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ÖZET

Renal hücreli kanserler (RHK) davranışları bakımından diğer insan kanserlerinden çok farklı olan tümörlerdir. Klinik
gidişi belirlemede en önemli prognostik faktörler (PF) tümörün evresi ve nükleer derecesidir. Diğer tümörlerde
cathepsin D1 (CD) ekspresyonunun prognostik önemi tartışmalı olup pek çok çalışmada kötü PF olduğu vurgulanma-
sına karşın RHK'lerde CD ekspresyonu ve genetik heterojenitenin (GH) prognostik önemi çalışılmamıştır.

Bu çalışmada; radikal nefrektomi uygulanarak RHK tanısı alan ve düzenli kontrollere gelen 48 olgu değerlendirilmiştir.
Olguların medyan yaşı 56.5 (31-78), 28'i erkek, 20'si kadın ve medyan takip süresi 51 aydır. PF olarak 18 farklı klinik
ve laboratuar parametresi değerlendirildiğinde; univariate analizde CD ekspresyonu ve ileri evre, 5 yıllık sağkalım
olasılığını belirgin şekilde olumsuz etkileyen önemli birer PF olarak saptanmıştır (p=0.046, p=0.021). Ayrıca
mitokondrial RNA işlenmesinde ve DNA tamirinde görevli enzimleri kodlayan bölgeye yakın seçilen mikrosateilit
D9S157'de GH saptanan grupta istatiksel olarak anlamlı olmasa da 5 yıllık sağ kalım olasılığı daha kısa bulunmuştur.
Hastaların prognozu hakkında tahminde bulunurken hastalığın yaygınlığı, performans durumu gibi bilinen faktörlerin
yanı sıra CD'de göz önüne alınmalıdır.

*Bu çalışmanın DNA analizleri TÜBİTAK tarafından SBAG-1940 proje desteği ile yapılmıştır.

Renal celi carcinomas (RCC) are tumors, which are very different from other human cancers in terms of their de
meanor. The most important prognostic factors in the clinical evaluation are tumor stage and nuclear grade. in other
tumors, the prognostic importance of cathepsin D1 (CD) expression is controversial. İn most studies. though stressed
to be bad prognostic factor, CD and genetic heterogeneity (GH) as a prognostic factor in RCC have not been studied.
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In this study 48 cases under regular control with a diagnosis of RCC by radical nephrectomy were examined. Their
median age was 56.5 (31-79); 28 were men (58%). The period of median follow-up is 51 months. When 18 different
clinical and laboratory parameters were evaluated as prognostic factorin univariate analysis, CD and advanced stage
were found to be significant prognostic factor affecting 5-yr survival rate negatively (p=0. 046, p=:0. 021).

Furthermore, in the group in which GH was found in microsatellite D9S157, close to the area coding the enzymes
responsible for RNA processing and DNA repairing, the 5- year survival rate, though statistically insignificant, was
found to be shorter.

In conclusion, in addition to commonly known prognostic
should also consider CD in predicting prognosis.

GİRİŞ

Renal hücreli karsinomlar (RHK), erişkinde görülen primer
böbrek tümörlerinin % 80-90'nını oluşturmaktadır (1).
RHK'lerin 5 yıllık sağkalım olasılığı (SO) ortalama %70'dir.
RHK'lerin klinik davranışlarını belirlemek oldukça zordur.
Prognozla ilişkili birçok kliniko-patolojik parametre ortaya
atılmıştır ancak bunların içinde en önemli parametre pa-
tolojik evre ve nükleer derecedir (2-6). Ayrıca cins, ırk,
operasyon anında uzak metastaz varlığı, tümör büyük-
lüğü, renal ven ve vena kava invazyonu, renal pelvis ve
medulla tutulumunun prognostik önemi olduğu vurgulan-
mıştır (4-6). DNA ploidisi ile tümör prognozunun ilişkisi
tartışmalıdır (7). p53 ekspresyonu ve proliferatif aktivite ile
prognoz ilişkisini araştıran pek çok çalışma yapılmıştır (7-
9).

Genetik heterojenite (GH) aynı canlıya ait hücrelerde
olması gereken sabit DNA miktarının yada spesifik DNA
bölgesinin hücreler arasında değişiklik göstermesi olarak
tanımlanabilir. Tümör içinde DNA heterojenitesi flow
sitometrik ve sitogenetik olarak RHK'in da bulunduğu
birçok kanser türünde gösterilmiştir (10-15). Bu durumun
mitozda ki kontrol noktalarının görevini yapamamasından
ya da DNA tamirinde görevli enzimlerin inaktif olmasından
kaynaklanabileceği düşünülmektedir. Heterojenite ile ilgili
çalışmalar genellikle tümör doku örneklerinde yapılmasına
karşın aynı bireye ait normal, displazik ve tümör dokula-
rında yapılan çalışmalara literatürde rastlanmamıştır.

