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OZET

BOBREK KANSERLI HASTALARIN AgNOR PARAMETRELERININ
ARASTIRILMASI

Sinem GECGEL
Yiiksek Lisans Tezi, Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Tez Danismani Dog. Dr. Recep EROZ
Temmuz 2020, 60 sayfa

Biz bu ¢alismada insan bobrek kanseri hiicrelerindeki her bir hiicrenin toplam AgNOR
Alani/ Cekirdek Alami degerlerini (TAA/CA) ve ortalama AgNOR sayilarin1 bir
bilgisayar programi  Kullanarak  hesaplamayr amacladik. Ayrica AgNOR
parametrelerindeki degisikliklerle tiimoriin prognozu arasinda bir iligkinin bulunup
bulunmadigini belirlemeye ¢alistik. Calismamiza normal hiicre (kontrol grubu), Berrak
Hiicreli Renal Hiicreli Karsinom(BHRK) ve Papiller Renal Hiicreli Karsinom(PRHK)
olarak 3 grubu dahil ettik. Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji AD’inda
bobrek kanseri tanisi almis (BHRK ve PRHK) hastalarin parafin bloga gdmiilmiis
timorlii dokularindan ve yine malignite nedeniyle nefrektomi materyalinin saglikli
hiicrelerinin  bulundugu dokularindan Spm’lik kesitler temiz bir lama alinarak
deparafinize edilip fiksasyon yapildiktan sonra AgNOR boyama islemi yapildi. AQNOR
boyama sonrasi, bobrek hiicrelerinin ortalama AgNOR sayisi ile TAA/CA alani
degerleri hesaplanmistir. Kontrol grubunun ortalama TAA/CA (0,834+0,192) ve
ortalama AgNOR sayisi(1,158+0,372) degeri, PRHK grubunun ortalama TAA/CA
(1,041+0,418) ve AgNOR sayis1 (1,288+0,490) degerinden anlamli derecede diisiiktii
(sirasiyla Z=-6,390 ve p=0.000; Z=-4,038 ve p=0,000). Kontrol gurubunun hem
ortalama TAA/CA (0,834+0,192) hemde ortalama AgNOR sayisi1 (1,158+0,372) degeri,
BHRK gurbunun TAA/CA (1,143%0,395) ve ortalama AgNOR sayis1 (1,495+0,553)
degerinden anlamli derecede diigiiktii (sirasiyla Z=-11,627 ve p=0.000; Z=-9,603ve
p=0,000). Buna ilaveten, BHRK grubunun TAA/CA (1,143+0,395) hemde ortalama
AgNOR sayist (1,495+0,553) degeri, PRHK grubunun TAA/CA (1,041+£0,418) ve
ortalama AgNOR sayis1 (1,288+0,490) degerinden anlamli derecede yiiksekti. Sonug
olarak hastaligin daha erken donemlerinde teshisi ve prognozu hakkinda bilgiler
edinebilmek i¢in AgNOR yontemi indirek bir belirteg olarak kullanilabilir.

Anahtar sozciikler: AgNOR, Berrak hiicreli renal hiicreli karsinom, Bobrek kanseri,
Cekirdek, Papiller renal hiicreli karsinom



ABSTRACT

INVESTIGATION OF AgNOR PARAMETERS IN PATIENTS WITH KIDNEY
CANCER

Sinem GECGEL
Master Thesis, Medical Biology and Genetics
Thesis advisor Dog. Dr. Recep EROZ
July 2020, 60 pages

In this study, we aimed to calculate the total AGQNOR area / Nuclear area values (TAA /
NA) and average AQNOR numbers of each cell in Human Kidney Cancer Cells using a
computer program. We also tried to determine if there was a relationship between
changes in AgNOR parameters and the prognosis of the tumor. In our study, we
included 3 groups as normal cell (control group), Clear Cell Carcinoma (BHRK) and
Papillary Renal Cell Carcinoma (PRHK). 5um sections of the tumor tissues embedded
in the parafin block(clear cell carsinoma and papillary carsinoma) of the patients with
kidney cancer and tissues containing healthy cells of the nephrectomy material due to
malignancy are deparaffinized and fixated, then AgNOR staining process was
performed. After AgNOR staining, average AgNOR number and TAA / CA area values
of kidney cells were calculated). The control group's mean TAA / CA (0.834 + 0.1192)
and average AgNOR number (1.158 + 0.372) value was significantly lower than the
BHRK group's TAA / CA (1.143 £ 0.395) and average AgNOR number (1.495 £ 0.553)
respectively (Z = -11.627 and p = 0.000; Z = -9.603 and p = 0.000). In addition, the
BHRK group’s TAA / CA (1.143 £+ 0.395) and the average AgNOR number (1.495 +
0.553) and the TAA/CA (1,041+0,418) and average number of AgNOR (1.288 = 0.490)
of the PRHK group were significantly higher than that of the PHRK group. As a result,
AgNOR method can be used as an indirect marker to obtain information about the
diagnosis and prognosis of the disease at an earlier stage.

Key words: AgNOR, Clear cell carcinoma, Kidney cancer, Nucleus, Papillary renal cell
carcinoma,



1. GIRIS VE AMAC

Kanser gliniimiizde goriilen en énemli saglik meselelerinden biri olup, devamli goriiliip
oldiirticti olmasi1 gerekgesiyle de bir halk sorunu haline gelmistir. Diinya Saglik
Orgiitiiniin 2008 Kanser Raporuna gore diinyada yilda 12,8 milyon kiside yeni kanser
vakas1 goriilmektedir. Kanserin goriildiigii kisi sayisindaki artis hiz1 ayn1 sekilde devam
ettigi stirece, 2025 senesinde diinya ¢apinda kansere yakalanan kisi sayisinin 25
milyonu asacagi beklenmektedir. Nitekim gilinlimiizde kanserle alakali yapilan
calismalar her gegen giin hizla artmakta, daha faydali ve yan etkisinin daha az oldugu
tedavi arama calismalar1 siirmektedir *

Bobrek kanseri ¢ok sik goriilen ve 6liimciil olan bir kanser tliriidiir. Bu kanser tiirti, ates,
idrarda kan goriilmesi, sirt bolgesinin sag ya da sol tarafinda gecmeyen agri, hastanin
yan tarafinda ya da karninda kitle belirginlesmesi ile karakterizedir®. Hastalik iirolojik
kanserlerin en o6liimciil olanidir ve yetiskin malignitelerin %3 lik kismini olusturur.
Erkeklerin kadimlara orani yaklasik olarak 3/2 dir®. Hastaligin en sik goriilen tipi renal
hiicreli karsinomdur. Cogunlukla 60-70 yaslarinda ortaya ¢ikmakta olup, son 20 yilda
bébrek kanseri sikliginda belirgin bir artis gozlenmistir®

Hiicre c¢ekirdegindeki cekirdeke¢ik organize edici bolgeler (NOR), insan ve diger
Okaryotlarin kromozomlarinda yerlesmis olan ¢ekirdek¢ik olusturan DNA bdlgeleridir.
Bu boélgeler rRNA sentezledikleri icin rDNA olarak da bilinirler. NOR’lar insanda bes
cift akrosentrik kromozomunun (13, 14, 15, 21, 22. kromozomlar) ikincil bogumu
olarak bilinen satellit koklerinde bulunurlar ve ¢ekirdek¢igin olusumunda rol alirlar.
Cekirdekgigin aktif zonunda (fibrillar ve yogun fibrillar merkezi) NOR proteinleri
bulunmaktadir®® Bu proteinler interfazda transkribe edilen NOR bolgeleri olarak
isimlendirilir. Bu transkripsiyon isleminde rol alan proteinler Argrophylic (giimiis
seven) Ozelliklerinden dolayt AgGNOR olarak isimlendirilirler. Bu proteinler giimiis
nitrat tarafindan segici olarak boyanir, Giimiisle boyanan, hiicre ¢ekirdeklerinde
saptanan AgNOR artisinin, hiicrenin ¢ogalma hizi ile ilgili bilgi vermesi nedeniyle, bu
proteinlerin kanserin gelisme potansiyeli hakkinda bilgi verebilecegi beklenmektedir’.
Hiicrenin  proliferatif ~ aktivitesinin  degerlendirilmesi,  tlimorlerin  histolojik
siniflandirimasina yardimer olmasi agisindan Gnemlidir’  Histopatoloji’de, interfaz
AgNOR proteinlerinin analizleri preneoplastik ve neoplastik lezyonlarin ayrilmasinda
stk olarak kullanilmaktadir® AgNOR proteinleri birgok kanser tiiriinde hiicresel
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proliferasyonun bir indikatoriidiir' =~ Bu bolgelerin aktiviteleri direk olarak protein



sentezi ile iligkilidir. Bu nedenle, aktif NOR sayilari, artan hiicresel aktiviteyle artar.
Burada bahsedilen metot kullanilarak yapilmis olan daha 6nceki ¢alismalarda ortalama
AgNOR sayis1 ve Total AgNOR Alani/Cekirdek alani (TAA/CA) oranmin papiller
tiroid kanserinde benin tiroid nodiillerine gore anlamli derece de arttig1 tespit edilmistir’
Malin ve benin 6zellikteki farkli lezyonlarin ayriminda kullanilacak yeni yaklasim ve
markirlarin tanimlanmasi tani basarisinin giiglendirilmesi ve giivenilirligi agisindan ¢ok
onemlidir. Daha 6nce yapilmis olan diger ¢alismalarda malin ve benin lezyonlarinin
ayriminda ¢ekirdekte bulunan AgNOR lekelerinin toplam alani hesaplanirken, bizim
kullandigimiz yontem de her hiicre i¢in toplam AgNOR alanmin toplam c¢ekirdek
alanma oran1 (TAA/CA) hesaplanmaktadir. Kanserli hiicrelerde gen ekspresyonunun
yani sira genin {rlini ve hiicrenin morfolojisi (¢ekirdegin hacmi, g¢eirdek¢ik vb.) de
degismektedir. Bu sebepledir ki ¢ekirdek icindeki AgNOR alan1 ve ¢ekirdek alaninin
ayr1 hesaplanmasi protein sentez kapasitesiyle ilgili daha iyi bilgiye ulasmayi saglar.
Boylece TAA/CA oraninin tespit edilmesi ile hiicrelerin metabolik ve proliferatif
aktiviteleri hakkinda daha net bilgiler elde edilebilmektedir. Bizim kullandigimiz bu
teknik ayn1 zamanda uygulamasi kolay ve ucuz bir tekniktir.

Kanser alaninda uygulanan tedaviler geg¢misten gilinimiize kadar farkli teknikler
kullanarak veya sistemli ila¢g uygulamalari ile gelisme kaydetmistir. Diger kanser tiirleri
gibi, bobrek kanseri de hasta kisinin kendi hayatiyla birlikte yakinlarinkinide etkileyen
bas etmesi olduk¢a zor bir hastaliktir. Bunun yaninda hastanede yatis siireleri,
hastalikta uygulanan tedaviler, yan etkileri, bu korkuyla endiseyi arttirmaktadir. Bu
calismada bobrek kanserli bireylerin parafine gomiilmiis doku orneklerinde AgNOR
protein miktarlarini degerlendirmeyi kararlastirdik.

Bununla beraber bildigimiz kadariyla literatiirde insan bobrek kanseri hiicreleri ile ilgili
AgNOR sayist ile bizim yeni yaklagimimiz olan toplam AgNOR alani/Cekirdek alani
degerlerinin (TAA/CA) arastirildigr higbir ¢alisma yapilmamistir. Bu nedenle biz bu
caligmanin yapilmasini kararlastirdik. Bu arastirma sonucunda elde elden veriler
sayesinde hastaligin daha erken bir donemde tanisinin konulmasi, histopatolojik
degerlendirmelere ilave olarak hastaligin alt guruplarimin ayrilmasi ve prognozu
hakkinda bilgi edinilmeye ¢alisilacaktir. Boylece hastaligin daha erken donemlerde
teshisi ile, hekime daha erken dénemde hastaliktan kaynakli miizdariplikleri ortadan
kaldirmak i¢in bir tedavi stratejisinin uygulanilmasina katki saglanabilecegi gibi,

hastaligin prognozu daha kétiiye gitmeden hastanin tedavisi yapilabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Bobrek Kanseri

Saglik Bakanligina bagli Kanser Savas Daire Baskanligima hizmet igin izmir Saghk
Miidiirliigii ¢ercevesinde calisma yapan Tiirkiye’nin ilk niifus temelli kanser kayit
merkezi KIDEM (Kanser izlem Denetleme Merkezi)’in sagladig1 bilgiler neticesinde
bobrek kanseri, yurdumuzda goézlenen biitiin kanserlerin %1,8 kismin1 meydana

getirmektedir. Her sene 190.000 civarinda yeni olguya teshis konulmaktadir'®

Tiirkiye-de erkeklerde de kadinlarda da bu kanser gesidi 13. sirada bulunmaktadir.
Bobrek tiimorlerinde 1980 yillarindan beri ciddi bir artis goriilmektedir. Bunun yani sira
bobrek kanseri hastaligi i¢in 40 yas kritik olabilir. Bu yasa bagli olarak artig
goriilmekte, bu artis 75 yasina kadar devam edebilmektedir. Afrika ve Asya gibi

iilkelerde ise hastaligin goriilme siklig1 azalmaktadir.

