Wilms’ Tumorlerinde p53 Tiimor
Baskilayici Gen ve PCNA Ekspresyonlari
ile Klinik Evre lliskileri*

Dr. Siikrii 0. Ozdamar**, Dr. Mithat Giinaydin***, Dr. Riza Rizalar***,
Dr. Ender Antiirk***, Dr. Ferit Bernay***, Dr. Filiz Karagoz**,

Dr. Bedri Kandemir**, Dr. Naci Giirses***

OZET

Wilms’ timorii gocukluk gaginda en sik goriilen metanefrik
blastem artiklarimin malign transformasyonu sonucu gelisen
epitelyal, blastemal ve stromal hiicre tiplerinin birini veya
hepsini igeren bir renal embriyonal neoplazmdir. Neoplastik
dokularin en sik saptanan anomalisi olan mutant p53
ekspresyonu hiicre proliferasyonu iizerindeki baskilayici etkinin
kalkmig oldugunun bir gdstergesidir. Wilms' timdérlerinde p53
timor Dbaskilayict gen ekspresyonunun sik gdrildigi
bildirilmektir. Mitozun baslamasinda rol oynayan molekiillerden
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) ekspresyonunun
gosterilmesi de, gittikce deder kazanan bir proliferasyon
belirleyicisidir. Bu aragtirmada 11 Wilms tiimérii olgusunda
retrospektif olarak p53 ve PCNA ekspresyonlari ile histolojik
pattern ve klinik evre arasindaki iliskiler incelendi. Olgulara ait
doku érneklerinin %10 tamponlu nétral formalinde fikse parafin
kesitlerinde hiicre i¢i intraniikleer p53 (clone:BP53.12) ve PCNA
(clone:P10) ekspresyonlari imminohistokimyasal yontemle
(streptavidin biotin peroksidaz) arastinildi. Tani konuldugunda
evre | olan olgumuz yoktur. Evre Il olan bes olguda PCNA
indeksi (Pl) epitelyal ve blastemal komponentlerde yiiksek
bulunurken, stromal komponentte diisiik bulunmustur. p53
ekspresyonu dort olguda epitelyal komponentte ve bir olguda
ise blastemal komponentte (grade 1) olarak bulunmustur. Evre
[II'de tani konulan ii¢ olguda biitiin komponentlerde Pl diisiik
bulunurken,blastemal komponentte yilksek bulunmustur. p53
bir olguda saptanmig (grade 1), diger ikisinde negatif olarak
bulunmustur. Evre IV olan bir olguda Pl ve p53 varligi blastemal
komponentte yilksek bulunurken, epitelyal ve stromal
komponentte negatif saptanmistir. Evre V iki olguda ise PCNA
ekspresyonu epitelyal ve stromal komponentte gériilmezken,
blastemal komponentte yiiksektir. p53 varlidi her iki olguda da
negatiftir. Bu tiimdrlerde yiksek epitelyal ve blastemal PCNA ve
p53 blastemal komponent ekspresyonu gériilmesinin klinik evre
belirliyecisi niteligi ortaya konulmusgtur.
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SUMMARY

Wilms' tumor develops as a result of malignant
transformation in metanepric blastem remnants which are most
common in childhood and has epithelial, blastemal and stromal
type cells or a mixture of these cells. The most common
abnormality in tumor cells is the mutant p53 expression and it
shows the loss of suppressor activity in cell proliferation. p53
tumor suppressor gene expression was reported in Wilms'
tumors. Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) which has a
role in mitosis is a new proliferation marker. We studied p53
and PCNA expressions and their relations with histological
pattern and clinical stage in 11 Wilms tumors. p53 and PCNA
expressions were studied by immunohistochemical method
(streptavidin biotin peroxidase) in 10 % neutral buffered
formalin fixed, paraffin embedded tissue sections. None of the
cases was in stage I. In five stage Il cases, while high PCNA
index in epithelial and blastemal components was found the
same index was low in stromal component. p53 expression
(grade 1) were found in epithelial component in four cases and
in blastemal component in one case. In three stage Ill cases,
PCNA index was low in all components, and high in blastemal
components. There was p53 expression (grade 1) in one of the
three cases. In one stage IV case PCNAindex and p53
expressions were found high in blastemal component and
negative in epithelial and stromal components. In two stage V
cases while there were not PCNA expressions in epithelial and
stromal components, there were high expressions in blastemal
component, and p53 expressions were negative in all cases.
This study showed that epithelial and blastemal PCNA index and
blastemal p53 expression might be clinical stage markers in
Wilms’ tumors.
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GiRis

