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OZET

AMAC: Bu c¢alisma ile bobrek kanserlerinde VHL geninde mutasyonlarin tespit
edilmesi ve mutasyonlar ile tiimor tipi arasinda iliski kurulmasi ayrica VHL geninde

mutasyonlarin patolojik evrelere gore farkliliklarinin belirlenmesi planlanmaktadir.

GEREC VE YONTEM: Bu calismaya Subat 2009-Kasim 2009 tarihleri arasinda
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uroloji Anabilim Dali’'nda bdbrek tiiméorii
On tanisiyla ablatif cerrahi uygulanan 40 hasta rasgele se¢ildi. Ayn1 dénemde iiroloji
kliniginde opere edilen, anamnezinde, fizik muayenesinde, temel hemogram, bobrek
fonksiyon testleri, karaciger fonksiyon testlerinde malignite kuskusu uyandiracak
bulgusu olmayan 38 hasta rasgele kontrol grubu olarak belirlendi. Hastalardan
preoperatif donemde VHL gen mutasyonlarini arastirmak amact EDTA’I1 tiipe 2 ml
kan Ornegi alinarak incelendi. Patoloji sonucu malign bobrek tiimorii gelmeyen 4

hasta calisma dis1 birakildi.

BULGULAR: Calismaya bobrek tiimorii 6n tanisi ile dahil edilen 40hastanin 20’1
erkek 20’si kadin idi. Kontrol grubunda ise toplam hasta sayis1 37, erkek sayisi 21,
kadin sayist ise 16 olarak saptandi. Hasta grubunda yas ortalamasi 59, kontrol
grubunda 61 olarak belirlendi. Hastalarin 29’una agik radikal nefrektomi, 5’ine agik
parsiyel nefrektomi, 2’sine ise laparoskopik radikal nefrektomi yapilmistir.
Tiimorlerin 2002 TNM evrelemesine gore dagilimi incelendiginde sirasiyla 8 (%22)
hastada T1la, 11 (%31) hastada T1b, 3 (%8) hastada T2, 9 (%25) hastada T3a, 3 (%8)
hastada T3b, 2 (%6) hastada ise T4 olarak saptandi. Hastalarin 28’1 (%78) NO, 5’1
(%14) N1, 3’1 (%8) ise N2 olarak degerlendirilirken 5 (%14) hasta M1 olarak tespit
edildi. Bobrek spesmenleri histolojik olarak UICC ve AJCC smiflandirma sistemi ile
incelendiginde 18 (%350) hastada seffaf hiicreli BHT, 3 (%8,3) hastada kromofob
hiicreli BHT, 3 (%8,3) papiller tip 1 BHT olarak saptandi. Hastalarin genetik
inceleme sonuglari incelendiginde ise toplam 6 hastada daha dnce mutasyon olarak
tanimlanmamis heterozigot degisiklik (2 hastada Q167Q ve V181V birlesik
heterozigotlugu; 2 hastada P61P heterozigotlugu; 1 hastada L129L heterozigotlugu; 1



hastada P61P heterozigotlugu) goriilmiistiir. Bu degisikliklerin hi¢ birisi aminoasit

degisikligine neden olmamuistir.

SONUC: Literatiirde iilkemizde sporadik bobrek tiimorlii hastalarda VHL gen
mutasyonlarinin veya polimorfizmlerinin arastirildigi herhangi bir ¢alisma yoktur.
Calismamizda hastalarin hi¢ birisinde VHL mutasyonunun saptanmamis olmasi
Tirklerin genetik yapisindaki farkliliktan kaynaklaniyor olabilir. Yurtdis1 kaynakli
caligmalar ile kiyaslandiginda hasta sayisinin az olmasi da yine hic VHL mutasyonu
saptanmamasina neden olarak gosterilebilir. Gelecekte saglikli Tiirk popiilasyonunda
VHL gen polimorfizmlerinin saptanmasinda ve tiimor dokusu ¢aligmalar1 ile
birlestirilerek mutasyonlarin tanimlanmasinda 6nciiliikk edecek bir ¢alisma olarak

diisiinmekteyiz.
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1. GIRIS - AMAC

Urolojik tiimdrler arasinda 3. en sik &liim nedeni olan renal hiicreli karsinom, tiim
erigkin malignensilerinin  %2’sini  olusturmaktadir (1). Kaynaklandig1 vyer,
progresyon, ve tiimorlerin karakteristiklerinden edinilen bilgilerin katkisiyla
simiflandirma ve tanida ilerlemeyi saglayan sitogenetik ve molekiiler teknikler
gelistirilmistir. Cogunlukla sporadik olarak ortaya ¢cikmaktadir, %4 kadari ise ailesel
olarak ortaya ¢ikan VHL hastaliginin bir komponenti olarak ortaya ¢ikmaktadir. Von
Hippel-Lindau (VHL) genindeki germline mutasyonlar insanlarda retinal ve santral
sinir sistemi hemanjioblastomlar: ile karakterize ailesel kanser sendromuna neden
olmaktadir. VHL hastalig1 otozomal dominant olarak kalitilan, multi sistemik, retinal
(%41-59), santral sinir sistemi hemanjioblastomlarina (%57-60), renal hiicreli
kanserlere (%24-28), feokromasitomaya (%7-19), ve diger organlarda tiimoérlere
predispozisyonla karakterize ailesel kanser sendromlarindandir (2). Biallelik VHL
gen defektleri sporadik seffaf hiicreli bobrek hiicreli tiimorlerin (BHT) yaklasik
%75’inde bulunmaktadir. VHL geni 3p25-26 bolgesinde lokalize 3 ekzonlu bir
gendir. VHL genindeki mutasyonlar ile timor tipinin belirlenmesi ve hastaligin
prognozu arasinda korelasyon bildirilmektedir (1). Mutasyonun gen igindeki
yerlesiminin tiimoriin tipini, boyutunu ve agresif seyredip seyretmeyecegini belirten
caligmalar bulunmaktadir. Hastali§in seyri siiresinde hastanin kendisine oldugu kadar
sonraki kusaklarda mutasyon taramasi ile erken tani ve tedavi imkanlarinin
uygulanmasi gergeklesecektir. Tiim ekzonlarinin gogaltilabilir olmasi ve her hastada
yeni bir mutasyon ortaya c¢ikarilabiliyor olmasi nedeniyle mutasyon tespiti dizi
analizi yontemi ile gerceklestirilmektedir. Her hastaya dizi analizi uygulanmasi
oldukca maddi yiik getirecek bir islem oldugundan dizi analizi 6ncesinde sadece
belirlenen bolgelerin  secilmesi islemi SSCP veya DHPLC gibi islemlerle
gerceklestirilmektedir. Bu yontemlerde normalden farklilik gosteren diziler
secilebilmekte ancak farklilifi yaratan tespit edilememektedir. Farkliligi yaratan
mutasyonun tespit edilebilmesi amaciyla segilen bolge dizi analizi ile
degerlendirilmektedir. Bu c¢alisma ile bobrek kanserlerinde VHL geninde

mutasyonlarin tespit edilmesi ve mutasyonlar ile tiimor tipi arasinda iligki kurulmasi



planlanmaktadir. Ayrica VHL geninde mutasyonlarin patolojik evrelere gore

farkliliklarinin belirlenmesi planlanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobrek tiimorleri tarihsel degerlendirme

Tarihsel siire¢ icerisinde bobrek hiicreli kanser hipernefroma, Grawitz tiimori,
nefrokalsinom, alveolar karsinom ve renal adenokarsinom isimleri ile anilmistir. Bu
cesitliligin asil nedeni bobrek hiicreli karsinomun hangi dokudan veya hiicrelerden
gelistiginin tam olarak aydinlatilamamis olmasidir. Carson’a gore (1928), bobrek
timorlerinin  ilk  gros degerlendirilmesi  1826’da  Konig’in  gozlemlerine
dayanmaktadir. Robin 1855 yilinda bdbrek hiicreli kanserin renal tiibiiler
epitelyumdan kaynaklandigini 6ne siirmiis, bu goriis 1867°de Waldayer tarafindan da
kanitlanmistir (1). Grawitz ise 1883 yilinda bobrek tiimorlerinin bobrek icerisindeki
adrenal artiklardan koken aldigimi iddia ederek kavram karisikliklarina neden
olmustur (2). Oberling ve arkadaslari tarafindan 1960 yilinda elektron mikroskobu ile
yapilan ¢aligmalarla bobrek hiicreli kanserin proksimal tiibiil epitelyumundan

kaynaklandig1 gosterilmistir (3).

2.2. Bobrek tiimorleri epidemiyoloji, etyoloji ve risk faktorleri

Bobrek hiicreli tiimdrler tirolojik kanserler igerisinde sik goriilen ve 6nemli 6lim
oranlar1 ile o6n plana c¢ikan patolojilerdir. Eriskin kanserlerinin = %3’ilini
olusturmaktadir. Urogenital kanserler igerisinde prostat ve mesane kanserlerinden
sonra 3. sirada yer almaktadir. Erkek kadin orami yaklasik olarak 3/2’dir (7,8).
Amerika Birlesik Devletleri’nde 2009 yilinda tahmin edilen renal pelvis ve bobrek
timorli yeni vaka sayis1 57760 iken; buna baghi olim sayist 12980 olarak
beklenilmektedir (7). Diinyadaki 20 cografi alani i¢ine alan GLOBOCAN verilerine
gore 2002 yilinda 208000 bobrek kanserli yeni hasta ve buna bagli 102000 6lim
bildirilmistir (8). Bobrek hiicreli tiimor genellikle ileri yaslarda ortaya ¢ikar ve 6.-7.
dekatlarda en yiiksek seviyeye ulasir. Hastalik biiylik oranda sporadik olup %4’
ailesel olarak saptanmaktadir (1).

Bobrek kanserlerinin gelismesinde degisik faktorler sorumlu tutulmaktadir. Sigara

kullaniminin bobrek kanseri ile iliskisini degerlendiren bir meta-analizde 24 ¢alisma



incelenmis ve etyolojik bir faktor oldugu ispatlanmistir. Sigara igenlerde igmeyenlere
gore 1,6-2,03 kat daha fazla bobrek kanseri goriilmektedir (9). Epidemiyolojik
caligmalarin biiylik kisminda bobrek kanserlerinin obezite ile iligkisi gosterilmistir.
Viicut kitle indeksi fazla olanlarda bobrek kanseri riski yaklasik 2 kat artmaktadir.
Kolesterol ve diger lipidlerin artisinin immiin sistemi baskilayarak tiimor gelisimine
neden olabilecegi diisiiniilmektedir (10). Fiziksel aktivite artig1 ile bobrek kanseri
riski azalmakta bu da fiziksel aktivitenin artis1 ile obezitenin Onlenmesi ile
aciklanmaktadir (11). Hipertansiyon ile bobrek kanserine bagli mortalitede artis
goriilmektedir. Bu durumun antihipertansiflere mi hipertansiyonun kendisine mi bagl
oldugu acik degildir (12). Bobrek kanserlerinin goriilme oranlarinin toplumlar
arasinda farklilik gdstermesini agiklayan bir faktdr beslenme aliskanliklaridir. Et ve
siit iirlinlerinin fazla tiiketilmesi bobrek kanseri riskini 1,5 kat arttirmaktadir, meyve
ve sebze tiiketimi ise bobrek kanseri riskini azaltmaktadir (13). Meslek nedeniyle
asbest, polisiklik aromatik hidrokarbonlar (asfalt ve yangin sondiiriici sektorii),
organik ¢oziiciiler (benzidin, benzen, herbisitler ve vinil klorid) ve petrol iiriinlerine
maruz kalanlarda bobrek kanseri riski artmaktadir (14). Ankilozan spondilit ve
serviks kanseri nedeniyle iyonize radyasyon (radyum-224) tedavisi alan hastalarda
bobrek kanseri gelisme riski yliksektir (14). Kronik bobrek yetmezligi nedeniyle
hemodiyaliz uygulanan ve bobregin kazanilmis kistik hastaligi gelisen hastalarda
bobrek kanseri gelisme riski yiiksektir (15). Uriner sistem enfeksiyonu hikayesi
olanlarda bobrek kanseri insidansimin 1,9 kat arttigi bildirilmektedir. Bakteriyel
enfeksiyonun inflamasyonunda olusan reaktif oksijen radikalleri ve nitrozaminlerin
DNA hasarina neden olarak karsinogenezde rol aldig diisiiniilmektedir (16). Bobrek
kanserlerinde aile hikayesi olanlarda renal hiicreli karsinom gelisme riski 4 kat
artmaktadir. Ailesel sendromlarla gelisen bobrek kanserlerinde genetik faktorler s6z
konusu olup her iki bobrekte ve multiple olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yapilan
caligmalarda von Hippel-Lindau ve tuberoz skleroz gibi gen mutasyonlari olan
hastaliklarda bobrek kanseri gelisme riskinin yiiksek oldugunu gostermektedir (17).
Bobrek tiimorlerinin - gelisiminde sorumlu tutulan risk faktorleri tablo 17 de

gosterilmistir.



Tablo 1: Bobrek Timorlerinde Risk Faktorleri

Sigara

Obezite

Sedanter Yasam

Hipertansiyon

Beslenme Aliskanliklari

Meslek

Iyonize Radyasyon

Kronik Bobrek Yetmezligi

Uriner Sistem Enfeksiyonu

Aile Oykiisii

2.3. Siiflama

Bobrek tiimorlerinin en kapsamli siniflamasi 1970 yilinda Deming ve Harvard
tarafindan yapilmistir. Bu smiflama c¢esitli kistik hastaliklart ve bobregi sekonder
tutan retroperitoneal tiimorleri de igermistir (1). Bu smiflamanin kapsamli ve
komplike olmasi nedeniyle daha az komplike bir siniflama yapilmasi glindeme
gelmis ve Glenn tarafindan 1980 yilinda ortaya konulmustur (4). Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) 2004 yilinda Mainz ve Hidelberg’in siniflamalarmin 6zeti olarak
nitelendirilebilecek bobrek tiimdrleri siniflandirmasini yapmistir. Bu siniflamada
patolojik ve genetik analizlerin sonuglar1 da goz oniinde bulundurularak kategoriler
olusturulmustur. DSO’niin en son yapilan bobrek tiimorii smiflamas1 Tablo 2’de
gosterilmistir. Ailesel bobrek kanserleri ayr1 bir grup olarak belirtilmis ve Tablo 3’de

belirtilmistir (5).

