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OZET

Berrak Hiicreli Renal Hiicreli Karsinom Hastalarinda BAP1, PBRM1,
SETD2 Mutasyonlarinin Varhgmn Arastirilmasi ve Immiinohistokimyasal Olarak
Korelasyonunun Degerlendirilmesi

Amac: Hastalar1 dogru tedaviye yonlendirmek i¢in tiimor 6rneklerinin molekiiler
testi giderek Onem kazanmaktadir. Bu ¢alismanin amaci klinikopatolojik,
histomorfolojik ozellikler ile BAP1, PBRM1 ve SETD2 genlerindeki mutasyonlarin
etkilerini ve bunlarin immiinohistokimya ile korelasyonunu incelemek ve berrak hiicreli
renal hiicreli karsinom hastalarinin tedavisine, prognozuna ve yonetimine rehberlik
etmesini arastirmaktir.

Materyal ve Metod: Calismaya 2015-2021 yillar1 arasinda nefrektomi
uygulanmis, indnii iiniversitesi Turgut Ozal Tip Merkezi Tibbi Patoloji laboratuvarinda
degerlendirilmis 80 adet ccCRCC olgusu alinmustir. Bu olgular BAP-1, PBRM-1, SETD-
2 immiinohistokimyasal boyanmalar1 ile degerlendirilmistir. 12 olgu ise tiim ekzom
dizileme yontemiyle molekiiler olarak mutasyonlar acisindan aragtirilmustir.

Bulgular: 80 olgunun %41’inde PBRM-1, %17,5’inde BAP-1, %47,5’inde
SETD-2 ile immiinohistokimyasal olarak boyanma kayb1 bulundu. PBRM-1 ve BAP-1
ile cinsiyet, yas, timor lokalizasyonu, timor boyutu, evre, grade, metastaz, arasinda
iliski saptanmadi. BAP-1 negatifligi kotii genel sagkalim ile iligkili bulundu. SETD-2
negatifligi ile ileri evre ve tiimor boyutu arasinda korelasyon saptandi. PBRM-1 ve
BAP-1 negatifliginin birlikteligi anlamli bulundu; PBRMI1/SETD2, BAP1/SETD2
birlikteligi istatistiksel olarak anlamli degildi. Ekzom sekanslama islemi ile 12 olgunun
hi¢cbirinde VHL, PBRM-1, BAP-1, SETD-2 i¢in anlamli mutasyon saptanmadi. 7
olguda ARSD, 9 olguda SLC25A5 geninde SNP mutasyonlar saptanmuistir.

Sonu¢: BAP-1 ve PBRM-1 ile immiinohistokimyasal olarak boyanma oranlari
literatiir ile benzer oranda saptanirken, SETD-2 ile oran literatiire gore daha yiiksek
oranda saptandi. Ekzom sekanslama ile 12 olgunun higbirinde her 3 gene ait anlamli
mutasyon saptanmazken ARSD ve SLC25AS5 genlerinde yiiksek oranda mutasyonlar
izlenmistir. Bu genlerle ilgili ¢alismalar RCC’nin hem molekiiler makanizmasini hem
de olas1 hedefe yonelik tedavileri yonlendirmeye katki sunacaktir.

Anahtar Kelimeler: BAP-1, ekzom sekanslama, immiinohistokimya, PBRM-1,

renal hiicreli karsinom, SETD-2



ABSTRACT

Investigation of the Presence of BAP1, PBRM1, SETD2 Mutations in Patients with
Clear Cell Renal Cell Carcinoma and Evaluation of Immunohistochemical

Correlation

Aim: Molecular testing of tumor samples is becoming increasingly important to
guide patients to the right treatment. The aim of this study is to examine the effects of
clinicopathological, histomorphological features and mutations in BAP1, PBRM1 and
SETD2 genes and their correlation with IHC and to guide the treatment, prognosis and
management of patients with clear cell renal cell carcinoma.

Materials and Methods: 80 ccRCC cases who underwent nephrectomy between
2015-2021 and evaluated in Indnii University Turgut Ozal Medical Center Medical
Pathology laboratory were included in the study. These cases were evaluated with BAP-
1, PBRM-1, SETD-2 IHC staining. Twelve cases were investigated molecularly by
whole exome sequencing.

Results: Immunohistochemical staining loss was found in 41% of 80 cases with
PBRM-1, 17.5% with BAP-1, and 47.5% with SETD-2. No relationship was found
between PBRM-1 and BAP-1 and gender, age, tumor localization, size, stage, grade,
metastasis. BAP-1 negativity was associated with poor overall survival. A correlation
was found between SETD-2 negativity and advanced stage and tumor size. The
coexistence of PBRM-1 and BAP-1 negativity was significant; the association of
PBRM1/SETD2, BAP1/SETD2 was not significant. No significant mutations were
detected for VHL, PBRM-1, BAP-1, SETD-2 in any of the 12 cases by exome
sequencing. SNP mutations were detected in ARSD in 7 and SLC25A5 gene in 9 cases.

Conclusion: IHC staining rates with BAP-1 and PBRM-1 were the same as in
the literature, and the rate with SETD-2 was higher than the literature. Exome
sequencing did not detect any significant mutations in all 3 genes in any of the 12 cases,
while high rates of mutations were observed in ARSD and SLC25A5 genes. Studies on
these genes will contribute to directing both the molecular mechanism of RCC and
possible targeted therapies.

Keywords: BAP1, exome sequencing, immunohistochemistry, PBRML1, renal

cell carcinoma, SETD2
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1. GIRIS VE AMAC

Renal hiicreli karsinomlar (RCC) tiim kanserlerin yaklasik %2’sini olusturur ve
proksimal tiibiil epitel hiicrelerinden kaynaklanan sporadik veya kalitsal karsinomlari
icerirler. Berrak hiicreli renal hiicreli karsinomlar (ccRCC'ler), bildirilen serilerde

bobrek tiimorlerinin %60-70'ni igeren en yaygin bobrek malignitesidir.

RCC alt tipleri, molekiiler ¢alismalarin artmasi, yeni nesil dizileme gibi tiim
genomu tarayan ¢alismalarin yayginlasmasi ile birlikte giderek daha fazla fark edilmeye
baslanmistir. RCC'ler nispeten yakin zamana kadar tek bir antite olarak kabul ediliyordu
ancak yapilan ¢ok sayida histolojik, sitogenetik ve molekiiler ¢alisma ile bu tiimorlerin
gercekte bir grup ayr klinikopatolojik antite olduklart kesin olarak kanitlanmistir. Bu
grup tiimorler davranis olarak da birbirinden oldukga farklilik gostermekte, hastalarin

sagkalimlarina etki gostermekte, tedavi segcenekleri agisindan ¢esitlilik sunmaktadir.

Molekiiler ¢alismalar normoksik durumlarda hidroksillenmis hipoksiye
indiiklenebilir faktorii (HIF) hedefleme ve degrade etmek icin normal von Hippel-
Lindau (VHL) gen {iriinii pVHL'nin gerekli oldugunu gostermistir. VHL geni boyunca
delesyonlar genellikle biiyiik oldugundan BRCAI1 ile iligkili protein-1 (BAP-1),
Polybromo-1 (PBRM-1) ve Set domain-containing-2 (SETD-2) de bu delesyonlarla
birlikte kaybolur. Bazi ¢aligmalarda BAP-1 veya SETD-2 mutant ccRCC'leri olan
hastalar kotli genel sagkalim ile iligkilendirilmisken, PBRM-1 mutasyonlar1 iyi bir

ccRCC tiimor grubu olarak tanimlanmustir.

Gen mutasyonu, protein ekspresyonu kaybi ve klinikopatolojik parametrelerle
korelasyonlar arasindaki iligki, bobrek tiimorlerinin ilerlemesini anlamak ig¢in 6nemlidir.
Ayni1 zamanda molekiiler calismalar olduk¢a pahali ve zaman alan caligmalardir.
Mutasyonlar1 saptayict immiinohistokimyasal ¢aligmalar hem zaman hem de maddi

olarak daha pratik kullanim imkén1 saglar.

Tedavi kararlarin1 yonlendirmek icin timor 6rneklerinin molekiiler testi giderek
onem kazanmaktadir. Hastalarin molekiiler olarak tanimlanmig alt gruplarinin tedavisi
icin cesitli ilaglar onaylanmistir ve tami gerektiren ajan sayisinin hizla artmasi

beklenmektedir.



SETD-2 mutasyonlarinin metastatik RCC’lerde daha sik goriildiigiine dair
caligmalar vardir. Metastatik RCC kemoterap6tik ajanlara direngli olup sagkalim
oranlar1 diisiiktir. Hedefe yonelik tedavilerin ve immiinoterapinin mevcut metastatik
RCC’ lerde sagkalimi iyilestirdigi gosterilmistir. PBRM-1 kaybinin da benzer sekilde
immiinoterapiye yanit verdigine, BAP-1 eksikligi olan hiicrelerin iyonize radyasyona ve

PARP inhibitdrii olaparibe karst daha duyarli olabilecegine dair caligmalar mevcuttur.

Bu c¢alismanin amac1 parsiyel/radikal nefrektomi yapilan ccRCC olgularinin
klinikopatolojik, histomorfolojik 6zellikler ve prognostik parametreleriyle molekiiler
olarak analiz edilen BAP-1, PBRM-1 ve SETD-2 genlerindeki mutasyonlarin etkilerini
ve bunlarin immiinohistokimya ile korelasyonunu incelemektir. Yapilan ¢alisma
sonucunda molekiiler mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamis ccRCC hastalarinda
meydana gelen mutasyonlar ile ilgili literatiire katki sunmak ve bu mutasyonlarin
hastalarin tedavisine, prognozuna ve yonetimine rehberlik etmesine aracilik etmektir.
Mutasyonlarin aydinlatilmasi ile hasta bazli kisisellestirilmis tedavi yontemlerinin

uygulanmasi1 ccRCC hastalar i¢in olduk¢a umut vericidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bobrek ile Tlgili Genel Bilgiler

2.1.1. Embriyoloji

Organogenez, embriyogenezin figiincii haftasinda baglar ve ilk olarak merkezi
sinir sistemi ve kardiyovaskiiler sistemler gelisir. Urogenital sistem, gelisen son organ
sistemidir. Bobrek gelisimi sirasiyla ii¢ asamadan geger: Pronefroz, mezonefroz ve
metanefroz (Sekil 2.1). Her ii¢ sistem de dorsal somitler ile lateral plaka mezoderm
(LPM) arasinda yer alan ve servikal bolgeden kaudal bolgeye uzanan ara mezodermden

gelisir. Pronefroz ve mezonefroz, memelilerde kalici yapilar degildir (1).

Uriner ve genital sistem, gelisimin erken déneminde embriyolojik ve anatomik
acidan Dbirbiriyle oldukga yakin iliski igerisindedirler. Her iki sistem de ortak bir
mezodermden gelisir. Baslangigta ikisi de Kloakaya agilirken bobrekler kraniokaudal

yonde gelisimine devam ederler (2).

Pronefrik kanalin
dejenere olan kismi

Servikal somitler

Pronefroz nenh:
o

{ _| Pronefroz
\
Nefrojenik kord
Karaciger Mezonefrik Mezonefroz
primordiyumu kanal
Yolk sapi i
Metanefroz
Allantois Mezonefrik -
tubdller
Kloaka Kloaka

Metanefrik divertikil (lreter tomurcugu)

Sekil 2.1. Bes haftalik embriyoda bosaltim sisteminin sematik goriiniimii (3) Pronefroz,

Mezonefroz, Metanefroz

Pronefroz

Pronefroz, embriyogenez asamasinda doérdiincli haftanin basinda, servikal
bolgede nefrojenik kordun kranial kisminda glomus (glomeriil benzeri yap1), tiibiiller ve

duktustan olusan ve fonksiyonu olmayan rudimenter bir organdir. Dordiincii haftanin



sonunda glomus ve tiibiiller dejenere olurken pronefrik duktus kaudale dogru ilerler ve

mezonefrik duktus olusur (1).
Mezonefroz

Mezonefrozlar kalici bobrek olusana kadar islevseldir. Mezonefrozlar,
glomeriiller ve mezonefrik tiibiillerden olusur. Tiibiiller original olarak pronefrik
kanallar olan mezonefrik kanallara, mezonefrik kanallar kloakaya agilir. [k trimesterin
sonuna dogru mezonefrozlar dejenere olmaya baslar ancak mezonefrik tiibiiller
testislerin efferent kanalciklarina doniisiir ve mezonefrik kanallarin erkekte birkag

islevsel tiirevi bulunur (3) (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Embriyonik {irogenital yapilarin erigkin tiirevleri ve arta kalan kalintilar1*(3)

ERKEK EMBRIYONIK YAPI Disi

Testisin duktuli efferenti Mezonefrik tiibiiller Epoophoron
Paradidimis Paraophoron
Epididimisin appendiksi Mezonefrik kanal Appendiks vezikiiloza
Epididimisin kanali Epoophoronun kanali
Duktus deferens Gartner kanali

Ureter, pelvis, kaliksler ve Ureter, pelvis, kaliksler
toplayici tiibiiller ve toplayict tiibiiller

Ejakulatuar kanal ve

seminal bez

Testisin appendiksi Paramezonefrik kanal Morgagni hidaditi
Tuba uterina

Uterus

*islevsel tiirevler italik olarak gosterilmistir

Metanefroz

Kalic1 bobreklerin ilk hali olan metanefrozlar besinci haftanin basinda gelismeye
ve yaklasik 4 hafta sonra da islevsellik kazanmaya baslar. Idrar, amniyon bosluguna
atilir ve amniyon sivisiyla karisir. Son bobrekler metanefrik divertikiill ve ara
mezodermin metanefrik kitlesi (metanefrik blastema) olmak tizere iki kaynaktan gelisir
(Sekil 2.2). Metanefrik divertikdl iireter, renal pelvis, kaliksler ve toplayici tiibiillerin

onciisiidiir. Bobrekler islevsel olarak dogum sonrasinda olgunlasir (3).



Mezonefrik
kanal

Pronefroz /m Metanefrojenik

kalintisi B D blastem

S L. 5 /Ak\ Metanefrik
o \\ divertikil

Mezonefroz
/ / Renal pelvis
¢ 4/ ©

A Gelisen .
- g Majér kaliks
karaciger Ureter
Nefrojenik =
kord / ,’\/ Minor kaliks
D ///a.j,\\ Renal pelvis
Mezonefrik Mezensimal
ksl hiicre kiimesi
E .';»;/)‘h Metanefrojenik
Metanefrik Metanefrojenik ¢ '\-;? blastem
divertikil blastem E / | AN
A l [ I /)*‘ Loblar arasi oluk
Metanefroz primordiyumu . Diiz toplayici
(Kalic bbrek) Kavis olusturan tiibill

toplayici tibdil

A, 5 haftalik embriyonun lateral goriiniimiinde metanefroz primordiyumu izlenmektedir. B-E arasi
metanefrik divertikiiliin gelisimindeki ardisik evreler (5-8. haftalar arasi) (3).

Sekil 2.2. Kalic1 bobregin dnciisii olan metanefrozun gelisimi

2.1.2. Anatomi
Bobregin makro anatomisi ve komsuluklari

Bobrekler, Gerota fasyasi i¢indeki yag dokusu tarafindan diger organlardan
ayrilmis bir ¢ift retroperitoneal organlardir (4). Vertebral kolonun lateralinde
ekstraperitoneal bag dokusu icinde bulunurlar. Sirtiistii pozisyonda, bobrekler iistte
yaklagik 12. torakal vertebradan altta 3. lomber vertebraya uzanim gosterir, sag bobrek
karaciger ile iliskisi nedeniyle sola kiyasla biraz daha asagida yerlesim gosterir. Sag ve
sol bobrek boyut ve sekil olarak benzer olmalarina ragmen, sol bobrek daha uzun ve

daha ince olup orta hatta daha yakindir (5).

Bobrekler 1 mm'den daha ince fibréz gergek bir kapsiil ile kaplidir. Kapsiil
alttaki renal kortikal parankime yapisiktir ancak normal bdbrekten kolayca ayrilabilir.
Yenidogan bobregi ayn1 bobrek sekline sahip yetigkin bobreginden daha kiigiiktiir ve
belirgin fetal lobasyonlar gosterir. Yenidoganlarda bobrek agirligi 13 ila 44 g arasinda
olup bu yetiskinlikte erkeklerde 125-170 g'a, kadinlarda 115-155 g'a yiikselir. Agirhgin
yiizey alani ile orantili oldugu gosterilmistir. Ortalama bir yetiskin bobregi 11-12 cm

uzunlugunda, 5-7 cm genisliginde ve 2,5-3 cm kalinligindadir (4).



Sag ve sol bobregin 6n yiizeyi, bazilar bir periton tabakasi ile bobrekten ayrilan
ve bazilar1 dogrudan bobrege komsu olan ¢ok sayida yapr ile iligkilidir (Sekil 2.3). Sag
bobrek:

e  Ust poliin kiiciik bir kism1 sag bobrek iistii beziyle ortiiliidiir;

e Inferiora dogru, 6n yiizeyin iist kisminmn geri kalaninm biiyiik bir kismi

karacigerden bir periton tabakasi ile ayrilir;
e  Medialde, duodenumun inen kismi retroperitonealdir ve bobrege komsudur;

e Bobregin alt kutbu, yan tarafinda, dogrudan sag kolik flexura ile iligkilidir

ve medialde ince barsagin bir boliimii ile komsudur.
Sol bobrek:
e  Ust poliin kiiciik bir kism1, medialde sol bébrekiistii bezi ile ortiiliidiir;
e  Ust poliin kalan1 mide ve dalak ile komsudur;
e Inferiora dogru retroperitoneal pankreas bébregin orta kismin1 kaplar;

e Yan tarafinda, bobregin alt yarist sol kolik fleksura ve inen kolonun

baslangici ile ve medial tarafinda jejunumun bir kismi ile komsudur (5).

Left suprarenal gland Stomach

Spleen

Right suprarenal gland

Pancreas

Left colic flexure

Descending part

of duodenum Descending colon

Right colic flexure
Jejunum
Small intestine

Sekil 2.3. Her iki bobregin 6n yiizey komsuluklari(6)

Her iki bobregin medial kenarinda damar, lenfatik ve sinirlerin bobrege girip
ciktigr hilus bulunur. Hilusun devami renal siniistiir. Perinefrik yag, hilus ve siniise

dogru devam eder ve tiim yapilari gevreler.



Her iki bobrek dista renal korteks ve icte renal medulladan olusur. Renal korteks,
medullay1 ¢evreler. Renal korteksin uzantilari (renal kolonlar) bobregin i¢ yiiziine dogru

uzanir ve renal medullay1 tiggen seklindeki bobrek piramitlerine boler (5).

Pyramid In renaf madulla

— Hilum of kidney

Minor calyx

Sekil 2.4. Bobregin i¢ yapisi (5)

Renal piramitlerin tabanlar1 renal kortekse dogru uzanirken, her renal piramidin
apeksi renal sinlise uzanim gosterir. Apikal ¢ikintt (renal papilla) mindr kaliks ile
cevrilidir. Minor kaliksler idrar alir. Renal siniiste, birka¢ mindr kaliks birleserek major

kaliksi, iki veya ti¢ major kaliks birleserek renal pelvisi olusturur (Sekil 2.4).
Bobregin mikroskopik anatomisi

Bobregin yapisal ve fonksiyonel birimi nefrondur. Nefron tiimii metanefrik
blastemden kaynaklanan renal korpiiskiil (glomeriil ve Bowman Kkapsiilii), proksimal
tiibiil, henle kulpu ve distal tiibiilden olusur. Bobrekteki toplam nefron sayisi, normal
bireyler arasinda farklilik gosterir. Bireyler arasinda nefron sayisinda 10 kat degisiklik
bildirilmis olmasina ragmen, normal aralik bobrek basina yaklasik 600.000-1.200.000

nefrondur (1).

Korteks kortikal labirent ve mediiller 1s1nlar olmak tizere iki bolgeye ayrilmistir.
Labirent, glomeriiller, proksimal ve distal kivrimli tiibiiller, baglant1 tiibiilleri ve
toplayici kanallarin baslangi¢ kisminin yami sira interlobiiler damarlar, arteriyoller,

kilcal damarlar ve lenfatikler icerir. Labirentin esas bilesenleri proksimal tiibiillerdir.
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Normal kortekste, tiibiiller birbirine ¢ok yakin bazal membranlarla sikica paketlenir.
Interstisyel alan ¢ok azdir. Peritiibiiler kilcal pleksus ve ¢ok az sayida interstisyel
fibroblast ve retikulum hiicresi igerir. Mediiller 1s1n, toplayici kanallardan ve
medulladan asag1 ve yukari dogru uzanan proksimal ve distal diiz tiibiillerden olusur.
Tek bir mediiller 1sinin toplayict kanallarina bosalan nefronlar, bobregin fonksiyonel

birimi olan bir renal lobiil igerir.

Medulla, bir dis serit ve bir i¢ seritten olusan bir dis medulla ve i¢ medulla veya
papillaya bolinmiistiir. Dis serit proksimal tiibiiliin diiz kisimlarini, Henle kulpunun
kalin ¢ikan kolunu ve toplayict kanallari igerir. I¢ serit, Henle kulpunun ve toplayici
kanallarin ince inen ve kalin ¢ikan kollarini igerir. i¢ medulla, Henle kulpunun ve

Bellini'nin toplayici kanallarinin ince inen ve ¢ikan kollarini igerir (4, 7) (Sekil 2.4).

Quter

Inner

(PT, proksimal tiibiil; TL, Henle kulpunun ince halkasi; MTAL, mediiller kalin ¢ikan kol; CTAL, kortikal
kalin ¢ikan kol; DCT, distal kivrimli tiibiil; CNT, baglant: tiibiilii; ICT, toplayict tiibiiliin ilk kismi; CCD,
kortikal toplayict kanal; OMCDo, dig medullanin dig seridinde toplayict kanal; OMCDi, dis medullanin i¢
seridinde toplayict kanal; IMCDI1, i¢ mediiller toplayict kanalinin dis tigte birlik kismi; IMCD2, i¢
mediiller toplayici kanalinin orta tigte biri; IMCD3, i¢ medullanin i¢ {igte biri toplayici kanalr)

Sekil 2.5. Nefron segmentlerini ve bobregin bolgelerini gosteren sekil (1).



2.1.3. Histoloji

Renal korpiiskiil ve kanin siiziilmesi

Her renal korpiiskiil ¢ap1 200 um’dir ve iki tabakali epitelden olusan bir kapsiil
olan Bowman kapsiilii ile sarili glomeriilden olusur. Kapsiiliin i¢ tabakasi (viseral
tabaka) glomeriil kapillerlerini disaridan sarar. Dis tabaka renal korpiiskiiliin dis
taraftaki sinirin1 olusturur ve Bowman kapsiiliiniin pariyetal tabakasi olarak adlandirilir.
Bu iki tabaka arasinda kapiller duvarlardan ve viseral tabakadan siiziilen sivinin
toplandig1 idrar boslugu bulunmaktadir. Bobrek korpiiskiiliinde afferent arteriyollerin
girdigi ve efferent arteriyollerin ¢iktig1 bir damar kutbu ve proksimal tiibiillerin

basladig1 bir idrar kutbu bulunur (8).

Bowman kapsiiliinlin pariyetal tabakasi ince bir retikiiler lif tabakasi ve bazal
lamina ile desteklenen tek katli yassi epitelden olusur. I¢ tabakadaki hiicrelerin
gbovdelerinden birincil uzanti sekillenir ve podosit adini alir. Her bir primer uzanti

pedisel denen glomeriiliin kapillerlerini saran ¢ok sayida ikincil uzanti olusturur (8).

Endotel hiicreleri ve podosit ayaklarmin yani sira glomeriiler kapillerlerin
duvarlarina tutunan mezengiyal hiicreler vardir. Mezengiyal hiicreler kasilma

yetenegine sahip hiicrelerdir ve anjiyotensin reseptorleri igerirler (8).

Thick ascending limb

<
Afferent G
arteriole :‘g‘ﬂ‘"“

Extraglomerular
mesangial cells

Vascular pols

ntraglomerular -

mesangial cells M Capsular space

2 Visceral layer
(4 (podocytes)

Capilary
loops

Proximal tubule

Sekil 2.6. Glomeriiliin sematik ii¢ boyutlu gosterimi (1)



Proksimal Kivrimh Tiibiiller

Renal korpskiiliin idrar kutbu, Bowman kapsiiliiniin pariyetal yapraginin tek katl
yassi epiteli kiibik ya da algak prizmatik epitelle doseli proksimal kivrimli tiibiiller ile
devam eder. Proksimal kivrimli tibiillerin hiicreleri ¢ok sayidaki uzamis
mitokondriyumlar1 nedeniyle asidofilik sitoplazmaya sahiptir (Sekil 2.6). Hiicrenin
tepesinde firgamsi kenar1 olusturan yaklasik 1 mm uzunlugunda, ¢ok sayida mikrovillus
bulunur. Hiicrelerin biiyiik olmasi nedeniyle her enine kesitte, {ic- bes adet kiire
biciminde c¢ekirdek bulunur. Renal korpiiskiilde olusan siiziintii proksimal kivrimli
tiibiillere geger. Proksimal kivrimli tiibiiller siiziintiideki glikoz ve aminoasitlerin

tiimiinii, suyun ve sodyum kloriiriin %85’ini ve ayrica fosfat ve kalsiyumu geri emer
(8).
Henle Kulpu

Bir kalin inen kol, bir ince inen kol, bir ince ¢ikan kol ve bir kalin ¢ikan koldan
olusan U seklinde bir yapidir. Nefronun bu béliimiiniin liimeni genistir, duvar epitelinin
cekirdekleri ¢ok hafif sekilde liimene dogru ¢ikinti yapan yassi epitel hiicrelerinden
Olusur (8).

Biitiin nefronlarin yaklasik 1/7’si kortikomeduller sinirin yakininda bulunur, bu
ylizden jukstamediiller nefronlar adin1 alirlar. Diger nefronlara ise kortikal nefronlar
denir. Jukstameduller nefronlarin henle kulpu ¢ok uzundur, medullanin derinliklerine
dek inerler ve hipertonik gradyani saglarlar. Hipertonik idrar iiretiminin temeli burada
olusur, inen ince kisim suya gegirgen olmasina karsin ¢ikan boliimiin tiimii su gegirmez.
Cikan kalin kolda sodyum kloriir aktif olarak tiibiilden disar1 atilir ve mediiller

hipertonisite gradyan1 saglanmis olur (8).
Distal Kivrimh Tiibiil

Bu tiibiil tek kathi kiibik epitelle doselidir. Distal kivrimli tiibiiller proksimal
kivrimli tiibiillerden firgamsi kenarlarinin ve apikal kanallarinin olmamasi ve hiicrelerin
daha kii¢iik olmasi ile ayrilir (Sekil 2.7). Proksimal tiibiil hiicrelerine goére daha diiz ve
daha kiigiik oldugu igin histopatolojik kesitlerde proksimal tiibiille gére daha fazla
cekirdek goriiliir (8).

