ISTANBUL MEDENIYET
UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
FIZYOLOJI ANABILIM DALI
FIZYOLOJI ORTAK YUKSEK LISANS PROGRAMI

RENAL HUCRELI KARSINOMDA MikroRNA-124
EKSPRESYONU

(YUKSEK LISANS TEZi)

Burcu CAYKARA

Agustos-2017



ISTANBUL MEDENIYET
UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
FIZYOLOJI ANABILIM DALI
FIZYOLOJI ORTAK YUKSEK LISANS PROGRAMI

RENAL HUCRELI KARSINOMDA MikroRNA-124
EKSPRESYONU

(YUKSEK LISANS TEZi)

Burcu CAYKARA

Tez Danigmani:
Prof. Dr. Guler OZTURK

Agustos-2017



ONAY

Istanbul Medeniyet Universitesi, Saghk bilimleri Enstitasii’ nde tezli yiiksck lisans dgrencisi
olan Burcus CAYKARA in hazirladigr ve jiiri éniinde savundugu “RENAL HUCRIL
KARSINOMDA MikroRNA-124 1EKSPRESYONU™ baghkl tez basarh kabul edilmistir.

JURI DVELERI IMZA
‘l
Proje Damsmani: Dl:f\:x ~

[Prof. Dr. Giiler O/ TURK |

Kurumu: Istanbul Medeniyet Universitesi

Uyeler:
[Proll Dr. Seyit ANKARALI| §

Kurumu: istanbul Medeniyet Universitesi

[Yrd. Dog. Dr. I'mel BALOGIU| :..c/(l

Kurumu: Acibadem Mchmet Ali Aydinlar Universitesi

Terz Savunma Tarihi: 06.09.2017



ETIK ILKELERE UYGUNLUK BEYANI

istanbul Medeniyet Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii biinyesinde hazirladigim bu
Yiiksek Lisans Tezinin bizzat taratimdan ve kendi sdzciiklerimle yazilnug orijinal bir calisma

oldugunu ve bu projede:

1- Cesitli yazarlarin ¢alismalarindan faydalandigimda bu ¢alismalarm ilgili bdlimlerini
dogru ve net bigimde gdstererek yazarlara agik bigimde atfta bulundugumu:

2- Yazdigim metinlerin tamami ya da sadece bir kismi, daha énce herhangi bir yerde
yayimlanmigsa bunu da agikga ifade ederek gosterdigimi:

3- Ahntilanan bagkalarina ait tim verileri (tablo, grafik, sekil vb. de dahil olmak iizere)
atiflarla belirttigimi:

4- Bagka yazarlarin kendi kelimeleriyle alinuladigim metinlerini kaynak gdstererek atifta
bulundugum gibi. yine baska yazarlara ait olup fakat kendi sozciiklerimle ifade ettigim
hususlar: da istisnasiz olarak kaynak gostererek belirttigimi,

beyan ve bu etik ilkeleri ihlal etmis olmam halinde biitiin sonuglarina katlanacagimi kabul
ederim.



TESEKKUR

Tezimi olustururken sadece tezime degil sahsima da yapmis oldugu tiim katkilar1 ve

yonlendirmeleri icin Degerli Danismamm Prof. Dr. Giiler Oztiirk’e,

Tezim icin gereken destekleri ve laboratuvar olanaklarini sagladigi i¢in Degerli Hocam

Prof. Dr. Sadrettin Pence’ye,

Tez asamalarinda materyaller ve hastalarin toplanmasia katkida bulunan Dog. Dr.

Alper Otlingtemur’a,
Tezimin laboratuvar asamalarindaki yardimlari igin Msc. Hani Alsaadoni’ye,

Fizyoloji Anabilim Dali’nda ki Saygideger Hocalarima ve Arastirma Gorevlisi

Arkadaslarima,
IMU, Saglik Bilimleri Enstitii Y&netimine,

Tez surecinde desteklerini benden esirgemeyen Sevgili Aileme ve Arkadaslarima

tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

OIN AY ciiiiiiiiiiitiitiieeiieeiieeiseitsetsettsssraestasstasstasstasstasstssstssstsssssssssssssssssssssssssassrassrasssasssasssans i
ETIK ILKELERE UYGUNLUK BEYANI ..ottt ees e see et asn s sen s snaeaas ii
ITHAF <.ttt ettt ettt ettt e s s e s e e e et s e e e es e e et s et es s s esseesenseesesaesenanes iii
TESEKKUR ..ottt a s s e en st e s st e s saneanes iv
TCINDEKILER .........eoeeeeeeee ettt ettt s e et en e e e s s s e en e et s e seneseeenens v
KISALTIMIALAR ...ttt et e st e et e e st e e e te e e baeesateesabaeensaeesteesabaeesaeeasseesnsaesnsaeensseens Vi
TABLO LISTESI ....oovviveieieiicieite ettt sttt sttt vii
SEKIL LISTESI. .......ovoievceeeeeeceeeeecee ettt en s s an s s sanessaseanessans viii
(074 3 PR OO SR = oS O ix
= A I 2 X I RS X
GHRIS. oottt ettt ettt et e et et et e et et et n e et et e et et en e eer s e teneaees 1
L.GENEL BILGI. ..ooiiuiienieiiiie etttk 3
1.1. TUrKIYE KANSEE VEIIEI ...ttt et be s aeaas 4
1.2, BODIEK KANSEIT.....cucieiiiiecieieieisiee ettt ettt ettt nannas 6
1.3. Renal HUCTElT KarSINOM ....cuviiiiicieisi ettt 8
1.4. Renal Hucreli Karsinomda Etkili Molekiler YolakKlar.............cocoovennnnicennnicen, 10
1.5. Wit SINYal YOLaZ1 oovoviiiiiiiiiiiiiiicciccc ettt 12
1.6. Frizled (Fzd) RESEPLOr ATIESI ........oviiiiiieieeee et 14
1.7. MIKFORNA NEUIT?....oiiiiceiees ettt sens 16
1.8 MIRNAGLZ2A ...ttt b et b b bess s bt e s s s sens 17

2. GEREC VB YONTEM. ...oimieeeeecteee e ssses s snns s 21
2.1. Renal Hiicreli Karsinom Dokularinin Toplanmast ...........cccceeeeeeeecciecceccccenes 21
2.2. Kullanilan Malzeme ve CIRAZIAr ..........c.ccc.coviieiiiiiiieecceceeeee e 21
2.3. Total RNA IZOIASYONU ....oovoeeeeeeeeeeeeeeee e nnaens 23
2.4, MIKIORNA ANAHZIE .vvieieieeeeeee sttt 24
2.4.1. miR-124 ekspresyon analizinin hesaplanmast ...........ccccoeoeeeeeerererineneninesessenserenn. 28

2.5. Istatistiksel HEeSAPIAMALAT ..............ccvvevveervereereeieeeseesseeesses e 30

S BULGULAR. ..ottt ettt a et aebe st be s ete s se s ese s esa s esessesannas 31
3.1. Calisma Gruplarmin Demografik ve Klinik OZelliKIEri .........cooouevvevervecieeciesierierias 31
3.2. MIR-124 EKSPreSyOn ANAHZI ......ccoviiiiiiiriiiieiesr et 35

4. TARTISMA Ve SONUC. ....oouiiiiieee ettt 40
KAYNAKGCA . ettt b ettt b et s et s e b e s et et et ese s b ebese et ebenene 45
e S I USSR 57
(07773 10117 1 15O 60



KISALTMALAR

7TM: 7 Transmembran

APC: Adenamat6z polipozis koli
BHD: BirtHoggDube sendromu
CDKA4: Siklin bagimli kinaz 4

CDKa6: Siklin bagimli kinaz 6

CIN: Kromozomal Dengesizlik

CK1: Kazein kinaz

Dsh/Dvl: Disheveled

EMT: Epitelyal-mezensimal transizyon
EX: Ekzozom

EZH2: Zeste homolog arttirici 2

FH: Fumarat hidrataz

FLCN: Folikilin

Fzd: Frizzled

GSKa3: Glikojen sentaz kinaz 3
HGF/Met: Hepatosit buytume faktori/MET

HLRCC: Kalitimsal leiomyomatosis ve renal hiicreli karsinom

HPRC: Kalitimsal papiller renal kanser
JNK: c-Jun N-terminal kinaz

LRPS5: Diistik yogunluklu lipoprotein (LDL) reseptor iliskili protein 5

LRP6: Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) reseptor iliskili protein 6

miR-124: mikroRNA-124
MiRNA: mikroRNA
MMP2: Matriks metalloproteinaz 2

NR3C2:Mineralokortikoid reseptor geni, Nukleer reseptor alt ailesi 3, grup C, lye 2
PI3K/Akt/mTOR: Fosfotidilinositol 3 kinaz (PI3K), Protein kinaz B (Akt), Rapamisin protein

kompleksinin memeli hedefi (NTOR)

PIK3CA: Fosfoinositid 3 kinaz katalitik altunit alfa
Pri-miRNA: Primer mikroRNA

RHK: Renal hiicreli karsinom

RISC: RNA kaynakli sessizlestirme kompleksi



ROCKL: Rho-iliskili protein kinaz

ROR2: Reseptor tirozin kinaz benzeri orfan reseptor 2

RYK: Reseptor tirozin kinaz

STATS3: Sinyal doniistiirlicii ve transkripsiyon aktivatorii 3
TCF/LEF: T-hiicre faktorii/Lenfoid aktaric faktor

TNM: (T)Tiimo6r odagi, (N) Lenf diigiimii, (M) Metastaz siniflandirma sistemi
TSC1: Tuberoz skleroz 1

TSC2: Tuberoz skleroz 2

VHL/HIF: Von Hippel-Lindau/Hipoksi-induklenebilir faktér
VHL: Von Hippel Lindau sendromu

Whnt: Wingless int-1

B-TrCp: f-transdusin tekrarlari iceren protein

Vi



Tablo 1.
Tablo 2.
Tablo 3.
Tablo 4.
Tablo 5.
Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.

TABLO LIiSTESI

Genel Kanser teOrileri..........vii i 4
Reverse Transkriptaz reaksiyon bilesenleri.............cooevveiiiiiiiiiinn. 26
Reverse Transkriptaz reaksiyon protokoll...............ccoveiiiiiiinininnn, 26
Gergek zamanli PZR reaksiyon bilesenleri............ooooviiiiiii i 27
Gergek zamanlt PZR protokolU.......cc.vvvveieveiiii e e, 27
Hastalarin karakteristik 6zellikleri............c.o.voiiiiiii e 32
Hastalarin tiimdr patolojilerine ait genel bilgiler......................c..cove 34
mMiR-124 igin elde edilen ACT ve 2-ACT degerleri..........ovvvvvvnnennn.. 35
MiR-124 igin elde edilen degerler...........c.ooviviiiiiiiiie i 36

Tablo 10. 2-ACT Tiimor ve kontrol gruplarinda miR-124 ekspresyonunun hasta

parametreleriyle karsilagtirilmast..........o.vieviii i s 37

Tablo 11. TUmor evresine gére miR-124 ekspresyonunun hasta parametreleri ile

0T 2] = 153 Y71 39

Vi



SEKIL LiSTESI

Sekil:1 Erkeklerde En Sik Goriilen Ik 10 Kanser Tipi ....c...c.uvvvviiiiinvrreeeinninnnnd
Sekil 2. 1987 ve 2010 yillar1 arasindaki TNM degerlendirilmesi....................el?

Sekil 3. Wnt Sinyal Yolaklart..........coooieiiiii e, 14
Sekil 4. Frizled reSeptor YapIST. . v ve i i it eiire e e e e 15
Sekil 5. WnT/Fzd etkileSimi ......ooiieii i e i i e e e e 15
Sekil 6. MIRNA olusum asamalari.............coooiiiriiniie it i 17
SeKil 7. KromMOZOM 8.ttt e e e e e e e 18
Sekil 8. Insan normal dokularinda miR-124-1 geni mRNA ekspresyonu.............. 18
Sekil 9. mikroRNA analizi prensibinin sematik goSterimi...........oovvviiivenvneennnes 25
Sekil 10. miR-124 erime ve amplifikasyon egrisi grafigi................cocivnivennnnn, 28
SEKII 11, Gt OMMEEH. .. ettt et et e e et e e et et e et e e e e e e e 29
Sekil 12. Furhman derecesine gore 6rneklerin dagilimi................coooiivinninnnnnnn, 33
Sekil 13. Tiimor ve Kontrol dokularinda AACT degerleri..........covviviiinennennnns. 36

viii



OZET

GIRIS-AMAC: Renal hiicreli karsinom, %40’ iizerinde &liim oranlariyla en yiiksek
mortaliteye sahip trolojik kanser tirtudur. Renal hiicreli karsinomda etkili olan yolaklardan biri
olan Wingless/INT (Wnt) yolaginin inhibisyonuyla renal kanser hiicre 6limu ya da hucre
biiylimesinin durdurulabilecegi gosterilmistir. Wnt yolagi ile iliskilendirilmig timdr slipresor
etkili miR-124, gen ifadesinin diizenlenmesinde gorev almaktadir. Calismamizda miR-124’0n
renal hicreli karsinomda ekspresyon analizi yapilarak kanser ile olan iligkisinin belirlenmesi
amagclanmustir.

GEREC VE YONTEMLER: 30 kisiden alinan ayni bdbrege ait tiimérlii ve saghkli doku
ornekleri ¢alismaya dahil edildi. RNA, “QIAGEN lysis agent” ile dokulardan izole edildi.
Reverse transkriptaz (RT) enzimi ile cDNA elde edildi ve cDNA firiinii ger¢cek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ile 6lgtldi. miR-124 ekspresyonu AACT (Delta Delta
Esik Dongiisii) metodu ile belirlendi ve istatiksel analizler igin SPSS 22 (Spearman's rho ve
Wilcoxon rank sum test) programi kullanildi.

BULGULAR: miR-124"{in renal hiicreli karsinomda kat degisimi 0.356 bulundu (Z=-4,453,
p<0.001). miR-124’Un 28 tiimdr dokusunda kontrol dokusuna oranla daha az eksprese edildigi
gorildi. Azalmis ekspresyon seviyeleri ile vicut kitle indeksi (p=0.023, r=-0.413), tum0or evresi
(p=0.022, r=-0.417), tiimor ¢ap1 (p=0.009, r=-0.468) ve notrofil degerleri (p=0.023, r=-0.415)
arasinda negatif korelasyon bulundu.

SONUCLAR: Calismamizda renal hiicreli karsinomda miR-124 ekspersyonunun timor
biiyiikliigii ve evresine bagli olarak azaldigi gosterildi. fleriki c¢alismalarla desteklenmesi
durumunda tumor sipresor miR-124°tGn renal hicreli karsinomda biyobelirte¢ olarak
kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: mikroRNA, renal hiicreli karsinom, miR-124, Wnt, Fzd



ABSTRACT

AIM: Renal cell carcinoma is the urological cancer type with the highest mortality rates over
40%. It has been shown that the inhibition of the Wnt pathway, one of the pathways that are
effective in renal cell carcinoma, may kill or prevent the growth of renal cancer cells. The
tumor-suppressor mir-124 associated with the Wnt pathway is involved in the regulation of
gene expression. We aimed to reveal the relation between miR-124 expression and renal cell
carcinoma.

MATERIAL-METHODS: 30 tumor and 30 surrounding healthy kidney tissues from the same
subjects were included in the study. RNA was isolated from the tissues by “QIAGEN lysis
agent”. cDNA was generated by reverse transcriptase (RT) enzyme and the PCR product was
measured by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). The expression of mir-124 was
determined by the AACT (Delta Delta Threshold Cycle) method. SPSS 22 (Spearman's rho and
Wilcoxon rank sum test) program was used for statistical analysis.

RESULTS: The fold change of miR-124 was found 0.356 (Z=-4,453, p<0.001). miR-124 was
found lower expression levels in 28 tumor tissues than controls and decreased expression levels
correlated with body mass index (p=0.023, r=-0.413), tumor stage (p=0.022, r=-0.417), tumor
diameter (p=0.009, r=-0.468) and neutrophil values (p=0.023, r=-0.415).

CONCLUSIONS: In our study, we found that miR-124 expression in renal cell carcinoma
decreased with tumor size and stage. We consider the tumor suppressor miR-124 may be used
as a biomarker in renal cell carcinoma if supported by further studies.