Tablo 2: Diinya Saglik Orgiitii 2004 Bébrek Tiimérii Siniflamasi

Ailesel bobrek tiimori
Bobrek hiicreli tiimor (BHT)
Malign
Seffaf hiicreli BHT
Multilokiiler seffaf hiicreli BHT




Papiller BHT
Kromofob BHT
Bellini toplayici kanal tiimorii
Renal mediiller timor
Xp11 translokasyon karsinomu
Noroblastoma ile iliskili karsinoma
Miisindz tubuler ve igsi hiicreli karsinoma
Siniflandirilamayan BHT

Benign
Papiller Adenoma
Onkositom

Metanefrik timor
Metanefrik adenom
Metanefrik adenofibrom

Metanefrik stromal timor

Nefroblastik timor
Nefrojenik artik
Nefroblastoma

Kismen kistik diferansiasyon igeren nefroblastoma

Noroendokrin timor
Karsinoid
Noroendokrin karsinoma
Primitif noroektodermal timor
Noroblastoma

Feokrositoma

Mix mezenkimal ve epitelyumyal timor
Kistik nefroma

Mix epitelyal ve stromal timor




Synovial sarkom

Digerleri

Mezenkimal timor

Hematopoetik ve lenfoid tiimor

Germ hicreli timor

Metastatik timor

Tablo 3: Ailesel BHT: Sendromik ve nonsendromik bulgular

Sendrom Gen Timor
VVon Hippel-Lindau VHL (3p25) Seffaf Hiicreli
Tuberoz skleroz TSC1, TSC2 Anjiomyolipom, seffaf
hiicreli, digerleri
Kromozom 3 Sorumlu gen Seffaf hiicreli
translokasyonu bulunamadi
Ailesel bobrek kanseri Gen tanimlanamadi Seffaf hiicreli
Herediter papiller BHT c-met Papiller tip 1
Birt-Hogg-Dube (BHD) BHD Kromofob hiicreli
Ailesel onkositoma Birgok kromozomda Onkositom
parsiyel veya komplet
kayip
Herediter leimyom-BHT FH Papiller tip 2

2.3.1. Papiller adenom

Diinya Saglik Orgiitii’niin 2004 siniflamasina gére, 5 mm veya daha kiiciik caplt

papiller veya tiibiiler yapilardan olugsmaktadir. Renal tiibiil epitelyum hiicrelerinden




koken alan en sik tiimor olup otopsi serilerinde 40 yas alt1 yetigskinlerde %10, 70 yas
tizerinde ise %40 oraninda izlenmektedir. Benzer lezyonlar uzun siire hemodiyaliz
uygulanan hastalarda da siklikla ortaya c¢ikmakta olup akkiz renal kistik hastalik

tanisi alan hastalarin %33’{inde gozlenmektedir (6).

2.3.2. Onkositom

Benign renal kitlelerin %3-7’sini olusturmaktadir, A¢ik kahverengi renkli, diizgiin
kenarli, genellikle ortasinda skar dokusu bulunan, nekroz ve hipervaskiilaritenin hig
gozlenmedigi bliylik capli (ortalama 4-6 cm) timorlerdir. Ayiricr tanidaki zorluklar
nedeniyle cogu kez BHT nedeniyle radikal nefrektomi veya parsiyel nefrektomi
yapilan hastalarin patolojik spesmenlerinin histopatolojik incelenmeleri ile tani alir.

Metastaz yaptiklart heniiz gosterilememistir (6).

2.3.3. Seffaf hiicreli bobrek hiicreli tiimor

Tim renal hiicreli tiimorlerin %70’ini olusturarak yetiskinlerde en sik goriilen
bobrek tlimoridiir. Sporadik seffaf hiicreli bobrek hiicreli tiimorde ortalama yas 61
iken germline von Hippel-Lindau mutasyonu tasiyicilarinda yas 37’ye diismektedir.
Cogu vaka sporadik olup sadece %5 kadari aileseldir. Ugiincii kromozom {izerinde
bulunan VHL geni tiimor baskilayici gendir ve bir alel kayb1 sporadik BHT lerin
%98’inde goriiliir. Bu gen VHL hastalig1 olanlarda ise kayiptir ve BHT gelisme
olasilig1 bu hastalarda %40’tir (6).

Genellikle soliter ve bobregin korteksinde yerlesimli olup kesit yiizli heterojen
goriiniimdedir. Yogun lipid igerigi nedeniyle sar1 turuncu alanlarin yani sira, nekroz,
kistik dejenerasyon ve kanama alanlari izlenebilir. Cevresinde psddokapsiil
bulunabilir. Niikleer 6zellikler olduk¢a degiskendir; bu nedenle niikleer biiytikliik ve
yaptya, belirgin niikleolusun olup olmamasina gore cesitli siniflamalar ortaya
konmustur. Fuhrman sisteminin adaptasyonu bugiin siklikla kullanilmaktadir. Bu
siniflama tiimor evrelemesinden bagimsiz olarak prognozu ongdrebilmektedir ve

Tablo 4’te gosterilmektedir.



Tablo 4: Bobrek Hiicreli Tiimorde Fuhrman Niukleer Grade

Grade Niikleer c¢ap Niikleer geper Niikleolus
(um)

1 10 Yuvarlak, Yok ya da silik
uniform

2 15 Diizensiz Kiigiik

3 20 Diizensiz Belirgin

4 >20 Diizensiz, Belirgin, yogun  kromatin
multilobiile demetleri

Seffaf hiicreli BHT hiicreleri vimentin diisiik molekiil agirlikli sitokeratin, CKS,
CK18 ile immiinohistokimyasal olarak pozitif boyanirlar.

Sporadik  seffaf hiicreli BHT’lerin ¢ogunda VHL geninin bulundugu
lokalizasyonda translokasyon veya delesyon gozlenmektedir. Cok kiiciik capli
timorlerde bile kromozom 3p delesyonu izlendigi icin seffaf hiicreli BHT
gelisiminde baslangi¢ noktasinin bu degisiklik oldugu diistiniilmektedir. BHT lerin
progresyonu veya metastazi sirasinda bir¢ok kromozom bolgelerinde ek genetik

degisiklikler ortaya ¢ikmaktadir.
2.3.4. Multilokiiler seffaf hiicreli BHT

Ortalama goriilme yas1 51°dir. Kesit yiizii ¢ok sayida kistlerden meydana gelen bu
tiimorde septalar seffaf hiicrelerce dosenir ve ¢ekirdekler Fuhrman grade 1’dir (6).
Diinya Saglik Orgiitii’ne gore bildirilen vakalarin hicbirinde rekiirrens veya metastaz
gosterilmemistir.

2.3.5. Papiller BHT

Morfolojik olarak papiller veya tiibiilopapiller yapilardan meydana gelmektedir.
Daha ¢ok 5.-6. dekatlarda ve erkeklerde daha sik goriilen bu tiimor tim BHT lerin




%10-15’ini olusturmaktadir (6). Genellikle psddokapsiile sahiptir, diger renal
parankimal tiimorlerle kiyaslandiginda bilateralite ve multifokalite daha sik goriiliir.
Niikleer derece genellikle yiiksek olup niikleol igermektedirler. 2004 DSO
siniflamasinda tip 1 ve tip 2 olarak 2 alt tipi vardir. Tan1 aldiginda Tip 1 tliimdrler

daha diisiik evrede iken, Tip 2 timorlerin ¢ogu daha yliksek derecede ve evrededir.
2.3.6. Kromofob tip BHT

Renal epitelyal tiimorlerin %5’ini olusturan bu tiimoriin herediter ve sporadik
formlar1 vardir. Bilateral ve ¢ok sayida izlendiklerinde Birt-Hogg-Dube sendromu
akilda bulundurulmalidir. Seffaf ve eozinofilik hiicreler bir arada ve karisik halde
bulunabilir. Sadece %10’u bobrek kapsiilii disina yayilir (6).

2.3.7. Bellini toplayic1 kanal karsinomu

Yetiskin bobrek epitelyal tiimorlerin %1’ini olusturur. Siklikla erkeklerde goriiliir

ve prognozu ¢ok kotidiir (18).
2.3.8. Renal mediiller karsinom

Siklikla 10-40 yaglarinda goriilen bu neoplazm hemen tiim vakalarda sickle cell
trait ile birliktelik gosterir. Cok agresif seyirli bu tiimorlerin operasyon sonrasi
ortalama sagkalim 15 hafta olarak belirtilmektedir (19).

2.3.9. XP11.2 translokasyonu/TFE3 gen fiizyonu gosteren renal karsinomlar

Cocukluk c¢ag1 hastalarinda sik saptanir. Papiller yapilar {izerinde siklikla

psammom cisimlerine rastlanmaktadir (6).
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2.3.10. Noroblastom ile birliktelik gosteren BHT

Siklikla noéroblastom olgularindan hayatta kalan c¢ocuklarda goriilmektedir ve

ortalama yas 13,5 olarak saptanmistir (20).

2.3.11. Miisinéz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinom

Kadin hastalarda daha siklikla goriiliir. Benign seyir gosterir, hastaliktan 6liim

bildirilmemistir (6).
2.3.12. Smflandirilamayan BHT

Vakalarin yaklasik %4-5’ini olusturur (6).
2.3.13. Wilms tiimoérii (Nefroblastom)

Nefrojenik blastemal hiicrelerden kdken alan bu tiimor yenidogan ve c¢ocukluk
caginin en sik goriilen bobrek timori olup tim kanserlerin %25’in1 olusturur.
Siklikla 2-5 yaslarinda goriiliir, genellikle tek taraflidir. Cogunlugu (%90) sporadik
olmakla birlikte %5’lik bir kismi WAGR Sendromu, Beckwith-Wiedemann
Sendromu ve Denys-Drash Sendromu gibi kalitsal hastaliklar ile birliktelik
gosterebilir (6).

2.3.14. Nefrojenik kalintilar ve nefroblastomatozis
Nefrojenik kalintilar bdbrekte anormal olarak sebat eden embriyonel hiicre

odaklaridir ve premalign lezyon olarak kabul edilirler ¢ilinkii nefroblastom

gelistirebilirler. Wilms tiimorlii bobreklerde goriilme sikligi artar (6).
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2.3.15. Kismen kistik diferansiasyon gosteren nefroblastom

Erkek cocuklarda daha sik goriiliip 24 aydan once goriilmektedir. Cerrahi
kiiratiftir (21).

2.3.16. Metanefrik adenom ve adenofibrom

Hem cocuklarda hem de yetiskinlerde goriilebilir. Kadinlarda daha sik goriiliir,

yaklasik yartya yakini insidental saptanir (6).

2.3.17. Metanefrik stromal tiimor

Ortalama goriilme yas1 24 ay olan nadir ve benign bir tiimordiir. Cerrahi kiiratiftir

(6).

2.3.18. Konjenital mezoblastik nefroma

Bebeklerde en sik goriilen konjenital bobrek timoridiir (6).

2.3.19. Seffaf hiicreli sarkom

Ortalama 36. ayda goriilen nadir bir neoplazmdir. Sik niiks eden bir tiimordiir.

2.3.20. Rhabdoid tiimér

Tim ¢ocukluk ¢ag1 bobrek tiimoérlerinin %2’°sini olusturan nadir ve invaziv bir

neoplazmdir. %80°1 hayatin ilk iki yilinda tani alir. %90 tan1 aldiktan sonra ilk 2 yilda
hayatin1 kaybetmektedir (6).
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2.3.20. Ailesel BHT

2.2.20.1 Von Hippel Lindau (VHL) hastalig

Von Hippel Lindau 36000 dogumda 1 goriilen ve otozomal dominant kalitim sekli
gosteren bobrek kanserlerinin herediter formudur (22). Klinik bulgulart bobrek
hiicreli tiimor, feokromasitoma, pankreatik kist, endolenfatik sak tiimorleri,
epididimin papiller kistadenomu, retinal anjiomlar, beyin sapi, beyincik ve spinal
kord hemanjioblastomu gelisme risklerini igerir. En erken lezyonlar retinal
hemanjioblastomlardir ve lazerle fotokoagulasyon yapilmazsa korliige neden olan bir
durumdur (41). Ikinci erken olarak santral sinir sistemi hemanjiomlar1 goriiliir.
Timorlerin vaskiilariteleri ¢ok fazladir. Merkezi sinir sistemi tutulumlarinin
tedavisinde yasanan son gelismeler ile metastatik bobrek hiicrelerinde Sliim bu
hastalardaki en sik mortalite nedeni haline gelmistir. Bobrek hiicreli timor siklikla
seffaf hiicreli tipte ve solid veya kistik olabilir. Hastalar her bir bobrek basina 600°e
kadar mikroskobik timér, 1000’in iizerinde de kist gelistirebilirler (23). Germline
mutasyonlarin niteligine gore klinik bulgular degisebilmektedir (6). Bu klinik
bulgular feokromasitomanin eslik edip etmemesine gore olusturulmaktadir ve Tablo
5’de gosterilmektedir. Bu hastalarda kromozom 3p25-26 da lokalize olan VHL geni

germline mutasyonlaria bakilmalidir (Sekil 1).

Tablo 5: VHL Hastalarinda Fenotip

VHL Tipi Fenotip
BHT Feokromasitoma
Tip 1l + -
Tip 2A + +
Tip 2B - +
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Resim 1: Kromozom 3

KROMOZOM 3

- 3p26.3
. =— 3p26.1
VHL GENI { 3p25.2 S

3p24.3
3p24.1

3p21.32

3pl43
- 3pl4.1

—-— 5120

-

3p12.3

3ql11.2

3q13.11
3q13.13

: 3q13.31
3q13.33

- 3q21.2

‘ 5-3({22.!

S—3q22.3
= 3q24
. 3¢25.2

3q25.32
- 3q26.1
: 3q26.31

3q26.33

3q28

VHL hastalarinda 3. kromozomun kisa kolundaki kayip bobrek tiimorleri ile
iliskili bulunmustur (24). Bobrek kanseri hiicre 6rnekler incelendiginde VHL geninde
tek bir normal alel kaybinin VHL iligkili seffaf hiicreli bobrek tiimori ile iligkili
oldugu 6ne stirtilmiistiir. VHL geni iizerindeki germline mutasyonlar VHL ailelerinde
%100’e yakin oranda saptanmaktadir (25).

VHL hastaligindaki farkli klinik manifestasyonlar VH genindeki mutasyonun yeri

ve tipi ile iliskili olabilir (26). Maranchie ve arkadaslar1 bobrek hiicreli tiimor
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insidansinin parsiyel germline VHL mutasyonlu hastalarda komplet mutasyonlu olan
hastalarla kiyaslandiginda daha yiiksek oldugunu saptamislardir (27). Cesitli organ
sistemlerinin tutulum yaygmliginin mutasyon analizleri (insersiyon, delesyon..) ve
mutasyon lokalizasyonu ile iligkili oldugu bilinmektedir. VHL gen mutasyonlari
sporadik form seffaf hiicreli bobrek hiicreli tiimdrlerde de PCR incelemeleri ile
saptanabilmektedir (28).

