 [019 |-563 -8,85 1,74
89T |2058 2332|2946 (2329 [274 |889 [271 |177 7,26 0,78
0,29 0,01 0,58 1,77 7,26 -0,78
89N |21,61 2339|2314 [2764 [1,78 [153 [603 |o081 0,1 41
90T |2032 2203|2453 2308 |1,72 [421 [276 |o,75 2,58 083
06 0,17 0,56 -0,75 -2,58 -0,83
90N 207 2195|241 |2346 125 |34 |276 |o028 1,77 083
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Tablo-46’nin devam

. . . ACT |ACT |[ACT Ortalama Ortalama Ortalama log2 log2 log2
',::("’)‘Sta RNU48 ;“ZPR' rlne"g' g‘;? miR- | miR- |miR- | AACT miR- [AACT miR-|AACT miR- ﬁiné.Az(ij f};éf‘lgg ﬁf,ééig (2"AACT | @*AACT | @*AACT
22 138|223 |22 138 223 miR-22) miR-138) | miR-223)
01T |[2302 |252 |[2599 [2373 [218 297 [o71 |11 1,34 1,22
043 04 2,33 1,21 -1,34 1,22
91N |228 |2587 |2597 2266 |307 |317 |-014 |21 1,54 2,07
92T |2152 22,25 29,99 2226 |0,73 |847 |074 |-024 6,84 -1,19
1,18 0,01 2,28 0,24 -6,84 1,19
92N [1894 2252|2377 [2138 [350 483 [245 262 3.2 052
93T 20,03 2207|2645 [245 |204 |642 |447 |1,07 4,79 2,54
0,48 0,04 0,17 -1,07 -4,79 -2,54
93N [1926 |[2298 2516 [3175 [371 |589 [1249 |2,74 426 10,56
94T |1069 2289|2711 [2227 [32 |742 [258 |2,23 5,79 0,65
021 0,02 0,64 2,23 -5,79 -0,65
94N |21,96 |[22,96 |24 |2798 |1 204 |602 |003 041 4,09
95T |[1981 2315306 [2281 (333 |1079 [299 |236 9,16 1,06
0,19 0 0,48 2,36 -9,16 -1,06
95N [2302 2202|2268 [2751 |1 0,34 |449 |-1,97 -1,97 2,56
96T |19,47 |22,01|2856 2217 |254 |909 |27 1,57 7,46 0,77
034 0,01 0,59 -1,57 7,46 0,77
96N [2437 |2299 [2583 [2548 [-1,38 |146 |[111 |[-235 -0,17 -0,82
97T |21,02 |2402|283 [2328 [301 |728 [226 204 5,65 0,33
0,24 0,02 0,79 2,04 -5,65 -0,33
97N |205 |21,97 | 2537 |2295 | 147 |487 |244 |05 3,24 051
98T |[2031 21,99 [2885 [2228 [168 |854 |[197 o071 6,91 0,04
0,61 0,01 0,97 0,71 -6,91 -0,04
98N [208 |21,96 [2313 [2774 [116 233 |[695 0,19 07 5,02
99T |[1974 |[2209 2563 [236 [235 |58 [386 [1,38 426 1,93
0,38 0,05 0,26 -1,38 -4,26 -1,93
99N |[27,28 2473|2815 [3267 [-255 |087 [539 |-352 -0,76 3,46
100T [1955 |24,67 27,32 2342 |512 |7,77 |388 [415 6,14 1,95
0,06 0,01 0,26 -4,15 -6,14 -1,95
100N |209 22,52 | 27,84 32,24 |162 |694 |1134 |065 5,31 9,41
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Tablo-46’nin devam

Ortalama | Ortalama | Ortalama Ortalama | Ortalama | Ortalama log2 log2 log2
Hasta miR- | miR- | miR- Kontrol | Kontrol Kontrol 2AAACT | 27AAACT | 22AACT J d d
RNU48 . . . AACT AACT AACT . . . (MAACT | MAACT | MAACT
No 22 138 | 223 ACT miR- | ACT miR- | ACT miR- | - - miR-22 | miR-138 | miR-223 . . .
miR-22 miR-138 miR-223 miR-22) miR-138) | miR-223)
22 138 223
Ortalama | 24,07 | 25,63 | 27,63 | 25,52 0,97 1,63 1,93 0,58 1,92 -0,49 3,44 1,7 13,78 -1,17 -3,84 0,97
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A B C D E F

hsa-miR-22-3p hsa-miR-138-5p hsa-miR-223-3p hsa-miR-22-3p  hsa-miR-138-5p hsa-miR-223-3p
Normal Doku Normal Doku Normal Doku Tamor Doku Tumor Doku Tumor Doku

Sekil-40 miR-223, miR-138 ve miR-22’in sicaklik haritalamasi goriintiisii
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VHL genini hedefleyen miR-223, HIF1A’y1 hedefleyen miR-138 ve HIF1A’i
hedefleyen miR-22, log2 (2-AACT) degerleri agisindan degerlendirildiginde miR-22
-1,17 kat (p=0,0309), miR-138 -3,84 kat (p<0,0001) azalma, miR-223 0.97 kat
(p=0,0458) artis gostermektedir (Tablo 46).

Bu artig ve azalislarin istatistiksel analizi yapildiginda oncelikle her bir
MiRNA’nin tiimér ve normal doku orneklerinin log2 (2724CT) degerleri normalite
testine tabi tutulmustur. Normalite testi sonucunda degeri miR-22 Tiimor Doku, log2
mMiR-223 Timor Doku ve miR-223 Normal Doku 6rneklerinde saglanmamistir. miR-
22 Timor Doku, log2 miR-223 Timoér Doku ve miR-223 Normal Doku verisinin
kullanildig1 tiim analizler parametrik olmayan testler ile yapilmistir (Tablo 47) (Sekil
41).

Tablo-47 MicroRNA’lara ait log2 (272A€T) degerlerinin normalite testi

Normalite Testi
Test Edilen Parametreler p Value Yapilan Test
log2 (2*"AACT miR-22 Tiimor Doku) 0,0284 Shapiro-Wilk testi
log2 (2*"AACT miR-22 Normal Doku) 0,9728 Shapiro-Wilk testi
log2 (2*"AACT miR-138 Tiimor Doku) 0,6987 Shapiro-Wilk testi
log2 (2*"AACT miR-138 Normal Doku) | 0,5429 Shapiro-Wilk testi
log2 (2"AACT miR-223 Tiimér Doku) 0,0011 Shapiro-Wilk testi
log2 (2*"AACT miR-223 Normal Doku) | 0,0284 Shapiro-Wilk testi
Normalite
log2 (2*AACT hsa-miR-223-3p Tiimér Doku)=

log2 (2 AACT hsa-miR-138-5p Tiimér Doku)-
log2 (2 AACT hsa-miR-22-3p Tiimér Doku)=
log2 (2" AACT hsa-miR-223-3p Normal Doku)=
log2 (2" AACT hsa-miR-138-5p Normal Doku)=
log2 (2*AACT hsa-miR-22-3p Normal Doku)= 0

T T T T T 1
-15 -10 -5 0 5 10 15

Sekil-41 miR-223, miR-138 ve miR-22’in ifadelerinin log2 (2*AACT) degerlerinin
normalite dagilim grafigi
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Istatistiksel olarak tiimdér ve normal doku mMIRNA’lar agisindan
karsilastirildiginda miR-22; p=0.0309, miR-138; p<0.0001 ve miR-223; p=0.0458
olarak analiz edilmistir. p<0,05 anlamlilik diizeyinde ti¢ miRNA da tiim6r ve normal
doku gen ifade degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edildi
(Tablo 48).

Tablo-48 MicroRNA’lara ait log2 (272A€T) degerlerinin karsilastiriimasi

Test Edilen Parametreler p Value | Yapilan Test

Mann Whitney

log2 (2*AACT miR-22 Tiimé6r Doku) log2 (2*"AACT miR-22 Normal Doku) | 0,0309 Testi
estl

log2 (2*AACT miR-138 Tiimér Doku) | log2 (2*AACT miR-138 Normal Doku) | <0,0001 | T-Testi

Mann Whitney

log2 (2*AACT miR-223 Timér Doku) | log2 (2*"AACT miR-223 Normal Doku) | 0,0458 Testi
estl

20+

p=0,0359

- - 1 1

-20

Sekil-42 miR-22, miR-223 ve miR-138 miRNA ifadesinin t-testi sonuclari

Aday biyobelirteg olarak secgilen genleri hedef alan miRNA’larin ifade
diizeyleri arasindaki iligkinin tespit edilmesi amaci ile korelasyon analizi yapilmistir
(Tablo 49). MiR-22 ile miR-138 arasinda istatistiksel olarak anlamli dogrusal bir iligki
mevcuttur (p<0.001, Spearman r: 0,634). MiR-22 ile miR-223 arasinda ise istatistiksel
olarak anlamli bir iligki tespit edilemedi. (p=0.377, Spearman r: 0,106). miR-223 ile
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miR-138 arasinda istatistiksel olarak anlamli dogrusal bir iliski mevcuttur (p= 0.002,
Spearman r: 0,352) (Sekil 43). En gii¢lii dogrusal iliski miR-22 ile miR-138 arasinda

tespit edilmistir.

Tablo-49 miR-22, miR-138 ve miR-223 arasindaki korelasyon analiz sonugclari.

log2 (2"AACT

miR-22

log2 (2*AACT

miR-138

log2 ("AACT miR-223

Tiimér Doku) Tiimér Doku) Tiimor Doku)
log2 (2"AACT miR-22
Tiimér Doku) 1 0,634801579 0,106306246
log2 (*AACT miR-138
% | Tiimér Doku) 0,634801579 1 0,352577295
o
2 [log2 2"AACT miR-223
é Tiimér Doku) 0,106306246 0,352577295 1
log2 (2"AACT miR-22
Tiimér Doku) 0 2,76344E-09 0,377583971
log2 (*AACT miR-138
Tiimér Doku) 2,76344E-09 0 0,002564579
o [log2 (2"AACT miR-223
S | Tiimér Doku) 0,377583971 0,002564579 0
o
log2 (2"AACT miR-22
Tiimér Doku) 1,000 to 1,000 0,4713 t0 0,7561 -0,1302 t0 0,3314
log2 (*AACT miR-138
2| Tiimér Doku) 0,4713 t0 0,7561 1,000 to 1,000 0,1300 to 0,5414
g log2 (2*AACT miR-223
g% Tiimér Doku) -0,1302 t0 0,3314 0,1300 t0 0,5414 1,000 to 1,000
1.5
et
[<F)
S os
X
0.0 T T
N Q) S
‘_o‘oo* .»oﬂoo* .~°(°6‘~
N &€ &€
"\;ﬁ ,;5‘2"6 -1:1'3’:5
<& & &
-4 9 S
& 4 <
o [ o
g o S
<> g g

Sekil-43 Tiimor dokulara ait miR-22, miR-138 ve miR-223 genlerinin arasindaki
korelasyon grafigi (Mavi Cizgi: miR-223 Yesil Cizgi: miR-138 ve Kirmz Cizgi:
miR-22)
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Timor doku ornekleri incelendiginde her bir aday gen ve onu hedef alan
mIRNA istatistiksel olarak karsilagtirilmistir (Tablo 50). VHL ile miR-223 arasinda
karsilastirma yapildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmistir
(p=0.0108). HIF1A ile miR-138 arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmistir (p<0.0001). KAT5 ile miR-22 karsilastirmasi da digerleri gibi istatistiksel
olarak anlamli bir fark elde edilmistir (p<0.0001) (Sekil 44).

Tablo-50 Genler ile miRNA’larin t-testi analiz sonuclari

Test Edilen Parametreler p Value Yaptian
Test
Mann
log2 (2*AACT VHL Tiimér Doku) log2 (2*AACT miR-223 Tiimér Doku) 0,0108 Whitney
Testi
log2 (2*"AACT HIF1A Tiimér Doku) log2 (2*"AACT miR-138 Tiimor Doku) <0,0001 T-Testi
Mann
log2 (2*AACT KATS Tiimér Doku) log2 (2*AACT miR-22 Tiimér Doku) <0,0001 Whitney
Testi
20+
p<0,0001 p<0,0001

01 h—r e

M
LU

-20 | | | | | |
miR-22 KAT5 miR-138 HIF1A miR-223 VHL

o
1

log2 (2°AACT)

-10=

Sekil-44 A) miR-22 / HIF1A, miR-138 / HIF1A ve miR-223 / VHL ifadesinin t-testi
grafigi

MiR-22 ile KAT5 degerlendirilmesi yapildiginda miR-22‘in baskilanarak
HIF1A ifadesinin arttigim1 goriilmektedir. Yine aymi sekilde miR-138 ifadesi
baskilanirken HIF1A ifadesi artis gostermektedir. Ancak VHL ve miR-223 arasindaki
iligskide tam tersi sekilde miRNA ifadesi artarak VHL gen ifadesini baskiladig1 goriildii.
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Herbir aday gen ve onu hedef alan miRNA arasindaki korelasyon iligkisi
acisindan analiz edildiginde, VHL ve miR-223 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark tespit edilmemistir (p= 0,81) (Tablo 51). HIF1A ve miR-138 arasindaki
korelasyon analizinde istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p= 0,008)
(Tablo 52). Aralarindaki iligki dogrusal olmayan yonde tespit edilmistir. HIF1A gen
ifadesi artarken bu geni hedefleyen ve baskilayan miR-138 ifade diizeyi azalma
gostermektedir (Pearson r =-0,308). KAT5 ve miR-22 arasindaki korelasyon iliskisi
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0001) (Tablo 53). KAT5 ve onu
hedefleyerek gen ifadesini baskilayan miR-22 arasinda dogrusal olmayan bir iligki

tespit edilmistir (Pearson r:-0,487).