Keywords: mikroRNA, renal cell carcinoma, miR-124, Wnt, Fzd



GIRIS

Urolojik kanserler arasinda iiciincii siklikta goriilen renal hiicreli kanserler tiim
parankimal bobrek tiimorlerinin yaklasik %85’ini olusturur ve %40’ Uzerinde 6lim
oranlar1 sebebiyle mortalitesi en yiksek drolojik kanser tirtdir (1). Renal hucreli
karsinomlar i¢in erken belirte¢ler bulunmamakta ve kanser olgulari genellikle
radyoterapi ve kemoterapiye direncli seyretmektedir (2). Berrak hiicreli, papiller tip,
kromofob timorler gibi alt tdrleri bulunan renal hicreli karsinomlar oldukca
heterojendir. Renal hiicreli karsinomlarin alt tiiriiniin ve rol alan yolaklarin bilinmesi,
tedavi ve erken teshis olanagi saglamasi agisindan olduk¢a 6nemlidir (3, 4). Gen
ifadesinin kontroltinde 6nemli role sahip mikroRNA’lar, DNA’dan kodlanan ancak
proteine ¢evrilmeyen kisa dizili RNA molekiilleridir. Hedef gene ait mesajc1 RNA’ya
(mRNA) baglanarak, mRNA yikimma ve translasyonel inhibisyona sebep
olabilmektedirler (5, 6). MikroRNA’lar hakkinda yapilan ¢alismalar, kanser
olusumunda rol oynayabileceklerini ortaya c¢ikarmistir (7, 8). Renal hucreli
karsinomlarda da etkili olacak potansiyel mikroRNA’lar ve hedef genleriyle iligkinin
aciga cikarilmasi; alt tiplendirmelerin siniflandirilmasi, tanimlanmasi ve gelecekteki
tedavi olanaklarmnin se¢imine olanak saglamasi agisindan onemlidir. 2015 yilinda
yaymlanmis bir ¢alismada mikroRNA-124 (miR-124)’Un Frizzled (FZD) reseptor
protein-5’i hedefledigi ve ayrica Caki-2/DOX hicrelerinde P-glikoprotein (P-gp)
ekspresyonunda FZD-5 siRNA’st gibi davranarak inhibitor etki gosterdigi
bulunmustur. P-glikoproteine olan etkileri yiiziinden coklu ila¢ direnci icin umut verici
bir strateji olabilecegi diisiiniilmektedir (9). Osteosarkoma hiicre hattinda yapilan bir
calisgmada ise mIiR-124’Gn ROR2’yi hedefleyerek kanonik olmayan Wnt
sinyalizasyonu aktivitesini baskiladigi bulunmus ve miR-124’Un osteosarkomada
metastazi inhibe edebilecegi ifade edilmistir (10). Wnt ailesi direkt olarak hicre
proliferasyonu ve polaritesini etkileyen glikoproteinlerdir (11). Embriyonik gelisim ve
renal kanser gelisiminde rollere sahip olan Wnt sinyalizasyonunun hedef alinmasi ile
kanser hiicrelerinin o6ldiirtilebilecegi ya da biiylimesinin inhibe edilebilecegi
gosterilmistir (12). Bu sebeple ¢alismamizda timér-supresor olarak gérev yapan miR-
124’{in (13, 14) renal hiicreli karsinom dokularinda ekspresyon analizinin yapilarak;
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prognastik bir belirte¢ ya da hedeflenebilecek potansiyel bir tedavi stratejisi olup

olmayacaginin degerlendirilmesi amag¢lanmistir.



1. GENEL BILGI

1858 tarihinde Rudolf Virchow tarafindan viicudun kendi hiicreleri olarak
ifade edilen kanser hicrelerinin (15) orjini, artmis proliferasyonu, metastastik
kapasitesi, invazyon ve heterogenetik morfolojilerinin nasil meydana geldigini
aciklamak i¢in ¢ok sayida hipotez kurulmustur. Kanser i¢in ortaya atilmis modeller
arasinda en gegerli ve kabul edilmis model olan mutasyon modeli bile kanseri tam

olarak aciklayamamaktadir (16).

Theodore Boveri (17), denizkestanesi yumurtalarinda yaptigi deneylerde mitoz
sonrast olusan yavru hucrelerde kromozomal dengesizlik sonucu andploidi olmasi
durumunda kanser gelisecegini one siirmiistiir. Glinlimiizde de bir¢ok bilim adami
anoploidi olan hiicrelerde kromozomal dengesizlik meydana geldigi ve bununda
kanserin temelini olusturan evrimsel siire¢ olduguna inanmaktadirlar (16).
Andploidinin solid tiimorlerin ortak genetik 6zelligi oldugu agiklanmistir (18). Ancak
baz1 kanitlar andploidininde karsiyojenez igin tek bir neden olmadigma isaret
etmektedir. Ornegin Weaver ve Cleveland andploidinin tiimdrogenezi bazi durumlarda
promote etmek yerine baskiladigini bulmuslardir (19). Dahasi, Down sendromuna
sahip bireyler fazladan bir tane kromozom 21 kopyasina sahip olduklari i¢in solid
timorler agisindan %50’den diisiik riske sahipken 16semi igin belirgin bir yiiksek risk
tasimaktadirlar (20). Martincorena ve arkadaslar1 kanser iliskili genlerde binlerce
mutasyon bulmuslardir (21). Kanser ile iliskili kuram ve hipotezler Tablo 1’de

verilmistir (16).



Tablo 1. Genel kanser teorileri

Teori, hipotez Avantajlari Dezavantajlari

Normal doku kanser tastyici genler bile yliksek
mutasyon siklig1 gosterebilir. (21). Kansere

Mut 1 5 .
vlasyoniar, Gogt bagli mutasyonlar olmaksizin kanserin

Mutasyon teorisi kanserde(;g;tanabﬂw gelismesi (26, 27). Bu teori mitokondriyal ve
cekirdek aktarim deneylerini
aciklayamamaktadir (23).
Kromozomal
dengesizlik,
Bir tumor icindeki her hiicre kromozomal
Tiirlesme teorisi, | Andploidi cogu tiimorde sapma gostermez (28). Mitokondriyal ve
saptanabilir (22). cekirdek aktarim deneylerini
Andploidi ve actklayamamaktadir (23).
kromozomal

dengesizlik (CIN)

Tim timorlerde

saptanabilir. Hipotez, bozulmus mitotik ig agikligini,
Mitokondriyal Disfonksiyonel anoploidi ve CIN'yi indukleyen bircok madde
disfonksiyon mitokondrinin transferi ile | ile kanser gelisimini agiklayamamaktadir (22,
kanserin indiiksiyonu 29).
(23).
Kiglk cevresel | Mikro g¢evre degisiklikleri, kalitsal kanserlerin
Cevre ve madde | degisiklikler kansere | gelismesindeki ilk adim degildir, miras kalan
neden olabilir (24, 25). mutasyonlar bu siirecin baglaticisidir (18, 30).

Birbiri ile ¢eliskili bir ¢ok bilimsel veri gostermektedir ki kanser tek bir modele
dayandirilmayacak kadar kompleks bir hastaliktir ve her bir kanser alt tiirliniin
kendisine 6zel bir tiimorogenez sureci mevcuttur. Bu sebeple kanserin genomik,
epigenetik, proteomik gibi birgcok yonden incelemesiyle hastaligin molekdiler temeli

ac1Za ¢ikarilabilir ve yeni tedavilerin gelistirilmesine olanak saglanabilir.

1.1. Turkiye Kanser Verileri

1947 yilinda Tirk Kanser Arastirma ve Savag Kurumu’nun kurulmasiyla
baslayan kanser alanindaki diizenlemeler, 1970 yilinda Temel Saglik Hizmetleri Genel
Midiirliigi biinyesinde kurulan Kanser Savas Miidiirliigii ile kanserden koruyucu ve
tedavi edici hizmetleri dizenleyen, hastanelerde ilgili birimlerin kurulmasi,

yiiriitiilmesi ve denetlenmesini saglayan birim halini almistir (31). Kanserle micadele
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konusunda 2005 yilindan bu yana toplumsal anlamda daha ileri hedefler alinarak;
toplumun kanser hakkinda bilgilendirilmesi, erken teshis ve taramanin
yayginlastirilmast amaciyla Erken Teshis ve Tarama Merkezleri kurulmaya
baslamigtir (32).

T.C. Saghk Bakanligi, Tirkiye Halk Saglhigi Kurumu'nun 2014 yilinda
hazirladiklar1 Tiirkiye Kanser Istatistikleri verilerine gore; ‘Tiirkiye’de 2009 yilinda
yasa standardize edilmis kanser hiz1 erkeklerde %0269,7, kadinlarda ise %0173,3 olarak

bulundu. 2004-2009 yillar1 arasindaki kanser insidansi incelendiginde;
e Tiirkiye’de kanser siklig1 gelismekte olan diger iilkelerle benzerlikler
gostermektedir.

e 2009 yili igin tilkemizde her y1l yaklasik 98.000 erkek ve 63.000 kadin kansere

yakalanmaktadir.

e Erkeklerde en ¢ok rastlanilan kanser tiirii trakea, brons ve akciger iken, bobrek

kanseri 8. sirada yer almaktadir (Sekil 1) (33).

e Uriner organlardan dliim says1 2004°te 1.575, 2005’te 1.767, 2006’da 1.827,
2007°de 2.115, 2008°de 2.853 ve 2009 yilinda 3.032’ye yiikselmistir (33).

Trakea,Brons,Akciger 66,0
Prostat
Mesane
Kolorektal
Mide
Larinks

W ERKEK

Non-Hodgkin lenfoma
Bobrek
Pankreas

Beyin, sinir sistemi

Sekil 1. Erkeklerde En Sik Gériilen i1k 10 Kanser Tipi



1.2. Bébrek Kanseri

Bobrek kanseri bir c¢ok tipi bulunan kompleks bir hastaliktir ve Ailesel
Kromofob Bobrek Kanseri, Ailesel Tip | ve Tip 1l Papiller Bobrek Kanseri, Ailesel
Renal Hiicre Karsinomu ve Ailesel Non-Sendromik Bobrek Kanseri bu kanser tiiriintin
tiplerindendir. Folikulin (FLCN), tlberoz sklerozis 1 (TSC1), tiiberoz sklerozis 2
(TSC2), fumarat hidrataz (FH) gibi genlerin aktivitesinde meydana gelen
degisikliklerin kanser gelisiminde onemli oldugu ifade edilmistir (34). Urolojik
kanserler arasinda {igiincli siklikta goriilen renal hiicreli kanserler tiim parankimal
bobrek tiimorlerinin yaklasik %85’ini olusturur ve %40’1n {izerinde 6lim oranlar1

sebebiyle mortalitesi en yiiksek Urolojik kanser tarudur (1).

Bobrek kanserlerinin simiflandirilmast  ve derecelendirilmesinde ¢esitli
tanimlamalar dnemlidir. Malign tiimérlerin siniflandirilmasi i¢in ilk defa 1942-1952
yillar1 arasinda Pierre Denoix tarafindan gelistirilen TUmor-Lenf Nodu-Metastaz
(TNM) sistemi, ayn1 doku ya da organ kaynakli patolojik olarak benzer kanserleri
biiyiime ve yayilma sekillerine gére siniflanmaktadir (35). ‘Primer kanser odagi (T)
tedavi edilmezse blyir ve bir noktada bolgesel lenf diigiimii (N) tutulumu ile uzak
metastaz (M) yapar. T, N ve M siniflandirmalar1 kanserin bu siire¢lerini ifade etmek
icin basit bir sema olusumunu saglar ve prognozun 0ngoriilmesine yardimci olarak
vaka gruplarinin ve operasyonlarin Karsilastirilmasina yardimci olur (36). TNM
sistemlerinde yapilan giincellemelerin Tiirkiye gecerliliginin degerlendirildigi bir
calisgamada; bobrek hiicreli kanser sag-kalim ongoriileri icin TNM sisteminin yeterli
olmadigi, hastanin klinik durumu, tiimér derecesi ve diger bazi faktorlerinde dahil
edilecegi dinamik prognostik modellerin iyilestirilmesinin gerekliligi belirtilmistir.
1987 yilindan 2010 yilina kadar ger¢eklesmis 4 TNM siniflandirmasi da arastirmacilar
tarafindan 6zetlenmistir (Sekil 2) (35).



1987 THNM 1997 THNM 2002 TNM 2010 TNM
T Bobrede simir, | Bobraede simrh, =7 cm | — —
=25cm
Tia — — Bibrede simirh, = 4 | Bobrege simrh, = 4
cm cm
Tib — — Biébrede smurl, 4-7 | Bébrede srh, 4-7
cm cm
™ Baobrede s, | Bobrade simirh, = 7 cm | Bobrege s, = 7 | —
=25cm cm
— — — Babrede simrh, 7-10
T2a R
™8 | — — — Er?_lbref:e simirh, =10
Gerato Gerato fasyasina | Gerato fasyasina | Gerato fasyasina
fasyasina simirl, | simirdi, simirdi, simirh,  Renal wven
>§= Adrenal Adrenal invazyonu ya | Adrenal  invazyonu | veya dallannda (kas
E T3a invazyonu ya dha da ) ya daperinefrik yagh | iceren) timdr
= perinefrik  yadh | perinefrik yadh doku | doku invazyonu trombdsd veya
= doku invazyonu | invazyonu perinefrik yagh doku
- vefveya renal siniiste
£=] yad invazyonu.
E Renal vene | Renal wvene  veva | Renal vene veyva VEI | VEI'de divafram alt
= timor trombasd | VEI'de diyafram diyafram timar
T3b uZanimi altt  twmdr trombdsd | alt tOmdr trombdsd | trombdsd uzanim
UZanimi UZanimi
VEIrde diyairam | VEI'de diyvafram ostd | VEI'de diyafram Gsti | VEI'de diyafram wsti,
Tac alt o timdr | timaor trombdsd | timaor trombidsil | tdmor trombisi veya
trombisi uzanimi uzanmmi  wveya VK | VEI duvanna
uZanimi duvarna invazyon invazyon
Gerato fasyasi | Gerato fasyasi disina | Gerato fasyas) disina | Gerato fasyas| disina
disina uzanim | uzanim gdsteren | uzamm gdsteren | veya ayni taraf
T4 gdsteren timdr | tOmaor timar adrenale uzanmm
gosteren tumar
Divafram  Gstd — — —
T4a timaor trombasi
VEI've uzamm
Bdlgesel leni | Bdlgesel lenf nodu Bdlgesel lenf nodu Bdlgesel lenf nodu
MO nodu tutulumu yolk tutulumu yolk tutulumu yok
tutulumu yok
- =2 cm tek | Tek bilgesel lenf nodu | Tek bdlgesel  lenf | Bilgesel lenf
'E M1 bolgesel lent | tutulumu nodu nodu/nodlar
= nodu tutulumy tutulumu tutulumu
b= 2-5 com  tek | Birden fazla lenf nodu | Birden fazla Lenf| —
a M2 bolgesel lenf | tutulumu nodu
nodu iutulumu tutulumu
=h cm tek | — — —
M3 bolgesel lent
nodu iutulumu
o MO Uzak organ | Uzak organ metastazi | Uzak organ | Uzak argan
= metastazi yok yok metastazi yok metastaz yok
- Uzak organ | Uzak organ metastazi | Uzak organ | Uzak argan
E M metastazi var var metastazi var metastazi var
TO,NO,M0O: Dejerendirme  sonucunda, primer timdr, lenf dogomd wveva uzak metastazin
bulunmamasi.
Tx, N, Mx: Primer timar, lenf ddgimil veya uzak metastazin degerendirilmemis olmasi.
VKI: Vena kava inferior

Sekil 2. 1987 ve 2010 yillar1 arasindaki TNM degerlendirilmesi

Prognostik belirleyicilerden bir digeri olan Fuhrman derecelendirme sistemi;
niikleer biyiikligii, niikleer sekil ve niikleolar prominensin degerlendirilmesine

dayanmaktadir. Fuhrman derecelendirme sistemi metastaz ile korelasyon Uzerine



kuruludur; derece 1 timorler istatiksel olarak derece 2, 3 ve 4’e gore belirgin seviyede

diisiik metastaz oranina sahiptirler (37).

Fuhrman niikleer derecelendirme sistemi;

1- Kugik, yuvarlak, uniform niikleus (10 mikron), siipheli niikkleoli, nadiren

lenfosit goranima,

2- Hafif diizensiz nlkleus, sadece 40X buyltme de gorulen niikleus, nukleer

¢ap 15 mikron, tumorlerin %40’ inda agik kromotin,

3- Nikleus 10X’de gorultyor, nikleus oldukca diizensiz, cap 20 mikron,

timorlerin %30-40’1inda agik kromatin,

4- Mitoz garip ve ¢cok bolmeli, derece 3’in dzelliklerinin yani sira pleomorfik

hicreler, makronukleus (Tdmarlerin %15’inde) géralmektedir (38).

1.3. Renal Hicreli Karsinom

Renal hiicreli kanser (RHK) kadin ve erkeklerin her ikisinde de benzer sekilde
gorulmektedir. Birlesik Devletlerde 2016 yilinda 62.700 bobrek kanseri ve 14.240
renal pelvis kanseri vakasinin 6limiine yol agtig1 belirtilmistir (39). Tlm kanserlerin
%4 tinl olusturan RHK’nin erkek ve kadinlarda goriilme orani ise sirasiyla 1,5:1
oranindadir (40). RHK, renal pelvis ve renal medullay1 igermedigi icin bobrek
kanserinden ayrilmaktadir. RHK s6z konusu oldugunda renal tiibiiller gibi bobrek
yatagi kisimlari akla gelmelidir. RHK’nin kaliimsal aktariminin bazi patojenik
genetik varyantlar ile %5 ile %8 arasinda oldugu belirtilmistir (41, 42, 43). Bu sebeple
ailesel RHK Oykiilerinin arkasinda heniiz kesfedilmemis genler ya da genetik
faktorlerin oldugu diisiiniilmektedir. RHK sporadik ya da kalitsal olarak olusabilir.
Major otozomal dominant kalittimsal RHK sendromlari: Von Hippel Lindau sendromu
(VHL), Kaliimsal leiomyomatosis ve renal hiicreli kanser (HLRCC), Kalitimsal
papillary renal kanser (HPRC), BirtHoggDubé sendromu (BHD) (41). Her sendrom
histolojik ve genetik degisiklikler gibi ¢esitli faktorlerle birbirinden ayrilir. Bu ylizden
her sendroma sahip bireyin kisisel degiskenleri degerlendirilmeli ve gézlenmelidir.
Her bir sendrom igin (VHL, HPRC, BHD ve HLRCC) farklilik gosteren prognoz, renal

timoriin tespit edildigi ve miidahale edildigi zamana bagli olarak karasteristik 6zellik



gosterir. Teshiste prognostik belirleyiciler ise, RHK’nin evresi, tiimoriin bobrekle
sinirli kalip kalmamasi, tiimor biiyiikliigli, Fuhrman niikleer derecesi ve ¢ok odakli
olmasidir (44, 45, 46).

