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1. GIRIS VE AMAC

Renal hiicreli karsinom renal epitelden kaynaklanan, genotipik ve fenotipik olarak
degisiklik gosteren, farkli tiimorlerin olusturdugu bir hastaliktir. Hastaligin
insidans1 gittikge artmakta olup, geg teshis edilmesi ve ancak sinirli bir grup hasta
icin etkin tedavilerin bulunmasi, bu konudaki bilgi a¢igimizin derecesini ortaya
koymaktadir. Yeni tedavi yontemleri i¢in etyolojisinde ve tanisinda énemli olan
molekiillerin bulunmas1 gerekmektedir (1).

Noropeptitler ve noropeptitlerin hidrolizinden sorumlu olan enzimlerin kanser
patogenezindeki rolii yakin donemde anlasilmaya baslanmis olup (2), renal hiicreli
karsinomdaki 6nemi tam olarak bilinmemektedir. Substans P (SP), 11 aminoasitlik
bir noropeptittir ve hem ndronal hem de néron disi hiicrelerde bulunur. Duyusal
sinir sonlanmalarinda SP, Kalsitonin geni ile iliskili peptit (CGRP) ya da
Vazoaktif intestinal peptit (VIP) ile birlikte yer almaktadir (3,4).

SP’nin kanser gelisimi ve prognozu lizerine etkisi tam olarak anlagilamamuistir.
Bir takim ¢alismalarda SP’nin mitojenik etkisinin kanser gelisiminde rol oynadigi
one siiriilmiistiir. Ornegin SP Neurokinin 1 reseptdrlerini aktive ederek melanom
hiicrelerinin ¢ogalma hizinin artmasina neden oldugu gosterilmistir (5). Diger
taraftan ise duyusal sinirlerdeki SP’nin bosaltilmasinin meme kanseri metastazini
arttirdigr gosterilmistir (6,7). Ayrica SP ya da analoglar ile tedavinin melanom,
kiiclik hiicreli akciger karsinomu, kolon kanseri ve prostat kanserinde bilylimeyi
yavaslattigin1  gOsteren ¢alismalar bulunmaktadir (8-10). Bulgulardaki bu
farkliliklar ek faktorlerin, SP’nin etkisini degistirebilecegini diisiindiirmektedir.
SP’yi biyoaktif fragmanlarina pargalayan enzimler bu faktorlerden biri olabilir.
Yaptigimiz bir 6n ¢alismada, SP’nin Neprilisin (Cluster Designating tabanli timdr
belirteci - CD10) ile hidrolizi sonucu ortaya ¢ikan fragmanlarin meme kanseri
hiicrelerinin  ¢ogalmasin1  yavaglattigi  gozlendi (yayinlanmamis bulgular).
Dolayistyla SP diizeyi yaninda SP’yi pargalayan peptidazlarin aktivitesindeki
degisim patolojide ve prognozda rol oynayabilir.

SP hidrolizinden sorumulu olan en 6nemli peptidaz CD10’dur. CD10’un kanser
gelisimindeki roliinii inceleyen c¢alismalar bulunmaktadir. Ornegin akciger

kanserinde, CDI10 aktif oldugu membranda degil de inaktif durumda oldugu



sitoplazmada lokalize olmasi1 kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (11). Renal
hiicreli karsinomda CD10 ile yapilan ve diizey artisindan bahseden pek cok
calisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda diizey artisi kotii prognoz ile
iligkilendirilmistir. Calismalar daha yakindan irdelendiginde ise bahsedilen artisin
sitoplazmada oldugu ve hiicre zarmin iizerindeki ekspresyonunun kayboldugu
gozlenmektedir (12). Arastirmacilar bu nokta iizerinde durmamis ve aktivite
testleri yapmamistir. Diizey artist yanhis olarak fonksiyon artisi olarak
degerlendirilmistir. Bu noktanin acgiklifa kavusturumasi tedavi ve prognoz
acisindan ¢ok onemlidir. Hipotezimiz CD10 aktivitesindeki kaybin SP’nin de
icinde oldugu mitojenik peptitlerin hidroliz edilememesine neden oldugu ve timor
gelisimini tetikledigidir. Bu amagla CD10 lokalizasyonu ve aktivitesindeki
degisiklikle SP diizeyi arasindaki iligki renal hiicreli karsinomda caligilmistir.
Calismada lizerinde durulan ikinci enzim bir disintegrin ve metaloproteaz olan
ADAMI10’dur. Yakin donemde ADAMI10’unda CD10 gibi SP’yi ve bazi
mitojenik peptitleri pargaladigi bulunmustur (7). Dolayisiyla ADAMI10’daki
fonksiyon kaybi malign transformasyona neden olabilir. Bu ¢alismada bu baglanti
arastirilmistir. ADAM ailesinin 50°den fazla tliyesi oldugu bulunmustur ve her bir
tiyenin kendine 6zgii fonksiyonlar1 vardir (13). Bu aileden ADAM ADAM-8, -17,
-19, -28, ADAM-TS1 ve ADAM-TS2’nin varlig1 ve prognozla iligkisi mRNA
diizeyinde renal hiicreli karsinomlarda ¢alisilmistir (14). ADAMI1O ile ilgili olarak
renal hiicreli kanser hiicre dizilerinde yapilmis bir calismaya rastlanmistir ve bu
calismada ADAMI10’un sitoplazmaya lokalize oldugu gosterilmistir (15).
Bildigimiz kadariyla bu ¢alisma, ADAMI10 protein diizeyini ve aktivitesini renal
hiicreli karsinomlarda inceleyen ilk ¢aligmalardan biridir. ADAM10’un SP’yi anti-
tiimoral etkili bioaktif fragmanlarma hidroliz ediyor olmasindan yola cikarak,
renal hiicreli kanserlerde hiicre zarindaki ADAM10 ekspresyonun azalmasinin ve
aktivite kaybinin patoloji ve prognozla iliskili oldugu 6ne siirtilmiistiir.

Calismada nefrektomi sonrasi taze timoér dokusu ve normal bobrek dokusundan
alian ornekler sivi nitrojen i¢ine dondurularak -80 derecede saklanmistir. Enzim
ve peptit diizey tayini i¢in iki ayr1 ekstraksiyon yontemi kullanilmistir.

Enzim aktivitesinin tayini i¢in dokular once %1 deterjan eklenmis (Triton-X)

Anaspec Alpha secretaz assay soliisyonunda sonikator kullanarak buz iginde



homojenize edilmis ve 2 saat buzda bekletilmistir. Coktiiriildiikten sonra
siipernatanlar1 alinarak enzim aktivitesi i¢in kullanilmistir. Bu protokol daha 6nce
mide dokularinda denenmis ve olumlu sonuglar alinmistir. ADAMI10 aktivitesini
Olemek ic¢in alfa sekretaz aktivitesini Olgen kitin protokolii kullanilmigtir. CD10
aktivitesi i¢in florometrik substratin kullanildig1 daha 6nce tanimlanmis ve bizim
de kullandigimiz yontem kullanilmistir (16).

Calismada SP diizeyindeki degisimin SP’ye 6zgiil olup olmadiginin belirlenmesi
icin, SP ile birlikte bulunan diger peptitlerin diizeyindeki degisimlerin incelenmesi
de amaglanmistir. Bu peptitlerden en yaygin olant CGRP ve VIP diizeyindeki
degisiklikler de calisilmistir. Ayrica bu peptitlerin renal hiicreli karsinomda
diizeyini gdsteren ¢aligmalar bulunmamaktadir ve bizim ¢alismamizla bu konudaki

bilgiler genislemistir.

Enzimlerin lokalizasyonunu belirlemek i¢in parafine alinan dokularda Patoloji
Anabilim Dali’nda immunohistokimya ile boyama yapilmistir. Alfa-sekretaz
aktivitesi gosteren ADAM ailesine ait ADAM9 ve ADAMI17 bulunmaktadir.
Olgtiigiimiiz aktivitenin ADAM10’a ait olup olmadigini gdsterebilmek i¢in bu
enzimlerin varligr da immiinohistokimya kullanilarak arastirilmistir. Toplam 60
vakadan tiimor ornekleri incelenmistir. Her vakadan 3 blok (tiimorlii alan, tiimor-
kenar kavsagi ve 2 cm uzakligindaki normal goriiniimlii bobrek dokusu) ayr1 ayri
degerlendirlmistir. Caligmanin sonunda, ¢alisilan parametrelerdeki degisikliklerin,

renal hiicreli karsinomun histolojik derece ve alttipi ile iligkisi incelenmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. insidans

Renal hiicreli kanser erkeklerde 7. kadinlarda ise 9. en sik gozlenen tiimordiir.
Tim kanserlerin erkeklerde %4 kadinlarda %3’iinli olusturmaktadir. Erkek/Kadin
goriilme oram 1.6’dir (17). Insidans1 7. dekadda en {ist diizeye ulasir (18,19).
Avrupa’nin bati, dogu ve kuzeyinde, Kuzey Amerika ve Avustralya’da daha sik
goriilmektedir. Japonya hari¢ Pasifik bolgeleri ve Afrika’da insidansit diistiktiir (20).
Goriintiileme yontemlerindeki gelismelerle birlikte diinya capinda insidansi yillik
olarak beyaz erkeklerde %?2.3, kadinlarda %3.1; siyah erkeklerde %#4.3 kadinlarda
%3.9 artis gostermektedir (21). GLOBOCAN verilerine gore 2002 yilinda tiim
diinyada 208.000 bobrek kanserli yeni hasta ve bu hastalik nedeniyle 102.000 6liim
bildirilmistir (20). Bobrek tiimorleri %40°tan fazla 6liim oraniyla iirolojik tiimorlerin
en letal olamidir (17). Renal hiicreli kanser tiim renal kanserlerin %85 ini
olusturmaktadir (22). ilk tamda yaklasik olarak hastalarin %20-30’u metastatik iken
klinik lokalize renal hiicreli kanser nedeniyle nefrektomi uygulanan hastalarin %20-
40’mmda daha sonra metastaz gelismektedir (23). Renal hiicreli kanser g¢ocukluk
cagindaki tiim bdbrek tliimorlerinin  %?2.3-6.6’sm1  olusturmaktadir. Cocuklarda
ortalama goriilme yas1 8-9’dur. Erkek ve kiz cocuklarda esit oranda goriliir.
Evrelemelerine gore degerlendirildiginde ¢ocuklar eriskinlere oranla tedaviye daha iyi

yanit verirler (24-27).

2.2. Risk Faktorleri

Sigara kullanimi1 renal hiicreli kanser i¢in kesin risk faktoriidiir (18,19). Sigara
icenlerde igcmeyenlere gore 1.6-2.3 kat daha fazla renal hiicreli kanser gelismektedir
(28). Goreceli olarak risk sigara igme stiresi ile iligkilidir ve sigara birakildiktan sonra
azalmaktadir (29-31). Sigara icilen ortamlarda sigara dumanina maruz kalanlarda aym
risk mevcuttur (28). RHK icin en 6nemli koruyucu oOnlem sigara kullaniminin
sonlandirilmasidir (32).

Viicut kitle indeksi yliksek olanlarda RHK goriilme riski 2 kat artmaktadir.
Obezitenin ciddiyetiyle dogru orantili olan bu iligkili kadinlarda daha belirgindir (19).
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Hipertansiyon etyolojik faktorler arasinda etkindir (18,19). RHK’ya bagh
mortalite hipertansiyonun eslik ettigi hastalarda daha yiiksek orandadir (33).

Protein ve yagdan zengin beslenme RHK riskini yaklasitk 1.5 kat
arttirmaktayken meyve ve sebze tilketimi RHK riskini azaltmaktadir (34).

Sedanter tip hayat diger bir risk faktoriidiir (35).

Asbest, kadmiyum, petrol iirlinleri, organik ¢oziiciiler ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlarla ¢alisan meslek gruplar risk altindadir (36).

Kronik bobrek yetmezligi nedeniyle hemodiyaliz uygulanan hastalarda RHK
insidans1 daha yiiksektir (37).

Iyonize radyasyona maruziyet ikincil bobrek kanserlerine yol acabilmektedir
(38). Von Hippel Lindau ve tuberoz skleroz RHK riskini arttiran gen mutasyonlaridir
(39). Ozellikle 3. vell. kromozomlarda spesifik translokasyonlar etyolojide yer alir

(40).

2.3. Patoloji

RHK genel olarak infiltratif gorliinimde yuvarlak ya da ovaloid yapidadir.
Cevresine yaptig1 baski nedeniyle komprese olmus parankim ya da fibrotik doku ile
birlikte gozlenebilir (31). Kesitlerinde igerisinde hemorajik, nekrotik ya da fibrotik
alanlarin eslik ettigi sari-kahverengi tiimor dokusu gozlenir. Ayrica kesitlerde linear
veya plak seklinde kalsifikasyonlar, kistik dejenerasyonlar da gozlebilir. Son yillarda
immunhistokimya, sitogenetik ve molekiiler genetik c¢aligmalarin getirdigi bilgi
birikimi sonucu RHK siniflamasinda hizli gelismeler ortaya c¢ikmistir. Geleneksel
olarak 4 gruba ayrilan RHK’da sarkomatoid lezyonlar ayri1 bir tiirden c¢ok diger
histolojik tiplerin derivesi olan kotli differansiye elemani olarak kabul edilmistir.
Histolojik o6zellikleri esas alinmak suretiyle gruplanmis olan RHK’nin 2004 yilinda

Diinya Saglik Orgiitii'ne (DSO) gore simiflamasi su sekildedir :

. Seffaf hiicreli renal hiicreli karsinom

. Multilokiiler seffaf hiicreli renal hiicreli karsinom
o Papiller renal hiicreli karsinom

o Kromofob renal hiicreli karsinom

. Bellini’nin toplayici kanal karsinomu

o Renal mediiller karsinom
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o Xpl1 translokasyon karsinomlari

. Noroblastom ile beraberlik gosteren renal karsinom
. Miisinéz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinom

. Renal hiicreli karsinom, siiflandirilamayan

. Papiller adenom

. Onkositom

RHK siklikla unilateral ve sporadik olarak goriilmekle birlikte olgularin %3-
25’1 sporadik multifokal olarak goriilmektedir (41-43). Cesitli kalitimsal kanser
sendromlarinda bobrekler de tutulmaktadir (%1-2) ve tutulum genellikle bilateral ¢ok
sayida tiimor odaklar1 halinde izlenmektedir (44). Satellit lezyonlar genellikle kiiciik
olup ameliyat dncesi incelemede ve inspeksiyonla goriilmeleri oldukca zordur. Satellit
lezyonlar nefron koruyucu cerrahi (NKC) sonrasi lokal rekiirrense neden olan en

onemli faktordiir (45).

2.4. Evreleme

[lk RHK smiflamas1 Flocks ve Kadesky (46) tarafindan tiimoriin anatomik
uzanimlarina gore hazirlanmistir. Bu siniflamada tiimoriin renal kapsiille sinirlt olmast
evre 1, renal pedikiil ve/veya renal yag tutulumu evre 2, rejyonel lenf nodu tutulumu
evre 3 ve uzak metastazlar evre 4 olarak degerlendirilmistir. Robson ve ark. (47) tiim
lokalize RHK’lar1 tek bir grupta toplayan ve evre 1 olarak degerlendiren yeni bir
siiflandirma hazirladilar (Sekil 2.1). Bu siniflandirmada perirenal yag doku tutulumu
evre 2, renal ven veya inferior vena kava tutulumu evre 3A, lenf nodu tutulumu evre
3B, gerota fasyasini agmasi evre 4A, uzak metastaz evre 4B olarak degerlendirilmistir.
Genis kullanim alan1 bulan bu siiflandirma 1990°larin basinda yerini American Joint
Commitee on Cancer (AJCC) ve Union International Contra le Cancer (UICC)
tarafindan hazirlanan TNM sistemine birakmistir (48). Hastalar1 ¢ok daha iyi bir
sekilde simiflandirarak degisen prognozlara gore etkili bir sekilde alt gruplar olusturan
TNM siniflamas1 2010 versiyonu Tablo 2.1°de, evrelemesi Tablo 2.2°de verilmistir

(49-51).
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Evrelendirme (Modifiye Robson)

Evre |
Tumér kapsul iginde /v ,
,] G
Evre ll _
Perinefrik yag dokusu )
invazyonu

(Gerota iginde sinirli)

Evre lll

Rejyonel lenf nodlari ve/
veya renal ven ve kava
tutulumu

Evre IV

Komsu organa veya uzak
metastaz

Sekil 2.1. Bobrek tiimorlerinde modifiye Robson evrelendirmesi.

Tablo 2.1. 2010 TNM RHK siniflamasi.

e T:Primer tiimor

* Tx Primer timor saptamak igin veriler yeterli degildir.

* TO Primer tiimore ait kanit yok

* T1 Tiimor en biiyilik boyutu <7 cm , bobrek i¢inde smirlt

[J T1a Tiimor biiytk ¢ap1 <4 cm

[J T1b T{imor biiyiik cap1 >4 cm ama <7 cm

* T2 Tiimor en biiyiik boyutu >7 cm , bobrek icinde smirlt
T2a tiimor boyutu 7-10 cm , bobrek i¢inde sinirl
T2b timor boyutu >10 cm , bobrek iginde smirlt

* T3 Tiimor major venlere yayi1lmis veya perinefrik dokular1 tutmus ancak ipsilateral
stirrenal bezi tutmamistir ve gerota fasyasini agmamustir.

[0 T3a Tiimor perinefrik dokular1 , renal siniis veya renal veni tutmus.

[ T3b Tiimor V. Kava’yi diafragma altinda gros olarak tutmustur.

[0 T3c Timor V. Kava’y1 diafragma listlinde gros olarak tutmustur.

» T4 Timor gerota fasyasini agmistir veya direkt adrenal bez i¢ine invazyon yapmustir.
* N:Bolgesel Lenf Nodlar

* Nx Bolgesel lenf nodlarini saptamak i¢in veriler yeterli degildir.
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» NO Bolgesel lenf nodlarinda metastaz yok.

* N1 Tek veya birden fazla lenf nodunda metastaz vardir.

* M:Uzak Metastaz

» Mx Uzak metastaz1 saptamak i¢in veriler yeterli degildir.
* M0 Uzak metastaz yok.

» M1 Uzak metastaz var.
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Tablo 2.2. 2010 TNM RHK evrelemesi.

Hastalik karakteri Skor
Tiimér Lenf Nodu Metastaz Evre
Renal kapsiile sitmirh

<4 cm la 0 0 I

>4 cm - <7 cm 1b 0 0 I

>7 cm 2 0 0 I
Gerato faseas ile el | 0 0 m
Renal \;:tlltlu\;:zl)lf::uV.Cava 3b/c 0 0 I
Lenf nodu tutulumu 1-3a 1 0 I
Direkt organ invazyonu 4 Herhangi N 0 v
Metastatik Herhangi T | Herhangi N 1 v

2.5. Semptomlar

RHK bobreklerin retroperitoneal yerlesimi nedeniyle siklikla hastaligin dogal
seyrinin ileri donemlerine kadar palpe edilemez ve asemptomatik kalir (52). RHK’de
semptomlar kitlenin kendisine, paraneoplastik sendromlara ya da metastazlara bagh
olarak ortaya cikabilir. Spesifik olmayan ¢esitli semptom komplekslerinin
degerlendirilmesi esnasinda kullanilan invazif olmayan radyolojik goriintiileme
yontemleri sayesinde RHK’lerin %50°den fazlasi insidental olarak teshis edilir (52).
Klasik triad olan agri, makroskobik hematiiri ve palpe edilebilen abdominal kitle
hastalarin ancak %6-10"unda goézlenir (53,54).

Hematiiri en sik basvuru semptomudur. RHK hastalarimin  %50’sinden
fazlasinda goriiliir ve ancak toplayict sistem tutulmugsa bu bulgu vardir. Mikroskopik
hematiiri ise %63 hastada saptanabilmektedir. Piht1 gelisen hastalar kolik tarzi agr ile
bagvurabilirler. Yan agris1 kanamaya, ileri hastalik ya da ¢evre dokulara invazyona
bagli olabilir.

Fizik muayenenin RHK teshisinde rolii kisithidir. Abdominal kitle veya
servikal lenfadenomegali palpe edilebilir. Vendz tutulum veya kitle etkisine baglh
olarak bilateral alt ekstremite 6demi veya varikosel izlenebilir. Semptomatik
RHK’lerin yaklasik %30’unda paraneoplastik sendromlar bulunur. Paraneoplastik

sendromlara ait, izlenen en sik semptomlar hipertansiyon, kilo kaybi, gece terlemeleri,

noromiyopati, amiloidoz, artmis sedimentasyon hizi, anemi, polisitemi, anormal
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karaciger fonksiyonlari, hiperglisemi, kanama bozukluklari, hiperkalsemi ve buna
bagli olarak gelisebilen bulanti, letarji, derin tendon refleks artigidir (55,56).
Makroskobik veya mikroskobik hematiiri 6zellikle sigara tiiketimi olan 40 yas
lizeri hastalarda daha ayrintili incelenmelidir (57). Hastalarin %20’si metastatik
hastaliga bagl olusan kemik agrisi, persistan oksiirlik gibi direkt semptomlarla teshis

edilir (52).