Distal kivrimli tiibiiller izledikleri yol boyunca kendi nefronlarina ait renal
korpiiskiiliin damar kutbu ile temas halindedir. Bu yakin temas noktasinda distal tiibiil

afferent arteriyole benzer. Distal kivrimli tiibiil hiicreleri bu jukstaglomeriiler bolgede
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genellikle prizmatik hale dontisiir ve ¢ekirdekler bir araya toplanir. Cekirdeklerin yakin
yerlesimi yiiziinden daha koyu goriinen distal tiibiil segmenti makiila densa olarak
adlandirilir. Makiila densa hiicreler kloriir iyon igerigine ve su hacmine duyarlidir, renin

salgisini baglatan sinyaller iiretirler (8).
Toplayic1 Tiibiil ve Kanallar

Distal kivriml tiibiillerden gegen idrar, birbirlerine baglanarak daha biiytik, diiz
toplayict kanallar1 olusturan toplayici tiibiillere bosalir. Bu kanallar meduller piramidin
ucuna yaklastik¢a genisler. Kiiclik toplayici tiibiiller kiibik epitelle doselidir, medullanin
derinliklerine dogru indikge prizmatik epitele dondsirler. Medullada idrar
yogunlastirmada en 6nemli rol toplayici kanallarindir. Toplayic1 kanallarin epiteli arka

hipofiz tarafindan salgilanan arginin vazopressin ya da antiditiretik hormona duyarlidir

(8).

Makula densa (ok) ve bitisik ekstraglomeriiler mezengiyal hiicreler soldadir; proksimal tiibiiliin (PT) agz1
sagdadir. Bowman kapsiiliinii doseyen parietal epitel diizlesir ve idrar kutbunda kolumnar proksimal
tibiiler epitele doniigiir. Cogu tiibiil proksimaldir, ancak iki distal tiibiil (DT) mevcuttur (H&E, x200) (4).

Sekil 2.7. Insan korteksi histopatolojik goriiniimii.

2.2. Bobrek Tiimorleri

Ik bobrek tiimérii yaklasik 200 yil dnce rapor edilmistir. 1953'te, bir cerrahi
patoloji ders kitabinda yaklasik sekiz bobrek tiimorii tanimlanmustir. Uzun yillar
boyunca sayisiz arastirmacinin katkilar1 ile Diinya Saglik Orgiitii'niin (DSO) bobrek
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neoplazmalar1 smiflandirmasi, yaklasik 50 iyi tanimlanmis ve ayirt edici bdbrek

timoriiniin yani sira gesitli ve metastatik tiimorleri igerir (7).

2.2.1. Insidans ve Mortalite

Renal pelvis ve treter kanseri harig, bobrek kanseri diinya capinda en yaygin
yedinci malignitedir. 2012'de yeni tanm1 konulan tiim kanserlerin %3,3"lini
olusturmaktadir (7). Kiiresel Kanser Insidansi, Mortalitesi ve Prevalans1 (GLOBOCAN)
verilerine gore 2020 yilinda diinya ¢apinda 431.288 yeni vaka tespit edilmis, 179.368
hasta bobrek tiimorii sebebiyle 6lmiistiir. Tiirkiye’de ise 5.125 yeni vaka tespit edilmis

olup bunlarin 1.965’1 6liimle sonuglanmugtir (9).

T.C. Saglik Bakanligi’'nin 2017 yilinda yayinlamis oldugu kanser istatistikleri
raporuna gore tiim yas gruplarinda erkeklerde bobrek kanseri goriilme orani %2,9 ile

tiim kanserler i¢inde 6. sirada yer almaktadir (Sekil 2.7) (10).

Tahmini yeni vakalarin %34'i Avrupa'da ve %19'u Kuzey Amerika'da olmak
lizere, yeni vakalarin yaklasik %70'1 yiiksek ve cok yliksek sosyoekonomik gelismislik
diizeyine sahip iilkelerde meydana gelmistir. RCC erkeklerde kadinlara gore daha sik
goriiliir (yaklasik 1,5:1) ve ¢ocuklarda oldukga nadir izlenir. En yiiksek insidans oranlari
Cek Cumhuriyeti'nde bulunurken kuzey ve dogu Avrupa, Kuzey Amerika ve
Avustralya'da da yiiksek oranda bulunur. Diisiik oranlarin Afrika'nin ¢ogunda ve Dogu

Asya'da oldugu tahmin ediliyor.

Trakea, BrongAkcger 21.7
Prostat 134
Xolorektal s 9.8

Mesane IEEEEE———— 7.7
Mide mmmm———— 56
Bobrek memm 29 "%
Non-Hodgkin lenfoma e 2 8
Tiroid mmm ) 7
Pankreas mm 23

Lannks mam 2.2

0 5 10 15 20 25

Sekil 2.8. Tiim Yas Gruplarindaki Erkeklerde En Sik Goriilen Baz1 Kanserlerin Yiizde
Dagilimlar1 (Tirkiye Birlesik Veri Tabani, 2017) (10)
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2.2.2. Etyoloji

Fazla kilo, 6zellikle obez olmak hem kadinlarda hem de erkeklerde bobrek
kanseri i¢in risk faktoridir (11). Bobrek kanseri igin diger risk faktorleri sigara,

hipertansiyon, bobrek nakli, ailede hastalik oykiisii ve belirli toksinlere maruz kalmadir

(12).

Kanser i¢in potansiyel bir risk faktorii olarak diyabetin 6nemi klinik ve otopsi

calismalarinda gosterilmistir (13).
Renal Hiicre Neoplazisinin Kalitsal Yonleri

Kalitsal bobrek tiimdrleri, her biri bir kalitsal bobrek tiimorii sendromuna 6zgii
olan germline mutasyonlarinin gegisi yoluyla kalitilan neoplazmlardir. Bilateral ve
multifokal olmas1 ile erken baslangic yas1 kalitsal bobrek tlimorlerinin tipik

ozellikleridir. Tyi karakterize edilmis 6rnekler asagidaki durumlari igerir:

Von Hippel-Lindau (VHL) sendromunda ve konstitiisyonel kromozom 3

translokasyon sendromunda berrak hiicreli renal hiicreli karsinom (ccRCC);

- Kalitsal PRCC sendromu, herediter leiomyomatozis ve renal hiicreli
karsinom (HLRCC) sendromu (PRCC), ailesel papiller tiroid karsinomu
sendromu, hipertiroidizm-gene tiimoric sendromu ve Birt-Hogg-Dube

sendromunda papiller renal hiicreli karsinom (PRCC);
- Hipertiroidizm-gene tiimorii sendromunda onkositoma;

- Birt-Hogg-Dube sendromunda kromofob RCC ve hibrit kromofob
onkositoma (7).

2022 yilinda yayinlanan DSO kitabinda belirgin leiomyomatdz stromaya sahip
RCC'ler siklikla TSC1, TSC2, MTOR ve/veya ELOC'de (TCEB1) mutasyonlar
barindirir. Bu tiimorlerin, cCRCC'ler ve berrak hiicreli papiller tiimorler ile onemli
6l¢iide morfolojik Ortiismeye sahip oldugu gortilmistir. ELOC (TCEBL1) ile mutasyona
ugramig RCC'lerin, orijinal olarak "RCC benzeri bobrek anjiyomiyoadenomatdz
timoril" veya “tiiberoskleroz ile iliskili papiller tip RCC” olarak tanimlanan, kalitsal
tiiberoskleroz ile iligkili RCC'lerin bir alt kiimesiyle ayni ve ayirt edilemez oldugu
hipotezini destekler. ELOC (TCEB1) mutasyonuna ugramis RCC'nin net bir teshisi
ancak karmasik molekiiler analizlerle yapilabilir. Bu nedenle DSO bu antiteyi molekiiler

olarak tanimlanmis RCC'ler kategorisine almistir. Buna karsilik, hemen hemen tiim
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metanefrik adenomlar, adenofibromlar ve metanefrik stromal tumorlerde BRAF
p.V600OE mutasyonlari tanimlansa da, yine de bu tiimérler morfolojik olarak

tanimlanmis neoplazmalar olarak kabul edilirler (14).

2.2.3. Renal Hiicreli Karsinomun Histolojik Simiflandirmasi

Birlesik Devletler Silahli Kuvvetleri Patoloji Enstitiisi'nde (AFIP) 1975'te
yaymlanan Timor Patolojisi Atlasi, bobrek tlimorleri fasikiiliinde, renal hiicreli
karsinomu iki ana kategoride siniflandirdi: berrak hiicreli karsinom ve graniiler hiicreli
karsinom. Bu fasikiiliin yayinlanmasindan bu yana gegen elli yila yakin siirecte renal
hiicreli karsinom morfolojik alt tiplerine yonelik biiyiik bir ilgi oldu. Bu siiregte, her biri
farkli karakteristik histolojik 6zelliklere ve benzersiz immiinoprofillere farkli molekiiler
degisikliklere sahip ¢ok sayida morfolojik alt tip tanimlanmigtir. Bobrek tlimorlerinin
histolojik alt tiplendirmesinin prognostik éneme sahip oldugu yapilan ¢ok merkezli ve
cok sayida arastirmalarla netlesmistir. RCC'nin alt tiplerini belirlemek hastalarda

tedaviye yon vermek i¢in ongoriiclii 6neme sahiptir.

RCC'nin histolojik smiflandirmasi gelistikge, alt tiplerini belirtmek ig¢in
kullanilan terminoloji, tiimorleri tanimlayict veya karakteristik Ozelliklerine atifta
bulunarak yapilmistir. Alt tipler, baskin sitoplazmik 6zellikler ve boyama o6zellikleri
(6rn. berrak hiicreli ve kromofob RCC'ler), mimari 6zellikler (6rn. papiller renal hiicreli
tiimor), hiicre tipi (6rn. renal onkositoma) ve bu ozelliklerin kombinasyonlar1 (6rn.
berrak hiicreli papiller renal hiicreli timor) kullanilarak isimlendirilmistir. Bobrek
timdrlerini isimlendirmeye yonelik diger yaklasimlar, metanefroz (6rnegin metanefrik
adenom), tlimoérlerin anatomik yerlesimi (6rnegin, toplayici kanal ve renal mediiller
karsinomlar) gibi embriyolojik yapilara benzerliklerine ve arka plandaki bobrek
hastalig1 ile bir korelasyona (Ornegin edinilmis kistik hastalikla iligkili RCC)
dayanmaktadir. RCC alt tipleri i¢in barindirdiklar1 molekiiler degisikliklere atifta

bulunan isimler de kullanilmistir (11, 14).
2022 y1l1 DSO smiflamasinda bébrek tiimérleri ana hatlariyla:
- Renal hiicreli tiimorler
- Metanefrik tiimorler
- Mikst epitelyal ve stromal tiimorler

- Renal mezenkimal tiimorler
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- Bobregin embriyonal neoplazileri
- Cesitli tiimorler (Germ hiicreli tiimorler)
olarak siiflandirilmistir.

Noroendokrin tlimorler tiim genitoiiriner tiimorler i¢in tek ve ortak bir boliim

olarak belirtilmistir.

2022 yilinda yaymlanan DSO siniflamasinda birtakim degisiklikler yapilmistir
fakat RCC'ler icin tamamen molekiiler bir smiflanmaya ge¢me zamaninin heniiz
gelmedigi belirtilmistir. DSO'nun {iriner ve erkek genital tiimérleri siniflandirmasiin
onceki baskilarinin aksine, bu baskida yayin kurulu, RCC'yi morfolojik ve molekiiler
olarak tanimlanmis RCC'lere ayirmaya karar vermistir. Molekiiler olarak tanimlanmis
RCC'ler arasinda TFE3 re-arranjmanli RCC'ler, ALK re-arranjmanlt RCC'ler, TFEB re-
arranjmanlt RCC, ELOC (6nceden TCEBI1) mutasyonuna ugramis RCC, SMARCBI
(INI1) eksik RCC ve digerleri bulunur (14). Onkositik timérler grubuna diger onkositik
tiimorler grubu eklenmis, onkositom veya kromofob RCC olarak simiflandirilamayan,

arada kalmis tlimorler bu gruba alinmustir.

Berrak hiicreli papiller renal hiicreli karsinomun terminolojisi iyi davranig
gostermesinden otiirli berrak hiicreli papiller renal hiicreli tiimor olarak degistirilmistir.
Papiller renal hiicreli karsinomda tipl ve tip2 kavramlari ortadan kaldirilmistir.
Eozinofilik solid ve kistik renal hiicreli karsinom yeni tanimlanmig bir gruptur.
Meduller renal karsinom, SMARCB1 (INI1) eksikligi olan renal meduller karsinom
olarak degistirilmistir. Fumarat hidrataz eksik RCC eski DSO’de herediter
leiomyomatozis ve RCC sendromu iligkili RCC’leri kapsar. TFE3 re-arranjmanli renal
hiicreli karsinom ve TFEB re-arranjmanli renal hiicreli karsinom MiT ailesi
traslokasyon karsinomlar igerisinde yer alir. ALK re-arranjmanli renal hiicreli karsinom
ve ELOC mutasyonu igeren renal hiicreli karsinom siniflamaya yeni eklenen

tiumorlerdir (14) (Tablo 2.2).
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Tablo 2.2. 2022 DSO Renal hiicreli timérler siniflamasi (14)

Renal hiicreli tiimorler

Berrak hiicreli renal hiicreli tiimorler
Berrak hiicreli renal hiicreli karsinom
Diisiik malign potansiyele sahip multilokiiler kistik renal neoplazm

Papiller renal hiicreli tiimorler
Renal papiller adenom
Papiller renal hiicreli karsinom

Onkositik kromofob renal tiimorler
Bobregin onkositomu
Kromofob renal hiicreli karsinom
Bobregin diger onkositik tiimorleri

Toplayici kanal tiimorleri
Toplayici duktus karsinomu

Diger renal tiimorler
Berrak hiicreli papiller renal hiicreli timorler
Miisinoz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinom
Tubulokistik renal hiicreli karsinom
Edinilmis kistik hastalikla iligkili bobrek hiicre karsinomu
Eozinofilik solid ve kistik renal hiicreli karsinom
Renal hiicreli karsinom, siniflandirilmamais

Molekiiler tanimlanms renal hiicreli karsinomlar
TFES3 re-arranjmanli renal hiicreli karsinom
TFEB re-arranjmanli renal hiicreli karsinom
ELOC mutasyonu igeren renal hiicreli karsinom
Fumarat hidrataz eksikligi olan renal hiicreli karsinom
Stiksinat dehidrogenaz eksikligi olan renal hiicreli karsinom
SMARCBI eksikligi olan renal meduller karsinom
ALK re-arranjmanli renal hiicreli karsinom
Metanefrik Timorler
Metanefrik adenom
Metanefrik adenofibrom
Metanefrik stromal timor
Mikst epitelyal ve stromal renal tiimorler
Bobregin mikst epitelyal ve stromal timori

2.2.4. Renal Hiicreli Karsinomun Sitolojik Derecelendirmesi

Sitolojik derecelendirmenin RCC'nin biyolojik davranigini tahmin etmede 6nemli
oldugu uzun siiredir kabul goren bir durumdur (7). Renal hiicre neoplazisi igin gesitli

derecelendirme sistemleri Onerilmistir; ancak bunlar, yakin zamanda tarif edilen renal
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hiicreli karsinomun bir¢ok morfotipi i¢in dogrulanmamistir (11). Niikleer ve niikleoler
ozellikleri degerlendiren Fuhrman derecelendirme sistemi, uzun zamandir uluslararasi
kullanimdadir. Kanitlanmis prognostik faydast olmasina ragmen, gecerliligi ve
tekrarlanabilirligi ile ilgili sorunlar vardir (11, 15). 2012 ISUP (Uluslar Arasi Urolojik
Patoloji Toplulugu) Vancouver konferansimin ardindan yeni bir DSO/ISUP
derecelendirme (grade) sistemi tamitild1 ve DSO tarafindan kullanilmasi tavsiye ediliyor
(15) (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. DSO / ISUP derecelendirme sistemi (15)

Grade1l  Niikleol yok ya da belirsiz ve 400x biiyiitmede bazofiliktir

Grade 2  Niikleol belirgin ve 400x biyiitmede eozinofiliktir, 100x biiylitmede
belirgin degil ancak goriilebilir

Grade 3  Niikleol 100x biiyiitmede belirgin ve eozinofiliktir

Grade 4  Belirgin niikleer pleomorfizm, multiniikleer dev hiicreler ve/veya
sarkomatoid ve / veya rabdoid diferansiyasyon

Bu sistem, derece 1-3'ii belirlemek igin niikleol belirginlik derecesi ve derece 4'l
tanimlayan olduk¢a atipik pleomorfik hiicrelerin ve/veya sarkomatoid veya rabdoid
morfolojinin mevcudiyeti ile dort dereceli bir sistemdir. Grade’leme en baskin grade’e

gore degil en yiiksek grade’e gore yapilir (15).

DSO/ISUP derecelendirme sistemi sadece berrak hiicreli ve papiller RCC'ler igin
dogrulanmistir, ¢linkii prognostik faydasi diger tiimor tipleri i¢in dogrulanmamistir (15-
17). Diger RCC alt tipleri i¢in derecelendirme dogrulanmamis olsa da, Onerilen
yaklasim, DSO/ISUP derecelendirme kriterlerine dayali aciklamalarla birlikte tiim
RCC'ler i¢in derecelendirmeyi raporlamaktir (14).

2.2.5 Renal Hiicreli Karsinom Evrelemesi ve Derecelendirmesi

Amerikan Ortak Kanser Komitesi (AJCC) tiimor-lenf nodu-metastaz (TNM)
evrelemesi, kanser i¢in en yaygin kullanilan ve evrensel olarak kabul edilen evreleme
sistemidir (18) (Tablo 2.4). RCC igin ilk TNM siniflamast 1974'te 6nerilmis ve sonraki
yillarda birkag¢ kez revize edilmistir (19). Aslinda literatiirden elde edilen kanitlar,
smiflama sistemi Klinik olarak uygulandiginda 6nceki her TNM baskisinin kansere 6zgi
sagkalimi tahmin etmek igin yeterli dogruluga sahip olmadigi yoniindedir (20). Ayrica,

son birka¢ yilda, mikrovaskiiler invazyon, timor nekrozu ve performans durumunu
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simiflamaya dahil eden, RCC i¢in yeni klinik ve patolojik prognostik parametreler
tanimlanmistir. Bu nedenle, son zamanlarda bazi yazarlar UCLA Entegre Evreleme
Sistemi, Mayo Clinic'in SSIGN skoru ve Karakiewick ve Sorbellini'nin monogramlar1
gibi RCC i¢in yeni entegre evreleme modelleri onerdiler. Bu modeller TNM
siniflandirmasi yanisira diger prognostik degiskenleri igerir ve tek basina TNM
smiflandirmasina kiyasla kansere 6zgii sagkalimi tahmin etmede daha dogru olduklar

kanitlanmustir (19, 21-23).

Tablo 2.4. AJCC 2017 Bobrek tiimorlerinde TNM siniflamasi (7)

TNM Simiflandirmasi

T- Primer Tiimor

TX: Primer timor degerlendirilemez

TO: Primer tiimdr kanit1 yok

T1: Bobrekte sinirli, <7 cm
Tla: Timé6r <4 cm
T1b: Timoér >4 cm, <7 cm

T2: Bobrekte sinirli,> 7 cm
T2a: Timor <10 cm
T2b: Timor > 10 cm

T3: Tumér major venlere veya perinefrik dokulara uzanir ancak ipsilateral
adrenal beze uzanmaz ve Gerota fasyasini agsmamistir

T3a: Renal vene veya onun segmental dallarma uzamim mevcut veya pelvikalsiyal sisteme
invazyon mevcut veya tiimor perirenal ve/veya renal siniis yag dokusunu invaze eder

T3b: Diyaframin altindaki vena kava igine uzanim mevcut

T3c: Diyaframin iizerinde vena kava icine biiylik dl¢lide uzanim veya vena kava duvarina
invazyon mevcut

T4: Tiimor gerota fasyasini1 agmustir (ipsilateral adrenal beze uzanim dahil)

N- Bolgesel Lenf Nodu

NX: Bolgesel lenf diiglimleri degerlendirilemez

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1: Bolgesel lenf nodu metastazi var

M- Uzak Metastaz

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz mevcut

Evreleme

Evre I: T1 NO MO
Evre II: T2 NO MO
Evre llI: T1-2 N1 MO

T3 HerhangiN MO

EvrelV: T4 Herhangi N MO
Herhangi T Herhangi N M1
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2.3. Berrak Hiicreli Renal Hiicreli Karsinom

2.3.1. Genel ozellikler

Berrak hiicreli renal hiicreli karsinom, berrak veya eozinofilik sitoplazmali
hiicrelerden olusan morfolojik olarak heterojen o6zellikler gosteren malign bir neoplazi
grubudur. Bu neoplaziler, tipik damar formasyonuna ve VHL'nin inaktivasyonu ve
hipoksi ile indiiklenebilir faktdriin upregiilasyonu ile karakteristik bir molekiiler
karakterizasyona sahiptir. Eskiden renal berrak hiicreli adenokarsinom, Grawitz timort,
hipernefroma olarak adlandirilmiglardir. CcRCC, tiim bobrek kanserlerinin %65-70'ini
olusturur (11). CcRCC'nin proksimal tiibiiler epitel hiicrelerinden kaynaklandigi
siklikla belirtilmesine ragmen, diger nefron segmentlerine ait epitel hiicre tiplerinin de
bazi ccRCC vakalarina yol agabilecegine dair kanitlar vardir (24, 25). Cocuklar da dahil
olmak {izere her yastan insani etkileyebilmesine ragmen, bu tiimorlerin ¢cogu, 40 yasin

tizerindeki hastalarda goriiliir ve erkeklerde kadinlara gore 1.5 kat daha siktir (26).

2.3.2. Makroskopik Bulgular

Makroskopik olarak, ccRCC birka¢ milimetre ile ¢cok biiylik boyutlar arasinda
degisir ve birka¢ kilogram agirliga kadar ulasabilir; ortalama boyut yaklasik 7 cm'dir.
Genellikle unilateral ve unisentriktir; bilateralite veya multifokalite, kalitsal ccRCC'nin
ozellikleridir. Cogunlukla kortikal yiizeyden ¢ikint1 yapan Kitle olusturur. Kesit yiizeyi,
timor hiicreleri igindeki kolesterol, fosfolipidler ve nétral lipidlerin bollugu nedeniyle
kismen karakteristik parlak altin sarist bir renge sahip olmakla birlikte tipik olarak gri
beyaz fibrozis ve yeni veya eski kanama alanlari ile alacali goriinimdedir. Genellikle
genigleyen, itici biliylime modeline sahiptir ve komsu normal bobrekten kalinlig
degisken bir fibroz psddokapsiil ile iyi bir sekilde ayrilmistir; baz1 durumlarda komsu
renal parankimi infiltre ediyormus gibi goriinebilir. Kistik degisiklik ve kalsifikasyon

alanlar1, 6zellikle nekroz alanlarinda yaygin olarak bulunur (7).

2.3.3. Klinik Ozellikler

Bobrek kanserlerinin yaklagik %60-80'1 tesadiifen ultrason, BT veya MRI'da
saptanir. Bobrek kanserinin en sik goriilen semptomlart hematiiri ve yan agrisidir. Kilo
kayb1 ve ates gec evrelerde ortaya g¢ikar. CcRCC’ler en yaygin olarak renal siniis
damarlari, renal venler ve vena kava yoluyla hematojen olarak metastaz yapar ve

pulmoner metastaz gelisimine yol agar. Renal venlerden lomber venlere uzanim, istte
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diisiik basingli paravertebral vendz pleksusa ve altta pelvik venlere yayilmasini
kolaylastirir, merkezi sinir sistemi, bas ve boyun, merkezi ve periferik kemik
metastazin1 kolaylagtirir. Lenfatik metastazlar hiler, aortik ve kaval lenf nodlarmi
tutabilir ve torasik duktusa girebilir veya direkt olarak torasik nodlari tutabilir. Bu gesitli

metastatik yollar, ccRCC'nin olagandisi bolgelere metastaz yapmasini saglar (11).

2.3.4. Histopatoloji

CcRCC’nin mikroskobik goriiniimii, ¢esitli yapisal paternleri igerir; tiimor
hiicreleri, ince duvarli kan damarlariyla ayrilmig, kompakt yuvalar, alveolar, asiner,
solid tabaka benzeri ve kistik paternlerin degisen oranlarda kombinasyonundan olusur.

Kistik alanlar ekstravaze eritrositler veya eozinofilik siv1 ile doldurulur (26).

Klasik ccRCC hiicresi, sitoplazmik lipidlerin ve glikojenin kayb1 nedeniyle farkli
hiicre membranina ve mikroskobik olarak berrak sitoplazmaya sahiptir. Bazi ccRCC
vakalarinda, graniiler eozinofilik sitoplazmali hiicreler izlenebilir; bu tiir hiicreler daha

cok yiiksek dereceli kanserde veya kanama, nekroz alanlarina yakin yerlerde goriliir
(7).

CcRCC’de heterotopik kemik olugumu, hiicre i¢i ve hiicre dis1 hiyalin globiiller,
bazofilik sitoplazmik inkliizyonlar, multiniikleer dev hiicreler, sarkoidoz benzeri
graniilomlar, miyosferiiloz dahil olmak iizere cok sayida yaygin olmayan histolojik

degisiklik tanimlanmigtir. Bu nadir bulgularin 6nemi bilinmemektedir (7).

Dereceye bagl olarak, niikleoller belirsiz, kiiciik veya biiyiik ve belirgin olabilir.
Bizar niikleuslar veya niikleol icermeyen ¢ok biiyiik ¢ekirdekler bazen mevcut olabilir.
Sarkomatoid ve rabdoid degisikliklerin her biri, tiimdrlerin yaklasik %5'inde meydana
gelir ve daha kotii prognoz ile iligkili olduguna dair ¢aligsmalar vardir. Cogu ccRCC'ler
cok az inflamatuar yanit ile iligkilidir; nadiren yogun bir lenfositik veya nétrofilik

infiltrat mevcuttur (11).

2.3.5. immiinofenotip

48 kDa'lik bir transkripsiyon faktorii olan PAXS8, hemen hemen tiim ccRCC'lerde

ve ayrica diger renal epitelyal neoplazmlarda niikleer olarak boyanr.

PAX2, PAXS8'e benzer boyanma gosterir, ancak PAX8 daha sensitiftir.
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Karbonik anhidraz IX, karbondioksit tasinmasinda ve pH regiilasyonunda rol
oynar. Ylksek dereceli tiimorler azalmis ekspresyon sergileyebilmesine ragmen,
ccRCC'lerin %75-100"inde yaygin bir membrandz dagilimda karakteristik olarak yogun
boyanma goriiliir. CcRCC’nin karbonik anhidraz IX boyama modeli, berrak hiicreli
papiller renal hiicreli tiimorde gozlenen bazolateral pozitiflikten farkli olarak

membrandzdiir (11) (Tablo 2.5).

CcRCC, sitokeratin AE1 / AE3, CAMS.2 ve EMA gibi epitelyal belirtecleri
ekspresse eder.