VHL geni transkripsiyonun modiilasyonundan ve biiyiime faktorlerinin
sentezinden sorumlu pVHL proteinini kodlar (Sekil 2) (29). VHL proteini 213
aminoasit olan pVHLx, 160 aminoasit olan pHVLis proteinlerinden olusur (30). Bu
proteinlerin RNA’nin okunmasindan sorumlu protein pargalarina baglandigi
diistiniilmektedir. pVHL, elongin B ve elongin C ile Cul-2’nin heterodimerik
kompleks olusturarak hipoksi indiiklenebilir faktor la ve 2o (HIF-la HIF-2a) ya
baglanip ubiquitinin aracili degradasyonu hizlandirir (31). HIFa subiinitleri oksijen
diizeyi normal olan hiicrelerde bulunmaz, ancak hipoksik kosullarda hizla stabilize
edilir. Oksijen duyarliligi, hipoksi ile deaktive olan HIF prolihidroksilazlar ile kontrol
edilir. HIF prolihidroksilazlar HIFa subiinitinin VHL baglayic1 bolgesindeki anahtar
prolinleri modifiye eder. Hidroksilasyon yoklugunda VHL HIFa’ya baglanamaz ya
da onun yikilim1 gergeklesemez (32). VHL’de bir mutasyon oldugunda hipoksi, aglik
ve diger streslere bagli olarak hiicresel cevabin diizenlenmesinde rol oynayan HIF
fazla miktarda birikir ve vaskiiler endotelyal growth faktér (VEGF), glukoz
tastyicisi—1 (GLUT-1), platelet derived growth faktor (PDF), eritropoietin gibi
vaskiiler biiyiime faktorlerinin transkripsiyonunu arttirir (33,34). VEGF vaskiiler
permeabilite artis1 ve tiimor anjiogenezinden sorumlu faktérdiir ve goriintiileme
yontemlerinde goriilen vaskiiler goriinlimden sorumludur. Sonucta VHL genindeki
mutasyon hiicre dongiisiiniin regiilasyon bozukluguna ve kontrolsiiz hiicre
boliinmesine neden olur (35). pVHL, ayrica hiicre dongiisiiniin kontrolii, mRNA’nin
regiilasyonu, mikrotiibiil ve fibronektin metabolizmasim1 da etkilemektedir (36).
Ayrica tlimore bagli antijen olan tiimdr biiylime faktorii ve karbonik anhidraz-9’un
salgilanmasini da diizenler (37). Normal ekspresyonda VHL geninin 214 aminoasit
kodlayan 3 ekzonu bulunmaktadir. Alternatif baglama kodonu olarak ta 54. kodon
bulunmustur (32). VHL’ nin eslik etmedigi BHT den elde edilen hiicre 6rnekleri

immiin baskilanmis fareye enjekte edildiginde farede tiimorler olugmaktadir. Wild-
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type VHL’nin tekrar verilmesiyle tiimor olusumu baskilanmaktadir (38). 54.
kodondan baslayan daha kii¢iik translokasyon iiriinleri de tiimoriin baskilanmasi igin
yeterlidir. Bu da ilk 53 kodonda VHL mutasyonu olmayacagini bildirmektedir (30).
Hibridizasyon teknikleri ile bobregin tiibiil hiicrelerinde, genital halkada, akciger,
bobrek {istii bezi, i¢ kulakta yaygin olarak, pankreas ve sindirim sisteminde de

minimal VHL mRNA salgilandig1 gosterilmistir (Sekil 3) (1,39).

Sekil 2: VHL Geninin Ekzonlari, Protein Yapisi ve Fonksiyonel Unitesi
a VHL geni

NM
676 677

—f:_——-—-j/_—l-

Tiimor baslolama

Sekil 3. VHL Gen Mutasyonu
VHL Gen Mutasyonu (RCC)

VHL Kompleksinde

Bozulma
VHL Proteini
HIF1-a ve HIF2-a ) *Q:o
Birikimi H ]
VEGF l @
G TGF-a /
Anjiogenez Glikoz Transportu Otokrin Biiyiime

Stimiilasyonu
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VHL mutasyonlarinin %27’si tek bir aminoasidi degistiren mutasyonlardir.
%27’si govdede (frameshift) veya kodonlarda (internal stop codon), %4’1 ise
baglant1 yerleri (splice dondr) veya alict bolgelerdeki (acceptor site) mutasyonlara
baglidir. %281 bir ya da daha fazla ekzon igeren ve geri kalani ise tiim VHL genini
iceren genis bozulmalardir. Hotspot mutasyonlar tespit ettigi diisiiniilen bir¢ok nokta
mutasyonu akraba olmayan bireylerde tekrarlayarak meydana gelmektedir. Bu tiir
mutasyonlar etkin olmayan tamirler nedeniyle biiyiik oranda oldugu bilinen CpG
diniikleotidlerinde olugsmaktadir (40).

VHL kesin tanisinin konulabilmesi i¢cin DNA analizleri, Southern Blotting,
Multiplex Amplification Probe Hybridization (MAPH), Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA) gibi genetik analizler yapilabilir (42).

2.3.20.2. VHL sendromu olmaksizin seffaf hiicreli BHT

Tiimor analizleri bu hastalarda iki genetik olayr ardi sira gelmesi durumunda
patolojinin olustugunu gostermislerdir. Bunlardan ilki relokalize olan kromozom
3p’nin instabiliteden dolay1 kaybolmasi, ikincisi ise geride kalan VHL kopyasinin
mutasyon ya da delesyonudur. Bu hastalarda VHL’nin gelistirdigi diger organ

timorlerinin olugsmamasinin sebebi heniiz anlagilamamistir (43).

2.3.20.3. Familyal seffaf hiicreli BHT

Tespit edilebilir herhangi bir VHL gen mutasyonu saptanmadigi durumlarda tani
alir. Ortalama 47 ve daha erken yaslarda tami alir, birinci derece akrabalarda seffaf

hiicreli BHTiin iki ya da daha fazla goriilmesi olarak tanimlanir (44).
2.3.20.4. Kalitimsal papiller BHT tip-1

Multiple, bilateral papiller bobrek tiimorlii aileler ile kendini gosteren otozomal
dominant kalitilan bir sendromdur. Genetik analizler hastaligin  7q31.3

kromozomundaki MET protoonkogenindeki mutasyonlar sonucu olustugunu ortaya

koymustur (45).
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2.3.20.5. Kalitimsal leimyomatozis BHT

Ilk olarak 2001 yilinda tanimlanmistir (46). Kutanéz ve uterin leimyomlarin
yaninda agresif tip ve siklikla papiller tip—2 veya toplayict kanal BHT goriilen
hastalardir. Bobrek tiimorleri genellikle soliter ve unilateraldir. 1943.3-q43 iizerinde
bulunan fumarat hidraz (FH) genindeki defekt sonucu olusan otozomal dominant bir

hastaliktir (47).

2.3.20.6. Birt Hogg Dube (BHD)

Fibrofolikiilom, pulmoner kist, spontan pnoémotoraks ve bobrek tiimorii gelisimi
stk goriillen ve otozomal dominant kalitilan herediter kanser sendromudur (48).
Bobrek lezyonlart siklikla distal nefrondan gelisir, bilateral ve multifokaldir. Bobrek
tiimdrleri siklikla kromofob BHT (%33), hibrit tiimor (%50) ve onkositomdur (%S5).
Ek olarak cevreleyen normal dokuda onkositozis %50 oraninda goriiliir. Seffaf
hiicreli tip gibi diger bdbrek hiicreli tiimorler de nadiren saptanabilir (49). Bu
sendromun geni 17pl11.2 {lizerinde bulunur ve genin iiriinii follikiilindir, otozomal
dominant kaliim paterni gosterir (50). Kutanéz Birt-Hogg-Dube sendromlu
hastalarin %15-30’unda bobrek tiimorii gelisir (51).

2.3.20.7. Ailesel onkositom

[k olarak 1998 yilinda tanimlanmustir, tiimdrler yavas bilyiir ve rastlantisal tani
alirlar. Hastaligin prevelans: bilinmemekte ve genetik lokusu hala tanimlanmamustir.
Teshis otozomal dominant kalitilan multiple onkositomlarin taninmasi ile konur
(52,53).

2.3.20.8. Kromozom 3 translokasyonu

Kromozom 3’iin kisa kolundan farkli kromozomlarla (3:2, 3:8, 3:11, 3:6) olan

translokasyonlar sonucu ortaya ¢ikan bobrek tlimoérleridir. Translokasyonlarin bobrek
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tiimoriine neden oldugu bilinmekle birlikte bunun nasil ortaya ¢iktig1 kesin olarak

bilinmemektedir (54).

2.4. Semptomlar ve tani

Bobrek  tiimdrleri  retroperitoneal  yerlesimlerine bagli  olarak  siklikla
asemptomatiktirler. Semptomlar tiimoriin  lokal biliylimesine, hemorajiye,
paraneoplastik semptomlara ya da metastatik lezyonlara bagli olusabilir. Klasik bilgi
olarak BHT de klinik bulgular, yan sirt veya karin agrisi, palpe edilebilir bir kitle ve
hematiiriden olusan bir triad olarak tanimlanmaktadir, ancak ¢ok ender goriilmektedir
ve ileri evre hastaligin gostergesi olabilir (55). ileri evre hastaligin diger belirtileri
kilo kaybi, ates, gece terlemeleri, ya da fizik muayenedeki palpabl servikal
lenfadenopati, varikosel ve bilateral alt ekstermite Odemidir. Paraneoplastik
sendromlar hastalarin %20’sinde goriiliir (1). Bu sendromlar ve goriilme sikliklari

tablo 6’de gosterilmistir.

Tablo 6: BHT ile birlikte goriilen paraneoplastik sendromlar

Paraneoplastik sendrom Goriilme sikligi (%)
Sedimentasyon hizinda artig 55.6
Hipertansiyon 37.5
Anemi 36.5
Kageksi, kilo kaybi 34,5
Pireksi 17,2
Anormal karaciger fonksiyonu 14,4
Hiperkalsemi 4,9
Polisitemi 3,5
Noromiyopati 3,2
Amiloidozis 2

Ultrasonografi ve bilgisayarli tomografinin siklikla kullanilmast nedeniyle
olgularin %50’si insidental olarak saptanmaktadir (56). Bobrek hiicreli tiimor klasik

triadi, paraneoplastik sendromlar veya laboratuar bulgular ile gelen hastalarda ilk
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basamakta yapilmasi Onerilen tetkik ultrasonografidir. Yapilan incelemede Kkitle
saptanmast durumunda ise karsi taraf bobrek fonksiyonunun da degerlendirilebilmesi
nedeniyle bilgisayarli tomografi onerilmektedir (57). Bilgisayarli tomografi bobrek
kistlerinin Bosniak siniflamasi ile ayriminda da 6nem tasimakta ve komplike
kistlerde radikal nefrektomi karar1 verdirebilmektedir. Bosniak siniflamasi tablo 7°de
gosterilmigtir.  Laboratuar incelemelerinde ise hemoglobin diizeyi, eritrosit

sedimentasyon hizi, serum kalsiyum ve alkalen fosfataz diizeylerine bakilmalidir (1).

Tablo: 7 Bosniak Siniflamasi

Gruplar Duvar Kalsifikasyon Septum Septumda Solid
kalinlig1 varligi kontrastlanma icerik

Tip 1l Ince - - - -

Tip 2 Ince -/+ + (ince) +/- -

Tip 3 Ince/kalin +/- + + -

(ince/kalin)

Tip 4 Kalin, +/- +/- + +

diizensiz

Bobrek hiicreli tiimor evrelemesinde bilgisayarli tomografi ve akciger grafisi
kullanilmaktadir (57). Manyetik rezonans goriintiileme lokal invaziv malignitede,
vendz tutulum, bobrek yetmezliginde ve kontrast alerjisi durumunda tercih
edilmelidir (58). Metastaz taramasinda akciger grafisi, abdominopelvik bilgisayarl
tomografi ve karaciger fonksiyon testleri yapilmalidir. Kemik ve beyin metastazlari
genellikle semptomatiktir. Her hastaya kemik ve beyin metastaz taramasi yapilmasina
gerek yoktur. Kemik sintigrafisinin alkalen fosfataz yiiksekligi ya da kemik agrilari
varliginda yapilmasi 6nerilmektedir. Toraks degerlendirilmesinde toraks BT en kesin
yontemdir. Toraks BT yapilamadigr durumlarda ise daha az giivenilir bir secenek
olan akciger grafisi yapilabilir (59).

Perkiitan biyopsi ya da aspirasyon endikasyonu goriintiileme yontemleri sayesinde
azalmistir. Bobrek kitlelerinde ince igne aspirasyon biyopsisi sonucu bobrek hiicreli
timor tespit etme orant %83- 90 arasinda degismektedir (1). Boylece %5-151ik bir

bobrek hiicreli timor oranit goézden kagmaktadir (60). Bobrek hiicreli tiimorlerde
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tedavi segenegi cerrahi oldugu i¢in ancak metastatik kanser, lenfoma, apse, soliter
bobrek gibi tedaviyi degistirecek durumlarda etkili olabilir. Kanama, timor ekimi,

pnoémotoraks gibi komplikasyonlar akilda tutulmalidir (61-62).

2.5. Evreleme

Bobrek hiicreli tiimorlerde gilinlimiize kadar farklt evreleme sistemleri
kullanilmigtir.  Yapilan c¢alismalar ile evreleme sistemleri devamli olarak
giincellenmis ve en son olarak 1997 yilinda International Union Against Cancer
(UlcC) ve American Joint Committee on Cancer (AJCC) TNM sisteminde revizyon
yaparak gliniimiizde en sik kullanilan sistemi gelistirmislerdir (63). Bu sistem Tablo 8

ve Tablo 9°da gosterilmistir.

Tablo 8: BHT igin tiimor, nod, metastaz evreleme sistemi, 2002 (UICC/AJCC)

T: Primer Timor

TX Primer tiimdriin varlig1 kesin olarak degerlendirilememektedir

To Primer timor saptanamamistir

Tla Bobrekte sinirli ve en biiyiik ¢cap1 4 cm olan timor

T1b Bobrekte sinirli ve en kiigiik ¢ap1 4 cm ancak en biiyiik ¢apt 7 cm
olan tiimor

T2 Bobrekte siirli ve en biiyiik cap1 7 cm’den biiyiik timor

T3 Timor major venlere veya adrenal beze veya perinefritik dokuya

invazedir ancak gerota fasyasini agmamustir.

T3a Timor adrenal beze veya perinefritik dokuya invazedir ancak

gerota fasyasini asmamigtir

T3b Tiimor renal vene ya da diyafram altinda vena kavaya yayilim
gostermistir

T3c Timor gross olarak diyafram iistiinde vena kavaya yayillim
gostermistir

T4 Tlimor gerota fasyasini agsmistir

N: Rejyonel lenf nodlar

NX Rejyonel lenf nodlarinin varligi kesin olarak
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degerlendirilememektedir

No Klinik degerlendirme ile belirgin lenf nodu saptanamamaistir
N1 Tek rejyonel lenf nodu metastazi

N2 Birden ¢ok rejyonel lenf nodu metastazi mevcut

M Uzak metastaz

Mx Uzak metastaz varligi kesin olarak degerlendirilememistir
Mo Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var

Tablo 9: TNM Evre Gruplandirmasi

Evre 1

T1, NO, MO

Evre 2

T2, NO, MO

Evre 3

T1, N1, MO

T2, N1, MO

T3a, NO, MO

T3a, N1, MO

T3b, NO, MO

T3b, N1, MO

T3c, NO, MO

T3c, N1, MO

Evre 4

T4, NO, MO

T4, N1, MO

Herhangi bir T, N2, MO

Herhangi bir T, Herhangi bir N, M1

2.6. Bobrek tiimorlerinin dogal seyri

Hastaligin her evresinde yapilabilen radikal nefrektomi nedeniyle bdbrek

tiimorlerinin dogal seyri ile ilgili bilgiler sinirli kalmistir. Chawla ve arkadaslarinin

1-12 cm’lik tiimorii bulunan 49 hastanin 36 aylik izlemlerinde ortalama boyutu 2,97

cm olan 61 tiimoriin yillik ortalama biiyiime hizin1 0,20 cm/y1l olarak bulmuslardir

(64). Ayni ¢alismada tan1 anindaki tiimdr ¢apinin timor biiyiime hizi igin anlamli bir
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gosterge olmadigi saptanmugtir. Literatiir verileri kii¢iik ¢capli tiimorlerin benign olma
olasiliklarinin daha yiiksek oldugunu gostermistir (65). Metastaz riski i¢in esik deger
olarak 3 cm sinirin1 6neren arastirmacilar varsa da literatiirde 3 cm sinirin1 sorgulayan
yayinlar mevcuttur. VHL olgular igerisinde 52 hastada 3 cm’den kiiciik caph
metastatik hastalik ve 3 cm’den biiyiikk tiimorler icerisinde ise %?25 metastaz
bildirilmistir. Bu sebeple metastaz agisindan kesin bir esik deger vermek miimkiin
gorinmemektedir (66). Timorin davramisinin  tant anindaki timor c¢apr ile
kestirmenin miimkiin olmamas1 nedeniyle sadece cerrahi tedaviyi tolere edemeyecek,
ek hastaliklar1 nedeniyle cerrahi veya sistemik tedavi uygulanamayacak hastalar
disinda izlem uygulanmamalidir. Tiimoriin davranigint 6ngérme adma timor

belirleyiciler ve prognostik faktorler degerlendirilebilir.