Tablo-51 VHL ve miR-223 arasindaki korelasyon analizi sonucu

log2 (2*AACT MiR-223 Tiimor log2 (2*AACT VHL Timor
Doku) Doku)

T [ log2 2*AACT miR-223 Tiimor
> Doku) 1 -0,027697031
g log2 2*AACT VHL Tiimér Doku) -0,027697031 1

log2 (2~AACT miR-223 Timor
2 Doku) 0 0,818650671
a log2 2*AACT VHL Tiimér Doku) 0,818650671 0

log2 (2*AACT miR-223 Tiimér
8 Doku) 1,000 to 1,000 -0,2069 10 0,2593
© | log2 @*AACT VHL Tiimir Doku) -0,2069 00,2593 1,000 to 1,000
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Tablo-52 HIF1A ve miR-138 arasindaki korelasyon analizi sonucu

log2 2*AACT miR-138 Tiimér

log2 2*AACT HIF1A Tiimor

Doku) Doku)

Dcf log2 (2*AACT miR-138 Tiimér
% Doku) 1 -0,308417699
E log2 2*AACT HIF1A Tiimér Doku) | -0,308417699 1

log2 (2*AACT miR-138 Tiimér
© Doku) 0 0,008876605
S [log2 @*AACT HIF1A Tiimér Doku) 0,008876605 0
= log2 (2*AACT miR-138 Tiimér
; Doku) 1,000 to 1,000 -0,5054 to -0,08094
é | log2 2"AACT HIF1A Tiimér Doku) | -0,5054 to -0,08094 1,000 to 1,000

Tablo-53 KATS5 ve miR-22 arasindaki korelasyon analizi sonucu

log2 2~AACT miR-22 log2 2*AACT KATS5 Tiimér
Tiimér Doku) Doku)
o log2 2*AACT miR-22 Tiimér Doku) |1 -0,487373698
c
>
= log2 (2*AACT KAT5Tiimér Doku)
5 -0,487373698 1
X
o log2 2*"AACT miR-22 Tiimér Doku) 0 1,62878E-05
s log2 (2*AACT KAT5Tiimér Doku) 1,62878E-05 0
o
. s log2 (2*AACT miR-22 Tiimér Doku) | 1,000 to 1,000 -0,6471 to -0,2867
pIe]
o =
5 5 log2 2*AACT KATS Tiimér Doku) | -0,6471 to -0,2867 1,000 to 1,000

Calisma kapsaminda yapilan bir diger analiz ise roc curve yani esik degeri

belirleme analizidir. Bu analiz ile 100 hastaya ait olan tiimor ve normal dokularin

ifadesel verilerinin log2 (2*AACT) degerlerini kullanarak ifadesel degerlerdeki
degisimlerin timor ve normal doku arasinda ayrim yapilabilmesi adina esik degeri

belirleme analizi yapilmistir (Sekil 45). Sonug olarak VHL gen ifadesi bakimindan

normal doku ile timor doku arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit

edilememesinden dolay: istatistiksel olarak anlamli bir esik degeri saptanmamistir

(p=0,442). KATS5 igin yapilan roc curve analizi sonucunda istatistiksel olarak anlaml

esik degeri >0,4204 olarak tespit edilmistir (p= 0,0009). KAT5 i¢in yapilan roc curve
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analizi sonucunda istatistiksel olarak anlamli esik degeri >1,27 olarak tespit edilmistir




(p= 0,0401). HIF1A gen ifadesi istatistiksel olarak tiimor ve normal dokuda anlamli
derecede farkli bulunmus olsa da bu fark HIF1A gen ifade diizeyine gore timor ve
normal doku arasinda ayrim yapilabilecek bir deger tespiti igin yeterli degildir
(p=0,054). Genleri hedef alan miRNA’lar igin istatistiksel olarak anlamli bir esik
degeri hesaplanmistir. miR-223 igin yapilan roc curve analizi sonucunda istatistiksel
olarak anlamli esik degeri >0,4598 olarak tespit edilmistir (p= 0.046). MiR-138 i¢in
yapilan roc curve analizi sonucunda istatistiksel olarak anlamli esik degeri <-2,4095
olarak tespit edilmistir (p<0,0001). miR-22 i¢in yapilan roc curve analizi sonucunda
istatistiksel olarak anlamli esik degeri <0,342 olarak tespit edilmistir (p=0,028) (Tablo
54).

Tablo-54 Genler ve miRNA’larin roc curve analiz sonuclari

Roc Curve Analizi

Parametre p Value %95 Giiven Arah@ Standart Hata Esik Degeri
log2 (2"AACT VHL) 0,4429 0,460463 - 0,600747 0,0405 <-2,1394
log2 (2"AACT HIF1A) 0,0554 0,506181 - 0,645126 0,0401 >1,2713
log2 (2"AACT KAT5) 0,0009 0,560275 - 0,696171 0,0393 >0,4204
log2 2"AACT miR-223) 0,0462 0,511581 - 0,678487 0,0487 >0,4598
log2 (2"AACT miR-138) <0,0001 0,688223 - 0,833355 0,0391 <-2,4095
log2 (2"AACT miR-22) 0,0288 0,519410 - 0,685801 0,048 <0,342
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A)

20 &0
100-Specificity

F) log? (2 ACT hea mR222-39) E :. b (#AACT hea mR22.3) D } b (PAACT hsa miR 128-6)

40 0 0
100-Specificty 100-Speciicity

Sekil-45 Genler ve miRNA’larin roc curve grafikleri (A:VHL, B: HIF1A, C:
KAT5, D: miR-138, E: miR-223, F: miR-22)

Proje kapsamima 100 hastaya ait cinsiyet, yas, fuhrman derecesi, patolojik
timor evresi, bilylime paterni, renal kapsiil invazyonu, Perirenal yag doku invazyonu,
tiimor dis1 bobrek, CK7, renal ven invazyonu, vimentin, CD10, EMA, LMWCK,
CK19, masson trikrom, PAS, kongo red, islem, PASM ve RCC olmak {izere yirmi bir
farkli klinik parametre dahil edildi. Hastalarin klinikopatolojik &zellikleri ile gen ve
miRNA ifade diizeylerindeki farkliliklar Kkarsilastirilarak istatistiksel —olarak
degerlendirildi (Tablo 55).
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Tablo-55 Klinik parametrelerin istatistiksel dagilim ve degerleri

Klinik Parametre Analiz Edilen Standart Standart Varyans
Hasta Yiizdesi (%) Hata Sapma

Cinsiyet 100 0,04943 0,49431 0,244
Fuhrman Derecesi 100 0,07961 0,79614 0,634
Patolojik Tiimor Evresi 77 0,12410 1,08900 1,186
Biiyiime Paterni 100 0,07189 0,71887 0,517
Renal Kapsiil invazyonu 98 0,05067 0,50163 0,252
Perirenal Yag Doku

fvazyonu 98 0,03656 0,36190 0,131
Tiim6r Dis1 Bobrek 99 0,13343 1,32760 1,763
CK7 54 0,03597 0,26435 0,070
Renal Ven invazyonu 94 0,02722 0,26394 0,070
Vimentin 84 0,01190 0,10911 0,012
CD10 73 0,02339 0,19989 0,040
EMA 74 0,02308 0,19857 0,039
LMWCK 75 0,05787 0,50117 0,251
CK19 26 0,09515 0,48516 0,235
Masson Trikrom 25 0,10000 0,50000 0,250
PAS 26 0,09231 0,47068 0,222
Kongo Red 24 0,00000 0,00000 0,000
Islem 96 0,22604 2,21468 4,905
PASM 22 0,04545 0,21320 0,045
RCC 32 0,06521 0,36890 0,136
VHL 100 0,04943 0,49431 0,244
HIF1A 100 0,04560 0,45605 0,208
HIF1A 100 0,05009 0,50091 0,251
miR-22 100 0,05200 0,43812 0,192
miR-138 100 0,05593 0,47131 0,222
miR-223 100 0,05527 0,46573 0,217

Oncelikle tiim klinik parametreler kendi icinde analiz edilmistir. 21 farkl
parametrede istatistiksel olarak anlamli degerler tespit edilmistir (Tablo 56). Yapilan
analizde kategorik degiskenlerin arasindaki istatistiksel anlamlilik karsilastirildigi i¢in
Ki-kare testi yapilmustir. Ikiser kategoriden olusan iki klinik parametre
karsilastirilmasinda 2X2’lik tablo sonucu Fisher's Exact Test sonuglar1 hesaba
alinirken daha fazla kategoriden olusan gruplarda Pearson ki-kare testi hesaba

alinmustir.
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Tablo-56 Klinik parametler arasinda ki- kare testi sonuclar1 (istatiksel olarak
anlambh iliski tespit edilenler tabloya dahil edilmistir.)

CK19 Negatif | Pozitif | pValue Yapilan Test
Kadmn | Miktar 6 3
% 66,70% | 33,30%
Cinsiyet 0,02 Fisher's Exact Test
Erkek | Miktar 3 14

% 17,60% | 82,40%

Patolojik Tiimor Evresi pTla pTilb pT2 pT3a pValue Yapilan Test

1 Miktar 4 0 1 0

% 80,00% | 0,00% [ 20,00% 0,00%

2 Miktar 15 6 4 1
% 57,70% | 23,10% | 15,40% 3,80%
Furhmann 0 Pearson Chi-Square
3 Miktar 4 14 11 9

% 10,50% | 36,80% | 28,90% | 23,70%

4 Miktar 0 2 2 4
% 0,00% | 25,00% |25,00% | 50,00%
Biiyiime Paterni Alveoler | Papiller | Solid | Multikistik | Multiokiiler | pValue | Yapilan Test
1 Miktar 9 0 0 1 0
% 90,00% | 0,00% | 0,00% 10,00% 0,00%
2 Miktar 30 1 1 1 1
Eurhmann % 88,20% | 2,90% | 2,90% 2,90% 2,90% 0 Pearson Chi-
3 | Miktar | 46 1 0 0 0 Square
% 97,90% | 2,10% | 0,00% 0,00% 0,00%
4 Miktar 5 0 4 0 0
% 55,60% | 0,00% | 44,40% 0,00% 0,00%
Peri Renal Yag Doku invazyonu | Pozitif | Negatif | pValue Yapilan Test
1 Miktar 0 10

% 0,00% | 100,00%

2 Miktar 1 32
% 3,00% | 97,00%
Furhmann 0,0001 Pearson Chi-Square
3 Miktar 9 37

% 19,60% | 80,40%

4 Miktar 5 4

% 55,60% | 44,40%
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Tablo-56’nin devam

PASM Negatif | Pozitif | pValue Yapilan Test

1 Miktar 2 0

% | 100,00% | 0,00%

2 | Miktar 4 0
% 100,00% | 0,00%
Furhmann 0 Pearson Chi-Square
3 | Miktar 15 0

% | 100,00% | 0,00%

4 Miktar 0 1

% 0,00% | 100,00%

Biiyiime Paterni Alveoler | Papiller | Solid | Multikistik | pValue Yapilan Test

pTla | Miktar 22 0 0 1
% 95,70% | 0,00% | 0,00% 4,30%

pT1lb | Miktar 21 1 0 0
% 95,50% | 4,50% | 0,00% 0,00%
Patolojik Tiimér Evresi 0,004 | Pearson Chi-Square
pT2 | Miktar 18 0 0 0

% | 100,00% | 0,00% | 0,00% 0,00%

pT3a | Miktar 9 1 4 0
% 64,30% | 7,10% | 28,60% 0,00%

Renal Kapsiil invazyonu Pozitif Negatif | pValue Yapilan Test

pTla Miktar 11 12

% 47,80% 52,20%

pTlb Miktar 5 17
% 22,70% 77,30%
Patolojik Tiimor Evresi 0 Pearson Chi-Square
pT2 Miktar 8 10

% 44,40% 55,60%

pT3a Miktar 14 0

% 100,00% 0,00%

Perirenal Yag Doku invazyonu Pozitif Negatif | pValue Yapilan Test

pTla Miktar 0 23

% 0,00% 100,00%

pTlb Miktar 0 22
% 0,00% 100,00%
Patolojik Tiimor Evresi 0 Pearson Chi-Square
pT2 Miktar 0 18

% 0,00% 100,00%

pT3a Miktar 13 1

% 92,90% 7,10%
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Tablo-56’nin devam