CK7 ekspresyonu nadirdir ve yiiksek dereceli tiimorlerde ve kistik bilesenleri
olan tiimorlerde izole hiicreler veya hiicre kiimeleriyle sinirlidir. Kromofob RCC yaygin

CK7 pozitifligi gosterir ve ccRCC’yi kromofob RCC'den ayirt etmek i¢in kullanilir.

Proksimal tiibiil belirteci olan CD10, ccRCC'de membrandz boyanma gdsterir.

Vimentin ccRCC'de pozitiftir, yiiksek dereceli alanlarda daha yogun boyanir (11).

CK20, misin 1 (MUCI), parvalbumin, a-metilagil-koenzim A rasemaz
(AMACR), bobrege spesifik kaderin ve CD117 ile immiin boyanmalar ¢ogu durumda
negatiftir (7).

Tablo 2.5. RCC alt tiplerinde immiinohistokimyasal boyanma farkliliklar1 (11)
PAXS CAIX CK7 AMACR c-kit Diger

Berrak hucreli

RCC + + (yaygin) - - -
Papiller RCC + i - + i
Kromofob RCC Hale’in kolloidal
+ - + - + demiri+,
Vimentin-
Onkositom + i Ifokal + i £+ Vimentin-

Berrak hiicreli
papiller renal + Jtr) (kade_h + - -
hiicreli timor enzeri)

2.4. Berrak Hiicreli Renal Hiicreli Karsinomun Genetik Profili

RCC'nin en yaygn tiirii olan ccCRCC, hem sporadik hem de ailesel formlarda
hipoksi ile indiiklenebilir faktorlerin (HIF1A ve HIF-2a, ayrica HIF1A ve EPAS1

olarak da bilinir) stabilizasyonuna yol agan VHL gen mutasyonlar1 ile yakindan
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iliskilidir (27). ccRCC tiimoérlerinin kapsamli genetik profilinin tanimlanmasi, yalnizca
tiimorogenez mekanizmalar1 hakkinda fikir vermekle kalmaz, ayn1 zamanda niiks veya
metastaz gosteren hastalarin tanimlanmasi ve potansiyel prognostik biyobelirtegler i¢in

fayda saglar (28).

CcRCC, intra-tiimoral heterojenitesi ile iyi bilinir ve morfolojik,
immiinohistokimyasal ve genetik farkliliklar primer tiimor ile metastazlar1 (inter-
tiimoral heterojenite) arasinda da mevcuttur. Yayginliklarina gore somatik mutasyonlar;
her yerde bulunan, paylasilan ve 6zel mutasyonlar olarak siniflandirilir. Her timor
hiicresinde her yerde bulunan mutasyonlar mevcuttur. Paylasilan ve 6zel mutasyonlar,
daha kiigiik alt klonlarda bulunur. Onemlerine gére mutasyonlar, siiriiciiler (driver) ve
yolcular (passenger) olarak simiflandirilir. Siiriicii mutasyonlar, tiimdriin baglamasi ve
ilerlemesinde rol oynayanlar icerir. Her yerde bulunan mutasyonlar mutlaka siiriicii
mutasyonlart degildir. Aslinda, normal DNA replikasyonu siireci sirasinda edinilen ve
sonugta ilk tiimor klonuyla sonuglanan se¢ilmemis mutasyonlar, her yerde bulunan
yolcular1 temsil eder. Yalnizca bir mutasyon alt kiimesi (muhtemelen 10'dan az protein
kodlayan gen mutasyonu) itici glictiir. Ayrica, paylasilan ve 6zel mutasyonlar arasinda
stiricii mutasyonlar1 bulunabilir (29). Timor olusumu siirecinde erken edinilen
mutasyonlar her yerde bulunurken, ¢ok gec¢ asamalarda edinilenler 6zeldir ve aralarinda
paylasilan mutasyonlar vardir. VHL ve PBRM1 mutasyonlar1 erken kazanilabilirken,
BAP-1 ve SETD-2 mutasyonlar1 daha sonra ortaya cikabilir. PBRM1 ve BAP1
mutasyonlarinin biiylik 6l¢iide 6zel oldugu ve bu mutasyonlara sahip tlimorlerin farkl
biyoloji sergiledigi ve belirgin sekilde farkli genel sagkalim ile iligkili oldugu bulgusu,

sporadik ccRCC'nin ilk molekiiler genetik siniflandirmasinin temelini olusturur (30).

Biiyiik olctlide paralel sekanslama teknolojilerini kullanan son ¢alismalar, birkag
yeni siirticii genini igeriyor. VHL wild-tip timérlerde, VHL'ye baglanan ve islevi igin
gerekli olan bir protein olan Elongin C'yi kodlayan TCEB1'de mutasyonlar kesfedildi
(29).

Biiyiik 6l¢ekli genomik dizileme caligmalari, 3p lokusunun en az dort ek ccRCC
timor baskilayict gen barmndirdigini gostermistir: Histon 3 lisin demetilaz genleri
KDM6A (UTX olarak da adlandirilir) ve KDMS5C (JARID1C olarak da adlandirilir),
histon 3 lisin metiltransferaz geni SETD2 ve SWI/SNF kromatin yeniden modelleme
kompleksi geni PBRM1. CcRCC'ler ayrica kromatin remodellinginde rol oynayan
BAP1 geninde fonksiyon kaybi mutasyonlarin1 barindirir (11). PBRM1, SETD2 ve
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BAPI1, VHL nin bulundugu 3p25 lokusunun yakininda, 3p21 lokusunda yakin bir yerde
bulunur. Bu nedenle, ccRCC'lerin %90'indan fazlasinda goriilen karakteristik tek kopya
3p kaybi fonksiyonel olarak baglantili olabilecek dort tiimdr baskilayiciyr ayni anda
bozar (31). Ayrica mTORCI1 yolu, ccRCC'lerin yaklasik %20'sinde MTOR, TSCI,
PIK3CA ve PTEN'deki mutasyonlar tarafindan deregiile edilir. TSC1'deki ve
muhtemelen diger genlerdeki mutasyonlar, mTORCI1 inhibitorlerine duyarlilig
ongorebilir. Bu kesifler, ccRCC gelisimine dair Ongorii saglar ve hastaligin ilk
molekiiler genetik siniflandirmasinin temelini olusturarak alt tipe 6zgii tedavilerin

yolunu agar (29).

Intratiiméral heterojenite, timérden alinan tek biyopsi drneklerinden tanimlanan
genomik degisikliklerin hafife alinmasina yol acabilir ve kisisellestirilmis ilag ve

biyobelirteg gelistirmede biiylik zorluklar ortaya ¢ikarabilir (32).

2.4.1. Von Hippel-Lindau Tiimér Siipressor Geni

En sik goriilen ailesel renal karsinom sendromu, otozomal dominant VHL
sendromudur. VHL  hastalifi, merkezi sinir sistemi ve retina kapiller
hemanjiyoblastomlari, feokromositoma, pankreas ve i¢ kulak tiimorlerinin gelisimi ile
karakterizedir. Tipik bobrek belirtileri bobrek kistleri ve ccRCC olup VHL hastalarinda
baska RCC tipleri gelismez. VHL sendromlu hastalardan alinan makroskopik olarak
normal bobrek dokusunun histopatolojik incelemesinde, ccRCC'nin 6ncii lezyonlar: gibi
goriinen genellikle binlerce kiigiik berrak hiicreli timoér ve kist odaklari oldugu

gosterilmistir (25).

VHL, iki vuruslu bir timor baskilayici gendir ve tipik olarak, bir alel, bir
intragenik mutasyon yoluyla etkisiz hale getirilir ve ikincisi, bilyiik delesyon isleminin
bir pargasi olarak silinir. VHL geni, kromozom 3p25.3 iizerindedir ve bu bolgedeki,
genellikle kromozom 3'in tiim kisa kolunu igeren delesyonlar, ccRCC'nin yaklasik
%090'inda go6zlenir. Bazen bir VHL mutasyonu 3p delesyonu olmadan bulunur. Bununla
birlikte, kalan kromozomal bdlgenin kopyalanmasinin eslik ettigi ve kopya notr

heterozigosite kayb1 (LOH) ile sonug¢lanan bir silme meydana gelmis olabilir.

VHL proteini, Elongin B, Elongin C, Cul2 ve Rbxl1 ile bir E3 ubikuitin ligazi
olarak islev goren, en belirgin sekilde HIF (hipoksi ile indiiklenebilir faktor)
transkripsiyon faktorlerinin o alt birimlerine karsi bir kompleks olusturur (29). Diisiik

oksijen kosullarinda (veya kusurlu pVHL'li hiicrelerde) HIFa, pVHL tarafindan
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taninmaz, HIF ile dimerize olur ve bircogunun diisiik oksijen ortamina adaptasyonu
destekledigine inanilan 100-200 geni transkripsiyonel olarak aktive eder (Sekil 2.9)
(33). Mutasyon veya DNA metilasyonu nedeniyle VHL'nin inaktivasyonu, ccRCC'de
HIF-B ile dimerize olan ve cekirdege yer degistiren transkripsiyon faktorii HIF-a'nin
birikmesine yol agan erken bir olaydir. Ortaya ¢ikan HIF-o—HIF-f kaynakli asag1 akis
genlerinin yukar1 regiilasyonu, hiicre ¢ogalmasini, glikoz alimimi, glikoliz ve
anjiyogenezi tesvik eder (34). CcRCC, anjiyogenezi diizenleyen HIFa hedeflerinin
kontrolsiiz aktivasyonu nedeniyle oldukca vaskiilerdir. Boylece, anti-VEGF/VEGFR
ajanlar1, metastatik ccRCC igin etkili, birinci basamak tedavidir (35). VHL'deki birgok
mutasyon protein ekspresyonunu bozar, ancak yanlis anlamli mutasyonlar genellikle
VHL ve Elongin C arasindaki arayiizde kiimelenir. Ilging bir sekilde, Elongin C geni
(TCEBI olarak adlandirilir ) ccRCC'lerin %0.5-5'inde mutasyona ugrar (29).
VHL kaybi HIF1a kaybi

(3p delesyonu) (14q delesyonu)

L)
25-—e9-—9

pVHL kaybi, berrak hiicreli karsinogenez iizerinde zit etkileri olan hem HIFla hem de HIF2a'nin
birikmesine yol acar. HIF1a'y1 asagi regiile etmek igin se¢im baskisina yol agar.

Sekil 2.9. Berrak Hiicreli Karsinomda pVHL, HIF1a ve HIF2a'nin Rolii (33)

Mevcut  kanitlar, ccRCC gelisiminde VHL'min roliiniin, yalnizca diger
mutasyonlarin ~ varligiyla ortaya c¢iktigini, dolayisiyla pVHL'min  fonksiyonel
inaktivasyonunun bdbrek kanseri ilerlemesi icin gerekli ancak yeterli olmadigini

gostermektedir (36).

2.4.2. PTEN Geni ve PI3K-AKT-mTOR Yolu

PI3K/Akt yolu, hiicresel stres sirasinda hayatta kalmanin kilit noktasidir.
Tlimorler, dogas1 geregi stresli bir ortamda var olduklarindan (sinirli besin ve oksijen
kaynag1 ve diisiik pH), bu yolun kanserdeki rolii cok oOnemli goriinmektedir.
PI3K/Akt/mTOR yolunun aktivasyonu, hiicre biiyiimesi ve hayatta kalma kontroliiniin
derin bir sekilde bozulmasina neden olur, bu da sonugta rekabet¢i bir biiylime

avantajina, metastaz olasiliginin artisi, anjiyogenez ve tedavi direncine yol agar. Bu
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nedenle, bu yol, antikanser tedavi ajanlarinin gelisimi i¢in en cazip hedeflerden biri
olarak dikkate alinmistir (37).

PI3K, plazma zarindaki fosfatidilinositol (PtdIns) lipidlerinin inositol halkasinin
3-hidroksil grubunu fosforile eden bir lipid kinaz ailesidir. PI3K, farkli yapilarma ve
lipid substrat tercihlerine gore {i¢ sinifa (sinif I, IT ve III) ayrilir. Stif I PI3K, kanserde
onemli bir rol oynadigi i¢in en ¢ok calisilan ve en iyi anlagilan gruptur. Smif I PI3K'ler,
bir diizenleyici alt birim (p85) vellO kDa'lik bir katalitik alt birimin (p110)
heterodimerleridir. Farkli genlerden iiretilen dort p110 izoformu (p110a, p110p3, p110y
ve p1109), alternatif baslangi¢ kodonlar1 ve farkli genlerin bir kombinasyonu tarafindan
iiretilen yedi diizenleyici alt birim (p85a, p85B, p55a, p55y, pS0a, p101 ve p87) vardir.
Diizenleyici alt birimler, PI3K protein heterodimerlerini stabilize eden, bazal kosullar
altinda kinaz aktivitesini inhibe eden ve PI3K'y1 aktivasyon icin yukar1 akisg

diizenleyicilere yonlendiren p110 katalitik alt birimlerine baglanir (38).
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Sekil 2.10. PI3K/Akt yolu (38)

PI3K aktivasyonu, RAS mutasyonu, fosfataz ve tensin homologu (PTEN) kayb1
yoluyla veya epidermal biiytime faktorii reseptorii gibi biiylime faktorii reseptorlerinin
artan ekspresyonu ile gerceklesebilir. PI3K yolu ile anjiyogenez arasinda bir baglanti
vardir (39). PI3K dort izoformdan olusur: PIK3CA, PIK3CB, PIK3CD ve PIK3CG.
PI3K'nin  aktivasyonu, fosfatidilinositol-4,5-bifosfat1 (PIP2) fosforile ederek
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3) tretir (40). Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat
(PIP3), cesitli sinyal iletim yollarinda hayati bir rol oynayan PI3K tarafindan iiretilen
onemli bir lipid ikinci habercidir. PIP3, serin/treonin kinazlar1 PDKI ve AKT'yi aktive
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eder. PTEN geni, PI3K’nin hareketine kars1 ¢ikan bir fosfatazi kodlar ve boylece aktive
edilmis AKT seviyesini disiiriir. AKT, rapamisinin memeli hedefinin (mTOR)
fosforilasyonuna yol agarak protein sentezini ve hiicre biiyiimesini kontrol eder (39).
mTOR, islevsel olarak farkli iki protein kompleksini kapsayan 289 kDa'lik bir
serin/treonin  kinazdir: mTOR kompleksi 1 (mTORC1) ve mTOR kompleksi 2
(MTORC2). PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu diizensizligi, RCC'li hastalarda siklikla

tanimlanir (40).

2.4.3. PBRM-1 Mutasyonu

PBRM1, VHL ile ayn1 kromozom kolundadir ve ikinci alel siklikla VHL ile
kodlanir (35). PBRM1, ccRCC’nin yaklagik %50'sinde mutasyona ugrar ve Dbir
SWI/SNF niikleozom remodelling kompleksinin kromatin hedefleme alt birimi olan
protein BAF180'i kodlar (41). Bu protein, gesitli DNA onarim mekanizmalarinda yer
alir ve ayn1 zamanda genomik stabiliteyi slirdiirmek icin gerekli olan sentromerler
arasindaki kohezyon i¢in de 6nemlidir (42). Niikleozomlar, tipik olarak etrafina 147 bp
DNA'in sar1ldig1 dort kanonik histon proteininin (H2A, H2B, H3 ve H4) her birinin iki
kopyasindan  olusan histon oktamerleridir. DNA'nmin  histonlara  baglanmasi,
transkripsiyon faktorlerine ve RNA polimerazlarina erisimini  sinirlar. DNA
erisilebilirligi, niikleozomlar1 agan, yeniden konumlandiran ve ¢ikaran remodellerlar
tarafindan diizenlenir (29). Su anda dort farkli kromatin remodeling kompleksi ailesi
vardir. Dordii de histon-DNA temaslarin1 degistirmek ve benzer bir ATPaz alanini
paylagsmak i¢in ATP hidrolizini kullanir. Bununla birlikte, dordii de katalitik ATPazlarin
da bulunan benzersiz alanlar ve ayrica benzersiz iligkili alt birimleri tarafindan verilen
belirli amaglar ve biyolojik baglamlar i¢in uzmanlasmistir. SWI/SNF (gegisli
kusurlu/siikrozu fermente etmeyen) aile remodelerleri baslangigta Saccharomyces
cerevisiae'den saflagtirilmistir ve 8 ila 14 alt birimden olusmaktadir (43). SWI/SNF
kromatin remodelling kompleksleri, niikleozomlar1 yeniden modellemek ve
transkripsiyonu modiile etmek i¢in ATP hidrolizinin enerjisini kullanir. Artan kanatlar,
birkag SWI/SNF alt birimindeki inaktive edici mutasyonlarin son zamanlarda gesitli
kanserlerde yiliksek bir frekansta tanimlandigi ic¢in, bu komplekslerin tiimor
baskilanmasinda yaygin bir rolii oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, bu
komplekslerdeki mutasyonlarin tiimor olusumuna neden oldugu mekanizmalar
belirsizdir. SNF5 (SMARCBL, INI1 ve BAFA47 olarak da bilinir), ARID1A (BAF250A
ve SMARCF1 olarak da bilinir), BAF180 (PBRM1 olarak da bilinir) ve BRM/SWI2
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dahil olmak tizere SWI/SNF kromatin remodelling komplekslerinin alt birimlerinde
spesifik inaktive edici mutasyonlar gen 1 (BRG1; ayrica SMARCAA4 olarak da bilinir)
alt birimleri, ¢esitli kanser tiirlerinde yiiksek siklikta ortaya ¢ikar (44). Rafal Pawlowski
ve ark. yaptig1 calismada PBRM1 kaybinin, RCC'nin berrak hiicre alt tipinde baskin
oldugu (~ %70) ve ileri tiimor evresi (p < 0.0001) ve daha kotii hasta sonucu (p =

0.025) ile iliskili oldugu bulunmustur (36).

CcRCC, bobrek kanserinin en yaygin histolojik alt tipidir ve uzun bir siireden
beri immiinojenik timorler olduklart kabul edilmektedir. Bununla birlikte, hastalarin
cogunda, igsel veya adaptif direng nedeniyle immiin kontrol noktasi blokajimna (ICB)
kars1 kalict bir yanit elde edememektedir. ICB ile tedavi edilen biyolojik olarak
heterojen ccRCC hastalarinda yanitin itici gliglerini belirlemek acil klinik ihtiyag
icindedir. PBRM1 kaybinin bagisiklik tepkisi iizerindeki etkisine iliskin simdiye
kadarki veriler tutarsizdir. Son zamanlarda, PBRM1 mutasyonlarinin, daha Once
antianjiyogenik tedavi gormiis ccRCC hastalarinda anti-PD-1 tedavisinden elde edilen
klinik fayda ile iliskili oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle, PBRMI1 kaybinin
immiinoterapiye yanit lizerindeki etkisini tam olarak daha fazla karakterize etmek i¢in

RCC'ye 6zgii klinik verilere ihtiyag¢ vardir (45).

Metastatik RCC oldiriiciidiir ve geleneksel kemoterapdtik ajanlara direnglidir.
Hedefli tedavilerin ve bagisiklik kontrol noktast inhibitérlerinin mevcut metastatik RCC
uygulamasina dahil edilmesi, en yaygin alt tip olan, ancak nadir olmayan bobrek kanseri

olan ccRCC hastalarinin medyan genel sagkalimini 6nemli dlgiide iyilestirmistir (46).

2.4.4. BAP-1 Mutasyonu

BAP1 (BRCALI iliskili pretein), VHL ve PBRM1 genleri arasinda kromozom 3p
tizerinde bulunan iki vuruslu bir timor baskilayict gendir (29). ccRCC'nin ~%15’inde
BAP1 mutasyona ugrar (30). BAP1 proteini, birka¢ kromatin remodelling kompleksi
icin bir iskele gorevi gbren bir protein olan konakgr hiicre faktori-1 (HCF-1) ile
etkilesime girer. BAP1 mutasyonu tipik olarak protein kaybiyla iliskilidir (29). BAP1,
hiicre dongiisii, hiicresel farklilagsma, hiicre 6liimii, glukoneogenez ve DNA hasar yaniti
dahil olmak iizere temel hiicresel yollar1 diizenleyen ¢oklu protein kompleksleri ile
iligskili bulunan bir deubikuitilazdir (47). BAP-1 ilk olarak BRCAI ile etkilesimine
dayanarak tanimlandi ve yakin zamanda mezotelyoma, uveal melanom ve bobrek

kanseri gibi birgok kanser tiiriinde mutasyona ugradigi bulundu. Bununla birlikte, BAP1
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eksikligi olan hiicrelerin iyonize radyasyona ve PARP inhibitorii olaparibe karsi daha
duyarli oldugu bildirilmistir (48). PBRM1 mutasyonlarinin ccRCC'deki BAP1
mutasyonlart ile korelasyon gosterme egiliminde oldugu ve PBRMI1 ve BAP1
mutasyonlu tiimorlerin farkli biyoloji sergiledigi ve belirgin sekilde farkli sonuglarla

iliskili oldugu kesfedilmistir (30).

2.4.5. SETD-2 Mutasyonu

SETDZ2, 2 vuruslu bir tiimdr baskilayic1 gendir ve ccRCC'de siklikla silinen bir
alan olan 3p kromozomu tizerinde bulunur. Bazi1 ¢alismalar bir tiimor baskilayici gen
olarak islev géren SETD2'deki mutasyonlarin ccRCC vakalarinin %3-12'sinde meydana
geldigini ve koti klinik sonuglarla iligkili oldugunu ortaya koymustur (49, 50)
SETDZ2 mutasyonlari, ccRCC tiimorlerinin ~%10'unda gdzlenir ve metastatik ccRCC
hasta orneklerinde frekans dramatik bir sekilde ~%30'a yiikselir, bdylece bu genetik
degisikligin ccRCC'nin metastatik ilerlemesini yonlendirmede bir rolii oldugunu
diisiindiiriir (51). Onemli bir histon metiltransferaz olarak SETD2, histon H3K36'y1
katalize edebilen ve onu trimetillenmis H3K36'yva (H3K36me3) doniistiirebilen
korunmus bir SET alan1 igerir. EK olarak, H3K36me3, spesifik hedef genlerin
transkripsiyonel uzamasinda veya eklenmesinde yer alan hiperfosforile RNA polimeraz
IT ile iligkilidir ayrica transkripsiyonel aktivasyonu, DNA onarimini ve hiicre dongiisii

diizenlemesini etkileyebilecek kromatin yapisini degistirebilir (52).

2.5. Ekzom Sekanslama Yontemi

Mutasyon, genetik dizinin normal yapisinin degismesidir. Bu, dizideki gercek
degisim (tek niikleotid degisikligi, delesyon vb.), konum degisikligi ya da dizi
miktarindaki degisiklik seklinde meydana gelebilir. Somatik mutasyon, sonradan
kazanilmig mutasyonlar olup germline mutasyonlar ise kalitimsal ve germ hiicrelerinde

de bulunan mutasyonlardir (53).

Yeni nesil dizilemenin (YND) ve genom c¢apinda iliskilendirme g¢alismalarinin
ortaya ¢ikisi, sistematik genetik calismalara ve RCC de dahil olmak {izere bir¢ok farkli
kanserin kapsamli molekiiler karakterizasyonunu tanimlamaya olanak saglamistir.
Genomik c¢alismalar, heterojen molekiiler degisiklikler temelinde, yatkinlik yaratan
genetik varyantlari ve ortaya cikarilan tiimor alt tiplerini basariyla tanimladi ve bu, ilgili
molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlasilmasini sagladi. RCC'li hastalar her zaman

standart tedavilere yanit vermez ve bazilari terapotik direng gelistirir ve sonunda
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hastaliktan Oliir. Hasta sonuglarini iyilestirmek amaciyla, hastaligin ilerlemesi riski
altindaki bireyleri belirlemek ve RCC'yi 6nleme ve tedavi etmek i¢in yeni yollar bulmak

icin genomik yaklagimlar1 kullanmak igin giiglii bir motivasyon vardir (34).

Ekzom dizileme, genom boyunca protein kodlayan genlerin varyantlarini
kapsamli bir sekilde tanimlamak ve tiplemek i¢in DNA zenginlestirme yontemlerini ve
biiylik olclide paralel niikleotit dizilemesini kullanir. Birka¢ yontem mevcut olmasina
ragmen, hepsi benzer bir ilke kullanir: bir genomik DNA 6rnegini, genomun protein
kodlayan bolgeleri (ekzonlar) i¢in zenginlestirilmis olana indirgemek, ardindan ekzonla
zenginlestirilmis 6rnegin ¢ok yiiksek verimli dizilimini saglamak. Bu; yanlis anlamls,
anlamsiz, kii¢iik delesyon veya insersiyon mutasyonlart dahil olmak {izere protein

kodlayan mutasyonlar1 hizla tanimlamak i¢in bir yontemdir (54).

ikinci nesil sekanslama platformlari ve birinci nesil Sanger sekanslamasi
arasindaki temel fark; her bir reaksiyon icin kapiller basina bir amplifiye DNA
segmentinden sinyal iiretmek yerine, ¢ogaltilarak elde edilen amplifiye DNA
sekanslarin1 yogun bir sekilde paralel olarak okuma ya da drneklemeye olanak saglayan
calismalardir. YND uygulamasmin ilk asamasi mutasyonlarin saptanmasi ya da
genomlarin  bir araya getirilmesi i¢in non-modifiye DNA  molekiillerinin
sekanslanmasidir. DNA, molekiillerinin u¢larina 6zgiil sekans adaptorlerinin eklenmesi
yoluyla sekanslama kiitiiphaneleri olusturulur ve YND uygulamalar tarafindan ilk
sekanslama tepkimelerinde kullanilir. Bir sekanslayicidan ham okumalar yapildiktan
sonra, kalitesi sik kullanilan Phred skoru (Q) ile 6l¢iiliir. Bu skor hata olasilig1 ile iliskili
logaritmik bir 6l¢ek kullanan Sanger bazli sekanslayicilar tarafindan iiretilen verilerin
kalitesini  belirtmek icin ortaya ¢ikarilmistir. Genel olarak bugiinkii YND
uygulamalarinda okuma diizeyinde iiretilen verilerin %90’ 1inin Q skoru 30 (hata olasilig1
1000°de 1) ya da daha yiiksektir. Rastgele sekanslamadaki hatalar ayni bélgenin birden
fazla okunmasi ile asilir. YND teknolojileri tarafindan es zamanli olarak tespit
edilebilen varyant tipleri; yapisal degisiklikler, tek niikleotid varyantlart (SNV’ler) ve
kisa indeller olmak iizere ii¢ kategoriye ayrilir. SNV ler ve kisa indellerin algilanmasi
digerlerine gore daha kolaydir. Buna karsin, kopya sayisi varyasyonlar1 (KSV’ler) ve
translokasyonlar gibi yapisal degisiklikler, tiretilen veri tiirline bagli olarak ortaya
c¢ikarilabilir. Bu asamalarin en biiyiik sikintist veri iiretme ve sekanslamadan ziyade
verileri analiz etmektir. YND verilerini anlaml bilgi haline doniigtiirmek dort adimdan

olusur: elde edilen sinyalin DNA sekanslarina ya da dizilerine donistiiriilmesi,
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sekanslama dizilerinin bir referans genomla karsilastirilmasi, genomik varyantlarin

isimlendirilmesi ve bu varyantlarin yorumlanmasi (55) (Tablo 2.6).