Wilms® timéri en sik gocukluk cafinda gorillen veya
metanefrik blastem artiklarinin malign transformasyonu sonucu
gelisen; epitelyal, blastemal ve stromal hiicre tiplerinin birini ve
hepsini igeren ‘heterojen bir renal embriyonal neoplazmdir. Bu
timorlerin evrelemesi NWTS-2,3 ve 4 sistemlerine gore
yapiimaktadir"?.,

p53 geni hiicresel proliferasyonun kontroliinde énemli bir
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roli oldugu disinilen bir nikleer fosfoproteini kodlar. Bu
protein, hiicre gogalmasinda potent bir baskilayici olarak
hareket eder. Normalde p53 proteini, hilcrede cok disgiik
konsantrasyonlarda olmasi  nedeniyle  konvansiyonel
imminhistokimyasal  yontemlerle saptanamaz, ancak
miitasyona ugramasiyla hiicre i¢i yari dmriniin uzamasi sonucu
saptanabilir hale gelir. Son yillarda yapilan cesitli aragtirmalar
sonucunda bazi malign tiimdrlerde p53 gen ekspresyonu
gosterilmis, bunun prognostik onem tagiyabilecedi ileri
siiriilmagtar®.

Proliferating cell nuclear antigen [PCNA/Cyclin  (P10)]
mitoza hazirlanan G1-S fazindaki hiicre .niikleuslaninda, hiicre
proliferasyonunun baslamasinda rol oynayan DNA polimeraz-
delta yardimci proteini olup; pozitifliinin gdsterilmesi ve
dagihm patterni cesitli benign ve malign lezyonlarda
proliferasyon indeksi olarak kabul edilmektedir®.

Bu arastirmada, Wilms timérlerinde p53 ve PCNA
ekspresyonlan ile histolojik pattern ve Klinik evre arasinda
iligkileri incelemek amaglanmsgtir.
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Tablo 1 : NWTS-3 Evreleme Sistemi

ve Gocuk Cerrahisi Anabilim Dali tarafindan takip ve tedavisi
yapilan 11 Wilms’ tiiméril olgusunu kapsamaktadir. Evrelemesi
NWTS-3 sistemine gore yapilan (tablo 1) olgulara ait preparatlar
tekrar incelendi, anaplazi odaklar aragtinidi ve histolojik
patternler yeniden belirlendi. Timér dokularinin %10
formalinde fikse parafin kesitlerine streptavidin biotin
peroksidaz yontemi ile p53 (clone: BP53-12-1) ve PCNA (clone
: P10) anti-human, mouse, primer antikorlari kullanilarak, bu
belirleyicilerin varhigi aragtirildi. Her olgu igin epitelyal, blastemal
ve stromal komponetlerdeki p53 ekspresyonu, boyanma
gériilen hiicrelerin oranlarina gore (%1-%25=(+);%26-50=(++);
%51-75=(+++) vé >%75= (++++) derecelendirildi. PCNA indeksi
(nilkleer pozitivite gdsteren hiicreler/1000 neoplastik hiicre) de
hesapland ve p53 degerlendirmesine benzer sekilde 4 gruba
ayrilarak simiflandirildi (tablo 2). Olgular tani konuldugu siradaki
evrelerine gore gruplara aynidi. Cesitli evrelerdeki timorlerin
belirleyici degerlerinin baskin oldugu histolojik pattern degerleri
karsilastirildi. Gruplararasi iligkiler, Kruskal-Wallis varyans
analizi ve Spearman korelasyon testleri kullamlarak
dederlendirildi ve yorumlandi.

BULGULAR

Tani konuldufjunda en kiigigii 6/12, en bilyigi 12 yaginda
olan yedisi kiz (%63.6), dordii erkek (%36.4) hastanin; besi evre
Il, iigii evre IIl, biri evre IV diger ikisi de evre V olarak
degerlendirildi. Yedi olguda sol, iki olguda saj bobrekte iki
olguda ise bilateral tutulum oldugu saptandi. Unilateral olgulara
timériin oldugu tarafa nefrektomi, bilateral olgulara ise
fonksiyon gdren tarafa heminefrektomi, diger tarafa total
nefrektomi yapilmasini takiben tim hastalara kemoterapi
uygulanmigti. Tani konuldugunda evre | olan olgumuz yoktu.
Evre Il ve evre V olan iki olgumuzda anaplazik odaklar
izleniyordu, bu evre | olgumuz postoperatif 1. yilini geride
birakmisti. Evre V olgumuz ile bir evre |1l olgumuz operasyonu
takiben 1.5 yil icerisinde eksitus olmustu. Diger olgularin
sagkahm bilgileri edinilemedi.