2.6. Radyolojik Goriintiileme

RHK’nin tani, evreleme ve takibinde radyolojik goriintiilemeler giiniimiizde
artik hayati 6nemde rol almaktadir. Renal kitlelerin %60’dan fazlas1 ¢esitli nedenlerle
uygulanan abdominal goriintiilemeler esnasinda insidental olarak saptanmaktadirlar
(58). RHK daha siklikla kiiciik boyutlu, metastaz yapma olasilig1 diisiik kitle olarak
karsimiza ¢ikmakta bu sebeple adrenal bez koruyucu radikal nefrektomi, nefron
koruyucu cerrahi gibi bircok tedavi secenegi de kullanilabilir hale gelmektedir
(59,60). Gegmiste kullanilmakta olan konvansiyonel yontemler yerlerini
ultrasonografi (USG), bilgisayarli tomografi (BT) ve magnetik rezonans goriintiileme
(MRG) gibi yontemlere terk etmislerdir. Bu goriintiilleme teknikleri sayesinde bobrek
ve toplayict sistemin benign-malign lezyonlar1 ayiriminda ¢ok 6nemli bilgiler elde
edilebilmektedir.

USG invazif olmamasi, diger goriintileme yontemlerine gore daha ucuz
olmast nedeniyle hematiiri sikayeti ile bagvuran hastalarda siklikla ilk tercih edilen
gorlntiillemedir. RHK’lerin biiylik cogunlugu USG’de solid lezyonlar olarak
goriintiilenirler. Lezyonlarin biiyiik kism1 izoekoik (%86) karakterdedir. Hipoekojen
(%10) ve hiperekojen (%4) karakterler daha nadir goriintiilenir (61). USG ayrica NKC
uygulanmas1 esnasinda intra operatif de kullanilabilmektedir. Kitle sinirlarini ve
multifokaliteyi gostermede oldukca duyarhidir (62).

Spiral BT ve hemen ardindan ¢ok hizli ve voliimetrik tarama yapabilen ¢ok
kanalli BT (CKBT) teknolojisinin ortaya c¢ikmasiyla kiiciik bobrek kitleleri bile
karakterizasyon yapilarak goriintiilenebilmektedir (63). Primer tiimdriin ekstrarenal
uzanimlari, vendz tutulumlar, bolgesel lenf nodlar1 ve adrenal bez ile ayn1 zamanda

kontrlateral bobregin morfoloji ve fonksiyonu da degerlendirilebilir (64).
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BT ve MRG’nin solid renal lezyon saptamadaki basarilar1 birbirine oldukga
yakindir (65,66). MRG kontrast allerjisi ya da renal yetmezligi bulunan hastalarda
oncelikle tercih edilmelidir (67). Iyotlu kontrast madde kullanilmryor olmasi ve
iyonizan radyasyonun olumsuz etkilerinden sakiniliyor olmasi biiyilk avantaj
saglmakta, multiplanar goriintiilemesi ile hem renal lezyonlar1 hem de vaskiiler
invazyonu ¢ok iyi gosterebilmektedir (68-71).

Renal arteriyografi, inferior venakavografinin klinik kullanimdaki yerleri

sec¢ilmis vakalarla sinirlidir.

2.7. Renal Hiicreli Kanser I¢in Prognostik Faktorler

Prognostik faktorler anatomik, histolojik, klinik ve molekiiler olarak
siralanabilir (23).

RHK’in klasifikasyonu, prognostik ve prediktif bilgilerin elde edilmesi ve
kisiye 6zel kanser tedavisine olanak saglamak icin yeni molekiiler belirtecler tizerine
calismalar yapilmaktadir.

Anatomik faktorler tiimdr boyutu, yag doku tutulumu (72), adrenal invazyon
vendz invazyon, lenfatik invazyon, uzak metastaz varligi veya yoklugunu icerecek
sekilde TNM simiflamasinda agikga belirtilmistir (73, 74).

Histolojik prognostik faktdrler Fuhrman niikleer derecelendirmesi, histolojik
tip (75), sarkomatoid karakter, histolojik nekroz ve toplayici sistem invazyonunu igerir
(76,77).

Klinik degerlendirmede hastanin genel saglik durumu ile ilgili performans
(78), lokal semptomlar, kageksi ve trombosit sayimi (79) prognostik faktorlerdir.

Molekiiler prognostik belirtegler hipoksi indiiklenebilir yolak, proliferasyon,
hiicre siklusu, hiicre adezyonu ve digerleri basliklar1 altinda toplanabilir.

RHK’de anatomik, histolojik ve klinik prognostik faktorler, molekiiler
prognostik belirtecler Lam ve ark. tarafindan 2005 yilinda soyle uyarlanmistir (Tablo
2.3) (23):
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Tablo 2.3. RHK’da anatomik, histolojik, klinik prognostik faktorler ve molekiiler
prognostik belitegler.

Anatomik Prognostik Faktorler
Timor boyutu
Venoz tutulum
Tlimoriin ¢cevre dokulara yayilimi
Lenf nodu tutulumu
Adrenal bez tutulumu
Uzak metastaz
Histolojik Prognostik Faktorler
Tlimor derecesi
Histolojik nekroz
Histolojik tip
Toplayict sistem invazyonu
Sarkomatoid komponent varligi
Klinik Prognostik Faktorler
Performans durumu
Kaseksi
Lokal semptomlar
Trombosit sayisi
Molekiiler Prognostik Belirtecler
-Hipoksi indiiklenebilir yolak
CA IX, CA XII, CXCR4, VEGF, IGF-1
-Proliferasyon
Ki-67
-Hiicre siklusu
P53, Bcel-2, PTEN, Cyclin A, p27
-Hiicre adezyonu
EpCAM, EMA, E-cadherin, X-catenin, Cadherin-6
-Digerleri
Gelsolin, Vimentin, Ca 125, CD44,ADAM-10, Androjen resptorleri, Caveolin-1, VEGFR,
CXCL 16, B7-H1, Ki-67, Survivin, GLUT-1, Endoglin, ABCBI ve ABCCI
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Lokalize hastalig1 olan hastalarda nefrektomiyi takiben yiiksek relaps oranlari
cerrahi sirasinda belirlenemeyen mikrometastazlarin varligini gosterir (158). Esas olan
hangi hastalarin yiiksek rekiirrens riskine sahip oldugunu belirlemektir. Her evreden
RHK hastalarinda prognozu tahmin etmede bir ka¢ siniflandirma semas1 vardir. Bu
semalar lokalize RHK’da ameliyattan sonraki sonuglar1 dngdrmek ic¢in, metastatik
hastalikta genel sagkalimi tahmin etmek i¢in kullanilirlar (159). RHK’y1 molekiiler
diizeyde ¢oziimleme cabalari ve yeni belirteclerin kesfedilmesi hastaligin prognozu
gostermede yardimci olacak evreleme sisteminin kullanimina olanak saglayacaktir.
Hastaliksiz sagkalim ile bagimsiz olarak iliskili 5 belirte¢ vardir; Ki-67, p53, epitelyal
ve endotelyal VEGFR-1 ve epitelyal VEGFD (160).

Glnimiizde RHK’nin molekiiler haritas1 mevcut verilerle c¢izilmeye
baslanmistir. RHK i¢in dogru tani ve tedavide potansiyeli en dnemli iki biyolojik
belirtec CAIX ve VEGF dir. Yeni belirteglerin validasyonlarinin yapilmasina ragmen
hala en 1yi bilinen yol berrak hiicreli RHK ile VHL arasindaki iliskidir.

2.7.1. Anatomik prognostik faktorler

Patolojik evre RHK i¢in en dnemli prognostik belirtectir. Lokalize hastalikta 5
yillik sebep-spesifik sagkalim evre 1’de %90-100 ve evre 2’de %74-95 dir (23,80).
Hastalik-spesifik 5 yillik ve 10 yillik sagkalimlar pTla tiimdrler igin sirastyla %95.3
ve %91.4, pT1b tiimorler icin %81.6 ve %75.2 olarak bulunmustur (81). Evre 3 RHK
hastalarin sebep-spesifik 5 yillik sagkalimlar1 %60-70 araligindadir (80,82). Ozellikle
perinefrik veya renal sinlis yag doku invazyonu organ smurli tiimorlerle
kiyaslandiginda %15-20 oraninda sagkalimda gerileme gozlenmektedir. Bu gruptaki
hastalarin 5 yillik kanser-spesifik sagkalimlart %51-68’e diismektedir (82). Siniis yag
doku invazyonu (5 yillik kanser-spesifik sagkalim %25.9) perinefrik yag doku
invazyonundan (5 yillik kanser-spesifik sagkalim %50.9) daha agresif seyirlidir (83).

Yag doku tutulumu siklikla renal kapsiil aracilifiyla (perirenal yag doku,
sadece perinefrik %79) nadiren de renal siniis araciligiyla (sinlis yag doku; sadece
siniis yag doku %7.8; siniis ve perinefrik yag doku %13.2) gerceklesir (84). Biiyiime
esnasinda timor kendini bir psddokapsiille kapladigi i¢in renal kapsiilden kesin
invazyonun belirlenmesinde siklikla zorluklar yasanmaktadir. Yag dokusuna uzanan

gercek bir invazyon ve penetrasyonun ayirimindaki giigliik nedeniyle tiimor ¢apinin
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renal kapsiil invazyonundan daha 6nemli prediktif degeri oldugunu belirten yayinlar
mevcuttur (85,86).

Adrenal bez tutulumu ile yiliksek tiimdr derecesi, lenf nodu tutulumu ve
metastatik hastalik arasinda iliski gdzlenmisse de adrenal bez tutulumunun tek basina
bagimsiz bir prognostik faktér oldugu belirtilmistir (87). Ipsilateral adrenal beze
komsuluk yoluyla invazyon yaklasik %2.5 oraninda gorilir. TNM 2002
simiflamasinda pT3a olarak belirtilmekle birlikte prognozu perinefrik yag doku
invazyonundan daha kotii olarak belirtilmistir (23). Ipsilateral adrenal bez invazyonunu
dogrudan pT4 olarak siniflandirilmasini 6neren ¢aligmalar mevcuttur (88).

RHK’nin renal vene yayilimi %10-20, inferior vena kavaya yayilimi %4-10
oranlarinda gozlenir. Venodz yayilim hastalarin biiyiik boliimiinde perirenal yag doku
veya adrenal bez invazyonu ve rejyonel lenf nodu tutulumu ile birliktelik
gostermektedir (80,89). Vendz duvarin neoplastik trombiis tarafindan infiltrasyonu
negatif prognostik faktor olarak degerlendirilir. Bu hasta grubunun 5 yillik kanser-
spesifik sagkalimi1 %25°ten daha azdir (82). Trombiisiin tam olarak cikartilabildigi
hastalarda tiimér trombiisliniin vena kavadaki seviyesi uzun donem sagkalimi
etkilememektedir (90). Renal ven trombiisii olmayan lokal hastaliga sahip hastalarda 5
yillik sagkalim %72 iken trombiisiin tam olarak ¢ikartidigi hastalarda bu oran benzer
sekilde %068°dir (91). Klinik metastatik olmayan RHK’lerde mikroskobik
mikrovaskiiler invazyon bulunan hastalarda %29-29.2 oraninda progresyon
beklenirken invazyon bulunmayanlarda bu oran %6.2-17’dir (92,93). Renal siniis
venlerinde tutulum organa sinirli hastalikta metastaz riskini gostermektedir (94).

Rejyonel lenf noduna yayilim daha 6nce anlatilmis olan anatomik prognostik
faktorlere oranla sagkalimi daha fazla etkilemektedir. Lenf nodu tutulumu olan
hastalarda kanser-spesifik sagkalim sadece %8-32 oranlarindadir (23,95). Lenf nodu
tutulumu olan hastalarda metastatik hastalik bulunma olasilig1 3-4 kat fazladir (96,97).
Incelenen lenf nodu sayisinin (13> ; 13< ) metastaz tespitine etkisi olabilmektedir
(98). Lenf nodu tutulumunda immunoterapiye cevabin lenf nodu disseksiyonu yapilan
hastalarda daha 1yi oldugu gozlemlenmistir (96,97).

Hastaligin metastatik yayilimi en kotii prognostik faktdr olarak kabul edilir.
Kanser-spesifik 5 yillik sagkalim %35-10 oraninda 10 yillik sagkalim ise %0-7
oraninda beklenir. Tek metastaza sahip hastalarin uzun dénem prognozlart daha iyidir

(99).
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2.7.2. Histolojik prognostik faktorler

RHK’nin niikleer 6zellikleri oldukca degiskendir. Cekirdegin biiyiikliigiine,
pleomorfizmine ve niikleolus belirginligine bakilarak olusturulan Fuhrman niikleer
derecelendirme sistemi RHK i¢in bagimsiz prognostik faktdr olarak kabul edilmekte

olup bu siniflandirma sistemi Tablo 2.4’de verilmistir (76).

Tablo 2.4. Fuhrman nukleer siniflandirmasi.

Grade Niikleer cap Niikleer ceper Niikleolus

1 10 um Yuvarlak, uniform Yok ya da silik

2 15 um Diizensiz Kiiciik (X 400 biiyiitmede goriiliir)
3 20 pm Diizensiz Belirgin

4 >20 pm Multilobule Belirgin, yogun kromatin demetleri

2004 DSO RHK histolojik alt tip simiflamasi degisik prognoza sahip belirli
histolojik alt tipleri digerlerinden agik¢a ayirmistir. En sik gdzlenen tipler (berrak
hiicreli, papiller, kromofob) arasindaki bu farkliliklar tek yonlii calismalarda
istatistiksel anlamli (100,101) ancak evre ve derece ile standardize edilmis ¢ok yonlii
calismalarda bagimsiz olarak istatistiksel anlamli bulunamamustir (102). Buna ragmen
bazi hiicre tipleri degisik karsinogenez yolaklariyla baglantili goriilmekte (103) ve
gelecekte uygulanacak olan terapilere cevaplarinin degisik olacagi diisiiniilmektedir
(104).

RHK’nin alt tiplerinden en sik gozlenen berrak hiicreli karsinomdur. Papiller
renal hiicreli kanser daha az malignent olan tip 1 ve daha agresif 6zellik gosteren tip 2
olarak 2’ye ayrilir (105). Tip 2 varlig1 bagimsiz bir kotli prognoz gostergesi olarak
kabul edilir (106). Kromofob tip prognozun en iyi oldugu renal hiicreli kanser olarak
kabul edilir (100,107). Renal mediiller karsinom ¢ok kdtii prognoz gdsteren ve geng
siyahlarda goriilen histolojik alt tiptir (82). Bellini’nin toplayici kanal karsinomu da
kotli prognoz gostergesi olarak kabul edilen histolojik alt tiptir (108). RHK’de
bagimsiz kotii prognoz gostergesi olan sarkomatoid elemanlar histolojik bir alt tip
olarak kabul edilmemekte ve her histolojik tiple birliktelik gosterebilmektedir
(109,110). Histolojik nekroz lokalize hastalikta bagimsiz kotii prognostik faktor olarak

3 kat daha fazla 6liim oranina sahiptir (100) ancak metastatik hastalikta prognostik
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Oonemi yoktur (111). Toplayic1 sistem invazyonu da lokalize hastalikta kotli prognostik

faktor olarak kabul edilmektedir (112).

2.7.3. Klinik prognostik faktorler

RHK teshisi esnasinda asemptomatik olan hastalarin tiimor evresi, derecesi ve
metastaz riski daha diisik olup sagkalimlari da tani aninda semptomatik olan
hastalardan daha uzundur (113,114). Genel saglik durumundaki bozukluk, %10’dan
fazla kilo kaybi, kaseksi, kemik agrilar1 kotii prognoz gostergesidir (115-117).
Trombositoz giiclii bir prognostik faktor olarak degerlendirilir ve varliginda 5 yillik
sagkalim oran1 %38’¢ geriler (118). Stauffer’s sendromu (nefrojenik hepatik
disfonksiyon, = Block-Stauffer-Rothmand’s  sendromu)  hepatosplenomegalinin
gbzlendigi laboratuar incelemelerinde trombositoz, hipoalbiiminemi, protrombin
zamaninda uzama ve fibrin yikim iriinlerinin artmasinin eslik ettigi metastatik
olmayan hepatik disfonksiyon olarak tanimlanir (119). Ayrica bu sendroma gama-
globulin, alkalen fosfataz (ALP) ve gama glutamil transferaz (GGT) serum
diizeylerinde yiikselme eslik eder. Karacigerde nonspesifik notrofil, 16kosit, monosit
ve graniilom infiltrasyonlar1 izlenebilir. Bu bulgular nefrektomi sonrasi diizelir.
Ameliyat sonras1 donemde bulgularin ortadan kalkmamasi kotli prognonoz isaretidir

(120).

2.8. Tedavi

2.8.1. Lokal hastahik

Cerrahi rezeksiyon RHK’nin tedavisinin kosetasini olusturur. Lokalize RHK
olgularinin ¢ogunda nefrektomi kiiratif olurken ilerlemis bazi RHK olgularinda
sistemik terapi Oncesi yapilan nefrektomiden fayda gormektedir. RHK standart
kemoterapotik ajanlara yanit vermeyen bir kanser tiiriidiir. Immunoterapiye olgularin
ancak %10-15’1 yanmit vermekte, bu olgularin da ¢ok az bir kisminda kalict kiir

saglanabilmektedir (121).

2.8.1.1. Radikal nefrektomi
Radikal nefrektomi (RN) ilk defa Robson tarafindan 1963 yilinda
tanimlanmistir. 1969 yilinda ise evre 1 ve evre 2 hastalarda sirasiyla %66 ve %64

sagkalim elde eden Robson ve ark. bu cerrahi teknigi ‘Altin standart’ olarak kabul
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etmislerdir. Radikal nefrektomide klasik olarak oncelikle renal arter ve ven baglanarak
kesilmekte; timorlii bobrek Gerota fasyasi, ipsilateral adrenal bez ve proksimal {ireter
ile birlikte ¢ikartilmaktadir. Bolgesel lenfadenektomi de uygulanarak ameliyat
tamamlanmaktadir (122). Gilinimiizde RN biiyiik boyutlarda tiimorii olan; nefron
koruyucu cerrahi i¢in uygun olmayan olgularda; vena kavaya

uzanim gosteren komplike tiimor trombiisii varliginda; birlikte baska cerrahi
girisimlerin de gerektigi (0rnegin renal arter stenozu gibi) ya da tek organ
metastazinin  oldugu ve metastazektomi de yapilmasi planlanan olgularda
yapilmaktadir (123). RHK’de adrenal bez tutulumu %1.2-10 oraninda bildirilmistir
(124). Adrenal bez, gerota fasyasi i¢cinde perirenal yag dokusundan fibroz bir septum
ile ayrilir. Timoriin hematojen yayilimi disinda dogrudan invazyonu da adrenal bez
tutulumuna sebep olabilmektedir. Timoriin evresi ve lokalizasyonu adrenal
tutulumunu etkilemektedir. Ozellikle bébregin iist poliinden kaynaklanan RHK’de
tutulum artmaktadir (125,126). Robson tarafindan Onerilen nefrektomiyle birlikte
uygulanan adrenalektomi giliniimiizde kiiciik tiimdrlerin tedavisinde artik standart
olarak kabul edilmemektedir. Ameliyat Oncesi incelenen bilgisayarli tomografi
goriintlilerinde adrenalin i1zlenmemesi, itilmis ya da biliylimiis olarak saptanmasi
durumunda veya bobregin iist poliinden koken almis tiimorlerde adrenalektomi
uygulanmasi 6nerilmektedir (127-129).

Genigsletilmis lenfadenektominin hastanin uzun donem sagkalimina etkisi
olmadigr gozlendiginden lenfadenektominin sadece evreleme amaciyla perihiler
dokuda sinirlandirilmasi 6nerilmektedir (127,128).

Radyolojik olarak saptanan veya palpe edilen lenf nodu bulunan olgularda

lenfadenektomi yapilmasi onerilmektedir.

2.8.1.2. Nefron koruyucu cerrahi

Kiiciik boyutlu renal kitlelerin saptanma sikliginin giderek artmasi, bobregin
radyolojik goriintiilenmesinde meydana gelen gelismeler, cerrahi teknigin ve bobrekte
meydana gelebilecek iskemik hasarin Onlenmesi amaciyla kullanilan yontemlerin
geligmesi, renal replasman tedavisini de igeren ameliyat sonrasi iyi bir bakim ve uzun
stireli kansersiz sagkalima ait veriler NKC’nin kullaniminin yayginlasmasina neden
olmustur. Zaman igerisinde 10 y1l ve daha uzun siireli veriler elde edildikge NKC’nin

diisiik morbidite ve yiiksek hasta memnuniyeti elde edilen giivenli bir yontem
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olmasimin yanisira son derece iyi onkolojik sonuclar ve renal fonksiyonlar sagladigi
gozlenmistir (131-133).

NKC’nin kesin endikasyonlar1 nefrektomi sonrasi hastayi diyaliz bagimli hale
getirecek olan durumlardir. Rolatif endikasyonlar ise renal fonksiyonu risk altina alan
ya da gelecekte risk altina alabilecek olan durumlardir. NKC endikasyonlar1 sunlardir:

] Kesin Endikasyonlar

* Soliter bobrekteki tiimorler

* Bilateral tiimdrler

* Siddetli bobrek yetmezligi

'] Rolatif Endikasyonlar

» Kars1 bobrekte hastalik olmasi

¢ Nefrolitiazis

¢ Gegirilmis rekiirren piyelonefrit

¢ Vezikoiireteral reflii

¢ Ureteropelvik bileske darligt

¢ Hafif-Orta dereceli bobrek yetmezligi

] Bobrek yetmezligine yol agabilen hastalik varligi

* Hipertansiyon

* Diabetes Mellitus

] Multifokal hastalik ya da ailesel sendromlar

* Papiller RHK

* Von Hippel-Lindau hastalig:

1 Elektif Endikasyonlar

* 4 cm’den kiiciik boyutlu renal kitleler

* Geng, saglikl bireyler

* Periferik yerlesimli tiimorler

Elektif NKC normal kontralateral bobregi ve tek, 4cm’den kiiciik, klinik
lokalize RHK’u bulunan hastalara uygulanan cerrahidir. Bu hasta grubunda NKC’nin
radikal nefrektomi ile ayn1 onkolojik sonuclar sagladig1 ve renal fonksiyonlarin NKC
uygulanan hastalarda daha iyi oldugu goriilmiistiir (134-137).