Bobrek hiicreli kanserler (BHK) bobrek tubulus epitelinden gelismeye baglarlar. Tanida
kullanilan goriintiilleme yontemlerinde karsilasilan gelismeler sayesinde, 10 yillik yasam
orani %65 seviyesine kadar glkm15t1r13. Bu alanda gergeklestirilen tedaviler, gegmisten
bu giine kadar degisik yontemler kullanilarak veya sistemli ilag¢ tedavileri sayesinde
ciddi derecede gelisim gostermistir. Bobrek kanseri oldukga fazla gézlenen ve dliime
sebep olan bir kanser tiiriidiir. Bu kanser ¢esidi, hastanin ve yakin ¢evresinin hayatini
yakindan etkileyen ciddi bir hastaliktir. Tedaviler, olasi yan etkiler ve hastanede yatis
stiresi de korku ve kaygiyr arttirmaktadir. Bobrek hiicreli kanserler, radyoterapi ve
kemoterapiye diren¢ gosterdikleri icin, nefrektomi en i1yi sonu¢ alinan tedavidir**
Erken teshis ve tedavi neticesinde, ciddi bir saglik sorunu olan bobrek kanserinde
Oonemli basarilar saglanmaktadir. Erken teshis igin birgok belirteg (ki67, PCNA vb)

%11 Bununla birlikte daha az biyolojik materyal kullanilarak, daha

kullanilmaktadir
yiiksek spesifite ve sensitifiteye sahip yeni tani belirteclerinin ve yaklasimlarin

gelistirilmesi hastalikla daha etkin bir miicadele i¢in 6nem arzetmektedir.

2. 2. Epidemiyolojisi

BHK, olgun solid tiimorlerinin %3’liikk kismini, tiim parankimal bdbrek tiimorlerinin
%85’ine yakin kismin1 olusturmaktadir. Urolojik kanserler igerisinde prostat ve mesane
timorlerinin ardindan 3. sirada goriiliirler. Besinci ve yedinci dekatlarda erkeklerde
daha fazla gozlemlenir. Uriner sistem sebepli tiimdrlere bagl oliimlerde BHK’ler

%40’ tstlindeki orani ile mortalitesi en yiiksek tirolojik kanserdir. Bu oran, prostat ve



mesane kanserinde %20 civarindadir'® En fazla gézlenen malign bobrek tiimérii olan
renal hiicreli karsinomlar, iirolojik tiimérler arasinda 3.siradadir'®. Yetiskinlerde
gbzlenen biitlin malign tiimorlerin %2’°sini, tiim bobrek tiimdrlerinin ise %80’ini
meydana getirirler'’. Cogunlukla 55-60 yaslar civarinda ve erkeklerde kadinlarin iki kati

siklikla gozlenir™.

Renal hiicreli karsinom hastalari genel olarak kotii prognoza sahiptir. 5 yillik yasam
miiddeti %50, 10 yillik yasam miiddeti ise %33°diir'"*°. Hastalarda %40 oraninda niiks
gézlenmektedirlg. Olgularin %50’sinde erken teshis konmasina ragmen, metastaz tespit
edilmistir'’,

Bobrek tiimorleri malign, benign veya enflamatuar karakterde olabilir. Malign bobrek
tiimorlerinin yaklasik %85-%90’1mn1 BHRK olusturmaktadir®® Bébrek timorii gozlenme
sikliginda Danimarka ve Isvicre’de bir azalma sdz konusudur. Bununla birlikte son 20
senede diinya genelinde ve Avrupada yillik %2’lik artis meveuttur® Avrupa Birligi’nde
2012 yilinda 84400 yeni BHK olgusu ve 34700 6lim belirtilmistir® Gériintiileme
sekillerinin yaygin kullanilmasi ile teshis konulma sikligi artis gostermekte ve daha

2325 Daha erken

kiigiik tiimorlere daha erken donemde teshis konulabilmektedir
dénemde teshis konulmasina ragmen BHK ’nin mortalitesi ciddi oranda azalmamustir®.
Mortalitesi en yiiksek tirolojik kanserdir (%30-%40). Bobrek kanseri i¢in Amerikan
Kanser Dernegi’nin 2014 yili i¢in yapmis oldugu tahmin 63,920 yeni olgu (39,1401
erkek , 24,780’i kadin) ve 13,860 kisinin (8900’1 erkek ve 4960’1 kadin) bu hastaliktan
hayatin1 kaybedecegi yoniindedir?’. Diinya Saglk 6rgiitiiniin Iternationals Agency for
Research on Cancer Globocan 2018 Tiirkiye verilerine gore Tiirkiye de 81 milyon
kisiden 210537’sinde yeni kanser vakasi tespit edilmistir. Bunlardan 116710 kisi
hayatin1 kaybetmistir. Tirkiye de en ¢ok goriilen kanser %16,5 oraninda Akciger
kanseri ve bunu %10,6 oraninda gogiis kanseri takip etmektedir. Bobrek kanseri ise
%2,2 oraninda 14. Sirada yer almaktadir. Bobrek kanserine yakalanan 4728 kisiden
2484 i hayatini kaybetmistirzs. BHK ileri yas hastaligidir. En fazla rastlandigi yas
araligir 70-74 yagslaridir. Erkeklerde kadinlara gore yaklasik 2:1 oraninda daha fazla

gé’)zlenmektedirzg’3o

. Dolayist ile erkeklerde gozlenen risk kadinlardakine gore daha
fazladir. Hastalarin biiyiik kismu sporadik olup %2 olgu ise aileseldir®. Birinci derece

akrabalarinda BHK olan insanlarda riskin 4,3 kat arttig1 ortaya konulmustur®?



2. 3. Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Bobrek kanseri tek basina seyreden bir kanser tiirii degildir. Terapiye farkli cevap veren
genetik ve histolojik sebeplerle farkli kanser tiirleri ile beraber goriilmektedir. Hastaliga
sahip kisilerde gozlemlenen terapiye kars1 yanit cesitliligi degisik genlerde gozlemlenen

mutasyonlar sebebiyle meydana gelmektedir®,

Renal hiicreli karsinomlarda gercgeklestirilen ¢alismalar olmasina ragmen halen
etiyolojisi net olarak bilinmemektedir®*. Kromozom anomalileri, hormonlar, ¢esitli
bakteriyel enfeksiyonlar, obezite, genetik yapi, cevresel atiklar, kimyasal ajanlar,

mesleki alanlarda goriilen kimyasal ajanlar etiyolojide arastirilmistir®*>°

Etiyolojisinde en 6nemli faktor sigara olmakla birlikte bu erkek olgularin %39’unda
etkili olmaktadir. Igme suyunda bulunan arsenigin tehlikeyi arttirdig1 belirtilmektedir.
Bunlardan farkli olarak ¢ok fazla sayida ¢evresel kimyasal ajanin sorumlu olabilecegi
g6z Oniinde bulundurulmus olup bu ispatlanmamistir. Bunlar serbest kadmiyum,
organik c¢oziicliler, pestisitler ve mantar toksinleridir. Bazi 0Ostrojen muadillerin
hayvanlarda bobrek tiimorlerine sebep oldugu gozlenmistir. Son donemlerde Bobrek
kanseri ilerleyigsinde hipertansiyonun etkisinin oldugunu gosteren bir cok verilere

ulagilmustir®®

Diyalize uzun siire maruz kalan hastalarda bobrek kanseri gelisiminin yillik insidansi
genel popiilasyona oranla oldukga anlamli olarak artig gosterir. Bunlarin disinda ailesel
Oyki, vicut kitle indeksinin fazlaligi, hipertansiyon oykiisii, sigara i¢imi, sik idrar
yollar1 iltihab1 gibi sebepler etiyolojide arastirilmis ve bu kisilerde renal hiicreli

karsinom sikliginin arttigi izlenmistir®"®

2. 3. 1. Genetik Faktorler
Protoonkogenler, biiylime faktor reseptorlerini kodlayan genler ve tiimor baskilayici

genler gibi bir¢ok gende rastlanan nokta mutasyonlari, heterozigotluk kaybi, delesyonlar
ve amplifikasyonlar gibi genetik degisiklikler kanser olusumunda etkili faktorlerin
basinda gelmektedir. Bobrek kanseri hiicrelerinde de bu genlerin bircogunda genetik
farkliliklar meydana gelmekte ve hastaligin oldugundan daha agresif bir sekil almasina
neden olmaktadir. Bobrek kanserlerinin takribi %2-3’4i bazi herediter karsinom
sendromlariyla alakali olmakla beraber bobrek karsinomlariin ¢ok biiylik cogunlugu
genetik yatkinlik olmadan sporadik sekilde goriiliirler. Hastalarin biiyiik bir kismi

sporadik olup, olgularin yaklasik %2’si ise ailesel faktorlerdir. Birinci derece akrabalari

10



arasinda BHK goriilen sahislarda riskin 4,3 kat fazla oldugu bilgisi verilmistir. Bobrek
kanseri tanist konulan hastalarda, hastalardaki muhtemel genetik degisikliklerin
saptanmasi neticesinde tiimor hareketinin yorumlanmasi tedaviye verece8i yon
acisindan da oldukg¢a 6nemlidir. Bu sebeple, bobrek kanseri tanist konulan kisilerdeki
muhtemel genetik degisikliklerin tespiti ve bu degisiklikler cergevesinde yeni tedavi
yontemlerinin belirlenmesi 6nem arzetmektedir.

Bobrek kanserinin meydana gelisinde, gende meydana gelen delesyonlarin ve pl6
mutasyonun 6nemi diger kanser tiirlerinde oldugu gibi gosterilmistir. Belirlenen tiim bu
genetik prognostik etkenler ve degisiklikler disinda son donemlerde literatiirde yapilan
incelemeler neticesinde bobrek tiimori gelisiminde etkin rol oynayan yeni kiigiik RNA
molekiilleri tespit edilmistir. 17-21 niikleotid uzunlugunda olan ve gen regiilasyonunda

aktif olarak gérev alan mikroRNA’lar bu RNA molekiillerinin basinda gelmektedir39_

2.3. 1. 1. mikroRNA
Bobrek kanserlerinde hem tiimor baskilayict hem de onkogen olarak gorev gorebilen

mikroRNA’lar  bulunmaktadir. MikroRNA’lar  bircok  hiicresel fonksiyonun
diizenlenmesinde etken bir roldedirler. Bu 6zellikleri sebebi ile mikroRNA’lar kanser
gibi multistep bir siirecte de Onemli gorevlere sahipdirler. Bir hiicrede olmasi
gerekenden farkli bir bliylime gozlendiginde ve apoptoz yetisini kaybettiginde genel
olarak kanser olusumuna sebep olur. Yapilan c¢alismalarin ¢ogu mikroRNA’larin
apoptoz mekanizmasinin diizenlenmesinde ve hiicre biiyiimesinde etkin olduklarinm
gostermistir. MikroRNA profilleme ¢alismalarinin sonucu olarak miR-28, miR-185,
miR7-2, miR-224, miR-142-3p, miR-185, miR-34a, miR-21, miR-155, miR-210,
miR592, miR-122, miR-215, miR-17 ve let-7f-2 gibi pek ¢ok mikroRNA’nin normal
bébrek dokusuna kiyasla bobrek kanserli hiicrelerde upregiile edildigi tespit edilmistir*®
Bu farkliliklar sebebiyle mikroRNA’lar giiniimiizde yapilan caligmalar neticesinde

bobrek timorlerinde genetik marker olarak 6nemli bir yere sahiptirler.