Epidemiyolojik ¢alismalar RHK’da aile 6ykiisiiniin hastalik i¢in risk faktorii
olusturdugunu belirtmektedir (43, 47). Isve¢ Aile Kanser Veri tabaninda 1932 yilindan
itibaren dogmus bireylerin ve biyolojik evebeynlerinin 2000 yilina kadar olan verileri
incelendiginde; RHK teshisi konmus kardese sahip bireylerin RHK i¢in yiiksek
diizeyde risk tagidigi sonucuna varilmistir. Kardeslerde gozlenen bu yiiksek goreceli
riskte sporadik renal karsinom gelisiminde resesif bir genin etkili olabilecegi
diisiincesini akla getirmistir (47). izlanda’da 1955 ile 1999 yillar1 arasinda (1.078 olgu,
660 erkek, 418 kadin) RHK olan tiim hastalarin dahil edilerek yapildig: arastirmada;
600.000’den fazla izlandali birey genealojik agidan kapsamli bilgisayarl1 veri tabanlari
kullanilarak analiz edilmistir. RHK hastalarinin %58’inin birinci ya da ikinci
dereceden akrabalarinda da RHK oldugu gozlemis ve RHK olan kardese sahip
bireylerin goreceli riskinin 2,5 kat fazla oldugu bulunmustur (43). Danimarka,
Finlandiya, Norve¢ ve Isveg¢’te yiiriitilen calismaya 80.309 monozigotik, aym
cinsiyete sahip 123.382 dizigotik bireyler dahil edilmistir ve kansere sahip kardesi olan
bireylerde kanser riskinin %38 oraninda yiiksek oldugu bulunmustur (48).

Geng yasta rastlanilan RHK’nin kalitimsal etiyolojiyle muhtemel iliskili
oldugu diisliniilmektedir. Sporadik RHK genellikle 50-70 yaslarinda rastlanilirken,
kalitimsal bobrek kanseri ¢esitleri genellikle daha geng yaslarda teshis edilmektedir
(42). RHK epidemiyolojisine odaklanmis ¢alismalarda hastaligin gelisiminde gevresel
ve yasam tarzina bagl faktorlerin etkili olabilecegi belirtilmistir. Sigara, hipertansiyon
ve obezite major ¢evresel ve yasam tarzi risk faktorleri olarak RHK ile iligkili

bulunmustur (49).

1.4. Renal Hucreli Karsinomda Etkili Molekuler Yolaklar

Bébrek kanserinin geleneksel kemoterapi ile radyasyon tedavisine direncli
olmast ve erken teshis olanagmin zayif olmasi nedeniyle, tedaviler genellikle
basarisizlikla sonuglanmaktadir. Bagarili bir RHK tedavisi i¢in kanserin baslangi¢ ve
gelisim siireclerinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin anlagilarak yeni tedavi
stratejileri gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. RHK olusumunun altinda yatan molekiiler

mekanizmalarda PI3K/Akt, HGF/Met, VHL/HIF ve Wnt sinyal yolaklarinin etkili



oldugu bildirilmistir (50). Multi-layer bir omiks ¢alismasinda, Wnt/p-katenin sinyal
yolunun renal karsiyogenezde olduk¢a 6nemli oldugu bulunmustur (51). Embriyonik
gelisim ve karsiyogenezde epitelyal-mezensimal transizyon (EMT)’da Wnt sinyal
yolaginin metastaz olusumu ile hiicre gogiinii kolaylastirdigi bildirilmistir (52). Baska
bir calismada; RHK Wnt/B-katenin sinyal yolunda ekspresyon degisimleri incelenmis
ve berrak hiicreli RHK’da Wnt1 ekspresyonunun artmis timor ¢api, vaskiler invazyon
ve ilerlemis evre ile iliskili oldugu bulunmustur. Membranoz 3-katenin ilerlemis evre,
vaskiiler invazyon ve tiimor nekrozu ile iligkili bulunmustur (53). Bir baska calisma
da ise Wnt10A ekspresyonunun siRNA ile azaltilmasi sonucu RHK hicrelerinin hicre
proliferasyonu ve agregasyonunda azalmaya sebep oldugu goriilmiistiir (54). Promotor
hipermetilasyon ile olusan Wnt sinyal yolag: aktivasyonunun, karsiyogenezde hucre
proliferasyonu ve farklilagmasini arttirdigi bildirilmistir (55). Berrak hicreli RHK’da
Wnt7A gen ekspresyonunun azaldigi (%88), tUmor evresi ile Wnt7A
hipermetilasyonunun arasinda pozitif korelasyon oldugu metilasyon analizi ile agiga
cikarilmistir (56).

Whnt sinyal yolagindaki farkli bilesenleri hedef alan 10°dan fazla madde, cesitli
kanser tiplerinin tedavisi i¢in gelistirilmistir ve bunlardan bazilar1 i¢in Faz Il
caligmalar1 yapilmaktadir (57).

Wnt/Fzd yolagi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, sinir sistemindeki
sinyalizasyonun ndral tiip olusumuna, aksonal remodellenmeye, norotransmitter
salimimina, kansere ve noroblastoma dejeneratif hastaliklara (Alzheimer hastalig1 gibi)
aracilik ettigi gosterilmistir (58, 59, 60). Wnt/Fzd sinyalinin kalp ve damarlanma
gelisiminde de etkili oldugu bulunmustur (61).

Wnt proteinlerinin ekstraseliiler vezikiiller ile iligkili olabilecegi de
bulunmustur (62). Membranla c¢evrelenmis vezikiillerin, degisik hiicre tiplerinden
salindig1 ve kan, idrar gibi viicut sivilarinda bulunabilecegi belirtilmistir. Vezikiillerin
bu spesifik alt gruplarina ekzozom (EX) adi verilmekte ve ekzozomlar mRNA,
miRNA ve tagimaktadir (63; 64). Bunlarin sadece hiicreden hiicreye iletisim igin degil
ayn1 zamanda cesitli fizyolojik ve hastalik siireclerinde de yer aldiklar1 belirtilmistir.
Son bulgulara gore renal timor progresyonunda ve metastazinda, EX’ler kanser iliskili
immun supresyon ve immin cevap aktivasyonunda da rol oynayabilecegi bildirilmistir

(65). EX’lerin bu 6zellikleri dikkate alindiginda kan ve idrardan kolayca izole edilerek
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yeni invazif olmayan bir belirte¢ ve ayrica as1 olarak kullanilabilecegi ileri
strtlmektedir (12).

Whnt reseptorlerinden Fzd5 ve Fzd8’in mRNA seviyelerinin RHK dokusunda
normale kiyasla artmis oldugu bulunmustur. Fzd5 ve Fzd8’in sinyal yolagindaki
hedefleri olan Siklin D1’ in de artmis olmasi, bu molekiillerin RHK igin biyobelirtec¢
olabilecegini disiindiirmistiir (66). Ayrica, RHK’da Fzd5’in miR-124 ile
baskilanmasiyla P-glikoprotein aracili kemorezistansin asilabilmesi i¢in umut verici
bir strateji oldugu belirtilmistir (9).

miRNA'larin  RHK patofizyolojisi lizerindeki temel roli, 3'-UTR'yi
tanimlayarak hedef genlerinin downregiilasyonunu icermektedir. Onkogen veya tumor
baskilayic1 olarak hareket ederek proliferasyon, go¢ ve invazyon gibi hicre
stireclerinin biyolojisini etkilemektedirler (67). Sirkile olan ve {iriner miRNA'larin
RHK'da diizensiz oldugu bulunmustur. Redova ve arkadaslari, RHK hastalar1 ve
saglikli kontrollere ait serumlar arasinda 30 mikroRNA’nin farkl sekilde eksprese
oldugunu belirlemistir. RHK hastalarinda 19 miRNA'nin artarken, 11 miRNA'nin
azaldigini bildirilmistir. (68). Gottardo ve arkadaslari, miR-28, miR-185, miR-27 ve
let 7f-2'nin RHK'da normal bobrek Orneklerine gore belirgin sekilde arttigini
bulmuslardir (69). Baska bir ¢alismanin sonuglarinda ise bhRHK dokularinda miR-
34a, miR-224 ve miR-21'in arttig1, buna karsilik miR-141, miR-149 ve miR-429'un,
azaldig1 gosterilmistir (70). Silva Santos ve arkadaslari, RHK' nin normal dokulara
kiyasla 6nemli derecede diisiik miR-21, miR-141 ve miR-200b ekspresyon seviyeleri
sergiledigini ve tim miRNA'larin (miR-21, miR-141, miR-155, miR-183 ve miR-
200Db) ekspresyon diizeylerinin kétii huylu ve iyi huylu renal hiicre tiimorleri arasinda
onemli Olgiide farklilagtigini bildirmistir (71). Malign ve malign olmayan dokularin
miRNA profillerinin farklilastigi ve RHK’da miR-141 ile miR-155 kombinasyonunun,
RHK drneklerini genel olarak %97 oraninda malign ve malign olmayan tumorleri
dogru olarak siniflandirilabilecegi gosterilmistir (72). Youssef ve arkadaslari, farkl
RHK alt tiplerini miRNA’lar kullanilarak dort basamakta ayirt edebilen bir
simiflandirma sistemi gelistirmistir. Sistemin, normal bobrek hicresinin RHK’dan
ayirt edilmesinde %97, berrak hiicreli RHK i¢in %100, papiller RHK icin %97 ve
kromofobik RHK’dan onkositomu ayirt edilmesinde %100 dogrulukta bir duyarliliga
sahip oldugu gosterilmistir (73).
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Metastaz, RHK hastalarinda son derece yaygindir ve miR-10b, miR-139-5p,
miR-130b ve miR-199b-5p, bhRHK metastazi ve prognoz ile iliskili bulunmustur (74).
miRNA'larin patogenezde oynadigi roller sebebiyle, miRNA'ya dayali tedavilerin
gelistirilmesi dnem kazanmistir (67). Ornegin, miR-199a-3p'nin 769-P ve Caki-1 RCC
hiicre hattina uygulanmasiyla hiicre proliferasyonu inhibe ettigi ve Glfazin1 bloke
ettigi gosterilmistir (75). Dolasimdaki miR-1233, RHK hastalar1 i¢in potansiyel bir
biyobelirteg olarak tanimlanmustir (76). RHK nin tespiti i¢in hastalardaki miRNA'larin
yiiksek derecede tanisal dogrulugu, yeni nesil biyolojik belirte¢ gorevi gorebilecegini
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, rutin klinik kullanimin gelistirilmesi i¢in daha

¢ok sayida arastirma yapilmasi gerekmektedir (77).

miRNA ekspresyonu, miRNA dizenleyici bir mekanizma olan epigenetik gen
susturulmas: ile kontrol edilebilecegi ve bu nedenle, gen ifadesinin epigenetik
modulasyonu, miRNA ekspresyonunu modile etmek igin 6nemli olabilecegi ileri
strtlmektedir. Berrak hucreli RHK hiicre hattinda DNA metil transferaz inhibitorleri
ve histon deasetilaz kullanimi, tiimor silipresyon fonksiyonuna sahip sessiz
miRNA'larin yeniden ekspresyonuna neden oldugu gosterilmistir (78). Bu gibi bilgiler
miRNA’larin RHK patogenezinde, prognozu ve tedavisinde 6nemli rollere sahip

olabileceklerini diistindiirmektedir.

1.5. Wnt Sinyal Yolag

Whnt; hiicre proliferasyonu, farklilasmasi ve hiicre gog¢lnt diizenleyen 19
glikoprotein igeren bir ailedir (79, 80, 81). Wnt sinyal yolagi; kanonik Wnt/p-katenin
sinyal yolu, hiicre polaritesinin saglanmasinda rol oynayan kanonik olmayan
Wnt/PCP sinyal yolu ve kanonik olmayan Wnt/kalsiyum (Ca*?) sinyal yolu olmak
tizere Ui¢ sekilde tammmlanmustir (82, 83). Katenin, kadherin protein komplesinin icinde
yer alan bir ¢ekirdek komponent olup hicre i¢i bir sinyal doniistiiriicii olarak gorev
almakta ve Wnt/B-katenin sinyal yolaginin aktivasyonu i¢in gerekli olmaktadir (82).
Kanonik Wnt sinyal yolaginda, sekrete edilen Wnt ligandlart Frizzled (Fzd)
reseptorlerine baglandiktan sonra, membran reseptorlerinden Frizzled (Fzd) ailesi ile
ko-reseptor olan LDL reseptor iligkili protein 5 ve 6° ya baglanir (LRP5/LRP6) ve bu
yapiya sitoplazmik fosforile iskele protein Disheveled (Dsh/Dvl) dahil olur. Fosforile
olan LRPG, reseptorlere AXIN kompleksinin baglanmasina olanak saglar (84). Iskele

protein AXIN ve tumor supresor gen urind olan adenomatdz polipozis koli (APC),
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kazein kinaz 1 (CK1) ve glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3) ile beraber AXIN
kompleksini olustururlar. CK1 ve GSK3 ve f-transdusin tekrarlar1 igeren protein (S-
TrCp) [-katenin amino terminalinden fosforile eder ve E3 ubikutin ligaz alt birimi
proteazom aracili degredasyonu yonetir (85). Fosforile edilen p-katenin gen
transkripsiyonunu baglatamaz ve sonu¢ olarak Wnt hedefli genler T-hiicre
faktorii/lenfoid aktarici faktér (TCF/LEF) ailesi proteinleri ile baskilanir. Kanonik
olmayan sinyal yolaginda ise Wnt ligandi1 Fzd alesine ve orfan reseptor 2/reseptor
tirozin kinaz (ROR2/RYK) koreseptorlerine baglanarak kompleks olusturur. Reseptor
sitimilasyonundan sonra Dvl aktive olarak Rho ailesi GTPaz’larinin (RhoA, RhoU,
RAC, ve CDC42 gibi kucuk G proteinleri) ve JINK’nin sekonder aktivasyonuna sebep
olur (Sekil 3) (86). Diger kanonik olmayan Wnt sinyal yolag1 ise Wnt/Ca*? ise sinyal
kaskadinin aktivasyonunu icerir (86).

=
=
—y
[ —— ]

LRPS/6_ \i

nmooamnang

(a) Kanonik olmayan yolak (1) Kanonik yolak

Sekil 3. Wnt Sinyal Yolaklari

Wnt/B-katenin sinyal yolaginin aksine, RHK’da kanonik olmayan Wnt
sinyalizasyonu daha az arastirilmistir. RTK-benzeri orfan reseptor 2 (ROR2), berrak

hiicreli RHK’ da asir1 eksprese edildigi bulunmustur (87).
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1.6. Frizled Reseptor Ailesi

Frizled (Fzd), 7-transmembran (7TM) alanm1 kapsayan hiicre ylizey
reseptorleridir ve wingless/intl (Wnt) aile lipoglikoproteinleri ile aktive olurlar (88,

89). Fzd reseptor yapist Sekil 4’te verilmistir (88).

Fzd reseptor siniflarinin hastaliklarla olan yakin iligkileri sebebiyle gelecekte

muhtemel yeni tedavi hedefleri olarak kullanilacaklar1 dngoriillmektedir (90, 91, 92).

Frizzled

Sistein-zengin |
domain (CRD)

Sinyal sekansi

7

DVL igin baglanma yeri
Varsayilan Ser/Thr fosforilagyon yeri { Heterotrimerik G proteinieri

badlant: bélgesi

Terminal PDZ ligand domain

Sekil 4. Frizled reseptor yapisi

10 farkli Fzd reseptorii ile 19 Wnt ligand1 ¢ok sayida hiicresel siireglerin
diizenlenmesine katiliyor olmalarina ragmen, hiicre yilizeyinde sinyal baslangic
seviyeleri hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir. Wnt/Fzd reseptor etkilesimleri
Sekil 5’te verilmistir (93).
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WNT 1 2 2B 3 3A 4 5A 5B 6 7TA 7B 8A 8B 9A 9B 10A 10B 11 16

Sekil 5. WnT/Fzd etkilesimi

X: Immunopresipitasyona gore direk baglandigini, O: TCF raportor aktivitesi
gibi sinyalizasyona igaret eden kolokalizasyonu, Yesil x: [UPHAR veri tabaninda
belirtilen etkilesimleri gostermektedir (93).