Renal Ven invazyonu Pozitif | Negatif | pValue Yapilan Test
pTla Miktar 0 23
% 0,00% | 100,00%
pTlb Miktar 0 22
% 0,00% | 100,00%
Patolojik Tiimor Evresi 0 Pearson Chi-Square
pT2 Miktar 0 17
% 0,00% | 100,00%
pT3a Miktar 4 10
% 28,60% | 71,40%
Perirenal Yag Doku Invazyonu Pozitif | Negatif | pValue Yapilan Test
Alveoler | Miktar 9 79
% 10,20% | 89,80%
Papiller | Miktar 1 1
% 50,00% | 50,00%
Biiyiime Paterni Solid Miktar ° 0 0,0001 Pearson Chi-Square
% | 100,00% | 0,00%
Multikistik | Miktar 0 2
% 0,00% | 100,00%
Multiokiiler | Miktar 0 1
% 0,00% | 100,00%
Perirenal Yag Doku invazyonu Pozitif | Negatif | pValue Yapilan Test
Pozitif Miktar 15 31
. % 32,60% | 67,40%
Renal Kapsiil Invazyonu 0,0001 Fisher's Exact Test
Negatif | Miktar 0 52
% 0,00% | 100,00%
Renal Ven invazyonu Pozitif | Negatif | pValue Yapilan Test
Pozitif Miktar 7 37
. % 15,90% | 84,10%
Renal Kapsiil Invazyonu 0,004 Fisher's Exact Test
Negatif | Miktar 0 50
% 0,00% | 100,00%
RCC Negatif | Pozitif | pValue Yapilan Test
Pozitif Miktar 5 10
. % 33,30% | 66,70%
Renal Kapsiil Invazyonu 0,018 Fisher's Exact Test
Negatif | Miktar 0 16
% 0,00% | 100,00%
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Tablo-56’nin devam

Renal Ven invazyonu Pozitif Negatif pValue Yapilan Test
Pozitif Miktar 6 9
. < % 40,00% 60,00%
Perlrienal Yag Doku 0,0001 Fisher's Exact Test
nvazyonu Negatif Miktar 1 78
% 1,30% 98,70%
Renal Ven invazyonu Pozitif Negatif pValue Yapilan Test
Pozitif Miktar 0 7
% 0,00% 100,00%
Negatif Miktar 5 67
% 6,90% 93,10%
Kalsifikasyon 1 0
Miktar 100,00% 0,00%
Tunjor Dis1 Tiibiiler Atrofi % 0 2 0,037 Pearson Chi-Square
Bobrek ;
Miktar 0,00% 100,00%
Renal Kist % 1 9
10,00% 90,00%
Fibrozis Miktar 0 1
% 0,00% 100,00%
Kronik Enflamasyon Miktar 0 1
% 0,00% 100,00%
Sag Sag Sag SO.I Parsiyel Sol Radikal
. Parsiyel . Parsiyel
Islem Nefrekto Nefrekto Radikal Nefrekto Nefrekto | Nefrekto | Nefrekto
mi . Nefrektomi . mi mi mi
mi mi
Pozitif | Miktar 1 0 3 0 0 0 0
% 16,70% 0,00% 50,00% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
NGt | Miktar 10 4 36 8 5 13 2
% 11,80% 4,70% 42,40% 9,40% 5,90% 15,30% 2,40%
Laporosk
Renal X - - Sol
Ven . Ob'k.Sag Nefrekto L.aoroskobi Radikal
invazvon Islem Radikal mi k Sol Nefrekto pValue Yapilan Test
u ¥ Nefrekto Nefrektomi mi
mi
Pozitif [ Miktar 0 2 0 0
% 0,00% 33,30% 0,00% 0,00%
: 0,025 Pearson Chi-Square
NGt | Miktar 4 1 1 1
% 4,70% 1,20% 1,20% 1,20%
MassonTrikrom Negatif Pozitif pValue Yapilan Test
Negatif Miktar 10 2
% 83,30% 16,70%
LMWCK 0,01 Fisher's Exact Test
Pozitif Miktar 3 8
% 27,30% 72,70%
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Tablo-56’nin devam

PAS Negatif Pozitif pValue Y?I_‘:Sl?n
Negatif Miktar 15 0
Masson Trikrom — % 100.00% 0.00% 0,0001 Eigscr;e.lr_lgst
Pozitif Miktar 3 7
% 30,00% 70,00%
PAS Negatif Pozitif pValue Y?I_‘:Sl?n
Sag Nefrektomi Miktar 2 3
% 40,00% 60,00%
Sag Parsiyel Miktar 3 0
% 100,00% 0,00%
fstem ?\iffii?(l)];?il Miktar 9 2 0033 Peasrson Chi-
% 81,80% 18,20% quare
Neftekn] Miktar ! 0
% 100,00% 0,00%
Sol Nefrektomi Miktar 0 3
% 0,00% 100,00%
Tiimér Dist Bobrek Pozitif Negatif | Kalsifikasyon | Tiibiiler Atrofi | pValue Yf‘rpe‘s'?“
Alveoler | Miktar 7 65 0 3
% 7,90% 73,00% 0,00% 3,40%
Papiller Miktar 0 1 1 0
% 0,00% 50,00% 50,00% 0,00%
Solid Miktar 0 5 0 0
% 0,00% 100,00% 0,00% 0,00%
Multikistik | Miktar 0 2 0 0
% 0,00% 100,00% 0,00% 0,00%
Multiokiiler | Miktar 0 1 0 0
% 0,00% 100,00% 0,00% 0,00%
];l;i,:rl:'llie ngir;itl nggéer:] Fibrozis Emtl<arr?1rzllls|§/on 0,004 PeaSr(Sq?Jr;r(e:hl-
Alveoler | Miktar 11 1 1 1
% 12,40% 1,10% 1,10% 1,10%
Papiller Miktar 0 0 0 0
% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Solid Miktar 0 0 0 0
% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Multikistik | Miktar 0 0 0 0
% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
Multiokiiler | Miktar 0 0 0 0
% 0,00% 0,00% 0,00% 0,00%
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Sekil-47 A) Cinsiyet ile CK19 arasindaki dagihm grafigi, B) Fuhrman ile
Patolojik Tiimor derecesi arasindaki dagilim grafigi, C) Fuhrman ile Biiyiime
Paterni arasindaki dagilm grafigi, D) Fuhrman ile Perirenal Yag Doku
Invazyonu arasindaki dagihm grafigi

Yapilan analizlerde gorilmustiir ki, cinsiyet ile CK19 klinik parametresi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmaktadir (p= 0.02). Erkek
hastalarda CK19 degeri anlamli derecede pozitif deger gosterirken kadin hastalarda
CK19 degeri daha ¢ok negatif deger almaktadir (Sekil 47).

Hastalara ait tiimorlerin fuhrman derecelendirmesi ile patolojik tiimor evresi
degerlendirildiginde iki derecelendirme sisteminin birlikte artma gosterdigi
goriilmektedir (p<0.0001) (Sekil 47).

Hastalara ait tiimorlerin fuhrman derecelendirmesi ile biiytime paterni
karsilagtirildiginda, alveolar biiylime paterni ilk li¢ evrede artma gosterirken son
evrede azalirken solid biiyiime paterninin derecesi artma gostermektedir (p<0.0001)
(Sekil 47).

Hastalara ait tiimorlerin fuhrman derecelendirmesi ile perirenal yag doku
invazyonu karsilastirildiginda ilk {i¢ evrede yag invazyonu negatifligi yliksek iken

dordiincii evrede yag doku invazyonu daha sik goriilmektedir (p=0.001) (Sekil 47) .
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Sekil-48 A) Fuhrman ile PASM arasindaki dagihm grafigi, B) Patolojik Tiimor
Evresi ile Biiyiime Paterni arasindaki dagilim grafigi, C) Patolojik Tiimor Evresi
ile Renal Kapsiil invazyonu arasindaki dagihm grafigi, D) Patolojik Tiimér
Evresi ile Perirenal Yag Doku Invazyonu arasindaki dagilim grafigi

Fuhrman derecelendirmesi ile PASM Kkarsilastirildiginda ilk ii¢ evrede artan bir
PASM negatifligi goriilirken sadece dordiincii evrede PASM pozitifligi
negatifliginden fazla oldugu goriildii (p<0.0001) (Sekil 48).

Patolojik tiimor evresi ile biiyiime paterni karsilastirildiginda alveolar tip ilk ii¢
derecede artis gosterirken dordiincii evrede bir azalma gostermektedir ve dordiincii
evrede solid biiyiime paterni derecesi artma gostermektedir (p= 0.004) (Sekil 48).

Patolojik tiimor evresi ile renal kapsiil invazyonu karsilastirildiginda ilk g
evrede negatif olma durumu yiiksek iken dordiincii evrede sadece pozitif olma durumu
yiiksek derecede goriilmektedir (p<0.0001) (Sekil 48).

Patolojik tiimor evresi ile perirenal yag doku invazyonu karsilastirildiginda ilk
tic evrede sadece iigiincii evreye dogru azalan bir negatiflik goriilsede dordiincii evrede
en diisiik negatiflik ve ondan oranca yiiksek derecede fazla olan pozitif perirenal yag

doku invazyonu goriildii (p<0.0001) (Sekil 48).
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Sekil-49 A) Patolojik Tiimor Evresi ile Renal Ven Invazyonu arasindaki dagilim
grafigi, B) Biiyiime Paterni ile Perirenal Yag Doku Invazyonu arasindaki dagiim
grafigi. C) Biiyiime Paterni ile Tiimor Dis1 Bobrek arasindaki dagilhim grafigi D)
Biiyiime Paterni ile CD10 arasindaki dagihim grafigi

Patolojik tlimor evresi ile renal ven invazyonu karsilastirildiginda evreler
ilerledikce negatiflikte diisme goriiliirken sadece son evrede bir miktar pozitiflik ve en
diisiik negatiflik gortildi (p<0.0001) (Sekil 49).

Biiylime paterni ile perirenal yag doku invazyonu karsilastiriliginda alveolar
grupta oldukea yliksek negatiflik goriiliirken diger gruplarda bu oran degiserek pozitif
ve negatif degerler birbirine oldukga yakin olarak goriildii (p=0.0001) (Sekil 49).

Biiylime paterni ile timoér dist bobrek durumu karsilastirildiginda alveolar
grupta yiiksek negatiflik goriiliirken diger gruplarda bu oran korunamamistir
(p=0.004) (Sekil 49).

Bilyiime paterni ile CD10 karsilagtirildiginda alveolar grupta ¢ok yiiksek
pozitiflik goriiliirken diger gruplarda bu oran korunmamustir (p= 0.002) (Sekil 49).
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Sekil-50 A) Renal Kapsiil invazyonu ile Perirenal Yag Doku Invazyonu
arasindaki dagihm grafigi, B) Renal Kapsiil invazyonu ile Renal Ven invazyonu
arasindaki dagihm grafigi, C) Renal Kapsiil invazyonu ile RCC arasindaki
dagilim grafigi, D) Perirenal Yag Doku Invazyonu ile Renal Ven invazyonu
arasindaki dagilim grafigi

Renal kapsiil invazyonu ile perirenal yag doku invazyonu karsilastirildiginda
kapsiil invazyonu pozitif grupta yag doku invazyonu pozitif bireyler goriiliirken kapsiil
invazyonu negatif hastalarda hi¢ yag doku invazyonu goriilmemektedir (p= 0.0001)
(Sekil 50).

Renal kapsiil invazyonu ile renal ven invazyonu karsilastirildiginda kapsiil
invazyonu pozitif hastalarin diisiik bir oraninda renal ven invazyonu goriiliirken kapsiil
invazyonu negatif hasta grubunda sadece yiiksek oranda ven invazyonu negatif vaka
vardir (p= 0.004) (Sekil 50).

Renal kapsiil invazyonu ile RCC karsilagtirildiginda kapsiil invazyonu pozitif
grupta orani diisiik olmakla birlikte RCC negatif hastalar bulunmaktadir ancak kapsiil
invazyonu negatif grupta sadece RCC pozitif hastalar bulunmaktadir (p=0.018) (Sekil
50).

Perirenal yag doku invazyonu ile renal ven invazyonu karsilastirildiginda yag
doku invazyou pozitif grupta yakin oranlarda olmakla negatif ven invazyonu daha

fazladir ancak yag doku invazyonu negatif olan grupta bu oran bozularak ven
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invazyonu negatif olan hasta grubu pozitife gore fazla oldugu goriildii (p= 0.0001)
(Sekil 50).
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Sekil-51 A) Renal Ven Invazyonu ile Tiimér Disi1 Bobrek arasindaki dagilim
grafigi, B) Renal Ven invazyonu ile Hastalara uygulanan islem arasindaki
dagilim grafigi, C) LMWCK ile Masson Trikrom arasindaki dagilhm grafigi, D)
Masson Trikrom ile PAS arasindaki dagilim grafigi

Renal ven invazyonu ile timor dist bobrek durumu karsilastirildiginda ven
invazyonu pozitif grupta, diisiik oranlarda timor dis1 bobrek negatifligi, klasifikasyon
ve renal kist yapist goriiliirken, ven invazyonu negatif grupta ¢ok yiiksek derecede
negatif timor dis1 bobrek, diisiik oranda pozitif timoér dis1 bobrek ve diisiik oranda
renal kist yapist goriildii (p=0.037) (Sekil 51).

Renal ven invazyonu ile hastalara uygulanan cerrahi islem tiiri
karsilagtirildiginda ven invazyonu pozitif hastalarda diisiik oranlarda nefrektomi,
radikal nefrektomi goriiliirken ven invazyonu negatif grupta ¢ok yiiksek oranda radikal
nefrektomi ve normal nefrektomi goriildi (p= 0.025) (Sekil 51).