2. 3. 2. Cevresel faktorler
BHK goriilme insidansinin artmasi ve daha erken donemde teshis konulmasina karsin

mortalite oranlarimin hala diismedigi acik¢a goriilmektedir. Cevre kaynakli ve
diizeltilebilir etkenler malignitelerin gelisiminde etkendir. Bu etkenlerden uzak
durulmasi ile riskte azalma gozlenebilmektedir. BHK goriilme sikligindaki artisin
azaltilmasi i¢in etiyolojide rol oynayan risk etkenlerinin belirlenerek bunlarla miicadele

edilmesi ve risk grubunda bulunan kisilerin bilgilendirilmesi alinacak onlemlerdendir.
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Tiitlin kullanimi, dozuna bagl olarak BHK gelisim riskini arttirmaktadir. Pasif olarak
maruz kalindiginda dahi onemli oldugu vurgulanmaktadir. Tiitiin kullaniminin
birakilmasindan sonraki uzun yillarda risk azalmaktadir. Tiitlin kullanimima dair
alimacak oOnlem, proflaksi i¢in alinabilecek en etkin yontemdir. Obezite ve kan
basinciin yiiksek olusu diger 6énemli faktorlerdir. Obezite i¢in 6nlem alinmasi, kan
basinct yiiksekliginin etkili tedavisi alinabilecek diger koruyucu oOnlemlerdendir.
Mesleki faktorlerin  varligit bu is alaninda g¢alisan iscilerin  ve isverenlerin
bilgilendirilmesi ve is gilivenligi konusu ile ilgili gerekli tedbirlerin alinmasida fayda

saglayacaktir*"

2. 3. 3. Prognostik faktorler

Prognostik faktorlerin  degerlendirilmesinde bir takim kriterler belirlenmistir.
““American Joint Committee on Cancer’’ prognostik faktorlerin; bagimsiz ve anlaml
olmasmin klinik olarak énemli oldugunu ve tedaviyi yonlendirebilecek sekilde olmasi
gerektigini belirtmis, ‘‘National Institute of Health’” bu kriterlere tekrarlanabilir, klinik
uyumu saglanmig, ucuz ve Kklinikte uygulanabilir olmasi maddelerini de ilave
etmistir*?*?. <“College of American Pathologists’” ise bu kriterleri; biyolojik veya klinik
genis serilerde ¢aligilmis, literatiirle 1yi desteklenmis ve/ veya tedavide kullanilabilir ve

digerleri olmak iizere ii¢ ana grupta toplamistir**,

Bobrek hiicreli kanser vakalarinda hasta ile alakali prognostik faktorler; semptomlarin
varligi, sedimentasyon, diisiik performans durumu, CRP, kansizlik, kilo kaybi, alkalen
fosfataz yiiksekligi, serum ferritin diizeyi ve hiperkalsemidir. Tiimorle alakali
prognostik etkenler ise; histolojik tip, evre, timor ¢api, niikkleer derece, cerrahi sinirlar,
metastaz, proliferasyon belirleyicileri, lenfovaskiiler invazyon, p53 v.s. seklinde
Ozetlenebilir. Bu prognostik etkenlerin CAP kriterlerine uygun dagilimi (Tablo 1) de
verilmistir®®. BHK ’lerin molekiiler genetik Ozelliklerinin ayrintili olarak 6grenilmesi,
bireysel hasta prognozunun belirlenmesi ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi

yoniinde umut vaat etmektedir.
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Tablo 1. Bobrek hiicreli kanserlerde prognostik faktorler®

Semptomatik Timdor

Diisiik Performans Durumu

Sedimentasyon

CRP
HASTA iLE iLiSKiLi Kilo Kayb1

Alkalan Fosfataz

Hiperkalsemi

CAPI Evre

Derece

Histalojik tip

TUMORILE ILISKILL g 0 oid vaps

Cerrahi Sinir

Metastaz (Sayisi,rezektabilite,lokalizasyon)

Toplayic1 duktus Karsinomu

Niikleer morfometri

CAP 11 Andploidi

Ki-67 indeksi
AgNOR

P53
Bcl-2

Biiyiime Faktorleri

Adezyon molekiilleri

CAP I Anjiyogenez

Sitokinler

Sitogenetijk

Digerleri

CAP: Amerikan Patologlar Koleji CRP:C-Reaktif proteini

2. 4. Bobrek Kanseri Evreleri
Hastaligin anatomik dagilimi g6z Oniinde bulundurularak yapilan TNM (Timoér

evreleme sistemi) evrelendirmesi en yaygm kullanilan sistemdir*®. Prognoz, bobrege
siirli timérlerde daha iyidir'’. Sagkalim oran1 5 yillik oranlara bakildiginda Evre I, 11,
11 ve IV igin %91, %74, %67 ve %32’ olarak bildirilmistir*®

TNM evrelemesinde 6nemli bir kriter de tiimdr capidir. Bununla beraber sinir degeri ile
alakali c¢eligkili sonuglar bulunmaktadir. TNM 1997 evrelemesinde, tiimorler
biiyiikliiklerine gore 2,5 cm ve 7 cm olarak 2 gruba ayrilmigtir. Belirlenen sinirlar, TNM

2002 evrelemesinde 4 cm ve 7 cm olarak belirtilmis ve 4 cmden kii¢iik tiimorlere nefron
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koruyucu cerrahi miidahale uygulanabilecegi belirtilmistir®®. Fakat, ¢ap ile alakah
literatiirde belirtilen farkli boyutlar vardir ve bu cerrahinin 4 cm’den biiyiik timdrlere

de uygulanabilecegi bildirilmektadir™.

TNM 2002 evrelemesinde T3a igerisinde perinefrik veya bobrek siniis yag dokusuna
invaze tlimorler ve adrenal metastazi yapan tiimdrler beraber yer almistir. Fakat, T3
evresindeki olgulara gore prognozlarinin adrenal matastazli olgulardan daha koti
oldugunu, buna ragmen T4 olgularindan farkinin olmadig bildirilmektedir®*

1997 evrelemesinden farkli olarak TNM 2002 evrelemesinde, bobrek siniis invazyonu
T3 olarak yer almistir. Bobrek siniis ve bobrek siniis ven invazyonunun BHKlerde ana
invazyon yolu oldugu, 1997 evrelemesinde T1 veya T2 olarak yer alan olgularin
%?28’inde bobrek siniis invazyonu oldugu ve 2002 evrelemesinde T3a olarak rapor
edilmesi gerektigi belirtilmistir®>. Fakat, bu gruptaki olgularn prognozu hususunda

calismalara ihtiya¢ vardir. BHK ler i¢in de bir¢ok derecelendirme yontemi bulunmustur,

En yaygin kullamlan derecelendirme yontemi Fuhrrman derecelendirmesidir®. Bu
derecelendirme niikleolus ve ¢ekirdek Ozelliklerini temel alir. Yapisal veya hiicresel
atipiyi kullanmaz. Literatiirde bulunan sistemlerin derece gegislerindeki sinir noktalar
degisiklik gosterir. Derecenin belirlemesi gerektigi gruplar; metastaz gosterenler,
cerrahi tedavi sonrasi hastaliksiz olanlar ve arada kalanlardir. Derecelendirmedeki bir
bagka sikinti histolojisi farkli timdrlerin beraber degerlendirilmesidir. Doku tespitinin
merkezler arasinda farkli olmasi da tespit yetersizligine bagli olarak, niikleollerin
kaybolmasi, hiperkromazini, kromatinin yogunlagmasinin azalmasi gibi nedenlerle
hatalara ve uyumsuzluklara neden olmaktadir. Ayrica acik olmayan bir konuda tiimoriin
farkli bolgelerinden kotii dereceye sahip olanin derecelendirilmesidir. ’Kotii derece ile
tanimlanan alan ozel bir bolgemi?’’, ’Belirli bir yiizdeyi bulundurmali mi?”’ gibi
sorular cevap beklemektedir. Yasanan tiim sorunlara ragmen, onerilen derecelendirme
sistemleri prognostik bilgi vermektedir. Derece, metastaz, lokal niiks, patolojik evre ve
en Onemlisi yasam siiresi ile iliskilidir®*®®. Histalojik derece, ayni evredeki veriler

degerlendirildiginde de, olgulari prognostik gruplara ayirabilmektedir.*®°.
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2. 5. Bobrek Kanserlerinin Simiflandirilmasi

Bobrek hiicreli kanserler, morfolojik olarak siniflandirilmislar. Onkositomlar 1976’da
farkl1 bir tiir seklinde tanimlanmus®, papiller bobrek hiicreli kanserler de yine ayni sene
ayrmtili olarak tanimlanmistir®. Kromofob bobrek hiicreli kanser, 1985°de Thoenes ve
arkadaglar1 tarafindan tanimlanmistir® 1986 yilinda ise Toplayici duktus kanseri
tanimlanarak bildirilmistir63_ 1986’da Thoenes ve arkadaslar1 bobrek hiicreli kanserlerin
sitomorfolojik  tiplendirmesini yapmistir®™ Daha sonra Metanefrik adenomlar
tanimlanmistir. Son 10 yil igerisinde genis seriler yaylnlanmlsterS, Daha o6nce ayr1 bir
tiir olarak adlandirilip simiflandirilan sarkomatoid BHK, tiim alt tiirlerde (berrak hiicreli,
papiller, kromofob BHK ve toplayici duktus kanseri) goriilebildigi igin artik ayr1 bir tiir
olarak degil, bu tiirlerin bir dediferansiasyonu (anaplastik transformasyonu) olarak
kabul edilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Renal neoplazilerin 2016 DSO simiflamasi, renal hiicreli timér alt tipleri *2

Berrak hiicreli renal hiicreli karsinom

Diisiik malign potansiyeli miiltilokiiler kistik

Renal neoplazm

Papiller renal hiicreli karsinom

Herediter leiomyomatozis ve renal hiicreli karsinoma-iligkili renal hiicreli kaesinom

Kromofob renal hiicreli karsinom

Toplayici kanal karsinomu

Renal modiiller karsinom

Mit ailesi translokasyon renal hiicreli karsinomlar

Siiksinat dehidrogenaz-eksikligi iligkili renal hiicreli karsinom

Miisindz tiibiiler ve igsi hiicreli karsinom

Tubiilokistik renal hiicreli karsinom

Edinsel kistik hastalik iligkili renal hiicreli karsinom

Berrak hiicreli papiller renal hiicreli karsinom

Renal hiicreli karsinom,siniflandirilmayan

Papiller adenom

Onkositom

2.5. 1. Berrak hiicreli renal hiicreli karsinom
BHRK’larda neoplastik hiicreler duru veya eozinofilik sitoplazmalidir. Eozinofilik

sitoplazmali olanlar i¢in “Graniiler Hiicreli BHK” terimi kullanilmistir. Ancak,

eozinofilik sitoplazmali hiicreler bagka tiirlerde de gozlenebildigi i¢in bugiin bu
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terminoloji  kullamlmamaktadir®.  Olgularm  yarisma  yakim  erken  evrede
belirlenmektedir (Evre 1-2). Perirenal veya sinlis yag invazyonu ve bobrek veni

*2 Daha sik olarak vena cava araciligiyla

invazyonu yariya yakin olguda goézlenir
akcigerlere yayilim gosterir. Bunlarin disinda lenfatik yayilim veya retrograd emboli
seklinde vertebralara yayilim gosterebilir. BHRK’da fakli yerlerde ve ge¢ metastazlar

sik rastlanir. Evre ve derece prognozda en 6nemli faktordiir.

2.5. 2. Papiller renal hiicreli karsinom

Tubulopapiller ya da papiller yapt gosteren BHK’lerdir. Tiim BHK’lerin %10’luk
kismint olustururlar. Nekrozikanam vekistik dejenerasyona sik rastalanir. Timor
tamamen nekroza ugradiginda, canli tiimor hiicresi saptamak c¢ok zor olabilir.

Morfolojik olarak 2 tip papiller BHK tanimlanmustir.

Tip 1, bazal membrana yerlesen tek sirali kiigiik hiicrelerden, Tip 2 ise psodostratifiye
genis eozinofilik sitoplazmali niikleer atipisi fazla hiicrelerden meydana gelir. Papiller
BHK’lerde en sik 7 ve 17. kromozom trizomisi ile Y kromozomu kaybi tespit edilir.
Bunlarin disinda, 12, 16 ve 20. kromozom trizomisi de gézlenebilirm, 5 mm’den ufak,
benzer morfolojideki timorlere papiller adenom denmektedir', Papiller adenomlarda da
papiller BHK’de oldugu gibi Y kromozomu kaybi, 7 ve 17. kromozom trizomisine
rastalanmistir®. Bu sebeple de bu lezyonun papiller BHK &nciisii  oldugu
belirtilmektedir. Papiller adenomlarda izlenen 12, 16 ve 20. kromozom trizomileri ise

progresyon gostergesidir.

Papiller BHK, berrak hiicrelilere gore daha iyt prognozludur. Papiller BHK’nin
morfolojik subtiplerinden Tip 1’in daha iyi prognozlu oldugu, Tip 2’nin ileri evre,

68,69

derece ve progresyon ile iligkili oldugu belirtilmektedir Nekroz olan olgular ise

daha iyi prognozludur™.

2. 6. Bobrek Kanserinin Tedavisi

Bobrek kanseri, kiicimsenmeyecek siklikta karsilasilan ve insidansi yildan yila artis
gosteren bir kanser ¢esididir. Yilda 54.000°den fazla hasta Amerika Birlesik
Devletleri’'nde bobrek kanseri tanisit almaktadir. Yil bazinda yaklasik 13.000 hastanin
mortalite nedeninin bobrek kanseri oldugu belirtilmektedir’ Bobrek kanseri, tim
erigkin kanserlerinin %3’iinii olusturmaktadir ve 72 insandan birinin hayati boyunca
bobrek kanserine yakalandigi diisiiniiliirse, bu hastaligin hi¢ de seyrek goriilen bir

malignite olmadigi anlasilabilir”. Erken tani ve tedavi bobrek kanserinde oldukga
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onemlidir. Bilgisayarli tomografi ve farkli goriintiileme teknilerinin kullanimindaki
artis, bobrek tiimorlerine teshis konulmasini kolaylagtirmistir. Bu nedenle hem bobrek
tiimorlerinin insidansinda, hem de erken donemde tespit edilen tiimor yiizdesinde ki
artis gbézden kagmamaktadir. Teshis esnasinda hastalarin  %30’unda metastaz
mevcutken, tan1 aninda organa kisith timorii olan hastalarin da %30’u takipte
metastazla karsimiza glkmaktad1r73. Lokalize bobrek tiimorii olan hastalarin 5- 10 yillik
sag kalma oranlar1 %95 civar1 iken, hastaligin ileri evrelerinde 2 yillik sag kalma orani
%18 civarl olarak belirtilmektedir’®. Bu kanser cesidi tek bir hastalik olarak
goriilmemeli ve ona gore degerlendirilmelidir. Bobrek kanseri tanimlanirsa, bobrekte
karsilagilabilen pek cok c¢esit kanser tipini barindiran ortak bir {ist baglik olarak
disiiniilmelidir. En sik rastlanan histolojik tipi berrak hiicreli renal hiicreli
karsinomdur (%75). Daha sonra papiller renal hiicreli karsinom (%10), ligiincii sirada
ise kromofob renal hiicreli karsinom (%?5) gelmektedir’®. Farkli histolojik alt ¢esitlerin,
farkli genetik temellerinin ortaya konmasi ile tedavi esnasinda basarinin artacagi
ongoriilebilir.