2.7. Tiimér belirleyicileri

Tiimor belirleyiciler tiimoér dokusundan, kanda dolagan tiimér hiicrelerinden, lenf
nodlarindan, kemik iliginden ve diger viicut sivilarindan (asit, idrar, digsk1 vb) elde
edilebilir. Tani, evreleme, metastatik hastalik taramasi, tedaviye yanitin
degerlendirilmesi ve tarama amacl kullanilabilirler. BHT de tiimér belirleyicileri

kokenleri ve fonksiyonlarina gore tablo 10°da goriildiigii gibi siniflandirilabilir.

Tablo: 10 Tiimor Belirleyicileri

1- Biyomolekiiler tiimor belirtegleri

2- Hiicre siklusuna dayali tiimdr belirtegleri

3- Immiinojen 6zellige sahip tiimor belirtecleri

4- Apopitoza dayali tiimor belirtegleri

5- Enzimatik tiimor belirtegleri

6- Cluster Designating (CD) tabanl tiimoér belirtegleri
7- Proteindz yapidaki tiimor belirtegleri

8- Adezyon molekiilleri

9- Malign hiicreler tarafindan asir1 eksprese edilen hiicre spesifik proteinler
10- Karyometrik tiimor belirtecleri

11- Sitoloji ve DNA’ya dayali tiimor belirtecleri
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2.7.1. Biyomolekiiler tiimor belirtecleri

2.7.1.1. Ferritin

Viicuttaki demirin depo formudur. Kirkali tarafindan yapilan bir ¢calismada ferritin
diizeyinin renal vende periferal kana gore bobrek tiimor hiicrelerinde normal
hiicrelere gore anlamli yiiksek oldugu saptanmistir (67). Ancak mevcut bilgiler
is1ginda  ferritin henliz bobrek kanseri i¢in ¢ok giivenilir bir belirteg olarak

goriilmemektedir.

2.7.1.2. Niikleer matriks protein—22 (NMP-22)

Mesane kanserli hastalarin idrarlarinda takip amagli kullanilan bir proteindir.
Yapilan bir ¢alismada BHT hastalarinin idrarinda NMP-22 diizeyi kontrol grubuna
gore anlamli derecede yiiksek saptanmis ve nefrektomiden 10 giin sonra anlaml

olarak diistiigli gozlenmistir (68).
2.7.1.3. Eritrosit sedimentasyon hiz:

Seffaf hiicreli karsinom olgularinin %50°lik kisminda yiikselirken papiller hiicreli
karsinom olgularmin %30’luk kisminda yiikselmektedir. Ancak bu parametre diger
organlarin tiimorlerinde ve enfeksiyon durumlarinda da yiikseldigi i¢in bobrek
tiimdrlerinde glivenilir bulunmamaistir (69).

2.7.1.4. Neopterin

Aktive monosit ve makrofajlardan sentezlenir. BHT’de immiinoterapiye yaniti
degerlendirmede kullanilabilir (70).
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2.7.1.5. Adiposit farklilasmas ile ilgili protein

Seffaf hiicreli BHT hiicre sitoplazmasinda yiiksek diizeyde saptanmistir. Bobrek

kanseri alt gruplarinin ayriminda ve prognozun tayininde faydalidir (71).

2.7.2. Hiicre siklusuna dayal tiimor belirtecleri

2.7.2.1. Ki—67 (Proliferatif hiicre niikleer antijeni)

Lenf nodu tutulumu olmayan BHT’de agresifligin gostergesi olabilecegi

diisiiniilmiis ancak yeterli kanitlar elde edilememistir (72).

2.7.2.2. p53

Timor siipresor genidir. Hiicre apopitozunun diizenlenmesinde rol oynar. Genin
mutasyonu sonucunda p21 proteini iiretilemez ve hiicre bdliinmesini engelleme
mekanizmas1 c¢aligmaz. Bobrek kanserlerinin ozellikle papiller tipinde p53 asir

ekspresyonu saptanmistir (73).

2.7.2.3. p21

Siklin bagimli kinazlarin inhibitériidiir. Yapilan bir ¢calismada p21°in p53°ten daha

potent bir tiimor supresor geni oldugu gosterilmistir (74).

2.7.2.4. Siklin A ve siklin D1

Siklinler, hiicre siklusunun farkli ve 6zel noktalarinda gegisi kontrol eden bagimli
kinazlarin alt initeleridir. Bobrek kanserinin tiim evrelerinde siklin A giiclii ve
bagimsiz bir prognostik faktdér olarak saptanmasina karsin Siklin D1’in anlamli

prognostik degeri bulunamamastir (75).
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2.7.3. immiinojen o6zellige sahip tiimér belirtecleri
2.7.3.1. Tiimorle iliskili tripsin inhibitorii

Yapilan bir calismada BHT olgularinda diizeyi yiiksek bulunmustur ve CEA,
CA15-3, CA125, CA19,9 ve ferritinden daha duyarli bir test olarak saptanmistir.
Ancak sadece hasta izleminde kullanilabilecek bir belirtegtir (76).
2.7.3.2. Doku polipeptid spesifik antijen

Tiimdr yiikiinden ¢ok ¢ogalma oranini yansitir. BHT de duyarlilig1 %60’ dir (77).

2.7.3.3. Diferansiyasyon antijenleri

Normal ve kanserli hiicrelerden sentezlenir. Seffaf hiicreli kanserlerde de bircok

¢esidi tanimlanmustir (78).

2.7.3.4. Tiimor spesifik paylasilan antijen

RAGE]1, bu konuda bulunan ilk gendir ancak 57 BHT’lii hastanin sadece 1’inde

saptanmasi nedeniyle klinik kullanimi kisithdir (78).
2.7.3.5. Anormal eksprese edilen antijenler
Seffaf hiicreli bobrek kanserinde G250 antijeni %80 tlizerindeki tlimorden eksprese

edilmektedir ve normal bobrek dokusunda bulunmamaktadir. Bu antijen spesifik

immiinoterapi i¢in timit vaat etmektedir (78).
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2.7.4. Apopitoza dayah tiimor belirtecleri

2.7.4.1. Apopitotik indeks

Tiimor gelisimi artmig hiicre proliferasyonuna ve azalmis hiicre 6liimiine baglidir

(79).

2.7.4.2. Bcl-2

Apopitoza cevap vermede rol oynayan bir protein ailesidir. Bu proteinin asiri

ekspresyonu apopitoz inhibisyonuna neden olur ve hiicre yasami uzar (80).

2.7.4.3. F7-26

Dokuda nekrozun TUNEL teknigi ile saptanmasini engelleyerek apopitozun

taninmasinda spesifik rol oynar (81).
2.7.5. Enzimatik tiimor belirtecleri
2.7.5.1. Gama-enolaz

Bobrek hiicreli tiimorde evreleme ve tedavi izleminde kullanilabilecegi
belirtilmistir. BHT olgularinda kontrol hastalarina goére daha yiiksek bulunmustur.
Seffaf hiicreli tipte graniiler tipten ve ileri evrede diislik derecelerden daha yiiksektir
(82).
2.7.5.2. Inducible nitrik oksit (iNOS)

Bobrek hiicreli tlimor olgularinda tiimdriin hipoksik adaptasyonu yaninda, venleri
invaze ederek timor trombiisii olusturabilme yetenegi ile iligkili bir molekiil olarak

diisiiniilmektedir. Tiimor trombiisiinde iINOS pozitif olan olgularda, iNOS negatif

olanlara gore daha kotii prognoz izlenmistir (83).
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2.7.5.3. Timidilat sentaz

Bobrek hiicreli tlimoriin malign potansiyelini gosterebilecegi ve yiiksek timidilat
sentaz aktivitesi olan BHT olgularinda 5-FU tedavisinden fayda saglanabilecegi ileri
stirilmiistiir (84).

2.7.5.4. Piruvat kinaz tip M2

fleri evre bobrek kanserlerinde palyatif tedavilerin basarisini kontrol etmede

faydali olup olmadig netlik kazanmamastir (85).

2.7.6. Cluster designating tabanl (CD) tiimor belirtecleri

2.7.6.1. CD10

Notral metallopeptidaz aktivitesine sahip bir hiicre yiizey enzimidir. Bobrek

kanserlerinin histolojik alt tipini ortaya koymada yardimcidir (86).

2.7.6.2. CD154

Timor hiicreleri tarafindan eksprese edilir, patofizyolojik yonii heniiz

bilinmemektedir (87).

2.7.6.3. CD44

Adezyon molekiil ailesidir. Bobrek tiimorlerinin farkli histolojik tiplerinde CD44

molekiiliiniin farkli ekspresyonu bildirilmistir (88).
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2.7.6.4. CD95 (APO-1/Fas)

Apopitozun anahtar diizenleyicisidir. CD95 ile aktarilan apopitoza direng
insanlarda bobrek kanserinin 6nemli bir 6zelligidir ve sitotoksik ilaglarin bu tiimor

tizerindeki etkisizligine katkida bulunabilmektedir (89).
2.7.6.5. CD70

Tiimor nekroz faktdr ailesinin bir {iyesidir. Yapilan bir ¢alismada seffaf hiicreli
bobrek kanserinin diger bobrek kanseri tiplerinden ayriminda spesifik bir belirte¢
olarak goriilmektedir (90).
2.7.7. Proteinoz yapidaki tiimor belirtecleri
2.7.7.1. Eritropoietin

Renal korteksten iiretilen bir glikoproteindir. Tiimor belirteci olarak duyarlilig
¢ok diisiik olmasina karsin prognostik bilgiler saglar. Tiimoriin evresi ve derecesi ile

korelasyon gosterir (91).

2.7.1.2. Glikoprotein tiimor belirtegleri

CA 125 ve CA15-3’in BHT evrelemesinde kullanilabilecegi ve CA 125’in
prognostik degeri olabilecegi belirtilmistir (92).

2.7.7.3. Fibrinojen

Pihtilasmada 6nemli rolii olan bu protein karacigerde sentezlenir. Paraneoplastik

sendromun bir pargasi olarak bobrek kanserinde disfibrinojenemi meydana

gelmektedir ve tiimor progresyonunda duyarli bir plazma tiimor belirtecidir (93).
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2.7.7.4. Hiicresel fibronektin

Hiicre yapismasinin ve timoOr yayiliminin inhibisyonunda rol oynar. Radikal
cerrahi sonrasi hastalarin takibinde rekiirrensi ve tedaviye cevabi saptamada faydal

olabilecegi belirtilmistir (94).

2.7.7.5. Vinkulin

Aktine dayali mikroflamanlarin plazma membranina yapismasinda rol oynayan
biiyiik bir dkaryotik proteindir. Yapilan bir calismada kromofob hiicreli ve toplayict
kanal kokenli kanserlerin tamaminda pozitiflik saptanirken sarkomatoid ve papiller
olanlarin bir kisminda pozitiflik saptanirken, seffaf hiicreli olanlarin ise hi¢ birisinde

pozitiflik saptanmamuistir (95).

2.7.7.6. Ag-NOR proteinleri

Bobrek hiicreli tiimorler {izerinde prognostik degeri oldugu ve sagkalim {izerinde

bagimsiz olarak iligkili oldugunu gosteren ¢alismalar mevcuttur (96).
2.7.7.7. C-reaktif protein (CRP)

Akut faz reaktani bir proteindir. Metastatik hastaligi olan kisilerde prognostik
oneme sahiptir, diisiik CRP diizeylerine sahip hastalarin yasam siireleri uzun
bulunmustur (97).

2.7.8. Adezyon molekiilleri
Hiicre adezyon molekiilleri hiicreleri bir arada tutma fonksiyonu olan molekiiller

grubudur. Malignite siirecinde hiicreler arasi baglantilar azalmakta ve hiicreler

kolaylikla ayrilabilmektedir.
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2.7.8.1. E-Kaderin

Epitelyum biitiinliigii i¢in en onemli molekiildiir. Bobrek kanserlerinin koken
aldig1 proksimal epitelyum hiicrelerinde sentezlenmedigi ig¢in ¢ogu bobrek kanseri
hiicrelerince sentezlenmez. E-kaderinin prognostik faydasi tartismalidir ve ileri

caligsmalara ihtiya¢ vardir (98).

2.7.8.2. P-selektin

Aktive olmus trombosit ve endotel hiicrelerinin yiizeyinde eksprese olan bir
16kosit adezyon reseptoriidiir. Bobrekte tek bir neoplastik lezyon varliginda p-selektin
ekspresyonu yaygm neoplastik degisimin oldugu durumlardan daha az oranda

saptanmugstir (99).
2.7.8.3. Kaderin—6

Hiicre-hiicre arasi kalsiyum bagimli adezyon molekiiliidiir. Fonksiyonundaki bir
bozukluk tiimor progresyonu ile iligkili olsa da bobrek kanseri ile iligkisi net olarak
degerlendirilememistir (100).
2.7.9. Malign hiicreler tarafindan asir1 eksprese edilen hiicre spesifik proteinler
2.7.9.1. Tu M2-PK

Piruvat kinazin izoformudur. Lokalize seffaf hiicreli bobrek hiicreli tiimorde
cerrahi sonrasinda ortalama 11 hafta icerisinde normal sinirlara diistiigli, metastatik
hastalarda ise diismedigi gosterilmistir (101).

2.7.9.2. MUC1

Bobrek kanserli hastalarin kiiratif cerrahi sonrasi yasam siiresi ve hastaliksiz

gecirdikleri siire ile koreledir (102).
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2.7.9.3. Prolifere Olan Hiicre Niikleer Antijeni

Yapilan bir c¢alismada prognostik bir belirteg olarak degerlendirilebilecegi
belirtilmistir (103).

