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Wilms Tiimoriinde Hipoksiyle indiiklenebilir Faktér
1 Alfa (HIF-1A) Doku Ekspresyonu

Tissue Expression of Hypoxia-Inducible Factor 1
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Emel Tekin ®

Gilden Diniz ©

Hiilya Tosun Yildirnm ©
Haldun Oniz ©

Canan Vergin ©

6z

Amag: Hipoksiyle indiiklenebilir faktér (HIF) 1 alfa (a) / beta (b) heterodimerik DNA baglama kompleksidir
ve anjiyogenez, glukoz/enerji metabolizmasi, hiicresel biiyiime, metastaz ve apoptoz gibi timér progres-
yonuna badli genlerinin uyarilmasini igeren genis transkripsiyonel yaniti yénlendirir. HIF-1Ada kanser
tedavisi i¢in ¢ekici bir hedef olarak ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismanin amaci, doku HIF-1A ekspresyonu, prog-
nostik 6nemi ve Wilms tiimérlerinin klinikopatolojik 6zellikleri arasindaki iliskiyi arastirmaktir.

Yéntem: Wilms tiimoérli ¢ocuk hastalardan elde edilen 53 doku 6rneginde niikleer HIF-1A ekspresyonu ve
prognostik parametrelerle iliskisi degerlendirildi.

Bulgular: Ortalama yaslari 3,21+2 olan Wilms tiimérii olan 53 olgunun (erkek, n=25: %47,2 ve kadin, n=28:
%52,8) doku érnekleri analiz edildi. Ortalama tiimér boyutu ve bébrek agirligi sirasiyla 9,142,9 cm ve
474,5+310,7 g idi. On (g (%24,5) olgu evre I, 20 olgu (%37,7) evre I, 7 olgu (%14) evre Ill ve 6 olgu (%11,3)
evre IV idi. Kirk iki olgu sag (%79,2), 11 olgu (%20,8) eksitus idi. Ortalama sag kalim siiresi 65,3+40,2 (2-148)
aydi. Niikleer HIF-1A ekspresyonu, yalnizca 3 canli tiimérde (%5,7) pozitif iken, diger tiimérlerde negatif
veya sitoplazmik pozitif idi. Istatistiksel olarak, HIF-1A ekspresyonu ve dider prognostik faktérler arasinda
herhangi bir korelasyon yoktu.

Sonug: Diger ¢alismalarin aksine bu ¢alisma, HIF-1A ekspresyonunun Wilms tiimériinin gelisimi ve pato-
geneziyle iliskili olmadigini géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Wilms tiimoérd, nefroblastom, HIF-1A
ABSTRACT

Objective: The hypoxia-inducible factor (HIF) is an alpha (a) / beta (b) heterodimeric DNA binding complex
and directs a wide spectrum of transcriptional responses involving the induction of genes relevant to
tumor progression, such as angiogenesis, glucose/energy metabolism, cellular growth, metastasis, and
apoptosis. HIF-1A has also emerged as an attractive target for cancer therapy. The aim of this study is to
investigate the association between tissue HIF-1A expression, prognostic significance and the clinicopat-
hologic features of Wilms tumors.

Methods: Nuclear HIF-1A expression in 53 tissue samples harvested from children with Wilms tumor and
its relationship with prognostic parameters were evaluated.

Results: Tissue samples of 53 cases (male, n=25; 47.2%, and female, n=28; 52.8%) with Wilms tumor with
a mean age of 3.21+2 years were analyzed. Mean tumor size, and weight of kidneys were 9.1#2.9 cm in
diameter and 474.5+310.7 g, respectively. Thirteen (24.5%) cases were in Stage I, 20 (37.7%) in Stage Il, 7
(14%) in Stage Ill, and 6 (11.3%) in Stage IV. Forty-two cases were alive (79.2%), while 11 cases (20.8%)
were deceased. Mean overall survival time was 65.3+40.2 (2-148) months. Nuclear HIF-1A expression was
positive in only 3 viable tumors (5.7%), while it was negative or cytoplasmic positive in other tumors.
Statistically, there was no any correlation between HIF-1A expression and other prognostic factors.
Conclusion: In contrast to other reports, this study indicated that HIF-1A expression is not associated with
development and pathogenesis of Wilms tumor.
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GiRiS

Wilms timora (WT) cocuklarda en sik gorilen
malign renal tiimor olup, ¢ocukluk ¢agi kanserlerinin
yaklasik %14’Un0 olusturur. Dinya ¢apinda WT pre-
valansi popilasyonda 1:10000dir 2. WT’leri, mor-
folojik olarak embriyonik bobrekleri andirir ve farkli-
lasmamis metanefrik dnculerle iliskilendirilmistir @,
WT’nin timorogenezi, farkli transkripsiyon faktorle-
ri, protoonkojenler ve cesitli bliyime faktorlerinin
etkili oldugu bozulmus bir nefrojenez olarak diislini-
lebilir ®). Ginumuizde interdisipliner tani ve tedavi
modaliteleriyle sag kalimda belirgin bir iyilesme sag-
lanmistir. WT'deki sagkalim oranlari yaklasik %90
olmasina ragmen, bazi hasta popllasyonlari koti
sagkalimive artmis relaps oranlari gostermeye devam
etmektedir 7,