Bobrek kanseri, herediter ve sporadik olacak sekilde iki alt baslikta toplanabilir. Bobrek
kanseri olan kisilerin %3-5’inden herediter formlar sorumludur’’. Ailesel renal kanser
sendromu olan kisilerin sag kalma oranini arttirmak ve morbiditeyi azaltmak i¢in erken
tarama ve siki kontrol programlari ile takip edilmeleri gerekmektedir. Bobrek kanserinin
genetik temeline ait bilgilerin birgoguna, herediter formlarda yapilan ¢aligmalar araciligi
ile ulasilmistir. Sorumlu genlerin tespiti ve bu genlerin sporadik bobrek tiimorleri ile
alakasinin ortaya konulmasi ile tiimor patogenezi agiklanmakta ve potansiyel molekiiler
tedavilere sekil verilmektedir’®. Herediter renal kanserler (HRK), en basta fenotipe
yonelik dikkatli gozlemler sonucunda tanimlanmis olup, son donemdeki genetik

aragtirma yontemleri ile spesifik gen mutasyonlart meydana gelmistir.

HRK’larin teshisinde sendromun Kklinik &zelliklerinin taninmasi en mithim basamagi
meydana getirmektedir’®.

2. 7. Cekirdekg¢ik

2.7.1. Hiicre Cekirdegi
Canlilarin hiicre ¢ekirdegi; canlinin sahip oldugu genom ve bu genetik yapilarla iligkili
bir sekilde isleyis sergileyen DNA ve RNA onarim mekanizmalari, DNA duplikasyonu,

RNA’larin sentezinden baslayarak, islenmesi ve tasinmasi gibi bagmtilarin gergeklestigi
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yerdir. Yapilan ¢alismalarin ¢ogu canli hiicrelerin iginde bulunan ¢ekirdegin o hiicre de

yer alan en mithim ve karmasik organellerden oldugunu gésterir®®*,

Timor hiicrelerinde bulunan ¢ekirdek yapisinda gergeklesen birgok degisiklik,
patologlar i¢in Onemli teshis ve prognostik faktorler olarak kullaniimaktadir®®’,
Cekirdekte gerceklesen degisiklikler ve kanser mekanizmasi arasindaki iliski uzun
yillardir aragtirillmis ve elde edilen veriler her gegen giin bu iligki hakkinda ki bilgi
dagarcigimizin artmasmna sebep olmustur. Buna ragmen bu iliski tamamen
anlasilamamis ve giniimiizde de bu konuyla alakali olan ¢ok sayida c¢alismalar

yapilmaktadir®®®8%

2. 7. 2. Cekirdekcikte rRNA’larin sentezi ve islenmesi

Cekirdekgik, pre-ribozomal RNA’larin sentezinin yapildigi ve bunlarin islendigi
cekirdek bélgesidirgo. Cekirdeke¢ik olusturan bolgeler; graniiler bolge, ipliksi bolge,
yogun ipliksi bolge ve peri-intra nukleolar kromatin olmak iizere dort alt baslikta
tanimlanabilir. Cekirdek¢ik hiicrelerde goriilen tim RNA’larin yarisindan fazlasinin
sentezi ve islenmesinden sorumludur®. Cekirdekeik, 1978 yilinda Fontana tarafindan
cekirdek igerisindeki oval sekilli dort bolge olarak tanimlanmistir. O donemden bu yana
cekirdekgik, birgok incelemenin konusu olmustur. I¢inde yer aldigimiz  periyot,
cekirdegin faaliyetlerinin ve organizasyonlarinin anlasilmast ve bilim adamlari
tarafindan Oneminin kavranmasi agisindan g¢ekirdek¢igin altin cagidir. 1934 yilinda
McClintock, c¢ekirdekgigin, g¢ekirdekgik organize edici bdlgenin (NOR) aktivasyon
siiresince telofazda organize oldugunu One stirmiistiir® Yapilan arastirmalarda
NOR’larin, Zea mays’in 6. kromozomunun spesifik bir bolgesine uyum gosterdiginin
belirlenmesi, ¢ekirdek¢igin gen aktivitesiyle iliskisinin oldugunun ilk olarak
diisiiniilmesine neden olmustur. 1950’lerde ¢ekirdekcikte RNA’larin  bulundugu
gosterilmis ve 1960’larda in situ hibridizasyon yontemleri c¢ekirdek¢ik organize edici
bolgedeki ribozomal genlerin (rDNAs) belirlenmesine imkan saglamistir®* Yine
¢ekirdekeigin kiime halinde izolasyonu c¢ekirdek¢ik komponentlerinin biyokimyasal
karakterizasyonuna eslik etmis ve elde edilen bu bulgulardan hareketle ribozom

biyogenezisinin ¢ekirdek¢ikte gerceklestigi ileri sﬁrﬁlmﬁstiir%_

2. 8. Cekirdekg¢ik Olusturan Bolgeler (Nucleolar Organizer Regions; Nors)
Cekirdekcik olusturan bolgeler (NORs), ilk kez Heitz (1931) ve McClintock (1934)

tarafindan yaptilan c¢alismalar neticesinde tanlmlanmlstlr%, Ik baslarda NOR’lar
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mitozun sonunda meydana gelen ¢ekirdekgigin etrafindaki morfolojik bolgeler seklinde
ifade edilmistir®®. NOR’lar, 45S( 18S + 5.8S + 28S) pre-ribozomal RNA gen kodlarinin
ard arda tekrarlanan ardisik kopyalarini bulundurur®’. Insan haploid genomu, ortalama
olarak 43.3 kb uzunlugunda 400 ribozomal gen iinitesi birimi icermektedir®® Her bir
tinite 13.3 kb transkribe edilebilen ( 18S + 5.8S + 28S) ve 30 kb transkribe edilemeyen

bélgelerden meydana gelmektedir®® Akrosentrik kromozomlardaki rDNA kiimelerinin
100

heterojenitesi ve hiicre tipleri klasik molekiiler yaklasimlara mani olmaktadir

Sakai ve arkadaslari, (1995), rDNA genlerinin ardisik tekrarlanma sayisinin takribi
olarak her bir kiimede 70 oldugunu saptamislardir. Bu rDNA genleri, DNA
topoizomeraz I (Topo I), upstream binding faktér (UBF), RNA polimeraz I (RPI), ve
promotor secici faktor (SL1) gibi transkripsiyonel proteinler ile iliski icerisindedir'®*%,
Cekirdek¢ik ve NOR’larin iyi bilinen Giimiis sevme (Argirofili) o6zelligi, AQNOR

bantlama tekniginin temelini meydana getirmektedir'®*

Nonhiston proteinleri sebebiyle giimiisle boyanan bu bdolgeler, AgNOR proteinleri
seklinde isimlendirilmektedir® Bunlar metafazda rDNA genlerinin etrafinda ve esasen

interfazda ¢ekirdekgigin ipliksi komponentinde yerlesmektedir, RPI ve UBF major
102

metafaz AgNOR proteinleri olarak onerilmektedir

NOR’lar, insanlarda var olan bes ¢ift akrosentrik kromozomun (13, 14, 15, 21 ve 22’nci
ciftler) ikincil bogumu olarak belirtilen satellit saplarinda yerlesen ve aktifken glimiis ile
boyanabilen ribozomal gen bolgeleridir. NOR’lar ile alakali olan proteinler, giimiis
iyonlarm1 baglayarak segici olarak boyanabilen, asidik non-histon tipi proteinlerdir.
Glimiis, transkripsiyonel olarak etkin olan ya da transkribe edilebilen rDNA kisimlarina

105 Aktif transkripsiyon

baglanir ve rRNA’nin nonhiston proteinlerine bagli olarak kalir
esnasinda ribozomal RNA genleri (rRNA), RNA polimeraz I ile ¢ekirdek¢ikte bulunur.
Insan diploid hiicrelerinde NOR’lar, akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinda
ribozomal RNA (rRNA) genleri igin kodlanan ve ardisik olarak tekrarlanan ¢ok sayidaki

ribozomal genlerin hemen hemen 300-400 kopyasim bulundurur'®

2. 9. NOR Proteinleri
Hiicre dongiisii siiresi boyunca, dongiiniin en hareketli oldugu esnada en yiiksek

miktarda AgNOR proteini sentezlemektedir*®’

. Nukleolin ve protein B23, c¢esitli
memelilerin artan hiicrelerindeki iki ana proteindir'® Bu iki protein genel boyanmanin

% 60-75’ini meydana getirir'® Bunlara ilaveten Nopp 140, RNA Polimeraz-1 Alt
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Birimleri, UBF (Transkripsiyon Faktorii)) ve 135 kDa’luk AgNOR proteinide

bulunmaktadir.

2. 9.1. Nukleolin (C23 Proteini)

Nukleolin, siklikla gorillen c¢ekirdegik fosfoproteinlerinden bir tanesidir ve
cekirdekeigin bir¢ok fonksiyonu bu proteinler tarafindan gerceklestirilmektedir. Yapilan
caligmalarda, nukleolinin, oncii rRNA’nin par¢alanma baslangicinin gergeklesebilmesi
icin zaruri oldugu gsterilmistir **° Nukleolinin ayni esnada, pol II’nin transkripsiyonel
diizenlenmesinden, immiinoglobulin sinifindan genlerin ¢aligmasina kadar uzanan

111

cesitli ekstraniiklear islevleri vardir=" Nukleolin, ekspresyonu hiicre siklusuna bagh

ana bir AgNOR proteinidir. Bu proteinin ekspresyonu onun AQNOR boyanma miktarina
112

bakarak saptanabilir

113

Nukleolinin ekspresyon seviyesi dinlenme halindeki hiicrelerde azalmaktadir
Nukleolinin ekspresyonu hiicre siklusu siiresince diizenlenebilir ve bunun diizenlenmesi
G1/S gegisinde bir artmayla, G2/M gegisinde de olasi bir azalmayla alakalidir. Bu
sebeple nukleolinin ekspresyon seviyesinin belirlenmesi, hiicre proliferasyon

aktivitesinin degerlendirilmesi anlami tagimaktadir*****°

2. 9. 2. Niikleofosmin (B23 Proteini, Neumatrin ya da No38)
Pre-ribozomal partikiillerin olgunlasmasinda ve nukleositoplazmik transport isleminde
gorevli olan, olduk¢a fazla bulunan bir ¢ekirdekg¢ik proteinidir. Yapilan arastirmalar,

B23’iin ribozomlarin bir araya gelmesinde bir saperon olarak faaliyet gosterdigini
116

desteklemistir

Interfazda major AgNOR proteinlerinden biri olan protein B23, 35-40 kDa’luk
molekiiler agirhigiyla ribozomal olmayan RNA’ya baglanmis bir fosfoproteindir.
Ratlarda ve insanlarda B23, en az iki izoformda sentezlenir. Bunlar; B23’iin major
niikleolar formu olan 37-38 kDa’luk B23.1 ve 35-36 kDa’luk B23.2’dir. Bu her iki
izoformu, tek bir gen tarafindan kodlanmaktadir. Ultra yapisal diizeyde, B23 esas olarak
on ribozomlarin toplandig1 ¢ekirdekg¢ik i¢i bir bolge olan graniiler bdlgede bulunur.
Etkin olarak ¢ogalan hiicrelerde bu bolge, ¢ekirdek¢ik hacminin takribi %60’ 11
olusturur. Aslinda ¢ogalma goriilmeyen hiicrelerde (insan periferal kan lenfositlerinde
oldugu gibi) bu bolge ciddi dlglide kiigiilmiistiir. Bu sebeple B23, hiicre proliferasyon

hizin1 gostermek igin gilivenilir bir immiinosito Kimyasal markirdir. Dolayli olarak
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niikleofosmin seviyesinin belirlenmesi, farkli hastaliklarda teshis ve hastaligin
117

ilerleyisini tahmin etmede yardimci olabilir

2.9. 3. NOPP 140

Cekirdekcik fosfoproteinlerinden bir digeridir. Yapilan bir arastirmada, Nopp 140’
small nucleolar ribonucleoproteinler (SnoRNPs)’nin komponentleri olan ¢ekirdekgik
fibrillarin proteini ve NAP57’°nin yalnizca ¢ekirdekgige degil, 6zdes zamanda katlanmis
cisimciklere (coiled body) rehberlik ederek, her iki yap: arasinda islevsel bir baglag
olarak rol oynadigi gosterilmistir'™® Yine farkli arastirmalarda ise ¢ekirdekgik ve