2.7.10. Karyometrik tiimor belirtecleri

Klasik patolojik derecelendirme sistemleri yetersiz kaldiginda niikleer
morfometrik analizler bagarili bir sekilde hastanin durumu hakkinda sonug
verebilmektedir. Maksimum niikleer cap ve optik dansite, niikleer yuvarlaklik
faktorii, elongasyon faktorii, niikleer profil alani ve niikleer profil perimetresi
karyometrik analiz olarak degerlendirilmektedir. Bu parametreler prognozu

gostermede faydali olmaktadir (104).

2.7.11. Sitoloji ve DNA’ya bagh tiimor belirtecleri

2.7.11.1. Karbonik anhidraz IX

Karbonik anhidraz IX (CA IX), G250 veya MN olarak da isimlendirilir ve timor
hiicrelerindeki hipoksi esnasinda hiicresel pH’nin diizenlenmesinde goérev alir. CA
IX, BHT’lerde normal dokuya goére daha fazla eksprese edilmektedir ve bu
ekspresyon daha iyi prognozun gostergesidir (173). Ekspresyonu yiiksek olan
olgularin, interleukin—2 tedavisine de daha iyi cevap verdigi gozlenmistir (174). Bu
bulgular, CA IX ekspresyonu diisiik olan papiller ve kromofob BHK olgularinin
interleukin- 2 tedavisine cevaplarinin zayif olmasini da agiklamaktadir. CA IX,
normal bobrekte eksprese edilmemektedir. Tiimorlerde CA IX ekspresyonu, HIF-1a
aracilifiyla hipoksi tarafindan yonetilmektedir. VHL tiimor supresor geninde
fonksiyon kayb1 da HIF-lo artisina ve CA IX ekspresyonuna neden olmaktadir
(175). Hipoksi aracili bu yolda VEGF, PTEN gibi molekiiler proteinler de gorev
almaktadir. CA IX ve VHL’nin hipoksi aracili yoldaki iligkisi nedeni ile CA IX

ekspresyonu daha da oOnem kazanmaktadir. 321 berrak hiicreli BHT nin
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degerlendirildigi bir calismada CA IX ekspresyonu, olgularin %94’iinde saptanmus,
zay1f boyanmanin kotii prognostik gosterge oldugu gozlenmistir (176). CA IX ve Ki—
67 ile yapilan bir bagka ¢alismada, her iki molekiiler belirleyici kullanilarak olgular 3
farkli prognostik gruba ayrilabilmis, hem CA IX, hem de Ki-67 ekspresyonu
bagimsiz prognostik bilgi saglamistir (177).

2.7.11.2. Kromozom 3 ’iin kisa kolunun kaybi

Bu kayip VHL gen inaktivasyonu ve klasik bobrek kanserinin gelisimi ile ilgilidir.
VHL tiim6r supresor geninin 3p25-25 bolgesinde yiiksek oranda heterozigosite kaybi
gbzlenmektedir (78).

2.7.11.3. PTEN

Hiicre siklus diizenleyicisidir. Profilerasyon inhibisyonu ile BHT’de etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. ileri evre BHT olgularinda PTEN diizeyi azalmistir
(106).

2.7.11.4. Multi drug rezistans genleri (MDR)

MDR-1 gibi MDR proteinlerinin (p-glikoprotein) ekspresyonunu ayrica da ileri
evre BHT lin refrakter yapisina katkida bulunurlar. Bu protein ATP bagimli efluks
pompasi gibi calisir. Ilaglara olan direng ise bu genin ve sonugta p-glikoproteininin
asir1 ekspresyonu ile goriiliir. Sonugta hiicre i¢inde daha az ilag konsantrasyonu

olusur. Bu gen tiimdriin agresifliginin gostergesidir (98).
2.7.11.5. Kromozomal aberasyonlar
Kromozomal anomaliler malign hiicrelerde siklikla goriiliir. Papiller tip bobrek

hiicreli tiimorlerde ise Xp kromozom kaybi daha kisa yasam siiresi ile korele

bulunmustur (107).
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2.7.11.6. VHL tiimor supresor geni

VHL hastalig1 olanlarin yaklagik %40’1nda bobrek kanseri gelismektedir.

2.7.11.7. Proto-onkogen AxI

Programlanmis hiicre 6liimiinde rol oynar. Bobrek kanseri ve normal bobrek

dokusunda farkli olarak eksprese edilir (108).

2.7.11.8. Kromozom 14q heterozigosite kaybi

Papiller olmayan bobrek kanseri olgularinda muhtemel klinik sonucu saptamada
yardimcidir (109).

2.7.11.9. TAP geni

Bobrek kanserindeki immiin toleranstaki muhtemel degisimin mutasyona ugramis

TAP-1 gen transferi oldugu saptanmistir (110).

2.7.11.10. p16 Tiimor Supresor Geni

Bobrek kanseri olusumunda da pl6 mutasyon ve delesyonlarmin 6nemi diger

kanserlerde oldugu gibi gdsterilmistir (111).

2.8. Prognostik faktorler

Prognostik faktdrler hastalik progresyonunu belirlemekte kullanilan belirteglerdir.
Bu faktorleri kullanarak o6zellikle metastatik bobrek tiimorlerinde uygulanacak
tedavilerden hastanin fayda goriip géremeyecegi 6ngoriilebilmekte ve erken donemde

gerekli tedavi yontemlerinde bulunulabilmektedir.
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2.8.1. Tiimor ile iliskili prognostik faktorler

2.8.1.1. Tiimor evresi

Bobrek hiicreli tiimorlerde prognoz ile ilgili en 6nemli faktorlerdendir (112).
Yapilan bir ¢alismada bobrek hiicreli tiimor hastalarinin 5 yillik yasam beklentileri
tiimdr boyutu 5 cm’nin altinda olanlarda %84, 5 cm ile 10 cm arasinda olan hastalar
icin %50, 10 cm’den biiyiik tiimorii olan hastalar icin ise %0 bulunmustur (113).
TNM siniflamasi ile 2002 yilinda belirlenen 4 cm st ile glin gectikce daha sik
rastlantisal saptanan <4 cm bobrek tiimorlerinin elektif nefron koruyucu cerrahi i¢in

uygunluk sinirin1 belirtmektedir (114).

2.8.1.2. Venoz tutulum

Bobrek hiicreli tiimdr tanist yeni konulmus olgularda vendz sistem invazyonu
%4-9 arasindadir (115, 116). Yapilan bir calismada 3 yillik kansere 6zgii sag kalim
trombiisii olmayan hastalarda %89, renal ven tutulumu olanlarda %76, diyafram alti
vena kava trombiisli olanlarda %63 ve diyafram {istli vena kava trombiisii olan
hastalarda %23 olarak saptanmustir (116). Bobrege smirli tiimorlerde renal siniis

venlerine yayilim metastatik hastaliga ilerleme riskini gostermektedir (117).

2.8.1.3. Lenf nodu tutulumu

Ortalama lenf nodu metastazi riski bobrek hiicreli timorlerde genel olarak %20, 5
yillik sag kalim riski ise %11-35’dir. Lenf nodu tutulumu riski ise primer timdriin
evresi ve boyutu, renal ven tutulumu ve metastaz durumuna baghdir (118-120). Lenf
nodu tutulumu olan hastalarda metastaz olasiligr 3-4 kat daha yiiksektir (118-119).
Bobrek hiicreli tlimorii olan ve lenf nodu tutulumu olan hastalar sadece metastatik
hastalig1 olanlara gore daha kotii 5 yillik sag kalim oranina sahiptir (%15° e karst

%23) (118).
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2.8.1.4. Adrenal bez tutulumu

Bobrek hiicreli tlimorii olan hastalarin tan1 aninda bobrek iistii bezi tutulumu olma
olasilig1 ¢ok diistiktiir (121). Yapilan bir ¢alismada bdbrek iistii bezi tutulumu olan
hastalarda 5 yillik sag kalim %42 olarak belirtilmistir (122). Adrenal bez tutulumu ile
yiikksek tiimor derecesi, lenf nodu tutulumu ve metastatik hastalik arasinda iligki
gozlenmisgse de, adrenal tutulumunun tek basina bagimsiz bir prognostik faktor

oldugu belirtilmistir (123).

2.8.1.5. Metastaz

Metastazi olan hastalarda prognozu etkileyen faktorler olarak; performans durumu
(Karnofsky skalas1 ya da ECOG), metastazlarin yeri ve sayisi, metastaz olusumuna
kadar gecen siire, kilo kaybi, birinci basamak kemoterapi, anemi, hiperkalsemi ve
trombositoz siralanabilir (124,125). Sistemik metastaz varliginda 1 yillik sag kalim
%350°den az, 5 yillik sag kalim %5-30, 10 yillik sag kalimimn ise %0-5 oldugu
gosterilmistir (126). Rezeke edilebilecek metastaz varliginda cerrahi en iyi sonucu

vermektedir.
2.8.1.6. Tiimér derecesi

Niikleer grade ve histolojik alt tipler g6z oniinde bulundurularak yapilir. En sik
Fuhrman sistemi kullanilmakta olup Tsui ve arkadaslar1 yaptiklari calismada derece 1
i¢in 5 yillik kansere 6zgii sag kalimi %89, derece 2 ve 3 igin %65, derece 4 i¢in %46
olarak bulmuslardir (127).
2.8.1.7 Histolojik tipler

Histolojik tiplerin prognoza etkileri ile ilgili ¢esitli goriisler olmakla birlikte; Tip

IT papiller bobrek hiicreli tiimdrlerin bagimsiz kotii prognoz gostergesi oldugu,

kromofob tip bobrek hiicreli tiimorlerin en iyi prognoza sahip oldugu, toplayici kanal
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bobrek hiicreli tiimorlerin ise en kotii prognozlu tip oldugunu gosteren g¢alismalar

mevcuttur (128-130)
2.8.1.8. Sarkomatoid elemanlarin olmasi

Bobrek hiicreli tiimorlerin %5’inde gdzlenen ve yiiksek derece yaninda ‘spindle
cell” varligr ile karakterize bir gruptur. Bobrek hiicreli tiimoriin tipinden bagimsiz
olarak kotii prognoz gostergesidir (131,132).
2.8.1.9. Niikleer morfometri
Cekirdek capi, c¢ekirdek cevresi, cekirdek diizenlilik faktorii, ¢ekirdek elongasyon
faktorii dikkate alinarak belirlenir ve Fuhrman derecelemesine gore daha objektif
oldugu kabul edilmektedir (133, 134).
2.8.1.10. Histolojik tiimér nekrozu

Yapilan calismalarda histolojik nekroz olgularinda bobrek hiicreli tiimore bagl
Olimlerin 3 kat fazla oldugu ve lokalize hastalikta bagimsiz kotii prognoz kriteri
oldugu ancak metastatik hastalikta 6nemi olmadig: belirtilmistir (135,136).
2.8.1.11. Toplayict sistem invazyonu

Bobrek hiicreli tiimorlerde toplayict sistem invazyonunun 6zellikle T1 ve T2 evre
timorler i¢in kotii prognostik faktor oldugunu gosteren ¢aligmalar mevcuttur
(137,138).

2.8.1.12. Tiimor proliferasyon belirtegleri

AgNor, PCNA, Ki67 bu grupta degerlendirilebilecek faktorlerdir.(112,139).
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2.8.2. Hasta ile iliskili faktorler

Bobrek hiicreli timorii bulunan hastalarda tan1 aninda semptom bulunmasi sag

kalim siiresini kisaltmaktadir (140,141).

2.8.3. Tedavi ile iligkili faktorler

Metastatik bobrek hiicreli tiimorlii hastalarda yapilan radikal nefrektominin
hastalarin performans durumunda artis sagladigi ve ortalama sag kalimi %50
arttirdig1 gosterilmistir (142,143). Ayrica radikal nefrektomi sonrasi spontan gerileme

gosteren nadir vakalar da mevcuttur (144).

2.9. Tedavi

2.9.1. Organa sinirh bobrek tiimorlerinde tedavi

2.9.1.1. A¢ik Radikal Nefrektomi

Glinlimiizde radikal nefrektomi bobrek tlimorlerinin tedavisinde altin standart
tedavi seklidir (145). Radikal nefrektomi, Once renal arter ve venin ligasyonunu
takiben Gerota fasiyasi ve igerisindeki olusumlar ile birlikte ipsilateral adrenal bez ve
diyafragma krusundan aortik bifurkasyona kadar bolgesel lenf nodlarinin ¢ikarilmasi
anlamina gelir. Girisim bdbrekteki kitlenin lokalizasyonu veya biiyiikliigiine gore
transabdominal, torakoabdominal veya flank insizyon ile gergeklestirilebilir. Radikal
nefrektomi sonrasi kansere 6zgii sagkalim hastaligin evresi ile iligkilidir ve kansere
0zgii sagkalim 5. yilda pTla tiimorlerde % 97 ve pT1b tiimorlerde % 87 oranindadir
(146). Ameliyat oncesi goriintiileme ve evreleme c¢alismalarinda (BT, MRG) adrenal
beze yayilim ile ilgili bulgu saptanmayan hastalarda radikal nefrektomi ile beraber
rutin adrenalektominin gerekli olmadigina dair kanitlar mevcuttur. Buna istisna teskil
eden hasta gruplar1 adrenal beze direk yayilim riski olan biiyiik iist kutup tiimorleri ve
adrenal beze metastaz riski olan 7 cm’den biiyiik tiimoérleri olan hastalardir (147).

Genisletilmis lenfadenektominin hastanin uzun dénem sagkalimina etkisi olmadigi
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gozlendiginden lenfadenektominin sadece evreleme amaciyla perihiler dokuda
siirlandirilmasi Onerilmektedir. Radyolojik olarak saptanan veya palpe edilen lenf

nodu bulunan olgularda lenfadenektomi yapilmasi onerilmektedir (148,149).