Boyutu 4 cm’nin iizerinde veya multipl olan lokalize RHK’de NKC’nin
sonuglarmin daha basarisiz oldugu gosterilmis ve bu olgularda karsi taraf bobrek

saglamsa radikal nefrektominin tercih edilmesi onerilmistir (138). Bununla birlikte
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son verilere gére boyutu 7 cm’den kiiclik olan tek odak tiimoérlerde NKC’nin giivenle
kullanilabilecegi ve klinik T1 olan tiimorlerde elektif NKC’nin iyi bir tercih

olabilecegini gosteren yayinlarin sayisi artmaktadir (139-141).

2.8.1.3. Nefron koruyucu doku ablasyon teknikleri

Renal tiimorleri bitisik normal parankime ve komsu organlara zarar vermeden
cesitli enerji formlar1 kullanilarak tahrip etmeyi amaglayan minimal invazif doku
ablasyon teknikleri daha sik olarak kullanilmaya baslanmistir (142,143). Ozellikle
cerrahiye uygun olmayan veya herediter tiimor zemini bulunan hastalarda
kriyoablasyon (144,145), radyofrekans ablasyon (146-148), mikrodalga ablasyon,
lazer ablasyon ve yiiksek yogunluklu odaklanmis ultrason dalgalartyla (HIFU)

calismalar stirdiirilmektedir.

2.8.2. Metastatik hastahik
RHK hematojen yolla basta akciger olmak tizere kemikler, karaciger, siirrenal,

ve kars1 bobrege yayilabilir.

2.8.2.1. Cerrabhi tedavi

Metastatik bobrek kanserinde cerrahi girisimin rolii iki bashk altinda
incelenebilir. Birincisi nefrektomi sonrasi hastayr tim metastazlarindan kurtarmak
olan metastazektomi; ikincisi ise metastazlar1 ¢ikarilamayacak durumda olan
hastalarda sistemik tedavi oncesi primer tiimoriin ¢ikarilmasini ifade eden sitorediiktif
nefrektomidir. Metastatik RHK’da nefrektomi prognoza olumlu etki saglamakla
beraber semptomlarin palyatif tedavisinde de etkilidir. Palyatif nefrektomi agr
kontrolii, hematiirinin giderilmesi, nadiren de paraneoplastik semptomlarin ortadan
kaldirilmasinda etkili olabilmektedir. Cerrahi ayrica metastazlarin neden oldugu lokal
semptomlarin kontrolii amaciyla da kullanilabilmektedir (17). Primer timor kitlesi
immun sistem {izerinde negatif etki yaratmakta ve kitlenin ¢ikartilmasi
immunoterapdtik  potansiyeli arttirmaktadir (149). Teorik olarak sitorediiktif
nefrektomi performans statiisiinde iyilesme saglamakta boylece immunoterapi daha iyi

tolere edilebilmektedir (41).
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Soliter metastazlara yonelik metastazektomi sonrasi 5 yillik sagkalim %30-35
gibi kabul edilebilir seviyelere ulagabilmektedir (150). Metastazektomi ayrica spinal
kord kompresyonu veya patolojik fraktiire bagli olusan semptomlarin palyasyonunda

da endikedir (151,152).

2.8.2.2. Kemoterapi, immunoterapi ve diger tedaviler

RHK hastalariin yaklasik ticte biri tan1 esnasinda metastatik hastaliga sahiptir
ve yaklasik %401 da bu hastaliktan dolayr Olmektedir. Altta yatan molekiiler
biyolojinin aydinlatilmasi ile tedavide anlamli bir ilerleme saglanmasinda RHK bir
model olmustur. Von Hippel Lindau (VHL) geninin kesfedilmesi renal hiicrenin
molekiiler biyolojisini daha hizli anlamamizi saglamistir. Berrak hiicreli RHK’da
VHL geninin inaktivasyonu, hipoksi indiiklenebilir faktorii (HIF) ve vaskiiler endotel
biiyiime faktorii (VEGF) proteini tiretiminin aktivasyonuna neden olur. Bu biyolojik
mekanizma, metastatik RHK’da spesifik molekiiler degisiklikleri hedef alan
tedavilerin basarili bir sekilde uygulanmasini saglamistir. Molekiiler yapinin daha iyi
anlagilmasinin yam sira, tiimor biyolojisi, genetik ve hedefe yonelik tedavilerdeki
arastirmalar RHK hastalariin prognzunu diizeltme ile ilgili ¢aligmalarda bir baslangi¢
olmustur. RHK spesmenlerinin DNA, RNA, ve protein belirtegleri ekspresyonu
acisindan incelenmesinin hastalar i¢in prognostik veya prediktif bilgi saglyabilecegi
ve tedavi seciminde rehberlik edebilecedi rapor edilmistir. Yukarida bahsedilen
calismardaki ortak ama¢ RHK hastasinin en iyi sekilde siniflandirlmasi ve buna uygun
algoritmalarin olusturulmasidir. Molekiiler biyolojik belirteclerle olusturulacak bu
algoritmanin RHK’y1 en iyi sekilde tedavi etmememizi saglayacagi diisiiniilmektedir.
Standart sitotoksik ilaglar RHK’da etkisizdir. En 1yi kemoterapi cevaplar: floksiiridin
ve S-florourasil ile elde edilen cevaplar %15’ler civarinda kalmistir (153).
Immunoterapi baskilanmis immun sistemin canlandirilmas: veya duyarlilastiriimis
hiicrelerin konakgiya geri verilmesi seklinde uygulanabilmektedir. Sitokinlerin etki
mekanizmast tam olarak bilinmemektedir. Intraseliiler ve interseliiler sinyal
mekanizmasini  baslatarak kanser hiicrelerini indirekt olarak etki ettikleri
diisiiniilmektedir. Interferon-alfa (IFN-alfa) ile %10-25 oranlarinda cevap alinirken
Interldkin-2 (IL-2) ile %15 oraninda cevap alinmustir. IFN-alfa ve IL-2 kombinasyon
tedavilerinde ise %30’a varan oranlarda cevap bildiren yayinlar mevcuttur (154).

Berrak hiicreli RHK larin ¢cogunda VHL tiimor baskilayici genin defekti mevcuttur ve
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bu iligki, RHK ile ilgili tiimor belrteclerinin arastirilmasinda énemli bir bilgi olarak
degerlendirlmistir. VHL beyincik, retina, pankreas, ve bobrek gibi ¢ok sayida
organdaki hipervaskiiler tiimorlerle iligkilidir. Hedefe yonelik tedaviler, dendritik
hiicre tabanli immunoterapi, IL- 12 ve VHL gen tedavisi son yillarda gelismeye

devam eden diger tedavi yontemleridir (155-157).

Tablo 2.5. Metastatik Renal Hiucreli Karsingmun birinci ve ikinci basamak sistemik
tedavisinde kanita dayali algoritma. Avrupa Uroloji Birligi dnerileri 2010 (derece A).

Tedavi Risk veya onceki tedavi Onerilen ajan

Birinci basamak Diisiik veya orta risk mRHK  Sunitinib

Bevacizumab + IFN- alfa

Pazopanib
Ikinci basamak Yiiksek risk mRHK Temsirolimus
Onceki sitokin tedavisi Sorafenib
Pazopanib
Onceki VEGFR tedavisi Everolimus

Once mTOR inhibitér tedavisi Klinik denemeler (Derece C)

IFN=interferon, mRHK= metastatik renal hiicreli karsinom, mTOR= rapamisin memeli
hedefi, VEGFR= vaskiiler endotelyal biiytime faktorii reseptorii
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Tablo 2.6. Metastatik berrak hiicreli renal hiicreli karsinomun sistemik tedavisinde
son kilavuzlar.

Kilavuzlar 1Ik basamak tedavi Ikinci basamak tedavi
Iyi ve orta prognoz Kétii prognoz On sitokin tedavisi On VEGF- hedefli tedavi
Avrupa
ESMO Sunitinib veya Temsirolimus Sorafenib Everolimus
Bevacizumab +IFN-alfa Opsiyon: Sunitinib ~ Opsiyon: Sunitinib
Opsiyon: Sitokinler*
(yliksek doz IL-2 igeren)
EAU Sunitinib veya Temsirolimus Sorafenib (derece A) Everolimus (derece A)
bevacizumab + IFN-alfa (derece A)
(derece A)
EORTC-GU  sunitinib (seviye 1b) veya Temsirolimus Sorafenib (seviye 1b) Everolimus (seviye 1b)
bevacizumab + IFN-alfa (seviye 1b) Opsiyon: Sunitinib
(Seviye 1a)
SOGUG Sunitinib veya Temsirolimus Sorafenib Everolimus
bevacizumab + IFN-alfa
AFU Sunitinib veya Temsirolimus Sorafenib Everolimus
bevacizumab + IFN-alfa veya  Opsiyon: Sunitinib Opsiyon: Sunitinib
sitokinler * veya bevacizumab+ IFN-alfa
UK Sunitinib veya Temsirolimus Sorafenib Everolimus
bevacizumab + IFN-alfa veya
sitokinler®

Kuzey Amerika

CCO Sunitinib veya bevacizumab +  Temsirolimus Sorafenib Everolimus
IFN-alfa

NCCN Sunitinib ( kategori 1) Sorafenib veya sunitinib Everolimus (kategori 1)
Bevacizumab + IFN-alfa (kategori 1) (kategori 1) Opsiyonlar: Sorafenib
Temsirolimus (kotii prognoz i¢in kategori 1; Opsiyon: Temsirolimus (kategori 2A)
Diger risk gruplarindaki secilmis hastalar igin (kategori 2A) Temsirolimus
kategori 2B) (kategori 2B)

Sunitinib (kategori 2A)

Yiiksek doz IL-2* (se¢ilmis hastalar, kategori 2A) IFN-alfa veya yiiksek doz IL-2 veya bevacizumab
Sorafenib (se¢ilmis hastalar, kateori 2A) (kategori 2B)

Diisiik doz IL-2 (kategori 3)

VEGF= Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, ESMO= Avrupa Medikal Onkoloji Dernegi, IFN-alfa= interferon alfa, IL-2= interl6kin 2,
EAU= Avrupa Uroloji Birligi, EORTC-GU= Avrupa Kanser Arastirma ve Tedavi Toplulugu Genitoiiriner Grup, SOGUG= Ispanyol
Onkoloji Genitoiiriner Grup, AFU= Fransiz Uroloji Birligi , CCO= Ontario Kanser Merkezi, NCCN= Ulusal Kapsamli Kanser Ag1,
mRCC= metastatik renal hiicreli karsinom

* Sitokinler sadece iyi prognozlu secilmis hastalarda énerilmektedir.

2.9. Substans P (SP)

SP 11 aminoasitten olusan bir ndropeptittir. Etkisini G proteini aracili
reseptorleri olan NK -1, 2, 3 ile gostermektedir. SP NK -1 reseptoriine yiiksek afinite
ile diger 2 reseptoriine diisiik afinite ile baglanir (161). Santral sinir sisteminde ve

spinal kordda agri iletiminde ve otonomik reflekslerde gorev alir. Periferik sinir
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sisteminde ise, duyusal noéronlarda, solunum sistemi, genitoiiriner sistem,
gastrointestinal  sistemde bulunmaktadir (162). Bu noropeptit lenfositlerin
¢ogalmasinda, immiinglobulin iiretiminde, notrofil kemotaksisinde, makrofajlarin
fagositozunda rol almaktadir (163,164). Gastrointestinal sistem SP’nin yogun olarak
bulundugu yerdir. Barsaklarda diiz kaslarin kasilmasinda, epitelde iyon transportunda,
vaskiiler permeabilitede ve immiin fonksiyonlarda rol oynamaktadir (165,166). SP,
kronik kolitte doku iyilesmesini epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin (EGFR)
transaktivasyonu ve mitojen aktive protein kinaz (MAPK) aktivasyonuyla hiicre
proliferasyonunu uyarir.

Hiicre gelisimi ve transformasyonun serpentin reseptor G protein
regulasyonunda, Ras aktivasyonu ve MAP kinaz aktivasyon yolag kritik 6neme
sahiptir (167). Baz1 ¢alismalar SP ile indiiklenen MAPK aktivasyonunun fonksiyonel
EGFR kinaz kismi varligim1 gerektirdigini 6ne stirmektedir (168). Bundan bagka, G
protein ile eslesmis reseptorler EGFR’yi transaktive ettigi, EGFR sinyal iletim
yolaginin Ras aktivasyonuna bagli oldugu 6ne siiriilmektedir (169). Koon ve ark., SP-
NKI1R ile olusan EGFR transaktivasyonu mekanizmasinin kolonik epitel hiicrelerinde
TAPI-1 sensitif matriks metalloproteinaz aktivasyonuna da katildigr (genellikle
TACE), membrana bagli prekiirsor proTGF alfa’yr yikarak, ekstraseliiler bosluktan
matiir formunun ortaya ¢ikmasina neden oldugunu gostermislerdir (170). TGF alfa
daha sonra EGFR’ye tutunur , aktive eder ve MAPK sinyalini baglatir. Bdylece
kolonik epitel ve astrositom hiicre proliferasyonu indiiklenir. Bu yeni yol, bir ¢ok
hiicre tipinde SP ile iligkili hiicre proliferasyonuna katilmaktadir. Ornegin, kolonik
inflamasyon esnasinda mukozal iyilesmede oldugu gibi. Pankreas kanseri, insan
gliomalar1, meme kanseri ve kolon displazi ve karsinomu gibi bir¢ok etyolojide tiimor
biiylimesini, progresyonu ve gelisiminde SP ve NKI1R kullanildig1 ve énemli oldugu
diistiniilmektedir (171-175). SP’nin bir ¢ok normal ve neopastik hiicre tiplerinde
mitogenezi NK1 reseptorlerini aktive ederek uyardigi bilinmektedir. Bir¢ok glial
beyin tiimoriinden elde edilen hiicre dizilerinde, NK1 reseptorlerinin varligit SP
ve/veya norokinin A’nin DNA sentezi ve hiicresel proliferasyon iizerindeki etkisiyle
giiclii br korelasyon gosterir (176,177). Onceki calismalarda insan astrositoma hiicre
dizisinde U-373 MG mitogenezi indiikleyen SP’nin rolil yaymlanmistir .

Son zamanlarda SP’nin tiimor hiicrelerinde biliylimeye yol actigi ve NKIR

antagonisti olan L733,060’1mn noroblastom, gliom, melanom, retinoblastom hiicre
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dizilerinde antitlimdral aktivitesi oldugu gosterilmistir (178). Bundan baska 1.733,060
NKIR eksprese eden kanser hiicrelerinin metastatik progresyonunu da inhibe
etmektedir (179). Kanser hiicresi tiplerin biiylimesinin NKIR anatagonistleri
kullanilarak inhibisyonu, SP antagonistleriyle hem in vitro hem in vivo ortamda kiigiik
hiicreli akciger kanseri ve gliom hiicre dizisinin inhibisyonunu gosteren c¢aligmalarla
uygunluk gostermistir.

SP duysal sinirlerden saliverilen ve kanser gelisiminde rol oynadig diisiiniilen
en onemli peptittir. SP* yi parcalayan 6zgiil enzim neprilisindir (180). Diger yandan,
neprilisin substratt olan bir peptit (beta amiloid), ADAMIO tarafindan da
par¢alanmaktadir (181). Bu durum, ADAMIO ile neprilisinin bagka ortak
substratlarinin olacagini ve ADAM10’un SP’yi parcalayabilecegini diisiindiirmektedir.
ADAMI10 ve neprilisin, SP’yi ayni1 noktalardan hidroliz etmektedir ve ADAM10’un
da SP metabolizmasinda ¢ok Onemli bir yeri oldugunu gostermektedir. Ayrica,
ADAMI0, kalsitonin geni ile iligkili peptiti de hidrolize etmektedir.

Matriks metalloproteazlarinin  (MMP) ekstraseliiler matriksin proteolitik
yikimiyla tiimdr invazyonu ve metastazlari indiikledigine inanilmaktadir (182).
ADAM’lar ve MMP’lar homolog katalitik motifleri paylastigindan, kanser
progresyonunda ADAM’larin MMP’lara benzer sekilde bir rolii oldugu one
stirilmektedir.

Kapsaisin, vanilloid reseptorii de denilen, kapsaisin resptorii igeren kiiciik capl
duysal noronlar1 aktive veya yok eder. Kapsaisine duyarli bu noronlar lokal doku
homeostazi, inflamasyon, iyilesme ve biiylimede 6zellikle psikolojik stres altinda rol
oynar. Stres heniliz tanimlanmamis mekanizmalarla kanser rekiirrensi ve metastazina
katki saglar. Ayrica kapsaisin sensitif noronlarin patolojik kosullardaki aktivitesi
(6zellikle stres) metastaza yol acabilir. Bu nedenle duysal sinirlerin denervasyonunun
meme kanseri tedavisi lizerine etkileri incelenmistir (183). Kapsaisinle duysal
sinirlerin inaktivasyonu, agresif tiimor hiicrelerinin daha fazla ¢ogalmasina neden
olmaktadir.

SP von Euler ve Gaddum tarafindan 1930°da kesfedilmistir. S6z konusu bilim
adamlar1 at beyni ve barsagi ekstrelerinde hipotansif ve spasmojenik faktoriin
bulundugunu tespit etmislerdir. Sigir hipotalamusundan izolasyonu ve substans P
olarak admin konmasi 1970-1971 yillarinda Leemans tarafindan gergeklestirilmistir

(184).
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SP, tasikinin ailesinin bir iiyesi olup 11 aminoasitten olusan bir néropeptitdir.
Tasikinin ailesinin diger {iyeleri norokinin A ve ndérokinin B’dir (185). Phe-x-Gly-
Leu-Met-Nh2 kisimlart bu ailenin tagidig1 ortak karboksi terminalidir. Memelilerde
tagikinin ailesi 2 gen tarafindan {iretilir, bunlar protasikinin A ve protasikinin B’dir.
SP Protasikinin-A geni tarafindan iiretilir (186).

SP etkisini 3 reseptor lizerinde gosterir. Bunlar NK-1, NK-2, NK-3 diir.
Yiiksek afinite ile NK-1 resptoriine diisiik afinite ile NK-2 ve NK-3 reseptorlerine
baglanir. NK-1 resptorleri ince ve kalin barsakta, sinir hiicreleri, diiz kas hiicreleri,
immiin sistem hiicreleri, endotel ve epitel hiicreleri gibi bir¢ok hiicrede lokalize
olmuglardir. NK-2 reseptorleri sirkiiler kaslarda ve muskularis mukozada yerlesmis
olup sirkiiler kas kasilmas1 ile iliskilidir. NK-3 reseptorleri baskin olarak
gastrointestinal sistemde SP’nin baglandigt myenterik ve submukozal sinir
pleksuslarinda noronlarda eksprese olur ve kas kasilmasini uyarir veya inhibe eder
(187).

SP ve onun reseptorii Norokinin-1 Reseptor (NK1R) onkogenezis ile iligkili bir
cok proseste; mitogenez, anjiogenez, hiicre migrasyonu ve metastaz gibi, sorumlu
bulunmustur. SP mitogenezi MAPK yolagiyla NK-1 alttipi reseptorleri aktive ederek
uyarir (176). Inflamasyon ve kanser arasindaki iliski klinisyenlerce SP merkezi
modellerle agiklanmaya calisilmistir. NK1R antagonistlerinin antitiimoral 6zellikleri
oldugunu ve bu aileye ait insanlarda tek kabul edilen ilacin plaseboyla benzer yan
etkileri oldugu diisiiniilmektedir.

Substans P sinir u¢larindan ve nétrofiller, eosinofiller, makrofajlar ve dendritik
hiicreler gibi immiinregiilasyonda rol alan hiicrelerden salinmaktadir. Yapilan
caligmalarda havayollarinda duyusal sinirlerde tespit edilmistir, NK-2 reseptorii ile
bronkokonstriksiyon, NK-1 resptorii ile mukozal bezlerde goblet hiicreleri {izerine
etkilidir ve pulmoner arterde relaksasyona yol acar. Astim hastalarinin bronglarinda
SP ve NKIR ekspresyonun arttigi saptanmustir (188). Astim disinda KOAH,
sarkoidoz, sigara igicilerinde ve non produktif oksiiriikte rol almaktadir. Substance P
miktarinin RA’l hastalarin sinoviyal sivilarinda arttig1 tespit edilmistir (189).