Zamanla hizla blylyen timorler vaskiler beslen-
melerini kaybederler ve hipoksik hale gelirler.
Hipoksik ortamda yasamda kalma kapasitesi olan
timor hicreleri, giderek artan invaziv ozelliklere
sahip olacaktir @°). Hiicreler cogunlukla bu hipoksik
kosullara uyum saglarlar, kendi enerjilerini olusturur-
lar ve cogunlukla hipoksi-indiiklenebilir faktorler
tarafindan diizenlenen genlerin ekspresyonunu (anji-
yogenez, glukoliz, hiicre sagkalimi, invazyon, timor
ilerlemesi ve pH regilasyonunu iceren genler dahil)
arttirarak hicresel hasari en aza indirir ©9. HIF ler,
HIF-1 B alt birimini ve oksijen bagiml bir reaksiyonda
prolil hidroksilaz (PHD) enzimleriyle hidroksile edil-
mis oksijene duyarh HIF-alfa (A) alt birimini eksprese
eden heterodimerlerdir %3 Bu reaksiyonda, E3
ubikutin ligaz von Hippel-Lindau proteini (VHL) ile
ubikutinizasyonu tetikler. Buna karsilik, 26S protea-
zomal degradasyon icin HIF-A'yi indikler . Hipoksik
kosullar altinda, HIF-A bozunmadan gecer, ¢ekirdege
goc eder, HIF-1B’ya baglanir ve HIF-1 hedef gen eks-
presyonunu uyarir %,

Nikleer HIF-1A’'nin bagimsiz bir prognostik biyo-
belirtec oldugu ileri strilmdistir ve artmis seviyeleri
bircok kanserde kot prognoz ile iliskili bulunmustur
1617 Ayrica, HIF-1A proteininin ekspresyonu, kemo-
terapiye karsi koruyucu etki ile iliskilendirilmistir ve
hipoksik olmayan metastatik tlimorlerin ¢ogunda
ekspresyonunun arttig| saptanmistir (1824,
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Bu calismada amacimiz dokularda HIF-1A protein
ekspresyonu ile farkli klinikopatolojik parametreler
arasindaki korelasyonlari incelemek ve WT’nin teda-
visinde bir hedef belirteg olarak HIF-1A’nin potansi-
yel roliini arastirmaktir.

GEREC ve YONTEM

Dr. Behget Uz Cocuk Hastaliklari ve Cerrahisi
Egitim ve Arastirma Hastanesi ve izmir Tepecik Egitim
ve Arastirma Hastanesinde 1999-2017 vyillari arasin-
da WT tanisi konan ve tedavi edilen cinsiyet ve yas
ayrimi yapilmaksizin, canli tumor materyali bulunan
tim olgular calismaya dahil edildi. Bu kriterlere
uygun 53 olgunun rezeksiyon ornekleri incelendi.
Calisma, izmir Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi
Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylandi. Ulusal Wilms
Tumor Calisma Grubu (NWTS) tarafindan gelistirilen
evreleme sistemi, bu timorlerin yayllma derecesini
tanimlamak icin kullanildi.

Hematoksilen&eosin (HE) boyali lamlar incelene-
rek canli tiimor alanlarini barindiran immunhistokim-
ya (IHK) calisilacak parafin bloklar segildi. IHK’sal
degerlendirmede streptavidin biyotin peroksidaz
yontemi (Invitrogen, Camarillo, 85-9043, CA, ABD)
kullanildi. Seri 4-um’lik kesitler elde edildi ve bu lam-
lar gece boyunca 60°C’de inkiibe edildi, ksilen icinde
deparafinize edilen kesitler azalan konsantrasyonlar-
daki alkoller aracihgiyla damitilmis su ile rehidrate
edildi. Daha sonra mikrodalgada firinda 10 mM/L, pH
6,0 sitrat tampon soliisyonu ile kaynatildi ve 20 dk.
oda sicakliginda sogutuldu. Kesitler endojen peroksi-
daz ve biyotin icin bloke edildi. HIF-1A’ya karsi saflas-
tirilmis monoklonal fare antikoru (HPA001275: Atlas)
1:300’luk seyreltmede kullanildi. IHK’sal degerlendir-
me, klinik o6zellikler bilinmeden gercgeklestirildi.
Nekroz icermeyen timor alanlarinda gucli nikleer
boyama, pozitif HIF-1A ekspresyonu olarak kabul
edildi (Sekil 1).