Bu çalışmada radikal nefrektomi uygulanan ve RHK tanısı
alan 48 olgunun parafin bloklarından alınan kesitlere
immunohistokimyasal olarak p53, c-erbB-2, nm23, siklin
D1 ve katepsin D1 (CD) monoklonal antikorları uygulan-
mış ve AgNOR ile PCNA indeksi çalışılmıştır. Ayrıca 48
olgunun 23'ünde aynı hastaya ait normal, displazik ve
tümör dokusunun bulunduğu parafin bloklardan alınan
kesitlerden DNA izolasyonları yapıldı. Sekiz kromozomda
yer alan 8 dinükleotid tekrar kullanılarak DNA örneklerinde
GH olup olmadığı analiz edilmiş ve diğer prognostik fak-
törlerle birlikte önemleri araştırılmıştır.

factor, İlke extend of disease and performance status, we

GEREÇ VE YÖNTEM

Tüm olguların hematoksilen-eozin boyalı kesitleri tekrar
gözden geçirildi ve immün boyama için tümörlü dokuları
en iyi temsil eden parafin bloklardan poli-l-lizinli lamlara
kesitler alındı, immün boyama streptavidin biotin
immünperoksidaz yöntemi kullanılarak yapıldı. Kısaca,
kesitler deparafinize ve rehidrate edildikten sonra %0.3'lük
hidrojen peroksit solüsyonu damlatılarak endojen
peroksidaz aktivitesi bloke edildi. Daha sonra sitrat tam-
ponu içeren kaplara yerleştirilen kesitler mikrodalga fı-
rında 2 kez 5'er dakika kaynatıldı. Böylece antijenin açığa
çıkması sağlandı. Kesitler daha sonra 15-20 dakika oda
ısısında soğuduktan sonra, siklin D1 ve CD (1/50 ve 1/300
dilusyonda), nm23 (1/25 dilusyonda), p53 (1/50 dilus-
yonda), C-erbB-2 (1/50 dilusyonda), PCNA (1/50 dilus-
yonda) (Dako) primer antikoru damlatılarak oda ısısında
30 dakika beklendi. Ardından oda ısısında 10 dakika
boyunca bağlayıcı biotinize sekonder antikor ve strep-
tavidin peroksidaz solüsyonu (Dako LSAB Kit) damlatıldı.
Peroksidaz aktivitesini göstermek için 5 dakika boyunca
3,3'-diaminobenzidine tetrahidroklorür (DAB) (Sigma
Chemical Co, St.Louis, Missouri, U.S.A) uygulandı ve
çeşme suyunda yıkamayı takiben zıt boyanma sağlamak
için kesitler Mayer hematoksilen ile boyandı.

Primer antikor olarak kullandığımız nm 23 proteini; nm23-
Hl ve nm 23-H2 gen ürünlerinin her ikisini de içermektedir.
CD ve nm23 pozitifliği için kontrol olarak pozitif olduğu
saptanan meme karsinomu kesitleri seçildi. nm23 nükleer
ve sitoplazmik boyanma yapmakla birlikte, kendi olguları-
mızda belirgin olarak sitoplazmik boyanma görüldü.