Substans P gastrointestinal sistemde diiz kas kasilmasi, epitelyumda iyon
transportu, vaskiiler permeabilite ve immiin fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol alir
(165). Gatroozafajial reflii hastaliginda 6zefagustaki asit SP salinimina yol agarak

NK-1R iizerinden alt 6zefagial sfinkter kasilmasini inhibe eder (190). Tasikininler
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duodenal kontraksiyonu ve bikarbonat sekresyonunu uyarirlar (191). Ulseratif kolit,
Chron hastaligi, c.difficile bagl enterokolit, trisinella spiralise bagli enterit ile ilgili
caligmalarda SP miktar1 yiiksek bulunmustur. Bunlarin disinda kemoterapiye bagh
emeziste SP antagonistleri kullanilmaya baslanmistir (186).

Insan tiimérlerinde SP ve onun reseptdrii arastirilmis ve tiimdr hiicrelerinde
bir¢cok normal hiicre tipine kiyasla fazla sayida NK1R saptanmistir (192,193).

Inflamasyonun  gelistigi, mitojenik sinyallerin gii¢li kaynag olan
noropeptitlerin yerlestigi alanlarda SP’nin rolii oldugu diistiniilmektedir. ‘“Tiim solid
tiimdrlerin proanjiojenik faktorler salivererek anjiogenez ulastigt on goriilmektedir
(194). NKIR ile SP stimiilasyonunun, tiimor hiicrelerinin yeni kan damarlar
olusturmasina ¢ok sayida farkli proanjiojenik fenotipi aktive etmek yerine alternatif ve
daha kolay bir yol olusturdugu diisiiniilmektedir (195). Ek olarak, tiimoral kitlenin
biliylimesi, peritiimoral infiltrasyon ve metastazin olusumunun timoér hiicrelerinde,
tiimoral ve peritimoral dokuda (inflamatuar hiicreler, fibroblastlar, kan damarlari,
sinirler,  ganglionlar, adaciklar) SP/NK1 reseptdr asir1  ekspresyonuyla
diizenlenmektedir (171). Sonugta, herhangi bir hiicresel genetik hasar bir veya birden
fazla programli hiicre Oliimii yollarmi aktive eder. NKI1R’in artmis ekspresyonu,
tiimor hiicrelerinin potent bir mitotik sinyal olan SP uyarisina bagimliligini artirir. Bu
artmis mitojenik sinyal, farkli 6liim sinyal yollariyla etkilesmekte ve her tiimor
hiicresinde kendi genetik hasarina, onkogen aktivasyonuna uygun olarak bu yollar1
aktive etmektedir ve bunlar her timor i¢in kismen genetik profilden bagimsizdir. SP
bir inflamasyon mediatoriidiir ve insan dokularinda pikomolar konsantrasyonlarda
bulunur, inflamasyon ve kanser arasinda baglanti teskil eder. Kronik inflamasyon
altinda , siirekli bir SP salinimiyla timér hiicrelerinin NK1R’nii hiicre membranlarina
aldiklarmi ve bu fenotiplerin dogal seleksiyonla daha agresif hale geldigi
diisiiniilmektedir. Hem biiylime inhibisyonunun hem hiicre Oliimiiniin, NKIR
antagonistleri kullanilarak incelendiginde, NK1R lerinin SP ile stimiilasyonu sonucu
indiiklenen ‘yasam’ sinyallerinin kaybina sekonder oldugu diisiintilmektedir.
Reseptoriin antagonistle blokaji sonrasi bu sinyallerin yok olmasi hiicre igindeki
balanst apoptotik/6liim sinyalleri lehine c¢evirmekte ve hiicrenin Sliimiiyle
sonlanmaktadir. SP ile olusan mitotik stimulus sonras1 her tiimorde farkli mutasyonlar,
onkogen aktivasyonu ve/veya siipresor gen kayiplar1 ve degisik sayida 6liim sinyalleri

olusur. Boylece NK1R antagonistleri, SP ile indiiklenen tek potent mitotik sinyalleri
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keserek , hiicreyi kendi ‘6liim yiikii’ ile bagbasa birakarak , yasam ve 6liim sinyalleri
arasindaki dengenin yasam tarafina kaymasina neden olur. Depresyon , kronik stres,
inflamatuar hastaliklar ve kanser arasindaki iliskide SP patogenezinin roliiniin bu
yaygin medikal problemlerde degerlendirilmesiyle daha 1iyi aydinlatilacagi
diistiniilmektedir.

Mast hiicrelerinde, SP selektif olarak TNF-alfa mRNA ve proteini indikler
(196). SP ve NKA keratinositlerin, fibroblastlarin ve endotelyal hiicrelerin
proliferasyonuna katki sagladigi, boylece fibroblastlarin migrasyonunu in vitro,
neovaskularizasyonu in vivo indiikledigi rapor edilmistir (197).

Kanser gelisimi ve progresyonunda SP’nin rolii iki yonliidiir. intakt peptit ve
hidroliz tirtinleri oldukga farkli davranirlar. Son bulgular intakt peptitlerin timor hiicre
migasyonunu indiikledigini gostermistir(179). Ayn1 zamanda kanser hiicresi
bliylimesini de uyarir (171). SP mitojeniktir ve SP ve reseptorlerinin artmis
ekspresyonu (NK1-2, NK1R ve NK2R) meme kanseri hiicre dizilerinde bulunmustur.
Norokinin reseptorlerinin aktivasyonu kanser hiicresi prolifreasyonunu indiikler(174).
Ve NKI1 reseptorlerini inhibe ederek tliimor biiylimesini inhibe eder . Benzer sekilde,
anjiogenez kanser progresyonu ic¢in Onemli bir komponenttir ve norokinin
reseptorlerinin aktivasyonu SP ile indiiklenip anjiogenezi tetikler(198). Diger taraftan,
bazi sentetik SP fragmanlar klinik deneylerde kanser gelisimini inhibe edebilmektedir

(199,200).

2.10. Vazoaktif intestinal Peptit (VIP)

VIP, sekretin —glukagon ailesine ait 28 aminoasitten olusan bir noropeptittir.
[k olarak akciger ve ince barsaktan izole edilmistir. Daha sonra sinir sistemi ve
endokrin sistemde ndtransmitter ve nodromodiilator olarak goérev aldigi ortaya
konmustur (201). Yapilan c¢alismalarla immiinmodiilator T hiicreleri tarafindan
iretildigi ortaya konmustur. Ayrica VIP’in sinir uglarinin gastrointestinal sistem,
solunum sistemi, pankreas, lirogenital sistemde yer aldig1 belirlenmistir (202).

Gastroinestinal sistemde diiz kaslarda gevsemeye {alt 6zefagial sfinkter, mide,
safra kesesinde} neden olur, kan akimini arttirir, pankreas ve safra kesesinde sivi
sekresyonunu arttirir, gastrik asit sekresyonunu ve intestinal liimenden emilimini

inhibe eder (203).
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VIP ii¢ reseptor iizerinden etkisini gostermektedir. Bunlar VPAC-1, VPAC-2
ve PAC-1’dir. VPACI1 ve VPAC2 resptorlerine yiiksek afinite ile baglanirken PACI1
reseptoriine digiik afinite ile baglanir (201). Bu 3 reseptéor de G protein bagh
resptorlerin grup 2 reseptor ailesine aittirler ve sekretin reseptor ailesi olarak bilinirler
(204). VIP reseptor sinyal mekanizmasi1 G protein bagli reseptor kinazlarla reseptor
fosforilasyonunun terminasyonunu igerir. VPAC-1 reseptorii SSS’de 6zellikle serebral
korteks ve hipokampusda yaygin olarak bulunmaktadir (205). Periferal olarak da
karaciger, akciger, barsaklar ve T lenfositlerde izole edilmistir (206). Selektif VPAC,
receptor agonistleri ve antagonistleri aciklanmistir (207). VPAC,; receptorleri SSS’de
talamus, suprakiyazmatik nukleus, daha az miktarda da hipokampus, spinal kord ve
dorsal kok ganglionlarinda bulunmaktadir. Periferde kalp kasinda, gastrointestinal ve
tireme sisteminde bulunmaktdir (208).

PAC-1 reseptorleri en fazla SSS’de ve adrenal medullada tespit edilmislerdir
(209).

VIP, nitrik oksitle birlikte gastrointestinal sistemde non adrenerjik-
nonkolinerjik sistemin en Onemli komponentini olusturur. VIP gastrointestinal
sistemdeki diiz kaslarin ritmik kasilmasinda inhibitor rol oynar. Hirschprung hastalig
ve akalazya gibi 0zefajial gevsemedeki yetersizlik ve barsak dismotilitesi ile ilgili
hastaliklarin VIP inervasyonundaki bozukluktan kaynaklandigi diistintilmektedir
(210).

VIP immiinmodiilator 06zelliklere sahiptir. Th2 lenfositler tarafindan
iiretilmektedir ve Th 2’nin immiin cevabinda rol almaktadir. In vitro olarak Th-1
sitokinleri IFN-GAMA ve IL-2’yi inhibe eder. Makrofaj ve dendritik hiicrelerde Th-2
sitokinleri olan IL-4, IL-5’1 arttirir. In vivo olarak VIP alimi Th-2/Th-1 oranini arttirir.
Sonug olarak VIP’ in endojen antiinflamatuar etkileri oldugundan bahsedilebilir (211).

VIP’in vaskiiler aktiviteleri i¢in Gonzalez ve ark. farkli bir mekanizma 6n
gormiislerdir (212). Perivaskiiler sinirler tarafindan iiretilen VIP’in néronal NO sentaz
ile ayn1 sinirlerden NO sentezini indiikleyerek vazodilatasyona neden oldugunu 6ne
sirmislerdir. VIP, cAMP’ye baglh olarak keratinositlerin proliferasyonu ve
migrasyonunu uyarmakta ve psoriazis gibi patofizyolojik deri durumlarinda ve yara
iyilesmesinde VIP’in fonksiyonlar1 6ne ¢ikmaktadir (213). VIP, iyilesen yara
dokusundaki re-innnervasyonda da rol oynamaktadir, transeksiyon sonrasi

siganlardaki siyatik sinir rejenerasyonu VIP tarafindan saglanmaktadir (214).
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Ogasawara ve ark. Transwell hiicre kiiltiirinde Matrigel adli bir bazal
membran olusturmus ve burada kolon adenokarsinom hiicrelerinin invazyonunda
noropeptitlerin (VIP, Substans P, Noropeptit Y, Norokinin A, Somatostatin, CGRP,
Leucine-enkephalin L-ENK) etkisini incelemis. Tiimoér hiicrelerinin  invazyon
potansiyelinde VIP, SP, NPY ve L-ENK konsantrasyona bagli olarak azalma
yaparken; SOM, CGRP ve NKA nin bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Ozellikle VIP’in
timor invazyonunun inhibisyonunda en etkili oldugu gosterilmistir. VIP’e bagh
benzer bir etki de fibronektine hiicre migrasyonunda goézlenmistir. Arastirmanin
sonuclar1 gdstermistir ki, kullanilan noropeptitler arasinda VIP; kolon adenokarsinom
hiicrelerinin invazyonunu, hiicre i¢ci cAMP’yi kullanan yolak ile iliskili olarak tiimor
hiicre motilitesinin parsiyel supresyonuyla inhibe edebilmektedir (215).

VIP’in karsinojenik potansiyeli Fernandez-Martinez ve ark. (2010) tarafindan
tiimorsiliz insan prostat epitel hiicreleri ve in vivo xenograftlarda analiz edilmistir.
VIP’in indiikledigi morfolojik degisiklikler ve migrasyona yol agan fenotip,
metalloproteinazlarn (MMP-2 ve MMP-9) aktivasyonunun stimulasyonu, e-
cadherinle olusan hiicre-hiicre adezyonunda azalma ve hiicre motilitesinde artmaya
yol acgar. VIP, siklin D1 ekspresyonunu ve hiicre proliferasyonunu artirir. VIP
tiimorsiiz prostat epitel hiicrelerinde bir sitokin rolii oynar, hiicrenin transformasyonu
ile epitelyal mezenkimal transizyon saglanir, bu da VIP’in prostat timor

olusumundaki roliinii géstermektedir.

Tablo 2.7. Epidermal, dermal ve immun hiicrelerdeki néropeptitler Scholzen ve ark.
(1998).

Noropeptit Hiicre kaynag Hiicresel cevap
Substans P Mast hicreleri, monositler T hicreleri : proliferasyonu artirir
Eosinofiller IL-2'yi artirir

B hiicreleri : diferansiyasyon

Fibroblastlar/ keratinositler: proliferasyonu artirir

Endotel hucresi : adezyon molekul ekspresyonunu artirir
Mast hiicresi: histamin salinimini artirir, TNF-alfa 'y1 artirir

Monositler ve astrositler : IL-1 / IL-6 IL-8'i artirir

VIP Mast hiicreleri , PMN T hicreleri : proliferasyonu azaltir
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2.11. CGRP {Calcitonin Gen Related Peptid}

CGRP, 37 aminoasitten olusan noropeptittir. Kalsitonin geninden CGRP
mRNA eskpresyonu sonrasi sinirlerden dokuya 6zgii olarak iiretilir. (216). CGRP
hem periferal hem de santral néronlarda en fazla miktarda bulunan peptidlerden
biridir (217). Genellikle SP’yi de igeren diger peptitlerle birlikte C liflerinde
lokalizedir. CGRP bir¢ok biyolojik aktiviteyle iligkilendirilmistir. CGRP en kuvvetli
vazodilatator etkiye sahip peptittir ve agrinin iletilmesinde gorev alir (218). CGRP
etkisini G protein baglh reseptor olan CLR {kalsitonin reseptdr benzeri reseptor} ve
RAMP1 {reseptor aktivitesini modifiye eden protein} iizerinden gosterir (219). CGRP
reseptorleri viicutta yaygin olarak bulunur ve bu peptit sistemlerde cesitli fizyolojik
fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol alir {solunum, endokrin, GIS, immiin,
kardiovakiiler sistem} (220).

CGRP’nin en belirgin etkisi in vivo ortamda kiigiik ve biliyliik damarlardaki
vazodilatasyon aktivitesidir. CGRP ve VIP, keratinosit veya melanosit
proliferasyonuna in vitro ortamda katki saglar (221). Benzer sekilde, CGRP endotelyal
hiicre proliferasyonuna katki saglamakta ve bdylece iskemi, yara iyilesmesi ve
inflamasyon gibi fizyolojik ve patofizyolojik olaylardaki anjiogenezde yer tutmaktadir.

CGRP immun hiicre fonksiyonlar1 iizerinde modiilator aktiviteler gosterir.
Kiiltiirdeki peritoneal fare makrofajlarinda fagositoz alfa-CGRP ile saglanmistir .
CGRP, IL-1 ve IL-8 gibi proinflamatuar mediatorler tarafindan indiiklenen ndtrofil
akiimiilasyonu ve 6dem formasyonunu potansiyalize eder ve notrofiller ve monosit
hiicre dizisinin umblikal ven endotel hiicrelerinde adezyonunu stimiile eder. CGRP,
cevre deri hiicreleri iizerinde inflamatuar etkileri olan TNF-alfa saliniminin mast
hiicreleri tarafindan yapilmasini indiikler (222). CGRP, kutanéz makrofajlarin ve
Langerhans hiicrelerinin fonksiyonlarint bozar ve bdylece akut ve gecikmis tip
hipersensitivite reaksiyonlarinin potent bir inhibitdrii oldugu diistiniilmektedir.

ADAM10, CGRP’yi hidrolize eder ve ¢ok sayida spesifik {irlin ortaya ¢ikarir.
Su an C7- V8 bolgesindeki hidrolize ait bir delil CGRP {iiretimi i¢in gdsterilememistir.
CGRP, potent bir Adrenomedullin reseptor antagonistidir (6zellikle Tip2) ve insan
prostat kanseri hiicre dizisinde proliferasyonu azaltir ve apoptozisi artirir (223).

CGRP ve onunla siki iligkide olan kapsaisin gastrik mukozada da gosterilmistir, ayrica
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trabekiiler kemik yapisal biitiinligli i¢cin 6nemlidir (224). Kemik metastazlarinda
iliskili bulunmustur.

Duysal sinirlerden salinan ndropeptitler biyolojik yanitlar1 olusturduklari hedef
hiicre yiizey reseptorlerine difiize olurlar. Hedef dokunun final cevabi noropeptitleri
ekstraseliiler ortamdan c¢ikaran birgcok mekanizma tarafindan olusturulur. Mast
hiicrelerinden salinan proteolitik enzimler, triptaz veya kimaz gibi, CGRP, PHI, VIP
ve SP, NKA ve NKB gibi tagikininleri efektif olarak yikabilirler (Tablo 2.8.).

Tablo 2.8. Derideki duysal noronlardan elde edilen noéropeptitler Scholzen ve ark.

(1998).

Noropeptit

Sinir

Ana Uyan

Esas hedef doku / fonksivon

Substans P duysal C-lifler / tehlikeli uyarlar mast hicreleri: histamin salinimini artirir
Ad-lifler, serbest elektriksel uyarilar TNF-alfa'yi artirir
Sinir uglari, IL-1 wheal and flare' reaksiyonu vazodilatasyonu
meissner NGF artirir
Cisimcigi, duysal norotransmitter CHS reaksiyonu artirir
perivaskuler keratinositlerde sitokin salinimini artirir
Sinirler endotel hiicreleri : RAM artirir
CGRP SP ile birlikte tehlikeli uyarilar Vazodilatasyonu artirir
perivaskiiler elektriksel uyar wheal and flare' reaksiyonu nétrofil
Sinirlerin duysal C- akumilasyonunu artirir
lif / Ad duysal nérotransmitterler Langerhans hiicre
Lifleri fonksiyonlarini modiile eder
Meissner cisimcigi endotel hicrelerinde IL-8 i artirir
Ter bezleri mast hiicrelerinde histamin salinimini artirir
endotel hiicreleri, melanositler, keratinositlerde
proliferasyonu artirir
Langerhans hucrelerinde, makrofajlarda antijen
prezentasyonunu azaltir
Langerhans hicrelerinde IL-10'u artirir
VIP derin dermal c-AMP bagl yollar mast hiicrelerinde histamin salinimini artirir
sinirler wheal and flare' reaksiyonu nérotransmitter ter
ter bezleri sekresyonunu artirir

duysal sinirler
Sempatik kolinerjik
sinirler
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2.12. Neutral Endopeptidaz

Neutral endopeptidaz (NEP, neprilisin, enkephalinaz, CD10) bir hiicre yiizey
enzimidir, ndropeptitlerin parcalanmasinda ve etkilerinin sona ermesinde gorevlidir.
Memelilerde SSS’de enkefalinlerin metabolizmasinda rol aldigi bilinmektedir (225).
NEP bir¢ok kanserde pivotal rol oynar. Yapilan ¢alismalarda sigara icenlerde NEP’in
azalmig reglilasyonunun kiigiik hiicreli akciger kanseri ile iligkili olabilecegi
saptanmistir (226). Prostat kanserinde mitojenik peptitler tarafindan tetiklenen
androjen insensitif timor progresyonuna NEP kaybi katkida bulunur (227). NEP,
androjen bagimsiz prostat kanser hiicrelerinde tiimor siipresor etkiye sahiptir (228).
Papandreou ve ark. NEP’in hormonla regiile androjen bagimli prostat kanserinden
androjen bagimsiz prostat kanserine geciste rol oynadigini 6ne siirmektedir (229).
Androjen bagimli prostat kanseri hiicrelerinde goriildiigiinde, NEP biiylimeyi stimiile
eden noropeptitleri (6r: SP, bombesin, CGRP) inaktive eder. Androjen ablasyonu
sonrast NEP ekspresyonu azalir ve noropeptitler tiimdr hiicrelerini uyararak,
bliylimeye ve androjenden bagimsiz prostat kanser gelisimine yol acar. NEP
ekspresyonu normalde membrana bagli iken yiiksek dereceli prostat kanserinde
sitoplazmik dagilim paterni gostererir ve NEP ekspresyon kaybi yiiksek proliferatif
aktivite gosteren alanlarda izlenir (Albrecht ve ark. 2003).

Losemilerde ‘common acute lymphocytes leukemia antijen’ {CALLA:
CDI10}’in esdegeri oldugu gosterilmistir (230). Beyinde Alzheimer hastaliginda
biriken norotoksik b-amyloid peptiti parcaladig gosterilmistir (231).

NEP SP’yi GIn®-Phe’, Phe’-Phe® ve Gly’-Leu bolgelerinden hidroliz eder ve
SP’nin biyolojik etkisi sona erer. NEP intestinal sistemde yaygin olarak
bulunmaktadir. SP tarafindan regiile edilen enterosit, endotel hiicreleri, néronlar ve
monositlerde bulunur (232). Neprilisin en fazla bobrek ve akcigerde eksprese
olmustur. Analjezik ve antihipertansif amagla gelistirilen bazi inhibitorler, neprilisinin
enkefalinler, SP, endotelin, ANP gibi peptitlere yonelik aktivitesini engellemek amaci
ile olusturulmuslardir (233).

Neprilisin, SP yi de i¢eren ndropeptit katabolizmasinin temel enzimi olarak
kabul edilir. NEP ayn1 zamanda fibroblastlar ve bronsiyal epitel hiicreleri icin
potansiyel mitojenler olan bombesin benzeri peptitlerin hidroliziyle hiicresel

proliferasyonun kontroliinde gorev alir.
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SP’yi ADAMI0 gibi hidroliz eden neprilisin ile kanser baglantis1 daha ayrintili
calistlmistir. Renal hiicreli kanser, invazif mesane kanseri, kotli diferansiye mide
kanseri, kiiciik hiicreli ve kiiclik hiicreli olmayan akciger kanseri, endometrium
kanseri ve prostat kanserini de i¢eren bircok malignitede NEP ekspresyonu azalmasi
veya kaybi rapor edilmistir (234,235). Azalmis NEP, daha yiliksek peptit
konsantrasyonlarinin hiicre yiizeyinde birikimine izin vererek peptitle saglanan
proliferasyonu ve neoplazinin gelisimi ve progresyonunu Kkolaylastirir (236).
Neprilisin diizeyindeki azalma akciger kanserinde kotii prognozla iliskilendirilmis ve
neprilisin diizeyi artirildiginda kanser gelisiminin yavasladigi gosterilmistir (237). Bu
sonuclar, peptidaz 6zelligi bulunan proteazlarin tiimor supresor etkilerinin oldugunu
gostermektedir.