119

katlanmig cisimcikler arasinda snoRNPs™ ve small nuclear ribonucleoproteinler

(snRNPs)* i¢in bir trafik akisi oldugu tespit edilmis ve gdsterilmistir

2.9. 4. RNA Polimeraz-1 alt birimleri

180 kDa’luk AgNOR proteini, RNA polimeraz-I’in en biiylik alt 6gesidir. RNA
polimeraz-I’ler, transkripsiyon ve transkripsiyonun aktif olmadigi durumlarda
¢ekirdekgiklerdeki boyanmaya katilabilirler. Ribozomal genlerle birlesebilen mitotik

AgNOR proteinleri, interfaz siiresince AgNOR boyamanin asil seviyesini meydana
102

getirmektedir

2.9.5. UBF ( Transkripsiyon Faktorii)
RNA polimeraz-I’in transkripsiyon faktorii olan 97-94 kDa’luk bir proteindir. RNA

polimeraz-l1 yukari kanat baglanma faktorii’'niin mitoz boyunca ribozomal genlerle
102

birleserek o sekilde kaldigi bilinmektedir

2.9.6.135 KDA’LUK AgNOR Proteini
Kromozomal ekstraktlar, 135 kDa’luk bir AGNOR proteini bulundurular. Bu protein
oldukga fosforlanmis olup, AgNOR proteini olarak tavsiye edilen ilk proteindir. Bu

protein NOR’larin ana bir bilesenidir ve proliferasyonun bir markir’t oldugu o6ne
102

stiriilmektedir ancak bu baglant1 tiim boyutlariyla tam olarak aydinlatilmis degildir

2.9.7. Timor Patolojisinde interfaz AQNOR’lari

AgNOR parametresinin, tiimor patalojisinde ilk uygulamasi Ploton ve arkadaslari
tarafindan yapllmlstlrm_ Bu arastirmacilarin yaptigi arastirmalarda insan bobrek kanser
hiicrelerinin ~ yiiksek oranda AgNOR proteinleri ile karakterize edildigini
gostermislerdir. Yapilan Oncii ¢alismadan sonra, interfaz AgNOR proteinlerinin

¢ekirdek icerisindeki g¢esitli dagilmalarini esas alarak, kanser hiicrelerini normal
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hiicrelerden ayirt eden ¢ok fazla ¢alisma yapilmistir. Bu sebeple kanserli hiicreleri hasta
olmayan hiicrelerden ayirmada interfaz AgNOR proteinlerine sikga rastlanir®,
Melanokarsinomlar ve neoplastik hiicreler (hem metastatik karsinoma hem
mezotelioma) ve insan ploral effiizyonlarindaki reaktif hiicreler arasinda, interfaz
AgNOR proteinlerinin degerleri agisindan herhangi bir ortiisme bulunamamistir'?.
Timor patolojisinde AgNOR parametrelerinin en verimli uygulamasi ise kanser
hastaligiin ilerleyisini tanimlama sebebiyle yapilmaktadir. Interfaz  AgNOR
degerlerindeki farkliliklarin, akciger ve Kkaraciger kanserli hastalardaki tiimor
kiitlesindeki hizli artis1 ile alakali oldugu gosterilmistir®'** AgNOR yénteminin
benign ve malign lezyonlar1 ayirt edebimek sebebiyle ¢ok farkli neoplastik lezyonlarin

patolojik materyalleri iizerinde basarih bir sekilde uygulandig1 iyi bilinmektedir*?*2®

AgNOR proteinleri bircok kanser tiiriinde hiicresel proliferasyonun bir indikatoriidiir®
1 Bu bolgelerin aktiviteleri dogrudan protein sentezi ile alakalidir. Bu sebeple, aktif
NOR sayilari, artan hiicresel aktiviteyle artar. Burada bahsedilen yontemi kullanarak
yapilan daha oOnceki calismalarda, ortalama AgNOR sayis1 ve TAA/CA oraninin
papiller tiroid kanserinde benin tiroid nodiillerine goére anlamli derecede arttig1 tespit
edilmistir'® Ayni zamanda yeni bir yaklasim olarak total AgNOR alammin total
cekirdek alanina oraninin (TAA/CA oraninin tespitinin) malin ve benin tiroid
lezyonlarda hiicrelerin proliferasyon aktivitesinin tespit edilebilmesi i¢in olduk¢a uygun
bir yontem oldugu ve rutin sitopatolojiye katki saglayabilecegi tespit edilmstir®*®. Farkh
bir ¢alismada bu yeni yaklasimla bulunan cut-off degerlerinin folikiiler adenom ve
folikiiler tiroid karsinomunun cerrahi Oncesi ayirimina yardim edebilecegi ve rutin
sitopatolojiye katki sunabilecegi bildirilmistir**’ Buna ek olarak ince igne aspirasyon
biyopsisinde 6rnegin dogru lokalizasyondan alinip alinmadigini tespit etmek amaciyla,
normal tiroid dokusundan benin nodiilleri ayirmak igin bir cut-off degeri elde
edilmistir'™

Bobrek kanseri; hiicre kinetigi ¢alismak igin kullanilan yontemler olan Tritium-etiketli
histootoradyografi, AgNOR boyama teknigi ve Ki67/MIB-1 immiinohistokimyasal
tekniklerinin kullanimi ile yavas, orta ve hizli prolifere olan tiiméorler olarak gruplara
ayrilabilir. Bu teknikler klasik histoloji ve sitolojiye ilaveten diisiik, orta ve yiiksek

dereceli derecelendirmelerin yapilabilmesi i¢in 6nemli tamamlayici yontemlerdir ve 6n
128

kosullar olarak karsimiza ¢ikmaktadir
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Proliferasyon ve apoptoz arasindaki denge doku belirtegleri olan Bcl-2 ve p53'in
ekspresyonundaki degisikliklerle ve DNA {izerinde giimiis boyali ¢ekirdekgik
diizenleyici bolgelerin (AgNOR) varligi ile bobrek adenokarsinomalarinda belirtilebilir.
Kanser olusumunu tesvik eden ve baskilayan mekanizmalarin hesaba katilmasi ile
kanser evresi ve derecesi ile iligskilendirilebilecek bir matematiksel modelin

gelistirilmesi, hastalik davranisini incelemek i¢in yararl olacaktir'®®
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3. GEREC VE YONTEM

3. 1. Gerecler
1. Etiiv (Thermo Scientific)

2. Karbondioksitli (CO?) “li inkiibator (SANYO)

3. Santriflij (Heraeus)

4. Su banyosu (PolySciencet)

5. Vorteks (IKA MS1)

6. Mikroskop (Olympus, CX41)

7. Mikroskop atagmanli renkli dijital kamera video kamera ZEISS AxioCam ICc5

model)

8. Bilgisayar (DELL Optiplex 3020)

9. Mikroskop (Nikon Labophot 2, Olympus model CHK)

10.

11.

12

13.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Fotomikroskop (Olympus)

Manyetik karistirict (IKA cMAG HS7)

. Laminar air flow kabin (NUVE LN 120)

Hassas terazi (RADWAG AS 220/C/2)14. Derin dondurucu (Ugur Derby)
Buzdolabi (Argelik)

Otomatik pipet (Socorex Swiss,1000uL)

Zaman ayarlayici

pH metre (Ino Lab)

Invert Mikroskop (WESCO)

Vortex (Bi6Cote Staurt)

Bilgisayar yazicisi (Samsung CLP-315)

Bidistile su cihazi (PURE LAB flex)

Mikrotom (Shandon Finesse ME)

Isitict tabla (Barnstead/Labline)
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Sarf Malzemeler

8.

9

10

11

12.

13.

14.

15

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

. Insan bébrek kanser hiicre kesiti

. Glasial asetik asit (Merck, 247K18855556)

. Metanol (Merck, 502K5275408)

. Lamel yapistirict (Entellan, Merck, 640171987)
. Immersiyon yag1 (imersiol, Merck, 09406599)

. Hidroklorik Asit (HCL,Merck,0070135)

. Kurutma kagidi

Ksilol (Carlo Erba, 492306)

. AgNO3 (Giimtis Nitrat) (Merck,30474310228)

. Etanol (Merck, K21078586)

. Jelatin (Merck, 39166778-839)

Formik asit (Merck, K39189264836)

pH Universal _ndikatoér pH 0-14 (Merck)
Distile su

. Cesitli cam laboratuar malzemesi

Konik tabanli 10mI’lik steril kiiltiir tiipii (Grainer, polystrene)
Filtre kagidi (Whatman Filter Papers 25mm)
Enjektor 2ml, 5ml, 10ml (Sterijen)

Pastor pipeti

Lam (Objekttriger)

Lamel (Menzel-Glasser 24x32mm)

Aliiminyum Folyo
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3. 2. Yontem

3. 2. 1. Cahisma gruplarmn belirlenmesi

Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal1 laboratuvarinda ¢alisma
gerceklestirilmistir. Calismaya bobrek Kanseri tanisi almis ve parafin bloklar1 bulunan
16 hasta almmmistir. Bobrek kanseri siiphesiyle opere edilmis bireylerin parafine
gomiilmiis saglikli hiicrelerinin bulundugu boébrek hiicreleri kontrol gurubu olarak

caligmaya dahil edilmistir.

Bu gruplarin her biri i¢in ayr1 ayr1 parafine gdmiilmiis bobrek hiicrelerinden polilizin
lama kesitler alinip, deparafinizasyon islemi gergeklestirildikten sonra, hazirlanan bu
preperatlar havada kurutularak 5 dakika metanolde fikse edilip, AQNOR boyama iglemi
uygulanmistir. Daha sonra insan bobrek kanseri hiicrelerini igeren parafine gomiilii
dokulardan alinan kesitlerdeki hiicrelerde AgNOR sayisi ile toplam AgNOR alani /
Cekirdek alant (TAA/CA) degerleri bir bilgisayar programi (Image] version 1.47t,
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) kullanarak hesaplanmustir.

3. 2. 2. Bobrek kanser hiicresi kesitinin alinmasi

Kullanilan Cozeltiler

%100’liik Etil Alkol

Bir salenin igerisine %100’liik etil alkol konulmustur.

%96’k Etil Alkol

Absolute % 100’liik etil alkolden 96 ml bir meziire alinip, 4ml distile su ile lizeri 100
ml’ye tamamlanmistir

% 70’lik Etil Alkol

Absolute (%100)’liik etil alkolden 70ml bir meziire alinarak tizeri 30 ml distile su ile
100ml’ye tamamlanmastir.

Ksilol

Bir salenin igerisini dolcak sekilde ksilol konulmustur.

3.2.2. 1. Bobrek kanser hiicresi iceren doku kesiti preperati hazirlanmasi ve
fiksasyon asamasi

Calisma hipotezine uygun olarak, daha onceden tespit edilmis olan bobrek kanserli
hastalara ait parafin bloklardan mikrotom yardimiyla 5 mikron’luk kesitler alinip bir
firca yardimiyla su banyosu igerisine konulmus ve buradan da bir polilizin lamin

tizerine alinmigtir. Hazirlanan bu lam parafin blogun erimesi igin 1sitict bir tabla
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tizerinde yaklasik olarak 15 dakika bekletilerek parafin eritildikten sonra daha 6nceden
hazirlanmig olan bir salenin igerisindeki ksilole konulup 15 dakika bekletilerek
deparafinizasyon islemi yapilmistir. Daha sonra da sirasiyla azalan etil alkol serilerinde
(%100, %96 ve %70°lik) 5’er dakika bekletilmistir. Alkol serilerinden ¢ikarildiktan
sonra, 5 dakika distile suda bekletilip rehidrasyon islemi tamamlanmis ve oda

sicakliginda kurutulup NOR boyama islemine hazir hale getirilmistir.

AgNOR Boyama Islemi

Kullanilan Cozeltiler

% 50’lik AgNO3 Cozeltisi

lg AgNO3’in 2 ml enjeksiyonluk bidistile su i¢inde c¢oziilmesiyle hazirlanmigtir.
Hazirlanmis olan bu ¢ozelti kullanim asamasma kadar +4 °C’ de ve karanlhkta
saklanmistir.

% 1’lik Formik asit Cozeltisi

1 ml formik asitin iizeri distile su ile 100ml’ ye tamamlanip homojen dagilimi
saglanarak hazirlanmistir.

% 2’lik Jelatinli Formik asit Cozeltisi

Oda sicakliginda 98 ml % 1’lik formik asit icinde 2g jelatinin manyetik 1sitmali
karistiric1 yardimiyla ¢oziinmesiyle (% 2’lik jelatin) elde edilmistir. Elde edilen karisim
filtre kagidindan siiziilerek kullanim agamasina kadar oda sicakliginda saklanmaistir.
Giimiis Boyama Cozeltisi

Daha once hazirlamis oldugumuz % 50’lik AgNO3’den 1 ml (iki hacim), % 2’lik
Jelatinli Formik asit’den 0.5 ml (bir hacim) alinarak, isiktan korumak i¢in etrafi
aliminyum folyo ile kaplanmis bir tiip igerisinde pastor pipeti yardimiyla karistirilarak
hazirlanmistir. Glimiis Boyama solusyonu her kullanimda yeniden hazirlanmistir.
Bobrek kanseri hiicre kesitinden elde edilen preparatlar Benn-Perle ve Lindnerin
protokolunun®**3! hafif modifiye edilmis hali ile AgNOR boyamaya tabi tutulmustur.