Fzd reseptor sinifi hiicre dis1 ilmek 1 ve 2°de korunmus sistein dizileri igermesi
yoniinden G protein esli reseptorlere benzemektedir. Sistein disiilfid baglarinin
stabilizasyonunda gorev almaktadir. Ancak G protein esli reseptorlerden farkli olarak

diger domainleri bulundurmamaktadir (88).

1.7. mikroRNA Nedir?

MikroRNA'lar (miRNA'lar) yaklasik 23 niikleotid i¢eren kodlanmayan RNA
molekiillerinin bir sinifi olup, hedef mRNA’larin 3'-transle edilmeyen bolgeleriyle (3'-
UTR) dogrudan etkilesime girerek gen ekspresyonunu negatif olarak diuizenlemektedir
(94). Lee ve arkadaslar1 (95) tarafindan 1993 yilinda tanimlandiktan sonra miRNA'lar,
gen ifadesinin diizenlenmesi i¢in yeni mekanizmalarin aciga ¢ikmasini saglamistir.
miRNA'lar, hiicre blylmesi ve hiicre dongiisii kontrolii, apoptozdan kagis, invazyon
ve metastaz, anjiogenez gibi tum kanser Ozelliklerinde etkili olan bir Kilit
dizenleyicidir (96). miRNA olusum asamalart:

e Cogu miRNA, kodlayici1 veya kodlamayan genlerin ya intergenik ya da
intronik bolgelerden Gretilir (97, 98).
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e Baslica uzun primer miRNA (pri-miRNA) kopyalarinin kaplanmis, eklenmis
ve poliadenilasyona ugramis pargasi olarak RNA polimeraz 11 (pol II)
tarafindan transkribe edilirler (99, 100).

e Nikleusta pri-miRNA olgunlagmasinin ilk adimi1 RNase III enzimi Drosha ve
kofaktorii DGCRS ile gerceklestirilir. Bu adimda prekiirsor miRNA  (pre-
miRNA) Uretilir (101, 102).

e Pre-miRNA daha sonra Exportin-5/RanGTP kompleksi tarafindan sitoplazma
gonderilerek ¢ift iplikli miRNA iiretmek {lizere Dicer tarafindan uzaklastirilir
(103, 104).

e Sonra helikaz, miRNA dubleksi ¢ift iplikleri ¢6zerek olgun miRNA olusturur
(105).

e Olgun miRNA'lar, RNA kaynakl sessizlestirme kompleksine (RISC) dahil
edilir ve spesifik hedef mRNA'larinin tamamlayici 3'-UTR'sine baglanir.

e Bu islem, mRNA'nin translasyonunu engeller veya pargalanmay arttirir ve
transkripsiyon sonrasi gen sessizlesmesine yol agar (106; 107). Bu siire¢ Sekil
6°da verilmistir (67).

miRNA gang

: DGEER
1 STHAEKS
pri-mANA o pra-mikNA o [irE-miRNA

L]

miRNA dubleksi

|

Olgun: miRNA

Hedef mRNANn 3' UTR'ye baglanir

mRMA kmimas:  Transizsyonun baskdanmasi

Sekil 6. miRNA olusum asamalar1
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1.8. miRNA-124

Kicuk kodlanmayan RNA’lardan miR-124 néronal hiicrelerde fonksiyonu ilk
kez Makeyev ve arkadaglari tarafindan 2007 yilinda bildirilmistir (108). Sonraki
calismalarda ise miR-124"iin gesitli kanser tiplerinde azaldig1 bildirilmistir (109; 110).
Siklin bagimli kinaz 6 gibi proliferasyon iligkili genleri diizenledigi igin tiimor

supresOr bir gen olarak tanimlanmigtir (111).

Kromozom 8’de yer alan miR-124 geni (Sekil 7) (112),
‘AGGCCUCUCUCUCCGUGUUCACAGCGGACCUUGAUUUAAAUGUCCAUA
CAAUUAAGGCACGCGGUGAAUGCCAAGAAUGGGGCUG’ sap ilmik (stem
loop) yapiya sahip miR-124-1 kodlamaktadir (113).

Chr &

= — — [5t] [ I B oV B ]
Lar Y ) - [ar B | (2] L e | L) [ R | - Lot B ) - 0 - [ar] — L3 B Y A [ar]
w0 o [ ] - — o 0 e - - - [ I T ] ™ = = = = = =
[ B ) [t [ [ — = e B R | = = O (2] [ Bt | L R Y I Y | [xt] [at] Ol [ B N [aN]
oo o o o o o oo o o oo o o oo oo o o o oo o T o o

Sekil 7. Kromozom 8
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Insan normal dokularinda miR-124-1 geninin ekspresyonu Sekil 8’de
verilmistir (112).
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Sekil 8. insan normal dokularinda miR-124-1 geni mRNA ekspresyonu

Siklin bagimli kinaz 4 (CDK4)W dogrudan hedef alan miR-124Un
ekspresyonu 6zafagus kanserinde azalmaktadir. Hiicre dongiisiinde Retinoblastoma
proteini (Rb)ni fosforile ederek inaktive eden CDK4, miR-124 artisinda bloke olur ve
bu sayede kanser hiicresinde apoptoz artis1 gozlenebilir (114). Benzer sekilde etkiyle
miR-124, meme kanserinde kanser hiicrelerinin yasama, yayilma ve hiicre dongiilerini
kontrol altina almaktadir (115). Hiicre biiylimesi, yasami, apoptozu ve farklilagmasi
stireglerinde 6nemli rolii olan Notch yolaginda miR-124 “jagged1” (JAG1) ligantinin
mRNA'smnin 3'UTR bolgesini dogrudan hedef aldigindan mide kanseriyle de
iliskilendirilmistir (116). Hepatoseluler karsinomada da STAT3 (Sinyal dontistiiriicti
ve transkripsiyon aktivatori 3)'tin 3'UTR bdlgesine baglanan miR-124’(n hedef
alinmasiyla timor biiylimesinin baskilandigi bulunmustur (117). miR-124 ve
STAT3’Un glioblastoma U87 ve U251 hiicre hattinda ¢alisildig1 bir arastirmada; mir-
124’{in glioblastoma dokularinda ve hiicre hatlarinda azaldigi ancak STAT3’ln arttig1
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bulunmustur. miR-124’{in U87 ve U251 hiicre hattinin proliferasyonunda supresor
etkili oldugu ve apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir (118). Lusiferaz deneyi ile miR-
124’tin  STAT3 3’UTR bolgesine baglanarak ekspresyonunu inhibe ettigini
dogrulamiglardir. miR-124 inhibitériniin ise STAT3 ekspresyonunu ve hicre
proliferasyonunu arttirdig1 gosterilerek, glioblastomada miR-124/STAT3 yolaginin
terapotik acidan potansiyel roliine deginilmistir (118). miR-124’Gn STAT3’U direkt
olarak hedef aldig1 baska bir arastirmada da ortaya konmustur. Ulseratif kolit
hastalarinda miR-124 seviyeleri diiserken STAT3 fosforilasyon seviyelerinin arttig

bulunmustur. Ayni zit iliski deneysel kolit olan farelerde de gozlenmistir (119).

Arastirmacilar, miR-124’0Un kanser hucre hiperplazisi, kolorektal kanser
metastazi ve progresyonu ile de iliskili oldugu gosterilmistir. miR-124’Gn ROCK1
protein ekspresyonunu azalttigi ve bu sebeple bunun kolorektal kanser tedavisinde
yeni efektif bir terapotik strateji olabilecegi fikrini ne siirmiislerdir (120). Kolorektal
kanserde miR-124 seviyelerinin belirgin bi¢imde distiigii, PRPS1 ve RPIA
seviyelerinin ise arttig1 ve bunun sag-kalim oraninmi azalttig1 belirtilmistir. miR-124,
DNA sentezini ve pentoz fosfat yolu enzimleri seviyelerini diisiirerek proliferasyonu
inhibe etmektedir. miR-124’lin sag-kalim siiresi ile iliskili olmasi prognozda

kullanilabilecegi fikrini akla getirmektedir (121).

Protein fosfataz 1, diizenleyici alt unit 13 benzeri PPP1R13L, yani iASPP
prostat kanseri doku ve hiicre hatlarinda yiiksek seviyede eksprese oldugu
bulunmustur. miR-124 dogal baz cifti olarak iASPP ile eslesmektedir ve iASPP’1
3’UTR bolgesinden baglayarak mRNA ekspresyonunu baskilamaktadir (122).

Long ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptiklar1 ¢alismada; miR-124’0n RHK
hicrelerinde P- glikoproteini indlkleyen sinyal yolagindaki roli gosterilmistir.
Doksorubisin (DOX) ve vinblastin (VBL) direncli Caki-2 hiicrelerinde, azalmis miR-
124 ile artmus Fzd5 ve P-glikoprotein seviyelerini bulmuslardir. miR-124in, Fzd
siRNA’s1 taklit ederek Caki-2/DOX hiicrelerini apoptoza yonelttigi bulunmustur. Fzd5
hedefli miR-124 ve Fzd5 siRNA kullanimi Caki-2/DOX hiicrelerinde P-glikoprotein
seviyelerinde inhibitor etki gostermistir. Fzd5/protein kinaz C (PKC) sinyalinin P-
glikoprotein ve kanser hiicre sag-kalimi yiiksekliginden sorumlu oldugu ve miR-124

fonksiyonu ile bunun &nlenebilecegi ileri stirtilmiistiir (9).
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Kanser, farkli organ ve dokularda farkli sekillerde olusabildigi gibi aym
dokuya ait alt tip timorlerde bile molekiiler degisiklikler gdzlenebilir. Tek bir teoriyle
aciklanamayacak kanserin; metastazi, prognozu ve tedavisi ayri ayri ele alinmasi
gereken konulardir. Renal hiicreli karsinomun gec farkedilmesi ve ciddi malign
Ozelliginin yanisira tedaviye direngli olmasi, aragtirmacilari erken belirteg
yontemlerinin ve yeni tedavi stratejilerinin aragtirmasina tesvik etmistir. Kanser
yolaklar1 ve gorevli molekiiller bu alanda en sik arastirilan konulardir. Wnt sinyal
yolagi da onkogenezde arastirilmis ve frizzled proteinleri Gizerinden potansiyel tedavi
olanaklari ileri siiriilmiistiir. Son yillarda artan mikroRNA calismalar1 da kanser basta
olmak lizere bircok hastalikta arastirilan yeni nesil dizileme yontemlerinde sikca
rastladigimiz gilincel konulardan biridir. Calismamizda RHK ve RHK olmayan
dokulardan miR-124’(in ekspresyon analizinin yapilarak, RHK’da miR-124"{in

etkisinin aydinlatilmas1 hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Renal Hucreli Karsinom Dokularimin Toplanmasi

‘MTHFR C677T ve A1298C gen varyasyonlarimin bobrek kanseri
olusumuna etkilerinin incelenmesi’ baglikli proje kapsaminda elde edilmis dokularin
calismaya dahil edilmesi amaciyla diizenlemis oldugumuz tez arastirma projesi etik
kurul bagvurusu icin Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na
bagvurularak onay alindi. Saglik Bakanligi Okmeydam1 Egitim ve Arastirma
Hastanesinde bobrek kanseri tanisi konmus hastalardan tedavi amaciyla yapilmis olan
cerrahi girisimlerle elde edilen tiimor ve timor olmayan doku Ornekleri -80°C’da
sakland1 ve bu Orneklerden total RNA izolasyonu yapildi. Calismaya renal hiicreli
karsinom tanis1 kesinlesen 30 hasta dahil edildi. Calismada ayn1 hastalara ait saglikli
cevre bobrek dokusu ile renal hicreli karsinom dokulari, sirasiyla kontrol ve hasta

grubunu olusturdu.

2.2. Kullamilan Malzeme ve Cihazlar

Kimyasallar
e Etil alkol (Merc)
e Hidroklorik asit (Sigma, H1758)
e Hidrojen peroksit (Sigma, 349887)
e Izopropanol (Sigma, 19516)
e Lysis Reagent (QlAzol)

e Kloroform (Sigma)
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Kitler

e hsa-mir-124 RT-PCR Detection Kit (Cohesion Bioscience Limited,
London, UK)

e U6 Calibration Kit (Cohesion Bioscience Limited, London, UK)

Cihazlar
e Buzdolab:1 +4 °C ve -20 °C (Forma Scientific)
e Derin dondurucu -80°C (Heraeus Sepatech)
¢ Distile su cihazi (Millipore)
e Etlv (Heraeus) (Niive)
e Giig kaynagi (Stratagene)

e CFX Connect Real Time System (RT-PCR cihazi) (BioRad)
e Masalistu mini santrifij (Eppendorf) (Hettich)
e Otomatik pipetler (Gilson) (Eppendorf)(Thermo)

e T100 Thermal Cycler (PCR cihazi) (BioRad)

e Sogutmali santrifiij (Heraus)

e Spektrofotometre (NanoDrop 2000)

e CCD kamera (Bilgisayar donanim1 Bio Rad)

e Laminar Flow kabin (Hepa filtreli) (Thermo,
Scientific)
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2.3. Total RNA izolasyonu

Renal hiicreli karsinom patalojisine sahip drnekler ile saglikli ¢cevre dokusu
Orneklerinden ~30mg'lik kesit kullanilarak “QIAGEN lysis agent” trizol araciligr ile
total RNA izolasyonu yapildi. Total RNA izolasyonu asamasinin basamaklari

asagidaki gibi gerceklestirildi.

[y

. Asama Homojenizasyon:

Dokular steril ortamda bisturiyle pargalanarak 1ml Trizol i¢inde vortekslendi.

N

. Asama Faz Ayrismasi:

e Homojenize olan 6rnekler 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.

e Bekleme siiresi dolduktan sonra drneklerin tizerine 200l kloroform eklendi ve
ornekler 15 saniye kadar vortekslenerek oda sicakliginda 10-15 dakika kadar
beklemeye alindi.

e Ornekler +4°C'de 11.000X g 15 dakika santrifiij edildi ve stipernatant (akéz

kisim) kisim baska tiipe aktarildi.

w9

. Asama RNA c¢okelmesi:

e Ayrn tiipe aktarilmis olan siipernatantin {istiine 500ul isopropanol eklenerek
vorktekslendi ve oda sicakliginda 10 dakika beklemeye birakildi.

e Bekleme siresi dolduktan sonra +4°C, 12.000X g¢g'de 10 dakika santrifij

yapild.

N

. Asama RNA yikamasi:

Stipernatant uzaklastirildiktan sonra 1ml %75'lik etanol (sogutulmus) eklenip

pipetaj yapildi ve +4°C, 12.000X g’de, 5 dakika santrifiij yapildi.

RNA bu agamada beyaz pellet seklinde goriiniir halde elde edildi.

9]

. Asama RNA ¢6zme:

Stipernatant kisim dikkatli bir sekilde tiipten uzaklastirildiktan sonra kalan

alkoliin uzaklagmasi igin oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

23



e Bekleme siiresi dolduktan sonra pellet 50ul “Rnase free” distile su ig¢inde

coziilerek total RNA izolasyon islemi tamamlandi.

Total RNA izolasyonu takiben, drneklerin RNA kalite ve miktarlar1 nanodrop cihazi

ile lculerek kaydedildi.

2.4. mikroRNA Analizi

Total RNA’dan miR-124 ve U6 analizi Cohesion Bioscience’a ait “hsa-mir-
124 Real-time RT-PCR Detection and U6 Calibration Kit’ ile yapildi. mikroRNA
analizi iki asamadan olugsmaktadir. Birinci adim stem-loop RT adi verilen primerlerin
mikroRNA molekiillerinin 3’ kisimdan baglanarak reverse transkriptaz (RT) enzimi
ile RNA’dan cDNA iiretimi asamasidir. ikinci adimda ise Uretilen reverse transkriptaz
tirtiniiniin, miRNA spesifik forward ve reverse primerin ve SYBR Green boyasinin
kullanilarak gercek zamanli (real-time, RT) polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
Olciildiigli asamadir. mikroRNA analiz asamasinin prensipleri sekil 9’da gosterilmistir

(123).
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Sekil 9. mikroRNA analizi prensibinin sematik gosterimi

mikroRNA analizi i¢in kit prosediiriine uygun olarak asagidaki asamalar
gercgeklestirildi:
1. Ik olarak 1nM miRNA standart soliisyonu ve 0.1 nM calisma konsantrasyon
sollisyonu hazirlanarak -20 °C’da saklandi.
2. miIRNA RT primerleri 1 uM ¢alisma konsantrasyonlarina seyreltildi ve -20 °C’da
saklandi.
3. Total RNA kullanimi kit prosediiriine uygun oldugu i¢in mikroRNA izolasyonu
yapilmadi ve elde edilen total RNA'lar 100 ng olacak sekilde sulandirilarak standardize
edildi.