Prostat kanserinde, NEP proteini androjen duyarli LNCaP hiicrelerinde
eksprese edilir fakat androjen bagimsiz prostat kanser hiicre dizilerinde eksprese
edilmez. Bundan &te, NEP ekspresyonu LNCaP hiicrelerindeki androjen ile
transkripsiyonel olarak aktive olur ve androjen geri ¢ekilmesi ile azalir .

Androjen geri ¢ekilmesi ile ¢ogalmaya devam eden prostat kanser hiicrelerinin
azalmis NEP seviyeleri ile iligkisi oldugunu diisiiniilmektedir. NEP ekspresyonundaki
azalma, hiicre proliferasyonunu stimiile eden prostat kanser hiicrelerinin alternatif
androjen kaynag olarak noropeptitleri kullanmasina izin vererek tiimor biiylimesiyle
sonuclanir. Hiicre yiizeyindeki NEP asir1 ekspresyonunun prostat kanser hiicresi
biiylimesini G1 hiicre siklusu arrestine yol acarak inhibe ettigini ve prostat hiicresinde
tiimor olusumunu ortotopik prostat kanser modelinde inhibe ettigi rapor edilmistir.

NEP/CD10 ve APN/CDI3 tip 2 integral membran proteinleri olarak
siiflandirilmis hiicre yiizey proteinlerinin ¢inko baglayan metallopeptidazlaridir.
CD10 cDNA dizisi bobrek fircamsi kenarinda NEPcDNA ile ayni olup monomer
olarak 750 aminoasitten ibarettir. NEP CD10 ve APN/CD13 granulositlerde , bronsial
epitel hiicreleri, fibroblastlar, renal proksimal tiibiil epitel hiicreleri ve ince barsak
epitel hiicrelerinde eksprese olurlar. NEP/CD10 lenfoid onciilerde eksprese olurken
APN/CD13 myeloid oncii hiicrelerde eksprese olur. Her iki metallopeptidaz peptit
hormonlarinin hiicresel cevabini azaltir. NEP/CD10 fetal akciger gelisimini regiile
eder ve akciger kanseri proliferasyonunda etkilidir. NEP/CD10 ile PCNA (prolifere
olan hiicresel niikleer antijen) arasinda ters iligski rapor edilmistir ve prolifere olan

hiicrelerde daha diisiik hiicre yiizey NEP/CD10 seviyeleri eksprese edilmistir (238).
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Notral endopeptidaz ve aminopeptidaz N gen ekspresyonlar1 kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanserinde (KHDAK) prognozun anlamli belirtegleridir (Tokuhara ve ark.
2001). NEP/CD10 pozitif timorii olan hastalar negatif olan hastalara gére anlamh
oranda yiiksek 5 yillik siirviye sahip bulunmustur (%79,3 vs %53,3 p=0,022).

Son zamanlarda bir¢ok hematopoetik olmayan malignitelerde, o6zellikle
genitotiriner traktin neoplazmlarinda; renal hiicreli karsinom, transizyonel hiicreli
karsinom ve prostat adenokarsinomlari, CD10 immunreaktivitesi saptanmistir (239).
RHK’da CD10 ekspresyonu i¢in digerlerine gore erken sonuclar elde edilmistir (240).
Ayrica son zamanlarda yapilmis ¢alismalarda CD10’un RHK alt tiplerinin ayirici
tanisinda kullanilabilecegi gosterilmistir (241). Langner ve ark. (2004) yaptig1 ¢alisma
renal malignitelerde CD10 immunreaktivitesini analiz eden en genis caligsmadir.
Tiimor derecesi arttikgca CD10 ekspresyonunda asir1 pozitiflik anlamli olarak diistiiyse
de TNM evrelemesiyle herhangi bir iligki saptanmamistir. Kot diferansiye
tiimdrlerde immunreaktivitede azalma, timor progresyonu esnasinda diferansiyasyonla
iligkili belirteclerin kaybiyla aciklanabilir. Bu sonuglar Sato ve ark’larinin
gastrointestinal adenokarsinomlarda elde ettigi sonuglarla paralellik gostermektedir.
Sato ve ark. (1996) kotii diferansiye gastrik ve kolorektal kanserleri iyi ve orta
diferansiye olanlarla karsilagtirmis ve bunlarda CD 10 ekspresyon kayb1 saptamistir.
Metastatik RHK  dokusunda stk goriilen asir1  immunreaktivite, CDI10
immunboyamasimin primeri bilinmeyen metastazlarda kanser tiirlerinin ayirici
tanisinda ara¢ olarak kullanilabilecegini gostermekte, diger bir¢ok kanser tiiriinde
immun reaktivite kayb1 oldugunu veya sadece fokal CD10 ekspresyonu gosterdigini
sOylemektedir.

Standart hemotoksilen ve eosin kesitlerinde RHK histolojik alt tiplendirmesi
zor olabilir. Kritik vakalarda konvansiyonel ve kromofob RHK’larin ayirici tanisinda,
vimentin immunboyamasinin kromofob alt tipte yoklugu ve Hale’nin demir boyasiyla
retikiiler sitoplazmik pozitiflik gostermesi Onemlidir. Konvansiyonel tipte CDI10
baskin olarak membranda boyanirken, kromofob tipte membran immunreaktivitesi
yoktur. Ancak patologlar her ikinci kromofob RHK’in diffiiz sitoplazmik CD10
immunreaktivitesi gosterdigini bilmelidir. Clinkii Bir ¢cok vakada tiimor hiicrelerinin
cok az bir kismi reaktiftir. Tip 1 ve Tip 2 papiller RHK’lerde farkli ekspresyon

paternleri iki fakli timdr tipinin biyolojik ve prognostik ayrimina olanak saglar.
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Transizyonel hiicreli  kanserler, RHK’lerle kiyaslandiginda CDI10
ekspresyonuna daha az rastlanir. Enteresan olan, yiiksek evre ve yliksek dereceli

tiimdrlerde immunreaktivitenin daha fazla goriilmesidir (242).

2.13. ADAM-10

ADAM-10 ‘A Disintegrin And Metalloproteaz® ekstraseliiler metalloproteaz
ailesine ait transmembran proteindir (243). ADAM-10 sinyal iletiminde Notch ve
Eph/ Ephrin yollarinda rol oynar. Bugiine kadar 30’dan fazla ADAM proteini
tanimlanmstir. Yapisal olarak ADAM proteinleri prometalloproteaz, disintegrin, EGF
benzeri ve sitoplazmik pargalar1 kapsar (244). ADAM proteinlerinin en iyi tanimlanan
tiyelerinden biri ADAM-17’dir. TNF-alfa konverting enzim olarak da bilinir ve
domainlerin pargalanmasinda 6nemli yer tutar (245). Membran bagimli pro TNF-
alfay1 solubl TNF-alfaya cevirir. ADAM-17 diger membran bagli proteinlerin ‘IL1
reseptor II TNF reseptor I, TNFR II, TGF-alfa, CD30 ve HER4/erbB4’
parcalanmasinda da rol alir (246).

ADAMI10 ADAMI17 ile iliskilidir. Pro TNF-alfay1 pargalar. Myelin basic
protein ve kollajen tip 4 diger substratlaridir. Erin ve arkadaslarinin yaptig1 calismada
SP’yi hidroliz ettigi gosterilmistir (247). ADAMI10 ve 17 disinda ADAM ailesinin
bircok subiiniti tanimlanmistir. Fonksiyonel olarak ADAM ailesi inflamatuar ve
patolojik durumlarda anahtar rol oynar (248). Ek olarak hiicre adezyon ve
migrasyonunu diizenleyerek hiicre-hiicre ve hiicre matriks adezyonunu kolaylastirir,
bu nedenle tiimor gelisiminde rol oynadig1 diisiiniilmektedir (249).

ADAMI10’un kanser gelisimindeki rolii ¢ok 1iyi bilinmemektedir.
Diferansiyasyonu indiikledigi ve aksonal gelisimi simirladii Drosophilia’da
gosterilmistir(250). Bu 6zelligi timdr gelisiminin engellenmesinde de 6nemli olabilir.
ADAM 10 un epitel diferansiyasyonun kontroliinde, biiylime kontroliinde, benzer
rollere sahip oldugu ve bu ADAM 10’un bu fonksiyonlarmin SP’nin hidroliziyle
saglandig1 diisiiniilmektedir. ADAM 10’un diferansiyasyon iizerindeki etkisinde SP
hidrolizinin olas1 yeri arastirilmaya deger goriilmektedir.

ADAMI10 hiicre membranina lokalize olmustur ve proteinin anormal
lokalizasyonu onun peptidaz aktivitesini engellemekte ve antitiimdral aktivitesini

bozmaktadir. Prostat kanserinde, ADAM10’un membran lokalizasyonu kaybolmakta
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ve proteinin niikleer lokalizasyonu saptanmaktadir. Bir ¢ok membran proteinin
niikleer lokalizasyonu malign transformasyonla iligkilidir. MMP inhibitorlerinin klinik
deneylerde antikanser aktivitesi gosterilememistir (2003). Bununla beraber, MMP lar
karaciger metastazini indiikler. SP hidrolizinde ADAMIO0 ile benzer bdlgelere sahip
olan bir enzim olan neprilisin kaybi da, akciger karsinomunda kotii prognozla
iliskilidir. Ancak neprilisin asir1 ekspresyonu akciger kanseri gelisimini azaltir.
Dipeptidil peptidaz IV (DPPIV), membranla iligkili bir peptidaz olup SP ve diger
noropeptitlerin yikimina da katilir. Melanomlar ve karsinomlar dahil malign
hiicrelerde genelde DPPIV’un hiicre ylizey ekspresyonu kaybolmustur ve DPPIV
azalmis regulasyonu melanoma progresyonu icin énemli bir 6n olaydir. Bundan 6te,
prostat kanserinde DPPIV ayrica beta FGF sinyali veren yollar1 bloke eder. Tiim bu
bulgular, ozellikle ndropeptit hidroliziyle iliskili hiicre yiizey proteazlari, timor

indiikleyici olmaktan ¢ok tiim siipresor gibi davradiklarini diisindiirmektedir (251).

2.14. ADAM-9

ADAMY (MDC 9, Meltrin gamma) ‘A Disintegrin And Metalloproteaz’ ailesi
tiyesidir. Fonksiyonel olarak ADAM lar spermatogenez, hiicre adezyonu, myo ve
norogenez, inflamasyon, hiicre migrasyonu ve doku yeniden yapilandirilmasinda rol
oynar. ADAM’lar hiicre yiizey glikoproteni olup proteaz ve adezyon kisimlar vardir.
Hiicre yiizey ve ekstraseliiller matriks proteinleriyle etkilesimi timor progresyonu,
invazyon ve metastazinda Onemlidir. RHK’da bazi ADAM’larin transkripsiyon
seviyesinde artmis regiilasyonu gosterilmistir. Ornegin ADAMS, kisalmis survi ve
uzak metastazla iliskilidir.

ADAMY, heparin baglayan EGFR benzeri biiylime faktoriiniin membrana
tutunan dis kisminda yer alir ve muhtemelen baglayici protein Eve-1 ile regiile edilir.
EGFR aktivitesinin saglanmasindaki etkisi ADAMO9’un karsinogenez ve tiimor
progresyonundaki yeri agisindan Onemlidir. Ayrica e-cadherin ve bazi integrin
tiplerini modifiye veya regiile ederek kanser hiicresi invazyonunu kolaylastirir.
RHK’da ADAM-9 mRNA’nin artmisg regiilasyonu oldugu, ADAM9 protein
ekspresyonun genel survi igin prognostik deger tasidigi goézlenmistir. ADAM9
ekspresyonu kanserli doku orneklerinde anlamli olarak yiiksek bulunmustur.

ADAMO’un genel olarak sitoplazmik immiinreaktivitesi distal tiibiilden ziyade
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proksimal tiibiilde nonkanser6z tubuler epitelin luminal bolgesinde izlenmis olup,
daha zayif ve daha diffiiz boyanma paterni gostermistir. Glomeril ve stromal hiicreler
negatiftir. RHK’nin tiim alt tiplerinde sitoplazmik ve membrandz boyanma goriiliir.
Papiller tipte en giiclii sitoplazmik immiinreaksiyon mevcuttur.

ADAMD protein ekspresyonunun tiimor derecesi, hasta yasi ve pozitif cerrahi
sinir ile korele oldugu goriilmiistiir. ADAMY ekspresyonuyla metastaz, nodal tutulum
ile anlamsiz iliski saptanirken rezidii timdr ile sinirda bir anlamlilik izlenmistir.
Papiller ve kromofob tiplerinde yiiksek ADAMO9 ekspresyonu, pozitif lenf nodu
tutulumu, uzak metastaz ve tiimor derecesi daha iliskili bulunmustur. Yiksek ADAM9
ekspresyonu renal kanserde kisalmis survi ile anlamli olarak iligkilidir.

ADAMDO bir¢ok solid tiimoriin progresyonunda yer tutar ancak renal hiicreli
karsinomdaki roliine ait ¢ok az sey bilinmektedir. Fritzsche ve ark. yaptigi bir
calismada renal hiicreli kanserde ADAMO9’un protein ve transkript seviyesinde
ekspresyonu klinikopatolojik olarak degerlendirilmistir. Kanserli doku ile komsu
normal doku mRNA seviyesinde karsilastirildiginda ADAMO9’un anlamli olarak
kanserli dokuda artmis regiilasyonu oldugu goriilmiistiir. Protein seviyesinde ADAM9
daha yiiksek tiimor derecesi, pozitif nodal tutulum, uzak metastazla anlamli olarak
iligkili bulunmustur. Bundan bagka ADAMY9 protein ekspresyonu tek degiskenli

analizde kisalmis hasta survisi ile anlamli olarak iliskili bulunmustur (252).

2.15. ADAM- 17

ADAM’lar adezyon ve proteaz aktivitelerine sahip hiicre ylizey proteinleridir
ve bunlar bir ¢ok biyolojik proseste 6nemli rol oynar. Fakat ADAM’larin kanserdeki
rolleri az bilinmektedir. Schwettmann ve ark. (2004) RHK nedeniyle nefrektomi
yapilmis hastalarda kanserli ve kanserli olmayan eslestirimis dokularda ADAMS, 17,
19, 28, ADAM TS1, ADAM TS2 mRNA ekspresyonlarin1 incelemistir. Real time
PCR ile yapilan 6l¢iimlerde kanserli dokuda ADAMS, 17 ve 19 anlamli dl¢iide yiiksek
cikmistir. ADAMS ekspresyonu uzak metastazin en iyi prediktoriidiir ve kisa survi ile
iliskilidir. Bu sonuglar ADAM’larin asir1 ekspresyonlarinin RHK da prediktif bir arag
olarak kullanilabilecegini gostermektedir (253).
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ADAMI17, Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptor (EGFR) ligandlarinin aktif
formlariin olusmasi i¢in gereklidir ve epitelyal dokularin gelisimi i¢in onun bu

fonksiyonu sarttir.

Tablo 2.9. ADAM’lar ve insan dokularinda major ekspresyon alanlar1 (DR Edwards ve
ark / Molecular Aspects of Medicine (2008).

Gen Insan dokularinda ekspresyon alanlari
ADAM 2 Testis
ADAM 7 Testis, eritrositler
ADAM 8 Kemik iligi, lenfoid/myeloid hiicreler, lenfatik sistem, hematopoetik
kok hiicreler, Periferal kan lenfoid ve myeloid hiicreler
ADAM 9 N{ezenkimal .kiik hiicreler, plasenta, pankreas, eriskin kok
hiicreler, Adipoz doku
Mezenkimal kok hiicreler, plasenta, kan myeloid hiicreler,
ADAM 10 A ¥
mesane, Kemik iligi myeloid hiicreler
ADAM 11 E'rltrosulg‘r, s‘:dntral Ve‘penferal sinir sistemleri, karaciger ve biliyer
sistem, Tikriik bezleri
ADAM 12 Plasenta, mezenkimal kok hiicreler, erigskin kok hiicreler
ADAM 15 Yaygin (en fazla mezenkimal kok hiicreler ve lirogenital sistem)
ADAM 17 Yaygin ( en fazla lenfatiklerde)
ADAM 18 Testis, eritrositler, kemik iligi, pankreas
ADAM 19 Eaalgg)gm (en fazla plasenta, mezenkimal kok hiicreler, lenfatik sistem,
ADAM 20 Testis, eritrositler, kemik iligi
ADAM 21 Testis, eritrositler, santral ve periferal sinir sistemi
ADAM 22 Periferal ve santral sinir sistemi
ADAM 23 Periferal ve santral sinir sistemi, kalp
Hematopoetik kok hiicreler, pankreas, gastrointestinal sistem, kemik
ADAM 28 e e S . .
iligi, myeloid hiicreler, lenfatik sistem, solunum sistemi, mesane
ADAM 29 Testis
ADAM 30 Testis
ADAM 32 Kan lenfoid hiicreler
ADAM 33 Uterus, d.1ger urog;mtgl sistem, solunum sistemi, gastrointestinal
sistem, dil, endokrin sistem
ADAM—benzerl Lenfatik sistem, mesane, gastrointestinal sistem
decysinl
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Tablo 2.10. ADAM’larin

insan hastaliklariyla iligkisi

ark./Molecular Aspects of Medicine (2008)].

[D.R. Edwards ve

ADAM iligkili Patoloji | Gozlem Referans
ADAM 8 Kanser Pankreatik kanserde agiri ekspresyon azalmig Valkovskaya ve ark. (2007)
hasta survisi, gliomlarda upregulasyon ve lokal Wildeboer ve ark. (2006)
invazyonla iligki
Romatoid artrit Eklem inflamasyonu sinovial sivida ADAM8 Gomez-Gaviro ve ark. (2007)
seviyesi artisl
ADAM 9 Kanser Meme kanserinde upregiile 0O'Shea ve ark. (2003)
Kolon kanser hiicrelerinin invazyonunu énciler, Mazzocca ve ark. (2005)
integrinlere baglanir Peduto ve ark. (2005)
Prostat, meme ve barsak kanserlerinde upregule Shintani ve ark. (2004)
olur Grutzman ve ark. (2004)
KHD akciger kanseri beyin metastazinda asiri
ekspresyonu mevcuttur
Pankreatik duktal adenokarsinomda sitoplazmik
ADAM9 asiri ekspresyonu kétu prognozla iligkilidir
ADAM 10 inflamasyon VE-cadherin yikimi ve artmig permeabilite Schultz ve ark. (2008)
Kanser Prostat kanserinde upregile olur McCulloch ve ark. (2000)
Nikleer lokalizasyon Gleason skoruyla iligkilidir- Arima ve ark. (2007)
prostat kanserinde Lenfoma hiicrelerinde CD30 Eichenauer ve ark. (2007)
dokilmesi
antikor bazl immunterapiyi basarisiz kilar
Yaglanma Anti-ageing Klotho protein dokilmesi Chen ve ark. (2007)
Allerjik yanitlar Gozunen CD23 Ig E Uretimini dnctiler Weskamp ve ark. (2006)
Alzheimer Hastaligi | Alzheimer hastalarinin beyinlerinde néronlarda Bernstein ve ark. (2003)
azalmig immunboyanma
ADAM 17 Kanser Meme kanserinde protein seviyesinde asiri Borrel Pages ve ark. (2003)
ekspresyon ve pro TGF alfa aktivasyonu igin Santiago-Josefat ve ark
gereklidir (2007)
Meme kanserinde artmig protein ekspresyonu McGowan ve ark. (2008)
Meme kanserinde agiri ekspresyon timor Kenny ve Bissell (2007)
progresyonu ve metastazla iligkildir Magowan ve ark. (2008)
Meme kanserinde TGF alfa ile korelasyon
Meme kanserinde kétii prognoz prediktori
Romatoid artrit Sinovial hiicrelerde upregulasyon, HIF 1 Charbonneau ve ark. (2007)

ekpresyonuyla iliskilidir

Multip! skleroz

Damarlarda, makrofajlarda ve astrositlerde

aktif lezyonlarda artmis ekspresyon

Plumb ve ark. (2006)

Diabet

Diabetik hastalarda LDL ye yanit olarak

monositlerde artmis ekspresyon

Worley ve ark. (2007)
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3. MATERYAL ve METOD

e Hasta grubu: Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uroloji Klinigi’nde
Temmuz 2007 ile Aralik 2010 arasinda renal hiicreli kanser nedeniyle radikal
nefrektomi uygulanmis toplam 60 hasta calismaya alindi. Kontrol grubu olarak
tagli nonfonksiyone bobrek nedeniyle basit nefrektomi uygulanan 10 hastadan
alinan dokularda da ayni ¢aligma yapildi.

e (Calisma 14.01.2009 tarihinde alinan B.30.2.AKD.0.01.00.00 say1 no’lu Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu Karari ile onaylandi.

e Arastirmaya alinma kriterleri:

Klinik olarak bobrek adenokanser tanisi konmus, bilgisayarli tomografide
solid kitlesi olan olgular ¢alismaya alind.

e Arastirmadan ¢ikarilma kriterleri:

Hastalar tiimore yonelik herhangi bir tedavi (radyoterapi, kemoterapi, hormon

tedavisi, immunoterapi, cerrahi girisim) almigsa ¢calismadan ¢ikarildi.