LMWCK ile massom trikrom karsilastirildiginda LMWCK negatif grupta
masson trikrom negatif iken LMWCK pozitif grupta masson trikrom pozitif deger
almakta oldugu goriildi (p= 0.01) (Sekil 51).
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Masson trikrom ile PAS karsilastirildiginda masson negatif grupta PAS sadece
negatif deger alirken pozitif grupta pozitif deger orani negatife gore yiiksektir oldugu
tespit edildi (p=0.0001) (Sekil 51).
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Sekil-52 A) PAS ile Hastalara uygulanan islem arasindaki dagihm grafigi, B)
VHL gen ifadesi ile CD10 arasindaki dagihm grafigi, C) VHL gen ifadesi ile
LMCWK arasindaki dagihm grafigi, D) HIF1A gen ifadesi ile LMCWK
arasindaki dagilim grafigi

PAS ile hastalara uygulanan islem karsilastirildiginda PAS negatif grupta daha
yiiksek sayida radikal nefrektomi uygulanirken, PAS pozitifte nefrektomi ile radikal
nefrektomi degerleri birbirine oldukga yakin ve ek olarak radikal nefrektomi normal
nefrektomi oranindan diisiik oldugu analiz edildi (p= 0,033) (Sekil 52).

Klinik parametreler kendi aralarinda istatistiksel olarak degerlendirme
yapildiktan sonra, oncelikle roc curve analizine gore belirlenen esik degerlerine gore
guplara ayrilan gen ve miRNA ifadelerinin klinik parametreler ile aralarinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadig: analiz edildi (Tablo 57).
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Tablo-57 VHL, HIF1A, KAT5, miR-22, miR-138 ve miR-223 ifade diizeylerinin
klinik parametreler ile iliskisi

VHL | HIF1A | KAT5 miR-22 miR-138 miR-223 Yapilan Test
Cinsiyet 0,55 0,44 0,27 0,38 0,34 0,34 Fisher's Exact Test
Fuhrman | 413 | 015 | 026 0,11 0,20 0,99 | Pearson Chi-Square
Derecesi
Patolojik
Tiimér 0,76 0,30 0,08 0,07 0,96 0,75 Pearson Chi-Square
Evresi
Biyime | 50 | 051 | 042 0,60 023 0,89 | Pearson Chi-Square
Paterni
Renal
Kapsiil 0,46 0,17 0,35 0,54 0,56 0,19 Fisher's Exact Test
invazyonu
Perirenal
Yag Doku | 0,37 0,36 0,47 0,15 0,51 0,24 Fisher's Exact Test
1nvazy0nu
Timér Dist| 6 40 | 50 | 044 0,30 0,28 0558 | Pearson Chi-Square
Bobrek
CK7 0,17 0,51 0,68 0,17 0,38 0,56 Fisher's Exact Test
Renal Ven | o 6> | 045 | 063 0,51 0,36 061 | Fishers Exact Test
Invazyonu
Vimentin 0,37 0,57 0,74 0,74 0,32 0,66 Fisher's Exact Test
CD10 0,05 0,07 0,53 0,43 0,34 0,28 Fisher's Exact Test
EMA 0,70 0,18 0,45 0,57 0,46 0,59 Fisher's Exact Test
LMWCK 0,00 0,02 0,02 0,42 0,56 0,28 Fisher's Exact Test
CK19 0,30 0,41 0,58 0,32 0,43 0,45 Fisher's Exact Test
Masson | 60 | 039 | 053 023 057 056 | Fisher's Exact Test
Trikrom
PAS 0,64 0,48 0,64 0,73 0,63 0,63 Fisher's Exact Test
Kongo Red - - - - - - -
islem 0,61 0,22 0,85 0,53 0,91 0,94 Pearson Chi-Square
PASM 0,23 | 727,00 | 0,86 0,75 0,75 0,38 Fisher's Exact Test
RCC 0,37 0,38 | 0,38 0,66 0,44 0,28 Fisher's Exact Test
Yas 0,26 0,05 0,38 0,10 0,18 0,57 Fisher's Exact Test

Yirmi bir klinik parametre igerisinde dort adet basglik ifade diizeyleri ile
istatistiksel olarak anlamli sonuglar vermistir. VHL gen ifadesi -2.13’ten biiyiik oldugu
grupta CD10 sadece pozitif deger alirken -2.13’ten kiigiik oldugu grupta negatif aldig
degerler de mevcut oldugu goriildi (p=0.047) (Sekil 52).

VHL gen ifadesi LMWCK ile karsilastirildiginda gen ifadesi -2.13’ten biiytik
oldugu grupta LMWCK yiiksek oranda negatif iken -2.13’ten kiigiik oldugu grupta
yiiksek oranda pozitif oldugu saptandi (p=0.004) (Sekil 52).
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LMWCK ile HIF1A gen ifadesi karsilastirildigmmda <1.27 iken LMWCK
yiiksek oranda pozitif, >1.27 iken yiiksek oranda negatif olarak hesaplandi (p=0.018)
(Sekil 52).

HIF1A gen ifadesi LMWCK ile karsilastirildiginda, gen ifadesi <0.42 iken
LMWCK sadece pozitif deger alirken, >0,42 iken yiiksek oranda negatif deger aldig1
tespit edildi (p=0.018) (Sekil 53).

LMWCK

Enegatif
Wrozitif

Hasta Sayisi

Gen fadesi < 042 Gen Ifadesi > 042

Sekil-53 KATS5 gen ifadesi ile LMCWAK arasindaki dagihm grafigi

Yapilan roc curve analizi ile elde edilen esik degerleri VHL ve HIF1A‘da istatistiksel
olarak anlamli degildir. Ancak, KATS ve miRNA ifadelerinde anlamlilik mevcuttur.
Bu bulgular 1s1ginda klinik parametreler ile yapilan karsilagtirmalarda esik degeri
anlamli olan gruplarda klinik agidan KAT5 ve LMWCK arasindaki istatistiksel olarak
anlamli fark disinda bir veri elde edilmemistir. Bu konuda ek olarak gen ve miRNA
ifadeleri timor dokulardaki artma ve azalmasina gore iki gruba ayrilarak klinik

paramatreler ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir (Tablo 58).
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Tablo-58 VHL, HIF1A, KAT5, miR-22, miR-138 ve miR-223 ifade diizeylerinin
artma ve azalmasina gore klinik parametreler ile iliskisi

VHL HIF1A KAT5 miR-22 miR-138 miR-223 Yapilan Test
Cinsiyet 0,168 0,458 0,42 0,07 0,22 0,197 Fisher's Exact Test
Fuhrman Derecesi 0,812 0,35 0,441 0,037 0,582 0,239 Pearson Chi-Square
Patolojik Tiimor
Evresi 0,588 0,416 0,076 0,038 0,105 0,306 Pearson Chi-Square
Biiyiime Paterni 0,631 0,638 0,506 0,704 0,365 0,617 Pearson Chi-Square
Renal Kapsiil
invazyonu 0,525 0,434 0,298 0,555 0,603 0,418 Fisher's Exact Test
Perirenal Yag Doku
Invazyonu 0,55 0,495 0,603 0,003 0,05 0,204 Fisher's Exact Test
Tiimor Dis1 Bobrek
0,23 0,493 0,346 0,506 0,056 0,578 Pearson Chi-Square
CK7 0,636 0,138 0,726 0,627 0,571 0,694 Fisher's Exact Test
Renal Ven
invazyonu 0,405 0,478 0,373 0,089 0,309 0,061 Fisher's Exact Test
Vimentin 0,476 0,667 0,762 0,714 0,821 0,726 Fisher's Exact Test
CD10 0,136 0,685 0,53 0,665 0,421 0,399 Fisher's Exact Test
EMA 0,562 0,284 0,451 0,595 0,583 0,192 Fisher's Exact Test
LMWCK 0,567 0,322 0,253 0,484 0,461 0,306 Fisher's Exact Test
CK19 0,025 0,302 0,569 0,587 0,431 0,255 Fisher's Exact Test
Masson Trikrom 0,183 0,455 0,468 0,607 0,654 0,313 Fisher's Exact Test
PAS 0,034 0,101 0,498 0,191 0,314 0,622 Fisher's Exact Test
Kongo Red - - - - - - -
islem 0,449 0,171 0,29 0,406 0,72 0,227 Pearson Chi-Square
PASM 0,545 0,773 0,818 0,318 0,864 0,172 Fisher's Exact Test
RCC 0,563 0,683 0,572 0,673 0,512 0,162 Fisher's Exact Test
Yas 0,506 0,318 0,109 0,211 0,26 0,032 Fisher's Exact Test

VHL gen ifadesi ile CK19 karsilastirildiginda, gen ifadesi artan grupta CK19
biiyiik oranda negatif iken VHL ifadesinin azaldig1 grupta CK19 ¢ok yiiksek oranda
pozitif oldugu analiz edildi (p= 0.025).
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Sekil-54 A) VHL gen ifadesi ile CK19 arasindaki dagihm grafigi, B) VHL gen
ifadesi ile PAS arasindaki dagihm grafigi, C) miR-22 ifadesi ile Fuhrman
derecelendirmesi arasindaki dagihm grafigi, D) miR-22 ifadesi ile Patolojik
Tiimor Evresi arasindaki dagihim grafigi

VHL gen ifadesi ile PAS karsilastirildiginda gen ifadesi artan grupta PAS
biiyiik oranda negatif iken VHL ifadesinin azaldigi grupta PAS nispeten yiiksek oranda
pozitif oldugu saptandi (p=0.034) (Sekil 54).

miR-22 ile Fuhrman derecelendirmesi karsilastirildiginda, miRNA ifadesi
artan grupta 3. derecede artis gozlemlenirken miR-22 ifadesinin azaldigi grupta 2. ve
3. derece yiiksek degerler aldigi goriildi (p=0.037) (Sekil 54). miR-22 ile patolojik
timor evresi karsilastirildiginda, miRNA ifadesi artan grupta yiiksek evre hasta sayis1
fazla iken miRNA ifadesi diisen gupta ilk evredeki hasta sayilar1 daha yiiksek oldugu
saptand1  (p=0.038) (Sekil 54). MiR-22 ile perirenal yag doku invazyonu
karsilagtirildiginda miRNA ifadesi artan grupta negatiflik pozitiflige gore ¢ok diisiik
oranda yiiksek iken miRNA ifadesi azalan grupta perirenal yag doku invazyonu

oldukga yiiksek oranda negatif deger almadigi saptandi (p=0.003) (Sekil 55).
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Sekil-55 A) miR-22 ifadesi ile Perirenal Yag Doku Invazyonu arasindaki dagiim
grafigi, B) miR-138 ifadesi ile Perirenal Yag Doku Invazyonu arasindaki dagilhm
grafigi, C) miR-223 ifadesi ile Yas dagilim arasindaki dagihm grafigi

miR-138 ile perirenal yag doku invazyonu karsilastirildiginda ise, miRNA
ifadesi artan grupta negatiflik pozitiflige gore ¢ok diislik oranda yiiksek iken miRNA
ifadesi azalan grupta perirenal yag doku invazyonu oldukga yiiksek oranda negatif
deger aldig1 goriildi (p= 0.05) (Sekil 55).

miR-223 ile yas karsilastirildiginda miRNA ifadesi artan grupta 60 yasindan
biiyiikler daha fazla yer alirken miRNA ifadesi azalan grupta 60 yas alt1 hastalar daha
fazla yer aldig1 analiz edildi (p= 0.032) (Sekil 55).

100 hastanin geneline bakildiginda VHL gen ifadesi yaklasik hastalarin
yarisinda arttig1 diger yarisinda azaldig tespit edildi. Ancak, diger gen ve miRNA

ifade seviyeleri artma ve azalmada kiimelesme gosterdigi tespit edildi (Tablo 59).
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Tablo-59 Hastalarin gen ve miRNA ifadelerinin artma-azalma verileri

VHL Say1 % miR-22 Say1 %
ifadesinde ifadesinde
Artma 46 46 Artma 26 26
Ifadesinde 54 54 Ifadesinde 74 74
Azalma Azalma
HIF1A Say1 % miR-138 Say1 %
ifadesinde ifadesinde
Artma 64 64 Artma 15 15
ifadesinde ifadesinde
Azalma 36 36 Azalma 85 85
KAT5 Say1 % miR-223 Say1 %
ifadesinde Ifadesinde
Artma 73 73 Artma 67 67
ifadesinde ifadesinde
Azalma 2 2 Azalma 33 33

4.4. HDA ve Sekans Analiz Sonuclari

Gen ve miRNA ifadelerinin degerlendirilmesi sonrasinda hastalikta etken gen

olarak tanimlanmigs VHL geni i¢in 100 hastanin timor dokusundan elde edilen DNA

Sekil-56 A, B, C ve D sekillerinde HDA sonucu poliakrilamit jel goriintiilerinde
saptanan bantlar
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Tablo-60 Hetero dublex analizi sonucu elde edilen bantlar

Hasta No Ekzon 1A Ekzon 1B Ekzon 2 Ekzon 3

11

12

14

15

20

21

22

23

31

38
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Tablo-60’1n devami

Hasta No

Ekzon 1A

Ekzon 1B

Ekzon 2

Ekzon 3

49

50

51

54

57

58

63

70

74

88

89

90

93

95

179




Tablo-60’1n devami

Hasta Mo Ekzron 1A Ekzon 1B Ekron 2 Ekzon 3

=13

=12

Te

86

21

22

53

73

a7

100

HDA sonucu 38 hasta farkli bant 6zelligi tespit edildi. Baz1 hastalarda birden fazla
degisim goriildii (Tablo 60). Asagidaki tabloda ise bant tiirlerine gore her ekzondaki
degisim tiirleri siniflandirilmistir. Bu islem sonucunda VHL ekzon 1A i¢in 5, 1B i¢in

5, ekzon 2 i¢in 3 ve ekzon 3 i¢in 2 farkli bant tespit edildi (Tablo 61).
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Tablo-61 Saptanan farkh bantlarin kategorize sekli

Ekzon 3

Ekzon 2

Ekzon 1b

Ekzon 1A

Hasta No

11
12
14
15
20
21

22
23
31

38
49

50
51

54
57
58
63
70

74
88
89
90
93
95
96
98
78
86
91

92
53
73
97

100
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HDA sonucu saptanan 15 farkli bant degisimlerinin tespiti i¢in sekans analizi
yapilmistir. Sekans reaksiyonu kapsaminda 3 ekzondan olusan VHL geni 4 primer ¢ifti
ile boliinerek okutmalar yapilmistir. 1. Ekzon’daki baz sayisi fazla oldugu i¢in iki

farkli primer ¢ifti kullanilarak ekzon iki pargaya boliinerek okutulmustur (Tablo 62).