4. Reverse Transkriptaz reaksiyon karisimi Tablo 2°de verildigi gibi hazirlandi.

25



Tablo 2: Reverse Transkriptaz reaksiyon bilesenleri

Final Hacim (ul) /1
Reverse Transkriptaz malzemeleri
Konsantrasyonu reaksiyon
5x RT Master Mix 1X 4
dNTP (1nM) 0,375 mM 0,75
miR-RT Primerler (1 pM) 60nM 1,2
MMLYV Reverse Transkriptaz (200 U/ ul) 40U 0,2
Total RNA 1-3ug 2
RNAaz free distile su 11,85
Toplam 20 (pl)

5. Reverse Transkriptaz reaksiyon karigimi Tablo 3’teki protokole uygun olarak termal

dongl PZR cihazinda ¢alisildi.

Tablo 3: Reverse Transkriptaz reaksiyon protokoli

Derece Sire

Reverse 25°C | 30 dakika

Transkriptaz 42°C 30 dakika

karisim 85°C 5 dakika

4°C o0

6. Reverse Transkriptaz (RT) drlnleri gercek zamanli (real-time) PZR ¢alismalari
yapilana kadar -20 °C’da saklandi.
7. RT drdnlerini gergek zamanli PZR’de ¢alismak i¢in hazirlanan karisim kite uygun

olarak Tablo 4’te gosterildigi gibi hazirlandi.
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Tablo 4: Gergek zamanli PZR reaksiyon bilesenleri

Final Hacim (ul)
Reaksiyon malzemeleri

Konsantrasyonu | /1 reaksiyon
2x RT-PZR Master Mix 1X 10
miR spesifik Primer seti (10 uM) 0,2 uM 04
ROX referans boyasi 1X veya 5X 0,4
PZR enhancer 0/%25/%5 15
Tagq DNA Polimeraz (5U/ul) 1U 0,2
RNAaz free distile su 55
miRNA RT (rlni 2
Toplam 20 (ul)

8. Hazirlanan ger¢ek zamanli PCR karisimi Tablo 5°te yer alan protokole gére BioRad
RT-PZR sistemlerinde ¢alisildi. Her 6rnek igin ekspresyon sonuglari dublike edilerek

analizde ortalama Ct degerleri kullanildu.

Tablo 5: Gergek zamanli PZR protokoli

Derece Sure Dongii Sayisi
RT-PZR 95°C 3 dakika 1
karisimi
95°C 12 saniye
40
62°C 40 saniye

Calismanin standardizasyonu ve mikroRNA kontrolii i¢in sentetik miRNA standartlar

kullanildi. Bunun i¢in agsagidaki adimlar izlendi:
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1. Iml RNA dilisyon tamponu sentetik miRNA standartlarina eklenerek 1nM
stok olacak sekilde seyreltildi. 1,5 ml ependorf tlipiinde 1nM miRNA standart

soltisyonu 0,1 nM ¢alisma konsantrasyonuna seyreltildi ve -70 °C’da saklandi.

2. Calisma zamaninda 0,1 nM mikroRNA standart sollisyonu 5-7 arasinda tiipe

sirayla RNase free su ile diliisyona ugratildi.
3.2 ul RNA o6rnegi 20 pl RT reaksiyon karigimi da her tiipe eklendi.

4. Standart egri i¢in 2 pl 0,1 nM sentetik miRNA 6rnegi de 20 pl RT reaksiyon

orneklerine eklendi ve her reaksiyonda 6 x10’ kopya olusturuldu.

Gergek zamanli PCR sonucunda elde edilen miR-124 erime ve amplifikasyon

egrileri grafigi Sekil 10°da verilmistir.
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Sekil 10. miR-124 erime ve amplifikasyon egrisi grafigi

2.4.1. miR-124 ekspresyon analizinin hesaplanmasi

mMiR-124 ekspresyon seviyeleri AACT metoduna goére hesaplanmistir.
Applied Biosystems, Foster City, California 94404, USA’den Livak KJ ve Schmittgen
TD’ nin 2001 yilinda yayinladiklari ¢alismada yer alan yénteme gore 2 24T seklinde
hesaplandi. ‘-> seklinde hesaplama yapilmasinin sebebi asagida yer alan denklemin

kurularak hesaplama yapilmis olmasidir (124).

AACT=(CT(target,treated)—CT(ref,treated))—(CT(target,untreated)—CT(ref,untreated))
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Buna gore galismada hedeflenen miR-124 icin uygun referans (housekeeping)
gen U6 secildi. TUmor ve normal cevre dokular icin hem miR-124 hem U6 ekspresyon
analizleri gercek zamanli PZR ile olguldi. Sekil 11°de verilen gdrselde Rn; floresan
sinyaline normalize edilen raportor sinyalidir ve Ct (threshold cycle); amplifikasyon

egrisi ile esik ¢izgisi arasindaki kesisimi ifade etmetekdir (Sekil 11) (125).
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Sekil 11. Ct 6rnegi

Her bir 6rnek icin agagidaki sekilde hesaplama yapildi.

e Hasta Ct miR-124: Hastaya ait timdrden miR-124 ekspreyonu icin elde
edilen Ct degerini,

e Hasta Ct U6: Hastaya ait timdrden referans gen ekspresyonu icin elde edilen
Ct degerini,

e Kontrol Ct miR-124: Hastaya ait timor ¢evresi saglikli dokudan miR-124
ekspreyonu i¢in elde edilen Ct degerini,

e Kontrol Ct U6: Hastaya ait timor cevresi saglikli dokudan referans gen

ekspresyonu i¢in elde edilen Ct degerini ifade etmektedir.
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ACT miR-124 Hasta: Hasta Ct miR-124 - Hasta Ct U6
ACT miR-124 Kontrol: Kontrol Ct miR-124- Kontrol Ct U6

AACT: ACT miR-124 Hasta - ACT miR-124 Kontrol

2—AACT

ACT, AACT, 2722¢T degerleri ile deney ve kontrol arasindaki anlatim kat degisimini ve
p degerini bulunmaktadir. Kat degisimi 24T ve p degeri 22T ile hesaplanmaktadir
(126).

2.5. Istatistiksel Hesaplamalar

Istatistiksel analizler icin SPSS 22 paket programi kullanildi. Oncelikle
kontrol ve hasta grubunun ekspresyon seviyelerinin normal dagilip dagilmadigi
belirlemek amaciyla Skewness ve Kurtosis ile veri setinin dagilimi tespit edildi.
Normal dagilim goéstermedigi belirlenen verilerin analizi i¢in Spearman’s rho ve
Wilcoxon rank sum test kullanildi. Veriler ortalamazstandart sapma seklinde ifade
edildi ve p<0,05 anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Calismada 30 hastadan alinan toplam 60 6rnek timor ve kontrol olmak tizere
iki gruba ayrildi. Timor grubu, tedavi amaciyla yapilan cerrahi operasyon sonucu
‘Renal Hicreli Karsinom’ patolojisi konmus 30 adet tiimor dokusu, kontrol grubu ise
ayni hastalarin 30 adet sagliklt bobrek dokusundan olusturuldu. Hastalardan alinan
doku ornekleri sivi azotla donduruldu ve galismanin gergeklestigi giine kadar -80
°C’da muhafaza edildi. Total RNA izolasyonunu takiben yapilan ger¢ek zamanli PZR
ile olgun miR-124 anlatim analizleri incelenerek tiimor ve kontrol grubunda yer alan

orneklerin ekspresyon farki analiz edildi.

3.1. Calisma Gruplarinin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Calismaya dahil edilen hastalarin yas1 58,70+£10,26 iken boy, kilo ve viicut
kitle indeksi (VKI) degerleri sirasiyla; 172,17+5,62, 81,03+7,69, 27,52+2,967
bulundu. Hastalara ait verilerin degerleri Tablo 6’da ortalamazstandart sapma olarak

verilmistir.
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Tablo 6. Hastalarin karakteristik ozellikleri

Parametre Ortalama Minimum Maksimum

Yas 58,70+10,26 39 83
Boy 172,1745,62 163 185
Kilo 81,03+7,69 60 100
VKi 27,52+2,967 20,80 36,70
Bel cevresi 104,50+6,29 95 117
Total kolesterol 196,10+35,35 139 257
Trigliserid 159,07+36,20 98 225
HDL 43,4043,14 36 49
LDL 125,10+25,980 68 172
Notrofil 5,0670+1,0462 3,14 6,82

Lenfosit 1,6427+0,1837 1,32 1,99

VKI: Viicut kitle indeksi, HDL: Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein, LDL: Diisiikk Yogunluklu
Lipoprotein.

Renal Hiicreli Karsinom patolojisine sahip hastalardan alinan timaorlerin
ortalama ¢ap1 6,05+2,83 cm olarak bulundu. Hastalara ait minimum timor ¢ap1 2,5 cm
iken maksimum tiimor ¢ap1 13 cm idi. Orneklerden 15 tiimériin cap1 5 cm'den Kiigiik,
13 tiimoriin ¢ap1 5 ile 10 cm arasinda, 2 tiimdriin ¢apt 10 cm'den biiyiiktii. Tiimorlerin
Fuhrman derece seviyeleri Sekil 12'de gosterilmektedir. Tablo 7°de hastalarin timor

ve patolojilerine dair veriler yer almaktadir.
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Fuhrman Derece Dagilimi
= Derece 1 = Derece 2

Sekil 12. Fuhrman derecesine gore 6rneklerin dagilimi
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Tablo 7. Hastalarin timér patolojilerine ait genel bilgiler

Ornek

O© 00 N o Ol b W N -

W D DD NN DN NP NP PP P PR
O © 00 N o Ol D W NN PP OOwWwo Jo ol & WD - O

Yas

64
60
61
59
58
48
61
73
95
67
83
45
65
44
39
51
58
71
58
62
64
55
64
56
74
59
49
45
70
43

Patoloji

Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hucreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hucreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hucreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
Renal Hiicreli Karsinom
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Fuhrman
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Evre

T1
T3
T3
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T1
T2
T1
T2
T1
T2
T1
T1
T3
T3
T1
T2
T3
T1
T1
T1
T2
T1
T1
T2
T1

Tiimér Cap
(cm)
4
10
9
42
4
45
3
6,8
47
45
10
35
8
5
85
2,5
S
45

o1
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118
25
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3.2. miR-124 Ekspresyon Analizi

Tumoér ve normal cevre dokular icin hem miR-124 hem U6 ekspresyon
analizleri gercek zamanli PZR ile 6l¢iildii ve ekspresyon seviyeleri AACT metoduna
gore hesaplandi. 30 tiimor ve 30 g¢evre dokusu karsilagtirildiginda miR-124(in 28
timor dokusunda azalmis ekspresyona, 2 tiimor dokusunda ise kismen artmis
ekspresyona sahip oldugu goriildii. P degerlerini belirlemek amaciyla kullanilan ACT
ve 22T kontrol ve tiimér grubuna ait degerler tablo 8°de yer almaktadir. Tiimdr ve

kontrol grubunun ortalama ACT degerleri sirastyla 9,30+2,24 ve 6,73+1,95 idi.

Tablo 8. miR-124 icin elde edilen ACT ve 2°2¢T degerleri

Grup Say1 Ortalamaz Standart Sapma | Maksimum Minimum
ACT Timor 30 9,30£2,24 14,46 5,67

ACT Kontrol 30 6,73+1,95 111 1,57

2-2CT TUmor 30 0,0036+0,005 0,0196 0,000044
22¢TKontrol 30 0,0285+0,068 0,3368 0,00045

Analizler i¢in ekspresyon seviyelerinin dagilimlar1 incelendiginde homojen
olmadig goriildii. Bu sebeple non-parametrik bir test olan “Wilcoxon rank sum test’
ile timor ve kontrol dokulari arasindaki ekspresyon analizi farki ‘ACT’ degerleri
tizerinden yapildi ve Z=-4,453, p < 0,001 olarak bulundu. Kat degisimi olarak bilinen
‘fold change’ degerleri ise 22T metodu ile hesapland: ve 0.356 bulundu (Tablo 9).

Tablo 9. miR-124 i¢in elde edilen degerler

Tumor Dokusu Saghkh Cevre Dokusu
(Deney Grubu) (Kontrol Grubu)
ACT 9.30+£2,24 6,73+£1,95
AACT 2.72
2-AACT 0.356
p <0, 001
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Sekil 13’te miR-124 icin elde edilen real-time PZR sonuglarinin timér ve

kontrol 22€T degerlerine gore karsilastirilmasi verilmistir.

Tumor Dokusu Saglikh Cevre Dokusu
(Deney Grubu) (Kontrol Grubu)

Sekil 13. Tiimor ve Kontrol dokularinda miR-124 ekspresyonu

Tiimor ve kontrol gruplarmin 24T miR-124 ekspresyon seviyelerine bakildiginda;
timaor grubunun ekspresyon seviyeleri viicut Kitle indeksi (p=0.023, r=-0.413), timor
evresi (p=0.022, r=-0.417), timor ¢ap1 (p=0.009, r=-0.468) ve noétrofil degerleri
(p=0.023, r=-0.415) ile anlamli seviyede ve negatif yonde korelasyon gosteriyordu.
Yani tiimdr evresi ve ¢ap1, VKI ve nétrofil degerleri arttikca miR-124’0in daha az
seviyede eksprese edildigi gozlendi. Yas, boy, kilo, bel cevresi, total kolesterol,
trigliserid, HDL, LDL, Fuhrman, Lenfosit ve Visseral adipozite indeksi (VAI)
parametreleri ile miR-124 ekspresyon seviyeleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir

korelasyon bulunmadi (Tablo 10).
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Tablo 10. 2"2°T Tiimér ve kontrol gruplarinda miR-124 ekspresyonunun hasta parametreleriyle karsilastiriimasi
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VKI: Viicut kitle indeksi, TG: Trigliserid, HDL: Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein, LDL: Diisiik Yogunluklu Lipoprotein, VAI: Visseral adipozite indeksi

37



TUmor evresine gore 3 farkli gruba ayrilan dokularda miR-124 ekspresyonu ile
diger tiim parametreler Spearman’s rho testine gore degerlendirildi. T1 evresindeki
timor dokularinda miR-124 ekspresyonu total kolesterol ve nétrofil degerleri
acisindan negatif korelasyona sahip oldugu bulundu (sirasiyla, r=-0,563, p=0,012; r=
-0,476, p=0,04). T2 evresindeki timor doku érneklerinde miR-124 ekspresyonu ile
Fuhrman (r=-0,926, p=0,008) ile negatif yonde ve timér ¢ap1 (r=0,812, p=0,05) ile
pozitif yonde korelasyon gozlendi. T3 evresindeki tiimor dokularinda miR-124
ekspresyonu ile boy arasinda sinirda anlamli negatif korelasyon bulundu (r=-0,872,
p=0,054). T3 evresinde saglikli kontrol bobrek dokusundaki miR-124 ekspresyonu ile
total kolesterol duzeyleri negatif yonde anlamli iken (r= -0,900, p=0,037), T3 evreli
hem timoér hem kontrol dokusunda miR-124 ekspresyonunun vicut kitle indeksi ile
negatif yonde korelasyon saptandi (r=-0,900, p=0,037). Yas, kilo, bel ¢evresi,
trigliserid, HDL, LDL, Lenfosit ve Visseral adipozite indeksi (VAI) parametreleri ile
timor evrelerine gore ayrilmis miR-124 ekspresyon seviyeleri arasinda istatiksel

olarak anlamli bir korelasyon bulunmadi (Tablo 11).
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Tablo 11. Timor evresine gore miR-124 ekspresyonunun hasta parametreleri ile korelasyonu
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VKI: Viicut kitle indeksi, TG: Trigliserid, HDL: Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein, LDL: Diisiik Yogunluklu Lipoprotein, VAI: Visseral adipozite indeksi
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4. TARTISMA ve SONUC

Renal hiicreli karsinom (RHK) biyolojisinin anlasilmasinda kaydedilen son
gelismelere, basarili cerrahi girisimlere ve yeni hedeflenmis tedavilerin
uygulanmasma ragmen, RHK hastalarinin prognozu kotii seyretmeye devam
etmektedir. RHK'nin dort ana histolojik alt tipini olusturan vakalarin, %75'i berrak
hicre RHK (bhRHK), %12’si papiller RHK (pRHK), %8 oraninda rastlanilan
kromofobik RHK (kRHK) (%4) ile onkositomlar1 (%4) ve %5’i ise nadir alt tirlerden
olusmaktadir (127). RHK igin cerrahi rezeksiyon en iyi tedavi yaklasimi olmasina
ragmen, operasyon sonrasi hastalarin yaklagik %20-30'unda tiimér olusumu tekrar
etmektedir (128). Hastalarin % 30'unun ilk teshisinde metastaz goriilmektedir (129).
Bununla birlikte RHK, kemoterapi ve radyasyon dahil olmak Uzere konvansiyonel

terapotik yontemlere karsi oldukea direncli bir fenotipe sahiptir (130, 131).