Calismada nefrektomi sonrasi taze timor dokusu ve normal bobrek
dokusundan alinan 6rnekler sivi nitrojen i¢ine dondurularak -80°C’de saklandi. Enzim
ve peptit diizey tayini i¢in daha 6nce kulanilan iki basamakli asetik asit ekstraksiyon
yontemi kullanild1 (Erin N, Reg peptides 2009). Bu metod néron ve ndron dis1 SP
diizeyini kismen belirleyebilmektedir. SP, EIA kiti (Cayman Marka, Katolog no:
583751) kullanilarak, VIP diizeyi, Bachem Marka Katolog no: S-1183 Kkiti
kullanilarak ve CGRP diizeyi Phoenix Pharmaceuticals Marka Katolog no: EK-015-02
kiti kullanilarak 6l¢iildii.

e Enzim aktivitesinin tayini i¢in dokular dnce %1 deterjan eklenmis (Triton-X)
Anaspec Alpha secretaz assay sollisyonunda sonikator kullanarak buz iginde
homojenize edildi ve 2 saat buzda bekletildi. Coktiiriildiikten sonra siipernatanlari
alinarak enzim aktivitesi Ol¢iimleri kit protokolii kullanilarak yapildi (Anaspec
SensoLyte alpha-secretase activity kit Katolog no: 72085). CD10 aktivitesi i¢in
Dansyl-D-Ala-Gly-p-nitro-Phe-Gly, florojenik substrat kullanildi ve daha o6nce
anlatildig gibi yapildi (254).
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Ayrica enzimlerin ve peptitlerin hiicre diizeyinde lokalizasyonunu belirlemek igin
parafine alinan dokularda Tibbi Patoloji Anabilim Dalinda immunohistokimya ile
boyama yapildi. Kullanilan antikorlar: CD10, ADAM 9 ,ADAMI10 ve ADAM17
idi. Toplam 60 vakadan timor ornekleri incelenmistir. Her vakadan 3 blok

(timorli alan, timor-kenar kavsagr ve 2 cm uzakligindaki normal goriinimli

bobrek  dokusu)

degerlendirilmistir.

incelenmis  ve

immunreaktivite

3.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

skalasi

ile

sonuglar

Tablo 3.1. Hasta ad-soyadi, yasi, cinsiyeti, operasyon tiirii, ek hastaliklar, tiimor
boyutu, tiimor tipi, Fuhrmann niikleer derecesi, TNM siniflamasi.

Ad- Yas- -

Soyad | cinsiyet Operasyon Ek Hastaliklar | Tm boyutu Tm tipi FND TNM
Sol rad. .

SS 47e . Yok 5,5x 5,5x 6 cm | Berrak hiicreli 3 T3aNOMO
Nefrektomi

IE 81k RGN HT + KAH 8 X7x 6 cm graniller 3| ToN2Mo
Nefrektomi

AK 48k g DM + HT+HPL+ | 4x3x3 cm Kromofob 2 | TINOMO
Nefrektomi
Sag rad. DM + HT + KAH+ .

HA 68e Nefrektomi HIPERTIROIDI 7x6x6 cm Berrak hiicreli 2 TINOMO

MY | 56k Sagrad. HT 8x8x7 cm Papiller 2 | T2NOMO
Nefrektomi

TE 39 Lap. Sag rad. Yok 3x2x2 ¢m Bemak hilcreli | 2 | TANOMO
Nefrektomi

CB 62e Solrad. BPH 8X5x5 cm berrak hicreli | 2 | T2NOMO
Nefrektomi

iG 67e Sagrad. DM 8x5.5x4 cm berrak hicreli | 2 | T2NOMO
Nefrektomi

ESK |58 Sagrad. Yok 20x13x13cm | berrak hiicrel 3| T2NOm
Nefrektomi

0A 6le Sagrad. HT 4,5x4x3 cm berrak hiicreli 3 | TINOMO
nefrektomi

AA 42e Sagrad. - DM 13x10x10cm | berrak hiicreli 3| T2NIMo
Nefrektomi

MR | 36k Sagrad. Yok 7%6x65cm | berakhicreli | 2 | TINOMO
Nefrektomi
Sag lap. Rad. _—

GK 52e ) KAH 2,5x2,5cm berrak hiicreli 3 T1INOMO
Nefrektomi

iK 54k Sagrad. Yok 35x35x3cm | berrakhicreli | 2 | TINOMO
Nefrektomi

YE 65¢ Saglap. Rad. KOAH 3,6 cm sarkomatoid 3| TINOM!
Nefrektomi diferans.

FO 55k Sagrad. Yok 13,6 cm Kromofob 2 | T3aNOMO
Nefrektomi

RA 58¢ Saglap. Rad. DM 34x3x3cm | Papiller 2 | TINOMO
Nefrektomi
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Tablo 3.1. (Devam)

Sag rad.

AG 70e . HT 7x6x5,5 cm Papiller T1NOMO
nefrektomi

GT 55e Sol rad. . Demlr. §k3|kllg| 8x7.5%6.5 cm sarkomat0|d T3aNOMO
Nefrektomi anemisi ve papiller
Sol rad. papiller ve

ME 63e Nefrektomi Yok 6,5x6x5 om berrak hiicreli T3aNOMO
sol lap. A

SA 58e . Yok 5,5cm berrak hiicreli T3aNOM1
Rad.nefrektomi
Sag lap. Rad. .

EK 63e ) Yok 4,7x4x4 cm Papiller TINOMO
Nefrektomi

; sol lap. berrak hiicreli

IH 60e . Yok 2x2x1cm , TINOMO
Rad.nefrektomi ve papiller

FAD |50k Sagrad. Yok 6,5%5cm berrak hiicreli T3aNOMO
Nefrektomi

MB 78¢ Solrad. Yok 5x4 cm Kromofob TINOMO
Nefrektomi
Sol rad. r .

MC 40e ) Yok 9x6,5x5,5 cm berrak hiicreli T2NOMO
Nefrektomi

FO 50k Sagrad. Yok 77x4,3x4cm | berrak hiicrel T3aNOMO
Nefrektomi

MK | 57e ol rad. KAH + DM 3cm berrak hiicreli TINOMO
Nefrektomi
Sol rad. .

F$S 47e Nefrektomi Yok 11cm Papiller T3aNOM1

BB 62e polrad. KAH 5%4,5 cm berrak hiicreli TINOMO
Nefrektomi
Sol rad. .

OAG | 57e . KOAH + BPH 5cm berrak hiicreli T1NOMO
Nefrektomi
Sol rad. HT+ .

EZ 63k Nefrektomi MENENGIOM + 3,8x3,5¢cm berrak hiicreli TINOMO
Sol rad. .

NT 60e , DM 8,5x8cm berrak hiicreli T2N1MO
Nefrektomi

KY 63e Solrad. Yok 12x8,5 cm berrak hiicreli T2NOMO
Nefrektomi

iB 75¢ Solrad. Yok 9x7x8 cm berrak hiicreli T3aNOMO
Nefrektomi

HD 5de Solrad. Yok 4x3x3 cm sarkomatoid T3aNOM!1
Nefrektomi diferans.

SP 75¢ Solrad. HT 55¢Gx4cm | Kromofob TINOMO
Nefrektomi
sol Lap. El

AA 55e yardimli Yok 6x5x3 cm berrak hiicreli TINOMO
Rad.Nefrektomi
Sol Lap. El

AE 68e yardimli BPH 10x5x4 cm berrak hiicreli T3aNOMO
Rad.Nefrektomi

AO | 55k Sagrad. Yok 957,57 cm | Papiller T2NOMO
Nefrektomi
Sol rad. .

SS 41k Nefrektomi Yok 7,4x6,5x6 cm berrak hiicreli T2NOMO

HC | 44k Sagrad. HT 5,8x4,2x4 cm | berrak hilcreli TINOMO
Nefrektomi
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Tablo 3.1. (Devam)

; Bellinin'nin
Sag rad. toplayici
DA 40k Nefrektomi+KC Yok 11x7x6 cm play 4 T3aNOM1
duktuslari
rez. .
karsinomu
HC 51e Sol rad. nefrektomi | Yok 3,5x3x2,5 cm Papiller 2 T1INOMO
cs 43k Sagrad. Yok 6x5,3x4cm | Kromofob 3 | TINOMO
nefrektomi
Sag radikal OPERE
HFS 78e 9 ) LARENKS CA+ 36cm Papiller 4 T3bN1M1
nefrektomi
HT+
Iy 7% Solrad. SVO 115x7x6,5cm | Bemakhicreli | 3 | T2NOMO
Nefrektomi
Sol rad. R
oYy 45k ) HT 6,5x6,5x5,8 cm | Berrak hiicreli 2 T1INOMO
Nefrektomi
YE 54 e Lap Rad.Sag Yok 75x7x65cm | Berrakhicreli | 3 | T2NOMO
nefrektomi
solla Multilokiiler
HG 69 k P . KOAH + HT + DM | 4x4x3 cm kistik berrak 3 TINOMO
Rad.nefrektomi .
hicreli
KG 48k Sol reiy Yok 10x9x8 cm Kromofob 2 | T2NoMo
Nefrektomi
HY e JEEL Yok 25x3x2cm | Papiller 2 | TINOMO
Nefrektomi
sC 61k Sagrad. DM, HPL 13x10x7cm | Papiller 4 | T2NOM1
Nefrektomi
SYG | 72k Sag Rad. Astim HT 7X5x55cm | Berrakhiicreli | 2 | T3aNOMO
Nefrektomi
Sol rad. .
OA 63 e ) HT 4x3,5%x2,8 cm Berrak hiicreli 3 TINOMO
Nefrektomi
SO |77k Sag Rad. HT, DM 75x555cm | Berrakhicreli | 2 | T2NOM!
Nefrektomi
N K 4Te Solrad. DM 55xx3cm | Papiller 3 | T3aNomo
Nefrektomi
AA e Sag Rad. HT , KKY DM 7X6x3 cm Berak hicreli | 2 | TINOMO
Nefrektomi
K 65e Sol Rad. - Yok 4x4 cm Kromofob 2 | TINOMO
Nefrektomi
Sag Rad.
ND 48 ¢ ) Astim 9,5x8,5x8cm Kromofob 2 T2aNOMO
Nefrektomi

FND= Fuhrmann Nikleer derecesi, TNM=TUmér Lenf Nodu Metastaz, DM= Diabetes mellitus, HT= Hipertansiyon, HPL=
Hiperlipidemi, KAH= Koroner arter hastaligi , KKY= Kompanse kalp yetmezligi, KOAH= Kronik Obstruktif Akciger Hastaligi ,
SVO= Serebrovaskiller Olay, BPH= Benign prostat hiperplazisi, CA=kanser , KC=karaciger, e=erkek, k=kadin

Kontrol grubu olarak tasli nonfonksiyone bobrek basit nefrektomi uygulanan

10 hastadan alinan dokularda da ayn1 ¢aligma yapildi.
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3.2. Orneklerin Alinmasi, Saklanmasi ve Ol¢iimlerin Yapilmasi Sirasinda

Kullanilan Cihazlar

Sekil 3.1. S1v1 nitrojeni tasimakta kullandigimiz termos.

Sekil 3.2. Dokular1 tartmakta kullanilan hassas tarti.
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Sekil 3.3. Dokulara asetik asit ekleyerek ve 1sitilarak ekstraksiyonlar: elde ettigimiz
cihaz.

Sekil 3.4. Speed VAC Cihazi: Ekstraksiyon sivilarinin ugurulmasi i¢in kullanilan
cihaz.
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Sekil 3.5. EIA yontemi ile dlglimlerin yapildigi bilgisayar destekli cihaz.

Sekil 3.6. EIA yonteminin yapilist. Thermo Labsystem Multiskan Spectrum
(Spektrofotometri- VIP, SP, CGRP o6l¢limlert).
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Sekil 3.7. BioTek FIx800 Fluorescence (Neprilisin ve Alfa secretase fluorometric
Olctim).

Sekil 3.8. Bandelin UW-2070 (Sonikator-Dokularin parcalanmasi homojen hale
getirilmesi).
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler INSTAT Windows programi kullanilarak yapildi. Normal
dagilima uygun olan parametrik degerler icin paired T-testi; normal dagilima uymayan
parametrik degerler icin ManWhitney U testi; nonparametrik degerler i¢in Unpaired t-
test, welch t-test kullanildi. P degerinin <0,05 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi.
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5. SONUCLAR

Renal hiicreli karsinom ve cevre tiimorsiiz borek dokusundaki Alfa-
sekretaz ve Neprilisin aktiviteleri

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uroloji Klinigi'nde Temmuz
2007 ile Aralik 2010 arasinda renal hiicreli kanser nedeniyle radikal nefrektomi
uygulanmis toplam 60 hasta ¢alismaya alindi. Hastalarin 40’1 erkek, 20’si kadindi.
Ortalama yas kadinlarda 52,1, erkeklerde 60,5 idi. Hastalarin 12’sinde papiller tip,
34’linde berrak hiicreli tip, 8’inde kromofob tip renal hiicreli karsinom tespit edildi. 6
olgu diger tiplerde renal hiicreli karsinomdu (Tablo 5.1). Tiim renal kanser tiplerinde
Neprilisin (CD10) ve alfa sekretaz aktiviteleri cerrahi sinira en az 2 cm uzaklikta olan
komsu saglam doku ile karsilastirildiginda daha diisiik seviyelerde izlendi.

Toplam 45 hastada timor ve tiimorsiiz bobrek dokusunda alfa-sekretaz ve NEP
aktivitesi florojenik substratlar kullanilarak metodda anlatildigi gibi 6l¢iildii. Timor
dokularinin hepsinde NEP aktivitesi ayni bireyden alinan tiimorsiiz bobrek dokusuna
gore belirgin derecede diisiik bulundu. Benzer sekilde tlimor alfa-sekretaz aktivitesi 6
hasta hari¢, hastalarin hepsinde bobrek dokusuna gore belirgin derece de diisiik
bulundu.

Enzim aktivitesindeki azalis hastalarin tiimor tipine ve derecesine gore
degisiklik gostermedi. Istatistiksel analizler, tiimdr tiplerine gére yapildi. Sekil 5.1 de
gortldiigli gibi papiler tip RHK’da NEP aktivitesi ve alfa-sekretaz aktivitesi timor
dokusunda belirgin ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde diisiik bulundu. NEP

diizeyindeki kaybin alfa sekretaza gore daha fazla oldugu gozlendi.

Tablo 5.1. Hastalarin demografik verileri

PAPILLER | BERRAK |KROMOFOB| DIiGER TOPLAM #
HUCRELI
KADIN HASTA 3 10 4 3 20
SAYISI
ORTALAMA
YAS 55,5+0,5 | 49,5+3,7 | 48,6 +3,5 | 55,7+84 | 52,1 +3,3
ERKEK HASTA
SAYISI 9 24 4 3 40
ORTALAMA
YAS 61+29 581+23 | 73,7+2,9 | 61,7+3,6 | 60,5+1,8
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Sekil 5.1. Papiller tip renal hiicreli karsinomu olan 9 hastanin NEP ve alfa-sekretaz
aktivitelerinin karsilastirilmasi. Paired Student-t testi kullanildi. * p<0,05.

35 * e
—— mmmm TUmMOrsiz bobrek dokusu
30 A m=== Renal hicreli karsinom (Kromofob tip)
2 -
.g S
E E’ 20
=
we 104 *
T -
) -
0
Neprilisin aktivitesi Alfa-sekretaz aktivitesi

Sekil 5.2. Kromofob tip renal hiicreli karsinomu olan 6 hastanin NEP ve alfa-sekretaz
aktivitelerinin karsilastirilmasi. Paired Student-t testi kullanildi. * p<0,05.
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Sekil 5.3. Berrak hiicreli tip renal hiicreli karsinomu olan 25 hastanin NEP ve alfa-
sekretaz aktivitelerinin karsilastirilmasi. Paired Student-t testi kullamildi. * p<0,05.
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Neprilisin protein diizeylerindeki degisiklikler: Berrak hiicreli ve papiller
tip renal hiicreli karsinomlarda alinan doku ornekleri ve es bobrek dokusundan alinan
ornekler kullanilarak immiinoblotlar hazirlandi. NEP diizeyi poliklonal tavsan anti-
NEP antikoru (Santa Cruz) kullanilarak belirlendi. Yiiklenen protein miktarinin esit
olup olmadigini belirlemek i¢in G6PDH (Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz) diizeyi de
belirlendi. Bobrek dokusunda NEP diizeyinin belirgin derecede yiiksek oldugu
goriilmektedir.

Rastgele secilen 15 hastanin dokularinda NEP diizeyi Western-blot yontemi ile
bakildi. Enzim aktivitesindeki degisikliklerle korele olarak NEP protein diizeyinin
RHK’da belirgin diizeyde diisiik oldugu bulundu. Sonuglar1 6rnekleyen immunoblot
Sekil 5.4°te gosterilmistir.

Tiimorsiiz bobrek Renal Hiicreli
dokusu Karsinom

CD 10
(Neprilisin)

% Berrak
hicreli

7 Papiller

GAPDH

Sekil 5.4. Dokularin Western-Blot analizi. Esit miktarda protein yiiklenen SDS-PAGE
jellerinde ayristirilan proteinler nitroseluloz membrana aktarildi. Spesifik NEP ve G6PDH
antikoru kullanilarak protein miktar1 belirlendi. Dokular Western blot analiziyle
incelendiginde Neprilisin’in (CD 10) renal hiicreli karsinomda protein seviyesinde de azaldig
tespit edilmistir.

RHK hastalarindaki renal alfa sekretaz aktivitesi nefrolitiazis nedeniyle cerrahi
uygulanan bobrek dokulariyla karsilagtirildiginda anlamli olarak yiiksekti (p<0,05)
(2,4 kat). Buna karsin, kromofob RHK hastalarindaki renal neprilisin aktivitesi tasa
bagli nonfonksiyone bobrek nedeniyle uygulanan nefrektomi materyalinden alinan

bobrek dokulariyla karsilastirildiginda anlamli olarak azalmisti (%44).
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SP ve CGRP diizeyindeki degisiklikler: Yukarida da anlatildig1 gibi kanser
gelisimde 6nemli olan lokal immiin silipresyon ve kontrolsuz inflamasyon kismen
duyusal noronlarda bulunan noéropeptitler tarafindan regule edilmektedir. Bu
noropeptitlerden SP, CGRP ve VIP diizeyleri elimdeki dokularda calisildi. SP
diizeyinin hem tiimorli hem de tiimorsiiz bobrek dokusunda olgiilemeyecek kadar
diisiik oldugu gozlendi. CGRP diizeyinde ise Sekil 5.5’te gorildiigii gibi tiimorlerde
CGRP seviyelerinde, 1. ve 2.ekstraksiyonlar sonrasi, saglam bdbrek dokusuyla

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi (p degeri > 0,10).

EE Bobrek

A),. = Timér
£ i
>
a
= 54
(0]
N
3
©
o 4 A
&
& 1
o
c 3 A
o
s
2
g 2
I
(1T}
< 11

P1 P2

mmm Bobrek

B) 1. = Tumér

2. Ekstraksiyon CGRP diizeyi (pg/ml)
[}

D

P1 P2

Sekil 5.5. Timor dokusu ve komsu saglam dokuda CGRP olgiimleri. iki basamakl
asetik asid ektraksiyonu yapilarak noronal ve ndéron dist CGRP diizeyleri belirlendi. P1:
T1INOMO’ olan vakalar1 icermekte iken P2: T2 ve {izeri evreleri gostermektedir.
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VIP diizeyindeki degisiklikler: Noronal ve noron dist VIP diizeyi iki
basamakli ekstraksiyonda pT1, PT2 ve iizerindeki tiimorler birlikte gruplanip olgiildii.
Noronal diizeyi gosteren 1  ekstraksiyonda normal bobrek  dokusuyla
karsilastirildiginda VIP seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli oranda tiimor
dokusunda arttig1 saptanmistir (p degeri < 0,05) (Sekil 5.6.). Diger taraftan nérondisi
VIP diizeylerinin iki grup arasinda farkli olmadig1 gozlenmistir.

%°7  memmm Bobrek

ol T TUmor l
*

25 1 p<0,05
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1. Eks. 2. Eks. Total

Sekil 5.6. Tiimor dokusu ve komsu normal bobrek dokusunda VIP 6l¢iimleri. Hastalar
evrelerine gore ayrilmadan analizler yapilmistir. Noronal diizeyini gosteren 1. ekstraksiyonda
tiimor dokusunda komsu tiimdrsiiz bobrek dokusuna gére VIP miktarinin arttigi gorilmiistiir
(VIP-vazoaktif intestinal peptit, 1.EKS. -1. Ektraksiyon, 2.EKS- 2. Ekstraksiyon).