Hastalara ozelliklerine gore cerrahi, kemoterapi
ve radyoterapi tek basina ya da kombinasyon tedavi-
ler halinde uygulandi. Tek tarafli tiimorleri olan has-
talar icin dnce NWTS protokoli olarak cerrahi girisim
uygulandi, ancak bilateral timorli hastalar icin teda-
vi protokoliine pre-operatif kemoterapi eklendi ve
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ilaclarin kombinasyonu degistirildi. Ek olarak, kotu
histolojisi olan hastalar ve hatta lokalize hastaliklari
olan bazi olgular radyasyon tedavisi gerektirdi. Bu
nedenle tim tiimorler iyi ya da koti histolojisi olan-
lar olarak siniflandirild.

istatistiksel analizlerde, SPSS 20.0 istatistik paketi
kullanilarak, Spearman Korelasyon analizi, Mann
Whitney U testi, ki-kare testi ve Kaplan Meier sagka-
lim analizleri yapildi ve 0,05’ten kiiclik P degerleri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Kirk iki hastada (%79,2) trifazik, 11’inde (%20,8)
blastemal komponentin baskin oldugu bifazik timor-
ler ve kot histoloji vardi. Toplam 11 hasta eks oldu.
Dort hasta pndmoni, sepsis, karaciger yetmezligi ve
veno-okluziv hastalik gibi WT ile ilgisiz durumlara
sekonder kaybedildi.

Galisma grubu 25 erkek (%47,2) ve 28 kiz (%52,8)
hastadan olusuyordu ve ortalama yaslari 3,21+2 yil
(5 ay-8 yil) idi. Timorler sag (n=25: %47,2), sol (n=21:
%39,6) veya bilateral (n=7: %13,2) idi. Ortalama
timor ¢ap1 9,1+2,9 cm ve boébrek agirhigi 474,5+310,7
g idi. Olgularin hastalik evrelerine gore dagilimi; evre
I, 13 (%24,5); evre ll, 20 (%37,7); evre lll, 7 (%13,2);
evre IV, 6 (%11,3) hasta. Kirk iki olgu sag (%79,2), 11
olgu (%20,8) eksitus idi. Ortalama sag kalim siresi
65,3140,2 (2-148) ay bulundu.

Nikleer HIF-1A ekspresyonu, yalnizca 3 canli
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Resim 1. WT alanlarinda giiglii niikleer HIF-1A ekspresyonu
(DAB x 200).

timorde (%5,7) pozitif iken, diger timorlerde negatif
veya sitoplazmik pozitif idi (Resim 1). Istatistiksel
olarak, HIF-1A ekspresyonu ve diger prognostik fak-
torler arasinda herhangi bir korelasyon yoktu. Bu
olgularda HIF-1A pozitifligi 6zel bir komponente 6zgl
degildi. TUmor gapi (p=0,157), hasta yasi (p=0,986),
bobrek agirligr (p=0,363), tedavi yaniti (p=0,954) ve
sagkalim orani (p=0,527) gibi prognostik parametre-
lerin cogu, Mann Whitney U testinde HIF-1A ekspres-
yonu ile iliskili bulunmadi. ilging olarak HIF-1A eks-
presyonu saptanan hastalarin hepsi kiz olup, biri evre
I, ikisi evre Il olgulardi. Ancak ki-kare testinde cinsiyet
ile HIF-1A ekspresyonu (p=0,140) ve evre ile HIF-1A
ekspresyonu arasinda (p=0,735) anlamli iliski saptan-
madi.

TARTISMA

Bobregin gelisimi bircok transkripsiyon faktord,
protoonkogenler ve buyime faktorleri tarafindan
dizenlenir “3), WT’niin embriyonik bébregin sapkin
gelismesinin dogrudan sonucu oldugu ileri stirtilms-
tar. Farklilasmamis stromal bilesenlere, blastemal
hicrelere ve ilkel epitelyal yapilara neden olan asiri
proliferasyona ugrayan pluripotent renal preklrsor-
lerden kaynaklanir. Pek cok WT’de persistan embri-
yonik kalinti odaklariyla iliskili nefrojenik kalintilarin
varligl, normal gelisimde sapma ile timor olusumu
arasindaki baglantiya iliskin temel kavrayisin ortaya
c¢ikmasina yol agmistir. Bugiine kadar, WT’lerin
yasamda kalmasina ve proliferasyonuna dahil olan
bircok faktor bildirilmistir (7,223,

Onceki calismalarda, tiimér hipoksisinin dogru-
dan oksijen eksikliginden kaynaklanan ve ayni zaman-
da gen ekspresyonundaki degisiklik, anjiyogenez ve
pH’daki degisikliklerin neden oldugu kemoresistansin
gelisimine yol acabilecegi gosterilmistir &Y, HIF-1A,
tiimor hipoksisi tarafindan diizenlenen anahtar mole-
kil oldugundan, HIF-1A'nin timor hiicrelerinde dere-
glilasyonu, bu hiicrelerde direng gelismesine vyol
acabilir ##%9, Son zamanlarda HIF sistemi bazi karsi-
nomlarin tedavisinde 6nemli bir molekiiler hedef
olarak 6nerilmistir.