Onkoloji alaninda yapilan ¢aligmalarda hastaligin erken teshisi ya da tlimoriin
malign olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilan molekiiler arastirmalardan
bazilar1 mikroRNA’lar {izerine yogunlasmaktadir (94). Yaklasik 22 niikleotid dizisi
iceren kodlanmayan RNA sinifinda yer alan mikroRNA’lar hedefleri olan mRNA’lara
baglanmak suretiyle gen ekspresyonunu diizenleme oOzelligine sahiptirler (94).
Onkogen ya da tiimor baskilayici olarak hareket eden mikroRNA’lar; proliferasyon,
hlicre gocl ya da invazyon gibi surecleri etkilemeleri sebebiyle renal hiicreli karsinom
patofizyolojisinde rol oynadigi diisiiniilmektedir (67). Redova ve arkadaslari, RHK
hasta serumlarinda artmig miR-378 ve azalmis miR-451 ekspresyon seviyelerini
bildirmislerdir (68). Silva Santos ve arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢alismada; RHK
timorli dokularda saglikli dokuya kiyasla 6zellikle miR-21, miR-141 ve miR-200b
ekspresyon seviyelerinin azaldigini bulmuslardir (71). Yeni nesil biyolojik belirtec
gorevi gorebilecegi diislinlilen miRNA sonuglarinin onaylanmasi ve rutin klinik

kullanim dogrulanmasi amaciyla daha ¢ok arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir (77).

Kemoterapiye direng ve mikroRNA iligkisinin degerlendirildigi bir
arastirmada; doksorubisin (DOX) ve vinblastin (VBL) direngli Caki-2 hicrelerinde
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artmis Fzd5, P-glikoprotein seviyeleri ile azalmis miR-124 ekspresyon seviyeleri
bulunmustur. miR-124 mimetikleri ile Caki-2/DOX hicreleri muamele edildiginde
hiicrelerin apoptoza yoneldigi bulunmustur (9). Coklu ila¢ direnci ile alakali P-
glikoprotein ekspresyonunun, renal kanserde kritik rollere sahip Fzd5 hedefli miR-124
ve Fzd5 siRNA kullanimiyla inhibe ettigi gosterilmistir. FZD5/protein kinaz C (PKC)
sinyalinin P-glikoprotein ve artmis kanser hiicre sag kalimidan sorumlu oldugu ve
miR-124 fonksiyonu ile bunun onlenebilecegi ileri siiriilmistiir (9). Berrak hicreli
RHK ve normal bobrek dokularinin galisildigi bir arastirmada; miR-124-3p’nin hiicre
donguisunin S fazinda azaldigr bildirilmis ve bhRHK agresif/metastatik davranisina
katkida bulundugu vurgulanmistir (132). Gebauer ve arkadaglari tarafindan berrak
hicreli RHK’da miR-124-3p’nin timor spesifik hipermetilasyonu bulunmus ve

bagimsiz bir prognostikator olarak onerilmistir (133).

Literatirde renal sistem ile miR-124 iliskisinin kuruldugu c¢alismalardan
birinde mikroRNA’larin hipertansiyona etkisi degerlendirilmistir. Calismada renal su
ve tuz dengesi regulasyonunda rol alan mineralokortikoid reseptdr geni, Nukleer
reseptor alt ailesi 3, grup C, Uye 2 (NR3C2)’yi hedef alan mikroRNA’lar incelenmistir.
miR-124 ve miR-135a'nin NR3C2 3'UTR raportor yapi aktivitesini sirasiyla 1,5 ve 2,2
kat baskiladigi bildirilmistir (134). miR-124 ve miR-135a'nin renin-anjiyotensin-
aldosteron sisteminde etkili oldugu ve bdylece kan basincinin diizenlenmesinde rol
oynadig1 gosterilmistir (134). Hipoksinin renal epitelyal hicrelerde artmis matriks
metalloproteinaz 2 (MMP2) ekspresyonu ile iligkili olarak mezenkimal ve migratOr
fenotipe neden oldugu bulunmustur. Hipoksi-bagimli artmis MMP2 ekspresyonu
azalmis miR-124 transkripsiyonu ile diizenlendigi ve miR-124 asir1 ekspresyonunun

hipoksiyle uyarilan hiicre gogiinti 6nledigi bildirilmistir (135).

miR-124’{in sinyal doniistiiriicli ve transkripsiyon aktivatori 3 (STAT3)’Un
3’transle edilmeyen bolgesine (3’-UTR) direkt baglanarak kolorektal kanser
hlcrelerinde apoptotik siireci aktive ettigi in vivo ve in vitro olarak gosterilmistir.
Calismada kolorektal kanser dokularinda da miR-124 ekspresyon seviyesi anlamli
derecede diisiik bulunmustur (136). Zhang ve arkadaslar1 benzer sekilde kolorektal
kanser dokular1 ve kolorektal kanser hiicre hatlarinda (SW480, SW620 and LOVO)
miR-124 ekspresyon seviyeslerini énemli 6l¢ude diisiik bulmuslardir. Ayni1 zamanda
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miR-124’0n in vivo ve in vitro insan kolorektal hicrelerinde radiyosensitiviteyi

arttirdig1 ve terap6tik bir ajan olabilecegi vurgulanmistir (137).

Zhang ve arkadaslari ovaryum kanserinde ve hiicre hatlarinda miR-124
ekspresyonunu diisiik seviyede bulmuslardir. miR-124’0Gn epitalyal ovaryum
kanserinde migrasyon ve invazyonun dizenlenmesinde potansiyel yeni bir tedavi
uygulamasi olabilecegini ileri siirmiislerdir (138). Baska bir ¢alismada miR-124’(n
servikal kanser HelLa ve C33A hicrelerinde vaskilojenik taklitin, migrasyon ve
invazyonun baskiladigi gosterilmis ve miR-124’lin servikal kanserde metastazi
onlemede Onemli olabilecegi vurgulanmistir (139). miR-124 gen ekspresyonunun

pankreas (140) ve prostat kanser (141) dokusunda da azaldigi gosterilmistir.

Mide kanser dokularinda miR-124 ekspresyonunu arastiran Hu ve arkadasglari,
miR-124’tin mide kanserinde ekspresyon seviyesinin azaldigir gostermislerdir (142).
Mide kanserinde miR-124’lin Zeste homolog 2 arttiricty1 (EZH2) hedef alarak hicre
biiyiimesini baskiladigi ve S5-fluorourasil (5-FU) tedavisine duyarlilik sagladigi
bildirilmistir (143).

Hepatoselller karsinoma HepG2 hiicrelerinde miR-124’(in fosfoinositid 3
kinaz katalitik altiinit alfa (PIK3CA)’ y1 hedefledigi rapor edilmistir. miR-124 asir
eksprese edildiginde PIK3CA’nin hem mRNA hem de protein seviyelerinin diistiigii

ve hiicre ¢ogalmasini G1 fazinda durdurdugunu in vitro olarak gosterilmistir (144).

Nazofaringiyal karsinomada in vitro ve in vivo olarak miR-124’0n
tiimorogenez lizerine etkilerinin degerlendirildigi baska bir calismada ise; 7 NFK
hiicre hattinda (5-8 F, 6-10B, CNE1, CNE2, HONE-1, C666-1 ve Sune-1) miR-124
seviyesi diisiik bulunmustur. Bu ¢alismada tiimor I evresinde miR-124 ekspresyon
seviyesi, timor evresi 11-1V’e gore daha yuksek bulunmustur ve timor evreleri ile
miR-124 ekspresyonunun negatif korelasyon gosterdigi bildirilmistir (145).
Nazofaringiyal karsinomada uzak doku metastazuyla yakin doku metastazi
karsilastirildiginda; miR-124 ekspresyonu uzak metastaz yapan tumoérlerde daha
diisiik seviyelerde bulunmustur (145). Meme kanser dokular lenfatik nod ve metastaz
durumuna gore iki gruba ayrildiklarinda metastaz yapan gruba ait miR-124

seviyelerinin ¢ok daha diistik oldugu gozlenmistir. TNM siiflandirmasina gore ileri
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evre meme kanserli hastalarda miR-124 seviyesinin daha diisiik oldugu bildirilmistir
(146).

Medulloblastoma drneklerinde miR-124 ekspresyon seviyesinin 10 kat diisiik
ifade edildigi rapor edilmistir (147). miR-124"{in medulloblastoma hiicrelerinde diisiik
seviyede eksprese edildigini gosteren baska bir ¢alismada, lusiferaz assay ile miR-124
ve Siklin bagimh kinaz 6 (CDK6) arasinda fonksiyonel iligki oldugu gosterilmistir.
Ayrica bu ¢alismada miR-124 ekspresyonunun hicre blyumesini belirgin bigcimde
azalttigr ancak apoptozu etkilemedigini bildirilmistir (148). Ug farkli glioma
orneginde miR-1240in ekspresyonunun énemli 6l¢iide azaldigi bulunmustur. Y ksek
seviyeli (IIl ve IV) timorlerde diisiik seviyeli olan tiimore oranla (II) miR-124
ekspresyon seviyesi daha diisik bulunmustur ve glioma malignitesi ile
iliskilendirilmistir (149). Noronal miRNA’lardan sayilan miR-124 ndéroblastoma ile
de iligkili bulunmustur. Insan beyin gliomasinda siklin bagimli kinaz 4 (CDK4)’iin
artmis ekspresyonu, tedaviye karsi direng ve hastaligin tekran ile iliskilendirilmistir.
Deng ve arkadaglarinin yaptiklar ¢alismada CDK4’in miR-124 igin potansiyel bir
hedef oldugu ve radyoterapiye duyarlilik sagladigini bildirmislerdir (150). CDK4 ve
miR-124 iliskisi mesane kanserinde de kurulmustur. Zhang ve arkadaslar1 yaptiklar
calismada kullandiklar1 mesane kanser dokularinda ve hiicre hatlarinda (HT1197,
HT1376, 182, ve 5637) CDK4 icin artmig ve miR-124 ic¢in azalmis ekspresyon
bulgusuna ulagmiglardir (151).

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda miR-124 ve renal hicreli karsinomla
iligkili ¢ok sinirli sayida ¢alisma bulundugu goézlenmistir. Bu anlamda c¢alisma
sonuglarimizin literatiirdeki bu eksikligin giderilmesine katki saglayacagin
disiinmekteyiz. Calismamizda timor ve saghkli g¢evre dokularinda miR-124
ekspresyonunu karsilastirdigimizda; miR-124’(in renal hucreli karsinom dokusunda
saglikli ¢evre dokuya gore azalmig ekspresyona sahip oldugunu gozlemledik (Z=-
4,453, p<0,001). miR-124’iin 28 tiimoér dokusunda azalmis ekspresyona, 2 timor
dokusunda ise kismen artmis ekspresyona sahip oldugu goriildii. Timor ve kontrol
grubunun ortalama ACT degerlerini sirasiyla 9,30£2,24 ve 6,73£1,95 bulundu. miR-
124 tiimdr dokularina kontrol dokularma gore 0.356 kat daha az eksprese edildigi
goruldl. Arastirma bulgularimiz literatiirdeki diger kanser dokularinda yapilan

calismalarda yer alan azalmis miR-124 ekspresyonu bulgusuyla uyumludur.
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Tiimoér ve kontrol gruplarinin 22T miR-124 ekspresyon seviyelerine
bakildiginda; tiimoér grubunun ekspresyon seviyeleri vicut Kitle indeksi (p=0.023, r=-
0.413), timor evresi (p=0.022, r=-0.417), timor ¢ap1 (p=0.009, r=-0.468) ve notrofil
degerleri (p=0.023, r=-0.415) ile anlamli seviyede negatif yonde korelasyon bulundu.
Yani tiimdr evresi ve ¢ap1, VKI ve nétrofil degerleri arttikca miR-124’0in daha az
seviyede eksprese edildigi goraldi. Tumor evresi ile ilgili benzer bir bulguya Peng ve
arkadaslar1 nazofaringiyal karsinomda gozlemlemistir. TUmOr evresi ilerledikge miR-
124’tin daha az eksprese edildigi ve bu sebeple miR-124’in NFK progresyonu ile
iliskili olabilecegi belirtilmistir (145). Shi ve arkadaslar1 glioma 6rneklerindeki yiiksek
seviyeli (IIT ve IV) tiimérlerin diisiik seviyeli olan timdrlere oranla (1) azalmis miR-
124 ekspresyon dizeylerine sahip oldugunu gosterdikleri i¢in miR-124’0 glioma
malignitesi ile iliskilendirmislerdir (149). Ayrica miR-124 ve metastazin
iliskilendirildigi literatiirlere de rastlanmaktadir. miR-124’Gn meme Kkanserli
metastazik dokularda daha diisiik seviyede eksprese edildigi bildirilmistir. TNM
smiflandirmasina gore ileri evre meme kanserli hastalarda miR-124 seviyelerinin ¢ok

daaha diisiik oldugu gosterilmistir (146).

Sonug¢ olarak miR-124 ile renal hiicreli karsinom iligkili literatiire pek
rastlanmamaktadir. Arastirmamizda miR-124 ile renal hiicreli karsinom iligkisi
aydinlatilmaya c¢alisilmistir. Deneylerimiz sonucunda renal hicreli karsinomda miR-
124 ekspresyon seviyelerinin azaldiginin gosterilmesi renal hicreli karsinomda miR-
124’(in biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Degisen miR-124
ekspresyon diizeyleri ile timor evreleri ve metastaz arasindaki iliski; miR-1240n
hastaligin prognozunda ve tedavisinde etkili olabilecegini akla getirmektedir.

Sonuglarimizin ileri klinik ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

44



KAYNAKCA

(1) Campbell, S.C ve Lane, B.R. (2011). Malignant renal tumors in Campbell-Walsh
urology. In: Wein AJ, Kavoussi LR, Novick AC, Partin AW, Peters CA, editors.
Philadelphia: Saunders Elsevier, 1413-74.

(2) Pécuchet, Nicolas ve Fournier Laure S. (2013). New insights into the management
of renal cell cancer. Oncology. 84.1, 22-31.

(3) De Luca, A ve Digerleri. (2008). Molecular biology of renal-cell carcinoma. E J
C 2008, 30-4 (Suppl 6).

(4) Singer, EA ve Digerleri. (2013). Evolving therapeutic targets in renal cell
carcinoma. Curr Opin Oncol. 25.3, 273-80.

(5) Ambros, Victor. (2004). The functions of animal microRNAs. Nature. 431.7006,
350-55.

(6) Bartel, DP. (2004). MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and function.
Cell. 116.2, 281-97.

(7) Sevignani, C ve Digerleri. (2006). Mammalian microRNAs: a small world for fine-
tuning gene expression. Mamm Genome 17.3, 189-202.

(8) Calin, George A. (2009). MicroRNAs and cancer: what we know and what we still
have to learn. Genome Med. 1.8, 78

(9) Long, QZ ve Digerleri. (2015). miR-124 represses FZD5 to attenuate P-
glycoprotein-mediated chemo-resistance in renal cell carcinoma. Tumour Biol. 36.9,
7017-26.

(10) zZhang, C ve Digerleri (2015). MicroRNA-124 suppresses the migration and
invasion of osteosarcoma cells via targeting ROR2-mediated non-canonical Wnt
signaling. Oncol Rep. 34.4, 2195-201.

(11) Logan, Catriona Y ve Nusse, Roel. (2004) “TheWnt signaling pathway in
development and disease, ”Annual Review of Cell and Deve opmental Biology,
vol.20, pp.781-810,2004.

(12) Xu, Q ve Digerleri. (2016). Wnt Signaling in Renal Cell Carcinoma. Cancers
(Basel). 8.6. pii: E57. doi: 10.3390/cancers8060057.

45



(13) Furuta, M ve Digerleri. (2010). miR-124 and miR-203 are epigenetically silenced
tumor-suppressive microRNAs in hepatocellular carcinoma. Carcinogenesis 31, 766-
776.

(14) An, L ve Digerleri. (2013). microRNA-124 inhibits migration and invasion by
down-regulating ROCK1 in glioma. PLoS One 8, e69478.

(15) Virchow, Rudolf. (1858). Die Cellular pathologie in ihrer Begriindung auf
physiologische und pathologische Gewebelehre. Berlin.von August Hirschwald

Verlag.

(16) Hanselmann, RG ve Welter, C. (2016). Origin of Cancer: An Information, Energy,
and Matter Disease. Frontiers in Cell and Developmental Biology. 4.121.

(17) Boveri, Theodor. (1914). Zur Frageder Entstehung Maligner Tumoren. Jena:
Fischer Verlag.

(18) Hanahan, Douglas ve Weinberg, Robert. (2011). Hallmarks of cancer: the next
generation. Cell. 144.5, 646-674. doi: 10.1016/j.cell.2011.02.013.

(19) Weaver, Beth A.A. ve Cleveland, Don W. (2007). Aneuploidy: instigator and
inhibitor of tumorigenesis. Cancer Res. 67.21, 10103-10105.

(20) Hasle, Henrik ve Clemmensen, Inge Haunstrup. (2000). Risks of leukaemia and
solid tumours in individuals with Down’s syndrome. Lancet. 355.9199, 165-1609.
(21) Martincorena, I ve Digerleri. (2015). High burden and pervasive positive selection
of somatic mutations in normal human skin. Science. 348.6237, 880-886. doi:
10.1126/science.aaa6806

(22) Duesberg, P ve Digerleri. (2011). Is carcinogenesis a form of speciation? Cell
Cycle. 10.13, 2100-2114. doi: 10.4161/cc.10.13.16352

(23) Seyfried, Thomas N. (2015). Cancer as a mitochondrial metabolic disease.
Front.Cell Dev.Biol. 3, 1-12. doi: 10.3389/fcell.2015.00043

(24) Gatenby, Robert A. ve Gillies, Robert J. (2008). Hypoxia and metabolism-
Opinion-A microenvironmental model of carcinogenesis. Nat. Rev. Cancer. 8, 56-61.
d0i:10.1038/nrc2255.