Dizi varyantlarinin agiklamasi, bir dizi varyantinin yanlis mi yoksa dogru mu
oldugunu ve bu varyantin islevsel yorumunun gen (protein) isleviyle ilgili olup
olmadigin1  belirler. Yanlis varyantlar, dokunun Kkendisinde bulunmayan ve
degerlendirme oncesi islem sirasinda veya Saklanma kosullarina bagli olarak ortaya
cikan varyantlardir. Yanlis dizi varyantlarinin {i¢ ana sebebi vardir: DNA deaminasyon
artefaktlari, amplifikasyon hatalar1 ve dizileme hatalari. Formaldehit fiske parafine
gomiilii (FFPE) dokudaki yanlis varyantlarin baslica nedeni, amplifikasyon sirasinda
sitozin:guanin>  timin:adenin  degisimiyle  sonuglanan  sitozin  bazlarinin
deaminasyonundan kaynaklanmaktadir. Hidrolitik deaminasyon dogal olarak meydana
gelir, bu nedenle daha eski numuneler bu tiir hatalara daha yatkinlik gosterir, ek olarak

formalin fiksasyonu da bu siireci oldukga etkiler (56).

Tablo 2.6. Yeni nesil dizileme algoritmasi

Materyal eldesi — DNA izolasyonu — Hedef bélge se¢imi — DNA
kiitiiphanesi olusturma — DNA pargalarin1 ¢ogaltma — Dizileme — Ham veri
olusturma — Haritalama — Varyant ¢agirma — Dogrulama — Patojenik varyantlarin
belirlenmesi — Raporlama
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Olgu Secimi ve Klinikopatolojik Verilerin Elde Edilmesi

Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilimdali laboratuvar
arsivinden retrospektif tarama ile 2015-2021 yillar1 arasina ait, histomorfolojik ve
Immiinohistokimyasal bulgular ile tan1 almis ccRCC olgular1 tespit edildi. Bu olgularin
tim lamlar1 yeniden degerlendirilerek WHO/ISUP simiflamasina gore 40 adet yiiksek
grade’li (25 adet grade 3, 15 adet grade 4), 40 adet diisiik grade’li (8 adet grade 1, 32
adet grade 2) olgu caligmaya dahil edildi ve yeterli timor alani iceren FFPE bloklar
tespit edildi. Bu olgulardan 14 tanesi retroperiton, sternum, siirrenal, iliak kanat,
akciger, vertebra, kot, femur, karaciger, humerus gibi farkli alanlara metastaz
yapmistir.

80 olgunun tiimii i¢in immiinohistokimya c¢alisilirken 6’s1 diisiik grade’li, 6’s1
yiiksek grade’li olmak iizere 12 olgu ekzom sekanslama i¢in se¢ildi. Metastatik ve non-

metastatikler arasinda molekiiler degisiklikler agisindan farklilik olup olmadigini

degerlendirmek adina olgularin 6’s1 farkli alanlara metastaz yapmis olgulardan se¢ildi.

Hastalarin yasi, olgularin metastaz yapip yapmadigi, hastalarin sagkalimi ile

ilgili veriler hastane bilgi yonetim sistemi araciligiyla elde edildi.
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(x20), C: Grade3 (x20), D: Grade4 (x10)

3.2. Ekzom Sekanslama Islemi ve Analizi

3.2.1. DNA izolasyonu

[zolasyon islemi igin segilen 12 olgunun H&E boyali lamlar1 degerlendirilerek
tiimdrden zengin alanlar isaretlendi. Her bir 6rnek igin indnii Universitesi Tibbi Patoloji
laboratuvarina ait mikrotom cihazi ile 6 p kalinlikta 6’sar kesit alindi. Hazirlanan lamlar
deparafinizasyon iglemi i¢in sirasiyla 10 dakika 65°C’de etiive alindi. Ardindan 10 dk
ksilen, 10 dk. %100 alkol ve 10 dakika distile su ile yikama islemlerine tabi tutuldu.
Parafinden arindirilan kesitlerdeki ilgili timdr alanlari, isaretli H&E lamlar1 kilavuzlugu
esliginde bistiiri ucu ile lam dstiinden makrodiseke edildi ve ependorf tiiplere alindi.
Diseksiyon iglemi olasi yorum farki ihtimalini ortadan kaldirmak adina tek kisi
tarafindan yapildi. Dokulara ardindan QIAamp DNA FFPE Tissue ekstraksiyon Kiti
kullanilarak Kit protokolii uygulandi:
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DNA izolasyonu

Dokular 180 ul “ATL buffer” ve 20 ul proteinaz K ile karistirilip, vortekslendi.
1 saat 1s1 blok tizerinde 56 °C’de bekletildi.

1 saat 1s1 blok tizerinde 96 °C’de bekletildi.

Tipler 1s1 bloktan alinip kisaca santrifiij edildi.

Ornekler oda sicakligina geldikten sonra 2 uL. RNase A (100mg/mL) eklendi ve
2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

Tiiplere 200ul. AL tampon eklendi ve vorteks edildi.
Daha sonra 200uL etanol eklendi ve vorteks edildi.
Tiim lizat kisa bir santrifiijden sonra QIAmp MinElute kolonlara aktarildi.

Fitreli tiipler 6000g’de (8000rpm) 1 dk santrifiij edildi ve alttaki 2mL collection

tiipler atild1, yerine temiz tiip konuldu.
Her tiipe dogrudan filtreye eklenecek sekilde S00ul AW1 tampon eklendi.

Fitreli tiipler 6000g’de (8000rpm) 1 dk santrifiij edildi ve alttaki 2mL collection

tiipler atild1, yerine temiz tiip konuldu.
Her tiipe dogrudan filtreye eklenecek sekilde 500ul. AW?2 Buffer eklendi.

Fitreli tiipler 6000g’de (8000rpm) 1 dk santrifiij edildi ve alttaki 2mL collection

tiipler atildi, yerine temiz tiipler konuldu.
20000g’de (14000 rpm) 3 dk santrifiij edilip, membranlar tamamen kurutuldu.

QIAmp filtreler temiz 1,5 mL ependorflara alindi. S0ul. ATE buffer eklenip oda
sicakliginda 5 dakika bekletidi.

20000g’de (14000 rpm) 1 dk santrifiij edildi. Filtreler atildi.
DNA’nin Nitel ve Nicel Analizleri

Parafin dokulardan kit yardimi ile elde edilen genomik DNA’larin miktar1 ve

saflig1 spektrofotometre ile dl¢iildii. OD260/0OD280 degerleri belirlendi.

DNA’larin miktar ve kalite tayini i¢in % 1° lik (agirlik/hacim) jel hazirlandi.
80V’da 50 dakika yiiriitiildi.

Marker olarak 1kb ladder kullanildi.
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Elektroforez sonrasinda UV 1s1k altinda bantlar gézlendi (Sekil 3.2) (Tablo 3.1).

Elde edilen DNA’lar ¢alisilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Sekil 3.2. 12 olgunun elektroforezde yiiriitiilmesi sonucu elde edilen goriintii

Tablo 3.1. DNA izolasyonu sonucu elde edilen DNA miktarlari

Ornek ad1 Konsantrasyon (ng/uL) Hacim (uL)
1 142 40uL
2 280 40uL
3 123 40uL
4 120 40uL
5 165 40uL
6 152 40uL
7 99 40uL
8 206 40uL
9 130 40uL
10 181 40uL
11 148 40uL
12 144 40uL
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3.2.2. Ekzom Sekanslama

Barkotlanan DNA, ekzom bélgeleri yakalama islemine tabi tutuldu (EK.1). insan
genomu ekzomuna ait yaklasik olarak 60 Mb ekzom (CDS, RefSeq ve Gencode
veritabanlar1 ve ClinVar varyantlarinin >%99 kadarin1 kapsayan) zenginlestirildi.
Hazirlanilan DNA kiitiiphaneleri yeni nesil DNA dizileme teknolojisi ile sekanslandi.

Bu test ile hedeflenilen ekzom bolgesinin >%95°1, %99 hassasiyetle dizilendi (Ek.2).

Ham okumalar, referans genoma (Hg19) haritalanarak variant cagirma iglemi en
az 10X derinliginde olanlar arasindan tespit edildi. Belirlenen varyantlar arasinda
patojenite ve global minor allele frequency (MAF) <%5 gibi parametreler kullanilarak
eliminasyon yapildi. Bu ornek i¢in, InDel ve SNP (single niikleotid polimorfizm)
varyant listeleri elde edilerek yukarida belirtilen veritabanlar ile atiflandirmaya tabi
tutuldu. Biyoinformatik analizler ile filtrasyona ve atiflandirmaya tabi tutulan varyantlar
teker teker incelenerek, ClinVar (class 1), MAF (<%0.5) ve ExAc (<%1) kriterlerine
gore degerlendirildi. Bu kapsamda, ekzonlar ve +/-20 ekzon-intron sinirinda olan
bolgeler 2X derinliginde incelendi. Yalnizca, patojenik ve olasi patojenik olan

varyantlar bu test kapsaminda degerlendirildi.
3.3. iImmiinohistokimyasal Inceleme

3.3.1. Immiinohistokimya Calisma Prosediirii

Immiinohistokimyasal degerlendirme icin BAP-1 (C4, MCO0136, Medaysis)
PBRM-1(D4L9X, Q86U86, Cell Signaling) SETD-2 (E4W8Q, Q9BYW2, Cell
Signaling) antikorlar1 kullanildi.

Immiinohistokimya calisilacak olan bloklarin her birinden en az %80 oraninda
timor igeren 5 mm ¢apindaki alanlardan Ornekler alindi. 8 tiimor dokusu ve 1 dis
kontrol bobrek dokusu tek parafin bloga gomiilerek mikrodizin olusturuldu. 80 olgu i¢in
10 blok hazirlandi. Parafin bloklardan 3 mikronluk kesitler pozitif sarjli lamlara alindi.
Bir saat 62 °C ‘de etiivlendi. Immiinohistokimya boyamas1, Dako Omnis tam otomatik
immiinohistokimya boyama cihazinda gergeklestirildi. Cihazdaki islem basamaklari

PBRM-1 i¢in asagidaki gibidir;

e Deparafinizasyon: Cihazda 25 °C’ de Clearify Celaring Agent ile iki
asamal1 devaks islemi gergeklesir, ardindan distile suda 1 dakika bekletilir.
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Retrieval asamasi: EnV FLEX TRS, High soliisyonu igerisinde 97 °C’ de 30

dakika kaynatma agamasinin ardindan distile su icerisinde bekletilir.
Yikama asamasi: 2 kez yikama tamponunda 2 dakika bekletilir.

Endojen enzim bloklama: EnV FLEX Peroksidaz-Blocking Reagent ile 3
dakika inkiibasyon yapilir.

Boyama asamasi: PBRM-1 1/800 diliisyonda hazirlanir. 35 dakika primer

antikor ile muamele edilir.
Yikama asamasi: 10 kez yikama tamponunda 2 dakika bekletilir.

Ikincil reaktif ile muamele: EnV FLEX+Rabbit LINKER ile 15 dakika

inkiibasyon yapilir.
Yikama asamasi: 10 kez yikama tamponunda 2 dakika bekletilir

Ikincil reaktif ile muamele: EnV FLEX/HRP ile 20 dakika inkiibasyon
yapilir.

Yikama agsamasi: 10 kez yikama tamponunda 2 dakika bekletilir.
Yikama agamasi: 10 kez yikama tamponunda 2 dakika bekletilir.
Yikama agamasi: Distile suda 31 saniye bekletilir.

Yikama asamasi: 10 kez yikama tamponunda 2 dakika bekletilir.

Substrat kromojen: EnV FLEX Substrate Working Solution ile 5 dakika

inkiibasyon yapilir.

Yikama asamasi: 10 kez yikama tamponunda 2 dakika bekletilir.
Yikama asamasi: Distile suda 31 saniye bekletilir.

Yikama asamasi: 10 kez yikama tamponunda 2 dakika bekletilir.
Karsit boyama: Hematoksilen ile 10 dakika inkiibasyon yapilir.
Yikama Asamast: 10 kez distile suda 2 dakika inkiibasyon yapilir.

Yikama asamast: 10 kez yikama tamponunda 2 dakika bekletilir.
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e Kapatma: Preparatlar %70, %85 ve %100 alkol serilerinden gegirilir. iki
ksilol serisinde bekletildikten sonra entellan ile kapatma islemi

gerceklestirilir.
BAP-1 igin:

PBRM-1 ie aymi islem basamaklari takip edildi, antikor ve ikincil reaktif

adimlarinda;

e Boyama asamast: Bap-1 1/120 diliisyonda hazirlandi. 35 dakika primer
antikor ile muamele edildi.

e Ikincil reaktif ile muamele: EnV FLEX+Mouse LINKER ile 10 dakika
inkiibasyon yapildi.

SETD?2 igin:
PBRM1 ve BAP-1"deki deparafinizasyon ve retrieval asamalarindan sonra;
e Yikama agamasi: 2 kez yikama tamponunda 2dk 40 sn dakika bekletilir.

e Boyama agamasi: SETD2 1/500 diliisyonda hazirlanir. 50 dakika primer

antikor ile muamele gerceklesir.
e Yikama, endojen enzim bloklama ve tekrar yikama asamalarinin ardindan

e Ikincil reaktif ile muamele: EnV FLEX+rabbit LINKER ile 10 dakika

inkiibasyon yapilir.

Kalan asamalar PBRM-1 ve BAP-1 ile aynidir.

3.3.2. Immiinohistokimya Degerlendirme Prosediirii

Immiinohistokimyasal olarak boyanan preperatlar bir uzman patolog (ST) ve bir
aragtirma gorevlisi (SE) tarafindan 1sik mikroskobu ile degerlendirildi. Dis kontrolde
tiibiil ve glomeriillerde boyanma varlig1 pozitif olarak yorumlandi. I¢ kontrol olarak
inflamasyon hiicrelerinde boyanma varlig1 pozitif olarak kabul edildi. BAP-1 ve PBRM-
1 i¢in tiimorler, negatif (0), zayif boyanma (1) orta derecede boyanma (2) kuvvetli
boyanma (3) olarak smiflandirdi. Timor hiicreleri, niikleer PBRM-1 veya BAP-1
boyamasi diffiiz kayip gosterdiginde, PBRM-1 veya BAP-1 negatif olarak kategorize
edildi. Daha onceki calismalarda oldugu gibi zayif, orta ve kuvvetli boyanan hiicreler

timor alaninin %5°ten fazlasinda ekspresyon gosteriyorsa PBRM-1 ve BAP-1 pozitif
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olarak kabul edildi. Dis kontrol olarak normal bobrek dokusunda tiibiillerde ve

glomeriillerde saptanan boyamanin yogunlugu, kuvvetli boyama igin referans kabul

edildi.

SETD-2 immiinohistokimyasal boyanmasi diger iki boyanmaya gore daha zayif
oldugundan hi¢ boyanma goriilmemesi durumunda tiimorler negatif, %5’ten fazla

hiicrede boyanma goriilmesi durumunda pozitif olarak yorumlandi.

3.4. istatistiksel Analiz

Veriler say1 (yiizde), ortalama + standart sapma ve medyan (minimum-
maksimum) ile verildi. Normal dagilima uygunluk i¢in Shapiro Wilk testi kullanildi.
Istatistik analizlerde, Mann Whitney U testi, bagimsiz 6rneklerde t testi, Pearson ki kare
testi, Yatesin diizeltmeli ki kare testi ve Fisher kesin ki kare testi uygun olan yerlerde
kullanildi. Genel sagkalim ve sagkalima etki eden faktorler durumunda sagkalim
analizleri i¢in ise Kaplan Meier yontemi kullamildi. ilgili analizlerde p<0.05 degeri
istatiksel olarak anlamli kabul edildi. Analizlerde IBM SPSS Statistics 26.0 programi
kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinikopatolojik Veriler

Calismaya dahil ettigimiz 80 olgunun 40’1 yiiksek grade’li (15’1 Grade4, 25’1
Grade3), 40’1 diisiik grade’li (8’1 Gradel, 32’si Grade2) olgulardir. Hastalarin yas

aralig1 32-89 olup, ortalama yas 58; tiimor ¢apt 1,1cm ve 17,4 cm arasinda degismekte

olup ortalama 6,34 cm’dir (Sekil 4.1). Olgularin 26‘s1 kadin, 54’1 erkek; 38 olgu sag

radikal/parsiyel, 42 olgu sol radikal/parsiyel nefrektomi operasyonu gegirmistir. 43 olgu

pT1, 9 olgu pT2, 27 olgu pT3, 1 olgu pT4 evrelerindedir. Bu olgulardan 14’i en sik

akcigere olmak iizere farkli alanlara metastaz yapmustir (Tablo 4.1, 4.2, 4.3).

Tablo 4.1. Klinikopatolojik verilere iligskin tanimlayici istatistikler

Kategoriler Say1 (yiizde%)
pT1 43 (53,8%)
pT2 9 (11,3%)
Evre pT3 27 (33,8%)

pT4 1(1,3%)

- Erkek 54 (67,5%)
Cinsiyet g adim 26 (32,5%)
. . Sag radikal/parsiyel 38 (47,5%)
Ameliyat sekli o o dikal/parsiyel 42 (52,5%)
1 8 (10,0%)
32 (40,0%)
Grade 3 25 (31,3%)
4 15 (18,8%)
Var 14 (17,5%)
Metastaz v 66 (82,5%)
o Ex 19 (23,7%)
Hayatta 61 (76,2%)
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Tablo 4.2. Tiimor boyutu ve yas ortalamalari

Degisken Say1  Art. Ort.+ std. Sapma Ortanca (min-max)
Yas (yil) 80 58+11 58 (32-89)
Tiimor boyutu

(cm) 80 6,34+3,08 55 (1,1-17,4)

Tablo 4.3. Metastatik olgularin evre, grade ve metastaz yeri dagilimi

Evre Grade  Metastaz yeri
1 pT1 2 Retroperiton
2 pT3 2 Sternum
3 pT3 2 Siirrenal
4 pT2 2 [liak kanat
5 pT3 3 Akciger
6 pT3 3 Vertebra
7 pT1l 3 Kot
8 pT1 3 Femur
9 pT2 3 Vertebra
10 pT1l 3 Karaciger
11 pT1 4 Akciger
12 pT3 4 Akciger
13 pT3 4 Akciger
14 pT3 4 Humerus

4.2. Genel Verilerin Degerlendirilmesi

Evre, grade, yas, tiimor boyutu, tiimor lateralizasyonu, cinsiyet, metastaz
parametreleri birbirleri ile karsilastirildi (Tablo 4.4). Yiiksek evre (evre 3+4) ve timor
boyutu arasinda beklenildigi gibi anlamli bir iliski bulundu (p<0.001). Metastaz ile
timor boyutu arasinda korelasyon mevcuttu (p=0,03). Metastatik olgularin tiimor
boyutu ortalamasi 7,4 cm iken, non-metastatik olgularin tiimoér boyutu ortalamasi 6,1
cm’dir. Erkek hastalarda yiiksek grade’li tiimorlerlerin daha sik oldugu gorildii

(p=0,042). Diger parametrelerin birbiri ile iligkisi saptanmadi (p>0,05).
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Tablo 4.4. Evre ve grade’in tiimor boyutu ve yas ile iligkisi

Tiimor boyutu (cm) Yas (y1l)
Ortalama Standart Ortalama Standart
Sapma Sapma p
Evre pT1/2 5,03 2,1 56 12 p<0,001,
pT3/4 8,78 3,15 61 10 p=0,116
Grade 1/2 5,98 3,3 57 10 p=0,111,
3/4 6,71 2,84 58 12 p=0,704

Tablo 4.5. Evre ve grade’e gore cinsiyet dagilimi

Erkek Kadin
Say1  Yiizde % Sayr Yiizde %
Evre pT1 32 59,3% 11 42,3%
pT2 3 5,6% 6 23,1% 0.101
PT3 18 33,3% 9 346%
pT4 1 1,9% 0 0,0%
Grade 1 6 11,1% 2 7,7%
2 18 33,3% 14 53,8% 0.042
3 22 40,7% 3 115%
4 8 14,8% 7 26,9%

4.3. PBRM-1 Immiinohistokimyasal Boyanmasinin Degerlendirilmesi

Calismaya katilan 80 olguda niikleer boyanma yogunluklar1 degerlendirildi. 33
olgu negatif, 26 olgu 1+, 14 olgu 2+, 7 olgu 3+ olarak degerlendirildi (Sekil 4.1).
Pozitiflik saptanan olgular bir grup, negatiflik saptanan olgular bir grup olarak

yorumlandi.

80 olgunun 33’iinde PBRM-1 ile boyanma kayb1 saptanirken bu oran olgularin
%41,25 ini olusturmaktadir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.1. PBRM-1 boyanma paternleri (x10) A: Negatif B: 1+, C: 2+, D:3+

PBRM1

m Negatif m1+ =2+ m3+

Sekil 4.2. PBRM-1’in boyanma dagilim1

Negatiflik saptanan olgularin 14 i kadin hasta, 19°u erkek hasta, 15 olgu diisiik

li (11 olgu grade 3, 7

b

, 11 olgu grade 2) 18 olgu yiiksek grade

grade’li (4 olgu grade 1

olgu grade 4) hastalardan olugmaktadir.
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Negatiflik saptanan olgularin 21 ‘i diisiik evre (16 olgu evre 1, 5 olgu evre 2)
12’si yiiksek evre (11 olgu evre 3, 1 olgu evre 1) hastalardan olusmaktadir. Metastatik
olgularin 3’tinde PBRM-1 ile negatiflik saptandi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. PBRM-1 boyanmasinin evre, grade ve metastaz ile iligkisi

PBRM-1
Negatif Pozitif
Degisken Say1 Yiizde% Say1 Yiizde% P
Evre pT1l 16 48,5% 27 57,4%
pT2 5 15,2% 4 8,5%
0,479
pT3 11 33,3% 16 34,0%
pT4 1 3,0% 0 0,0%
Grade 1 4 12,1% 4 8,5%
2 11 33,3% 21 44 7% 0,768
3 11 33,3% 14 29,8%
4 7 21,2% 8 17,0%
Metastaz Yok 30 90,9% 36 76,6%
0,174
Var 3 9,1% 11 23%

Istatistiksel agidan PBRM-1 negatifligi ile evre (p=0,479), grade (p=0,768) ve

metastaz (p=0,174) arasinda anlamli bir iligski bulunamadi.

Ayrica yas (0,769), timor boyutu (p=0,18), cinsiyet (p=0,178) ile de istatistiksel
agidan anlamlilik saptanmadi.

4.4. BAP-1 immiinohistokimyasal Boyanmasinin Degerlendirilmesi

BAP-1 immiinohistokimyasal boyanmasi i¢in niikleer boyanma yogunlugu
dikkate alinarak degerlendirme yapildi. 80 olgunun 14’1 negatif olarak yorumlandi. 26
olgu 1+, 21 olgu 2+, 19 olgu 3+ olarak saptand: (Sekil 4.3). Pozitiflik saptanan olgular

bir grup, negatiflik saptanan olgular bir grup olarak kategorize edildi.
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BAP 1

m Negatif m1+ m2+ m3+

Sekil 4.3. BAP-1’in boyanma dagilimi

Negatiflik saptanan olgularin oram1 %17,5 olup 8’i kadin, 6’s1 erkek; 9’u diisiik
evre (6 olgu evre 1, 3 olgu evre 2), 5’1 yiksek evre (tamami evre 3) hastalardan
olugmaktadir. 6 olgu diisiik grade’li (3 olgu gradel, 3 olgu grade2), 8 olgu yiiksek
grade’li (6 olgu grade 3, 2 olgu grade 4) olgular1 temsil etmektedir.

Istatistiksel agidan evre (p=0,538), grade (p=0,204) ve metastaz (p=0,703) ile
BAP-1 negatifligi arasinda anlamli bir iliski bulunamadi. (Tablo 4.7)

Ayrica yas (p=0,883), tiimor boyutu (p=0,239), cinsiyet (p=0,056) ile de

anlamlilik saptanmadi.
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Sekil 4.4. BAP-1 boyanma paternleri (x10) A: Negatif B: 1+, C: 2+, D:3+

Tablo 4.7. BAP-1 boyamasinin evre, grade ve metastaz agisindan degerlendirilmesi

BAP1
Negatif Pozitif
Degisken Say1 Yiizde% Say1 Yiizde% p
Evre pT1 6 42,9% 37 56,1%
pT2 3 21,4% 6 9,1%
0,538
pT3 5 35,7% 22 33,3%
pT4 0 0,0% 1 1,5%
Grade 1 3 21,4% 5 7,6%
2 3 21,4% 29 43,9%
0,204
3 6 42.9% 19 28,8%
4 2 14,3% 13 19,7%
Metastaz Yok 11 78,6% 55 83,3%
0,703
Var 3 21,4% 11 16,7%
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4.5. SETD2 immiinohistokimyasal Boyanmasinin Degerlendirilmesi

SETD2 immiinohistokimyasal boyanmasinin degerlendirmesinde niikleer
boyanmanin varlig1 veya yokluguna gdre 80 olgunun 38’1 negatif, 42’si pozitif olarak

yorumlandi (Sekil 4.5, 4.6)

SETD 2

= Negatif = Pozitif

Sekil 4.5. SETD-2’nin boyanma dagilinu
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Sekil 4.6. SETD2 boyanma paterni (x10) A: Negatif B: Pozitif

Bu olgularin 25’1 erkek, 13’1 kadin; 20 olgu diisiik evre (16 olgu pT1 1, 4 olgu
pT 2), 18 olgu yiiksek evre (17 olgu pT3, 1 olgu pT4); 17 olgu diisiik grade (3 olgu
grade 1, 14 olgu grade 2), 21 olgu yiiksek grade (11 olgu grade 3, 10 olgu grade 4)
hastalardan olusmaktadir. 14 metastatik olgunun 8’inde negatiflik mevcutken, 6 olguda

immiinohistokimyasal olarak pozitif saptandi (Tablo 4.8).

SETD2 negatifligi patolojik evrelerin ayri ayri degerlendirilmesiyle anlamsiz
bulunurken (p=0,135), diisiik patolojik evre (pT 142) ile yiiksek patolojik evre (pT 3+4)
karsilagtirmasinda yiiksek patolojik evre olgularda daha fazla oldugu ve istatistiksel
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olarak anlamli oldugu bulundu (p=0.049) (Tablo 4.9). Ayni1 zamanda SETD2 negatifligi
yiiksek tiimor boyutu ile de ilskili bulundu (p=0.03). SETD2 immiinohistokimyasal
boyanmasinin cinsiyet (p=0,943), yas (p=0,702), metastaz (p=0,616) ve grade (p=0,418)

ile ilskisi bulunamadi.