WT'nin irdelendigi bazi calismalarda hastalarin
%26,3'U evre IV, %26,3’l evre lll, %31,5’i evre |l ve
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%15,9’u evre | olarak saptanmistir ?>2°), Calismamizda
da benzer sekilde en yliksek oranda evre Il hastalar
izlenmistir. Sirasiyla olgularin %24,5’i evre |, %37,7’si
evrell, %13,2’sievrelll, %11,3’G evre IV tur. Hastalarin
%13,2’sinde tumor bilateral bulunmustur.

Shi ve ark.nin @ yaptigi calismasinda, normoksik
ve hiposik ortamda HIF-1A'nin sessizlestirilmesi,
hicre dongusiliniin durmasina, proliferasyonun bas-
kilanmasina ve SK-NEP-1 hiicrelerinde apoptoza
neden oldugu gosterilmistir. Bu durum HIF-1A’nin
WT’de bir pro-survival faktor oldugunu gdostermistir.
Sonug olarak, elde edilen bulgularla hedefe yonelik
tedavide WT’de HIF-1A’yi susturmanin timor biyi-
mesini etkili bir sekilde durdurabilecegini 6ngdérmus-
lerdir.

Dungwa ve ark./nin ¥ yaptigi calismada, WT lerde
HIF-1A ekspresyon orani incelenmis olup, olgularin
%93’tnde immun ekspresyon izlenmistir. Tumorlerde
ozellikle perinekrotik alanlarda immunekspresyon
saptanmis olup, nikleer ve sitoplazmik boyanma
seklindedir. Karth ve ark.nin %9 yaptigi calismada ise,
18 olgunun tamaminda HIF-1A niikleer ekspresyon
ve blyiik bir kisminda sitoplazmik ekspresyon sapta-
diklarini belirtmislerdir. Calismamizda, daha oOnce
yapilan bu calismalarin aksine olgularin cogunda HIF-
1A immune ekspresyonu saptanmamistir. Olgularin
yalnizca %5,7’sinde HIF-1a ile nlkleer pozitiflik izlen-
mistir. Bu pozitif olgularin hepsi kiz cinsiyette ve evre
I-11 dir. Ancak ki-kare testiyle cinsiyet HIF-1a ekspres-
yonu (p=0,140) ve evre ile HIF-1a ekspresyonu ara-
sinda (p=0,735) anlamh iliski saptanmamistir.
istatistiksel olarak, HIF-1A ekspresyonu ve diger
prognostik faktorler arasinda herhangi bir korelasyon
yoktur. Bu olgularda HIF-1A pozitifligi 6zel bir kompo-
nente 6zgl degildir. Tumor ¢api (p=0,157), hasta yasi
(p=0,986), bobrek agirligi (p=0,363), tedavi yaniti
(p=0,954) ve sagkalim orani (p=0,527) gibi prognos-
tik parametrelerin cogunda HIF-1A ekspresyonu ile
iliskili bulunmamistir. Ekspresyon orani acisindan
diger calismalarla mevcut farkhligin nedeninin IHK
uyguladigimiz alanlarin canli tiimor hicrelerinden
olusmasi, nekrotik ve perinekrotik tiimor alanlarini
barindirmamasi olabilecegi akla gelmistir.

Son zamanlarda gelisen yeni tedavi modaliteleri
sayesinde WT’lerinde genel sagkalim %90’lara ulas-
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mistir. Bitlin bu basarilara ragmen, bazi histolojik ve
molekiler 6zellikler barindiran subgruplar, bilateral
ve yineleyen hastaliklarda hastalarin yasam boyu
beklentileri %90’'nin oldukg¢a altindadir. Bu ylksek
risk gruplari WT'li hastalarin %25’ini olusturmaktadir

(27)

Diger calismalarin aksine calismamizda, WT'de
HIF-1A pozitifligi az oranda gortlmis olup, sagkalim-
la ya da prognostik parametrelerle anlamli istatistik
sonug elde edilememistir. Yine de ¢alismalarin gogun-
da ozellikle perinekrotik alanlarda HIF-1A'nin immu-
ne ekspresyonunun varligi tedavi modaliteleri iceri-
sinde yer alabilecegini disindlirmektedir. Bu konuda
daha genis serili calismalara gereksinim vardir.
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