Tablo-62 Sekans analizi icin kullanilan primer ciftleri

Primer Dizisi

Ekzon 1A
F: GTCTGGATCGCGGAGGGAAT

R: GGACTGCGATTGCAGAAGAT

Ekzon 1B
F: TGCGCTCGGTGAACTCGCGCGA

R: TTCAGACCGTGCTATCGTCC

Ekzon 2
F: CACCGGTGTGGCTCTTTAAC

R: TGGGCTTAATTTTTCAAGTGG

Ekzon 3
F: GCAAAGCCTCTTGTTCGTTC

R: CCATCAAAAGCTGAGATGAAA

Yapilan sekans analizi 1s1ginda tabloda belirtilen degisimler tespit edilmistir
(Tablo 63). Ancak parafin dokudan elde edilen DNA Kkaliteleri hasta materyalinin
eskiligi ile dogru orantilidir. Eski kayitli hasta 6rnekleri ne yazik ki istenilen kalitede
okuma yapilmasina engel olmaktadir. Bu nedenle ekzon 1B’de 1. Tip degisim ve
ekzon 2’deki 3 farkli degisim saptanan hastalarin parafin dokularindan sekans analizi

yapilacak kalitede DNA elde edilememistir.
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Tablo-63 VHL geninde HDA sonucu tespit edilen 15 farkh degisimin sekans
sonuclari

Saptanan Degisimler
Ekzon 1A
1. Tip Degisim Rs757781272
2. Tip Degisim Rs5030826
3. Tip Degisim Kromozom 3:10141907 C>A
4. Tip Degisim Normal
5. Tip Degisim Normal
Ekzon 1B
1. Tip Degisim X
2. Tip Degisim Normal
3. Tip Degisim Rs864622545
4. Tip Degisim Normal
5. Tip Degisim Cl1073785
Ekzon 2
1. Tip Degisim
2. Tip Degisim
3. Tip Degisim
Ekzon 3
1. Tip Degisim Rs1131690962
2. Tip Degisim Kromozom 3: 10149790 Del A

HDA goriintiisiinde farkli bant 6zelligi tespit edilen 15 farkli hasta DNA’sinin
11 tanesinin sekans verileri degerlendirilecek kalitede elde edildi. HDA sonucunda
farkli bant goriilen ekzon 1A’da tip bir ve iki, ekzon 1B’de tip iki sekans analizi
sonucunda bir degisim igermedikleri tespit edildi. Elde edilen sonuglar Sekil-57°de

gosterilmektedir.
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Sekil-57 100 BHTRHK hastasinda Sekans analizi sonucu tespit edilen
degisimler A) RS757781272, B) RS5030826, C) Kromozom 3:10141907 C>A, D)
NORMAL, E) RS864622545, F) C1073785 INSERSION C, G) RS1131690962,
H) Kromozom 3: 10149790 Del A
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Sekil-57’nin devamm
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Tablo-64 Tespit edilen mutasyonlarin frekans tablosu

ST . Degisim Protein | .. .. Giiney
Rs Kodu Degisimin Ad1 Etki Tiirii Degisimi iskisi Frekans Asya Avrupa
. Von
NM_000551.3(VH . Tekli .
Rs757781272 | L):c.172C>T Et.'l‘.'s' niikletid R58W H.'g’pe' 0.02 0.00051 | 0.000022
(p-Arg58Trp) Bilinmeyen varyant Lidau 38 68
Sendromu
NM_000551.4(VH Tekli \|_/|:)” o
Rs5030826 L):c.194C>G Patojenik niikletid S65W Ligerl)u 0.02 0,00 0,00
(p.Ser65Trp) varyant Sendromu
NM_000551.3(VH \|_/|:)” o
Rs864622545 | L):c.258del Patojenik [ delesyon | va7fs [ LB 0.03
(p.Val87fs) Sendromu
Von
- . . Hippel
Cl1073785 Patojenik Insersiyon C Lidau 0.01
Sendromu
NM_000551.3(VH - Tekli .
Rs1131690962 | L):c.506T>C Patojenik | ikletid Ligop | Herediter | 0)
Benzeri Kanser
(p.Leul69Pro) varyant

Sekans verisi sonucu elde edilen 11 degisim igerisindeki 5 mutasyon (Tablo

64) sistemde tanimlanmig RS koduna sahip degisimler olarak saptandi. 4 hasta sekans

sonucu normaldir. 2 degisim sistemde kayitli degildir. Bunlardan ilki kromozom

3:10149790 Del A’da tespit edilen ve gergeve kaymasina sebep olan bir degisimdir. A

niikleotidindeki delesyon nedeni ile meydana gelmektedir. Diger degisim ise lokasyon
olarak kromozom 3:10141907 C>A kodlu degisimdir. Global veri bankalarinda sadece
Rs757781272 ve Rs5030826 degisimlerine ait frekans verileri mevcuttur. Rs5030826

degisimi Giiney Asya ve Avrupa populasyonlarinda goriilmez iken bizim hasta

grubumuz igerisinde %2'lik bir frekans degeri almistir. Rs75778127 degisimi frekans

bakimindan incelendiginde Giiney Asya ve tim Avrupa genelindeki frekans

dagilimindan daha yiiksek bir frekans degeri bizim hasta grubumuzda tespit edilmistir.

Tespit edilen ve taniml1 tiim degisimlerin sonucu VHL sendromu ile iligkili ¢ikmustir.

Hastalarin sekans sonuglarinin klinik parametleri degerlendirildi (Tablo 65).
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Tablo-65 Sekans sonug¢larinda tespit edilen degisimlerin klinik 6zellikleri

Sap‘)t.arjan vHL |hiE1a [kaTs | mir-22 [mir-138|mir-223 Patj)lojik i Renal |Perirenal | Renal | Tiiméor
Degisimler Furhmann| Tiimér Tiimor Biiyiime | Kapsiil |Yag Doku| Ven Dis1 | Lenf[Adrenal Masson PAS-|Kongo
Grade Ewesi |Biiyiikligii| Paterni |invazyonu|invazyonu |invazyonu [Bébrek |[Nodu| Gland | CK7 |Vimentin|EMA[CD10|RCC| LMWCK [CK19|Trikrom[PAS | M | Red | islem
Ekzon 1A
Sol
Rs757781272 Radikal
-191| 4,67 5,46 -13,34 -10,72 3,60 1 pT2 7,5X7%6 Alveolar + - - - - - + + + - - + + - - |Nefrektomi
Rs5030826 Sol
-2,00( 2,75 341 -0,51 0,09 -2,60 3 pT2 1038 Alveolar - - - - + - + + + - Nefrektomi
Kromozom
3:10141907 Sol
C>A -0,09| 551 3,45 0,23 -5,58 1,03 483 pT3a 7,5X71 Solid + + - - - - - + + + - + Nefrektomi
Ekzon 1B
Sol
Rs864622545 Radikal
177 510 | 2,20 -0,32 -5,13 1,76 3 pT2 14x10x11 | Alveolar + - - - + - - + + + - + - - - - - |Nefrektomi
CI073785 Sol
Parsiyel
230| 252 | 046 5,68 6,17 3,49 1 32,5 | Multikistik - - - - - - - + - + Nefrektomi
Ekzon 3
Laporosko
Rs1131690962 pik Sag
Renal Radikal
402| 488 | 528 0,24 -6,84 119 3 pTilb 5x4,5x4 Alveolar - - - Kist - - - + + + + + Nefrektomi
Kromozom 3: Sag
10149790 Del Radikal
A 151 | 624 4,55 3,54 -5,14 0,35 2 pTla 2,55 |Multikisitk - - - - - - + + + Nefrektomi
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Yukaridaki tabloda her bir degisime sahip hastalarin klinik ve molekiiler
Ozelliklerinin ortalama degerleri yazildi.

VHL genindeki heterojenite bu tablolada da kendini gostermektedir. HIF1A ve
HIF1A ifade bakimindan hasta profilinde daha kararli bir ifade gruplagmasi
gostermektedir. Ancak bu 3 geni diizenleyici etki yapan miRNA ifadeleri
degerlendirildiginde genlere gore daha kararli bir ifade diizeyinde olduklar
goriilmektedir. ifade sonuclarmin analizi sirasinda istatistiksel olarak anlamli fark
miRNA ifadelerinde daha yiiksektir.

Klinik olarak ele alindiklarinda derece olarak sadece klinik etkisi bilinmeyen
1. Ekzondaki Rs757781272 degisimi ve yine 1. Ekzondaki C1073785 insC degisimi
daha diisiik dereceli hastalarda goriildii.

Sekans analizi sonucu mutasyon saptanan hastalarin klinik parametreleri ile
saptanmayanlarin arasinda karsilastirma yapildi (Tablo 66). VHL degisimi Saptanan
grup igerisindeki erkek orani istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla oldugu
saptand1 (p= 0,041) (Sekil 58). Degisim saptanan grup igerisindeki biiyiime paternleri
icerisinde multikistik sadece bu gruba 6zgii olup degisim saptanmayan grupta da
degisim saptanan gruba gore farkli olarak papiller ve multiokuler yap1 goriildi (p=
0,008) (Sekil 58). Degisim saptanan grup igerisindeki HIF1A ifadesindeki artis
istatistiksel olarak anlamli derecede fazla oldugu goriildi (p= 0,027) (Sekil 58).

Tablo-66 DNA dizi analizi sonucu degisim saptanan hastalar ile saptanmayan
hastalarin klinik parametleri acisindan karsilastirilmalar:

Klinik - Odds Ratio
Ki-Kare Test N
Parametre Deger Alt Siir | Ust Simr
Cinsiyet 0,04146 Fisher's Exact Test 3,58 0,95 13,493
Biiytimepaterni 0,008 Pearson Chi-Square
HIF1A 0,02703 Fisher's Exact Test 0,21 0,045 0,984
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Sekil-58 A) Sekans analizi sonucu mutasyon saptanan hastalar ile saptanmayan
hastalar arasindaki cinsiyet dagilim grafigi, B) Sekans analizi sonucu mutasyon
saptanan hastalar ile saptanmayan hastalar arasindaki Biiyiime Paterni dagilim
grafigi, C) Sekans analizi sonucu mutasyon saptanan hastalar ile saptanmayan
hastalar arasindaki HIF1A Gen ifadesinin dagilim grafigi

4.5. Western Blot Analizi Sonuclar:

DNA dizi analizi sonucu degisim tespit edilen ve sekans analizi yapilamayan
ancak HDA'da normalden farkli bant 6zelligi gosteren toplamda 7 farkli degisimin
western blot analizi ile protein miktarlarindaki farklar incelendi (Sekil 59). Hasta
tiimor doku 6rneklerinden elde edilen protein miktarlar1 Tablo-67"de gosterilmektedir.
Parafin bloktan elde edilen protein izolasyonlart sonucu 11 degisim igerisinden sadece
5 tanesi western yapilabilecek kalitede protein ihtiva etmekteydi. Literatiir caligmalari
da parafin dokulardan kaliteli protein eldesinin en fazla 5 yillik parafin dokulardan
miimkiin oldugunu belirtmistir. Mevcut ¢alisma kapsaminda kullanilan parafin bloklar
arasinda 10 yildan eski hasta 6rneklerinin olmasi, protein izolasyonunun optimizasyon

asamalarini oldukca zorlagtirmistir.
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Tablo-67 Qubit ile 6l¢ciim sonucu elde edilen protein miktarlari

Hasta No Tliimor Doku Protein Miktari Normal Doku Protein Miktari
1 26 pg/ml 23 pg/ml
15 23,4 pg/ml 22,9 pg/ml
20 21,7 pg/ml 26,3 pg/ml
58 25 pg/ml 21 pg/ml
96 22,2 pg/ml 24,6 pg/ml
1 2 3 4 S

VHL Normal Doku @
VHL Tiimo6r Doku r»‘ ‘ T e -\
KATS Normal Doku [ 7 I l

Sekil-59 5 farkh degisimin western blot goriintiileme ile analiz sonuclari. VHL
tiimor dokuda saptanan mutasyonlar; 1 no'lu degisim 3: 10149790 Del A, 2 no'lu
degisim C1073785, 3 no'lu degisim Rs864622545, 4 no'lu degisim Rs1131690962
degisimi, 5 no'lu degisim Rs757781272 degisimi
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Image Studio Digits uygulamasi kullanilarak western blot analizi sonucu jelde

goriintiilemeleri yapilan protein drnekleri nicel olarak olgtildii (Sekil 60).