Bizim kullandigimiz bu teknikte, sicaklik 370C’ye cikarilirken siire 15 dakikaya
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diistiriilmiistiir. Bobrek kanseri hiicrelerini igeren preparatlar ilk once 10 dakika
metanolde bekletilerek fiksasyon saglanmis ve daha sonra oda sicakliginda havada
kurutulmugtur. Havada kurutulan preparatlar daha sonra i¢inde nemli ortam olusturmak
amaciyla su ile islatilmis kurutma kagidinin bulundugu petri kabinin igerisine
yerlestirilmistir. Preparatlarin lizerine daha Onceden boyama amaciyla hazirlamis
oldugumuz giimiis boyama soliisyonundan pastor pipeti ile preperattaki hiicre
yogunlugu gbz Oniinde bulundurularak 3-4 damla damlatilmis ve tizerleri lamelle
kapatilmistir. Sonra hizli bir sekilde petri kabimin kapagi kapatilarak, etrafi 11k
almayacak sekilde aliiminyum folyo ile sarilmis ve 37 °C’deki etiivde 15 dakika
bekletilmistir. 15. dakikanin sonunda etiivden ¢ikarilan preparatlar iizerlerindeki
lameller diisiinceye kadar distile su ile yikanmis ve kurutma kagidinin iizerinde
beklemeye alinmistir. Sonugcta tiim preparat iizerindeki biitlin bolgelerde hedefledigimiz
kalitede homojen AgNOR boyali bobrek kanseri hiicrelerini igeren preparatlar elde

edilmistir (Sekil 1).

Normal hiicre Papiller renal hiicreli karsinom Berrak hiicreli karsinom

Sekil 1. AgNOR boyama islemi yapilmis normal hiicre, berrak hiicreli karsinom ve
papiller renal hiicreli karsinomun karsilastirilmasi
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3. 2. 3. Gruplara gore bobrek hiicrelerindeki interfaz NOR aktivitelerinin
degisiminin degerlendirilmesi

Bobrek kanseri doku kesitine ait hiicrelerdeki interfaz NOR aktivitelerinin degisimini
tespit etmek igcin, AgNOR boyama islemi uygulanmis her bir preparattan 50 interfaz
cekirdegi incelenmistir. Her ii¢ grupta bobrek hiicrelerinin interfaz NOR aktivitelerinin
degisimi kamera atagmanli 151k mikroskobu ve bir bilgisayar programi yardimi ile

degerlendirilmistir.

3. 2. 4. Kamera atacmanh 151k mikroskobu yardimi ile interfaz NOR’larinin analiz
islemleri

Belirlenmis olan gruplara gore interfaz NOR aktivitelerindeki degisiklikleri belirlemek
amactyla, AgNOR boyama protokoliine goére boyanmis olan her bir preparattan 50
interfaz alani, dogrudan kamera atagmanli bir 151k mikroskobu altinda ve yiiksek
biiyiitmede (1000X) incelenmistir. Giimiisle boyali bobrek kanseri hiicelerinin AQNOR
proteinlerinin, interfaz hiicre ¢ekirdegine orani, bu amag i¢in hazirlanan 6zel bir
bilgisayar programi analizi yardimi ile dl¢lilmiistiir. Buna ilaveten her bir bireyin 50
hiicresindeki AgNOR sayilar1 sayilarak, ortalama AgNOR say1 degerleri hesaplanmistir.

Bilgisayarda 6l¢iim islemleri i¢in asagidaki basamaklar sirastyla takip edilmistir.

3. 2. 5. Bilgisayarda interfaz NOR’larinin 6l¢iim islemleri

Bobrek kanseri hiicre gruplarina gore, hiicrelerdeki interfaz NOR aktivitelerininin
degisimini degerlendirmek i¢in, AgNOR boyali her bir preparattan 50 interfaz alani

asagidaki basamaklar takip edilerek degerlendirilmistir.

3.2.5. 1. Bobrek kanseri hiicre goriintiilerinin elde edilmesi

Analiz isleminde kullanilacak olan bobrek kanseri hiicre g¢ekirdeklerinin goriintiileri
kamera atagmanli bir 151k mikroskobundan (100 x 10 biiyiitme) bilgisayar ortamina bir
video kamera (LEICA DFC 420 C model) araciligi ile aktarilmistir (Sekil 2, 3).
Kameradan alian goriintiiler, iizerinde analiz islemi yapilmak iizere jpg tiirii resim

formatinda bilgisayara kaydedilmistir.
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Sekil 2. Analiz isleminde kullanilan kamera atagmanli 151k mikroskobu ve bilgisayar
diizenegi

Sekil 0. Analiz isleminde kullanilan kamera atagmanli 151k mikroskobu

30



3. 2.5. 2. Elde edilen goriintiilerin analiz islemi
Standardize edilen goriintiiler ayn1 programla (ImageJ version 1.47t, National Institutes
of Health, Bethesda, Maryland, USA) analiz edilmislerdir. Analiz isleminde kullanilan

programin goriintlisti Sekil 4’de goriilmektedir.

kg4 Imagel - o x B
4| File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help -
g 0| O) || ] £[3]\ | AJR] 0 |[F] o[£ @] #] | |~]

- ++
s,

x=2341, y=1159, value=151,214 205 (#97d6cd)

:

Sekil 3. Analiz isleminde kullanilan program ve analiz edilecek berrak hiicreli karsinom.

3.2.5. 2. 1. NOR bolgelerinin belirlenmesi

Analiz programi yardimiyla NOR igeren bolgelerin se¢imi “’freehand selection’’ paneli
kullanilarak yapilmistir. Bu yolla secilen bolgeler disinda NOR bolgesi oldugu
diisiiniilmeyen fazla secilmis diger bolgeler ise programin sundugu cesitli araclar
sayesinde se¢ime dahil edilmemis olup se¢imin disinda birakilmistir. NOR bolgelerinin
belirlenmesinde bilgisayar programi yol gosterici olarak kabul edilip analiz yapan
kiginin kararlar1 esas alinmstir. (Sekil 5, NOR bdlgeleri belirlenmis bir bobrek kanseri
hiicre ¢ekirdegini gostermektedir. Daha sonra tespit edilen bu NOR bolgeleri
hesaplanarak, ¢ekirdek alanimin belirlenmesine gecilmistir (Sekil 6, 7). NOR bolgeleri
hesaplanmis bir bobrek kanseri hiicre ¢ekirdegi Sekil 8’de goriilmektedir. Her bir grup
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icin ortalama AgNOR sayilar1 basit¢e sayilip, her bir bobrek kanseri hiicresi icin ayri
ayr1 kaydedilmistir.

4 Snap-3083.jpg (98.9%) 4 Imagel - | X [ X
2452x2056 pixels; RGB; 19MB | File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
OO c[8 ~<|£ [\ [A|a|o]F] o]/ 0] |

Angle tool

Sekil 4. NOR bolgeleri belirenmis berrak hiicreli karsinom hiicre ¢ekirdegi.
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¢ | File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
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4 Snap-3083,pg (98.9%) 4 Image) 0 % K .

2452x2056 pixels; RGB; 19MB | File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

| 0o/ 8 <] 4]\ |Ala|0|F] oofs|s| 8]~
Angle tool

Sekil 6. Cekirdek ve NOR bdlgelerin belirlenmesi.
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3. 2. 5. 2. 2. Bobrek kanseri hiicre ¢ekirdek alaninin belirlenmesi

Cekirdek alaninin belirlenmesi i¢in de NOR bdolgesinin belirlenmesine benzer bir yol
izlenerek yine ‘‘freehand toll’” paneli kullanilmistir. Ozellikle sitoplazma gdlgesi
bulunduran bazi goriintiilerde cekirdegin ayirt edilmesi zor olmasi nedeniyle bu tiir
goriintlilerde ¢ekirdegin sinirlart dikkatli bir sekilde elle ¢izilip, programin belirlenen
alan1 gekirdek bolgesi olarak gormesi saglanmustir. (Sekil 7) ¢ekirdek ve NOR bolgeleri

belirlenmis bir bobrek kanseri hiicre ¢ekirdegini gostermektedir.

¢

File Edit Font Results
lArea |Mean  [Min |Max

¢ Image - X
TEERE: ESEE 5 N File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

' #]| Dev|S
o see 2 ns NOISIB AL A A |0l wsld]a]A] | |»
7921 110035 81 18| Multi-point® or paint (right click to switch; double click to configure)
681 92015 81 113

7254 103677 74 174
773 87344 74 104

+ty
o+,

Oy O &= W RN —

~1<]

4
Sekil 7. Cekirdek ve NOR bdolgelerin hesaplanma sonucu.

3. 2.5. 2. 3. Olgiitlerin hesaplanmasi

Calisgmamizda degerlendirme Olgiitii olarak, total NOR yiizey alaniin tiim ¢ekirdegin
yiizey alanma oranm1 kullanilmistir. Bu parametreyi hesaplayabilmek i¢in kullandigimiz
bilgisayar programi sayesinde dncelikle NOR bolgesi olarak belirlenen bolgedeki nokta
sayis1 ve ¢ekirdek bolgesi olarak belirlenen bolgedeki nokta sayisi (pixel) hesaplanarak,
igerisine NOR bolgesinin de dahil oldugu ¢ekirdek alanina gére NOR alanimin yiizde

orani hesaplanmistir (Sekil 8).

3. 3. Istatatistiksel Analiz Yontemi

Gilinlimiizde biyoistatistik analizler icin Windows tabanli programlardan Sosyal
Bilimlerde Istatistik Paketi (SPSS) kullanilir. Gruplara gore interfazdaki NOR alan
orani ortalamasi ve ortalama NOR sayilari tespit edildikten sonra bu degerlerin her biri
igin gruplar1 birbiriyle istatistiksel olarak karsilastirmak i¢in SPSS 17,0 istatistik
programi kullanilmigtir.

Biitiin veriler bilgisayar ortaminda SPSS 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, Illinois, USA)
istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir. Aragtirmanin tiim verileri ig¢in

oncelikle tanimlayici istatistikler uygulanmistir. Olgiimle belirlenen degiskenler igin
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tanimlayict istatistikler; ortalama ve standart sapma seklinde verilmistir. Kullanilan
verilerin Oncelikle normal dagilima uygunluk testleri (Shapiro-Wilk testi) yapilmistir.
Yapilan testler sonucu verilerin normal dagilim gostermedigi (p<0,05) saptanmuistir.
Veriler normal dagilim gostermediginden dolay: istatistiksel analizde non-parametrik
testler yapilmasinin uygun olacagi belirlenmistir. Bunun i¢in ikili kiyaslamalarda Mann-
Whitney U Testi, ikiden fazla kiyaslamalarda Kruskal-Wallis Testi kullanilmistir. Elde
edilen 0,05’ten kiiciik p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Sonuglar
ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Tiim testlerde istatistiksel anlamlilik

diizeyi (p degeri) 0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Gruplar arasinda cinsiyet bakimindan kiyaslama yapildiginda; Kontrol grubunda 6
erkek (%75), 2 kiz (%25), Berrak hiicreli karsinomda 6 erkek (%75), 2 kiz (%25),
Papiller Renal hiicreli karsinomda 8 erkek (%100), 0 kiz (%0) vardi. Gruplar arasinda

cinsiyet ag¢isindan istatistiksel analiz sonuglarina gore anlamli bir farklilik yoktu.

(x*=2,000 ; p=0,368).

Gruplar arasinda yas ortalamasi kiyaslandiginda; Kontrol grubunun yas ortalamasi
57,500 = 11,199 (minimum: 41, maksimum: 75), Berrak hiicreli karsinomda yas
ortalamasi 57,875 + 11,898 (minimum: 41, maksimum: 78), Papiller Renal hiicreli
karsinomda yas ortalamasi 56,375 + 9,288 (minimum: 44, maksimum: 73) idi.
Guruplar arasinda yas agisindan istatistiksel analiz sonuglarina gére anlamli bir farklilik

yoktu (x°-0,062; p=0,970).