Tablo 4.8. SETD2 boyamasinin evre, grade ve metastaz agisindan degerlendirilmesi

SETD2
Negatif Pozitif
Degisken Say1 Yiizde% Say1 Yiizde% P
Evre pT1l 16 42,1% 27 64,3%
pT2 4 10,5% 5 11,9% 0135
pT3 17 44,7% 10 23,8% ’
pT4 1 2,6% 0 0,0%
Grade 1 3 7,9% 5 11,9%
2 14 36,8% 18 42,9%
0,418
3 11 28,9% 14 33,3%
4 10 26,3% 5 11,9%
Metastaz Yok 30 78,9% 36 85,7%
0,616
Var 8 21,1% 6 14,3%
Tablo 4.9. SETD-2 boyamasi ile diisiik ve yiiksek patolojik evre karsilagtirmasi
?ETDZ — Toplam p
Negatif Pozitif
Evre Diisiik evre Say1 20 32 52
(pT1+2) Yiizde%  38,5% 615%  100,0%
Yiiksek evre Say1 18 10 28
(pT3+4) Yizde%  64,3% 35,7%  100,0% 0,049
Toplam Say1 38 42 80

Yiizde%  47,5% 525%  100,0%

4.6. PBRM-1, BAP-1, SETD2 Mutasyonlarinin Birlikteligi

PBRML negatif 33 olgunun 10 tanesi BAP-1 ile de negatif olup her iki antikorun
birlikte negatifligi istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,026) (Tablo 4.10).

47



PBRM-1 negatif 33 olgunun 12’sinde SETD-2 negatifken (p=0,149), SETD2
negatif 38 olgunun 10’u BAPI- ile negatiftir (p=0,093) ve istatistiksel agidan anlamli

bulunmamastir.

80 olgudan her ti¢ antikor ile negatif 6 vaka mevcut olup bu say1 olgularin %7,5

‘ini olusturmaktadir.

Tablo 4.10. BAP-1 ve PBRM-1"in birlikteligi

PBRM1
Negatif  Pozitif p
Negatif 10 4
BAP1 Pozitif 23 43 0,026

4.7. Sagkalim Analizleri

Olgularin en kisa takip siiresi 2,6 ay iken en uzun takip siiresi 77,4 ay olarak
belirlendi. Medyan takip siiresi 37,2 aydir. 80 olgunun 19’u ex olurken sagkalim orani
%76,3 olarak belirlendi. Ortalama sag kalim siiresi 60,2 ay olarak hesaplandi. Patolojik
evre ve sag kalim arasinda anlaml bir iligki bulundu (p<0.001). Patolojik evre arttikca
sag kalim oranlar1 diismektedir (Tablo 4.11). Grade ile sagkalim arasinda anlamli bir

ilski saptanmadi (p=0.457).

Tablo 4.11. Evreye gore sagkalim oranlari

Evre Toplam EXx Sag Yiizde p
pT1 43 2 41 95,3%

pT2 9 4 5 55,6%

pT3 27 12 15 55,6% p<0.00L
pT4 1 1 0 0,0%

Toplam 80 19 61 76,3%

Metastatik olgularda sagkalim orani %50 olarak bulunmus olup genel sag kalim
sliresi 48 aydir. Bu oran non-metastatiklere gore daha kisadir (p=0,045) (Tablo 4.12).
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Tablo 4.12. Metastaza gore sagkalim oranlari

Metastaz Toplam Ex Sag Yiizde p
Yok 66 12 54 81,8%

p=0,045
Var 14 7 7 50,0%
Toplam 80 19 61 76,3%

BAP-1 negatif olgularda sagkalimin diisiik (%57,1) ve istatistiksel agidan
anlamli oldugu goriildii (p=0,039) (Tablo 4.13). PBRM-1 (p=0.207) ve SETD-2

(p=0.543) ile sagkalim arasinda anlamli bir iligki goriilmedi.

Tablo 4.13. BAP-1 sagkalim oranlari

BAP-1 Toplam  EX Sag Yiizde p
Negatif 14 6 8 57,1%

— p=0.039
Pozitif 66 13 53 80,3%
Toplam 80 19 61 76,3%

4.8. Ekzom Sekanslama

6’s1 diistik grade’li, 6’s1 yiiksek grade’li olmak iizere 12 olgu ekzom sekanslama
icin se¢ildi. Bu olgularin 6’s1 kadin hasta, 6’s1 erkek hasta; 6’s1 farkli alanlara metastaz
yapmus olgulardi. 4 olgu evre 1, 2 olgu evre 2, 6 olgu evre 3 hastalardan olugsmaktadir

(Tablo 4.11).

Molekiiler ¢alisma i¢in gonderilen 12 olguda VHL, PBRM-1, BAP-1 ve SETD2
genleri ile ilgili nokta mutasyonlari, genis delesyon ve insersiyonlari ve gen kopya sayisi
degisiklikleri incelendi. Ayrica genel tarama yapilarak ortak mutasyonlar saptanmaya

calisild.

12 olgunun hi¢birinde VHL, PBRM-1, BAP1, SETD2 genlerine ait anlaml
patojen, indel varyant saptanmadi (EK. 3-9). Immiinohistokimyasal olarak bu olgularin
5’inde PBRM-1 ile negatiflik mevcutken, SETD-2 ile 6 olguda negatiflik izlendi. BAP-
1 ile tiim olgular pozitif saptand1 (Tablo 4.14).

Yapilan taramalarda olgularin 7’sinde ARSD geni ile ilgili SNV tipi mutasyon
saptanirken, 9 olguda SLC25A5 geni ile ilgili SNV tipi mutasyon izlendi (Tablo 4.15).
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5. TARTISMA

Berrak hiicreli renal hiicreli karsinomlar tim timdrlerin yaklasik %3’{inii
olusturmaktadir. Bizim vaka serimizde tiimor boyutu ile beklenildigi gibi patolojik evre
ve metastaz agisindan anlaml farklilik izlendi. Erkek hastalarda kadinlara gore yiiksek
grade’li tiimor goriilmesi istatistiksel olarak anlamli saptandi. Ayrica patolojik evre
arttitkca ve metastaz varliginda sagkalim oranlar1 6nemli derecede azalma gdosterdi. Bu
bulgular literatiir ile uyumlu olup yiiksek patolojik evre ve metastaz varligi koti
sagkalim ile iliskilendirilmistir (23). Teng ve ark. 378 hasta ile yaptig1 ¢alismada
yiiksek grade’li hastalarda sagkalim orani diisiikk bulunurken bizim c¢alismamizda grade
ile sagkalim arasinda iligki saptanmadi (57). Bu durum fokal yiiksek dereceli alanlar
icerebilen RCC’lerde Orneklemeye bagli gelismis olabilir. Aron ve ark. yaptigi bir
calismada 35.336 hastadan olusan olgu serisinde cinsiyetin RCC’ye etkisi aragtirilmig
ve erkeklerde daha biiyiik, daha yiliksek evreli ve daha yiiksek grade’li tiimorler
gorilmistiir (58).

Literatiirde cCRCC olgularinda VHL mutasyonu veya metilasyonu vakalarin
yaklasik %90’1nda bulunan somatik bir olaydir. VHL mutasyonlarina yine kromozom

3’lin kisa kolunda bulunan BAP-1, PBRM-1, SETD2 mutasyonlar1 eslik edebilir.

IHC skorlamasindaki "altin standart", simdiye kadar sadece 3 belirtecin
degerlendirilmesi i¢in tanimlanmustir: Her2/neu, ostrojen (ER) ve progesteron (PR )
(59). Literatiir taramasinda immiinohistokimyasal boyamay1 yorumlamak igin farkli
kriterler kullanilmis olsa da PBRM-1, BAP-1 ve SETD-2 i¢in ¢ogu makalede
hesaplamalar, tiimdrleri negatife karsi pozitif veya diisiik ve yiiksek ekspresyona gore
gruplandirarak yapilmistir ve negatiflik i¢in cut-off degeri %5 olarak kabul edilmistir
(60-62). Bu caligmada 80 olguda yapilan immiinohistokimyasal boyanmalar sonucunda
33 olguda PBRM-1 ile negatiflik saptandi. Bu oran olgularin %41’ini olusturmaktaydi.
Ho ve arkadaslariin yaptigi bir ¢calismada 187 berrak hiicreli karsinom vakasini ¢alisan
bir makalde 80 olguda negatiflik izlenmis olup bu oran %43 olarak raporlanmistir (63).
Bu oran 2022 yili DSO iiriner ve erkek genital sistem kitabinda yaklasik %50 olarak
belirtilmistir (14). Literatiir incelendiginde PBRM-1’deki negatifligin yapilan

caligsmalarla benzer oldugu goriilmiistiir.
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BAP-1 immiinohistokimyasal incelemesinde 80 olgunun 14’iinde boyanma kayb1
saptanmig olup vakalarin %17,5’ini olusturmaktadir. Pozitif ve negatif olgularla
cinsiyet, timor lokalizasyonu, patolojik evre, grade, timor boyutu, yas ve metastaz
acisindan anlamli bir fark goriilmemistir. BAP-1 negatif vakalarda sagkalim daha diistik
saptanmistir. DSO {iriner ve erkek genital sistem kitabinda BAP-1 negatif tiimorlerin
orani yaklasik %15 olarak belirtmistir (14). Joseph ve ark. yaptig1 bir caligmada BAP-1
negatif tlimorlerin oran1 %10,5 olarak bulunmus, BAP1 negatif ve pozitif tiimdrii olan
hastalar arasinda yas, cinsiyet agisindan fark saptanmamuistir. BAP1-negatif olan
timorlerin daha biiylik bir timoér boyutuna, TNM evresine, niikleer dereceye sahip
olduklar1 goriilmiistiir (64). Literatiir taramasinda BAP-1 mutasyonlarinin daha agresif
seyrettigine dair ¢aligmalar mevcuttur. Yapilan bir ¢alisma BAP1 mutasyonunun,
PBRM1 mutasyonundan Onemli Ol¢iide daha koti bir genel sagkalim ile iligkili
oldugunu gosterdi (30). Kapur ve ark. yaptigi ¢calismada BAP-1 negatif tiimorii olan
hastalarin sagkaliminda genel sagkalima gore anlamli derecede azalma saptandi (62).
Bizim c¢alisgmamizda da BAP-1 negatifligi ile genel sagkalim agisindan literatiir ile
benzer bulgular mevcuttur. 2022 yilinda yayinlanan bir derlemede BAP-1 kaybinin kot
prognoz ile iliskili oldugu séylenmis olup BAP-1 kayb1 ve PDL-1 ekspresyonu arasinda
iliski oldugu, BAP-1 negatif ccRCC’lerin PDL-1 pozitif olma olasiliginin daha yiiksek
oldugu belirtilmistir (65). Bu durum BAP-1 negatif olgularda immiinoterapinin

tedavide kullanilmasi ile ilgili hastalar adina umut verici bir segenektir.

Gad ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada tiimor evresi ile PBRM-1 negatifligi
arasinda iligki saptanmistir. PBRM-1 negatif tiimorlerin daha yiiksek evreye sahip
oldugu ancak tiimor grade’i ile iliskili olmadig1 saptanmistir (66). Baska bir ¢alismada
PBRM-1 negatif olgularin ileri yas, artmis tiimor boyutu, yiiksek niikleer grade, ileri
evre ve kotii genel sagkalim ile korelasyon gosterdigi bulunmustur. Yine bu ¢alismada
PBRM-1 negatifliginin diisiik evreli grupta kotli prognozu gosterdigi, sagkalim
stiresinde kisalmaya neden oldugu goriilmiistiir (67). Kim ve arkadaglarinin yaptig1 bir
calismada BAP1 ve PBRMI1 kaybinin herhangi bir prognostik rolii olmadig
gosterilmistir. (68) Bizim ¢alismamizda PBRM-1 negatifligi ile cinsiyet, timor
lokalizasyonu, evre, grade, timor boyutu, yas, metastaz ve sagkalim agisindan anlaml
bir farklilik goriilmemistir. Calismaya dahil ettigimiz olgulardan biri pT4 olmak {izere
28 hasta yiiksek patolojik evrede saptanmistir. Hasta dagilimindaki asimetrik dagilim

istatistiksel sonucu etkileyen faktorlerden biri olabilir.
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Kapur ve ark. yaptigi bir ¢alismada tiimorlerdeki BAP1 ve PBRML1
mutasyonlarmin biiyiik 6lclide birbirini disladigini ve PBRM1 kaybinin degil BAPI
kaybinin yiiksek tiimor derecesi ile iligkili oldugu bulundu (69). Baska bir ¢alismada
BAP-1 mutasyonlu 24 numunenin sadece 3’linde PBRM-1 mutasyonu saptanmustir.
BAP-1 ve PBRM-1 ters korelasyon gostermektedir. (48) Bihr ve ark. yaptig1 ¢alismada
PBRMI1 negatif tiimorlerin %88't BAP1 i¢in de negatiftir ve birbirleri arasinda
korelasyon izlenmektedir (60). Pefia-Llopis ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada
PBRM1 ve SETD2'deki mutasyonlarin, tiimorlerde beklenenden daha yiiksek bir
siklikta birlikte meydana geldigini ve bu mutasyonlarin tiimorijenezde isbirligi
yapabilecegini gostermektedir (41). Bizim calismamizda BAP1 negatif 14 olgunun
10’unda PBRM-1 ile immiinohistokimysal olarak negatiflik saptandi, BAP-1 ile PBRM-
1 arasinda korelasyon mevcuttur. BAP-1/SETD-2, PBRM-1/SETD-2 arasinda
korelasyon izlenmedi. Calismamiz bu mutasyonlarin birlikteligi ile ilgili literatiirdeki

farkli yorumlara katki saglayacaktir.

Olgularin 38’inde SETD-2 ile immiinohistokimyasal olarak negatiflik saptanmis
olup oran %47,5’tir. DSO iiriner ve erkek genital sistem kitabinda bu orami yaklasik
%20 olarak belirtmistir (14). Calismamizda SETD2 negatifliginin yiiksek patolojik evre
olgularda daha fazla oldugunu ve yiiksek tiimor boyutu ile de ilgkili oldugunu saptadik.
SETD2 mutasyonu ile cinsiyet, tiimdr lokalizasyonu, grade, yas, metastaz ve sagkalim
acisindan anlamli bir farklilik goriilmemistir. Bihr ve ark. yaptigi calismada SETD-2
negatifligi %47 oraninda izlenmis olup yiiksek niikleer grade ve ileri timor evresi ile
yiiksek oranda iligkili bulunmustur (60). Liu ve ark. yaptigi bir ¢alismada SETD2
ekspresyonu diigiik olan hastalar, biiyiik tiimdr boyutuna, ileri pT evresine ve kotii genel
sagkalima sahip olmaya egilimli bulunmustur (49). CcRCC hastalarinda SETD-2 ile
saptanan mutasyonlarin orani literatiirde oldukca genis bir aralikta saptanmustir.

Calismamiz bu mutasyonun aydinlatilmasi adina literatiire katki saglayacaktir.

2012 yilinda yapilan bir ¢calismada 25 numune immiinohistokimyasal olarak
BAP-1 ile negatifti ve 22'sinde BAP1 mutasyonlar1 vardi. Western blot ile bir IHKsal
olarak negatif ancak BAP1 wild tip 6rneginin analizi, saptanabilir BAP1 proteinini
ortaya ¢ikarmada basarisiz oldu ve bu da BAP1'i etkisiz hale getirmek icin baska
mekanizmalarin var oldugunu diisiindiirdii. Yine bu c¢alismada 176 ccRCC olgusunda
immiinohistokimyasal olarak saptanan PBRM-1 negatif olgularin yaklasik %90’inda

mutasyon izlenmistir (48). Bizim ¢alismamizda mutasyon analizi yapilan 12 olgunun
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hi¢birinde BAP-1 ile immiinohistokimyasal olarak kayip saptanmadi. Bu olgularda
ekzom sekanslama ile BAP-1 mutasyonu da goriilmedi. 12 olgunun 5’inde PBRM-1 ile
immiinohistokimyasal olarak negatiflik saptandi fakat bu durum ekzom sekanslama ile
dogrulanamadi. 12 olgunun hi¢birinde PBRM-1 mutasyonu saptanmadi. Yine 12
olgunun 6’sinda SETD-2 ile immiinohistokimyasal olarak negatiflik saptanmis olup
ekzom sekanslama ile bu negatiflik dogrulanamamustir. Bu durum genel olarak THK ve
mutasyon korelasyonunu degerlendirirken DNA dizisinde degisiklik olusturmadan gen
ifadesini degistiren durumlarin, DNA dizisini degistirip gen ifadesini degistirmeyen
durumlarin, DNA ve protein dizisini degistirdigi halde ifade edilen protein seviyesini
degistirmeyen durumlar ve epigenetik faktdrlerin ¢ccRCC gelisimine neden olmasi
acisindan arastirilmas: gerektigini gostermektedir. Ayrica olgulara ait DNA’nin
tamaminin FFPE dokulardan elde edilmesi, vakalarin uzun siire arsivde parafin i¢inde
bekletilmesi, dokularin laboratuvara geldikten sonra formaldehite maruz kalma
siirelerinde uzama olmasi ihtimallerinden otlirii elde edilen DNA’da yapisal
degisiklikler olmasi ihtimali de gbz oniinde bulundurulmalidir. Yine olgu sayisinin az

olmas1 da bu durumu etkileyen faktorlerden biri olabilir.

CcRCC’lerde intratimoral heterojenite oldukga fazladir. Yapilan bir calismada
ccRCC olgusunda tiimoriin farkli yerlerinden alinan 9 ornekte mutasyonlar
arastirilmistir. Nefrektomi orneginde tanimlanan somatik mutasyonlarin sadece %37'si
tim bolgelerde her yerde saptanabilmistir (32). Calismamizda mutasyon analizi
timorden alman tek Ornek T{zerinden yapilmistir. Bu durumun intratiimoral
heterojenitesi fazla olan c¢cRCC’de mutasyonlarin saptanmasini  zorlastirdigi

sOylenebilir.

VHL geni hem mutasyon hem de hipermetilasyon ile inaktive olabilir. Nickerson
ve ark. yaptig1 bir ¢alismada 205 ccRCC olgusunun %82,4’tinde somatik mutasyon,
%8,3 linde hipermetilasyon saptanmistir. Hipermetile olan olgularin hepsinin mutasyon
negatif oldugu kanitlanmistir (70). Baska bir calismada DNA hipometilasyonunun
SETD-2 ile ilgkili oldugu bulunmustur (27). Bizim ¢alismamizda immiinohistokimyasal
olarak PBRM-1 negatif 5 olguda ve SETD-2 negatif 6 olguda promoter metilasyon

analizi yapilamadigindan ileri yorum yapilamamustir.

Ekzom sekanslama ile 7 olguda ARSD geninde, 9 olguda SLC25A5 geninde

SNP mutasyonlar saptanmustir.
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ARSD (Arilsiilfataz D), siilfataz gen kiimesi i¢inde Xp22.3'te bulunur (71).
ARSD geni tarafindan kodlanan protein, iskelet ve kikirdak biiylimesi i¢in gerekli bir
element olan siilfataz ailesinin bir {yesidir. Bu proteinin yiiksek ekspresyonunun
sfingolipid-lipid metabolizmas: ile iliskili oldugu ve kronik lenfositik 16semi ve akut
myeloid 16semi gelisimi ile ilskili olabilecegine dair ¢alismalar vardir (72). Yine baska
bir ¢alismada luminal alt tip meme kanserinin {iglii negatif meme kanserinden 6nemli
Ol¢iide daha yiiksek ARSD ekspresyonuna sahip oldugunu ve ARSD ekspresyonunun
meme kanseri hastalarinda klinik sonuglarla yiiksek oranda korele oldugu bulunmustur
(71). Literatirde ARSD geni ile ilgili ¢alismalar oldukga kisitli olup ccRCC’lerde
ARSD geni ile ilgili bir ¢alisma saptanmadi. Calismamizda 12 olgunun 7’sinde
mutasyon saptanmasi bu genin biiyiik vaka gruplarinda ccRCC ile iligkisini arastirmaya

deger bulmustur.

SLC25A5 X kromozomu iizerinde yer alan ¢oziinen tasiyici protein genlerinin
mitokondriyal tasiyici alt ailesinin bir liyesidir. Bu genin {iriinii, ADP'yi sitoplazmadan
mitokondriyal matrikse ve ATP'yi mitokondriyal matriksten sitoplazmaya aktaran kapilt
bir gbzenek olarak islev goriir. Protein, i¢ mitokondri zarma goémiilii bir homodimer
olusturur. Bu genin bastirilmis ifadesinin apoptozu indiikledigi ve timdr biiyiimesini
engelledigi gosterilmistir (73). Cesitli kanser hiicrelerinde SLC tastyicilarinin farkli
ekspresyonunun iyi anlagilmasi, kanser tedavisi i¢in yeni stratejilerin gelistirilmesi i¢in
bir temel saglayabilir. Kang ve ark. yaptig1 bir calismada SLC ailesinin berrak hiicreli
renal hiicreli karsinomlarda prognostik énemi oldugu bulunmustur (74). SLC ailesinin
bir¢ok iiyesi vardir. Bu iiyelerden biri olan SLC25A5 bizim ¢alismamizda 12 olgunun
9’unda mutasyon gostermistir. Bu durum ccRCC’lerde bu geni arastirmaya deger

kilmaktadir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Berrak hiicreli renal hiicreli karsinomlarda artmis timor boyutu yiiksek evre
ve metastaz ile iligkili bulundu. Evre arttikca sagkalim orani diiserken
metastatik olgularda da sagkalim belirgin derecede diisiik saptandi. Erkek
hastalarda yiiksek grade’li tiimorlerin oran1 kadinlara gére anlamli derecede

daha fazla izlendi.

PBRM-1 ve BAP-1 ile immiinohistokimyasal olarak boyanma kaybi1

literatiir ile uyumlu sekilde sirastyla %41 ve %17,5 olarak bulundu.

SETD-2 ile boyanma kaybi literatiirde farkliliklar gostermekte olup bizim

serimizde %47,5 olarak saptanda.

PBRM-1 ve BAP-1 ile cinsiyet, yas, timdr lokalizasyonu, timér boyutu,

evre, grade, metastaz arasinda anlamli bir iliski bulunamadi.

PBRM-1 ile sagkalim arasinda iliski izlenmezken BAP-1 negatifligi koti

genel sagkalim ile iligkili bulundu.

SETD-2 negatifligi ile ileri evre ve timdr boyutu arasinda korelasyon
saptandi; cinsiyet, yas, timor lokalizasyonu, grade, metastaz, sagkalim

arasinda anlamli bir iligki bulunamadi.

PBRM-1 ve BAP-1 negatifliginin birlikteligi anlamli  bulundu;
PBRMI1/SETD2, BAPI/SETD2 birlikteligi istatistiksel olarak anlamli
degildi.

Ekzom sekanslama islemi ile 12 olgunun hi¢birinde VHL, PBRM-1, BAP-1,

SETD-2 i¢in anlamli mutasyon saptanmadi.

Ekzom sekanslama yapilan olgularin hicbirinde BAP-1 ile de
immiinohistokimyasal olarak boyanma kaybi gériilmezken PBRM-1 ile 5

olguda, SETD-2 ile 6 olguda boyanma kaybi izlendi.

Ekzom sekanslama ile 7 olguda ARSD, 9 olguda SLC25A5 geninde SNP

mutasyonlar saptanmistir. Bu mutasyonlarin biiyiik vaka kohortunda
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arastiritlmasi ccRCC’nin molekiiler mekanizmasin1 aydinlatmak adina katki

saglayacaktir.

Ekzom sekanslama i¢in sayica daha fazla hastada arastirma yapmak ve
mutasyon saptanmayip immiinohistokimyasal olarak negatif olgularda
promoter metilasyonu bakmak calismalarin giivenli sonu¢ vermesi adina

daha uygun olacaktir.

Yapilan ¢alismalarda timoriin farkli alanlarindan daha ¢ok Ornekleme
yapilarak mutasyon saptanma ihtimali artirilabilir. Intratiimdral heterojenite
klinisyenler agisindan mutasyon odakli ila¢ kullanimini da etkileyen bir
durumdur. CcRCC olgularinda terapotik yaklasimlara faydali olmak adina

intratlimoral heterojenite gz onilinde bulundurulmalidir.

Formaldehit fiksasyonu ile akillarda soru isareti kalmamasi adina DNA

izolasyonunun taze dokulardan yapilmasi daha saglikli sonug verecektir.

58



10.

11.

12.

KAYNAKLAR

Mills SE. Histology for pathologists. 4th ed. Philadelphia: Wolters Kluwer Health -
Lippincott Williams&Wilkins;2012.

Sadler ve Langman- Langman’s medical embryology.pdf. 2012

Keith L. Moore, T.V.N. Persaud, Mark G. Torchia; eds; Sevda Miiftiioglu, Figen
Kaymaz, Pergin Atilla. Embriyoloji ve Dogum Defektlerinin Temelleri / Before
We Are Born. 7. bs.

Wolters Kluwer; Heptinstall’s pathology of the kidney. 7th ed. Philadelphia: 2015.

Drake RL, Vogl W, Mitchell AWM, Gray H. Gray’s Anatomy for stu dents. 4th ed.
Philadelphia, PA: Churchill Livingstone/Elsevier; 2010. 1103 s.

Drake RL, Vogl W, Mitchell AWM, Gray H. Grays Anatomy for Students With
Student Consult Online Access, 2e.pdf.

Cheng L, MacLennan GT, Bostwick DG, eds. Urologic surgical pathology. Fourth
edition. Philadelphia, PA: Elsevier; 2020. 965 s.

Junqueira LCU, Carneiro J, Aytekin Y, Solakoglu S. Temel histoloji: Konu &
Atlas. Istanbul. Nobel Tip Kitapevleri; 2009.

Sung H, Ferlay J, Siegel RL, Laversanne M, Soerjomataram I, Jemal A, vd. Global
Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality
Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA Cancer J Clin. 2021;71(3):209-
49.

2017 Yili Tiirkiye Kanser Istatistikleri, https://hsgm.saglik.gov.tr/tr/kanser-
istatistikleri/yillar/2017-turkiye-kanser-i-statistikleri.ntml (30 Ocak 2022).

Organisation mondiale de la santé, Centre international de recherche sur le cancer,
eds. WHO classification of tumours of the urinary system and male genital organs.
Lyon: International agency for research on cancer; 2016. (World health

organization classification of tumours).

Habib SL, Prihoda TJ, Luna M, Werner SA. Diabetes and Risk of Renal Cell
Carcinoma. J Cancer. 24 December 2011; 3:42-8.

59



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Lindblad P, Chow WH, Chan J, Bergstrom A, Wolk A, Gridley G, vd. The role of
diabetes mellitus in the aetiology of renal cell cancer. Diabetologia. Ocak
1999;42(1):107-12.

World Health Organization, Urinary and Male Genital Tumours s.1, 2022

Warren AY, Harrison D. WHO/ISUP classification, grading and pathological
staging of renal cell carcinoma: standards and controversies. World J Urol.
2018;36(12):1913-26.

Delahunt B, Sika-Paotonu D, Bethwaite PB, William Jordan T, Magi-Galluzzi C,
Zhou M, vd. Grading of clear cell renal cell carcinoma should be based on
nucleolar prominence. Am J Surg Pathol. August 2011;35(8):1134-9.