(25) Baker, Stuart. (2015). A cancer theory kerfuffle can lead to newlines of research.
J. Natl. Cancer Inst. 107.2, 1-8. doi: 10.1093/jnci/dju405

46



(26) Mack, S.C ve Digerleri. (2014). Epigenomic alterations define lethal CIMP-
positive ependymomas of infancy. Nature. 506.7489, 445-450. doi:
10.1038/nature13108.

(27) Versteeg, Rogier. (2014). Cancer: tumours outside the mutation box. Nature.
506.7489, 438-439 doi: 10.1038/nature13061

(28) Lengauer, Christoph ve Kinzler, Kenneth W. (1998). Genetic instability in human
cancer. Nature. 396.6712, 643-649. doi: 10.1038/25292

(29) Duesberg, Peter. (2005). Does aneuploidy or mutation start cancer? Science.
307.5706: 41-42.

(30) Tomasetti, Cristian ve Vogelstein, Bert. (2015). Cancer etiology. Variations in
cancer risk among tissue can be explained by number of stem cell divisions. Science.
347.6217, 78-81. doi: 10.1126/science.1260825

(31) Aydin, S. (2007). Tiirkiye’ de Uriner Sistem Kanserlerin Gériilme Sikligi. Turk
Uroloji Dergisi. 33.4, 392-397.

(32) Mollahaliloglu, S ve Digerleri. (2007). Tiirkiye'de Saghga Bakis. Saglk
Bakanligi, Refik Saydam Hifzissthha Merkezi Baskanligi Hifzissthha Mektebi
Miidiirliigii. Sayfa. 59-67.

(33) Gultekin, M. ve Boztas, G. (Ed.). (2014) T.C. Saglik Bakanligi, Tiirkiye Halk
Saglig Kurumu Tirkiye Kanser Istatistikleri.
http://kanser.gov.tr/Dosya/kayitcilik/2009kanseraporu.pdf Erisim Tarihi: 15.12.2016

(34) Ozes, O.N ve Digerleri (2011). Bobrek Kanserinin Molekiler Temeli Tiirkiye
Klinikleri. J Urology-Special Topics. 4.1, 1-9.

(35) Ozkan, Tayyar Alp ve Yildiz, Kiirsat. (2012). Bébrek hiicreli kanser evrelemesi:
2010 TNM smniflandirma sistemi ve Tiirkiye gecerliligi. Uroonkoloji Biilteni. 11.3,
206-211.

(36) Dilioglugil, Ozdal. (2001). Genitolriner Kanserlerde Evrelendirme Prensipleri.
1.Baski. Istanbul: Deonta yayincilik, 5-12.

(37) Fuhrman, Susan A. ve Lasky, Larry C. (1982). Prognostic significance of
morphologic parameters in renal cell carcinoma. Am J Surg Pathol. 6.7, 655-663.

(38) Sean Williamson, M.D. (2012). Kidney tumor Adult malignancies -
miscellaneous Nuclear grading (Fuhrman). PathologyOutlines.com,
http://www.pathologyoutlines.com/topic/kidneytumormalignantnucleargrading.html,
Erigim Tarihi: 15. 12. 2016

47



(39) American Cancer Society: Cancer Facts and Figures. (2016). Atlanta, Ga:
American Cancer Society, 2016.
http://www.cancer.org/acs/groups/content/ @research/documents/document/acspc-
047079.pdf Erisim Tarihi: 15.12.2016

(40) DeVita, Vincent T. Jr. ve Lawrence, Theodore S. (2011). Cancer: Principles and
Practice of Oncology. 9th ed. Philadelphia, Pa: Lippincott Williams & Wilkins.

(41) PDQ® Cancer Genetics Editorial Board. PDQ Genetics of Kidney Cancer (Renal
Cell Cancer). Bethesda, MD: National Cancer Institute. Online Yayinlanma
Tarihi:12/02/2016, https://www.cancer.gov/types/kidney/hp/kidney-genetics-pdq
Erisim Tarihi:12/15/2016.

(42) Shuch, B ve Digerleri. (2014). Defining early onset kidney cancer: implications
for germline and somatic mutation testing and clinical management. J Clin Oncol.
32.5, 431-437. doi: 10.1200/JC0.2013.50.8192.

(43) Gudbjartsson, T ve Digerleri. (2002). A population based familial aggregation
analysis indicates genetic contribution in a majority of renal cell carcinomas. Int J
Cancer. 100.4, 476-479.

(44) Vira, MA ve Digerleri. (2007). Genetic basis of kidney cancer: a model for
developing molecular targeted therapies. BJU Int. 99.5, 1223-1229.

(45) Choyke, PL ve Digerleri. (2003). Hereditary renal cancers. Radiology. 226.1, 33-
46.

(46) Zbar, B ve Digerleri. (2007). Familial renal carcinoma: clinical evaluation,
clinical subtypes and risk of renal carcinoma development. J Urol. 177.2, 461-465.

(47) Hemminki, Kari ve Li, Xinjun. (2004). Familial risks of cancer as a guide to gene
identification and mode of inheritance. Int J Cancer. 110.2, 291-294.

(48) Mucci, L ve Digerleri. (2016). Familial Risk and Heritability of Cancer Among
Twins in Nordic Countries. JAMA. 315.1, 68-76. doi: 10.1001/jama.2015.17703.

(49) Chow, Wong Ho ve Devesa, Susan S. (2008). Contemporary epidemiology of
renal cell cancer. Cancer J. 14.5, 288-301. doi: 10.1097/PPO.0b013e3181867628.

(50) Shenoy, N ve Digerleri. (2015). Role of DNA methylation in renal cell carcinoma.
J. Hematol Oncol. 22.8, 88. doi: 10.1186/s13045-015-0180-y.

(51) Arai, E ve Digerleri. (2014). Multilayer-omics analysis of renal cell carcinoma,
including the whole exome, methylome and transcriptome. Int. J. Cancer. 135, 1330-
1342. doi: 10.1002/ijc.28768

48



(52) DiMeo, T.A ve Digerleri. (2009). A novel lung metastasis signature links Wnt
signaling with cancer cell self-renewal and epithelial-mesenchymal transition in basal-
like breast cancer. Cancer Res. 69, 5364-5373.

(53) Kruck, S ve Digerleri. (2013). Impact of an Altered Wnt1/Beta-catenin expression
on clinicopathology and prognosis in clear cell renal cell carcinoma. Int. J. Mol. Sci.
14, 10944-10957. d0i:10.3390/ijms140610944

(54) Hsu, R.J ve Digerleri. (2012). WNT10A plays an oncogenic role in renal cell
carcinoma by activating WNT/Beta-catenin pathway. PLoS ONE. 7, e47649. doi:
10.1371/journal.pone.0047649

(55) Saini, Sharanjot ve Majid, Shahana. (2011). The complex roles of Wnt antagonists
in RCC. Nat. Rev. Urol. 8, 690-699.

(56) Kondratov, A.G ve Digerleri. (2012). Alterations of the Wnt7a gene in clear cell
renal cell carcinomas. PLoS ONE. 7, e47012. doi: 10.1371/journal.pone.0047012

(57) Takebe, N ve Digerleri. (2015) Targeting Notch, Hedgehog, and Wnt pathways
in cancer stem cells: Clinical update. Nat. Rev. Clin. Oncol. 12.8, 445-464. doi:
10.1038/nrclinonc.2015.61.

(58) Salinas, Patricia C. (2005). Signaling at the vertebrate synapse: new roles for
embryonic morphogens? J Neurobiol. 64.4, 435-445. doi: 10.1002/neu.20159

(59) Malaterre, Jordane ve Ramsay, Robert G. (2007). Wnt-Frizzled signalling and the
many paths to neural development and adult brain homeostasis. Front Biosci. 12, 492—
506.

(60) Inestrosa, Nibaldo ve Arenas, Ernest. (2010). Emerging roles of Wnts in the adult
nervous system. Nat Rev Neurosci. 11.2, 77-86. doi: 10.1038/nrn2755.

(61) Masckaucha’n, T. Nestor ve Kitajewski, Jan. (2006). Wnt/Frizzled signaling in
the vasculature: new angiogenic factors in sight. Physiology (Bethesda). 21, 181-188.
doi: 10.1152/physiol.00058.2005

(62) Gross, J.C ve Digerleri. (2012). Active Wnt proteins are secreted on exosomes.
Nat. Cell Biol. 14, 1036-1045. doi: 10.1038/nch2574.

(63) Raposo, Graca ve Stoorvogel, Willem. (2013). Extracellular vesicles: Exosomes,
microvesicles, and friends. J. Cell Biol. 200, 373-383. doi: 10.1083/jcb.201211138.

(64) Yanez-Mo, M ve Digerleri. (2015). Biological properties of extracellular vesicles
and their physiological functions. J. Extracell Vesicles. 4, 27066. doi:
10.3402/jev.v4.27066.

49



(65) Krause, Mirja ve Samoylenko, Anatoly. (2015). Exosomes as renal inductive
signals in health and disease, and their application as diagnostic markers and
therapeutic agents. Front. Cell. Dev. Biol. 3, 65. doi: 10.3389/fcell.2015.00065.

(66) Janssens, N ve Digerleri. (2004). Alteration of Frizzled expression in renal cell
carcinoma. Tumour Biol. 25.4, 161-171. doi:10.1159/000081098.

(67) Li, M ve Digerleri. (2015). MicroRNAs in renal cell carcinoma: a systematic
review of clinical implications (Review). Oncol Rep. 33.4, 1571-8. doi:
10.3892/0r.2015.3799.

(68) Redova, M ve Digerleri. (2012). Circulating miR-378 and miR-451 in serum are
potential biomarkers for renal cell carcinoma. J Transl Med. 10, 55.

(69) Gottardo, F ve Digerleri. (2007). Micro-RNA profiling in kidney and bladder
cancers. Urol Oncol 25, 387-392.

(70) Cheng, T ve Digerleri. (2013). Differential microRNA expression in renal cell
carcinoma. Oncol Lett. 6, 769-776.

(71) Silva-Santos, RM ve Digerleri. (2013). MicroRNA profile: a promising ancillary
tool for accurate renal cell tumour diagnosis. Br J Cancer. 109, 2646-2653.

(72) Jung, M ve Digerleri. (2009). MicroRNA profiling of clear cell renal cell cancer
identifies a robust signature to define renal malignancy. J Cell Mol Med. 13, 3918-
3928.

(73) Youssef, YM ve Digerleri. (2011). Accurate molecular classification of kidney
cancer subtypes using microRNA signature. Eur Urol. 59, 721-730.

(74) Wu, X ve Digerleri. (2012). Identification of a 4-microRNA signature for clear
cell renal cell carcinoma metastasis and prognosis. PLoS One. 7, e35661.

(75) Huang, J ve Digerleri. (2014). miR-199a-3p inhibits hepatocyte growth factor/c-
Met signaling in renal cancer carcinoma. Tumour Biol. 35, 5833-5843.

(76) Wultken, LM ve Digerleri. (2011). MicroRNAs in renal cell carcinoma:
diagnostic implications of serum miR-1233 levels. PLoS One. 6: e25787.

(77) Gao, Y ve Digerleri. (2014). MicroRNAs as potential diagnostic biomarkers in
renal cell carcinoma. Tumour Biol. (Epub ahead of print). doi: 10.1007/s13277-014-
2381-3.

(78) Schiffgen, M ve Digerleri. (2013). Epigenetic regulation of microRNA expression
in renal cell carcinoma. Biochem Biophys Res Commun. 436, 79-84.

(79) Anastas, Jamie N. ve Moon, Randall T. (2013). WNT signalling pathways as
therapeutic targets in cancer. Nat. Rev. Cancer. 13, 11-26. doi: 10.1038/nrc3419.

50



(80) Schambony, Alexandra ve Wedlich, Doris. (2007). Wnt-5A/Ror2 regulate
expression of XPAPC through an alternative noncanonical signaling pathway. Dev.
Cell. 12.5, 779-792. doi.org/10.1016/j.devcel.2007.02.016

(81) Willert, Karl ve Jones, Katherine A. (2006). Wnt signaling: Is the party in the
nucleus? Genes Dev. 20.11, 1394-1404

(82) Aberle, H ve Digerleri. (1997). Beta-catenin is a target for the ubiquitin-
proteasome pathway. EMBO J. 16, 3797-3804. doi: 10.1093/embo0j/16.13.3797.

(83) Tanir, Hanife Guler ve Demirezen, Sayeste. (2009). Wnt Sinyal Yolunun
Biyolojisi ve Bu Yolda Goérev Alan Biyomolekiller. Turkiye Klinikleri J Med Sci.
29.5, 1292-1297.

(84) Kikuchi, Akira ve Yamamoto, Hideki. (2009). Selective activation mechanisms
of Wnt signaling pathways. Trends in Cell Biology. 19.3, 119-129. doi:
http://dx.doi.org/10.1016/j.tcb.2009.01.003

(85) He, X ve Digerleri. (2004). LDL receptor related proteins 5 and 6 in Wnt/g-
catenin signaling: arrows point the way. Development. 131.8, 1663-1677.

(86) Sharma, G ve Digerleri. (2015). Genetic Polymorphism in Extracellular
Regulators of Wnt Signaling Pathway. BioMed Research International.
doi:10.1155/2015/847529

(87) Wright, T.M ve Digerleri. (2009). ROR2, a developmentally regulated kinase,
promotes tumor growth potential in renal cell carcinoma. Oncogene. 28, 2513-2523.
doi: 10.1038/0nc.2009.116.

(88) Schulte, Gunnar. (2010). International Union of Basic and Clinical Pharmacology.
LXXX. The class Frizzled receptors. Pharmacol 62.4, 632-667. doi:
10.1124/pr.110.002931.

(89) Willert, K ve Nusse, R. (2012). Wnt proteins. Cold Spring Harb Perspect Biol.
4.9, a007864. doi: 10.1101/cshperspect.a007864.

(90) Katsu, T ve Digerleri. (2003). The human frizzled-3 (FZD3) gene on chromosome
8p21, a receptor gene for Wnt ligands, is associated with the susceptibility to
schizophrenia. Neurosci Lett. 353.1, 53-56.

(91) Yang, J ve Digerleri. (2003). Association study of the human FZD3 locus with
schizophrenia. Biol Psychiatry. 54, 1298-1301.

(92) Wei, Jun ve Hemmings, Gwynneth P. (2004). Lack of a genetic association
between the frizzled-3 gene and schizophrenia in a British population. Neurosci Lett.
366, 336-338.

51



(93) Dijksterhuis, Jacomijn Petronella ve Petersen, Julian. (2014). WNT/Frizzled
signalling: receptor-ligand selectivity with focus on FZD-G protein signalling and its
physiological relevance: IUPHAR Review 3. Br J Pharmacol. 171.5, 1195-1209. doi:
10.1111/bph.12364.

(94) Bartel, David P. (2009). MicroRNAs: target recognition and regulatory functions.
Cell. 136, 215-233.

(95) Lee, Rosalind C. ve Feinbaum, Rhonda L. (1993). The C. elegans heterochronic
gene lin-4 encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell. 75,
843-854.

(96) Croce, Carlo M. (2009). Causes and consequences of microRNA dysregulation in
cancer. Nat Rev Genet. 10, 704-714.

(97) Rodriguez, A ve Digerleri. (2004). Identification of mammalian microRNA host
genes and transcription units. Genome Res. 14, 1902-1910.

(98) Saini, HK ve Griffiths-Jones, S. (2007). Genomic analysis of human microRNA
transcripts. Proc Natl Acad Sci USA. 104, 17719-17724.

(99) Cai, Xuezhong ve Hagedorn, Curt H. (2004). Human microRNAs are processed
from capped, polyadenylated transcripts that can also function as mMRNAs. RNA. 10,
1957-1966.

(100) Lee, Y ve Digerleri. (2004). MicroRNA genes are transcribed by RNA
polymerase Il. EMBO J. 23, 4051-4060.

(101) Denli, Ahmet M. ve Digerleri. (2004). Processing of primary microRNAs by the
microprocessor complex. Nature. 432, 231-235.

(102) Han, J ve Digerleri. (2004). The Drosha-DGCR8 complex in primary microRNA
processing. Genes Dev. 18, 3016-3027

(103) Lund, E ve Digerleri. (2004). Nuclear export of microRNA precursors. Science.
303, 95-98.

(104) Yi, R ve Digerleri. (2003). Exportin-5 mediates the nuclear export of pre-
microRNAs and short hairpin RNAs. Genes Dev. 17, 3011-3016.

(105) Zhang, B ve Digerleri. (2007). microRNAs as oncogenes and tumor suppressors.
Dev Biol. 302, 1-12.

(106) Jackson, Richard J. ve Standart, Nancy. (2007). How do microRNAs regulate
gene expression? Sci STKE. (Epub ahead of print). doi: 10.1126/stke.3672007rel.

(107) Nilsen, Timothy W. (2007). Mechanisms of microRNA-mediated gene
regulation in animal cells. Trends Genet. 23, 243-249.