Olgularimizin hepsi trifazik karakterde Wilms' timori idi.
Biitiin timorlerde eptilelyal ve blastemal komponent hakimiyeti
izleniyordu. Histolojik patternler ile evre ozellikleri arasinda iligki
belirlenemedi.

Tablo 2 : Olgulanimizda Histolojik pattern, PCNA ve p53
Iligkileri
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Evrelerin  PCNA ve p53 ekspresyon degerleri
karsilagtinldiginda evre Il ve Il olgularimn PCNA ve p53
degerleri arasindaki fark anlamh bulundu (p<0.05).

p53 ekspresyonu, evre 1l dort olguda ve evre |1l bir olguda
epitelyal komponentte; evre Il ve evre IV olan birer olguda
blastemal komponentte (gradel; (+)) kotl histolojik karaktere
sahip evre V olguda ise yine blastemal komponentte (grade IlI;
(+++) )olarak bulundu; diger olgularda negatifti.

PCNA ekspresyonu ise tim olgularda cesitli histelojik
patternlerde dedisken karakterde pozitif olarak izlendi. Erken
evredeki olgularimizda ozellikle epitelyal ve blastemal
komponentlerde varhigi dikkat ceken PCNA, ileri evre
olgulanimizda blastemal komponentte pozitif olarak izlendi. Kotii
histolojik karakter gdsteren evre Il olguda da blastemal
ekspresyon gosteren proliferating cell nuclear antigen'in; evre |1
olgularda komponentler arasi indeksler farki anlamli bulunmadi
(p>0.05). Ancak epitelyal ve blastemal Pl degerleri arasinda
yakin (SCM : 0.700); bu degerler ile stromal degerler arasinda
zayf iligki varhigi (SCM: -0.200) dikkati gekti. Evre 11l olan iki
olguda diger komponentlerde Pl izlenmezken,bir olguda sadece
blastemal komponentte yilksek deferde (grade IV; (++++))
saptandl. Bu grupta da epitelyal ve blastemal Pl degerleri
arasinda yakin (SCM: -0.866); bu degerler ile stromal degerler
arasinda zayif iliski varhigi (SCM: -0.500) dikkati gekti. Evre IV
olan olguda Pl varh§i blastemal komponentte yiiksek
bulunurken, epitelyal ve stromal komponentlerde izlenmedi.
Evre V iki olguda da PCNA ekspresyonu, blastemal kompenentte
saptandi (resim 1), (tablo 2). Veri yetersizligi nedeniyle
olgulanmizin sagkalim bilgileri ile elde ettifimiz sonuglar
karsilagtinlamadi.

TARTISMA

Metanefrik blastem kokenli olmasi nedeniyle Wilms’
timorlerinin histolojik spektrumu genistir. Bazen abortif
glomeriiller yapan epitelyal hiicrelerin olusturdugu tubul
yapilarini gevreleyen andiferansiye igsi hicreler ile karakterli
epitelyal, blastemal ve stromal hiicrelerden olusan trifazik bir
histolojik pattern gdsterir. Bifazik patternde timor, blastemal ve
stromal hiicreleri igerir. Monofazik timdrlerde ise tek tip hiicre
bulunur.

Ortalama boyutlarin 3-4 katina erigen iri ve hiperkromatik
nilkleuslara sahip hicreler ile hiperdiploid mitotik figirlerin
izlendigini timdrler, koti histolojik karaktere sahip olarak
nitelendirilir’"®, Timdrler, %4-5 olguda bu nitelikteki anaplazi
odaklarini igerebilir, bu hastalarda evre, |, Il ve IlI'de tedavi
sonras! relaps %55 kadardir; anaplazi odaklari gdzlenmeyen (iyi
histolojik grup) olgularda ise bu oran %14'dir. Bu grup
hastalarda 4 yillik sagkalim Evre | olgularda % 95.6 iken evre IV
*%78.4 olarak bildirilmistir (NWTS3) “*”. Galigma grubumuzda
izlenen anaplazik odak igerme orani % 18'dir. Bu olgulardan biri
(evre Il olgumuz) postoperatif 1. yilini geride birakmig; evre V
olgu ise 1 yil sonra eksitus olmustur.

p53 geni delesyon ve/veya mutasyonunun, bugin igin insan
neoplazmlarinda saptanan en sik genetik anormallik oldugu ileri
sirilmektedir. p53 gen miitasyonlar eriskinlerde gériilen gesitli
timorlerde, ozellikle karsinomlarda siklikla saptanmasina

Resim 1 a: Tubuler/epitelyal komponentte intranikleer(+++)
PCNA ekspresyonu, (Olgu : 1).