immunohistokimyasal olarak, siklin D1, CD ve nm23
primer antikoru ile boyanan tümör dokularına ait kesitlerde
tümör hücrelerinde sitoplazmik olarak, c-erbB-2 primer
antikoru ile membranöz olarak %0-25'inde boyanma varsa
+, %25-50'sinde boyanma varsa ++, >%50 boyanma
varsa +++ olarak kabul edildi. p53 ve PCNA primer anti-
koru ile nükleer boyanma pozitif kabul edildi. p53 primer
antikoru ile nükleer olarak % 1-10 boyanma varsa (+),
%10-50 boyanma varsa (++), > % 50 boyanma varsa
(+++) olarak değerlendirildi. PCNA ile pozitif nükleer
boyanma gösteren olgularda 1000 hücre sayılarak yüzde
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değerleri hesaplandı. AgNOR değerlendirmesi için
kolloidal gümüşleme tekniği ile boyanan olgularda
rastgele seçilen 100 hücredeki nükleer noktacıklar sayılıp
her bir nükleustaki ortalama değerler hesaplandı (AgNOR
skoru), istatistiksel analiz için olgular %20'nin altı ve üstü
olarak ikiye ayrıldı, immunoreaktivite açısından ise negatif
lendi (17). D2S301, D3S1613, D5S679, D8S514,
D9S157, D11S1356, D16S3018, D17S1807 dinükleotit
tekrarlarını içeren primerler ile ilgili DNA bölgeleri çoğal-
tıldı (18-20). Çalışmada kullanılan primer konsantrasyonu
22 ng/|j,L, dNTP konsantrasyonu 0.2 mM, Taq polimeraz
0.8 ünite/uL, bağlanma sıcaklıkları 55-59°C arasında, 30
siklüs olarak kullanıldı (Crocodile III, Appligene Oncor).
Amplifiye edilen bölgelerin kontrolü agaroz jel elektroforezi
yapıldıktan sonra, poliakrilamid jel elektroforezinde yürü-
tülerek gümüş nitrat boyama yöntemi uygulandı ve
dinükleotid tekrarlar görünür hale getirildi. Boyanan jeller
alttan beyaz ışık verilerek 50 ASA'lık siyah-beyaz filme
alınmış, karta basıldıktan sonra değerlendirildi (21, 22).

ve pozitif boyanan olgular ayrıldı. PCNA indeksi %5 'in
altı ve üstü olarak ikiye ayrıldı. Ayrıca olguların normal
böbrek parankimi, displazik ve tümörlü dokuları içeren
parafin bloklarından DNA izolasyonu yapıldı (16). Her-
hangi bir kanser öyküsü olmayan 25 sağlıklı bireyin
DNA'sı izole edilerek kontrol grubu olarak çalışmaya ek
saptandı (p<0.002) (Resimi). Univariate analizde yaş,
cins, histololik derece, p53, c-erbB-2, nm23, cyclin D1,
AgNOR, PCNA indeksi ayrıca GH'nin varlığının 5 yıllık
sağkalımla istatistiksel olarak ilişkili olmadığı (p>0.05), CD
ekspresyonu ile ileri evrenin istatistiksel anlamlı olarak
ilişkili olduğu saptanmıştır (p<0.046, p<0.021) (Tablo 2)
(Grafik 1-3).

Tablo 2. RHK'de Tanı Anında Klinik, Histopatolojik Paremetreler ve Gene-

tik Heterojenitenin Medyan Sağkalım ve 5 yıllık SO Üzerine Etkisi

Medyan 5 yıllık SO
Sağkalım (%)

(ay)

Log Rank

İstatiksel değerlendirmede gruplar arasındaki farklar için
SPSS for Windows®'ta X2 ve Fisher'in kesin ki-kare test-
leri, sağkalım analizleri için Kaplan-Meier eğrileri ve Log-
Rank testi uygulanmıştır, p değeri 0.05'in altında olması
istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir.

BULGULAR

Olguların 28'i erkek, 20'si kadındır. Yaş ortalaması
56.5'dur (31-78). 9 olgu 65 yaş üzerindedir. Median takip
süresi 51 aydır. 48 olgunun 15'i ex olmuştur. Olguların
29'u lokalize (Evre I.II), 10'u lokalize-ileri (Evre III, IV), 9'u
ileri (metastaz +) hastalıklı olarak ayrılmıştır. Olguların
klinik bulguları ile histolojik derece ve evrelere göre dağı-
lımı Tablo 1 de sunulmuştur.

Tablo 1. RHK hastalarının demografik özellikleri (n=48)

Yaş (medyan) 56.5 (31-78)

>65yaş 9 (%18.7)

Cins Kadın/Erkek 20 / 28 (%42 / %58)

Histolojik Tip ve Derece:

Konvansiyonel 48

11 (%23)

Derece 2 25 (%52)

Derece 3 10 (%21)

Derece 4 2 (%42)

Klinik Evre: Lokalize hastalık (T1-T2) 29 (%60)

Lokal-ileri hastalık (T3-T4) 10 (%21)

İleri hastalık (Metastatik hastalık) 9 (%19)

Yaş >65
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Sağlıklı kontrol grubu DNA'larında en fazla 2 bant gözle-
nirken, RHK'li olguların hem normal hem displazik hem de
tümörlü doku DNA'larının % 82.6'ında (19/23) sağlıklı
kontrol grubumuzdan farklı olarak bant paterninde artış
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Grafik 1. Patolojik evrenin 5 yıllık SO üzerine etkis

Resim 1. Dinükleotitler de gözlenen Genetik Heterojenite'ye ait örnek

fotoğraflar.