52



(108) Makeyev, EV ve Digerleri. (2007). The MicroRNA miR-124 promotes neuronal
differentiation by triggering brain-specific alternative pre-mRNA splicing. Mol Cell.
27, 435-448.

(109) Furuta, M ve Digerleri. (2010). miR-124 and miR-203 are epigenetically
silenced tumor-suppressive microRNAs in hepatocellular carcinoma. Carcinogenesis
31, 766-776.

(110) Ando, T ve Digerleri. (2009). DNA methylation of microRNA genes in gastric
mucosae of gastric cancer patients: its possible involvement in the formation of
epigenetic field defect. Int J Cancer. 124, 2367-2374.

(111) Agirre, X ve Digerleri. (2009). Epigenetic silencing of the tumor suppressor
microRNA Hsa-miR-124a regulates CDKG6 expression and confers a poor prognosis
in acute lymphoblastic leukemia. Cancer Res. 69, 4443-4453.

(112) http://lwww.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=MIR124-1, Erisim Tarihi:
15.05.2017.

(113)  http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=M10000443,  Erisim
Tarihi: 16.05.2017.

(114) Zhang, YH ve Digerleri. (2016). miR-124 radiosensitizes human esophageal
cancer cell TE-1 by targeting CDK4. Genet Mol Res. 15.2, 1-10.

(115) Feng, T ve Digerleri. (2015). miR-124 inhibits cell proliferation in breast cancer
through downregulation of CDK4. Tumor Biol. 36.8, 5987-97.

(116) Jiang, L ve Digerleri. (2016). miR-124 interacts with the Notchl signalling
pathway and has therapeutic potential against gastric cancer. J Cell Mol Med. 20.2,
313-22.

(117) Lu, Y ve Digerleri. (2013). MicroRNA-124 suppresses growth of human
hepatocellular carcinoma by targeting STAT3. Biochem Biophys Res Commun. 441.4,
873-9.

(118) Li, W ve Digerleri. (2016). miR-124 Acts as a Tumor Suppressor in
Glioblastoma via the Inhibition of Signal Transducer and Activator of Transcription 3.
Mol Neurobiol. [Epub ahead of print] PubMed PMID: 26993295.

(119) Koukos, G ve Digerleri. (2013). MicroRNA-124 regulates STAT3 expression
and is down-regulated in colon tissues of pediatric patients with ulcerative colitis.
Gastroenterology. 145.4, 842-52.e2. doi: 10.1053/j.gastro.2013.07.001.

(120) Zhou, L ve Digerleri. (2016). MicroRNA-124 (MiR-124) Inhibits Cell
Proliferation, Metastasis and Invasion in Colorectal Cancer by Downregulating Rho-
Associated Protein Kinase 1(ROCK1). Cell Physiol Biochem. 38.5, 1785-95. doi:
10.1159/000443117.

53



(121) Qiu, Z ve Digerleri. (2015). MicroRNA-124 reduces the pentose phosphate
pathway and proliferation by targeting PRPS1 and RPIA mRNAs in human colorectal
cancer cells. Gastroenterology. 149.6, 1587-1598.e11. doi:
10.1053/j.gastro.2015.07.050.

(122) Chen, J ve Digerleri. (2014). MicroRNA124 regulate cell growth of prostate
cancer cells by targeting iIASPP. Int J Clin Exp Pathol. 7.5, 2283-90.

(123) http://www.cohesionbio.com/download/CPK1010.pdf.

(124) Livak, KJ ve Schmittgen, TD. (2001). Analysis of relative gene expression data
using real-time gquantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods. 25.4,
402-8. DOI: 10.1006/meth.2001.1262

(125) APPLICATION NOTE- Real-time PCR: Understanding Ct.
http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_marketing/documents/general
documents/cms_053906.pdf Erisim Tarihi: 07.02.2107

(126)http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/mirna2/templates/miScriptmiRNADat
aAnalysisQuickCardv1.1201411.pdf

(127) Cohen, Herbert T. ve McGovern, Francis J. (2005). Renal-cell carcinoma. N
Engl JMed. 353, 2477-2490.

(128) Rini, Brian 1. ve Rathmell, W.Kimryn. (2008). Renal cell carcinoma. Curr Opin
Oncol. 20, 300-306.

(129) Janzen, NK ve Digerleri. (2003). Surveillance after radical or partial
nephrectomy for localized renal cell carcinoma and management of recurrent disease.
Urol Clin North Am. 30, 843-852.

(130) Bullock, Andrea ve McDermott, David F. (2010). Management of metastatic
renal cell carcinoma in patients with poor prognosis. Cancer Manag Res. 2, 123-132.

(131) Lilleby, Wolfgang ve Fossa, Sophie D. (2005). Chemotherapy in metastatic renal
cell cancer. World J Urol. 23, 175-179.

(132) Butz, H ve Digerleri. ( 2015). miRNA-target network reveals miR-124as a key
miRNA contributing to clear cell renal cell carcinoma aggressive behaviour by
targeting CAV1 and FLOT1. Oncotarget. 6.14, 12543-57.

(133) Gebauer, K ve Digerleri. (2013). Hsa-mir-124-3 CpG island methylation is
associated with advanced tumours and disease recurrence of patients with clear cell
renal cell carcinoma. Br J Cancer. 108.1, 131-8. doi: 10.1038/bjc.2012.537.

(134) Sdber, Siim ve Laan, Maris. (2010). MicroRNAs miR-124 and miR-135a are
potential regulators of the mineralocorticoid receptor gene (NR3C2) expression.
Biochem Biophys Res Commun. 391.1, 727-32. doi: 10.1016/j.bbrc.2009.11.128.

54



(135) Zell, S ve Digerleri. (2013). Hypoxia Induces Mesenchymal Gene Expression in
Renal Tubular Epithelial Cells: An in vitro Model of Kidney Transplant Fibrosis.
Nephron Extra. 3.1, 50-8. d0i:10.1159/000351046.

(136) Zhang, J ve Digerleri. (2013). MiR-124 suppresses growth of human colorectal
cancer by inhibiting STAT3. PLoS One. 88, €70300. doi:
10.1371/journal.pone.0070300.

(137) Zhang, Y ve Digerleri. (2014). MiR-124 Radiosensitizes human colorectal
cancer cells by targeting PRRX1. PL0oS One. 9.4, €93917. doi:
10.1371/journal.pone.0093917.

(138) Zhang, H ve Digerleri. (2013). MiR-124 inhibits the migration and invasion of
ovarian cancer cells by targeting SphK1. J Ovarian Res. 6.1, 84. doi:10.1186/1757-
2215-6-84.

(139) Wan, HY ve Digerleri. (2014). MiR-124 represses vasculogenic mimicry and
cell motility by targeting amotL1 in cervical cancer cells. Cancer Lett. 355.1, 148-58.
doi: 10.1016/j.canlet.2014.09.005.

(140) Zhang, W ve Digerleri. (2015). MiR-124 suppresses cell motility and adhesion
by targeting talin 1 in prostate cancer cells. Cancer Cell Int. 15.49. doi:
10.1186/s12935-015-0189-x.

(141) Shi, XB ve Digerleri. (2013). Tumor suppressive miR-124 targets androgen
receptor and inhibits proliferation of prostate cancer cells. Oncogene. 32.35, 4130-8.
doi: 10.1038/0onc.2012.425.

(142) Hu, CB ve Digerleri. (2014). miR-124 inhibits growth and invasion of gastric
cancer by targeting ROCK1. Asian Pac J Cancer Prev. 15.16, 6543-6.

(143) Xie, L ve Digerleri. (2014). MicroRNA-124 inhibits proliferation and induces
apoptosis by directly repressing EZH2 in gastric cancer. Mol Cell Biochem. 392.1-2,
153-159.

(144) Lang, Qingbo, Ling, Changquan. (2012) MiR-124 suppresses cell proliferation
in hepatocellular carcinoma by targeting PIK3CA. Biochem Biophys Res Commun.
426.2, 247-52. doi: 10.1016/j.bbrc.2012.08.075. PubMed PMID: 22940133

(145) Peng, XH ve Digerleri. (2014). MiR-124 suppresses tumor growth and
metastasis by targeting Foxqgl in nasopharyngeal carcinoma. Mol Cancer. 7.13, 186.
doi:10.1186/1476-4598-13-186.

55



(146) Li, L ve Digerleri. (2013). Microrna-124 targets flotillin-1 to regulate
proliferation and migration in breast cancer. Mol Cancer. 13.12, 163. doi:
10.1186/1476-4598-12-163.

(147) Li, KK ve Digerleri. (2009). miR-124 is frequently down-regulated in
medulloblastoma and is a negative regulator of SLC16A1. Hum Pathol. Sep;40.9,
1234-43. doi: 10.1016/j.humpath.2009.02.003. PubMed PMID: 194270109.

(148) Pierson, J ve Digerleri. (2008) Regulation of cyclin dependent kinase 6 by
microRNA 124 in medulloblastoma. J Neurooncol. 2008 Oct;90.1, 1-7. doi:
10.1007/511060-008-9624-3.

(149) Shi, Z ve Digerleri. (2014). MiR-124 governs glioma growth and angiogenesis
and enhances chemosensitivity by targeting R-Ras and N-Ras. Neuro Oncol.
Oct;16.10, 1341-53. doi: 10.1093/neuonc/nou084.

(150) Deng, X, ve Digerleri (2013). miR-124 radiosensitizes human glioma cells by
targeting CDK4. J Neurooncol. Sep;114.3, 263-74. doi: 10.1007/s11060-013-1179-2.

(151) Zhang, T ve Digerleri. (2014). MiR-124 retards bladder cancer growth by
directly targeting CDK4. Acta Biochim Biophys Sin (Shanghai). Dec;46(12):1072-9.
doi: 10.1093/abbs/gmu105.

56



EKLER

Ek-1. Etik Kurul Karar Formu

T.C.
isSTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Say: : 1489 Tarih :  15.12.2016
Konu : Prof. Dr. Giler OZTURK hk.

Sayn Prof. Dr. Gller OZTURK
Istanbul Medeniyet Universitesi

iigl :lstanbul Medeniyet Oniversitesinin 05/12/2016 tarihli yazisi

Sorumlu aragtinciigim Ostiendiginiz ve Burcu CAYKARA® nin yOritecegi 2016/1428 dosya numarah
"Renal Hocreli Karsinomda Mir-124 Ekspresyonu” baghkh ¢aligma kurulumuzun 09/12/2016 gon ve 21
sayil toplantisinda gorOslerek etik ydnden uygun bulunmu$ olup, tutanaklar ekte sunulmugtur.

Bilgilerinizi rica ederim.

-~
Prof.Dr. A. Yafiz URESIN
Istanbul Tip Faki | Klinik Aragtirmalar

Etik Kurul Bagkam

Eki: Istanbul Tip Fakoltesi Klinik Aragtirmalan Etik Kurulu Karar Formu

57



ISTANBUL TIP FAKOLTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU KARAR FORMU

ISTANBUL TIP FAKULTESI
2] ETIKKURULUNADL | 1 INIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU
c = ACIK ADRESL: [.U.ISTANBUL TIP FAKULTESI HULUSI BEHCET
Zx ' KUTUPHANESI KAT:3 FATIH/ISTANBUL
E% TELEFON 0(212) 4142153
= FAKS 0(212)41421 53
E-POSTA itfetikkurul@istanbul.edu.tr.
ARASTIRMANIN ACIK ADI | "Renal Hilcreli Karsinomda Mir-124 Ekspresyonu"
ARASTIRMA PROTOKOL
KODU i
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI Prof. Dr. Giiler 0ZTURK
UNVANVADISOYADI |
KOORDINATOR/SORUMLU |
ARASTIRMACININ UZMANLIK | Fizyoloji |
ALANI |
1
E KOORDINATOR/SORUMLU | Istanbul Medeniyet Universitesi Tip Fakilltesi Fizyoloji
= ARASTIRMACININ | Anabilim Dah
T} BULUNDUGU MERKEZ
b
= DESTEKLEYICI s
2 DESTEKLEYICININ YASAL | _
E TEMSILCISI
N
ﬁ- FAZ I u
= ARASTIRMANIN FAZI i =
FAZ3 O
FAZ4 ]
Yeni Bir Endikasyon O
ARASTIRMANIN TORD Yiksek Doz Aragtirmas O
Diger ise belirtiniz :
ARASTIRMAYA KATILAN | TEKMERKEZ | GOKMERKEZLI | ULUSAL | ULUSLAR ARASI
MERKEZLER 0 | | | 0O

Sayfal

58




ISTANBUL TIP FAKULTES! KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU KARAR FORMU

"'ﬂ
| ARASTIRMANIN AIK ADI | "Renal Hiicreli Karsinomda Mir-124 Ekspresyonu”

s Belge Adi Tarihi Versiyon Numarasi Diti
% ARASTIRMA PROTOKOLL 08122016 Torkge @ Ingilisce Digr
E i BILGILENDIRILMIS GONULLD OLUR FORMU | m Torkge W Ingilizee _I_mu
E E OLGU RAPOR FORMU n Torkge | Ingilizce [higer
- e
g § ARASTIRMA BROSURD 0 Turkee L Ingiliece Drger
Belge Adh o Agiklama —
TURKGE ETIKET ORNEGI 0 2
SIGORTA 1]
u ARASTIRMA BOTCESI [ ]
2 | BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU O =
é HASTA KARTUGONLOKLERI O
x |lLan 0 —
£ YILLIK BILDIRIM O -1'
E SONUC RAPORU O |
E GOVENLILIK BILDIRIMLER] g
DIGER: - Anabilim Dali Bagkanigindan Ust Yaz) ve Akaderms Kunul Karan, Literatur |
E Kaynagi. Sorumiuluk Paytapim Belgesi. Olgu Rapor Fomu, ligih Elemaniann |
& Bigilendirildigine Dair Belgs, CV, CD _
Karar No:2l Tarib: 09122016 |
= [ Tstanbal Modeniyet Oniversites: Tup Fakaitesi Fizyolesi Anabilim Dalds govexli Prof. Dr. Gller OZTURK' Gin sorumivlugunda ;
= we Burcu CAYKARA® nin yortiecepi yukanda bilgileri verilen aragtima bagwuru dosyas: ile ilgili belgeler arastirmann gerekge, amag, yaklagm ve |
5§ yoatemleri dikkate alinarak i i5, gerpeklegtirilmesinde etik ve bilimsel sakonca bulunmadigina toplantiya kanilan Etik Kurul Gye tam sayrsimin salt
2% | eopunlupy ile karar verilmigti |
ISTANBUL TIP FAKOLTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU |
|
CALISMA ESASI 19.08.2011 tarihii, 75030 saysl Resmi Gazetede yaywlanan Klinik Arastirmatar Hakkindaki Yoactmelik |
BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI: Prof. Dr. A. Yajz ORESIN {
FRTIY SEN 1 Ik Alam Kiirsmiu Clll'hﬂ A"m:* Katrhm ** |x //
Prof. Dr. A Yaguz ORESIN | (St Mu."::l:-mm em (kO [EC |um |em |0l J__' |
Tstanbui Tip FakDites] (Etik ; r —
Prof. Dr. Berrin UMMAN | Kardiyolof i Baiai ¥ D |km |EU [um [Em [nC NA
Prof. Dr. Ahmet GOL Romatoloi lstanbui Tip FakOttes! em (kO |60 [um [em w0 | flany 'y 7
Prof. Dr. Oguzhan GOBAN | Nerolof latanbul Tip FakGesi em [0 [0 [um |em[n2jQ &
Or. Sevda OZEL YILDIZ | Biyolstitic L‘,’@;‘""‘“" €0 [xm [e0 [um [em [nidr B |

& Agaglrma e gkl
" Toplanbda Bunma

L1, |stanbal Tip Fakaitesl Klinik sragormalar Etik korals 13.04.2013 tarih, 28617 saysh Resmi Gazetede yayinlanan Klinik Aragtirmatar Hakkinds

kurulmuy ve T.C.Saghk Bakanhfr Torkiye liag ve Tibbi Cihaz tarafind:

Yinetmelik e
i da kalan ar Saglik
olugturslmay § kiyilik alt komisyon tarafindan deferlendirilmekie olup Saghk Bakanlih iznine tabi degildi.

ligiti yBnetmeti
izin aimsk rorundadir. Yonetmelik kapsami dipinda kalan aragtirmalar ise Eilk Korul binyesinde

k

Sayfa2

59




OZGECMIS

KIiSISEL BILGILER
Ad1 Soyadi : Burcu Caykara
Uyrugu - T.C.

Dogum Tarihi ve Yeri: 1987, istanbul

Elektronik Posta : burcu.caykara@medeniyet.edu.tr
EGITIM

Derece Kurum

Lisans Balikesir Universitesi

IS TECRUBESI

Tarih Kurum

2013- Istanbul Medeniyet Universitesi
YABANCI DILLER

Ingilizce

60

Mezuniyet Yih
2009

Gorev

Arastirma Gorevlisi



	Kimyasallar
	Kitler
	Cihazlar
	KAYNAKÇA
	EKLER
	Ek-1. Etik Kurul Karar Formu

	ÖZGEÇMİŞ