Kontrol gurubunun ortalama TAA/CA ve ortalama AgNOR sayisi hesaplandiginda;
Kontrol 1’in ortalama TAA/CA degeri (0,937 + 0,374) ve ortalama AgNOR sayisi
degeri (1,327 + 0,513), Kontrol 2’nin ortalama TAA/CA degeri (0,883 + 0,221) ve
ortalama AgNOR sayis1 degeri(1,280 + 0,454), Kontrol 3’iin ortalama TAA/CA
degeri(0,776 + 0,161) ve ortalama AgNOR sayis1 degeri (1,080 + 0,274), Kontrol 4’lin
ortalama TAA/CA degeri (0,824 + 0,104) ve ortalama AgNOR sayis1 degeri(1,100 +
0,303), Kontrol 5 ‘in ortalama TAA/CA degeri (0,828 £ 0,129) ve ortalama AgNOR
sayist degeri (1,120 + 0,328), Konrol 6’nin ortalama TAA/CA degeri (0,772 + 0,095) ve
ortalama AgNOR sayist degeri (1,140 + 0,351), Kontrol 7’nin ortalama TAA/CA
degeri(0,783 + 0,122) ve ortalama AgNOR sayist degeri(1,100 £+ 0,303), Kontrol 8’in
ortalama TAA/CA degeri (0,867 = 0,103) ve ortalama AgNOR sayisi degeri (1,120 +
0,328) olarak bulundu. Kontrol gurubunun ortalama TAA/CA degeri (0,834 + 0,192) ve
ortalama AgNOR sayisi degeri (1,158 + 0.372) olarak tespit edilmistir (Tablo 3, Sekil 9
ve 10).
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Tablo 3. Kontrol grubunun ortalama TAA/CA orani ve ortalama AgNOR sayis1 degeri

Hastalar TAA/CA oram Kontrol Gurubunun Ortalama Kontrol Gurubunun
Ortalama TAA/CA oram AgNOR Sayisi Ortalama AgNOR
Sayisi

Kontrol 1 0,937 + 0,374 1,327 0,513

Kontrol 2 0,883 £0,221 1,280 + 0,454

Kontrol 3 0,776 £ 0,161 1,080 £ 0,274

Kontrol 4 0,824 +£0,104 1,100 £ 0,303

Kontrol 5 0,828 £ 0,129 0,834+0,192 1,120 £ 0,328 1,158+0.372

Kontrol 6 0,772 £ 0,095 1,140 £ 0,351

Kontrol 7 0,783 £0,122 1,100 £ 0,303

Kontrol 8 0,867 £ 0,103 1,120 £ 0,328

TAA/CA: Total AGQNOR Alani/Cekirdek Alani

Berrak Hiicreli Renal Karsinom (BHRK) grubunun ortalama TAA/CA degeri ve
ortalama AgNOR sayist hesaplandiginda; BHRK 1’in ortalama TAA/CA degeri (1,093
+ 0,364) ve ortalama AgNOR sayis1 degeri (1,400 + 0,535), BHRK 2’nin ortalama
TAA/CA (1,143 + 0,442) ve ortalama AgNOR sayisi degeri (1,520 + 0,580), BHRK
3’tin ortalama TAA/CA (1,111 + 0,402) ve ortalama AgNOR sayis1 degeri (1,380 +
0,568), BHRK 4’iin ortalama TAA/CA (1,15+ 0,346) ve ortalama AgNOR sayis1 degeri
(1,600 + 0,535), BHRK 5’in ortalama TAA/CA ve (1,103 + 0,370) ortalama AgNOR
sayist degeri (1,360 + 0,485), BHRK 6’nin ortalama TAA/CA (1,271 + 0,339) ve
ortalama AgNOR sayis1 degeri (1,700 + 0,505), BHRK 7’nin ortalama TAA/CA (1,220
+ 0,462) ve ortalama AgNOR sayist degeri (1,600 + 0,639), BHRK 8’in ortalama
TAA/CA (1,055 + 0,399) ve ortalama AgNOR sayis1 degeri (1,400 + 0,495) olarak
bulundu. BHRK grubunun ortalama TAA/CA (1,143 + 0,395) ve ortalama AgNOR
sayis1 degeri (1,495 + 0,553) olarak tespit edilmistir ( Tablo 4, Sekil 9 ve 10).
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Tablo 0. Berrak hiicreli karsinom (BHRK) grubunun ortalama TAA/CA orani ve
ortalama AgNOR sayis1 degeri

Hastalar TAA/CA oram BHRK Gurubunun Ortalama AgNOR BHRK Gurubunun

Ortalama TAA/CA Sayisi Ortalama AgNOR
orani Sayisi

BHRK 1 1,093 £ 0,364 1,400 + 0,535

BHRK 2 1,143 £ 0,442 1,520 £ 0,580

BHRK 3 1,111 £0,402 1,380 + 0,568

BHRK 4 1,152+ 0,346 1,600 + 0,535

BHRK 5 1,103 £ 0,370 1,143+0,395 1,360 + 0,485 1,495+0,553

BHRK 6 1,271 £0,339 1,700 £ 0,505

BHRK 7 1,220 £ 0,462 1,600 + 0,639

BHRK 8 1,055 £ 0,399 1,400 + 0,495

TAA/CA: Total AgNOR Alani/Cekirdek Alan1 BHRK: Berrak hiicreli karsinom

Papiller Renal hiicreli karsinom (PRHK) grubunun ortalama TAA/CA degeri ve
ortalama AgNOR sayist hesaplandiginda; PRHK 1’in ortalama TAA/CA (1,045 +
0,438) ve ortalama AgNOR sayis1 degeri (1,260 + 0,487), PRHK 2’nin ortalama
TAA/CA (0,843 + 0,334) ve ortalama AgNOR sayisi1 degeri (1,120 + 0,386), PRHK
3’tin ortalama TAA/CA (0,938 + 0,374) ve ortalama AgNOR sayis1 degeri (1,200 +
0,452), PRHK 4’tin ortalama TAA/CA (1,126 0,456) ve ortalama AgNOR sayisi
degeri (1,340 £ 0,519), PRHK 5’in ortalama TAA/CA (1,155 £+ 0,389) ve ortalama
AgNOR sayist degeri (1,360 + 0,485), PRHK 6’nin ortalama TAA/CA (1,196 + 0,470)
ve ortalama AgNOR sayisi degeri (1,520 + 0,580), PRHK 7’nin ortalama TAA/CA
(1,175 + 0,431) ve ortalama AgNOR sayis1 degeri (1,400 + 0,535), PRHK 8’in ortalama
TAA/CA (0,854 + 0,251) ve ortalama AgNOR sayis1 degeri (1,100 + 0,303) olarak
bulundu. PRHK grubunun ortalama TAA/CA (1,041 + 0,418) ve ortalama AgNOR
sayis1 degeri (1,288 + 0,490) olarak tespit edilmistir (Tablo 5, Sekil 9 ve 10).

Tablo 5. Papiller renal hiicreli karsinom (PRHK) gurubunun ortalama TAA/CA orant
ve ortalama AgNOR sayist degeri

Hastalar TAA/CA orani PRHKGurubunun Ortalama AgNOR PRHK Gurubunun

Ortalama TAA/CA oran: Sayisi Ortalama AgNOR
Saytst

PRHK1 1,045 £ 0,438 1,260 + 0,487

PRHK 2 0,843 £0,334 1,120 £ 0,386

PRHK 3 0,938 £0,374 1,200 £ 0,452

PRHK 4 1,126+ 0,456 1,340 £ 0,519

PRHK 5 1,155+ 0,389 1,041+0,418 1,360 + 0,485 1,288+0,490

PRHK 6 1,196 £ 0,470 1,520 + 0,580

PRHK 7 1,175 £0,431 1,400 + 0,535

PRHK 8 0,854+ 0,251 1,100 + 0,303

TAA/CA: Total AgNOR Alani/Cekirdek Alani

PRHK: Papiller renal hiicreli karsinom



Tiim gruplar (Kontrol, BHRK ve PRHK) kendi igerisinde kiyaslandiginda, gruplarin
TAA/CA degerleri arasinda istatistiksel analizlere gore anlamli bir farklilik vardi
(X?=127,961; p=0,000) (Tablo 6, Sekil 11). Yine tim guruplarin ortalama AgNOR
sayis1 arasinda istatistiksel analizlere gore anlamli bir farklilik goriilmisstiir.

(X%=96,283; p=0,000) (Tablo 6, Sekil 12).

Tablo 6. Tiim gruplarin ortalama TAA/CA orani ve ortalama AgNOR sayis1 degerinin
kiyaslanmast

Guruplar Guruplarin Ortalama Ortalam AgNOR X? p
TAA/CA oram sayis1

Kontrol 0,834+0,192 1,158+0,372 96,283* 0,000*

BHRK 1,143+0,395 1,495+0,553 127,961% 0,000%

PRHK 1,041£0,418 1,288+0,490

TAA/CA: Total AgNOR Alani/Cekirdek Alan1 *=AgNOR sayisi igin &=TAA/CA degeri i¢in

Tim gruplar arasindaki hem TAA/CA, hem de ortalama AgNOR sayisi arasindaki bu
farkliligin hangi gruplardan kaynaklandigini tespit etmek amaciyla guruplarin ikili
kiyaslamasi yapildi. Buna gore, kontrol gurubunun ortalama TAA/CA (0,834+0,192) ve
ortalama AgNOR sayist (1,158+0.372) degeri ile, BHRK gurbunun TAA/CA
(1,143+0,395) ve ortalama AgNOR sayisi (1,4954+0.553) degeri arasinda istatistiksel
analizler sonucu anlamli bir farklilik tespit edildi (sirasiyla Z=-11,627 ve p=0.000; Z=-
9,603 ve p=0.000). Yine kontrol grubunun ortalama TAA/CA (0,834+0,192) ve
ortalama AgNOR sayist (1,158+0.372) degeri ile PRHK grubunun ortalama TAA/CA
(1,041+0,418) ve ortalama AgNOR sayis1 (1,288+0,490) degeri arasinda da istatistiksel
analizler sonucu anlamli bir farklilik tespit edildi. (sirasiyla Z=-6,390 ve p=0.000; Z=-
4,038 ve p=0.000). En son olarak BHRK grubunun TAA/CA (1,143+0,395) ve ortalama
AgNOR sayist  (1,495+0.553) degeri ile PRHK grubunun ortalama TAA/CA
(1,041+0,418) ve ortalama AgNOR sayis1 (1,288+0,490) degeri arasinda da istatistiksel
analizler sonucu anlamli bir farklilik tespit edildi (sirasiyla Z=-4,039 ve p=0.000; Z=-
5,728 ve p=0.000) (Tablo 7).

Tablo 7. Gruplarin ortalama TAA/CA orani ve ortalama AgNOR sayisi agisindan ikili
kiyaslanmast

TAA/CA icin Ortalama AgNOR sayisi icin
Guruplar P z P Zz
Kontrol - BHRK 0.000 -11,627 0.000 -9,603
Kontrol - PRHK 0.000 -6,390 0.000 -4,038
BHRK - PRHK 0.000 -4,039 0.000 -5,728

TAA/CA: Total AQNOR area/Nuclear area PRHK: Papiller renal hiicreli karsinom
BHRK: Berrak hiicreli karsinom
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Gruplar arasinda Fuhrmann derecesi acisindan kiyaslama yapildiginda; Berrak hiicreli
karsinomda; 7 kisi (%87,5) Fuhrmann derecesi bakimindan 2 , 1 kisi (%12,5) Fuhrmann
derecesi bakimmdan 4 iken, Fuhrmann derecesi 1 ve 3 olan hi¢ hasta yoktu. Papiller
Renal hiicreli karsinomda; 1 hasta (%12,5) Furmann derecesi bakimindan 1, 4 hasta
(%57,1) Fuhrmann derecesi bakimmdan 2, 3 hasta (%37,5) Fuhrmann derecesi
bakimindan 3 iken, Fuhrmann derecesi bakimindan 4 olan hi¢ bir hasta yoktu. Berrak
hiicreli karsinom ve papiller Renal hiicreli karsinom gruplar1 arasinda Fuhrmann
derecesi agisindan istatistiksel analizlere gore anlamli bir farklilik yoktu (x2=5,8l8,
p=0,121).

Berrak hiicreli karsinomlu hastalarda tiimor ¢api ortalama 304,200+£548,701 (min
38,400 max 1657,700), Papiller Renal Hiicreli hastalarda tumor ¢ap1 ortalama
141,255+170,127 (min; 13,5 max 448) idi. Gruplar arasinda tiimor capi agisindan
anlaml1 bir farklilik yoktu (Z=-1,042, p=0,298).
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Sekil 9. Her bir guruptaki bireylerin ortalama TAA/CA oran1 degerleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser glinimiizde goriilenen O6nemli saglik meselelerinden biri olup, devaml
goriilmesiyle birlikte mortalitesinin yiiksek olmasi gerekgsiyle de bir halk sagligi sorunu
haline gelmistirl_

Bobrek kanseri, tirolojik maligniteler arasinda 3. siradayken sik goriilen kanser ¢esitleri
arasinda 17. sirada yerini almaktadir™2 Her sene yaklasik 270,000 kisi bobrek kanserine
yakalanmakta ve her sene 115,000’¢ yakin birey bobrek kanseri nedeniyle dlmektedir™,

Bobrek kanseri hastalarinda cerrahi miidahele neticesinde siklikla iyi sonug¢ alinmis olsa
133

da hastalig1 ileri evrede olan kisilerin %20’e yakini 2 yillik sag kalima sahiptir
AgNOR parametresinin tiimor pataolojisinde ki ilk uygulamasi Ploton ve arkadaslart
tarafindan yapilmistir. Yapilmis olan bu Oncii ¢aligmadan sonra, interfaz AgNOR
proteinlerinin ¢esitli yayilimlarinin esas alinarak, kanser hiicrelerini normal hiicrelerden
ayirt eden ¢ok sayida ilave calisma yapllmlstlrlzl. Daha 6nce yapilan bir calismada
tiroid papiller karsinom ve normal tiroid hiicre ¢ekirdeklerindeki ortalama AgNOR
sayist degerlendirilmis ve kanser gurubunda ortalama AgNOR sayisinin normal tiroid
hiicrelerindekinden anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir. Buna ilave olarak
malin ve benig lezyonlar1 ayirmak amaciyla AgNOR sayis1 ve TAA / CA oranlar i¢in
cutoff degerleri tamimlanarak kullanilan bu metodun maling ve bening tiroid

lezyonlarindaki hiicrelerin proliferasyon aktivitesini degerlendirmek i¢in giivenilir bir
9,10

metod oldugu ve rutin olarak sitopatolojiye katki saglayabilecegi tespit edilmistir
Yapilan baska bir caligmada mesane tiimorii siiphesi tasiyan hasta bireyler ile saglikli
bireylerin idrarlarindan elde edilen mesane hiicrelerinde ki ortalama AgNOR sayis1 ve
TAA/CA oranlarn arasindaki farka bakilmistir. AgNOR sayisi, AgNOR kiitlesi ve
TAA/CA oranlarmin malign ve bening lezyonlarda anlamli derecede farkli oldugu ve bu
degerlerin mesane tiimorii tanis1 almig bireylerde Onemli bir derecede arttig1
gézlenmektedirm, Bu sebeple kanserli hiicreleri hasta olmayan normal hiicrelerden
ayirmada interfaz AgNOR proteinlerine sikga rastlanr.