Sika-Paotonu D, Bethwaite PB, McCredie MRE, William Jordan T, Delahunt B.
Nucleolar grade but not Fuhrman grade is applicable to papillary renal cell
carcinoma. Am J Surg Pathol. September 2006;30(9):1091-6.

Swami U, Nussenzveig RH, Haaland B, Agarwal N. Revisiting AJCC TNM staging
for renal cell carcinoma: quest for improvement. Ann Transl Med. March
2019;7(Suppl 1): S18.

Billia M, Volpe A, Terrone C. The current TNM staging system of renal cell
carcinoma: are further improvements needed? Arch Esp Urol. December
2011;64(10):929-37.

Lam JS, Klatte T, Breda A. Staging of renal cell carcinoma: Current concepts.
Indian J Urol 1JU J Urol Soc India. 2009;25(4):446-54.

Karakiewicz PI, Briganti A, Chun FKH, Trinh QD, Perrotte P, Ficarra V, vd. Multi-
institutional validation of a new renal cancer-specific survival nomogram. J Clin
Oncol Off J Am Soc Clin Oncol. 10 April 2007;25(11):1316-22.

Sorbellini M, Kattan MW, Snyder ME, Reuter V, Motzer R, Goetzl M, vd. A
postoperative prognostic nomogram predicting recurrence for patients with

conventional clear cell renal cell carcinoma. J Urol. January 2005;173(1):48-51.

Volpe A, Patard JJ. Prognostic factors in renal cell carcinoma. World J Urol. June
2010;28(3):319-27.

60



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Wallace AC, Nairn RC. Renal tubular antigens in kidney tumors. Cancer.
1972;29(4):977-81.

Frew 1J, Moch H. A clearer view of the molecular complexity of clear cell renal
cell carcinoma. Annu Rev Pathol. 2015; 10:263-89.

Divatia MK, Ozcan A Guo, Charles C, Ro JY. Kidney Cancer Recent Advances in
Surgical and Molecular Pathology Cham: Springer International Publishing; 2020.
https://doi.org/10.1007/978-3-030-28333-9

Creighton CJ, Morgan M, Gunaratne PH, Wheeler DA, Gibbs RA, Gordon
Robertson A, vd. Comprehensive molecular characterization of clear cell renal cell
carcinoma. Nature. July 2013;499(7456):43-9.

Chen M, Ye Y, Yang H, Tamboli P, Matin S, Tannir NM, vd. Genome-wide
profiling of chromosomal alterations in renal cell carcinoma using high-density
single nucleotide polymorphism arrays. Int J Cancer J Int Cancer. 15 November
2009;125(10):2342-8.

Brugarolas J. Molecular genetics of clear-cell renal cell carcinoma. J Clin Oncol
Off J Am Soc Clin Oncol. 20 July 2014;32(18):1968-76.

Brugarolas J. PBRM1 and BAP1 as novel targets for renal cell carcinoma. Cancer J
Sudbury Mass. August2013;19(4):324-32.

Gossage L, Murtaza M, Slatter AF, Lichtenstein CP, Warren A, Haynes B, vd.
Clinical and pathological impact of VHL, PBRM1, BAP1, SETD2, KDM6A, and
JARID1c in clear cell renal cell carcinoma. Genes Chromosomes Cancer.
2014;53(1):38-51.

Gerlinger M, Rowan AJ, Horswell S, Math M, Larkin J, Endesfelder D, vd.
Intratumor Heterogeneity and Branched Evolution Revealed by Multiregion
Sequencing. N Engl J Med. 08 March 2012;366(10):883-92.

Shen C, Kaelin WG. The VHL/HIF Axis in Clear Cell Renal Carcinoma. Semin
Cancer Biol. February 2013;23(1):18-25.

Riazalhosseini Y, Lathrop M. Precision medicine from the renal cancer genome.
Nat Rev Nephrol. November 2016;12(11):655-66.

61



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Nargund AM, Pham CG, Dong Y, Wang PI, Osmangeyoglu HU, Xie Y, vd. The
SWI/SNF Protein PBRM1 Restrains VHL Loss-Driven Clear Cell Renal Cell
Carcinoma. Cell Rep. 21 March 2017;18(12):2893-906.

Pawltowski R, Miihl SM, Sulser T, Krek W, Moch H, Schraml P. Loss of PBRM1
expression is associated with renal cell carcinoma progression. Int J Cancer.
2013;132(2): E11-7.

Porta C, Paglino C, Mosca A. Targeting PI3K/Akt/mTOR Signaling in Cancer.
Front Oncol. 14 Nisan 2014; 4:64

Guo H, German P, Bai S, Barnes S, Guo W, Qi X, vd. The PI3BK/AKT Pathway and
Renal Cell Carcinoma. J Genet Genomics. 20 July 2015;42(7):343-53.

Karar J, Maity A. PI3K/AKT/mTOR Pathway in Angiogenesis. Front Mol
Neurosci. 2011;4:51.

Fan D, Liu Q, Wu F, Liu N, Qu H, Yuan Y, vd. Prognostic significance of
PI3BK/AKT/ mTOR signaling pathway members in clear cell renal cell carcinoma.
PeerJ. 01 June 2020;8: €9261.

Pena-Llopis S, Christie A, Xie XJ, Brugarolas J. Cooperation and antagonism
among cancer genes: the renal cancer paradigm. Cancer Res. 15 July
2013;73(14):4173-9.

Carril-Ajuria L, Santos M, Roldan-Romero JM, Rodriguez-Antona C, de Velasco
G. Prognostic and Predictive Value of PBRML1 in Clear Cell Renal Cell Carcinoma.
Cancers. 19 December 2019;12(1):16.

Clapier CR, Cairns BR. The biology of chromatin remodeling complexes. Annu
Rev Biochem. 2009; 78:273-304.

Wilson BG, Roberts CWM. SWI/SNF nucleosome remodellers and cancer. Nat
Rev Cancer. 09 Haziran 2011;11(7):481-92.

Liu XD, Kong W, Peterson CB, McGrail DJ, Hoang A, Zhang X, vd. PBRML1 loss
defines a nonimmunogenic tumor phenotype associated with checkpoint inhibitor
resistance in renal carcinoma. Nat Commun. 01 May 2020;11(1):2135.

62



46.

47.

48.

49.

50.

ol

52.

53.

54.

Casuscelli J, Vano YA, Fridman WH, Hsieh JJ. Molecular Classification of Renal
Cell Carcinoma and Its Implication in Future Clinical Practice. Kidney Cancer. 01
January 2017;1(1):3-13.

Carbone M, Yang H, Pass HI, Krausz T, Testa JR, Gaudino G. BAP1 and Cancer.
Nat Rev Cancer. March 2013;13(3):153-9.

Pena-Llopis S, Vega-Rubin-de-Celis S, Liao A, Leng N, Pavia-Jiménez A, Wang S,
vd. BAP1 loss defines a new class of renal cell carcinoma. Nat Genet. 10 June
2012;44(7):751-9.

Liu W, Fu Q, An H, Chang Y, Zhang W, Zhu Y, vd. Decreased Expression of
SETD?2 Predicts Unfavorable Prognosis in Patients With Nonmetastatic Clear-Cell
Renal Cell Carcinoma. Medicine (Baltimore). 13 November 2015;94(45): e2004.

Hakimi AA, Ostrovnaya I, Reva B, Schultz N, Chen YB, Gonen M, vd. Adverse
Outcomes in Clear Cell Renal Cell Carcinoma with Mutations of 3p21 Epigenetic
Regulators BAP1 and SETD2: a Report by MSKCC and the KIRC TCGA Research
Network. Clin Cancer Res Off J Am Assoc Cancer Res. 15 June 2013;19(12):3259-
67.

Gonzalez-Rodriguez P, Engskog-Vlachos P, Zhang H, Murgoci AN, Zerdes I,
Joseph B. SETD2 mutation in renal clear cell carcinoma suppress autophagy via
regulation of ATG12. Cell Death Dis. 27 January 2020;11(1):69.

Xiang W, He J, Huang C, Chen L, Tao D, Wu X, vd. miR-106b-5p targets tumor
suppressor gene SETD?2 to inactive its function in clear cell renal cell carcinoma.
Oncotarget. 24 February 2015;6(6):4066-79.

Sadioglu A. Kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomlarinda yeni kusak DNA dizi
belirlenimi (next generation sequencing — NGS) yontemi ile kanser hiicrelerindeki
dna degisikliklerinin saptanmasi, dokiimlenmesi ve klinikopatolojik veriler ile
karsilastirilmasi, Tip fakiiltesi, Tibbi patoloji anabilim dali, Tipta uzmanlik tezi,

Ankara: Gazi tiniversitesi, 2020.

Singleton AB. Exome sequencing: a transformative technology. Lancet Neurol. 01
October 2011;10(10):942-6.

63



55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Bartlett JMS, Shaaban A, Schmitt F, editoérler. Molecular pathology: a practical
guide for the surgical pathologist and cytopathologist. Cambridge: Cambridge
University Press; 2015. 396 s.

Deans ZC, Costa JL, Cree I, Dequeker E, Edsjo A, Henderson S, vd. Integration of
next-generation sequencing in clinical diagnostic molecular pathology laboratories
for analysis of solid tumours; an expert opinion on behalf of IQN Path ASBL.
Virchows Arch. 2017;470(1):5-20.

Teng J, Gao Y, Chen M, Wang K, Cui X, Liu Y, vd. Prognostic value of clinical
and pathological factors for surgically treated localized clear cell renal cell
carcinoma. Chin Med J (Engl). 05 May 2014;127(9):1640-4.

Aron M, Nguyen MM, Stein RJ, Gill IS. Impact of Gender in Renal Cell
Carcinoma: An Analysis of the SEER Database. Eur Urol. 01 June 2008;54(1):133-
42,

Fedchenko N, Reifenrath J. Different approaches for interpretation and reporting of
immunohistochemistry analysis results in the bone tissue — a review. Diagn Pathol.
29 November 2014; 9:221.

Bihr S, Ohashi R, Moore AL, Riischoff JH, Beisel C, Hermanns T, vd. Expression
and Mutation Patterns of PBRM1, BAP1 and SETD2 Mirror Specific Evolutionary
Subtypes in Clear Cell Renal Cell Carcinoma. Neoplasia. 01 February
2019;21(2):247-56.

Joseph RW, Kapur P, Serie DJ, Parasramka M, Ho TH, Cheville JC, vd. Clear Cell
Renal Cell Carcinoma Subtypes Identified by BAP1 and PBRM1 Expression. J
Urol. 01 January 2016;195(1):180-7.

Kapur P, Christie A, Raman JD, Then MT, Nuhn P, Buchner A, vd. BAP1
Immunohistochemistry Predicts Outcomes in a Multi-Institutional Cohort with
Clear Cell Renal Cell Carcinoma. J Urol. March 2014;191(3):603-10.

Ho TH, Kapur P, Joseph RW, Serie DJ, Eckel-Passow JE, Parasramka M, vd. Loss
of PBRM1 and BAP1 expression is less common in non-clear cell renal cell
carcinoma than in clear cell renal cell carcinoma. Urol Oncol Semin Orig Investig.
01 January 2015;33(1):23.e9-23.e14.

64



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Joseph RW, Kapur P, Serie DJ, Eckel-Passow JE, Parasramka M, Ho T, vd. Loss of
BAPL1 protein expression is an independent marker of poor prognosis in patients

with low-risk clear cell renal cell carcinoma. Cancer. 2014;120(7):1059-67.

Kapur P, Rajaram S, Brugarolas J. The expanding role of BAPL in clear cell renal
cell carcinoma. Hum Pathol. 03 August 2022; S0046-8177(22)00206-4.

Gad S, Le Teuff G, Nguyen B, Verkarre V, Duchatelle V, Molinie V, vd.
Involvement of PBRML1 in VHL disease-associated clear cell renal cell carcinoma
and its putative relationship with the HIF pathway. Oncol Lett. December
2021;22(6):835.

Nam SJ, Lee C, Park JH, Moon KC. Decreased PBRM1 expression predicts
unfavorable prognosis in patients with clear cell renal cell carcinoma. Urol Oncol
Semin Orig Investig. 01 August 2015;33(8): 340.e9-340.e16.

Kim SH, Park WS, Park EY, Park B, Joo J, Joung JY, vd. The prognostic value of
BAP1, PBRM1, pS6, PTEN, TGase2, PD-L1, CA9, PSMA, and Ki-67 tissue
markers in localized renal cell carcinoma: A retrospective study of tissue
microarrays using immunohistochemistry. PLOS ONE. 27 June 2017;12(6):
e0179610.

Kapur P, Pefia-Llopis S, Christie A, Zhrebker L, Pavia-Jiménez A, Rathmell WK,
vd. Effects on survival of BAP1 and PBRM1 mutations in sporadic clear-cell renal-
cell carcinoma: a retrospective analysis with independent validation. Lancet Oncol.
01 February 2013;14(2):159-67.

Nickerson ML, Jaeger E, Shi Y, Durocher JA, Mahurkar S, Zaridze D, vd.
Improved Identification of von Hippel-Lindau Gene Alterations in Clear Cell Renal
Tumors. Clin Cancer Res Off J Am Assoc Cancer Res. 01 August 2008;14 (15):
4726-34.

LinY, Li C, Xiong W, Fan L, Pan H, Li Y. ARSD, a novel ERa downstream target
gene, inhibits proliferation and migration of breast cancer cells via activating
Hippo/Y AP pathway. Cell Death Dis. 02 November 2021;12(11):1-14.

65



72.

73.

74.

Trojani A, Di Camillo B, Tedeschi A, Lodola M, Montesano S, Ricci F, vd. Gene
expression profiling identifies ARSD as a new marker of disease progression and
the sphingolipid metabolism as a potential novel metabolism in chronic
lymphocytic leukemia. Cancer Biomark. 01 January 2011;11(1):15-28.

SLC25A5 solute carrier family 25 member 5 [Homo sapiens (human)] - Gene -

NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/292.

Kang W, Zhang M, Wang Q, Gu D, Huang Z, Wang H, vd. The SLC Family Are
Candidate Diagnostic and Prognostic Biomarkers in Clear Cell Renal Cell
Carcinoma. BioMed Res Int. 02 May 2020;2020: €1932948.

66



¥9

papelbapAjaianag a 67568'T 0€ €8T'€9 zgduwes:zg Sam ZAVIN !
papelbapAjaianag a 9/TESC 0 26€'78 Tgdwes:1g Sam TAVIN €T
8UON \ £v.02'C > 185°€L Tvdwes:z1v SaM ZIVIN 1
papetBapAjaienss | 4 99060'€ 0g 220'€0T Tvdwes: 1TV SIM TIVIN T
papesbapA|aianag d 2reese 0 vIv'LTT Tvdwes:oTy Sam 0TV 01
papesBapAjaienss | @ 8856T'C > 96T'EL pvdwes: gy SaM 6VIN 6
papesbophjaisnes | @ G9ZGE'E > GGL'TTT gvduwes:gy SaIM 8YIN 8
papelbapAjaianag a ¥120°C > 8¢9 Lvdwes: v Sam LVIN L
papelbapAjaianag a 8.868'C 0€ 929'96 ovdwes:oy Sam IVIN 9
papesbopAjaisnes | @ 880€C°€ > 969201 Gvduwes:gy SaIM SVYIN g
papelbapAjaianag a 802.€'0 6 44014 yvdwes:yy Sam PVYIN ¥
papelbapAjaianag a 8YTT6'T 0 9T/'€9 gvdwes:gy Sam EVIN g
papesBapAjaienss | @ L7286°¢ > 6. °ZET Zvdwes:zy SaIM ZVIN Z
papesbopAjaisnes | @ 707952 > 89€'G8 Tvdwes: 1y SaIM TVIN T
10N uoIsnjouo)d (6r) 1wy () jon  |(M/Bu)suo alpIsyIsPinN sueydmny |youiQ 'ON

LIBLIEIAl YNQ UDIIPE dP[F 1S99UQ US| eWe[sueyds Wozs T ‘T-33

d37 ™4




99

_ . _ _ . . . . . S2ZTIaNS

1S | 1576 | 996 | €00 1196 80'8 or's 125726'92 ZI0E08E | ot -er-s65To0M oG] ZTVWY

€6'€S | Sv'06 | 2296 | €00 19'G6 6y ST'S 86982191 TeT'e8T /T vectlang ooy
-vZZTIaN.-eT-9ST00HZZIHA

8175 | 1606 | 8v'96 | €00 vS'16 122 652 69121072 112'€29'v2 LIeUANS gy
-/ TZTIAN.-eT-9€ST00HZZIHA

25eS | €06 | 8v'96 | €00 1156 AR 8g'G £59'790'/T 88 TV6' /T clellans oy
-ZT2T1aN.-eT-9€5T00HZZIHAS

SGVS | SvT6 | §L96 | €00 0r'S6 158 268 0ST'S5E'82 90972262 ecctlang roy
-£Z2T1aN.-eT-SESTO0HZZIHA

18°€S | €576 | 1996 | €00 2LE6 ey Sy 62E'SET VT 9v5'Z80'ST cecllans gy
-2Z2T1aN.-eT-SESTO0HZZIHAS

165 | 8576 | 2296 | €00 1296 19 285 162'489'8T 06v'L0V'6T vIelans ooy
-y TZTIAN.-eT-SESTO0HZZIHAS

JSYS | 6506 | TE96 | €00 616 or'y Sy T.0'T99YT £56'V50'ST elans oy
-TTZTIAN.-eT-SESTO0HZZIHA

YSYS | vvT6 | 1296 | €00 6716 50 25'S 2T VY89t 186'0TH'ST £eclans ;) vy
-JZ2T1aN.-eT-vESTO0HZZIHAS

8SvS | 82776 | 6996 | €00 756 £9'9 v6'9 568'160'Z2 ISTPT'Ee 9ecUANS o)
-922TIaN.-eT-7ESTO0HZZIHAS

€TVS | 9516 | €296 | €00 6856 89 £6'G TT6'Sr6'8T 166'75.'6T ITcaANg gy
-9TZTIAN.-eT-7ESTO0HZZIHAS

9875 | 1616 | 0026 | €00 80'G8 20°€ sge ZvZ'650'0T 209'728'TT Stellans ooy
-§TZTIAN.-eT-7ESTO0HZZIHAS

@) | 0 | 06) | %) | Geuen | (o) ©) Jefewn0 | Jeweimo
IERER]| 0 0 0 0 sueydnynyy MouwIQ)
79 0cO | 0zO |weaowyel| JIPj9)3  |9sed ziwa] |aseq weH|  SIWIUdZIWA J, weH e .

Ip[IuE[Ny] YeIe[Q YIPIX N[O Zx ]
Lig[ewmyQ PR YNSn( uepJeewin() WEH 9A NUOASEUIWEIUOY ‘IAeuLIIp[e)] IULR[IZIQ 10)depy QUM LA ‘IPUIRII]

Je[ewiny() WEH ‘BIUOS UBPBWE[RIIS ‘LIB[INUOS [ISYNSHE)S] UIUIWNAI() HIIA ISEIUOS IZI[BUY BWE[SUBYIS WOZYT "Z-MJ



99

8609825€S! THA 18H o) o) ANS TT088T0T €
THA WoH - 1 uons|a@ 920%8T0T €
¥ZxSIHB0TY d:|9pEZE Z2€ 0:TUOX3:9GT86T INN:THA .
hmm*mu__zwo&.o_““wmmmm|mmm.u”onﬁmmooﬁﬂs_z“._I> THA oH i 99 uoheIea | v58e8T01 "e58E8T0T €
¥Z«SIH80TY d:[3pEZE 22E0:TUOX:9GT86T N THA .
kmmhzmam.g“_mwmmm|mmm.oéoxﬁmmooo|_>_z“._I A THA 10H 90 99 AN | vG8E8TOT '€S8€8TOT c
THA 18H 111 - uolasul | 9Z0¥8T0TVSZ0Y8T0T €
THA 18H - - uonJasul | 9z0v8TOTVGZOY8TOT €
*SILTTTS d:WOVOSUIgZE /ZE0:TUOX3:9GT86T INN:THA
,ww*mh:m.g”<w<wm:_mwmﬁwm9onemmmmwo|s_z“._I> b °H VIv9 ] HOWIESUI | GSBEBTOTVBSBEBTOT €
€Z+SILTTTS d:WOWVOsUIgZE /ZE 0. TUOXa:9GT86T INN:THA
B LTTTS GOV OIBEE /26 TUOXETS000 N THA & PH - ] HOWIESHI | BSBEBTOTVBSBEBTOT £
8609825¢S! THA WwoH - o) uonsje@ TT088TOT €
8609825€S! THA 18H - o) uonsje@ TT088T0T €
8609825¢s! IHA 18H 2 o) ANS TT088TOT €
ZxS100PT1°d:19pzey 8T#'0:2U0Xa:TS5000 N THA THA 18H - VYVIL0 uonsjed | 6.z88TOT"G/Z88TOT €
ZxS100PT1°d:19pZey 8TH'2:2U0Xa:TS5000 N THA THA 18H VVOLlD | WVOlD ANIN 6.288T01°5.28810T €
ZTS)16TT"d:[8p8SE ™ 2GE 0:2U0X3:TGS000 INN:THA THA 18H - V0 uonsjed | STZ88TOT +¥TZ88T0T €
ZTxSIN6TT"d:|9P8GE /GE"0:2U0X3:TGS000 INN:THA THA 18H %) %) AN GTZ88TOT '¥1288T0T €
8609825¢s! THA WwoH - o) uons|e@ TT088T0T €
8609825¢s! THA woH - o) uonsjeg TT088TOT €
THA 18H - 09990V | uonsled | 6/8€8TOT "v/8E8TOT €
THA 18H 29990V | 29990V ANIN 6.8€8T0T '¥.858T0T €
SulBPYTTA €TTH d:[3pOYE 8EE0:TUOX3:9GT86T INN:THA .
Tt 19pons et o TUOXS 12E000 N A THA 19H - OVO | uonelsa | T/888TOT698E8TOT c
SUlBPYTTA €TTH d:I9pOYE 8EE'0:TUOX3:9ST86T INN
TTHA THA 18H V9O BI) AN T/8£8T0T"698£8TOT
"19pyTTO d:|9pOYE 8EE 0:TUOX3:TSS000 INN:THA €
THAGEX\TMNEY | woH - OVY uonala@ | 0STOLTOT '82TOLTOT €
THA 18H 111 - uomasul | 9Z0¥8TOTVSZOY8TOT €
THA 18H - - uolasul | 9Z0¥8T0TVSZ0Y8T0T €
_hu—-\:_w_moﬁ JNOIPINN dA)IseoUIIY hﬁ: aamhv—wﬂﬁhrﬁ WNNSA Cmmu wu_NOD_N _m__< mc,m‘_mupmw_ Q_n_. CO\Am_Non_ wozowoJtH

LiepueiIeA PPU] IU9D JHA US|IPT Ndsa] epJefelseH nonuos Lisjzifeuy SIM €-M3




L9

THA 1BH uolpssul | 88/68T0Tv/.8.68T0T €
THA 1BH uonJssul | 88.68T0Tv/8.68T0T €
86098¢G€S. THA WoH uohs|ed TT088T0T €
YT2CTapES] THA 1BH uolpssul | T8T98T0Tv08T98TOT €
Y1¢CTSrES) THA BH uonasul | T8T98T0OTv0O8T98TOT €
86098¢G€S) THA WoH uohs|ed TT088T0T €
THA 1BH uonJssul | 88.68T0Tv/8.68T0T €
THA BH uonJssul | 88.68T0Tv/8.68T0T €
86098¢SES! THA 1BH uons|edg 17088101 €




89

THAQEX\THHE WwoH \4 1 | ANS | 098v.T0T €
THAQEX\THHE WwoH 1 O | ANS | 8987.T0T €
THAQEX\TH Y WwoH \4 1 | ANS | 998V.T0T €
THAGEX\THAHE WwoH \4 1 | ANS | TS8V.T0T €
THAQEX\THHY WwoH 9 V | ANS | 9¥8v.T0T €
THAQEX\TH Y WwoH 1 O | ANS | S¥87.T0T €
THAQEX\THHE WwoH \4 O | ANS | 9¢8v.T0T €
THAQEX\THHY woH \4 O | ANS | 0€87.T0T €
TETLCC/L9S8) | TTHAQEX\THHC WwoH \ 9 | ANS | ¥7/2.T0T €
Si7917.ES) THA WwoH 0] 1 | ANS | T.T/8T0T €
THA WwoH 1 O | ANS | ¥T¥98T0T €
AVHIGEX\THA WwoH 1 O | ANS | 2€00020T €
V<O8THEX'2:9GT86T WNAEX\W<O8TFEx0:TSS000 INN THA WwoH \4 O | ANS | 290S6T0T €
S0ZTY"d: 109EV"0:2U0X8:TG5000 IIN:THA THA 19H \4 Y | ANS | /1288107 €
THAQEX\THHE WwoH 0] Y | ANS | L0TOLTOT €
THAQEX\THHY woH 9 V | ANS | ¢600.T0T €
THAQEX\THHE WwoH 1 Y | ANS | €800.T0T €
THAQEX\THHE WwoH ) 1 | ANS | 28002707 €
THAQEX\TH Y WwoH o) 1 | ANS | 6/00.T0T €
8GGEEYOTSI THA WwoH 0 9 | ANS | 200€8TOT €
J0ETAD:D88€9D0:2U0Xa:TGS000 INN:THA THA 19H 9 9 | ANS | S¥¢88T0T €
THA 19H 9 9 | ANS | 66T98T0T €
d£9T1'd:088Y L0:£U0X8:TG5000 N
“THA'd22T171'd:069€10:2u0Xa:9GT86T IAIN:THA THA 19H 1 1 | ANS | S6¥T6T0T €
THAQEX\THHG WwoH 1 O | ANS | 66€T8TOT €
[A2x4 152 THA 19H \4 9 | ANS | EV6T6TOT €
£098.9Ts1 THA 18H 9 1 | ANS | 82¥88T0T €
[AZRAL15 THA WwoH \4 9 | ANS | EV6T6T0T €
XZ9T1D'd:w981D°0:£U0X8:TGG000 INN:THA
‘X121 d:WE9£D 0:2U0X3:9GT86T INN:THA THA 19H 0 O | ANS | €6VT6T0T €
Sz9TD'd: w8y L '0:EU0X8:TGG000 IAIN:THA
'STZTO d:VYT9E L 0:2U0X8:9GT86T IAN:THA THA 19H 1 1 | ANS | T6VT6T0T €
1,098/9TS) THA WwoH 9 1 | ANS | 8¢¥88T0T €
TT86.L.S4 THA WwoH \4 1 | ANS | ¥1998T0T €
€698/9TsI THA WwoH 1 Y | ANS | L¥¥98T0T €
LId[WISISA( I03PINN dANseourury ‘(I ydinjsuea], wnNs4 ueo | auzobiz | |9V | suedalay dil | uoAsizod | wozowoud]

LIRLANS UIUIUAD TTHA UdJIp3 NdsaL ep.efelseH Nonuos LIsjzifeuy’ SIM v-23




69

LTS9//S1 | THAQEX\THHS WwoH A4 O | ANS | /S9G08T0T €
THA woH 9] O | ANS | 6TCT6TOT €

OAVHIGEX\THA woH o) 1 | ANS | €5250¢0T €
CAVAIGEX\THA WwoH 1 YV | ANS | 06T€0C0T €
THAGEX\THYEE woH 9 V | ANS | 264v.T0T €
THAQEX\TH Y] WwoH o) V | ANS | 6/.v.T0T €
THAGEX\THEG WwoH ) O | ANS | 2//v/TOT €
THAQEX\TH Y] woH 9 V | ANS | §//¥.T0T €

099189Ts4 THA WwoH o] 1 | ANS | 62668T0T €
C186./81 THA woH 9 V | ANS | ¥1048T0T €




0L

¢09€¢Ts) | Tdvd WoH 0) ) ANS | ¥SECYYZS €

Tdvd WoH 1 \" ANS | 8976E1CS €

9T00S¢/.8TS) | Tdvd 19H 1 1 ANS | OVZevyes €

YOvyECOTTSI | Tdvd 19H ) ) ANS | ¥2/¢vves €

¢09€¢Ts) | Tdvd 19H 9 ) ANS | ¥GECYYZS €

X0z3°d:1859°0:2U0X8:959700 INN:TdVd Tdvd 19H 0] o) ANS | 6ELEVYCS €
YOrveECITTS) | Tdvd 19H 9 ) ANS | ¥2/L2vves €

LID[WISISI(] IN0IPINN dAseourmey ‘([ ydLnjsue.L], "WNNSJA ua9 | aNzobiz | 1911V | suelsjoy dil | uoAsizod | wozowouayy

NSIWAWNIQD JuekIe A PPU] UV BUIUID T dV s+ MILJNS IV U3|IpT 1dsaL epJe[elseH NONUOS 119jzIfeuy SIM ‘G-M3




1.