A) Image Studio Digits analiz arayiizii
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Sekil-60 Western- Blot analizi sonucu elde edilen bantlarin nicel olarak 6l¢iimii
A) Protein Bantlarimin isaretlenip nicel olarak olgiilmesi B) Nicel verilerin
karsilastirilmasi
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Tablo-68 Western-Blot Analizi yapilan hastalarin Sekans ve Ekspresyon

sonuclari
Hasta Western Blot Sekans Ekspresyon

No | VHL | KATS VHL Etki VHL | HIFIA | KATS | miR-22 | miR-138 | miR-223

15 | PeBIM |\ ima | Re7s7781272 | EHNIS 1,01 | 467 | 546 | -13,34 10,72 3,60
Yok Bilinmeyen

20 | PeBE™ | Ao | Rs1131690062 | PAROENK | 65 | 107 | 348 | -1,46 3,12 2,60
Yok Benzeri

1 Dngc'j('m Artma | Rs864622545 | Patojenik | 1,77 | 510 | 220 | 7,52 10,33 1,41

9% Def('i'm Artma 1073785 Patojenik | 2,30 | 252 | o046 | -3,00 3,82 1,20

sg | DeBSIM [\, [ 3710149790 125 | 737 | 691 | 354 5,14 0,35
Yok Del A

BHTRHK’da VHL’nin baskilanmasi ve KAT5’in artis1 ile hiicre

proliferasyonunun tetiklenmesi s6z konusudur. KAT5 geninin VHL ve HIF1A geni ile
dolayli yolak iliskisi BHTRHK’da KAT5 geni ifadesinin artmasi yoniindedir. Elde

edilen western blot sonuglarinda tiimor-normal doku karsilastirildiginda VHL protein

miktar1 degisim gostermez iken, artan KATS protein ifadesi goriildii (Tablo 68).
Ancak, HIF1A analiz edilemedi.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

BHTRHK, 2018 yil1 i¢in diinya ¢apinda yaklasik 300.000 yeni vaka ve yaklasik
175.000 6liimiin goriildiigii yaygin ve 6liimciil bir hastaliktir (Padala & Kallam, 2020).
BHTRHK, bdbrek korteksinden veya renal tiibiiler epitel hiicrelerinden
kaynaklanmaktadir. Son yillarda hastaligin insidansi giderek artmaktadir ve su anda
erkekler arasinda en yaygin 7. kanser olarak siralanmaktadir. Genitoiiriner kanserler

arasinda BHTRHK en yiiksek mortalite oranina sahiptir (Padala & Kallam, 2020).

BHTRHK cerrahi sonrast metastaz ve ila¢ direncinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle
diger RHK alt tipleri arasinda en yliksek mortalite orani ile karakterizedir. BHTRHK
hastalarinda %50 metastaz riski goriilmektedir (van den Berg, 2013). Modern ilaglarin
uygulanmasiyla bile 5 yillik sagkalim orant %40'tir. Her ne kadar tiim BHTRHK'lar
nefron kokenli ve ortak klinik parametreler igerse de histolojik alt tipleri, biyolojileri

ve terapotik sonuglar1 bakimindan oldukga heterojen bir yap1 gostermektedir (Dal et
al., 2019).

BHTRHK, genetik veya akiz nedenlerden kdken alarak gelisim gostermektedir.
En yaygin iki genetik anormallik VHL ve PBRM-1 genleri kaynaklidir. Siklikla akiz
nedenler arasinda uzun stireli diyaliz kullanimi, sigara 6ykiisii, uzun siireli analjezik

kullanimi, obezite, hipertansiyon ve diyabet bulunmaktadir (Protzel et al., 2012).

VHL genindeki mutasyonlar otozomal dominant veya sporadik bir sekilde
olusabilmektedir. BHTRHK hastalarinin  %50'den fazlas1 sporadik VHL gen
anormalliklerine sahiptir. BHTRHK!'lerin %90'mda VHL timdr baskilayicisinin
biallelik kayb1 mevcuttur. BHTRHK'1 hastalarin yaklasik %95'inde 3p kaybi bir
delesyon saptanmaktadir (van den Berg, 2013). VHL genindeki degisimler, PDGFB
ve VEGF genlerinin mRNA seviyelerinin artmasina yol acan etkilesimlere neden
olmaktadir. Biiylime faktorlerindeki ifade artis1 vaskiiler timdrlerin gelisimini tegvik
etmektedir. Normal oksijen kosullar1 altinda pVHL, HIF1A ve HIF2A iizerine
baglanarak hidroksilasyona sebep olmaktadir. Hipoksemik kosullarda veya pVHL'nin
yoklugunda, HIF1A seviyesinde artis goriilmektedir (Wierzbicki et al., 2019). HIF1A
birikimi, artan anjiyogenez, glikoliz ve anormal yag asidi metabolizmasina yol acan

hiicresel hipoksik yaniti yonlendirmektedir; boylece karakteristik glikojen ve lipit
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acisindan zengin sitoplazmik tortular ve hiper-vaskiilarite ile birlikte BHTRHKya
sekil vermektedir (Rosalie Fisher et al., 2014). VHL'nin hipermetilasyon veya
delesyon ile inaktivasyonu ¢ogu BHTRHK 'nin karakteristik 6zelligidir. VHL, VHL-
E3 ubikitin ligaz kompleksinin onemli bir bilesenidir ve hidroksillenmis hedef

proteinleri oksijene bagli bir sekilde tanir ve baglayarak etki eder (Guo et al., 2012).

Lokalize hastaligin tedavisi kiiratif amacli cerrahidir. Radikal nefrektomi veya
parsiyel nefrektomi, hastaligin derecesine, hastanin komorbiditelerine ve altta yatan
bobrek fonksiyonuna bagli olarak tercih edilir. Tirozin kinaz inhibitorleri (sunitinib ve
pazopanib), VEGFR'yi inhibe ederek etki ettikleri i¢in metastatik BHTRHK’da
kullanilmaktadir (Wierzbicki et al., 2019). Rapamisin (MTOR inhibitorleri)
everolimus ve temsirolimus'un metastatik BHTRHK i¢in kullanimi yeni onaylanan
ilaglar arsinda yer almaktadir (Scelo et al., 2014). MTOR inhibitorii, lenvatinib
(VEGFR inhibitori) ile birlikte, metastatik BHTHK ’da ikinci basamak bir ajan olarak

kullanilmaktadir.

BHTRHK hastaliginin tan1 ve tedavisinde ilerleme kat edilebilmesi i¢in yiiksek
heterojen yapist gbz oniine alinarak farkl: histolojik alt tipleri, ayirt edici genetik ve
molekiiler degisiklikleri ve farkli klinik parametreleri ve tedavilere yanitlari olan farkli
hastalik derecelerinin bir spektrumu oldugunun goéz Oniine alinarak calisilmasi

gerekmektedir (Padala & Kallam, 2020).

Giliniimiizde molekiiler biyoloji ve genetik alaninda yapilan ¢aligmalar
sonucunda hastalikla iliskili ve hiicresel yolaklarda gorevli olan genlerin ekspresyon
ifadelerinin belirlenmesinin tiimoriin molekiiler diizeydeki siniflandirilmasinda, erken
tanida ve tedaviye yon vermede kullanilan etkin yontemlerden biri oldugu
goriilmektedir. Molekiiler tekniklere ek olarak son yillarda bilimsel alanda etkisini
arttirarak gosteren in-silico analizler caligmalara yon vermektedir. Biyoinformatik
yaklasim ile arastirmacilar global veri bankalarindaki hasta bilgilerini
modelleyebilmektedirler ve gelistirdikleri algoritmalar ile analizleri gergeklestirerek
hastaliklarin molekiiler alt yapilarinin tanimlanmasinda ¢ok genis perspektifli

caligmalar siirdiirebilmektedir (Ortiz-Estevez et al., 2012).

Mevcut tez calismasinda BHTRHK hastalarina ait verilerin global veri

bankalarindan elde edilerek hastaligin tan1 ve tedavisinde biyobelirteg olma
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potansiyeli tasiyan gen ve bu genleri hedef alan miRNA’larin tespit edilmesi ve bu
bulgularin 100 BHTRHK hastasinda validasyon arastirilmasi yapilmistir. Tez
calismasinda izlenen biyoinformatik yaklasimi ise asagida maddelenerek

verilmektedir:

1. BHTRHK anahtar kelimesi girilerek global veri bankalarindan uygun datalar

caligma kapsaminda toplandi.

2. Global veri bankalarindan elde edilen veri setlerinin; ekspresyon profili, NGS

ve array verisi sonuglart gruplandirildi.

3. Gruplanan veri setleri ortak bir veri havuzu halinde bir araya getirildi. Elde
edilen sekans verisi mutasyon analizine tabi tutuldu. BHTRHK’dan sorumlu
mutasyonlar tespit edildi. Analiz sonucunda %41,3 oran ile VHL geni BHTRHKda en

fazla mutasyon ihtiva eden gen olarak belirlendi.

4. VHL geninde fonksiyonel ve molekiiler yolak analizleri yapildi. Bu analizler
sonucunda VHL geninin hipoksi yolaginda %43.8 etkilesim gosterdigi HIF1A geni
tespit edildi. HIFLA ve VHL birlikte fonksiyonel ve molekiiler yolak analizi ile
degerlendirildiginde RHK’da en fazla etki gosterdikleri ve hiicresel stres cevabi ile
hiicre dis1 etkilere kars1 cevap olusturmada KATS geni ile etkilesim halinde olduklari

tespit edildi.

S. Saptanan bu ii¢ geni hedef alan miRNA’lar analiz programlar1 kullanilarak
tespit edildi. Yapilan analiz sonucunda VHL genini hedef alan miR-223, HIF1A genini
hedef alan mir-138 ve son olarak KAT5 genini hedef alan mir-22 degerlendirilmek

uzere belirlendi.

Veri bankalarindan toplanan tiim veriler in-silico analizler ile biyoinformatik
olarak degerlendirilerek elde edildi. Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Pataloji
Anabilim Dal1 arsivinde bulunan 100 BHTRHK hastasinin parafinize edilmis tiimor

ve normal dokular ile karsilastirilarak valide edildi.

Gen ve mMIRNA ifadesi bakimindan yapilan in-silico analizler 1s18inda
BHTRHK hastalar1 cinsiyet bakimindan degerlendirildiginde Woldrich ve
arkadaglarmin (2019) yapmis oldugu calismayla paralel bir sekilde erkek hasta

oraniin kadin hasta oranina gére daha yiliksek oldugu goriildii. Ancak, kadin hasta
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orani diislik olmasia karsin VHL gen ifadesi erkek hastalarin seviyesinden oldukga
diistik olarak tespit edildi (p=0,02). HIF1A ve KAT5 gen ifadesi bakimindan cinsiyete

dayal istatistiksel olarak anlamli bir fark icermedigi goriildii.

GSE3619, GSE68950 veri setleri incelendiginde GSE3619 i¢in VHL
(p<0,001), HIF1A (p<0,001) ve KAT5 (p<0,001) gen ifadeleri tiim kanser gruplari
icerisinde BHTRHK hastalarinda istatistiksel olarak anlamli derecede farkli ifade
edildigi tespit edildi. Ancak, GSE68950 veri setinde sadece HIF1A geninde
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edildi (p<0,001). Bu durum VHL gen ifadesinin
BHTRHK hastalarinda yapilan C. Lance Cowey ve arkadaslarinin (2017) ¢alismasinda
goriildiigli gibi mRNA diizeyinde degisme olmaksizin VHL yapisinda bulunan
mutasyonlar sonucu pVHL yapisinda olusan degisimlerin  hipoksik yolu

etkileyebildigi seklinde yorumlanmustir.

RHK’nin bir diger histopatolojik alt tipi olan papiller RHK nin gelisimi c-Met,
PI3K, mTOR ve HIF yolu iizerinden olmasina karsin, GSE19949 veri seti analiz
edildiginde papiller RHK ile BHTRHK arasinda VHL ve KAT5 gen ifadesi bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (Hes et al., 2016). Ancak, Rohan ve
arkadagslarmin (2011) yapmis oldugu ¢alismaya paralel olarak HIF1A gen ifadesinde
istatistiksel olarak anlamli derecede 0,54 kat (p=0,01) artma tespit edildi.

Rosalie Fisher (2014) ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada goriildiigii gibi
GSE40435 veri seti lizerinde yapilan analizler sonucunda da hastaligin evreleri arttik¢a
VHL (p=0.00) ve HIF1A (p=0.04) gen ifadesinde istatistiksel olarak anlamli derecede
fark tespit edildi.