2.9.1.2. Agik nefron koruyucu cerrahi

Nefron koruyucu cerrahi (NKC), tiimoriin ¢ikartilmasi ve olabilecek en genis
bobrek parankiminin birakilmasin1 esas alan bir cerrahidir. Kiigiik boyutlu renal
kitlelerin ~ saptanma  sikligmin  giderek  artmasi,  bobregin  radyolojik
goriintiilenmesinde meydana gelen gelismeler, cerrahi teknigin ve bobrekte meydana
gelebilecek iskemik hasarin 6nlenmesi amaciyla kullanilan yontemlerin gelismesi,
renal replasman tedavisini de iceren ameliyat sonrasi iyi bir bakim ve uzun siireli
kansersiz sagkalima ait veriler NKC’nin kullaninmmin yayginlasmasina neden
olmustur. Organa lokalize tiimorlerde parsiyel nefrektomi sonrasi kansere 6zgii
sagkalim 5. yilda % 88.2, 10.yi1lda ise % 73 oraninda bildirilmistir. Evre pTla
tiimorlerde ise bu oranlar daha yiiksek (sirasi ile % 98 ve % 92) bulunmustur (150).
Nefron koruyucu cerrahi endikasyonlari tablo 9°da gosterilmistir (151).
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Tablo 9. Nefron Koruyucu Cerrahi Endikasyonlari

1- Kesin Endikasyonlar
a) Soliter bobrekteki timdrler

b) Bilateral tiimorler

2- Rolatif Endikasyonlar

a) Kars1 bobrekte hastalik olmasi
¢ Nefrolitiazis
¢ Gegirilmis rekiirren piyelonefrit
¢ Vezikoiireteral reflii
¢ Ureteropelvik bileske darlig
¢ Hafif-orta dereceli bobrek yetmezligi

b) Bobrek yetmezligine yol acabilen hastalik varligi
¢ Hipertansiyon
¢ Diabetes Mellitus

c¢) Multifokal hastalik ya da ailesel sendromlar

3- Elektif Endikasyonlar
a) 4 cm’den kiiciik boyutlu renal kitleler
b) Geng, saglikli bireyler

c) Periferik yerlesimli tiimorler

2.9.1.3. Laparoskopik radikal nefrektomi

Bobrek hiicreli tiimor’de laparoskopik radikal nefrektomi, ilk uygulanmasindan
bugiine kadar gecen siirede tiim diinyada uygulanan bir yontem haline gelmistir.
Retroperitoneal veya transperitoneal laparoskopik nefrektomi, acik cerrahide
uygulanan kabul edilmis onkolojik prensipleri ayni sekilde saglamalidir. Bu
prensipler tiimoér manipiilasyonu oncesi bobrek damarlarinin erken kontrolii, Gerota
fasyas1 digindan genis mobilizasyon, spesimenin travmatize edilmeden ve biitiinliigii
bozulmadan tek parca halinde c¢ikarilmasindan olusur. Deneyimli laparoskopik
tirolojik cerrahlarca acik nefrektominin yukarida siralanan prensiplerine baglh
kalinarak uygulanan laparoskopik nefrektomi gilinlimiizde T1-2 BHK hastalarinin

tedavisinde standart tedavi sayilabilir (147). Uzun siireli onkolojik sonuglar1 agik
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cerrahi yontemler ile benzer diizeydedir. Laparoskopik radikal nefrektomi

yapilanlarda kansere 6zgii sagkalimin 10.y1lda % 92 oldugu bildirilmistir (152).

2.9.1.4. Laparoskopik Nefron Koruyucu Cerrahi

Laparoskopik nefron koruyucu cerrahi iyi segilmis hasta gruplarinda agik nefron
koruyucu cerrahiye alternatif olabilecek bir tedavi seklidir (153,154). Renal ven
trombiisii olmayan, multifokalite riski tagimayan ve santral yerlesimli olmayan
tiimorlerde laparoskopik nefron koruyucu cerrahi uygulama alani bulabilmektedir.
Laparoskopik parsiyel nefrektominin onkolojik sonuglart agik cerrahi yontemdekiler
ile benzer diizeydedir ve laparoskopik parsiyel nefrektomi yapilanlarda 3. yilda
kansere 0zgli sagkallm % 100 oranindadir (155). Laparoskopik yaklagimin
dezavantajlar1 acik cerrahiye oranla sicak iskemi siiresinin daha uzun olmasi ve

intraoperatif ve postoperatif komplikasyon oranlarinin daha yiiksek olmasidir (156,
157).

2.9.1.5. Minimal Invaziv Tedaviler

Perkiitan radyofrekans ablasyon, kriyoablasyon, mikrodalga ablasyon, lazer
ablasyon ve high-intensity focused ultrasound gibi goriintiileme esliginde perkiitan ve
minimal girisimsel teknikler BHT’lerin cerrahi tedavisinde alternatif ydntemler
olarak ortaya ¢ikmistir. Halen aragtirma asamasinda bulunan tedavi yontemleridir.
Minimal invaziv tedaviler i¢in en uygun adaylar parsiyel nefrektomi i¢in yiiksek risk
tastyan onemli komorbid faktorlere sahip ileri yaslardaki hastalardir (158) Bunun
yan1 sira ¢ok sayida ve bilateral renal Kkitlelerin bulundugu herediter bobrek
timorliiller ve parsiyel nefrektomi sonrasi lokal rekiirrens gelisenler icin de
diisiiniilebilir (159). Ag¢ik veya laparoskopik cerrahi veya perkiitan yolla
uygulanabilmektedir. Uygulama o6ncesi histolojik kanit i¢in renal kitleden biyopsi
onerilmektedir. Cerrahi eksizyona gore daha yiiksek lokal rekiirrens riski oldugu i¢in
tedavi sonras1 uzun siireli yakin radyolojik takip yapilmalidir ve rekiirensten siiphe
edildiginde biyopsi tekrarlanmalidir. Termal ablasyon sonrasi rekiirrens oranlari

cerrahi eksizyon yapilanlara gore daha yiiksektir. Kriyoablasyon sonrasi rekiirrens
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oran1 % 7.4 ve radyofrekans ablasyon sonrasi % 25 gibi oldukga yiiksek orandadir
(160).

2.9.2. Lokal ileri evre bobrek tiimorlerinde tedavi

Bobrek hiicreli tiimorlerin  damarlanmalarmin fazla olmasi nedeniyle vendz
sisteme invazyon yetenekleri de fazladir. Renal ven ve vena kavada tiimor trombiisii
ile karsilagsma oran1 %4 ile%10 arasinda degismektedir (161). Vena kava tutulumu
klinik olarak; alt extremitede 6dem, kollabe olmayan varikosel, dilate yiizeyel
abdominal venler, proteiniiri, pulmoner emboli, sag atrial kitle ya da o taraf bobregin
fonksiyonsuz olmast ile kendini gosterir. Preoperatif rutin metastaz taramasinin
disinda tlimor trombiisiiniin ven icerisinde ne kadar ilerledigini gdstermek adina
kullanilabilecek en iyi goriintiileme yontemi bugiin i¢in MRG’dir (1). Trombektomi
cerrahisi giiniimiizde siklikla tercih edilen ve metastazin bulunmadigi bobrek
tiimdrlerinde prognoza etkili oldugu gosterilmis tedavi seklidir (162).

Lokal invazyon durumlarinda ise invaze organ ile birlikte timorlii bobregin
cikarilmasi ilk segenek olmalidir. Karaciger invazyonlarinda parsiyel hepatektomi
nadiren faydahdir (1).

Bobrek hiicreli tiimorlerde lokal rekiirrens nadiren goriilen bir durumdur.
Hastaligin evresi ile iligkili olmakla birlikte ¢esitli kaynaklarda siklik %2 ile %4
arasinda degismektedir (163, 164). Tedavide ilk segenek cerrahi olmalidir.

2.9.3. Metastatik Bobrek Tumorlerinde Tedavi

2.9.3.1. Cerrahi

Metastatik bobrek hiicreli tiimorlerin nefrektomisinden sonra bazi hastalarda
metastazlarin kendiliginden kaybolmasi iddias1 sitorediiktif nefrektomiye ilgiyi
dogurmustur (165). Spontan regresyon yapabilmesine ragmen sitorediiktif
nefrektominin tek basina bir tedavi alternatifi olmadigi diistintilmektedir (166). Buna
karsilik nefrektomisiz yapilacak bir sistemik tedavinin de yamti1 distktir.

Nefrektominin immiinoterapi ile beraber uygulanmasina karsilik tek bagina
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immiinoterapi uygulamasmin karsilastirildigi iki randomize ¢aligmanin meta-
analizinde timor nefrektomisi uygulanan olgularda daha iyi uzun dénem sag kalim
bulunmustur (167).

Metastatik BHT de soliter uzak organ metastaz1 %1,6-3,2 siklikta goriiliir (1). Es
zamanli metastatik yayilim olan hastalarda, hastaligin rezeksiyona uygun ve hastanin
performans statiistiniin iyi olmas1 durumunda metastatektomi uygulanmalidir. Primer
hastalikla farkli zamanli metastazlar i¢in ameliyat olan hastalarda klinik prognoz
daha kotiidiir. Immiinoterapiye cevap vermis rezidiiel ve rezeksiyona uygun
metastatik lezyonlarda ve/veya smirli (tek lezyon) sayida farkli zamanl

metastazlarda prognozu iyilestirmek amaciyla metastatektomi uygulanmalidir (147).

2.9.3.2. Radyoterapi

Semptomatik kemik metastazlarinin tedavisinde ve steroidlerle diizeltilmeyen
siddetli norolojik bozukluklara yol agan beyin metastazlarinin tedavisinde yararl

olabilmektedir (168).

2.9.3.3. Kemoterapi

RHK hastalarinin yaklagik iigte biri tan1 esnasinda metastatik hastaliga sahiptir.
Standart sitotoksik ilaglar RHK’ da etkisizdir. En iyi kemoterapi cevaplari floksiiridin

ve 5-florourasil ile elde edilen cevaplar %15’ler civarinda kalmistir (172).

2.9.3.4. Immiinoterapi

Immiinoterapi baskilanmis immiin sistemin canlandirilmasi veya duyarlilastirilmis
hiicrelerin konakgiya geri verilmesi seklinde uygulanabilmektedir. Sitokinlerin etki
mekanizmas1 tam olarak bilinmemektedir. Intraseliiler ve interseliiler sinyal
mekanizmasini  baglatarak kanser hiicrelerini indirekt olarak etki ettikleri
diisiiniilmektedir. Bu grupta en sik kullanilan ajanlardan olan interferon-alfa (IFN-
alfa) ile 1yi performans statiisii, ilk tan1 anindan sonra 1 yildan uzun progresyonsuz

sag kalim ve tercihen sadece akciger metastazi olan hastalar faydalanmaktadir. IFN-
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alfa ile %6-15 cevap orani, %25 timdr ilerlemesi riskinde azalma ve plasebo ile
karsilastirildiginda sadece 3-5 aylik sag kalim avantaji elde edilebilmistir (169,170).
Yan etkileri INF-alfa’dan daha fazla olan interlokin—2 (IL-2) ise hastalarda uzun
donem yanit saglamaktadir. Yapilan ¢alismalarda metastatik bobrek hiicreli timor
tedavisinde IFN-alfa’ya iistiinliigii gosterilememistir. Kombinasyon tedavilerinin
sagkalim1 monoterapi rejimlerine gore arttirdi yapilan ¢aligmalarda gosterilememistir
(171).

2.9.3.5. Anjiogenez inhibitorii ilaglar

Son yillarda molekiiler biyoloji alaninda gerceklesen biiyiik adimlar ile bobrek
timorii tedavisinde de onemli ilerlemeler gerceklesmistir. Bobrek hiicreli tiimorler
damarlanmasi1 oldukca fazla olan tiimérlerdir. Ozellikle berrak hiicreli histolojiye
sahip RHK’lularda VEGF’ye ait mRNA ekspresyonunun vaskiilarizasyonla
korelasyon gosterdigi bulunmustur. VEGF ekspresyonu artiginin ise sporadik berrak
hiicreli tiimorlerin % 75’inden fazlasinda bulunan von Hippel Lindau (VHL) geni
mutasyonlart ile iliskili oldugu gosterilmistir. VHL geni bir timor siipresor gendir ve
normoksik kosullar altinda hipoksiyle tetiklenen faktéor—1lo (HIF-1a) ile baglanarak
kompleks olusturan VHL tiimor siipresor proteininin (pVHL) olusumundan
sorumludur. Bu kompleks hiicre i¢inde kisa siirede proteozomlara yikilir. Hipoksik
kosullarda veya pVHL fonksiyonunda defekt veya mutasyon olustugunda HIF-1la
birikimi ger¢eklesir. Sonucta da nukleus i¢inde HIF-1la translokasyonu ile birgok
hipoksi ile tetiklenen gen aktive olarak, VEGF, platelet kaynakli biiylime faktorii
(PDGF), temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), eritropoietin ve transforming
growth factor- a (TGF- o) gibi biiyiime faktorleri salgilanir. HIF-1a birikimi ayrica
bircok membran proteinin aktive olmasina yol agar. Bunlardan bir tanesi G250
membran proteini olarak da adlandirilan bir karbonik anhidraz izo-enzimidir (CAIX).
Salgilanan VEGF ve PDGF kendilerine ait spesifik reseptorlere baglanirlar ve bu da
hiicre i¢inde tirozin kinaz (TK) reseptdrlerinin stimiilasyonu ile sonuglanir. TK
reseptOrlerinin stimiilasyonu da endotelyal hiicre ¢ogalmasi, hiicre sag kaliminin
artmasi, anjiyogenezde artis ve tipik hipervaskiiler berrak hiicreli RHK histolojisi ile

sonuglanmaktadir (178-180).
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Sorafenib bir oral multikinaz inhibitoriidir ve Raf-1, serin/treonin kinaz, BRaf,
VEBFR-2, PDBF, FLT-3 ve cKIT’e kars1 aktivitesi vardir. Daha Once sistemik
immiinoterapi alan hastalarda sorafenibi plaseboyla karsilastiran bir faz III caligmada
progresyonsuz sagkalimda sorafenib tedavisi lehine 3 aylik sagkalim avantaji
bildirilmistir (181).

Sunitinib bir oksindol tirozin kinaz (TK) inhibitoriidiir. Anti timor ve
antianjiyogenetik aktivitesi olan bir kiiciik molekiil olup se¢ici olarak PDBFR,
VEBFR, KIT ve FLT’nin inhibisyonunu hedefler. Sunitinibin mBHK’da ikincil
monoterapi ajanit olarak kullanildig1 2 ¢ok merkezli faz II ¢aligmada %34—40 kismi
yanit orani belirlenmis ve hastalarin %27-29’unda 3 ay veya daha fazla
progresyonsuz  hastalik  bildirilmistir  (182).  Sunitinibin  birinci  basamak
monoterapisinin IFN-alfa ile karsilastirildigi bir faz III ¢alisgma sonuglar1 yakin
zamanda yayimlanmistir. Ortanca progresyonsuz sagkalim sunitinib ile tedavi edilen
hastalarda 11 ay, iFN-alfa grubunda ise 5 ay (p<0,000001) olarak belirlenmesi
nedeniyle diisiik-orta risk grubu mBHK hastalarinda iIFN-alfanin sunitinibe gore daha
az etkili oldugu kanisina varilmigtir (183).

Temsirolimus rapamisin (mTOR) i¢in 6zgiin inhibitdrdiir. Temsirolimusu IFN-
alfa ve bu ikisinin kombine kullaniminin ilerlemis BHT de birinci basamak tedavi
olarak karsilastirildigi bir faz I1I calismaya gore temsirolimus monoterapisinin kotii
risk grubu hastalarda genel sag kalim IFN-alfa monoterapisi ve IFN-alfa

temsirolimus kombinasyonuna gore uzattigi gosterilmistir (184).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta secimi

Bu calismaya Subat 2009-Kasim 2009 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip
Fakiiltesi Hastanesi Uroloji Anabilim Dali’nda bdbrek timérii 6n tanisiyla ablatif
cerrahi uygulanan 40 hasta rasgele segildi. Ayn1 donemde iiroloji kliniginde opere
edilen, anamnezinde, fizik muayenesinde, temel hemogram, bobrek fonksiyon
testleri, karaciger fonksiyon testlerinde malignite kuskusu uyandiracak bulgusu
olmayan 38 hasta rasgele kontrol grubu olarak belirlendi. Patoloji sonucu iirotelyal
karsinom ve benign gelen hastalar ¢alisma harici birakildi. Hasta grubundan ve
kontrol grubundan preoperatif donemde genetik inceleme amaci ile EDTA’l1 tiipe kan
alind1 ve hasta grubunda -20°C’de patoloji sonuglar1 kesin olarak belirleninceye kadar

muhafaza edildi.