. --.";'

Resim 1 b: Blastemal komponent ve (+++) PCNA
ekspresyonu, (Olgu : 10),

Resim 1 c: Blastemal komponentte intraniikleer (+++) p53
ekspresyonu, (Ayni olgu (B),

karsin, cocukluk caginda gérillen timdrlerde daha az
izlenmektedir*®. Bildirilen calismalarda Wilms' tiimorlerinde
saptanan p53 ekspresyonlari degiskendir; Waber ve ark, 44 olgu
iceren serilerinde p53 ekspresyonunu hig gosterememiglerdir.
Buna kargin Lemaine ve ark. ise 34 olguluk serilerinde biitiin
tiimérlerde p53 ekspresyonunu saptamislardir®”, Serimizde, 11
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Resim 1 d: Intarniikleer (+++) PCNA ekspresyonu gosteren
stroma hiicreleri, (Olgu: 3). (Biotin streptavidin peroksidaz; A,
B&D: x630, C: x1000, imm.oil)

olgunun 7’sinde (%63.6) p53 ekspresyonu saptanmistir. Bu
timaoriin gelisiminde herhangi bir asamada p53 miitasyonunun
oldugu varsayimim ™ destekler nitelikte bir bulgudur.

Sinirll sayida arastirmada Wilms® tiimorlerinde histolojik
patternler ile PCNA iligkileri incelenmistir. Bu tlimarlerin
tubuler/epitelyal komponent igerenlerinin, minimal epitelyal
diferansiyasyon gdsteren ve gostermeyen digerlerine oranla gok
daha iyi prognozu oldugu anlagiimistir®®, Epitelyal komponent
genellikle diferansiye komponent olarak bilinir ve en diisik
proliferatif aktiviteye sahip olmasi gerektigi diginilir®. Bu
gorisi destekleyen bir galigmada Wilms' timarlerinde epitelyal
alanlarda diigik proliferatif aktivite (Ki-67 pozitif hiicreler)
gdzlenmesine kargin, blastemal alanlarda yiksek derecede

{10}

proliferatif ~aktivite saptanmigtir™. Literatirde Wilms’

timarlerinde PCNA ekspresyonuna iligkin calismalar gok sinirli
sayidadir; bu konudaki ilk ¢alismada Benjamin, bu timdérlerde
PCNA ekspresyonunun ok disiik oldugunu bildirmigtir™.
Ancak Khine wve ark, bu sonucu ekspresyon
degerlendiriimesindeki blastem ve stroma degerlerine oranla
daha yiiksek bulmuslardir®. Serimizde, PCNA ekspresyonu
erken evredeki olgularimizda ozellikle epitelyal ve blastemal
komponentlerde, ileri evre olgularimizda ise blastemal
komponentte olmak (izere bitlin olgulanmzda pozitif olarak
izlendi.

Bu tiimorlerin tek klondan tiiredikleri varsayilirsa igerdikleri
proliferatif aktivite agisindan blastemal komponentin immatiir,
stromanin matiir karakterde yapilar oldugu diistinilebilir, ancak
bu yaklasim organogenez kuramlarnna ters duser. Wilms
timorlerinde epitelyal komponent, blastemal komponentin
diferansiyasyonu sonucu geligiyor goriinmekte, prognostik
parametre incelemeleri de bunu desteklemektedir"”. Ancak ayni
timorlerde  blastemal komponente oranla epitelyal
diferansiyasyon alanlarindaki yiiksek proliferatif aktivite (PCNA)
aclklanamamaktadir. Bazi arastiricilar da, diiferansiyasyon ve
proliferasyonun birbirinden bagimsiz olduklarini, bazilarida bu
timarlerin farkh proliferasyon ve diferansiyasyon potansiyeli
tastyan farkli hiicre klonlan icerdiklerini ileri stirmekle celigkili
goriinen bu durumu agiklamaya galismaktadirlar®"”. Serimizde
gozlenen proliferating cell nuclear antigen ekspresyonu niteligi,
bu timériin  poliklonal  kokenli olabilecedi savini
desteklemektedir.

Ayrica erken evrelerde epitelyal; yanisira evre |V ve evre V
olgularimizda blastemal p53 varligi ile ileri evre olgularimizda
blastemal PCNA ekspresyonlarinin izlenmesi, bu iki belirleyici
arasinda bir iliski olabilecegini de distindirmektedir.
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