Kullanmis oldugumuz yontemde de toplam AgNOR alan / CA 6l¢iimii ise, bir hiicrenin
¢ekirdeginde ki boyanmis boliimlerin (AgNOR bolgelerinin alanlarinin toplaminin)
cekirdegin alanina oranlanmasi ile 6lgiiliir ve hesabr bu esasa dayanir. Bundan dolay1
hiicrelerin topluluk seklinde, belirli bir bolge icerisinde olmasi gerekmemektedir.
Ustelik birden fazla preperat iizerinde yapilan degerlendirmelerin sonug vermesi igin 50

hiicre yeterli olabilmektedir.
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Timor patolojisi degerlendirilirken AgNOR degiskenlerinin haricinde kullanilan bu
tekniklerden bazilart PCNA ve Ki-67 ekspresyonlarinin immiinohistokimyasal
yontemlerle belirlenmesi oluple"c"le’8 bu yontemlerin hem malign hem benign
lezyonlarmi1 kendi iglerinde ayirt etmede yakaladiklari basari oranlar farklilik
gosterebilmektedirler™>>*%

Kanser hiicrelerinde sadece genin ekspresyonu degil ayni zamanda genin iriinii ve
hiicrenin morfolojisi (¢ekirdegin hacmi, ¢ekirdek¢ik vb) de degisiklik gostermektedir.
Bu nedenle hem c¢ekirdek igerisindeki AgNOR alaninin hem de ¢ekirdek alaninin
hesaplanmas1 hiicrenn protein sentez kapasitesi hakkinda daha iyi bilgi verir.
Dolayisiyla TAA/CA oraninin tespit edilmesi ile hiicrelerin metabolik ve proliferatif
aktiviteleri hakkinda daha kesin bilgiler elde edilebilmektedir. Bizim kullanmis
oldugumuz teknik ayni1 zamanda kolay ve ucuz bir tekniktir.

Daha onceden yapilmis olan bir ¢alismada renal hiicreli karsinom tanisi almis 54 olgu
histopatolojik tiplere gore ve fuhrrman niikleer derecsine gore gruplara ayrilmis olup,
Renal hiicreli karsinom olgularindan 27 tanesi berrak hiicreli karsinomdur. Diger renal
hiicreli karsinomlar ise graniiler renal hiicreli karsinom, kromofob hiicreli renal hiiceli
karsinom igsi hiicreli renal hiicreli karsinom ve kistik renal hiicreli karsinom olarak
smiflandrilmistir.  Daha sonra bobregin  renal hiiceli karsinom hiicrelerinin
cekirdeklerinde AgNOR noktalarinin bulundugu 100 hiicre sayilarak ortalamalari
alinmistir. Timor tiplerine gore farklilik gosteren AgNOR sayilar1 gruplar arasinda
istatistiksel olarak benzer sekilde bulunmustur. Niikleer derecelerine gore
incelendiginde, ortalama AgNOR sayisinin niikleer dereceyle birlikte paralel olarak
arttig1 tespit edilmistir. AGQNOR sayisi ile niikleer derece arasinda anlamli farklilik
gézlenmistirMO_ Yapilan bagka bir ¢alismada 45 Renal hiicreli karsinom hiicreleri
incelenmis olup, bu hiicrelerin AgNOR sayisinin normal proksimal tiibiillerden anlamli
olarak daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bunun yaninda renal hiicreli karsinomun alt
tiplerinde AgNOR sayilarinda anlamli bir iliski gozlenmistir'®. Yapilan diger bir
caligmada renal adenom, berrak hiicreli karsinom ve ksantogranulomat6z piyelonefritin
kesit alinmig Oreneklerine AgNOR teknigi uygulanmistir. Adenomlarda ve
karsinomlarda hiicre basma diisen AgNOR sayis1i arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Ksantograniilomatdz piyelonefritin ve berrak hiicreli karsinom da
hiicre bagina ortalama AgNOR sayisinda 6nemli farklilikar gézlenmistirl42. Renal
hiicreli karsinomlu 30 hastanin incelendigi baska bir ¢alismada her vakaya AgNOR
boyamasi uygulanmistir. AQNOR benekleri 200 tiimor niikleusunda hesaplanip niikleus
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basina diisen AgNOR sayisi her vaka i¢in incelenmistir. Evrelerine ve fuhramnann
derecelerinde gore bakildiginda yiiksek evreli ve yiiksek dereceli bobrek hiicreli
karsinom, diisiik evre ve diisiik derece tiimorlerinden daha yiiksek AgNOR sayisina
sahip oldugu gosterilmistir. Ilaveten AgNOR sayilarmin fuhrmann derecesi ve evresi ile

korelasyon gosterdigi tespit edilmigtir.**®

. Fakat daha once yapilan bu caligmalarda
sadece AgNOR sayis1 degerlendirilmistir. Ancak AgNOR sayisi malign Kkarakterli
hiicrelerin tespiti icin AgNOR alani(TAA/CA) kadar yiiksek etkiye sahip degildir.
Ciinkii AgNOR benekleri farkli biiyiikliiklerde olabilme ihtimalinin olmasidir. Bunun
nedeni de birden fazla AgNOR beneklerinin bir araya gelmesidir. Bu nedenle bu
yontemin giivenli olmadigi yoniinde yapilan elestiriler vardir'*!, Sayim yapan bireye
gore de benek sayisi farklilik gostermektedir. Bu nedenle AgNOR beneklerinin
sayisinin  degerlendirilmesinin  yaninda alanlarmin  Olgiiliip ¢ekirdek alaniyla
oranlanmasiin yarar1 daha fazla olacaktir. Bizim yaptigimiz ¢alismada da 8 berrak
hiicreli karsinom 8 papiller renal hiicreli karsinom alinarak kontrol gurubuyla
karsilastirilmistir. Berrrak renal hiicreli karsinomda AgNOR sayisinin papiller renal
hiicreli karsinomdan daha fazla oldugu gdzlenmistir. Ayni zamanda yaptigimiz
calismada AgNOR sayisinin yani sira TAA/CA oranlar1 da hesaplanarak berrak hiicreli
ve papiller hiicreli karinomu arasinda anlamli fark bulundu. Niikleer derecelendirmeye
gore baktigimizda 2 grup arasinda anlaml farklilik gézlenmedi.

Meme kanseri iizerine yapilan bir ¢alismada malign hasta grubunda TAA/CA degeri
benign hasta grubuna goére anlamli derecede yiiksek bulunmus olup, AgNOR benek
sayist bakimindan bu iki grupta anlaml fark gézlenmemistir7. Bizim c¢alismamizda ise
hem AgNOR benek sayist hem de TAA/CA bakimimdan malign grupta benign gruba
kiyasla istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriildii. Kontrol grubunun ortalama
TAA/CA(0,834+0,192) ve ortalama AgNOR sayist (1,158+0,372) degeri, PRHK
grubunun ortalama TAA/CA (1,041+0,418) ve AgNOR sayis1 (1,288+0,490)
degerinden istatistiksel olarak anlamli derecede diisiiktii (sirastyla Z=-6,390 ve p=0.000;
Z=-4,038 ve p=0.000). Yine kontrol gurubunun hem ortalama TAA/CA (0,834+0,192)
hemde ortalama AgNOR sayis1 (1,158+0.372) degeri, BHRK gurbunun TAA/CA
(1,143+0,395) ve ortalama AgNOR sayis1 (1,495+0,553) degerinden istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiiktii (sirasiyla Z=-11,627 ve p=0.000; Z=-9,603ve p=0.000).
Bunlara ilaveten BHRK grubunun TAA/CA (1,143+0,395) ve ortalama AgNOR sayisi
(1,495+0.553) degeri, PRHK grubunun TAA/CA (1,041+£0,418) ve ortalama AgNOR
sayisi (1,288+0,490) degerinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (sirasiyla
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Z=-4,039 ve p=0.000; Z=-5,728 ve p=0.000). Bu da bize malin ve benin lezyonlarinin
ayrimmin  giic oldugu durumlarda AgNOR yonteminin  kullanilabilecegini
gostermektedir. Ayn1 zamanda ¢alismada belirlenen TAA/CA orani ile her bir hiicrenin
potonsiyel olarak AgNOR protein sentez kapasitesi tespit edilmekte dolayisiyla her bir
hiicre i¢in protein sentezinin gergeklesme potansiyeli hakkinda daha kesin bilgiler

vermektedir.

Bununla birlikte calismamizda Fuhrrman ¢ekirdek derecelendirmesi agisindan BHRK
ve PRHK gruplar1 arasinda anlamli bir farklilk gézlenmedi. Fuhrmann derecesi
AgNOR sayist ile porzitif korelasyon gostermedi. Fakat berrak hiicreli karsinomda
fuhrmann derece 1 ve 3 olan ve papiller renal hiicreli karsinomda fuhrmann derece 4
olan hi¢ hastamiz yoktu. Eger olsaydi daha farkli bir sonu¢ ¢ikabilcegini

diisiinmekteyiz.

Igne biyopsi yontemi, kanser teshisinde veya var olan bir hastaligm durumu hakkinda
bilgi edinmek gerektiginde uygulanan bir yontemdir. Bununla ilgili birgok calisma
yapilmistir. En ¢cok meme ve tiroid hastalarina uygulanmis olsada bobrek kanseri tanisi
icin de uygulanan bir yontemdir. Bu yontem Berrak hiicreli karsinom ve papiller Renal
hiicreli karsinom ayriminda %80 basar1 sagliyor olsa da bir grup hastada kesin tani
konulamamaktadir. Bizim yaptigimiz bu yontemle berrak hiicreli karsinom ve papiller
renal hiicreli karsinomun ayriminin gii¢ oldugu durumlarda rutin patolojiye katki amaclh
kullanilarak, daha kolay ve diisiik maliyetle ayirimin yapilmasina yardimci

olunulabilecegini diisiinmekteyiz

Bobrek biyopsilerinde benin ve malin ayriminin histopatolojik yontemlerle tam olarak
yapilamadigi durumlarda zaman ve enerji kaybi, saglik personelinin harcadig: siire,
hastanin psikolojik durumu, hasta yakinlarin miizdaripligi ve taninin konulabilmesi i¢in
yapilacak ilave tiim tibbi islemlerin gerektirecegi maliyet ile devlet biitgesindeki
kayiplar gibi bir¢ok sorun yasanmaktadir. Bizim kullandigimiz yontemin ucuz, malin ve
benin ayiriminda yiiksek duyarliliga sahip olmast ve kolay uygulanabilir olmasi
nedeniyle tiim bu olumsuzluklardan kaynakli miizdaripligin azaltilabilecegini
diistinmekteyiz. Bu konu ile ilgili daha fazla bilgi edinebilmek i¢in daha fazla hasta

sayilar1 iceren benzer ilave ¢aligmalarin yapilmasi ongoriilmektedir.

Ilerleyen zamanlarda su anki kullandigimiz yeni yaklasim (TAA/CA), degisik kanser

tiirlerinin prognozu ve kullanilan antitiimdr ajanlarinin tedaviye olan etkinligi hakkinda
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bilgi edinilebilmesini saglayabilecegini ve boylece tedavi stratejisinin degistirilip
degistirilmeyecegi konusunda da hekime yardimci olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu
dogrultuda basit, ucuz ve uygulanabilirligi kolay olan bu yontemle gereksiz zaman, para
kayb1 Onlenebilecegi gibi, hastaliktan miizdarip olan bireylerin miizdaripliginin
giderilmesi ve uzayan tedavi siiresi ve zamandan kaynakli stres, hiiziin vb. psikolojik

rahatsizliklarinda 6niine gegilmesi saglanabilecektir.

Sonug olarak bobrek kanseri sliphesi tasiyan bireylerin ameliyat olmadan 6nce kesin
tanisinin verilebilmesi veya lezyon hakkinda bilgi edinilebilmesi i¢in bébrek biyopsi
orneklerine AgNOR boyama islemi uygulanarak her bir hiicrenin AgNOR sayis1 ve

TAA/CA degerleri hesaplanmasinin histolojide ve sitopatolojide yardimci bir metod

olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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