3.2. Klinik degerlendirme

Tiim hastalarin klinik protokol numaralari, cinsiyet, yas, meslek, semptom
bulunup bulunmadigi, viicut kitle indeksi, sigara, bagimlilik yaratan madde kullanim
Oykiisii, ek hastalik dykiisii, 6zgecmis ve soy gecmiste kanser Oykiisii, ailede bobrek
kanseri Oykiisii sorgulanarak kayit altina alindi. Ayrica preoperatif donemde tiim
hastalarda posteroanterior akciger grafisi, iire-kreatinin degerleri, karaciger fonksiyon
testleri ve hemogram tetkikleri yapilarak kayit altina alindi. Hasta grubuna preop
evreleme amaci ile ek olarak tiim abdomen BT, gerekli goriilen hastalarda ise tiim

abdomen MRG, Toraks BT, PET CT yapildi.
3.3. Patolojik degerlendirme

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin bobrek spesmenleri 6ncelikle mikroskobik
olarak primer tiimér boyutu ve multifokalite varlig1 agisindan incelendi. Daha sonra

spesmenler 3 mm’lik araliklarla ince kesitler yapilarak incelendiler. Tiimoérlerin

histolojik siniflamasi Union Internationale Contra le Cancer (UICC) ve American

46



Joint Committee on Cancer (AJCC)’e gore, tiimor niikleer derecelendirmesi ise
Fuhrman dereceleme sistemine gore yapildi. Tiim hastalarin evreleri TNM 2002
sistemine, timor dereceleri Fuhrman dereceleme sistemine ve histolojik tip
siniflandirmalar1 Diinya Saglik Orgiitii’niin (DSO) 2004 RHK smiflandirmasina gore
giincellestirildi.

3.4. Genetik degerlendirme
3.4.1. Orneklerin toplanmasi

Her olgudan, DNA analizi i¢in 2 cc periferik kan 6rnegi EDTA’l tiiplere alindi.
EDTA’l1 kanlardan DNA 1izolasyonu yapildi. Arastirilan gen bolgeleri, PCR(polimeraze
chain reaction) yontemi ile ¢ogaltildi. Olusturulan PCR diriinlerinin saflastiriima
isleminin ardindan dizi analizi yontemi ile ilgili gen dizileri elde edildi. Elde edilen gen
dizileri uygun databaseler kullanilarak analiz edildi.

3.4.2. Kandan DNA izolasyonu

Gerekli alet ve kimyasal listesi:

. Magna Pure LC Robotik DNA Izolasyon Cihazi (Roche Diagnostik)
. Ornek Kartuslar
. Reagent Kartuglari

. Epphendorf tiipleri

. Proteinaz K

. Lysis/Binding Buffer
. Wash buffer |

. Wash bufferr 11

. Elution buffer

. Magnetic Glass Particles (MGPs) Siispansiyonu

. Otomatik pipetler (1-10 mikrolitre, 10-100 mikrolitre ve 100—-1000 mikrolitre)
. Steril sar1 ve beyaz pipet uglar

. Saklama Kartusu
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. Eppendorf tiip tasiyicilar
. Vorteks (Heidolph Reaks Top)
. Santrifiij (Sigma 1-15)
. Steril eldiven

DNA izolasyonlart Magna Pre LC Robotik DNA Izolasyon Cihazi yardimiyla
protokole uygun olarak toplanan EDTA’li kanlardan gerceklestirilmistir. Sonugta her
ornege ait 100 mikrolitre DNA elde edilmistir.
1. 200 pl kan 6rnek kartusu i¢ine aktarilir.
2. 300 ul Lysis/Binding Buffer eklenir.
3. Bu ¢ozelti Magna Pure LC Robotik DNA izolasyon Cihazindaki &rnek kartusu
bolgesine yerlestirilir.
4. Kac¢ adet DNA izolasyonu yapilacagina bagli olarak diger siispansiyonlardan ne
kadar eklenecegi sistem tarafindan belirlenir ve tavsiye edilen miktarda Magnetic Glass
Particles (MGPs) Siispansiyonu, Proteinaz K, Elution Buffer, Wash Buffer 1 ve Wash
Buffer 2 soliisyonlar1 programda gosterildigi gibi uygun reagent kartuslarina yiiklenerek
uygun yerlere yerlestirilir.
S. Ornekler ve kullanilan diger kimyasallar yerlestirildikten sonra sistemin kullanacag
steril pipet uglar1 programda belirtilen yerine yerlestirilir.
6. Maksimum 32 adet DNA izolasyonu ayn1 anda yapilabilmektedir.
7. Program calistirilir. Tiim islemler cihaz tarafindan otomatik olarak gerceklestirilir.
8. Elde edilen DNA’lar DNA saklama kutularina konur ve -20° C ’ de saklanir.

DNA orneklerinin konsantrasyonlar1 ortalama 25 ng/dl, safliklar1 (A260/280

degeri) ortalama 2.2 olarak Sl¢iilmiistiir.

3.4.3. DNA Amplifikasyonu

Gerekli alet ve kimyasallar listesi
o Otomatik pipetler (1-10 mikrolitre ve 10-100 mikrolitre)
o Termal cycler (Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9600)
. Steril sar1 ve beyaz pipet uglari
o 0.5’lik ve 1.5’1ik eppendorf tiipleri (Axygen)
o 0.2’lik PCR tiipleri (Axygen)
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. Steril kavanozlar
. Steril eldivenler
° Buz kalib1

o Deiyonize su
o Taq DNA polimeraz (Fermentas# EP402 )
. MgClI2

. 10X PCR Buffer

o dNTP karisimi (10 mM)

o 10 mikrolitre dATP ( 100 mM )

o 10 mikrolitre dTTP ( 100 mM )

o 10 mikrolitre dGTP ( 100 mM )

o 10 mikrolitre dCTP (100 mM )

60 mikrolitre distile su ile 100 pl’ye tamamlanir

. Primerler:

Tablo 11- VHL geni primerlerinin 6zellikleri

VHL Forward Primer Reverse Primer

Ekzon1l | AGCGCGTTCCATCCTCTAC GCTTCAGACCGTGCTATCGT

Ekzon2 | GAGGTTTCACCACGTTAGCC | AGCCCAAAGTGCTTTTGAGA

Ekzon3 | CAGAGGCATGAACACCATGA | AAGGAAGGAACCAGTCCTGT

3.4.3.1. Primerlerin sulandirilmast

Liyofilize durumdaki primerlere kullanma talimatinda belirtilen miktarda su
eklenerek, 100 pikomol/mikrolitrelik stok ¢ozeltiler hazirlandi.
PCR isleminde kullanilmak iizere stoktan 10 pikomol/mikrolitrelik konsantrasyonlu

100 mikrolitrelik sulandirilmis primerler hazirland.
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3.4.3.2. Reaksiyon Karisimi

Her bir 6rnek i¢in hazirlanan total PCR reaksiyon karisimi 25 mikrolitredir. H,O, 10X
buffer, MgCl, (25Mm), dNTP, primerler ve Taq Polimerazdan olusan karigim her bir
reaksiyon tiipiine dagitild1 ve en son DNA 6rnekleri eklendi.

VHL geni tiim ekzonlar1 igin PCR miks hazirlanigi: ( Tim ekzonlar i¢in ayn1 miktarlar

kullanildi )
° H,0: 12.5 mikrolitre
. 10X buffer: 2.5 mikrolitre

o MgCl; (25Mm): 2.5 mikrolitre
o dNTP (10 mM) 1 mikrolitre
o primerler:

o F: 1 mikrolitre

o R:1 mikrolitre

° Taq Polimeraz: 0,5 mikrolitre
. DNA: 100 nanogram
o Toplam 25 ul

3.4.3.3. Izlenen PCR programi

Denatiirasyon 94 °c 5 dakika

—
Denatiirasyon 94 °c 30 saniye

Baglanma 56 °c 30 saniye 35 dongii
Uzama 72 ¢ 45 saniye

Final Uzama 72 °c 5 dakika

Bekleme 4 ¢ o —

Amplifikasyon iiriinleri PCR program bittikten sonra +4 C’ de saklandi.

3.4.3.4. Agaroz jel elektroforezi

Gerekli alet ve kimyasal listesi:
o Yatay elektroforez

o Gii¢ kaynagi
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. Mikrodalga firin

o Erlenmayer

° Meziirler (50 ml, 100 ml, 500 ml)

° Pipetler (2ml, 1,5 ml, 10 ml)

. Pens ve ¢esitli boyutlarda cam siseler

o Agaroz (Sigma, A5093 Lot 51K01131)

o Etidyum bromur (Sigma)

o Orange G (Biological Industries Lot 204804)
o DNA markir (Fermentas, O’Range Ruler 100bp DNA Ladder)
o Deiyonize su

. Goriintiileme cihazi

. Hassas tarti

. pH metre

VHL gen i¢in arastirdigimiz bolgelerin PCR iiriiniinde amplifiye olup olmadiginin
kontrolii i¢in, %2’lik agaroz jelde PCR {iriinleri yiiriitiildii. Elektroforez tabaginin igine,
PCR koyabilecegimiz kuyucuklarin olusmasi i¢in taraklar yerlestirildi. 100 ml’lik erlen
icine, 2 gr agaroz ve 100 ml 0.5XTBE konulup mikrodalga firinda 1sitilarak eritildi.
Berrak goriiniim saglaninca, 16 mikrolitre etidyum bromiir eklenip karistirildi ve
hazirlanan tabaga dokiildii. Jel donmasi icin beklendi. Jel donduktan sonra 6rnekler jele
yiiklenirken, bir parca parafilm iizerine 5 mikrolitre orange G ve 5 mikrolitre PCR
iriinii kanistirilip, jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Elde edilen PCR iiriinlerinin dogru
amplifiye olup olmadigini kontrol etmek icin, her jele marker yiiklendi. 120 volt akimda

yiirtidiikten sonra jel goriintiileme sistemi ile incelendi.

3.4.3.5. PCR iiriinlerinin 1. saflagtiriima islemi

Bu islem PCR sonrasi yapilir ve PCR f{iriiniin icerisindeki fazla PCR bilesenlerinden
ayrilmasini saglar. Herhangi bir ticari purifikasyon kiti ile yapilabilir. Purifikasyon i¢in
FERMENTAS GENEJET PCR PURIFICATION KIT kullanildi.

. PCR f{irtiniiniin tizerine 20 pl.binding buffer eklendi.
. Bu islem sonrasinda PCR iiriiniiniin renginin sartya donmesi beklenir. Eger renk

sartya donmezse 10 pl 3M Sodyum Asetat eklenir.
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. PCR firiiniiniin {izerine 20 ul izopropanol eklendi.

. Pipet ile karistirildiktan sonra 6nceden hazirlanmis filtreleri igerisine yerlestirilmis
receiver tiiplere aktarildi.

. 13.000 rpm de 30 saniye santrifiij edildi..

. Ornegin iizerine 700 ul Wash Buffer eklendi..

. 13.000 rpm de 30 saniye santrifiij edildi.

. Receiver tiiplerinin alt1 bosaltildi.
. Filtreler tiiplere tekrar konuldu ve 13.000 rpm de 1 dakika kuru santrifiij yapildi.
. Filtreler 1,5 mI’lik eppendorf tiiplerine alind1.

. Uzerine 50 ul Elution Buffer eklendi.
. 13.000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi ve sonrasinda filtreler atild1.

3.4.4. Cycle sequencing

En ¢ok kullanilan yontem dideoksi metodudur. Buna zincir sonlandirma metodu da
denir. DNA 4 deoksiribonukleotid trifosfat ( dATP, dCTP, dGTP, dTTP) molekiiliiniin
birbirine baglanmasiyla olusan dev bir polimerdir. Her yeni niikleotid bir 6nceki
niikleotidin 3' OH ucuna eklenir. Dideoksinukleotid trifosfat (ddNTP) ise 3' OH ucu
icermez. Dolayisiyla bdyle bir molekiil zincir uzamasini durdurur ve zincirin son
niikleotidini olusturur. Dizisi saptanacak DNA tek dizi halinde hazirlanir. Bu kalip DNA
yanina 4 deoksiribonukleotidden de (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) bol miktarda igeren bir
karigim; her biri ayr1 fluoresan molekiille isaretlenmis ve dolayisiyla ayri renkler veren 4
dideoksiribonukleotid trifosfat (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) igeren bir karisim ve
DNA Polimeraz eklenir. Deoksiribonukleotidler baglandik¢a zincir uzamaya devam eder.
Rastlantisal olarak dideoksiribonukleotid baglandiginda zincir uzamasi durur. Bu yolla
farkli boyutlarda bircok DNA parcast elde edilir. Sonraki asamada karigim, molekiilleri
boylarina gore ayiran jel elektroforezi ile birbirlerinden ayrilir. Jel {izerindeki degisik
fluoresan renkler veren bantlar izlenerek dizi analizi ger¢eklestirilir. Daha sonraki agsama
ise analiz edilen dizilerin okunmasi asamasidir. Uzun dizi bilgisi elde edebilmek i¢in, kisa
okumalarin birbiriyle birlestirilmelerinde bilgisayara gereksinim duyulur.

PCR islemi sonrasinda elde edilen iiriinler birinci saflastirma islemi sonrasinda

asagidaki maddeler ile karistirilarak cyle sequencing miksi hazirlanir. Bu islem bir kit
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yardimi ile yapilmaktadir ve bu kit icerisinde sonlandirict niikleotitler icermektedir
(ABI Prism V3.1 BIG-DYE TERMINATOR KiT).
Bu asamada;
. 8 ul Big Dye PCR tiiplerine dagitilir
. Her tiip i¢in 7,5 pl ultra saf su
. 0.5 pl Forward veya Reverse primer kullanilir (Dizide taranacak bolgeye uygun
olarak tasarlanabilir)
. 4 ul purifiye PCR {iriinii kullanilir
. Total volume 20 pl dir.
. Bu PCR miksi ABI PRISM 9700 PCR cihazinin perkin elmer Big Dye

Terminator programi ile baslatilir.

izlenen PCR programi
—
Denatiirasyon 96 °¢ 10 saniye
Baglanma 50 °c 5 saniye 25 dongii
Uzama 60 °c 4 dakika
Bekleme 4 %% w
7

3.4.4.1. Ikinci saflastirma islemi (Zymo DNA Sequencing Clean-Up Kit)

Bu islem cycle sequencing asamasindan sonra yapilir. Ortaya ¢ikan PCR iiriiniiniin
icerisindeki floresan isaretli ddNTP’leri ve diger PCR bilesenlerini ortamdan
uzaklastirmak amaciyla yapilir. Herhangi bir ticari purifikasyon kiti kullanilabilir. Bu
islem i¢in Zymo Research DNA Sequencing Clean Up Kit kullanildi.

. PCR cihazindan ¢ikarilan 6rneklerin tizerine 240 pl Binding buffer eklendi.

. Pipet ile karigtirildiktan sonra filtreleri icerisine yerlestirilmis receiver tiiplerin
igerisine Ornekler aktarildi.