(N:Normal doku, D:Displazik doku, T .Tümör doku)

A; 3 nolu hastaya ait N, D, T sonuçlan.

B; 4 nolu hastaya ait N, D, T sonuçlan.

C; 10 nolu hastaya ait N, D, T sonuçiarı

D; Kontrol lenfosit DNA sonuçları

Süre (ay)

Grafik 2. Cathepsin D1 ekspresyonunun 5 yıllık SO üzerine etkisi

Süre (ay)

Grafik 3. D 9 S 1 5 7 - G H ' n i n 5 yıllık SO üzerine etkisi

TARTIŞMA

RHK'ler her yıl dünyada %2 oranmda artış göstermekte
olup davranışları bakımından diğer insan kanserlerinden
çok farklı olan tümörlerdir. İnsan kanserlerinin çoğunda
tümör progresyonunun; somatik mutasyon ve mutant
hücrelerin klonal ekspansiyonunun birlikte etki etmesi ile
oluştuğu bilinmektedir. Hücre büyümesinde negatif dü-
zenleyici olarak etki eden mutant tümör supressör genler
ya da antionkojenler insan kanserlerinde onkojenlerden
daha sık görülür. Bu genlerin inaktivasyonu tümör
progresyonuna yol açar. Gen işlevlerinin yerine getirilme-
sinde bir gen kopyası yeterli olduğu için, supressör genle-
rin inaktivasyonu tümör gelişiminin geç evrelerinde görülür
(23).

CD aspartik proteazlar içinde yer aian lizozomal bir
proteazdır ve asıl fonksiyonu iizozomlar içerisinde opti-
mum asidik pH'da (4.5-5.0) proteinleri parçalamaktadır
(24-29). CD organizmadaki tüm hücrelerde yaygın olarak
bulunan bir proteazdır (28,30,31). Tümör progresyonun-
daki rolü in vitro ve in vivo çalışmalarda gösterilmiştir
(24,26,30,31). İn vitro koşullarda, CD'nin ekstrasellüler
matriks (ESM) ve bazal membran komponentlerini
degrade ettiği saptanmıştır (30). ESM degradasyonu
yanısıra mitojenik özellikleri olduğu ve anjiogenezi
indükleyen bir anjiogenik faktör olan "basic fibroblast
grovvth factor"ün salımmım aktive ettiği bildirilmiştir (27-
29). Östrojen reseptörü pozitif olan rneme kanserli
olgularda yapılan çalışmalarda CD'nin östrojenler ve
büyüme faktörleri ile regüie edildiği gösterilmiştir
(26,29,30). ESM degradasyonundaki rolü yanısıra, CD'nin
artmış ekspresyonunda hücre proliferasyonunu ve tümör
büyümesini arttırdığı, hücre •• hücre etkileşimine bağii
inhibisyonu azalttığı gösterilmiştir (26). CD fibroblastlar ve
makrofajlar ve stromal hücreler ile kanser hücreleri tara-
fından da ekspresse edilir (32). CD ekspresyonunun
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meme kanseri, malign melanom ve malign över tümörle-
rinde metastaz ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (26). Meme
kanserlerinde artmış CD ekspresyonunun rekürrensleri
belirlemede önemli bir prognostik belirleyici olduğu bildi-
rilmektedir (28-30). CD ekspresyonu, meme kanseri,
mide, kolon, larinks, baş-boyun endometnum, ovaryum ve
akciğer tümörlerinde gösterilmiştir (27,28,30,32-34).
Endometrium, tiroid, kolon kanserlerinde ise CD'nin artmış
ekspresyonunun prognostik önemi tartışmalıdır (30). Ay-
rıca meme kanserleri, îarinks, baş - boyun, mesane tü-
mörleri ve malign gliomlarda kötü prognoz ilişkili olduğu
saptanmıştır (35). Meme kanserli olgularda CD ekspres-
yonunun sadece lenf nodu negatif olanlarda değil, tüm
meme kanseri alt gruplarında prognoz ve erken relaps ile
ilişkili olduğu bildirilmiştir (36,37). Başka bir çalışmada ise
CD ekspresyonunun lenf nodu metastazı ile korele olduğu
gösterilmiştir (38). Aynı araştırmacıların yaptıkları başka
bir çalışmada ise tümör hücrelerindeki CD ekspresyonu-
nun rekürrens ve kısa hastalıksız yaşam ile koreie olduğu
bildirilmiştir (39). invaziv diiktai karsinomiarda tümör hüc-
relerindeki CD ekspresyonunun evre, nükleer derece ve
kötü prognozla ilişkili olduğu saptanmıştır (40). Stromal
hücrelerdeki CD ekspresyonunun yüksek mikrodamar
dansitesine sahip ve daha agressif gidiş gösteren meme
kanserleri ile ilişkili olduğu (41), başka bir çalışmada ise
stromal hücrelerdeki CD ekspresyonunun meme kanse
rinde kötü prognostik belirleyici olduğu, tümör hücrelerin
deki CD ekspresyonunun ise prognozu etkilemediği öne
sürülmüştür (42). Oral skuamöz hücreli kanserlerde ise
artmış CD ekspresyonunun dediferansiasyon ve metastaz
ile korele olduğu bildirilmiştir (27). Över kanserlerinde
yapılan çalışmalarda tümör CD ekspresyonunun iyi
diferansiasyon ve iyi prognozla korele olduğu saptanmıştır
(28). Endometrial kanserlerde düşük CD seviyelerinin kötü
prognozla ilişkili olduğu belirtilmiştir (29). Tümör hücrele
rinde negatif, stromal hücrelerde ise pozitif CD ekspres
yonu olan kolorektal kanserlerde prognozun kötü olduğu
ve stromal CD ekspresyonunun invaziv fenotip ile ilişkili
olduğu bildirilmiştir (43). Literatür bilgilerimize göre
RHK'de CD ekspresyonunun prognostik önemi çalışılma
mıştır. Bu çalışmada ise artmış CD ekspresyonunun iyi
prognostik önemi olduğu saptanmıştır.