_ ‘dg61Td d: 1G8SEV 0:GZUOX:6.0
0SETO0 NN:TINYEd'd66TTd d: LL6SEY 2:7gu0Xa:gy0T8T_INNTINYEd
dPLTTd'd: 12ZGEV 2:E2UOXaIETERTO_ NN TINYE

‘d66TTd 'd: 1/6SEV 2:£2U0X3:G/00GET00 INN:TINYEd 9EYY92. TSI TINYEd 18H 1 1 ANS 15907925 €

022820zs! TINYgd 18H 1 1 ANS £TS0T925 g

161259/S) TINYEd 18H 1 1 ANS STY0T9ZS €

1612G9/S) TINYgd WoH o) 1 ANS GTY0T9ZS g

TINYgd WoH \'4 1 ANS /%5092 g

TINYgd WoH 1 o) ANS 0/¥50925 g

TINYgd WoH \'4 9 ANS 0950925 g

TINYEd WoH 9 1 ANS L¥¥50925 g

18888/951 TINYgd WoH o) 1 ANS 50050925 g

TINYgd WoH o) 1 ANS 1¥020925 g

TINYEd WoH 9 o) ANS 62020925 g

TINYgd WoH o) 9 ANS 92020925 g

TINYgd WoH 9 \'4 ANS £1020925 g
V/8£TA'd:D09THV 9:62U0Xa://00SET00 INN:TINHEd
"Y06£TQ"d:D69THV 0:82U0X3:8/00GET
00 WN:TINYEd'V68£TA d:099THV 0:82U0X8:9.00SET00 INN:TINYEd
"V06£TA"d:069THV 0:82U0X8:/ 00GET
00 IIN:TINY9d'V0SETA d:06101V 0:/2U0X8:6/00G6£T00 ININ:TINYEd
‘VPSETA'd:OTI0YV 0:92U0X3:270T

8T INN:TINYEd'VYSETA d:0T90PV 0:62U0X3:5/00SET00 INN:TINYEd TINYgd 10H 1 1 ANS ¥2£16525 g

TINYEd 18H 1 1 ANS £ET9652S €

ZrT9EETSI TINYgd 18H 9 9 ANS 65988525 €

ZrT9EETS! TINYgd WoH \' 9 ANS 65988525 g

TINYgd WoH \' 9 ANS 12618525 g
d8.vTd d:9vEryV 2:TEU0Xa://00GET00 INN:TINYEd
‘d18¥Td d:Oeypyv 0:06U0X3:8/00SET00 INN:TINYEd
‘d08YrTd d:90tryVv 0:06U0X3:9/00SET00 INN:TINYEd
‘dT18YTd d:9EYPYV 0:0£U0X3:1/00GET00 NN TINYEd
‘dTrpTd d:9EZEYV 0:62U0X3:6/00GET00 NIN:TINYEd
'dSryTd d:9GEE Y 0:82U0Xa:270T8T INN:TINYEd
'GPy Td d:DGEEYY 0:82U0Xa:ETESTO INN:TINHEd

‘dL6vTd d:OTYYV 0:82U0X8:G/006£T00 INN:TINYEd 6TZTSZCS) TINYgd 18H 1 1 ANS 18/¥852S €

8298.82s! TINYgd 18H \' v ANS GT/¥8G2S g

8298/82s! TINYEd WoH 9 \'4 ANS GT/¥852S g

LI[WISISA(] IN0IPNN dA)Iseourury ‘( 3dinjsuedy, wnNs4 uso auzobiz 191V | sueasjey dil uoAsizod | wozowouayy

113]. NS TIAREd Ua|IpT UdsaL epJefelseH NINUOS LI9|ZIfeuy ST ‘9-23




¢l

TINYEd WwoH 1 o) ANS 85755925 €

86.£80ETSI TINYEd woH 9 v ANS 8v.6¥925 €

TINYgd WwoH \"4 1 ANS £909%925 €

TINYgd woH 1 o) ANS 15097925 €

TINYgd woH 1 o) ANS 17097925 €
_ 1£724'd:V6pTZ L 9:TZUOXS:2.005
€700 INN:TINYEGd'102.4°d:w8GTZ L 0:02U0Xa:8/00SET00 INN:TINYEd
‘10224°d:w85TZ L "9:02U0X3:9/005
£T00 INN:TINYEGd'10224°d:w8GTZ L 0:02U0Xa:y/00SET00 INN:TINYEd
‘15024°d:WETTZL 9:6TUOX:6/
00SET00 WN:TINYEd 17894 d:W0G0Z L 0:8TUOX3:20T8T INN:TINYEd
‘I¥894'd: 0502 L 9: L TUOX3:ET

€870 IN:TINYEd'1¥894'd: Y0502 L 9:/TUOX3:G/00GETO0 INN:TINYEd TINYgd 19H \" v ANS 9787925 €
102/1°d:90TEZV 0:TUOX3: /. 00SE
T00 WN:TINYEd 1§/ 1'd:D6TECY 0:02U0X3:8/00GET00 INN:TINYEd
‘1€//1°d:96TEZV9:02U0X3:9/005E
T00 WN:TINYEd'1£2/1'd:D6TECY 2:02U0X3:700GET00 INN:TINYEd
186/ 1°d:91/ 22 9:6TUOX3:6.0
0GETO0 N:TINYEGd'L/E/1°d:9TTZZV 9:8TUOX3:270T8T INN:TINYEd
‘1/€11'd:9TTZZV 0:LTUOXI:ETE

8T0 IWN:TYEd'L/£.1'd:OTTZZV 0:/TUOX3:G/005ET00 IN:TINYEd 90855.¢£s/ TINYEd 19H 1 1 ANS G89¢792S €

G0EELES) TINYgd 18H v v ANS L0EEYIZS €

G0EE/ES) TINYgd WwoH 9 v ANS LOEEYIZS €

LOVY9rSTTSI TINYEd 18H 9 9 ANS 6285£925 €

LR woH v 9 ANS G9/£€925 €

9%0£€/ES) TINYEd WwoH 1 o) ANS 12912925 €

9p0£E/ES) TINYgd 18H o) o) ANS 12972925 €

8657 T€£08S! TINYgd 18H 9 9 ANS G%7/02925 €
B NZ9TTH d:0987E€9D2:G2U0Xa: £ L00SET
00 IAIN:TINYEGd'NSITTM d:0667£90:72u0Xa:8/00SET00 INN:TINYEd
B ‘NYITTH d:0Z67ED 2:/2U0X2:9.00S€ET
00 IAIN:TINYEGd'NSITTM d:0667£9 0:172uoXa 4/ 00SET00 INN:TINYEd
‘NGZTTM d:0G/££9"0:£2U0X3:6/00
GETOO IIN:TINYEGd N6ZTTM d:0/8££90:22u0Xa:20T8T INN:TINYEd
‘NYOTTM d:0ZTEED 0. TZUOXD:ETEY

TO INN:TINYEd'N6ZTTM d:0/8€£9 0:TZU0X3:G/00GETO0 INN:TINHEd LR 18H o) o) ANS 1702925 €

TINYEd WwoH 1 9 ANS 0£697925 €

dz€zTd d: 1969€V 0:/2U0Xa://00SE
T00 INN:TINYEd'dSE2Td d:1G0LEV 9:92U0X3:8/00GETO0 NN TINHEd
'd¥€¢Td'd: 120/EV :92U0X8:9.00GE
T00 N'TINYEd'dSE2Td d: LG0LEV 9:92U0X3:7/00GETO0 ININ:TINYEd




€L

TINYgd WoH 1 o) ANS 82.£6925 g

TINYEd WoH 1 o) ANS 8T/£6925 g

££6599958! TINYgd WoH o) \'4 ANS G2/26925 €

TELTT9/S) TINYEd WoH o) 1 ANS 1226925 g

978065251 TINYgd 18H o) o) ANS 65£2692S €

67T9EETSI TINYEd 18H 9 9 ANS 72126925 g

67T9€ZSI TINYEd WoH \' 9 ANS ¥2126925 g

TINYgd 18H 1 1 ANS 706/8925 €

££95ETYSI TINYgd 10H 1 1 ANS 29518925 €

TINYgd 18H \' \'4 ANS 06£28925 €

TSY/G.pEs) TINYEd 18H 9 9 ANS 50228925 g

6.1660€TS! TINYEd 18H 9 9 ANS 8/%11925 €

ETE0ETTTS! TINYgd WoH o) \'4 ANS 0619925 g

G896T.LTTS! TINYEd 18H o) o) ANS 6909.925 g

G/9090€Ts! TINYEd WoH 9 1 ANS 00£7.925 g

TINYgd WoH 1 \ ANS £82£.925 g

TINY9d WoH 9 \'4 ANS 782€1925 g

TINYgd WoH 1 o) ANS 1/2£1925 g

TINYgd WoH 1 \ ANS 992£.925 g

9//860€TS! TINYEd WoH 1 o) ANS 700,925 g
ae6£A'd:0/6TTL'0:GTUOXa://00SE
T00 IN:TINYEd‘'Az0ya d:0902T L 0:7TUOX3:6.00SET00 INN:TINHEd
‘dzovad:0902T L '0:7TUOX8:8/00GE
T00 INN:TINYEd'A20ra’d:0902T L 9:#TU0X8:9/00SET00 INN:TINYEd
‘Acora d:D902T L 9:7TU0Xa:1/0
0SET00 IN:TINYEd'AT8eA d:DEYTTLO:ETUOX:Z70TST INN:TINYEd
‘a18eq d:OEYTTL0:ZTUOXSIETE

8T0 WN:TINYEd'AT8ed d:OeyTTL 0:2TUOX3:G/00S£T00 INN:TINYEd 7ZeLTYES) TINYEd 18H \' \'4 ANS 9//89925 €
dSd d:1GEETD 0:GTUOX3: /200G
€T00 IIN:TINHEd'd8trd d: LyyETD 9:¢TUOX8:6/00SET00 N TINYEd
‘d8pvd d: LyyETD 2:yTUOX3:8/ 00
€100 WN:TINYEd'd8rid d: LyyETD 2:pTUOX3:9/00GET00 INN:TINYEd
'd8Yyd d: LypETD 0y TUOXS: Y7L
00SET00 WN:TINYEd'd/Zhd d: 1T8ZTD0:ETUOX3:2¥0T8T NN TINYEd
'd/2yd d:1T82TD0:2TUOX3:ET

€810 INN:TINH9d'd/2yd d: 1 T8ZTD"9:ZTU0X3:G/00SET00 N TINHEd 15250/ 181 TINYEd 18H 9 9 ANS 8£989925 €

GE/698/68! TINYEd 18H \' \'4 ANS 05829925 €

8//6v2SEs! TINYgd WoH o) 9 ANS 07979925 g

TINYEd 18H \' 9 ANS 87579925 €

90TGTZHES! TINY9d WoH o) 1 ANS ¥216592S g




VL

€E60TS4 TINddd BH o] 9 ANS 9T86T.ZS €
TINY9d WwoH ) J ANS 8196T/.¢2S €

TINYdd WoH o] \'4 ANS ¥661TLCS €

TINddd WwoH 1 2 ANS L86TT.ZS €

TINJdd WwoH ) A\ ANS 9861T/.2S €

TINYGd WoH o] \'4 ANS ¢L6TT.CS €

TINYGd WwoH o) 1 ANS 8G61T/.2S €

TINYGd WwoH A4 9 ANS €6.0.2S €

TINJdd WwoH 1 v ANS 60620425 €

TINYGd WwoH ) \ ANS 96¢/0/¢2S €

¢EY0S62.81 TINYdd BH 1 1 ANS ¢5€969¢S €




7

TINddd

19H

ovv

ovv

AN

CEECBICS 0EECBICS

TCL2LEYES!

TINYdd

woH

310

uolliasuj

CEVYBGCaVIEYYBGCS

o™

TINd4Gd

woH

uonalea

TT€969¢S

9xS
IM9/2N d:wdnp/zg-o:TTUOXa://00SETO0 INN:TINYEd
‘948

IM6.2N d:wdnposg-o:0TuUOXa:6,00S£T00 INN:TINYEd
‘98

1062ZNd:wdnpogg 0:0TUOX3:8/00GETO0 INN:TINYEd
‘98
IM6.2Nd:wdnpggeg-o:0TUOXa:9/00SET00 INN:TINYEd
‘9xS

362N d:ydnp9gg-a:0TUOX®: 7. 00SET00_INN:TINYEd
'9xSIM8GZN d:vdnpe L2 9:6U0X:Z70TST INN:TINYEd
‘9xSIM8GZN d:dnpg/ /'2:8U0X3:ETEGTO INN:TINYEd
‘O

SIM8GZN d:wvdnpg//0:8U0X8:5/00SET00 INN:TINYEd

TINH4Ed

BH

uoljasu|

0072892¢5v66E289¢S

94
IM9/ZN'd:\wdnp g8 a:TTUOX3://00SETO0 INN:TINYEd
‘9S8

1M6.2N d:wdnpggg-o:0TuUOXa:6/00SET00 INN:TINYEd
‘948

IM6.2N d:wdnposg-o:0TuUOXa:8,00S£T00 INN:TINYEd
‘94

IM6.2N dwdnpggeg-o:0TUOXa:9/00SET00 INN:TINYEd
‘9S8

362N d:vdnp9eg-a:0TUOXa 7/ 00SETO0_INN:TINYEd
'9xSIX18GZN divdnpe L2 2:6U0X8:Z70TST_INN:TINYEd
‘9xSIM8G2N d:wdnpg/0:8U0Xa:€TESTO INN:TINYEd
‘O

SIMSZN d:wdnpg//'0:8U0%3:6/005ET00 INN:TINYEd

TINYdd

18H

uolliasuj

00¥728925v66€289¢S

885/T¢S€ES

TINddd

19H

uonalea

71796525

88G/TZGES

TINYdd

10H

<<

ANS

¥/.19652S

TCLCLEVES.

TINJ4Gd

BH

uolnssuj

CEYYBSCSVIEYY8GCS

TCLCLEVES.

TINJdd

19H

uonJasu|

CEVYBSCSVIEYY8GCS

C980LETTS

TINYdd

WwoH

uolliasuj

LOEETLZSVI0EETLCS

88G/T¢SES

TINY4Gd

woH

\4

uonaleQ

71796525

TCL2LEYES.

TINYdd

woH

310

uollissuj

CEVYBGCaVIEYYBGCS

MDMMMMMmmm

LIDPIISISa J03PINN 94 ISk oully | 1diaysue. |

"WNNSJ

uso

alzobiz

BIv

sueJsjay

diL

uoAsizod

wozowoury

LIDL[9PYU] TINYEd UJIpT Ndsa | epuejelseH NoNuoS Lajzifeuy SAM -3




9.

‘z
2x5840293'd:9[8p8G8T 0: . TUOX3:Z0T8T INN:TINYEd
‘z

2xS140293'd:919p8G8T 0:9TUOX3:ETESTO INN:TINYEd
‘22xS

140293°d:919p8G8T 2:9TUOX8:5/005ET00 INN:TINHLd

TINddd

19H

ANS

EEV6Y9CS

TINYdd

woH

uolliassuj

LG509¥925v950919¢S

88G/T¢SES

TWd4dd

BH

uonaleQ

71796525

885/T¢S€ES!

TINddd

1BH

<<

ANS

71796525

T2LC/EVES.

TINY4Ed

woH

uoljasu|

CEYYBSCSVIEYY8GCS

0rSTE000CZS

TINJ4Ed

BH

uonale

§9.029¢S

0vSTE000CS!

TINYdd

18H

<|<

ANS

§9/029¢S

MMM MmMmoMmm

TEXSIS88ETTd:DL

WVO1SUIZ9TYy T9TH'9:62U0X8://00SET00 IIN:TINYEd
‘TEXSISTEETTA:DL

VOLSUIT/TY 0LTH"0:82U0X3:8/00SET00 IN:TINYEd
_ ‘TEXSIS06ETTd:OL
VO1SuIg9Ty /9T 2:82U0X8:9/00SET00 ININ:TINYLd
‘TEXSISTEETTA:OL

VOLSUIT/TY 0LTH 2:82U0X8:%/00SET00 INN:TINYEd
‘TEXSISTGETTd:DL

VOLSUITSOY 0S017°0:/2U0X3:6,00SET00 INN:TINYEd
‘TE€xSISSGET T

'O1VD1SUIE90Y 29077'0:92uU0Xa:270T8T INN:TINYEd
_ ‘TexSISSSETTd:OL
VO1SUIE90Y ¢901"9:G2U0Xa:6/005ET00 INN:TINYEd

TINddd

1BH

VOLVO

uollissuj

€¢€.659¢5vCCELBGCS

TExSIS88ETTd:OL

VOLSUIZITY TOTY 9:62U0X2://00SETO0 N:TINYEd
TexsISTEETTd:OL

VOLSUIT/TY 0LTF"9:82U0X2:8/00SETO0 IN:TINYEd
B ‘TEXSIS06ETTd:OL
VOLSUIBITY L9TH"9:82U0X8:9/00SETO0 N TINYEd
_ ‘TEXSISTEETTd:OL
VOLSUIT/TY 0LTF"9:82U0X3:7/00SET00 IN:TINYEd
TEXSISTSETTd:OL

VOLSUITSOY 0S0F"9:2ZU0X2:6/00SET00 IN:TINYEd
TEXSISSSETTd
‘D1VILSUIEI0Y 2907 9:92uU0Xa:Zi0T8T INN:TINYEd
B ‘TexsISSSETTd:OL
VOLSUIE90Y 290F"9:52U0X8:G/00SET00 NN TINYEd

TINddd

BH

uonJasu|

€¢EL65¢5vCCELBSCS

TINYdd

woH

uons|aQ

62V269¢S

o™

TINd4Gd

BH

ovv

uonaleQ

CEECBICS0EECBICS




L

JT¥93°d:919pTZAT 0:8TUOX3:6,005ET00 INN:-TINYEd

210V

TINYgd 1BH | LV1V1D - uonesu| T2ST9926v025T9925 €

TNYgd 19H - - uolJasu| T2ST9926v025T9925 €

TINYgd WwoH 1 - uolesu| 0v0£852Gv6E0£852S €

2980/ETTS! | TINY9d 18H o) - uolasu| L0EET/2GvI0EET.L2S €

2980/ETTS! | TINYGd 19H - - uolJasu| L0EET/ZGvI0EET.LZS €

TINYgd 18H 12 - uolesu| /T6/8926v9T6/8925 €

TINYgd 18H - - uonJasu| /76/8925v976/8925 €

£00/80T/S! | TINYgd WwoH - v uonsjag 909/8925 €

£6/5995¢s) | TINYgd WwoH - 1 uons|ag ££618925 €

886/T¢Ges) | TINYGd 19H - \'4 uonelad ¥.796525 €

88G/T¢Ges) | TINYgd 18H v v ANS ¥.7965¢5 €

T2/ZLEVES) | TINYEd 18H 210 - uolasu| ZEP8GZSVIEYY8SCS €

T2/2LEYES) | TINYGd 19H - - uolJasu| ZEvP8GZSVTIEYY8SCS €

2980/ETTSI | TINYGd WwoH o) - uolesu| LOEET/ZGVI0EET LTS €
228
14£593'd:919p/G6T 0:02U0X3: ./ 00SETO0 INN:TINYEd
‘TS
149693°d:913p99eT 2:6TUOX3:8,005ET00 NN TINYEd
‘TS
149593°d:919p996T 2:6TUOX3:9/005ETO0 INN:TINHLd
‘22xS
149593°d:9139p996T 2:6TUOX3:1/00SETO0 INN:TINHEd
‘22xS
JTY93°d:919pTZAT 0:8TUOX3:6,005ET00 INN:TINYEd
‘C
ZxS140293'd:9[9pg8G8T 0: . TUOX3:Z70T8T NN TINYEd
‘z
ZxS140293'd:9[9pgS8T 0:9TUOX:ETESTO INN:TINYEd
‘22xS

140293°d:919p8G8T 2:9TUOX3:5/005ETO0 INN:TINYEd TINYgd 18H - o) uons|ag £EY6192S €
22x8)
¥£593'd:98p/GET 0:02U0X8: ./ 00SETO0 NN TINYEd'
22xS
149593°d:919p996T 2:6TUOX3:8/00SETO0 INN:TINHLd
‘22xS
149593°d:9139p996T 2:6TUOX8:9/00SETO0 INN:TINHLd
‘22xS
149593°d:919p996T 2:6TUOX3:1/00SETO0 INN:TINHEd
‘T2xS




8.

TINddd

19H

uonJasu|

§0¢265¢5vP0¢¢652S

TINYdd

WwoH

uolliasuj

00820425v66120L¢S

U_._w%a.o_”o_%mvmm.oamcoxmntoomﬂoq_\,_znﬂs_mﬁmm
ﬁ:mma.g”o_%Nmmm.o“omcox@”wsommsous_zq_\,_m_wm_m
:SS.Q”o_%Nmmm.o“omcoxgﬁoomﬂoog\,_za_\,_mﬂm,w
ﬁ:mm&.o_”o_%Nmmm.9885585842zq_\,_mwn_m
Ujomma.o_”o_%Bmm.o”méoxméoomﬂoou_\,_za_\,_m_ﬂmm
?m,.._msn_.o_“o_%sém.o“mzoxﬁvaﬁuzz“H_\,_N_m.m
?m:man_.Q“o_%sém.o“:coé“mﬁmwse,_z“H_\,_m_mm
,_._mﬁmn_.o_”u_%sém.u“::oxm”msommsoe,_zq_\,_mwn‘_u,

TINddd

BH

uonaleQ

¢SrEr9CS

rwqma.a”o_%mvmm.ﬁmcoxm”toomﬂoou_\,_za_\,_mﬂmm
ﬁ:mma.g”o_%Nmmm.o“omcox@”wsommsous_zq_\,_m_wm_m
,_.:mmn_.o_“o_%Nmmm.u“omcoxmuﬁoommsq_\,_z“H_\,_mwn_m
g_.:mwa.o_”o_%mmmm.o“omcoxmﬁoomﬂoﬂzz”Hs_mwn_m
,,m:@mwn_.o_”o_%Smm.o”méoéumscmmsol_\,_za_\,_%m_ﬁ
?m,_._msn_.Q“o_%vs&.o“wéoxﬁqaﬁuzzq_\,_mm,m
?&._msn_.D_“u_%gvm.o“:coéﬁmwsﬁza_\,_mm_m
g_._msa.o_”u_%SGN.o“:coxm”ﬁoomﬂoog\,_znﬂs_mwn_m

TINd4Gd

19H

[©)

ANS

¢SrEr9CS

TINddd

19H

uonaleQ

LOEEYICS

TINYdd

19H

<|<|O

ANS

LOEEYICS

TINJ4Gd

woH

O <

uolnssuj

LE02092¢5v9€0209¢S

TINYdd

woH

uona|aq

€€0209¢S

TINYdd

woH

Vil

uolliasuj

90020925v500209¢S

EVETEIEYTS

TINddd

woH

uonJasu|

008204¢5v66.20.2S

TINYdd

18H

—

uons|aq

9b¥28GCS

TINd4Gd

BH

ANS

9vy2852S

DM MMMMMMmm




6.