. 13.000 rpmde 30 saniye santrifiij edildi.

. Ornegin iizerine 300 pl Wash buffer eklendi.

. 13.000 rpm de 30 saniye santrifiij edildi.

. Filtreler receiver tliplerden alinarak 1,5 ml eppendorf tiiplerine yerlestirildi
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. 20 ul Elution buffer eklendi
. 13.000 rpm de 30 saniye santrifiij edildi.
. Santrifiij sonrasi filtreler atildi. Elde edilen {irtinler dizi analizi islemi i¢in cihaza

yiiklenmeye hazir hale geldi

3.4.5. Orneklerin cihaza yiikleme asamasi

ABI 310 igin; plate hazirlandi ve her 6rnekten 10 mikrolitre plate aktarildi ve 5
dakika denaturasyon sonrasi plate buzda 2 dakika bekletildi

Cihazda belirli yonergeler izlenerek Ornekler yiiriitiildi. GeneMapper yazilim
programi kullanilarak her ornek i¢in analiz yapildi. Chromas Programi kullanilarak,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov adresine girilip normal dizi ile karsilastirildi.
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4. BULGULAR

Calismaya bobrek tiimorii 6n tanisi ile dahil edilen 40hastanin 20’1 erkek 20’si kadin
idi. Bu hastalardan kadinlarin 3’tinde, erkeklerin ise 1’inde patoloji sonucu bobrek
hiicreli timor dist patoloji ( 1 hasta eozinofilik hiicreli multipl renal neoplazm, 1 hasta
onkositom, 1 hasta {rotelyal karsinom invaziv yiikksek dereceli, 1 hasta
anjiomiyolipoma) gelmesi nedeniyle ¢alisma dis1 birakildi. Kontrol grubunda ise toplam
hasta sayis1 37, erkek sayis1 21, kadin sayisi ise 16 olarak saptandi. Hasta grubunda yas
ortalamas1 59, kontrol grubunda 61 olarak belirlendi. Ortalama viicut kitle indeksi hasta
grubunda 26,318, kontrol grubunda ise 27,51 olarak belirlendi. Hasta ve kontrol
grubunun iire-kreatinin, karaciger fonksiyon testleri ve baslica hemogram degerleri

ortalamasi tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo: 12. Calismaya alinan hastalarin biyokimyasal degerleri

Hasta Grubu Kontrol Grubu
Ure 42,3 41
Kreatinin 1,03 1,12
ALT 23,5 20
AST 23,3 21,6
WBC 8611 7306
HG 12,7 13,3
HCT 39,1 40,7
PLT 266388 273513

Calismaya dahil edilen hastalarin 24’{inde tiimoriin sol tarafta, 12’sinde ise sag
tarafta oldugu goriildii. Hastalarin 29’una agik radikal nefrektomi, 5’ine agik parsiyel
nefrektomi, 2’sine ise laparoskopik radikal nefrektomi yapilmistir. Hastalara yapilan

cerrahi tedaviler grafik 1’de gosterilmistir.
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Grafik 1. Hasta grubuna yapilan cerrahi tedaviler
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Timorlerin 2002 TNM evrelemesine gore dagilimi incelendiginde sirasiyla 8 (%22)
hastada T1a, 11 (%31) hastada T1b, 3 (%8) hastada T2, 9 (%25) hastada T3a, 3 (%8)
hastada T3b, 2 (%6) hastada ise T4 olarak saptandi. Evre T3c olarak degerlendirilen
hasta yoktu. Hastalarin 28’1 (%78) NO, 5’1 (%14) NI, 3’1 (%8) ise N2 olarak
degerlendirilirken 5 (%14) hasta M1 olarak tespit edilmistir (Grafik2—3-4).

QGrafik 2. Timorin T Evresi
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Grafik 3. Tumorin N Evresi
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Tiim bobrek spesmenleri histolojik olarak UICC ve AJCC siniflandirma sistemi ile
incelendiginde 18 (%50) hastada seffaf hiicreli BHT, 3 (%8,3) hastada kromofob hiicreli
BHT, 3 (%8.,3) papiller tip 1 BHT, 2 (%S5,5) miisinoz tiibiiler igsi hiicreli BHT, 1
(%2,7) hastada papiller tip 2 BHT, 1 (%2,7) hastada siniflandirilamayan BHT, 1 (%2,7)
hastada skuamdéz hiicreli karsinom, 1 (%2,7) hastada sarkomatoid BHT, 1 (%2,7)
hastada multilokiiler kistik BHT ve 5 (%13,8) hastada mikst tip BHT saptanmistir
(Grafik 5).
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Grafik 5. Timor spesmenlerinin histolojik incelemesi

181
1617 |
1417
127
1017 |
81|
61 |
477
217
0
O Seffaf Hiicreli BHT OKromofob BHT
OPapiller Tip 1 BHT O Miisindz Tiibiiler igsi Hiicreli BHT
O Papiller Tip 2 B Siniflandirilamayan BHT
0O Skuamoz Hiicreli Karsinom OMikst Tip
B Sarkomatoid BHT O Multilokiiler Kistik BHT

Hastalarin Fuhrman derecelendirmesine gore yapilan degerlendirmede, 1 (%4,5)
hastada derece 1, 8 (%36,3) hastada derece 2, 7 (%31,8) hastada derece 3, 6 (%27,2)
hastada derece 4 olarak tespit edilmistir.

Spesmenler multifokalite agisindan incelendiginde 3 (%8,3) hastada 1’den fazla
timor odagt oldugu saptanmigtir. Timorler psddokapsiil varligi  agisindan
incelendiginde ise 16 (%44,4) hastada psodokapsiil saptanmustir.

Spesmenlerin cerrahi sinir tiimoér devamliligr agisindan incelenmesi ile 4 (%11,1)
hastada pozitiflik bulunmustur. Bu hastalardan biri Tla hastaya yapilan parsiyel
nefrektomi sonucu goriiliirken, diger tigli T3a ve {izeri evre hastalardir.

Kontrol grubu hastalar tan1 agisindan incelendiklerinde 18 (%48,6) hasta tirolitiazis,

11 (29,7) hasta benign prostat hiperplazisi, 3 (%S8,1) hasta iiretra darlig1, 3 (%8,1) hasta
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inkontinans, 1 (%2,7) hasta hidronefroz, 1 (%2,7) hasta ise nonfonksiyone bobrek
olarak tespit edilmistir.

Hastalarin genetik inceleme sonuglar1 incelendiginde ise toplam 6 hastada
heterozigot degisiklik (2 hastada 167. kodonda glutamin aminoasidinde degisiklige yol
acmayan Q167Q, ve 181. kodonda valin aminoasidinde degisiklige yol agmayan V181V
birlesik heterozigotlugu; 2 hastada 61. kodonda prolin aminoasidinde degisiklige yol
agmayan P61P heterozigotlugu; 1 hastada 129. kodonda 16sin aminoasidinde degisiklige
yol agmayan L129L heterozigotlugu; 1 hastada 61. kodonda prolin aminoasidinde
degisiklige yol agmayan P61P heterozigotlugu)  goriilmiistir (Sekil 4). Bu
degisikliklerin hi¢ birisi aminoasit degisikligine neden olmamistir. Bunlardan bir tanesi
(P61P  heterozigot degisiklik) daha O©nceden 1s5030651 polimorfizmi olarak
tanimlanmakla birlikte digerleri hakkinda polimorfizm veya mutasyon olup olmadiklari
konusunda heniiz bir veri bulunmamaktadir (Grafik 6). Heterozigot degisiklik saptanan

hastalarin detayl1 bilgileri ise tablo 13’de verilmistir.

Sekil 4: Heterozigot degisiklik goriilen alanlarin VHL proteini iizerinde fonksiyonel

alanlar ile birlikte gosterimi

61 129 164 181
-y i b
e w.‘ :L 114 155 83 204 213
i T ROE
: : | FlonginC boflanma
: m— :
g Gekirdelden iy :

Timdr baslalama
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Sekil 5: Ornek Gériintiiler

CTG- CTT (L129L) Heter021got deglslkhk

‘“A‘ “ )

GTC GTA (Vl 81V) Heter021got deglslkhk

CCC-CCG (P61P) Heterozigot degisiklik(Ayn1 zamanda rs5030651 adi ile bilinen bir
polimorfizmdir.)

el
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Tablo: 13. Heterozigot degisiklik saptanan hastalar.

V9 V12 V15 V18 V19 V35
Cinsiyet Erkek Erkek Kadin Erkek Erkek Kadin
Yas 69 48 73 69 78 61
Meslek Memur Memur | Ev hanimi | Memur | Memur Ev hanimi
BMI 24,6 17,5 27,8 29,6 27 29,5
Heterozigot | P61P Q164Q | Q164Q V181V | P61P L129L
degisiklik Ekzon1 |V181V | V181V Ekzon 3 | Ekzon 1 Ekzon 2
Ekzon 3 | Ekzon 3
Sigara + + - - - -
Ailede kanser | - - - - - -
ykiisii
Timor tarafi | Sol Sol Sag Sag Sol Sag
T Evresi 1b 3a 1b 1b 3b 2
N Evresi 0 1 0 0 0 0
M Evresi 0 1 0 0 0 0
Psodokapsiil | + + + + - -
Cerrahi sinir | - - - - - -
Multifokalite | - - - - - -
Histoloji Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf Miisindz
hiicreli hiicreli hiicreli hiicreli | hiicreli tiibliler
BHT BHT BHT BHT BHT, 18s1
Sarkomatoi | hiicreli
d icerik karsinom
Fuhrman 3 3 2 3 4 2
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5. TARTISMA

Von Hippel-Lindau geninin 1990’11 yillarin baslarinda tanimlanmasinin ardindan
metastatik bobrek tiimorii tedavisinde ortaya ¢ikan gelismeler dikkat ¢ekicidir. Ozellikle
son 10 yilda HIF yolagimin tanimlanmasi ile hedefe yonelik tedavilerin ortaya ¢ikmasi
ve hasta yasam siirelerine olan katkilar1 metastatik bobrek tiimori tedavisinde ¢igir
acmistir. Ancak tiim bu gelismelere ragmen metastatik bobrek hiicreli tiimorii bulunan
hastalarin ¢ok biiyiik bir boliimii hayatlarin1 kaybetmektedir. Bu nedenle VHL geninin
fonksiyonlarinin, mutasyonlarimin ve fenotip iliskilerinin daha net olarak ortaya
konmasi1 daha etkili tedavi segeneklerinin ortaya konmasini saglayacaktir.

Bu caligmada sporadik bobrek tiimorii tanisi alan hastalarin VHL gen mutasyonlari
ortaya konulmaya calisilmis ve fenotip genotip iliskisi kurulmasi amaglanmistir. Bu
konuda bugiine kadar yapilan calismalarda farkli sonuclar elde edilmistir. Gnarra ve
arkadaglar1 98 hastanin 56’sinda (%57) VHL mutasyonu saptamislardir (185). Benzer
calismalarda Shuin ve arkadasglart 39 hastanin 22’sinde (%56) (186), Foster ve
arkadaslar1 56 hastanin 30’unda (%46) (187), Brauch ve arkadaglari 151 hastanin
68’inde (%45) (188), Hamano ve arkadaslari 59 hastanin 25’inde (%42.,4) (189),
Schraml ve arkadaslar1 113 hastanin 38’inde (%34) (190) ve Gimenez ve arkadaslar1 96
hastanin 21’inde (%21,9) mutasyon saptamislardir (191). Bu calismalarda genetik
incelemeler timor spesmenlerinde yapilmistir. Bizim g¢alismamizda hastalarin hig
birisinde daha onceden belirlenmis mutasyonlarin saptanmamasi, sadece heterozigot
degisiklikler bulunmasi hasta sayisinin kisitli olmasindan veya tiimor dokusu yerine
hasta kan orneklerinden inceleme yapmis olmamizdan kaynaklanabilir.

SSCP (single-strand conformation polymorphism) gibi basit ve kolay tekniklerin
diisiik duyarliligi bazi ¢aligmalarda mutasyonlarin belirlenmesinde yetersizlik nedeni
olarak bildirilmistir (194). Ancak bizim c¢alismamizda giivenilirlik orani %98’in
tizerinde olan dizin analizi kullanilmis olmasi1 bu olasilig1 diglamaktadir.

VHL gen mutasyonunun %17,9 olarak saptandig1 bir baska ¢alismada VHL gen

mutasyonu goriilmeden ortaya ¢ikan bobrek tiimorlerinde mutasyonlarin bir kismimin
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diger timoér siipresor alanlardan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (192). VHL
ekspresyonunda degisiklige neden olmayan, VHL lokusu komsulugunda ve kromozom
3 kisa kolunun farkli yerlerinde heterozigosite kaybi ile kendini gosteren bu alanlarda
timor supresor genler olabilir ve VHL geni ile beraber bdbrek tiimori
karsinogenezinden sorumlu olabilecegi belirtilmistir. Literatiirde sporadik BHT
hastalarinda VHL promotor bdlgesinde goriilen hipermetilasyon orant %11-19 olarak
belirtilmistir (193). Calismamizda hastalarda mutasyon saptanmamasina ragmen timor
olusmast VHL geni disinda diger timor supresor genlerdeki degisikliklere, VHL
genindeki promotor bdlgesindeki mutasyonlara veya VHL geninin metilasyon paternini
degistiren durumlara bagli olabilir.

Yapilan ¢alismalarda bu giine kadar tiimor boyutu, niikleer derece veya evre (pT, pN,
pM) gibi patolojik parametreler ve klinik bulgular ile VHL gen degisiklikleri arasinda
istatistiksel anlamli fark bulunamamaistir. Ancak bazi otdrler VHL gen degisiklikleri ile
evre pT3 arasinda iliski olabilecegini belirtmislerdir (188). Promotor bdolgenin
mutasyonlarinin daha kii¢iik timor ve daha diisiik niikleer grade, ekzon 3 anomalilerinin
ise daha biiyiik tiimdr, daha yiiksek niikleer grade, daha ileri evre ve daha agresif timor
ile iliskili oldugunu gosteren galigmalar da mevcuttur (194). Bizim ¢alismamizda da her
ne kadar hasta sayis1 az olsa da heterozigot degisiklikler ile diger parametreler arasinda

iligki saptanmamugtir.
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6. SONUC

Literatiirde tilkemizde sporadik bobrek tiimorlii hastalarda VHL gen mutasyonlarinin
veya polimorfizmlerinin arastirildigi herhangi bir calisma yoktur. Calismamizda
hastalarin hi¢ birisinde VHL mutasyonunun saptanmamis olmasi Tiirklerin genetik
yapisindaki farkliliktan kaynaklaniyor olabilir. Yurtdisi kaynakli ¢alismalar ile
kiyaslandiginda hasta sayisinin az olmasi da yine hi¢ VHL mutasyonu saptanmamasina
neden olarak gosterilebilir. Gelecekte saglikli Tiirk popiilasyonunda VHL gen
polimorfizmlerinin saptanmasinda ve timor dokusu c¢alismalari ile birlestirilerek

mutasyonlarin tanimlanmasinda 6nciiliik edecek bir ¢alisma olarak diistiniilmektedir.
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