Immunohistokimyasal olarak alfa-sekretazdan sorumlu ADAM ailesine
ait enzimlerin ve Neprilisinin (CD10) incelenmesi

Dokular standart immiinohistokimyasal yoOntemlerle boyandiktan sonra
boyanmanin yogunlugu, lokalizasyonu immunreaktivite skalas1 kullanilarak
degerlendirildi (Oh ve ark. 2009): Biitiin tiimor tipleri ve evreleri bir arada
degerlendirilip ¢evre tlimorsiiz dokuyla karsilastirildiginda elde edilen sonuglar Tablo
5.2°de verilmistir.

ADAM ve CD10 boyanma yogunlugu (BY) dort dereceli immunreaktivite
skalasi ile degerlendirildi (Oh ve ark. 2009) (BY: 0 — hi¢ boyanma yok, 1 — zayif BY,
2 —orta BY, 3 - giiclii BY).

Pozitif boyanmis CD10,ADAMS9, 10, 17 hiicre ylizdesi bes dereceli skala ile
hic boyanmamis hiicrelerden neredeyse tamamen boyanmis hiicrelere kadar

siifladirildi (PB yiizdesi: 0- hic boyanmis hiicre yok, 1- >0-25% boyanmus hiicre, 2-
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>25-50% boyanmis hiicre, 3- >50-75% boyanmis hiicre, 4- >75-100 % boyanmis
hiicre).

CDI10 ve ADAM’larin genel immunreaktivitesi immunreaktivite skoru
hesaplanarak degerlendirildi.

(IRS=BY x PB)

IRS: Immunreaktivite skoru, PB: Pozitif boyanmis hiicreler, BY: Boyanma

yogunlugu

Tablo 5.2. pTINOMO (T1), pT2NOMO (T2) ve pT3aNOMO (T3) ve lenf nodu
tutulumu veya uzak metastazi olan (M1) tiim tiplerde renal hiicreli karsinom
hastalarinda timor ve timorsiiz bobrek dokusunda CD10, ADAMY9, ADAMI17,
ADAMI0 diizeylerinin immunreaktivite skalas1 kullanilarak dl¢timleri yapilmaistir.

CD 10 (IRS) ADAM 9 (IRS) ADAM 17 (IRS) ADAM 10 (IRS)
Tm Tm . Tm i . Tm Tm . Tm Tm .
gevresi gevresi gevresi cevresi
1127 1,7+£0,57 | 11,4+0,29 | 0,8+0,27 | 6,25+0,64 | 559+0,76 | 7,7+0,65 | 4,7+0,66 | 8,6+0,57
1211 2,5+1,11 | 10,7£0,67 | 0,6+0,33 | 4,7+1,06 6,1£1,08 | 5,6+1,08 | 3,740,69 | 7,3+1,09
:29 0,740,52 | 10,2+1,17 0 3,7+0,96 51+1,60 | 6,6+1,48 | 3,3+0,55 | 7,1+1,05
r=113 1,7£1,05 | 11,3+0,41 | 0,7+0,39 | 6,3+0,97 340,76 564059 | 3,7+1,17 | 6,2+1,08

IRS: Immunreaktivite skoru, PB: Pozitif boyanmis hiicreler , BY: Boyanma yogunlugu
BY: 0 — hi¢ boyanma yok, 1 — zayif BY, 2 —orta BY, 3 — giigli BY
PB yiizdesi: 0- hi¢ boyanmus hiicre yok, 1- >0-25% boyanmus hiicre, 2- >25-50% boyanmus hiicre, 3- >50-75% boyanmus hiicre,
4- >75-100 % boyanmus hiicre
IRS=BY x PB

Berrak hiicreli karsinom: Timor dokusu ile bobrek dokusu arasindaki
istatistiksel farklar timor tipleri ve evreleri goz oniine alinarak yapilmis ve sonuglari
asagida verilmistir. Berrak hiicreli karsinomla 1ilgili sonuglar Tablo 5.3’te
goriilmektedir. NEP (CD10), ADAM9 ve ADAMIO diizeyi berrak hiicreli renal
hiicreli karsinomda incelenen tiim evrelerde tiimorsiiz bobrek dokusuna gore anlaml
derecede diisiik bulunmustur. Istatistiksel analizler ANOVA ve Bonferroni post-testi
kullanilarak elde edilmistir. ADAM17 diizeyinin ise ileri evrelerde tiimor dokusunda

erken evre tiimor dokusuna gore anlamli derecede azaldigi gozlenmistir (Student’s t-

testi).
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Tablo 5.3. T1 (TINOMO), T2 (T2NOMO) ve T3 (T3aNOMO) ve lenf nodu tutulumu
veya uzak metastazi olan (M1) berrak hiicreli tip renal hiicreli karsinom hastalarinda
timor ve timorsiz bobrek dokusunda CD10, ADAMY9, ADAMI17, ADAMIO
diizeyleri.

CD 10 (IRS) ADAM 9 (IRS) ADAM 17 (IRS) ADAM 10 (IRS)
Tm Tm . Tm Tm . Tm Tm . Tm Tm .
gevresi cevresi gevresi cevresi
:1-116 1,6£0,63 | 11,74£0,25 | 0,3+0,19 | 6,1+0,76 | 6,0£1,05 | 8,64+0,93 | 3,540,77 | 7,6£0,76
27 4+1,51 10,5+0,94 | 0,4+042 | 45+1,38 | 71,17 48+139 | 35+0,84 | 7+1,25
26 1,1£0,75 | 101,37 0+0 45+126 | 3,3+1,26 | 55+1,50 | 2,5+0,62 | 7,3+1,61
r=15 0,6+0,40 | 1240 0,4+0,40 | 74+147 | 2,2+0,58 | 6,4+0,75 | 442,12 7,6+1,16

IRS: Immunreaktivite skoru, PB: Pozitif boyanmis hiicreler, BY: Boyanma yogunlugu
BY: 0 — hi¢ boyanma yok, 1 — zayif BY, 2 —orta BY, 3 — gii¢lii BY
PB yiizdesi: 0- hi¢ boyanmis hiicre yok, 1- >0-25% boyanmus hiicre, 2- >25-50% boyanmus hiicre, 3- >50-75% boyanmus hiicre,
4- >75-100 % boyanmus hiicre
IRS= BY x PB

Papiller tip renal hiicreli karsinom: Toplam 13 hastanin yer aldig1 bu grupta
NEP (CD10) ve ADAM 9 diizeyindeki degisiklikler berrak hiicreli renal hiicreli
karsinomdakine benzer bulunmustur. Spesifik olarak NEP diizeyi hem erken hem ileri
evre tiimorlerde bobrek dokusuna goére belirgin ve anlamli derecede diisiik
bulunmustur (ANOVA ve Bonferroni post-testi). ADAM9 diizeyi de 6zellikle erken
evre tiimorlerde diisiik bulunmustur. Ileri evre tiimdrlerde ADAMO diizeyi erken evre
tiimorlerdeki diizeye benzer bulunmustur. Fakat bu grupta ¢evre bobrek dokusundaki
diizeyin erken evre tiimor c¢evre dokusuna gore daha diisiik oldugu gozlenmistir

(Tablo 5.4.). ADAMI17 diizeyinin ise degisiklik gostermedigi saptanmustir.

Tablo 54. T1 (TINOMO), T2 (T2NOMO), T3a< (T3aNOMO) ve iizerindeki
(T3b,N1,M1) lenf nodu tutulumu veya uzak metastaz1 olan papiller tip renal hiicreli
karsinom hastalarinda timor ve timorsiiz bobrek dokusunda CD10, ADAMO,
ADAM17, ADAMI0 diizeyleri.

CD 10 (IRS) ADAM 9 (IRS) ADAM 17 (IRS) ADAM 10 (IRS)

Tm m . Tm m . Tm m . Tm m .

cevresi cevresi cevresi cevresi

TUT2 1012014 | 1260 | 082059 | 616124 | 34+1,17 | 654104 | 624104 | 945129
<

TS | 0s0 | 1132086 | 136133 | 336123 | 73:200 | 8137 | 434177 | 63+167

IRS: Immunreaktivite skoru, PB: Pozitif boyanmis hiicreler , BY: Boyanma yogunlugu

BY: 0 — hi¢ boyanma yok, 1 — zayif BY, 2 —orta BY, 3 — giiglii BY

PB yiizdesi: 0- hi¢ boyanmus hiicre yok, 1- >0-25% boyanmus hiicre, 2- >25-50% boyanmus hiicre, 3- >50-75% boyanmus hiicre,
4- >75-100 % boyanmus hiicre

IRS=BY x PB
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Kromofob tip renal hiicreli karsinom: Bu grupta diger gruplara benzer
olarak NEP ve ADAM 10 diizeyinin bobrek dokusuna gore belirgin derecede diisiik
oldugu bulunmustur. Say1 sinirli oldugu igin istatistiksel degerlendirme yapilmamistir

(Tablo 5.5.).

Tablo 5.5. T1 (TINOMO), T2 (T2NOMO), T3a (T3aNOMO) kromofob tip renal hiicreli
karsinom hastalarinda timor ve timorsiiz bobrek dokusunda CD10, ADAMO,
ADAMI17, ADAMI10 diizeyleri.

CD 10 (IRS) ADAM 9 (IRS) ADAM 17 (IRS) ADAM 10 (IRS)
Tm Tm . Tm Tm . Tm Tm . Tm Tm .
gevresi gevresi gevresi gevresi
:1:,1-2 2,7£1,67 | 10,5+0,94 | 1,8+0,70 5+1,46 6,4+1,60 | 6,5+1,04 5+1,51 9,2+1,13
T3a
n=1 0 4 0 2 1 1 4 6

IRS: Immunreaktivite skoru, PB: Pozitif boyanmis hiicreler , BY: Boyanma yogunlugu

BY: 0 — hi¢ boyanma yok, 1 — zayif BY, 2 —orta BY, 3 — gii¢lii BY

PB yiizdesi: 0- hi¢ boyanmus hiicre yok, 1- >0-25% boyanmus hiicre, 2- >25-50% boyanmus hiicre, 3- >50-75% boyanmus hiicre,
4- >75-100 % boyanmis hiicre

IRS=BY x PB

Diger tip renal hiicreli karsinom: Bu grupta da saymin sinirli olmasina
ragmen NEP ve ADAMO diizeylerinin ¢evre dokuya gore diisiik oldugu bulunmustur
(Tablo 5.6).

Tablo 5.6. Diger tiplerdeki renal hiicreli karsinom hastalarinda tiimdr ve tiimorsiiz
bobrek dokusunda CD10, ADAM9, ADAM17, ADAMI10 diizeyleri, T1 (multilokiiler
kistik berrak hiicreli TINOMO), T2< (sarkomatoid diferansiyasyon, Bellini’nin
toplayict duktuslart karsinomu ve graniiler hiicreli tip renal hiicreli karsinom olup
tiimilinde lenf nodu ve/veya uzak metastaz mevcuttur).

CD 10 (IRS) ADAM 9 (IRS) ADAM 17 (IRS) ADAM 10 (IRS)
Tm Tm . Tm Tm . Tm Tm . Tm Tm .
gevresi gevresi gevresi gevresi
m 0 8 2 12 4 6 8 12
n=1
T2<
n=4 2+2 1240 1,7£1,03 7,5+1,70 2,2+1,31 4,7+149 3,5+41,65 | 4,7+221

IRS: Immunreaktivite skoru, PB: Pozitif boyanmis hiicreler , BY: Boyanma yogunlugu

BY: 0 — hi¢ boyanma yok, 1 — zayif BY, 2 —orta BY, 3 — gii¢lii BY

PB yiizdesi: 0- hi¢ boyanmus hiicre yok, 1- >0-25% boyanmus hiicre, 2- >25-50% boyanmus hiicre, 3- >50-75% boyanmus hiicre,
4- >75-100 % boyanmus hiicre

IRS=BY x PB
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Timor dokusunda ADAMY9 immunboyanmasi komsu tiimorsiiz bobrek
dokusuyla karsilastirildiginda tiimor tipinden bagimsiz, belirgin olarak diisiik
bulunmustur. ADAM17 seviyeleri papiller tip renal hiicreli karsinomda erken evrede
ileri evreye (metastatik veya T3a tiimorlerde) ve c¢evre tiimorsiiz dokuya gore daha
disiiktii. Ayrica ileri evre berrak hiicreli karsinomda da azalmis ADAMI17
ekspresyonu saptandi.

ADAMI10 seviyeleri tiim tiplerdeki tiimorlerde komsu normal dokuya gore
anlamli olarak diistiktii, ileri veya erken evre acgisindan anlamli fark yoktu.

Genel olarak tim ADAM’lardan en fazla ADAMI17 ekspresyonu mevcuttu.
Tiimoér dokusunda ADAM’larin aberran (sitoplazmik) ekspresyonu saptanmasi
azalmis alfa sekretaz aktivitesini agiklamaktadir.

Bizim sonuglarimiz ayn1 zamanda ADAM17 aberran ekspresyonunun papiller

tip renal hiicreli karsinomda tiimor progresyonuna yol agtigini gostermektedir

Immunohistokimyasal boyamalarin morfolojik goriintiileri

Sekil 5.7. A- Timor dokusunda CD10 immunboyanmasi, B- tiimérsiiz dokuda CD 10
immunboyanmasi. Sekilde gorildiigli gibi tiimoér dokusunda ¢ok az sitoplazmik boyanma
gozlenirken, tiimoriin 2 cm kadar uzagindaki tlimorsiiz bobrek dokusunda membrandz/
sitoplazmik yogun boyanma gézlendi.
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Semil 5.8. A- Tiimor dokusunda ADAM 10 imn¥eooyanmasi, B-Tiimorsiiz dokuda ADAM
10 immunboyanmasit.

Semil 5.9. A- Timor dokusunda ADAM 9™¥imunboyanmasi, B- Tiimorsiiz bobrek
dokusunda ADAM 9 immunboyanmasi.

Semil 5.10. A- Timoér dokusunda ADAM "™ mmunboyanmasi, B- Tiimorsiiz bobrek
dokusunda ADAM 17 immunboyanmasi.

6. TARTISMA

Renal hiicreli kanserde ADAM ailesine iiye proteazlarin prognostik ve
patolojik roliine ait celigkili sonu¢lar mevcuttur. Bu konuda yapilan sinirli sayida
calismada bazi ADAM ailesi proteazlarmin yiiksek seviyesi koti prognozla
iliskilendirilmistir. Ornegin ADAMS, kisalmis survi ve uzak metastazin en iyi
prediktorii olarak tamimlanmistir (253,255). Papiller ve kromofob tiplerdeki renal
hiicreli karsinomda yiiksek ADAM9 ekspresyonu, pozitif lenf nodu tutulumu, uzak
metastaz ve timor derecesi ile iliskili bulunmustur. Yiiksek ADAMY ekspresyonunun
renal kanserde kisalmis survi ile baglantili oldugu 6ne siiriilmiistiir (252,256).

Schwettmann ve ark. (2004) RHK nedeniyle nefrektomi yapilmis hastalarda
kanserli ve kanserli olmayan eslestirimis dokularda ADAM 8, 17, 19, 28, ADAM
TS1, ADAM TS2 mRNA ekspresyonlarini incelemistir. Real time PCR ile yapilan
Olclimlerde kanserli dokuda ADAM 8§, 17 ve 19 anlaml 0lclide yiiksek c¢ikmigtir
(253).

Ancak bizim calismamizda ADAM 9, 10 ve 17°nin aktivitesini gosteren alfa
sekretaz aktivitesi renal hiicreli kanserde anlamli olarak diisiik bulunmustur. Bu da
bize bazit ADAM ailesi proteazlarinin azalmis aktivitesi oldugunu gostermektedir. Bu
calismada hangi ADAM f{iyesinin azaldigini belirlemek i¢in parafine alinan dokularda
immunhistokimya ile ADAM 9, 10 ve 17°nin diizeyleri ve lokalizasyonu incelendi.
Alfa sekretaz aktivite diizeyi 9’u papiller tip, 25’1 berrak hiicreli tip, 6’s1 kromofob tip
renal hiicreli karsinomda tiimorsiiz bobrek dokusuna gore istatistiksel olarak anlaml
diizeyde (%25-50) (p<0,05) diisiik bulunmustur. Bu da bize alfa sekretaz aktivitesi
gosteren ADAM ailesi proteazlariin bazilarimin  azalmis aktivitesi oldugunu

gostermektedir. ADAM ailesi icinde ADAM 9, 10 ve 17°nin alfa sekretaz aktivitesi
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gosterdigi  bilinmektedir. Artmis ekspresyon her zaman artmis aktiviteyi
yansitmamaktadir. Fonksiyonel degisiklikler analiz edilerek, her ADAM ailesi
tiyesinin roliinii anlamak i¢in daha ileri calismalar gerekmektedir. Benzer sekilde renal
hiicreli kanserde Neprilisin aktivitesi ve protein seviyeleri belirgin olarak azalmis
oldugu saptandi. Bundan dolayr Neprilisin aktivitesinin timdr olusumunda etkili
oldugu diistiniilmektedir.

Bizim c¢alismamizda, tiimor dokusunda ADAM9 immunboyanmasi komsu
timdrsiiz bobrek dokusuyla karsilastirildiginda tiimor tipinden bagimsiz, belirgin
olarak diisiik bulunmustur. ADAM17 seviyeleri papiller tip renal hiicreli karsinomda
erken evrede ileri evreye (metastatik veya T3a tiimorlerde) ve ¢evre tiimorsiiz dokuya
gore daha diisiiktii. Ayrica ileri evre berrak hiicreli karsinomda da azalmis ADAM17
ekspresyonu saptandi. ADAMI10 seviyeleri tiim tiplerdeki tiimorlerde komsu normal
dokuya gore anlamli olarak diistiktii, ileri veya erken evre agisindan anlamli fark
yoktu. Genel olarak tiim ADAM’lardan en fazla ADAMI17 ekspresyonu mevcuttu.
Timoér dokusunda ADAM’larin aberran (sitoplazmik) ekspresyonu saptanmasi
azalmis alfa sekretaz aktivitesini agiklamaktadir. Bizim sonuglarimiz ayn1 zamanda
ADAMI17 aberran ekspresyonunun papiller tip renal hiicreli karsinomda timor
progresyonuna yol agtigini gostermektedir.

NEP, androjen bagimsiz prostat kanserinde progresyonda rol oynayan
norotensin, bombesin ve endotelin -1 1 inaktive eder (257). NEP asir1 ekspresyonunun
apoptozise giden hiicre sayisinda artisa yol actigi gozlemlenmistir. Ek olarak, hiicre
yiizey NEP asir1 ekspresyonunun G1 hiicre siklus arrestine yol agtigi, bunu da p21
protein ekspresyonunu indiikleyerek ve Rb defosforilasyonu ile sagladigi
diisiiniilmektedir. Prostat kanser hiicrelerinde NEP asir1 ekspresyonunun biiyiime
inhibisyonu, apoptozis indiiksiyonu, hiicre siklus arresti ve tiimdr formasyonunun
inhibisyonunu da igeren birgok etkisi oldugu gosterilmistir. NEP androjen bagimsiz
epitelyal prostat kanser hiicrelerinde timor siipresor etkiye sahiptir ve hormonal
regiile androjen bagimli prostat kanserinden androjen bagimsiz prostat kanserine
geciste rol oynar (228,229). Cohen ve ark. kiiclik hiicreli akciger kanserinde ve
adenokarsinom tiimorlerde NEP aktivitesi ve protein seviylerini komsu tutulum
olmayan dokuyla karsilastirdiginda daha diisiik bulmuslardir (258). Benzer sonuglar
Pekonen ve ark.’nin endometrial kanser dokularinda NEPmRNA seviyelerini
degerlendirdikleri ¢alismada da goriilmiistiir (259). NEP ekspresyonu mide ve kolon

epitel hiicrelerinde normalde izlense de kotii diferansiye tip adenokarsinomda
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ekspresyon seviyeleri diisiik bulunmustur (260). Onceki calismalar NEP’in epitelyal
prostat kanser hiicrelerinden ve prostat stroma hiicrelerinden farkli olarak eksprese
edildigini gdstemistir. Hiicre prolifreasyonu ile iligkili antijen ki-67 ve NEP’e kars1
antikorlarla yapilan dual immunhistokimya ¢alismalarda NEP ekspresyonuyla hiicre
proliferasyonu arasinda ters bir korelasyon oldugu gosterilmistir. Benzer sonuglar
hiicre kiiltiirii ve xenograft fare modellerinde NEP’in prostat hiicrelerinde timor
slipresOr ve antimitojenik etkisi oldugunu gostermistir (261,262). Bu da NEP’in insan
prostat kanser hiicresi biiylimesini ve timdr olusumunu inhibe edebilecegini
diistindiirmiistiir.

Hem renal hiicreli kanserlerde hem de transizyonel hiicreli kanserlerde CD10
immunreaktivitesi bulunmustur. RHK’lerdeki ekspresyonu hem primer hem
metastatik tliimor dokusunda benzerdir ve histolojik alt tiplerin ayirict tanisi i¢in ek
belirte¢ oldugu kanitlanmistir. Bundan baska, hiicresel boyanma paternleri TNM
evresi ve tiimdr derecesi ile korelasyon gostermektedir. Prognoz yoniinden ise, her ne
kadar CDI10 ile hastalarin sonuglar1 arasinda tek degiskenli analizde istatistiksel
anlamli iligki goriilse de, ¢cok degiskenli degerlendirmede anlamlilik gézlenmemistir.