Bu örneklerde analiz edilen DNA bölgelerine bakıldığında;
D2S301 dinükleotitin genomik instabiiite tamirinde görevli
MSH2, PMS1, MSH4 ve MSH6 genlerinin bulunduğu
bölgeden seçilmiş olduğu; D3S1613 dinükieotidin
genomik insîabiiif.e lamirinde görevli MLH1, 8 hidroksi
guanin DNA glikozilaz ve RHK'e neden olduğu bilileri VHL
genine yakın; D5S679 dinükieotidin sikiin B1 ve transkrip-
siyonu başlatıcı faktör ll'nin bulunduğu gen bölgesine
yakın; D8S514 dinükieotidin RHK'de translokasyondan
sorumlu gen bölgesine yakın oiduğunu; D9S157
dinükieotidin X-ışınına maruz kalan değişiklikleri tamir
sden ve İVİİtokondrial DNA işlenmesinde görevli
sndoribonükleaz gen bölgelerine yakın olduğunu;
D1181356 dinükieotidin sikiin D1, RNA hslikaz, apoptosisi
inhibe edici 1 ve 2 nolu gen bölgelerine yakın oiduğunu;
D16S3018 dinükieotidin mitozda kontrol rolü olan sikiin
dependent kinaz 10'u kodiayan gen bölgesine yakın oldu-
ğunu ve D17S1807 dinükieotidin CD, p53, nitrit oksit
sentetaz 2B ve 2C genlerine yakın bölgeden seçildiği
görülmektedir (44). Sekiz dinükieoîid, sağlıklı kontrol gru-
bunda en fazla iki bant gösterirken 23 olguya ait N, D \ • f
dokularının 19 tanesinde 2'den fazla bant patterni göster-
diği belirlenmiştir. Yairsiz 5. kromozomdan seçilen D5S579
bant patterninde artış saptanmamıştır. Özellikte D9S157
dinükleotit tekrarın GH gösterdiği hasta grubuna bakıldı-
ğında grupta istatistiksel olarak anlamlı olmasa da 5 yıllık
SO belirgin olarak daha kısa buiunmuştur. RHK'de GH
araştırmaları oldukça az olmasına karşın (45,46) DNA
düzeyinde özellikle dinükleotid tekrarlar yardımıyla aynı
olguya ait normal, displazik ve türnör dokusunun karşılaş-
tırıldığı bir çalışmaya literatürde rastlanmamıştır. Bu veri-
ler sitogenetik değişikliklerden önce daha küçük değişik-
liklerin DNA'da meydana gelmiş oiduğunu bunun da daha
geniş gruplar da ve taze dokudan çalışılması sonucunda
bu kanser ile ilgili literatüre yeni bilgilerin katılabileceğini
düşündürmektedir.

RHK'lerin etiyolojisin de genetik faktörlerin rolü olduğu
açıktır ancak prognozlarının nasıl olacağı konusunda bilgi
verecek bağımsız parametre belirli değildir. Bu çalışmada
da ileri evrenin prognozda önemli olduğu bir kez daha
saptanmıştır.
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