Bir tirozin kinaz inhibitorii olan sunitinib, VEGFR'yi inhibe etmektedir. Bu
ozelliginde dolayt BHTRHK hastalarinda tedavi amacli kullanilan sunitinip 6zellikle
metastatik BHTRHK hastalarinda kullanilmaktadir. GSE65615 veri setinde sunitinib
tedavisinde olumlu cevap alinan ve alinmayan BHTRHK hastalar1 gen ifadesi
bakimindan karsilastirildiginda VHL; p=0.03, HIF1A; p=0.05, KAT5; p=0.14 olarak
goriilmektedir. VHL geni tedaviye yanit verenlerde vermeyenlere gore -3.22 kat az
seviyede ifade edilmektedir. HIF1A gen ifadesininde -2.67 kat azaldigi hesaplandi.
Wierzbicki (2019) ve ekibinin yaptig1 ¢alismada goriildiigii gibi sunitinib tedavisine
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yanit veren hasta gruplarinda HIF1A ve VHL gen ifadesi yanit vermeyen gruba gore

azalma gorlilmiistiir.

Akiz nedenler arasinda bulunan sigara tiiketimi ve obezite BHTRHK
gelisiminde olduk¢a Onemlidir. GSE46699 veri setinde yapilan t-testi analizleri
sonucunda; obez olan hastalar ile sigara tiiketen hasta gruplari arasinda VHL (p<0.001)
ve KATS5 (p=0.03) gen ifadesi istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugu analiz
edildi. Sigara tiiketen hasta grubunda, obez hasta grubuna gore VHL ifadesi -5,88 kat
daha az olarak hesaplandi. Ayn1 gruplar arasinda KAT5 gen ifadesinde 3,40 kat artis
goriildii. Hem obez hem de sigara tiikketen hasta grubu ile sadece obez olan hasta grubu
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark sadece VHL gen ifadesinde 4,01 kat
(p<0,001) artma olarak tespit edildi. Yalnizca obez olan hastalarda VHL seviyesi hem
obez hem de sigara tiikketen gruba gore yiiksektir. Sigara tiikketiminin bu analizler
sonucunda VHL ifadesi azalmasinda dogrudan iliskili oldugu saptandi. McGuire &
Fitzpatrick'in (2011) yaptiklari ¢alismada obezitenin VHL iizerinde net bir etkisinin
olmadigini ancak, hipoksik kosullarda berrak tipte kanser hiicresi olusumunu destekler
nitelikte oldugunu tespit etmislerdir. Benzer bir ¢alisamada Van Dijk ve arkadaslar
(2006) tarafindan sigaranin etkisinin arastiritlmasi amaciyla yapilmistir. VHL tizerinde

bir etkisi olmaksizin sigaranin BHTRHK gelisimini etkiledigini belirlemislerdir.

Metastaz riskinin olduk¢a yiiksek oldugu BHTRHK’da GSE10528 veri seti
tizerinde yapilan analiz ile primer ile metastatik BHTRHK arasinda yapilan analiz
sonucunda VHL gen ifadesi metastatik grupta 3,13 kat (p=0,01) artis goriildii. KAT5
gen ifadesi bakimindan degerlendirildiginde metastatik BHTRHK hasta grubunda -
5.11 kat (p=0,01) azalma goriildii. Wierzbicki (2019) ve ekibinin yaptigi ¢alismada
elde ettikleri veriler 15181nda metastatik BHTRHK da VHL ifadesinin arttig1 gortildii.
Sonug olarak kanser gelisimindeki VHL, HIF yolag iliskisinin bobrek dokusu spesifik
oldugu ve bobrek disinda gelisim gosterebilen metastatik BHTRHK hiicrelerinde

etkisinin azaldig1 goriilmiistir.

GSE3, GSE17818 veri setinde yapilan analiz sonucunda BHTRHK tiimor
dokusu ile normal doku karsilastirmasinda VHL ifadesinin -1,96 kat istatistiksel olarak
anlamli derecede azaldigi goriildi (p=0,04). HIF1A gen ifadesi ise tiimor dokuda

istatistiksel olarak anlamli derecede artis gostermektedir (p=0,05). Validasyon
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kapsaminda c¢alistigimiz  BHTRHK  timoér dokulari ile normal dokular
karsilagtirildiginda; VHL gen ifadesi -0,39 kat (p=0,4419) azalma, HIF1A gen ifadesi
1,23 kat (p=0,0402) artma, KAT5 gen ifadesi 1,88 kat (p=0,001) artma tespit edildi.
HIF1A ve KATS arasinda dogrusal bir korelasyon tespit edildi (p<0.0001, Pearson r:
0.777). GroB3 (2020) ve arkadaslarinin yiiriittigii ¢alisma ile sonuglarimiz paralellik
gostermektedir. Ancak, KATS ile ilgili BHTRHK c¢alismasi bulunmamasi nedeni ile
KATS5 degerleri literatiir ile karsilastirilamamigtir. Bu genleri hedef alan miRNA’larin
ifadeleri ise, miR-223’de Xiao (2019) calismasindaki ile benzer sekilde 0,97 kat
(p=0,0458) artma, miR138 ifadesinde Song (2011) ¢alismasinda goriildiigi gibi -3,84
kat (p<0,0001) azalma, miR-22 ifadesinde Gong (2019) ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada tespit ettikleri gibi -1,17 kat (p=0,0309) azalma tespit edildi. Genler ve
hedef miRNA’larmin ifade degerleri karsilastirildiginda; VHL ile miR-223
(p=0.0108), HIF1A ile miR-138 (p<0.0001) ve KATS5 ile miR-22 (p<0.0001)
karsilastirmasi1 da digerleri gibi istatistiksel olarak anlamli bir fark elde edilmistir.
BHTRHK hastalarinda VHL gen ifadesi azalirken miR-223 ifadesinde artma
(Spearman r =-0,027), HIF1A gen ifadesi artarken miR-138 ifadesinde azalma
(Pearson r =-0,308) ve KATS5 ifadesi artarken miR-22 ifadesinde azalma (Pearson r:-
0,487) tespit edildi. Xiao (2019) ve Song (2011) galismalarindan elde edilen
sonuclarda da VHL ifadesi azalirken miR-223 ifadesinin arttigi ve HIF1A ifadesi

artarken mir-138 ifadesinin azaldig1 goriilmustiir.

BHTRHK hastalarinda timor doku ile normal doku arasindaki ifade
diizeylerinin Roc curve analizi sonucunda farki saptayabilecegimiz istatistiksel olarak
anlamli sonug KAT5 (p= 0,0401), miR-22 (p=0,028), miR138 (p<0,0001) ve miR-
223’te (p= 0.046) tespit edilmistir. KAT5 gen ifade seviyesi 1,27'den biiyiikk tim
degerler tiimor dokuyu gostermektedir. MiR-223 ifadesi i¢in 0,4598’ten biiyiik tiim
degerler timor dokuyu gostermektedir. MiR-138 ifadesi igin bu deger <-2,4095 ve
miR-22 i¢in <0,342 olarak tespit edildi.

Saptanan ifade degerlerinin hastalarin klinik 6zellikleri ile analizi yapildi. VHL
gen ifadesi ile CD10, LMWCK degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
saptand1 (p=0.047; p=0,004). VHL gen ifadesi azalan hastalarda LMWCK pozitifligi
arttig1 goriildi. Buna karsin, HIF1A ve KAT5 gen ifadeleri artan hastalarda LMWCK
pozitifligi arttigr goriildii. VHL gen ifadesinin azaldigi hastalarda CK19 ve PAS

198



degerlerinin pozitif oldugu tespit edildi (p= 0.025; p=0.034). MiR-22 ifadesi artan
hastalarda, fuhrman derecesi, patolojik timdr evresi ve perirenal yag doku
invazyonunda artis goriildii (p=0.037; p=0.038; p=0.003). Gong ve arkadaslarinin
(2019) yaptiklar1 ¢alismada miR-22 ifadesinin invazyonu arttirdig1 gortilmustiir. Liu
ve arkadaslarinin (2009) yaptiklari caligmada miR-138’in invazyon baskilayici etkisini
gostermislerdir. Elde ettigimiz sonuglar bu calismaya paralel olarak miR-138 ile
perirenal yag doku invazyonu karsilastirildiginda, miRNA ifadesi azalan hasta
grubunda perirenal yag doku invazyonunda azalma goriildii (p= 0.05). Alibhai ve
arkadaglarinin (2020) yapmis olduklari calismada yaslilarda miR-223 ifadesinin
arttigin1 gostermiglerdir. Bizim hasta grubumuzda 60 yas {stii hastalarda miR-223’{in
artan ifadesi tespit edildi (p= 0.032).

In-silico analizler sonucunda BHTRHK’dan sorumlu mutasyonlarin %41,3
VHL kaynakli iken, %1,5 HIF1A ve %0,5 KAT5 kaynakli oldugu saptandi. 3 gen
arasinda mutasyonlarinin birlikte goriilmesi durumlari analiz edildiginde istatistiksel
olarak anlamli bir deger elde edilmemistir. 100 hastanin tiimér doku 6rneklerinden
yapilan VHL sekans analizi sonucunda hastalarin %26’sinda VHL degisimi goriildii.
Sekans oncesi yapilan HDA analizinde jel goriintiisii tizerinde 15 farkli degisimi tespit
edilmistir. 15 farkli degisim goriintiisiiniin sadece 11 tanesi sekans verisi analiz
edilecek kalitede elde edilmistir. 4 adet degisim farkli metodlar (Farkli PCR
kimyasallar1 kullanilmasi, primer ciftinin degistirilmesi v.b) denenmesine ragmen
istenilen kalitede bir okuma elde edilememistir. Bu durumun sebeplerinden bir digeri
ise, VHL geninde bulunan biiyiik delesyonlarin sekans analizi gibi delesyonlari
tanimlayamayan sistemlerde tespit edilememesidir. Analiz sonucunda 7 farkli degisim
saptandi, bunlardan 5 tanesi (Rs757781272, Rs5030826, Rs864622545, CI073785
veRs1131690962) sistemde kayithh olan mutasyonlardi, 2 degisim (Kromozom
3:10141907 C>A, Kromozom 3: 10149790 Del A) ise sistemde daha dnce kayit altina
alinmamis novel degisimler olarak tespit edildi. Rs1131690962 NM_000551.3
(VHL):c.506T>C (p.Leul69Pro) mutasyonu in-silico analizler sonucu saptanan
BHTRHK’dan sorumlu VHL mutasyonlar1 igerisinde en sik goriilen 17. mutasyon
olarak tespit edildi. Rs5030826 NM_000551.4 (VHL):c.194C>G (p.Ser65Trp)

mutasyonu ise, en sik goriilen 22. mutasyon olarak saptandi.
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Tez calismast kapsaminda hasta parafin blok 6rneklerinden western blot analizi
yapildi. Literatiirde yer alan birgok protein izolasyonu yontemi denenmesine ragmen
sonu¢ alinamadi. Calisma kapsaminda ekibimizce gelistirilen protein izolasyonu
metodu basar1 ile kullanildi. Western blot analizi sonucunda VHL ve KAT5
proteinlerinin jeldeki bantlagsmalar1 elde edilirken satin alinan antikorun ¢alismamasi

nedeni ile HIF1A protein verileri sunulamamustir.

BHTRHK hastalarinda pVHL miktar1 bakimindan tiimor-normal doku
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilemedi. Bunun nedeni hastalarin
timiinde VHL sendromu olmasi nedeni ile tiimér ve normal dokuda VHL ifade
baskilanmasi mevcuttur. KAT5 gen ve protein ifadesinde artis saptandi (Wierzbicki et
al., 2019).

Tablo-69 BHTRK hastalarinda gen ve miRNA ifadelerinin kat sayis1 ve hasta
grubundaki yiizdelik dagilim

Tiim6r Dokuda Gen Hastalarda ifade Diizeyi Tiim6r Dokuda miRNA Hastalarda ifade Diizeyi

ifadesi Artma Azalma ifadesi Artma Azalma
VHL -0,39 46% 54% mir223 0,97 67% 33%
HIF1A 1,23 64% 36% mirl38 -3,84 15% 85%
KAT5 1,88 73% 27% mir22 -1,17 26% 74%

Elde edilen sonuglar VHL, HIF1A ve KAT5 miR-22, miR-138 ve miR-223
ifadelerinin BHTRHK hastaliginin tanisinda ve tedavisine karar vermede yol gosterici
olabilecegini gostermektedir. Mevcut bulgular VHL, HIF1A ve KAT5 miR-22, miR-
138 ve miR-223 ifadelerinin BHTRHK hastalarinin klinik parametreleri ile istatistiksel
olarak iliskili oldugu gosterdi. Tez ¢alismasindan elde edilen bulgular, KATS gen
ifadesi ile BHTRHK iliskisini nicel veriler ile ortaya koyan ilk ¢alisma 6zgiinliigiini
gostermektedir. Ayrica VHL, HIF1A ve KAT5 genlerini hedef alan miR-22, miR-138
ve miR-223 ifadelerinin BHTRHK hastalarinin tanisinda istatistiksel olarak daha
duyarli oldugu goriildii (Tablo 69). miR-223’{in proliferasyon ve metastaz artigina

neden oldugu bilinmektedir. Arastirmalar sonucunda miR-223 baskilanmasinin
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apoptoz arttirici etkisi goriilmistiir (Xiao et al., 2019). Mevcut ¢alismalarda miR-
138’in HIF1A genini baskiladigi bilinmektedir. Bu durum BHTRHK hastalarinda
artan HIF1A gen ifadesinin baskilanmasinda miR-138’in terdpatik bir ajan olarak
kullanilabilecegini gostermektedir (Song et al., 2011). MiR-22 genel metabolik
baskilayici olarak islev gormektedir (Gong et al., 2019). MiR-22 hiicre yaglanmasinda,
enerji metabolizmasinda, anjiyogenezde, EMT yolaginda, proliferasyonda, metastaz
ve apoptoz siireglerinin tamaminda etkin bir rol oynamaktadir. MiR-22, RHK, intra
hepatik kolanjiyo karsinom, hepatoselliiler karsinom, akciger adenokarsinomlari, mide
kanseri ve kolon kanserinde ifadesel olarak azalma gostermektedir (J. Wang et al.,
2017). BHTRHK hastalarinda hipoksi yolagindaki artan metabolik etkinin
azaltilmasinda terdpatik bir ajan olarak kullanilma potansiyeli tasimaktadir. Yapilan
calisma kapsaminda BHTRHK da etkili olduklar1 nicel olarak kanitlanan miR-22 ve
miR-138 tedavi modellerinin gelistirilmesinde teropatik etki olusturabilecek
niteliktedir.