T¢leleyes) | TINYEd BH 310 - uolussu| CEVYBSCGVIEYY8SCS €
T¢L2LEpES) | TINYEd 1BH - - uoluesu| CEVYBACaVIEYYBGCS €
625€999/€S1 | TINYJdGd BH - v uona|edg 9909.9¢S €
6¢59€999.€S) | TINYdd BH v \ ANS 9909/29¢S €
TINd4Gd BH \4 - uoluesu| §0¢¢65¢5v02265¢S €




08

650217951 zdl3s 18H 9 O | ANS | §/0/8T.¥ €
6502117951 2Aal3s 18H o) O | ANS | §/0/8T.¥ €
NSSTTN'd:DG9¥E 1 9:EUOXa:6GTHTO INN:2AL3S
‘NTTTIN d:OEEEE1"0:2U0Xa:0LEGYETO0 WN:2d L3S 106/9/95! 2al3s 19H 9 Vv | ANS | T9929T.¢ €
NSSTTN'd:0G9¥E 1 9:€U0Xa:65THTO INN:2AL3S
‘NTTTIN d:DEEEE 1 0:2U0X3:0.E6VETO0 WN:2A L3S 10697981 zdl3s 19H \'4 V | ANS | T9929T.¥ €
2al3s WoH o) L1 | ANS | Z€009T.¥ €
zAal3s WoH 1 O | ANS | 22009T.¥ €
AVP9TO d: L TE6YD 0:8U0X3:65THTO INN:ZAL3S
‘A009TS d: 166/ 790:/U0X3:0/E67ET00 INN:2A L3S zdl3s 19H \'4 O | ANS | ZS0EVTLY €
AVP9T19°d: LTE6YD 2:8U0X3:6GTHTO INN:ZAL3S
‘A009T9"d:166/790:/U0X3:0/E67ETO0 INN:2A LIS 2al3s 19H o) O | ANS | 2E0EVTLY €
NSyrzQ'd:EEEL9™0:8TUOX3:65TYTO INN:ZALAS
‘NTOY2a d:v102.99:/TUOX8:0/E6¥ET00 INN:2A L3S 2a13s 18H 1 O | ANS | £/16/0LF €
NSryea d:veee /9 0:8TUOX3:6GTHTO IN:2dL3S
‘NTOY2a d:-v102.99:/TUOX3:0/E6¥ET00 INN-ZALIS zdl3s 19H o) O | ANS | £16.0LF €
19858€¢s! 2al3s 18H 1 O | ANS | £2€650.Y €
/98G8€Zs! 2a13s 18H o) O | ANS | £2€650.F €
2Aa13s0ex\daavaN WoH 1 O | ANS | 67£950.¥ €
6502119s! 2al3s WoH 9 O | ANS | §0/8T.¥ €
NSSTTN'd:0G9¥E 1 9:€U0Xa:65THTO INN:ZAL3S
‘NTTTTN d:D€EEE10:2U0X3:0LE6VETO0 N2 L3S 1069981 zAal3s WoH 9 V | ANS | T9929T.¥ €
90/£26TTS! 2al3s WoH o) L | ANS | ¥1219T.¢ €
S2281d d: 1#9¥5D"0:2TUOXa:65TYTO INN:2AL3S
'S8//1d'd:12££5D 0:TTUOX3:0/E67ET00 INN:2AL3S 2d13s 18H \'4 9 | ANS | 908S2T.Y €
S2z81d d: 1 #9¥5D 0:2TUOXa:65TYTO INN:ZAL3S
'S8//1d d:12££5D 0:TTUOX3:0/E67ET00 INN:2AL3S zd13s 18H 9 9 | ANS | 90852T.Y €
1228Td'd:159%5D'2:2TU0X3:65THTO INN:ZAL3S
182.Td'd: 1£€£5D - TTUOXS:0LE6¥ETO0 INN:2ALIS 2al3s 18H \'4 9 | ANS | S08G2T.Y €
1228Td'd:159%5D'2:2TU0Xa:65THTO INN:2AL3S
‘182/Td"'d: 1£€£5D'2:TTUOX3:0/E6¥ET00 INN-2A L3S 2d13s 18H 9 9 | ANS | S08SCT.Y €
1296Td d:16885D°2:2TUOX3:6GTHTO INN:ZAL3S
18T6Td"d:1£6/GD'2:TTUOX3:0/E6¥ET00 INN-2A LIS GGTZ80YS! zAal3s WoH v 9 | ANS | G8ESCT.Y €
GyT.LL29S) 2al3s WoH 9 L | ANS | 8220TT.¥ €
22118681 2Aal3s WwoH 1 O | ANS | 0£€80T.Y €
22/89/9s! zal3s WoH v 9 | ANS | 2T16.0L¥ €
19858€¢s! zd13s WoH 1 O | ANS | £2€650.1 €
LID[WISISA( INO0IPINN dAVY ‘(] ddrnjsuea], WINNSJ ueo | auzobiz | |9V | suedalay dil | uoAsizod | wozowoiy]

1I9|dNS 1U89 2@ L3S us|Ip3 Ndsa ] ep.efelseH NINUOS 113]zIfeuy SIM '8-M3




18

zal3s WoH 9 Vv | ANS | ¥2€02T.v €
2d13s WoH 1 O | ANS | £2€02T.y g

zdl3s WoH 1 O | ANS | 80£02T.v g

22.89/19s) zd13s 18H \' 9 | ANS | 2TT6L0.1 g

22/89/951 zdl3s 18H 9 9 | ANS | 2TT6L0LF €

19868€zs! zal3s 18H 1 O | ANS | £2£650.1 €

19858€zs) 2d13s 18H o) O | ANS | £2£650.1 g

6S02Y9s! zdl3s WwoH 9 O | ANS | §.0/8T.Y g

NGSTTN'd:DG9pE 1 2:8U0Xa:6GTYTO IN:2d L3S
‘NTTTIN d:DEEEE1'0:2U0X8:0/E6¥ETO0 INN:2A L3S 106191951 2d13s WoH 9 Vv | ANS | T99Z9T.¥ €
0£.T€92TS! zdl3s WoH 1 O | ANS | £0662T.1 g
1296Td'd: 168850 0:2TUOX8:6GTHTO INN:2AL3S

“1816Td d:1£G/GD'0:TTUOX3:0/E6VET00 INN:2A LIS GSTZ80vS! zdl3s WwoH \' 9 | ANS | G8€SZT.Y g
2d13s WoH o) 9 | ANS | €T66L0LF g

2d13s WoH 1 O | ANS | 20660 g

22189/951 zdl3s WoH \' 9 | ANS | ZTT6L0LF g

19858€zs! A EN WoH 1 O | ANS | £2£650.1 g

zdl3s WoH 1 Vv | ANS | ¥8166T.1 g

zal3s WoH \' 9 | ANS | 6£6/8T.F g

2d13s WoH 1 O | ANS | 8£6/8T.Y g

zdl3s WoH 9 Vv | ANS | 986/8T/¢ g

2d13s WoH 9 Vv | ANS | 9T6/8T.¥ €

zdl3s WoH 1 O | ANS | 006/8T.¢ g

zdl3s WoH 1 O | ANS | 668/8T.¢ g

2d13s WoH \'4 9 | ANS | ¥68/8T.v €

zdl3s WoH 1 O | ANS | 268/8T.v g

zal3s WoH \' O | ANS | £0S6.T.1 €

zdl3s WoH \' 9 | ANS | T0S6LT.Y g

zdl3s WoH 1 Vv | ANS | /8T/60.1 g

TZISTLTTS! 2d13s WoH \'4 1 | ANS | T292.0.% g

6S02179s) zdl3s WoH 9 O | ANS | §.0/8T.v g

zdl3s 18H \' 9 | ANS | ¥£889T.¥ €

zd13s 19H 9 9 | ANS | ¥£889T.Y g

10619/951 zdl3s WoH 9 Vv | ANS | 19929T/¢ g

GSTZ80vSI zal3s WoH \' 9 | ANS | G8€SZT.Y €

82/5v86S! zdl3s WoH 1 O | ANS | 9/€80T.Y g

22.89/951 zdl3s WoH \' 9 | ANS | ZTT6L0LY g

19858€zs! zdl3s WoH 1 O | ANS | £2£650.1 g




8

22.8919s! 2d13s 1BH 9 9 | ANS | 2TT6L0LF €

19858€zs! za.i3s 1BH 1 O | ANS | £2£650.1 €

19858€zs! za.l3s 18H 2 O | ANS | £2£650.1 g

6S02i79s! 2a.i3s 1BH 9 O | ANS | GL0/8T.1 €

6S0Zr79s! za.l3s 1BH 2 O | ANS | §L0/8T.v €
NGSTTN d:0G9r€ 1 2:6U0X8:6GT¥TO IWN:Zd L3S’

NTTTIN'd:DEEEEL 0:ZU0X8:0/E67ET00 INN:2A13S 1062919s! 2d13s 1BH 9 Vv | ANS | T9929T.¥ €
NSSTTN d:0G91€ 1 0:EU0X8:65THTO INN:2A L3S

'NTTTIN d:DEEEE.LD:2U0XD:0.E6¥ET00 INN:2A LTS 106291981 za.i3s 1BH v Vv | ANS | 1T9929T.v €

90.EZ6TTS! [ EN 1BH 2 L | ANS | ¥T2T9T.¥ €

90.£26TTs! 2d13s 1BH 1 L | ANS | ¥T2T9T.Y €

[ ES 1BH v L | ANS | OVESST.Y €

2d13s 1BH 1 L | ANS | OvESST.Y €

2d13s 1BH \' 9 | ANS | 6EESST.LY €

za.l3s 1BH 9 9 | ANS | 6EESSTLY €

2d13s 1BH o) L | ANS | /2€SST.Y €

za.i3s 1BH 1 L | ANS | /2ESSTLY €

[ EN 1BH 2 L | ANS | Z2ESSTLY €

2d13s 1BH 1 L | ANS | zzesstly €

za.i3s 1BH 1 O | ANS | TzZessTLy €

2d13s 18H o) O | ANS | T2ZeSSTLY 3

2a.13s 1BH 1 V | ANS | LT€SST.Y €

zal3s 1BH v V | ANS | /T€8ST.¥ €

2d13s 18H o) L | ANS | STESST/Y €

za.l3s 1BH 1 L | ANS | STESST.Y €

[ EN 18H 1 Vv | ANS | 0TESST.Y €

2a.13s 1BH v V | ANS | 0TE€SST.LY €

[ ES 1BH 2 L | ANS | TOESST.Y €

2d13s 1BH 1 L | ANS | TOESST.Y €

0£.LTE92TS! 2a.13s WwoH 1 O | ANS | €0662T.1 €
1296Td'd: 1688502:ZTUOX8:65GTFT0 INN:2A13S

“1816Td d: 1 €5/ G0 '0:TTUOXS:0.E6VET00 INN:ZALIS G5TZ80vs! zal3s 1BH v 9 | ANS | S8E5ZTLY €
1296Td"d: 1688G0'2:ZTU0OX8:65TFT0 INN:2AL3S

‘1816Td'd:1£G/GD"0:TTUOX:0/E67ET00 IWN:2A13S GGT2807S! 2d13s 1BH 9 9 | ANS | §8€52T.Y 3
X16673'd: 1 T/659'2:2TU0X8:65THT0 INN:2A13S

‘X.v613'd: 16£8GD 0 TTUOXD:0/E6VET00 INN:2A LIS 2a.13s 1BH v O | ANS | 66252T.1 €
X16673'd: 1 T/659'2:ZTU0X8:65GTFT0 INN:2A13S

‘X .y613°d: 16£85D 0 TTUOXS:0/E6VET00 NN ZALIS za.l3s 1BH 2 O | ANS | 66252T.1 €

2d13s WoH 1 V | ANS | €E€02TLY €




€8

4¥8GT1'd: L0G/#D'0:9U0X3:65THT0 INN:ZAL3S

‘40757 1°d: 18797 0:GU0X3:0/E6¥ETO0 IN:2A L3S 800 zdl3s 18H \' 9 | ANS | 9/6/¥TLY €
4¥8GT1°d: 10G/7D'2:9U0X3:6GT¥T0 INN:ZA L3S
‘407ST1'd: 18T91D"0:GU0X3:0/E6VET00 INN:2A LIS 800 2ad13s 19H 9 9 | ANS | 9/G/¥TlY €
zdl3s WoH 1 O | ANS | 2869¥T.Y g
7296Td"d: 1688G0'0:2TUOX3:6STHT0 INN:2AL3S
“18T6Td d:1£5/GD'0:TTUOX3:0/E6VET00 INN:ZA LIS zal3s WoH \' 9 | ANS | G8€SZT.Y g
2d13s WoH 1 O | ANS | 0£€80T.Y g
N9IEEZId:D900/ V' 2:9TUOXS:6STHTO WN:2AL3S
‘A26221'd:9¢/ 89V 0:GTUOX3:0/£67ET00 INN:2A13S £0-3/6'Y zdl3s 18H o) L | ANS | 690880.1 €
A9EEZI'd:D900. V' 0:9TUOX3:6GTYTO IN:2d L3S
‘A26221'd:97/ 89V 0:GTUOX3:0.E£67ET00 INN:2AL3S €0-3/6'Y zal3s 18H 1 L | ANS | 690880.% €
2d13s WoH \'4 9 | ANS | 2TT6L0LY g
zdl3s WwoH \' 9 | ANS | €8TT90.¥ g
2d13s 18H 1 O | ANS | £2£650.1 g
2d13s 18H o) O | ANS | £2€650.1 g
6S02179s1 zdl3s 18H 9 O | ANS | §L0/8T.v €
6S0Z179s! 2d13s 18H o) O | ANS | §20/8T.¥ €
zdl3s 18H o) L | ANS | 0€069T.¥ €
zal3s 18H 1 L | ANS | 0£069T.¥ €
2d13s 19H o) 9 | ANS | 62069T.Y g
zdl3s 18H 9 9 | ANS | 62069T.Y €
2d13s 19H 9 O | ANS | £2069T.¥ g
zdl3s 18H o) O | ANS | £2069T.V €
zdl3s 18H 1 O | ANS | ST069T.Y €
2d13s 19H o) O | ANS | ST069T.Y g
zdl3s 18H \' 9 | ANS | 0T069T.Y €
zal3s 18H 9 9 | ANS | 0T069T.Y €
10629951 zdl3s 18H 9 Vv | ANS | T9929T/v €
10619951 zdl3s 18H \' Vv | ANS | T9929T/¢ €
90.£Z6TTS! 2d13s 18H 2 L1 | ANS | ¥T2T9T.Y €
90.£Z6TTS! zdl3s 18H 1 L | ANS | ¥TZT9T.Y €
YTTOSTTITSA zdl3s WoH 9 L | ANS | TSOVST.Y g
zd13s WoH \'4 O | ANS | 8668VT.Y g
GSTZ80vSs! zdl3s 18H \' 9 | ANS | 68€SZT.Y €
GGTZ80vSI zal3s 18H 9 9 | ANS | G8€SZT.Y €
¥S0T60ETS! zdl3s WoH 1 O | ANS | ¥S.ETTLY g
zdl3s WoH \' 9 | ANS | €69€TT.Y g
22.89/19s) 2d13s 18H \' 9 | ANS | 2TT6L0.Y g




8

2al3s WoH 9 Vv | ANS | 92¢v0T.¥ €
2d13s WoH 1 O | ANS | ZTEV0TLY €
zdl3as WoH 2 9 | ANS | L0SV0T.LY €
0£.T€9218! 2al3s 19H 1 O | ANS | €0662T.Y €
0£LT€92TS! zdl3s 19H o) D | ANS | €0662T.Y €
£096.0€/8! 2al3s 19H \'4 9 | ANS | T9S80T.Y €
£096.0€/5! 2a13s 18H 9 9 | ANS | T9€80T.Y €
zdl3s 19H \'4 L | ANS | L2069T.¥ €
2al3s 18H 1 L | ANS | 22069T.¥ €
SG/2v'd:1€2899:€UOXa:6GTYTO INN:2A L3S
‘ST d: 1 T69D0:2U0X8:0/E6¥ET00 INN:Z2A L3S 2a13s 18H \'4 O | ANS | €0£59T.¥ €
SG/2vd: 1£2890:5U0Xa:65TT0 WN:2A L3S
‘STE2V d: 1 169D 0:ZU0X8:0.E6VET00 INN:ZA L3S zdl3s 19H o) O | ANS | €0£59T.Y €
YLTELTYES! 2al3s 19H o) L | ANS | €2TEVT.LY €
Y.LTELTYES 2a13s 18H 1 L | ANS | sz1EvTLY €
2al3s WoH v O | ANS | 9€28€T.Y €
290ZE /5! 2d13s WoH o) 9 | ANS | 6228T.Y €
1296Td'd:16885D°2:2TUOX3:6GTHT0O INN:2AL3S
“1816Td'd: 1£5/GD"0:TTUOX8:0.E67ET00 IWN:2A L3S GSTZ80PS! 2a13s 18H \'4 9 | ANS | G8852T.Y €
1296Td'd: 158860 0:2TUOX8:6GTYTO INN:2dL3S
18T6Td"d: 1£G/GD - TTUOXS:0LE6¥ETO0 INN:2ALIS GGTZ80YS! 2al3s 18H 9 9 | ANS | G8€SZT./Y €
2a13s 18H \'4 9 | ANS | £/80T.Y €
zdl3s 19H 9 9 | ANS | £2/80T.¢ €
2al3s WoH 1 Vv | ANS | 60100T.¥ €
zd13s WoH o) L1 | ANS | ¥6£00T.¥ €
zdl3as WOoH 9 O | ANS | 88£00T.¥ €
2d13s WoH o) L1 | ANS | ¥65v60.% €
22.89/95! zd13s 18H \'4 9 | ANS | 2TT6L0L1 €
22/89/95! 2al3s 18H 9 9 | ANS | 2TT6L0.1 €
2a13s WoH 9 O | ANS | §20/8T.¥ €
NGGTTN d:0G9vE L 0:EU0Xa:65THT0 IWN:2AL3S
‘NTTTTIN d:OEEEE 1 '0:2U0Xa:0.E67ETO0 INN:2AL3S zdl3s 19H 9 V | ANS | T9929T.¥ €
NSSTTN d:0G9vE 1 0:EU0Xa:65T#T0 WN:2dL3S
‘NTTTIN d:OEEEE1"0:2U0Xa:0LE6VETO0 N2 L3S 2al3s 18H \'4 V | ANS | T9929T.¢ €
2a13s WoH o) L | ANS | ¥T2T9T.¥ €
X28GT3'd: Ly, ¥ 0:9u0X8:6GTHT0 INN:2dL3S
‘X851 d: 1 ZT9¥9 9:GU0Xa:0.E67ET00 INN:ZA L3S zdl3as 19H \'4 O | ANS | 28S.vTLY €
X28ST3'd: LY/ 79 '2:9u0Xa:65THTO INN:2AL3S
‘X8€G6T73'd: 1 2T9YD ' 2:GU0X8:0LE67ET00 INN:2AL3S 2al3s 19H o) O | ANS | 28G.¥TLY €




a8

£98G8€¢s! ¢dl13s WwoH 1 O | ANS | €2€650.Ly €
£0619.981 ¢al3s woH 9 V | ANS | T99¢9T.¥ €
SyT.LL9S8] ¢dl13s WwoH ) 1 | ANS | 8CCOTT.LY €
9P¥9¥c29s! ¢dl13s WwoH ) O | ANS | 099498T.v €
6502798l ¢al3s woH 9 O | ANS | §/0/8T.¥ €
¢dl13s 18H A4 O | ANS | 82Z8E0TLY €

¢dl3s 19H 9] O | ANS | 8¢8€0T.LY €

GGT¢80sd ¢al3s woH v O | ANS | §8€SCT.LY €
L¥S06¢¢s] ¢dl13s 18H v O | ANS | €8TT90L¥ €
L¥5062¢sd ¢al3s 1BH 9 O | ANS | €8TT90.LY €
TS¥80LTTS! ¢dl13s WwoH \4 O | ANS | 9¢886T.Y €
¢¢/89/9sl ¢dl13s WwoH A4 O | ANS | ZTT6.0LF €
0//87608TS/ ¢al3s woH 1 O | ANS | TO0LVTLY €
€096.0€/8/ ¢dl13s WwoH v O | ANS | T9E80TLY €
¢dl3s woH 1 O | ANS | LeEv0TLY €




98

9¥66850TS! 2al3s 18H - 11 uonaje £98€0T.Y '298E0TLY 3

9766850TS! ¢al3s 18H 11 1l ANW £98€0T.Y '298E0TLY 3

2a13SAeXTSV-6dIM WoH - | 999909909 uonaje T1S502.y"€09502LY 3

4eJE 18H - AAY uonajeg 96ELVTLY VEELYTLY 3

2al3s 18H AAY AAY AN 96ELVTLY VBELYTLY 3

9.8v50954 2dl3s woH - 20 uonaje 6062V 1LY 8062V TLY 3

2288v8Ss! ¢dl3s woH - 1 uonaje LT65CTLY 3

9¥66850TS! 2al3s woH - 11 uonaje £98€0T.Y"298E0TLY 3

2dl3s 18H - - uonasu| 048/80.v698/80LY 3

2a13SAeXTSV-6dIM WwoH - | 909909909 uonaje@ T18502.y"€05502LY 3

2al3s 18H - v uonajeg 0v889T.Y 3

2al3s 18H v v ANS 0v889TLY 3

2al3s 18H - NAAAY uonaje L6ELYTLY VEELYTLY 3

2al3s BH | VYVWV AAAY ANW L6ELVTLY V6ELYTLY 3

9./8v5095! 2al3s woH - 20 uonaje 60627 1LY 8062V TLY 3

2a.l3s WwoH 19 - uorasu| 880EVTLIv/BOEYTLY 3

9¥66850TS! 2al3s 18H - 11 uonaje £98€0T .Y '298E0TLY 3

9v66850TS! 2al3s 18H 11 11 AN £98€0TLY"298E0TLY 3
~ LT«SIH8Yvzd d:1opy
VEL €VELV:8TUOXa:6GTYTO INN:ZAL3S
_ L TxSIHYOVZd d:13pgTEL

TT2/'9:LTUOXa:0,E6VET00 INN:2dL3S ¢dl3s 18H - 99 uonajeg £9T6/0LY '29T6L0LY 3
~ LT+SIH8YYZd d:19py
VEL EVELIGTUOX36STYTO INN:ZALIS
_ ‘LTxSIHYOVZd d:18peTeL

TT2/'9:/TUOX:0/E6VET00 INN:2AL3S 2al3s 18H 99 29 ANW £9T6.0LY"29T6L0LY 3

4eJE 18H - v uonaje 0€0650LY 3

¢al3s 18H v v ANS 0€0650LY 3

2a.13SAeNTSV-6dIM woH - 909909 uonsjed 808502 "€05502LY 3

822520954 2al3s 18H - - uoasu| 0v889T.v6€889TLY 3

2al3s woH - AAAAY uonaje 86ELVTLY VBELYTLY 3

9.8v50954 2al3s woH - 20 uonaje 6062VT.LY 8062V TLY 3

502158995/ ¢al3s woH - VWV uonajeQ 8SY6CTLY SSY6CTLY 3

2al3s woH - 1l uonaje 816G2TLY " L16SCTLY 3

9¥66850TS! 4eJEN woH - 11 uonajeg £98€0T .Y '298E0TLY 3
[EETINNFEN

IMOIPINN AAVY ‘(I 3dLnjsuea, wnNsJ us9 | suzobiz BIV sueJayay dil U0ASIZOod | wozowouy

LIR[PPU] 1U9D) z 1 3S US|IPT Ndsa L epJe[eIseH NONUOS 1I9|ZIfeuy SIM '6-M3




L8

8221520951 za13s 18H \'4 - uonuasul 0¥889T/yv6E889T LY g
822151095 za13s 18H - - uorJasu| 0¥889T/¥v6E889T .Y g
829/865G8! za13s 18H - vV uonsjea SBELYT.Y ¥6ELVTLY €
829/865GS! 2a13s 18H vV Vv ANW SBELYTLY ¥BELYTLY g
9/¥875095! 2a13s 18H - 20 uonsea 60627 T/ 8062V T.Y €
9/¥87509s! 2a13s 18H 20 20 ANW 606Z7T.Y "806CrTLY g

2a13s woH - IVVYVOVVYY uonsjaa 29V62TLY SSY6CTLY g

120v2eTyTS! zal3s WwoH 99V - uorJasu GOE6ZT.IVPIS6ZT LY g

976685018/ 2a13s WwoH - 11 uonajaa £98E0T/1""298E0TLY g

2a13s 18H - v uonsjed 0¥889T.¥ €

za13s 1B8H \'4 \'4 ANS 078891/ g
%1185
d:0[8p0EYZ 0:EUOX:6GTYTO INN:ZALIS
_'xge8sd:D

[8P86YZ'0:2U0Xa:0/E67ET00 INN-2A13S 2a13s 1°H - 9 uonsjaa 967E9TLY g
«1185
d:0[8PEYZ 2:EUOX:6GTYTO INN:ZALIS
_ 'xge8sd:D

[8P86YZ0:2U0Xe:0/E67ET00 INN:2A1L3S 2a13s 1B8H 9 9 ANS 967E9TLY g
9/ 875095 2a13s 18H - 20 uonsjaa 606ZYT.Y " 8062rT.LY g
9/%875095! 2a13s 18H 20 20 ANW 60627 T/ 8062V T.Y g

2a13s 18H v - uorJasu| G88SZT/yvPB8SCT.LY g

2a13s 18H - - uorJasu| G88GZT/YvP88SeT.LY g

9¥6685015! za13s 1B8H - 11 uonsjea £98£0T/ ¥ "Z98E0T.Y €
976685015/ 2a13s 18H 11 11 ANW £98£0T/ ¥ "298€0T.LY €
2a13S9eX\ISV-6dIM 18H - | 929909909 uonsjea 118502/ ¥ "€0S502. 1 €

92099

2a13SYEXTSV-6dIM 1BH | 09909 | 929929909 ANW 118502/ ¥ "€08502. 1 €

2a13s 18H - 99 uonsjad 9EEGST/ ¥ "SEESST.Y €

2a13s 18H 99 99 ANW 9EEGST/ ¥ "SEESST.Y g

2a13s 18H VO - uorJasu| /82SST/yvI8ZSSTLY g

2a13s 18H - - uorJasu| /82GST/PvI8ZSSTLY €

2a13s 18H - 90 uonsjea ¥8ZSST/Y "€82SST.Y €

2a13s 18H 90 90 ANW ¥8ZSST.Y "€8CSSTLY g

2a13s 18H - LA'A' uonsjea 96ELVT./Y V6ELVTLY €

za13s 18H \'A"Av4 \'A"A% ANW 96ELVT.LY ¥6ELVTLY g

9/¥875095! 2a13s 18H - 20 uonsjea 60627 T/ 7 80621 T.Y €
9/%87509s! za13s 18H 20 20 ANW 60627 T/ 8062V T.Y g
502158995/ 2a13s woH - A'A'4 uonsja@ 8SV6ZT.Y "SSY6CTLY g




88

2A13SAeX\TSV-6dIM WwoH - | 929909909 uonajed T15502.Y"€0SS02LY 3
2a.13s 'zal3s BH | VYWV NAAAAAAY uonajed 00VLYTLY VBELYTLY g
¢dl13s ‘zdl3s 18H - NAAAAAAY uonajed 00VLYTLY VBELYTLY €

¢al3as 18H - 19 uonajed 680EYTLY '8B0EVTLY €

2ai3s 18H 19 19 ANW 680EYTLY "8B0EYTLY g

9/7875095! zal3s WwoH - 29 uonajed 6062V TLY "806CYTLY €

9¥66850T! ¢al3s WoH - 11 uonajed £98E0TLY 'ZIBEOTLY g

2ai3s WwoH - A4 uonajed v0ZT80LY"202T80LY g

2al3s 18H - v uonajed 0v889TLY 3

2ai3s 18H v v /NS 0v889TLY g
B Sx81562S d:
[9p988” £88'2:EUOXa:6STYTO INN:ZA LIS
_ 'GxS)11G2S d:19py

S/ TG/'9:gUOX8:0/E6VETO0 INN:ZdL3S 2ai3s 18H - Lowv uonajed EV2S9TLY 0VCSITLY €
B Sx8156¢S'd:
[9p988" £88'2:EUOXa:6STYTO INN:2A L3S
_ 'GSJ TGS d:|3py

S/ TGL'9:gU0X9:0/E6VETO0 IIN:ZAL3S 2al3s BH | 1oWV Lovv ANW EV2S9TLY 0VCSITLY g

2A13SAEXNTSV-6dIM 18H - 909929 uonajed 805502.Y"€0SS02LY €

B)

2A13SAeXTSV-6dIM 1BH | 09909 909929 ANW 805502LY"€0SS02LY g

2ai3s 18H - v uonajed 0v889TLY g

el 18H v v ANS 0v889TLY €

2al3s 18H 19 - uorasu| 880EVTLI/BOEYTLY g

2ai3s 18H - - uorpasu| 880EVTLIn/BOEYTLY g

109T€2Z/8! 2al3s 18H - 1919 uonajed T60EYTLY "880EYTLY g

109T€22/S! 2ai3s BH | 1919 1919 ANW T60EYTLY "880EYTLY g

zal3s WwoH o) - uomasu| L0¥00T.L#v90¥00TLY €




EK-10. Etik Kurul Karari

89