CD10 noétral metallopeptidaz aktivitesine sahip bir yilizey enzimidir. Bir
calismada, 180 primer, 58 metastatik bobrek kanseri hastasinda ve 53 degisici
epitelyum hiicreli kanser hastasinda CD10 ekspresyonu arastirtlmistir. Primer bobrek
kanseri olgularinin %90’1nda, metastatik olanlarin %86’sinda CD10 ekspresyonu
saptanirken degisici epitelyum hiicreli kanser olgularinin %351’inde goézlenmistir.
Tiimor evresi ile CD10 ekspresyonu arasinda korelasyon bulunmamigstir. TUmor
hiicrelerinin derecesi arttikga CD10 pozitifliginde azalma goriilmiistiir. Kromofob
hiicreli bobrek kanserinde immunreaktivite klasik tipe gore ¢ok daha azdir. Papiller tip
bobrek kaserinde %10°dan fazla CD10 immunreaktivitesi, daha agresif formu olan
Tip 2’de vardir. CD10 ekspresyonu ile prognoz arasinda bir iligki saptanmamuistir.
Sonug olarak, CD10 ekspresyonu sadece bobrek kanserinde histolojik alt grubu ortaya
koymakta yardimci olmaktadir (242). Baska bir c¢alismada, CDI10’un
hemanjioblastoma ve metastatik berrak hiicreli bobrek kanseri ayirim yapmada faydal
bir belirte¢ oldugu saptanmistir (263).

Bizim calismamizda, tiim renal kanser tiplerinde Neprilisin (CD10) ve alfa
sekretaz aktiviteleri cerrahi sinira en az 2 cm uzaklikta olan komsu saglam doku ile
karsilastirildiginda anlamli  olarak daha diisiik seviyelerde bulundu. Enzim

aktivitesindeki azalis hastalarin tiimor tipine ve derecesine gore degisiklik gdstermedi.
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NEP diizeyindeki kaybin alfa sekretaza gore daha fazla oldugu gozlendi. NEP diizeyi
Western-blot yontemi ile de bakildi. Enzim aktivitesindeki degisikliklerle korele
olarak NEP protein diizeyinin RHK’da belirgin diizeyde diisiik oldugu bulundu.

Substans P ve reseptdrii olan NKIR’in normal ve neoplastik hiicrelerde
incelenmesiyle norokinin-1 reseptor antagonistlerinin kanser hastalarinn tedavisinde
giincel bir yaklasima yol agacag diisiiniilmektedir (5).

(Arg6,D-Trp7,9,NmePhe8)-Substans P ((antagonist G)) kiiclik hiicreli akciger
kanseri (KHAK) gelisimini in vitro ve in vivo inhibe eden yeni bir antikanser ajan
sinift olup, KHAK tedavisi i¢in faz 2 aragtirmalarda kullanilmaktadir (MacKinnon ve
ark. 1999). Her ne kadar antagonist G KHAK hiicre gelisimini bloke etse de kesin etki
mekanizmasi belli degildir. MacKinnon ve ark. yaptig1 caligmada antagonist G’nin
apoptozu stimiile ettigini morfolojik ve KHAK hiicrelerinde c-Jun —N terminal kinaz
(JNK) aktivitesini uyararak gostermistir. Bu aktivite ndropeptitten bagimsizdir, ancak
reaktif oksijen tiirlerine (ROS) bagimlidir ve serbest radikal yakalayict olan N-acetyl
cysteine ile inhibe edilir. Bundan 6te, antagonist G inflamasyonu indiikler ve in vivo
bradikinin ile indiiklenen 6dem formasyonunu ortaya g¢ikarir. Bu sonuclar 1s1ginda,
genis spektrumlu noropeptit antagonisti olarak, antagonist G, KHAK hiicre
membranlarinda bazal G protein aktivitesini uyarmaktadir. Boylece G proteinleri
aktive ederek sinyal iletimini saglar. Bu yeni aktivite, KHAK hiicrelerinde tam anti-
kanser aktivite i¢in 6nemli olup, noropeptite bagli olmayan kanserlerde antagonist G
aktivitesi i¢in de yararli olabilecegi gOsterilmistir (264).

Kapsaisine duyarli duysal sinirler miyelinsiz C-liflerden olugsmakta ve doku
sonlanmalarinda SP, vazoaktif intestinal peptit ile kalsitonin geni ile iliskili peptit gibi
immiin regiilator peptitler igemektedir (265,266). SP kanserle en fazla iligkilendirilen
noropeptittir. SP’nin kanser gelisimindeki rolii ile ilgili ¢alismalarin sonuglar
birbiriyle ¢eligkili bulunmustur. Calismalarin bir kismi1 SP’nin tiimdr gelisimini
hizlandirdigini, yeni damar olsumunu artirdifimm ve bu yolla metastazi
kolaylastirdigin1 gdstermektedir (171,174,179,198,267). Diger yandan, SP geninin
kaybi1 kolon kanserinin gelisimi ile iliskilendirilmistir (268). Benzer sekilde, farelerin
SP ile Onceden tedavi edilmesinin tiimdre karsi immiin yaniti artirarak melanoma
gelisimini yavaslattigi gosterilmistir (269). Bu birbirine zit goriinen etkilerin olasi
nedeni, SP ve hidroliz iirlinlerinin ¢ok farkli etkilerinin olmasi ve duruma gore
birbirlerinin etkisini antagonize etmeleri olabilir. Bu etkilesim daha ¢ok santral sinir

sisteminde gosterilmis olsa da, kanser gelisiminde de 6nemli olacagini sentetik SP
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fragmanlariyla yapilan calismalar gostermistir. Sentetik SP kanser hiicrelerinin
bliylimesini yavaglatmaktadir ve olas1 antitimor etkileri i¢in klinik denemeler
yapilmaktadir. Bu durum endojen SP’nin ortamda dogru enzimler bulundugunda,
fragmanlar1 yoluyla antitiimor etki gosterecegini diisiindiirmektedir (270,199,200).
Kanser tedavisi i¢in denenen SP fragmanlari, SP’nin bazi etkilerini taklit ederken,
mitojenik etkilerini antagonize etmektedir (271). Heniiz SP’nin fizyolojik fragmanlari
kanser hiicreleri lizerinde test edilmemis olmakla birlikte, bu fragmanlardan SP 1-
7’nin santral sinir sistemindeki etkileri ayrintili olarak ¢alisilmis ve SP 1-7’nin NK-1
reseptorlerinin diizeyini azalttig1 gosterilmistir (272-274). Bu bulgular, SP’nin ADAM
10’1a hidroliz iirlinlerinin antitimor etki gdsterebilecegi ve bu etkiyi kaspaz 7 gibi
antitimor genlerin aktivasyonuyla yapabilecegini gostermektedir.

Bizim calismamizda, SP, CGRP ve VIP diizeyleri elimizdeki dokularda
calisildi. SP diizeyinin hem timorli hem de tiimoérsiz bobrek dokusunda
Olciilemeyecek kadar diistik oldugu gozlendi. CGRP diizeyinde ise tiimorlerde CGRP
seviyelerinde, 1. ve 2. ekstraksiyonlar sonrasi, saglam bobrek dokusuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark izlenmedi (p degeri > 0,10).

ADAM 9 dahil birgok ADAM c¢esitli solid tiimorlerde m RNA ve/veya protein
seviyesinde tanimlanmis ve siklikla kotli prognostik parametreler veya kisalmis hasta
survisi ile iligkili bulunmustur (275-277). ADAM 9 ekspresyonu ile metastaz ve
yiiksek tiimor derecesi arasinda giiclii bir iliski vardir. ADAM 9 esas olarak nefronun
proksimal kisminda eksprese olur bu nedenle bu bolgeden kaynaklandigi diisiiniilen
berrak hiicreli ve papiller karsinomlarda yiiksek ADAM 9 ekspresyonu izlenir. ilging
olarak Fritzsche ve ark (2008) yaptig1 bir ¢caligmada 5 kromofoblu vakanin 3’linde
yiiksek ADAMO ekspresyonu gostermesi bu tiimor alt tipinin bilinenin aksine distal
nefrondan kaynaklanmadigini diislindiiriir. ADAM 9 solid tiimorlerde tiimor olugumu
ve tiimor progesyonunda rol oynar (278,279). Fonksiyonel olarak ADAM 9’un
spesifik antikorlarla blokaji gastrik kanser hiicre dizilerinde hiicre biiyiimesinin
inhibisyonu ile sonuglanmistir (275). ADAM9’un akciger kanser dizilerinde asiri
ekspresyonu invazifligi ortaya koyarken; beyin metastazlariylada anlamli olarak
iliskili bulunmustur. Melanomda da ADAM9 in vivo invazyonda artmis regiilasyon
gostermistir (280). ADAM9’un kotli prognostik tiimor parametreleri ile (pozitif lenf
nodu, uzak metastaz, pozitif cerrahi sinir, yliksek timor derecesi) anlamli olarak

iligkili bulunmasi diger bulgularla ortiismektedir. Enteresan olan en yiiksek oranda
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ekspresyon papiller hiicreli tip RHK’da goriilmiistiir, vaka sayis1 her ne kadar az da
olsa tanisal bilgi olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Bizim calismamizda, ADAMY diizeyi de o6zellikle erken evre tiimorlerde
diisiik bulunmustur. ileri evre tiimérlerde ADAMY diizeyi erken evre tiimorlerdeki
diizeye benzer bulunmustur. Fakat bu grupta ¢evre bobrek dokusundaki diizeyin erken
evre timor ¢evre dokusuna gore daha diisiik oldugu gozlenmistir.

Renal hiicreli karsinom (RHK) icin ¢ok sayida yeni tiimor belirteci
bulunmustur. Bunlardan biri ADAM10’dur. ADAMI10 bir metalloproteazdir ve timor
evresi, lenf nodu ve metastaz durumu ile anlamli olrak iligkili oldugu, ayrica papiller
RHK’da belirgin sekilde bulundugu gosterilmistir (281). IL-15’in timor ici
ekspresyonu giiclii bir immiinomodulatér faktordiir ve timor progresyonu ve kotii
klinik sonuglar ile iliskilidir. Bu faktor ADAM17 ve ADAMI10 tarafindan hiicre disina
birakilir. Sonugta IL-15 tiimor progresyonunda kritik bir proses olan epitelyum-
mezenkimal transdiferansiyasyonu meydana getirir (282).

Aktif metalloproteinazlar olarak ADAM’lar, ekstraseliiler matriks proteinlerini
yikarak tiimor invazyonu ve metastazda Oonemli rol oynarlar. ADAM 9 laminini
parcalayarak invazyonu kolaylastirir (283). ADAM’lar integrinler ve proteoglikanlarla
etkileserek tlimor hiicresi adhezyonunu direkt saglayabilirler (284). ADAM’larin izole
edilmis kisimlar1 tiimoér olusumunda potent etkilere sahipti. ADAM 15’in
antianjiojenik ve antimetastatik islevi olan disintegrin kismi oldugu bilinmekte ve bu
gorlsii desteklemektedir (285). ADAM 10’un adhezyon molekiilleri N- E ve VE
cadherin’i yikma 0Ozelligini gosteren caligmalar mevcuttur (Maretzky ve ark 2005,
Reiss ve ark 2005, Schulz ve ark 2008). Bunlar tiimor hiicresi fenotipini etkiler, farkli
adezyon paternleri olusumuna yol acar ve migrasyon, beta catenin aktivasyonu sinyali
veya intraseliiler kismin direkt etkisiyle olusur.

Selektinler, ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1 gibi adezyon molekiillerinin
ADAM’lar tarafindan dokiilmesi (shedding) timor hiicrelerinin  adezyon ve
damarlanmasimi etkiler. ADAM’lar dis kisimlarmi dokerek biiylime faktorlerini,
kemokinler ve diger ¢oziinen mediatorleri mobilize eder veya sinyal iletimiyle
reseptorleri uyarir. Bu 6zellikle ADAM 17 ve EGFR sinyal iletimi i¢in gecerli olup,
ADAM 17 ve TGF-alfa arasindaki direkt iligski insan meme kanserinde agikca rapor
edilmistir (Borrel Pages ve ark 2003, Kenny ve Bissel 2007) (13).

Bizim ¢aligmamizda, NEP (CD10), ADAM9 ve ADAMIO diizeyi berrak

hicreli renal hiicreli karsinomda incelenen tim evrelerde timorsiiz bobrek dokusuna
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gore anlamli derecede diisiik bulunmustur. Istatistiksel analizler ANOVA ve
Bonferroni post-testi kullanilarak elde edilmistir. ADAMI17 diizeyinin ise ileri
evrelerde tiimor dokusunda erken evre tlimor dokusuna gore anlamli derecede azaldig:

gbzlenmistir (Student’s t-testi).

71



7. OZET

Renal hiicreli karsinom (RHK) insidans1 giderek artan, sinirli bir grup hasta
icin etkin tedavisi olan, konvansiyonel kemoterapi ve radyoterapiye iyi cevap
vermeyen bir malignensidir. Bu nedenle son yillarda hastaligin gelisimi ve
progresyonu ile ilgili molekiillerin tanimlanmasina yonelik c¢alismalar artmistir.
ADAM (A Disintegrin A Metalloproteaz)’lar bir metalloproteaz ailesi olup, tiim
calismalarda olmasa da bazi calismalarda ADAM 9, ADAM 10 ve ADAM 17’nin
artmig ekspresyonunun timor progresyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir. Benzer
sekilde noropeptidlerin hidrolizinden sorumlu bir peptidaz olan neprilisin (NEP)
seviyesindeki degisimin tiimér formasyonu ve progresyonunu nasil etkiledigi
kesinlige kavugsmamistir. Bu bulgular protein seviyesindeki degisimlerin her zaman
fonksiyonel degisimlerle korele olmadigini gostermistir. Aday molekiillerin timor
formasyonu ve metastazlar1 nasil etkiledigini anlamak icin fonksiyonel degisimlerin
belirlenmesi gerekmektedir.

Biz ardisik 60 olguluk renal hiicreli kanser serimizde postoperatif taze
dondurulmus RHK dokusunda ve primer tiimore 2 cm uzakliktaki komsu renal dokuda
neprilisin ve alfa sekretaz aktivitesini ADAM 9, 10 ve 17 fonksiyon Ol¢limleriyle
degerlendirdik. ADAM’larin hem tiimdr hem de komsu tiimorsiiz dokudaki seviyeleri
ve lokalizasyonlar: immunhistokimya ¢alismasiyla degerlendirildi. Orneklerin
patolojik derecelendirmesi immiinreaktivite skalasi kullanilarak yapildi. Kontrol grubu
olarak tasli nonfonksiyone bobrek nedeniyle cerrahi uygulanan 10 hastadan alinan
dokularda da ayni calisma yapildi. RHK alt tiplerinden 34’1 berrak hiicreli, 12’si
papiller ve 8’1 kromofob idi. Yiizdeleri sirastyla 58, 16 ve 11 idi. 6 olgu ise diger tip
RHK’lardan olusuyordu.

Hem alfa sekretaz, hem de neprilisin aktivitesinin timor olmayan komsu renal
dokuyla karsilastirildiginda tiimor dokusunda anlamli olarak azaldigi (alfa sekretaz
%78, neprilisin %57) saptand1 (p < 0,0001 paired t test). Enzim aktivitesindeki azalis
farkli histolojik alt tipler ve derecesine gore degisiklik gostermedi. Istatistiksel
analizler, tiimor tiplerine gore yapildi. Papiller tip RHK’da NEP aktivitesi ve alfa-
sekretaz aktivitesi tiimor dokusunda belirgin ve istatistiksel olarak anlamli diizeyde

diistik bulundu. NEP diizeyindeki kaybin alfa sekretaza gore daha fazla oldugu
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gozlendi. RHK hastalarindaki renal alfa sekretaz aktivitesi nefrolitiazis nedeniyle
cerrahi uygulanan bobrek dokulariyla karsilastirldiginda anlamli olarak yiiksekti
(p<0,05) (2,4 kat). Buna karsin, kromofob RHK hastalarindaki renal neprilisin
aktivitesi tasa bagli nonfonksiyone bobrek nedeniyle uygulanan nefrektomi
materyalinden alinan bébrek dokulariyla karsilastirildiginda anlamli olarak azalmisti
(%44).

NEP (CD10), ADAM9 ve ADAMI0 diizeyi berrak hiicreli renal hiicreli
karsinomda incelenen tiim evrelerde tiimorsiiz bobrek dokusuna gore anlamli derecede
diisiik bulunmustur. ADAM17 diizeyinin ise ileri evrelerde tiimoér dokusunda erken
evre timor dokusuna gore anlamli derecede azaldig1 gozlenmistir. Tiimdr dokusunda
ADAM9 immunboyanmasi komsu tiimorsiiz bobrek dokusuyla karsilagtirildiginda
timor tipinden bagimsiz, belirgin olarak diisiik bulunmustur. ADAMI17 seviyeleri
papiller tip renal hiicreli karsinomda erken evrede ileri evreye (metastatik veya T3a
timdrlerde) ve c¢evre tlimorsliz dokuya gore daha diigiiktii. Ayrica ileri evre berrak
hiicreli karsinomda da azalmis ADAM17 ekspresyonu saptandi. ADAMI10 seviyeleri
tim tiplerdeki tiimorlerde komsu normal dokuya gore anlamli olarak diigiiktii, ileri
veya erken evre agisindan anlamli fark yoktu. Genel olarak tim ADAM’lardan en
fazla ADAMI17 ekspresyonu saptandi. Timor dokusunda ADAM’larin aberran
(sitoplazmik) ekspresyonu saptanmasi azalmis alfa sekretaz aktivitesini
aciklamaktadir. Bizim sonuglarimiz ayni zamanda ADAM17 aberran ekspresyonunun
papiller tip renal hiicreli karsinomda tiimor progresyonuna yol actigin1 géstermektedir.

Alfa sekretaz aktivitesinin tiimor olusumu ve progresyonundaki rolii tam
bilinmemektedir. Bu sonuclar, neprilisin ve alfa sekretaz aktivitesinin RHK olan
hastalarda azaldigini ilk kez gostermistir ve terapdtik anlamlilik i¢in daha ileri

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Renal hiicreli karsinom, Substans P, NEP/CD10, ADAM, alfa

sekretaz.
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8. ABSTRACT

Association of Renal Cell Carcinoma Phenotype and Prognosis with Differential

Changes of Substance P and Substance P Degrading Enzyme Levels

Renal cell carcinoma (RCC) is a malignancy with a rising incidence and has
effective treatment modalities for a limited group of patient which does not response
well to conventional chemotherapy and radiotherapy. Hence recently, the
identification of molecules involved in the development and progression of this
disease is of high priority. ADAMs (A Disintegrin A Metaloproteases) are a family of
metaloproteases and increased expression of ADAM9, ADAMI10 and ADAM17 was
associated with tumor progression in some but not in all studies. Similarly effects of
different levels of neprilisin (NEP), a peptidase which is responsible for hydrolyzing
neuropeptides, on tumorogenesis and tumor progression is not clear. These
discrepancies may reflect the fact that changes in protein levels do not always
correlate with the functional changes.

Changes in alpha-secretase activity as an assay for ADAMY9, 10 and 17
functions in freshly frozen 60 consecutive renal cell carcinoma samples were
examined. Adjacent renal tissue ~2cm distant to primary tumor was also used.
Changes in the level and localization of the ADAMs were evaluated in both tumor
tissue and neighboring uninvolved kidney tissue by immunohistochemistry.
Pathological grading of the samples was calculated using immunreactivity scale.
Subtypes of RCC and the number of patients examined were as follows: Clear cell
carcinoma (n=34) (58%), papillary cell carcinoma (n=12) (16%), Cromophobe cell
type (n=8) (11%) and other types (n=6).

Alpha-secretase activity and neprylisin was significantly lower (78% and 57%)
in tumor tissue compared to the neighboring renal tissue regardless of tumor type (p <
0,0001 paired t test). Statistical analysis done according to tumor types. In papillary
type RCC NEP and alpha secretase activity in tumor tissue is markedly and
statistically significant lower than neighbouring uninvolved kidney. NEP level

decrease was higher than alpha secretase decrease. Renal alpha secretase activity in
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RCC was significantly higher than alpha secretase activity in patients underwent
simple nephrectomy for nonfunctioning kidney because of nephrolitiazis (p<0,05) (2-
4 times). But in chromophobe type RCC patients renal neprylisin activity was
significantly lower (44%) than patients underwent simple nephrectomy for
nonfunctioning kidney because of nephrolitiazis. Immunostaining for ADAM9
demonstrated that ADAMO levels were markedly lower in tumor tissue compared to
neighboring renal tissue regardless of cell type. ADAM17 levels however were lower
in early disease compared to advanced carcinoma (metastatic disease or with T3a
tumors) as well as neighboring renal tissue in papillary type but not clear cell
carcinoma. In fact decreased expression of ADAMI17 in advanced carcinoma of clear
cell was observed. ADAMIO levels were significantly lower in all types compared to
neighboring renal tissue and there was no difference between early and advanced
disease. Overall, of all ADAMs, ADAMI17 was expressed the highest. The aberrant
(cytoplasmic) expression of all ADAMs however was observed in tumor tissue
explaining the decreased alpha secretase activity. Our results also suggested that
aberrant expression of ADAM17 may promote tumor progression in papillary cell
type.

The role of alpha-secretase activity in tumor progression as well as
tumorogenesis is not well-known. Our results demonstrated for the first time that
alpha-secretase activity was significantly decreased in RCC which might be involved
in pathogenesis. Further studies however are needed to evaluate possible anti-tumoral

effects of alpha-secretase activity.

Key words: Renal cell carcinoma, Substance P, NEP/CD10, ADAM, alpha secretase.
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