BHTRHK gelisiminde rolii potansiyel genetik ve epigenetik degisimlerin
incelenerek mevcut tez ¢alismasinda elde edilen veriler BHTRHK hastalarinin etkin
tedavisine katki saglayabilecek nitelikte veriler olup, hem global veri bankalarindan
elde edilen verilerin biyoinformatik analizinin gergeklestirilmis olmasi, hem de
belirlenen VHL, HIF1A, KATS5 ile bu genleri hedef alan miR-22, miR-138 ve miR-
223’e ait Tiirk popiilasyonuna 6zgii elde edilen ilk verilerin birlikte degerlendirilmis
olmasi nedenleriyle uluslararasi literatiire katki saglamasi beklenmektedir. Ayrica,
VHL sendromu tanis1 almig takip hastalarinda olasi erken cerrahi eksizyon ve/veya
tedavi modellerinin sec¢ilmesinde de elde edilen bulgular yol gdosterici olabilecek

nitelik tagimaktadir.

Sonug olarak tez ¢aligmasi kapsaminda BHTRHK gelisiminde rolii potansiyel
genetik ve epigenetik degisimler arastirilarak elde edilen bulgular 15181nda,
BHTRHK’da kétii prognozun belirlenebilmesi igin mir-22 ve mir-138’iin ifade
diizeylerindeki farkliliklarin biyobelirte¢ olma potansiyelinin mevcut oldugu ortaya
konmustur. Ayrica mir-22 ve mir-138’iin potansiyel terapdtik hedef olarak
kullanilabilirligine ait 6n verilerin elde edilmesi, hedefe yonelik tedavilerin
gelistirilmesini igeren ileri ¢aligmalara temel olusturmaktadir. Dolayisiyla, terapotik

hedef olarak Ongodriilen mir-22 ve mir-138 ile ilgili olarak hedefe yonelik ilag
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gelistirilebilmesi i¢in ileri fonksiyonel analizlerin gerceklestirildigi kapsamli

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Mevcut tez caligmasi, kétii prognoza sahip BHTRHK ’lu hastalarin molekiiler
biyobelirtegler ile ayirt edilerek bireye 6zgii etkin tedavi modellerinin gelistirilmesine

katk1 saglar niteliktedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

AKT: Serine-Threonine Kinase 1

AML: Akut miyeloid 16semi

Ago2: Argonaute RISC Catalytic Component 2

ATM: Ataksi telanjiektazi mutant

BAP1: BRCA1 Associated Protein 1

Bcl-2: Apoptoz Diizenleyici Yolak

BHTRHK: Berrak hiicreli tip renal hiicreli karsinom
CD10: Notr endopeptidaz

CD31: Trombosit endotel hiicresi yapisma molekiilii
CDKa&: Cell division protein kinase 8

CNV: Genlerin mRNA seviyesinde kopya sayisina gore varyasyon tayini
TGF-a: Doniistiiriicii biiyiime faktori

DSO: Diinya Saglik Orgiitii'niin

E2F1: Transcription Factor 1

EDNRB: Endothelin Receptor Type B

EPASL: Endothelial PAS Domain Protein 1

EPO: Eritropoitein

FBXWT7: F-Box And WD Repeat Domain Containing 7
FDA: Food and Drug Administration

FISH: Floresan in-situ hibridizasyon

KO: Fonksiyonel ortologlar

FOXO4: Forkhead Box O4

GAPDH: Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
GEO: Gene Expression Omnibus

GO: Gene Ontoloji

GSEA: Gene Set Enrichment Analyze

RT-qPCR: Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
GSK3p: Glycogen synthase kinase 3 beta

HeLa: Rahim agzi1 kanseri hiicrelerinden tiiretilen bir hiicre hatti
HDA: Hetero-Duplex Analysis

HIF1A: Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit Alpha
HIF1B: Hypoxia Inducible Factor 1 Subunit Beta

HIF: Hipoksi indiikleyen faktor

HAT: Histon asetiltransferaz

HDAC4: Histon deasetilaz 4

IBM-SSP: Statistical Package for the Social Sciences
HPV: Insan papilloma viriisii

HTLV: insan T hiicresi lenfotropik viriis tip-1

INF-o: Interferon alfa

TCGA: Kanser Genom Atlasi

KM: Kaplan Meier

CGH: Karsilagtirmalt Genomik Hibridizasyon

HIF1A: Lysine Acetyltransferase 5

kDa: Kilo dalton

KDM5c: Lysine Demethylase 5C
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KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

MO: Uzak metastaz yoktur.

M1: Uzak metastaz vardir.

MSK: Memorial Sloan Kettering

mMiRNA: mikroRNA

miRPathDB: miRNA Pathway Dictionary Database

mTOR: The mammalian target of rapamycin

Mx: Uzak metastazi1 saptamak i¢in veriler yeterli degildir

MY CBP: Myc Baglayici Proteini

NO: Bolgesel lenf nodlarinda metastaz yoktur.

N1: Tek bir lenf nodunda metastaz vardir.

N2: Birden fazla lenf nodunda metastaz vardir.

NGS: Next Gene Segencing

Nx: Bolgesel lenf nodlarin1 saptamak i¢in veriler yeterli degildir
onco-miR: Kanser olusumunda etkili miRNA'lar

0S-9: Endoplasmic Reticulum Lectin

p53: Tumor Protein P53

PBRM1: Polybromo 1

PHD: Finger Protein 1

P13K: Phosphoinositide 3-kinases

PDGF: Platelet saglayici biiylime faktorii

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu

POLR2G: RNA Polymerase Il Subunit G

pre-miRNA: prekiirsor miRNA

pri-miRNA: primer miRNA

PHD: prolil hidroksilazlar

RHK: Renal hiicreli kanserler

RGS5: Regulator Of G Protein Signaling 5

RISC: RNA ile uyarilan susturma kompleksi

RNA pol II: RNA polimeraz Il

RNA-Seq: RNA-Dizileme

RNU48: Small Nucleolar RNA, C/D Box 48

RPB7: DNA-directed RNA polymerase 11 subunit

SETD2: Domain Containing 2, Histone Lysine Methyltransferas
HO: Null Hipotezi

SSAT2: Spermidine/Spermine N1-Acetyltransferase Family Member 2
TO: Primer tiimore ait kanit yok

T1: Tiimdr en biiyiik boyutu <7 cm, bdbrek iginde sinirlidir.
Tla: Tiimor bliyiik ¢ap1 <4 cm’dir.

T1b: Tiimor biiyiik ¢ap1 >4cm ama < 7cm‘dir.

T2: Timor en biiylik boyutu >7 cm, bobrek i¢cinde sinirhidir.
T2a: Tiimor biiyiik capt >7cm ama <10cm’dir.

T2b: Tiimor biiyiik cap1 >10 cm’dir.

T3: Tiimdr major venlere yayillmis veya siirrenal bezi veya perinefrik
dokular1 tutmus ancak gerotafasyasini asmamastir.

T3a: Tiimor renal ven veya segmental dallarini tutmus veya perirenal ve/veya renal
siniis yagl doku invazyonu mevcuttur.

T3b: Tiimor Vena Kava’y: diafragma altinda gros olarak tutmustur.
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T3c: Tiimor Vena Kava’yr diafragma iistiinde gros olarak tutmus veya Vena kava
duvar invazyonu mevcuttur.

T4: Tiimor gerota fasyasini asmistir (Ipsilateral adrenal invazyonu).
SNP: Tek niikleotit polimorfizmi

TRBP: Transaktivasyondan Sorumlu RNA Baglayici Protein
3'UTR: Translasyona Ugramayan 3' mRNA bolgesi

TRRAP: Transformation/Transcription Domain Associated Protein
TSPANT: Tetraspanin 7

TS-miR: Tiimor supressor miRNA’lar

TUIK: Tiirkiye Istatistik Kurumu

Tx: Primer tiimor saptamak icin veriler yeterli degildir.

VEGEF: vaskiiler endotel biiyiime faktorii

VCAML: Vascular Cell Adhesion Molecule 1

VHL: Von Hippel-Lindau Hastalig
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9. TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim ve tez calismam siiresince bilimsel ve manevi destegini
gordiiglim; bilgisi, karakteri ve yardimseverligi ile bana ¢ok sey dgrettigine inandigim,
egitime ve bilime 6dnem veren, bilgi ve tecriibeleriyle yetismemi saglayan her zaman
sevgi Ve saygi ile anacagim ¢ok degerli hocam, danismanim Prof. Dr. Giilsah
Cecener’e, egitimime katki saglayan, karsilastigim her tiirlii sorunda benden, hosgorii
ve sabrii esirgemeyerek bilgi ve tecriibelerini hosgori ile aktaran, yakin ilgisini her
zaman gordiigiim ve bana ¢ok sey dgrettigine inandigim degerli hocam Prof. Dr. Unal
Egeli’ye, egitimim siiresince bilgi ve deneyimlerini benimle paylasan, emek, hosgorii
ve sabrin1 esirgemeyen degerli hocam Prof. Dr. Berrin TUNCA’ya tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez calismamda emegi gegen, Bursa Uludag Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali Ogretim Uyesi degerli hocam Dog. Dr. Berna Aytag Vuruskan ve Bursa
Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr.
Hakan Vuruskan’a tesekkiir ederim.

Egitimim boyunca birlikte ¢alismaktan her zaman onur duydugum, zorluklara
birlikte gogilis gerdigimiz, bircok sikintili andan hosluklar yaratmaya calistigimiz;
destek ve dostluklarini her zaman minnetle anacagim ¢ok degerli caligsma arkadaslarim
doktora &grencisi Havva Tezcan Unlii’ye, uzman molekiiler biyolog Ecem Efendi
Erdem ve ayrica desteklerini her daim hissettigim tiim boliim arkadaglarim Melis
Mutlu, Dilara Kamer Colak, Cagla Tekin ve tezimin kaynaklar kisminda yer alan tim
arastirmaci ve yazarlara tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca birbirimize karsi saygi, sevgi ve
yardimlarimizi higbir zaman esirgemedigimiz, bana verdikleri destek ve dostluklarini
minnetle anacagim Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ nin tiim personeline tesekkiir
ederim.

Tez siirecinde her konuda hem maddi hemde manevi tim yardimlarim
esirgemeyen her durumda destegini hissettigim hayat arkadagim Zeynep Kavasoglu'na
tesekkiir ederim.

Hayatimin her doneminde destekcilerim olan, beni yetistirip maddi ve manevi
her sikintimda yardimima yetisen, hayatimin bugiiniinii onlara bor¢lu oldugum
babaannem Asiye Unal, dedem Hayrettin Unal ve tiim sevgili aileme, sonsuz tesekkiir
ederim.

Tez projeme (OUAP(T)2017/3) kaynak olusturan Bursa Uludag Universitesi
Bilimsel Arastirmalar Projeleri Birimine tesekkiir ve saygilarimi sunarim.
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10. OZGECMIS

18 Mart 1993 yilinda Bursa ilinde dogmustur. ilk ve orta dgrenimini Bursa Yahya
Kemal Beyatl1 Ilkégretim Okulu’nda 2007 yilinda tamamlamistir. Lise 6grenimini
Bursa Atatiitk Anadolu Lisesi'nde Onur Ogrencisi 6diilii ile 2011 yilinda
tamamlamustir. 2011 yilinda Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde
lisans egitimine baglamistir ve 2015 yilinin Mayis ayinda mezun olmustur. Hacettepe
Universitesi Fen Fakiiltesi Dekanhigi Bilimsel Basari Odiiliine layik goriilmiistiir.
Hacettepe tiniversitesi egitim katki bursuna iist iste iki y1l layik goriilmiistiir. 2018 yilinda
Bursa Uludag Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tip-T1bbi Biyoloji Anabilim
Dali’nda yiiksek lisans egitimine baglamistir ve egitimine halen devam etmektedir.
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