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Abstract This study investigated the frequency of allelic
imbalance (AI) in particular loci in conventional renal
cell carcinoma tissue and premalignant lesions of the
kidney. DNA from the tumor tissue, premalignant le-
sions and normal kidney tissue of radical nephrectomy
specimens from 33 patients was obtained. It was
amplified with a set of eight microsatellite markers,
which are located on chromosomes 2, 3, 5, 8, 9, 11, 16,
17. AI in DNA samples was determined by analysis of
the alteration in (CA)n repeats. The rates of AI in tumor
tissue were found to be between 22.2% and 53.3% and
in premalignant lesions between 11.1% and 40.0%.
Premalignant lesions and tumor tissues in conventional
renal cell carcinoma have the same genotypic changes in
50.0–87.8% (informative cases). These results suggest
that the progressive accumulation of AI in areas of
premalignant lesions may contribute to the development
of renal cell carcinoma, representing an important
molecular event in the multistep renal carcinogenesis
cascade.
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The etiology of renal cell carcinoma (RCC) is unclear.
Furthermore, conventional renal cell carcinoma (cRCC)
has an extremely variable clinical course [9]. The path-
ogenesis of cRCC is controversial, and premalignant
alterations in the kidney have been described, however,
very little is known about the molecular biology of these
precancerous changes [11, 16, 20]. A consensus com-
mittee of the World Health Organisation suggested
naming these lesions renal intratubular neoplasia (RIN),
and considered them to be the precancerous abnormal-
ities which might be involved, at intermediate stages, in
the sequence of changes by which RCC develops from
normal kidney tubules [11].

Microsatellites have been increasingly used to study
the genetic structure of human populations and are
valuable tools in the characterization of human genetic
individuality for population genetics, forensic and clin-
ical purposes [4, 7]. They also play a crucial part in
unravelling the genetic basis of tumor formation and
progression. Microsatellites have been used to identify
genes for susceptibility to colon cancer, retinoblastoma
and Wilm�s tumor [13]. Premalignant lesions of the
kidney show similar immunocytochemical profiles
toRCC, but the genetic changes are poorly understood
[11, 20].

The aim of this study was to determine the allelic
imbalance (AI) in particular loci in RIN and in tumor
tissue to assess whether these have the same genotypic
changes as cRCC.

Patients and methods

Specimen collection

Tissue samples from 33 patients with cRCC who underwent
radical nephrectomy were studied (mean age 62 years, male to
female ratio 2.3:1). The tumors were histologically classified
according to the criteria described by Störkel et al. [14]. The
1997 TNM classification was used for tumor staging, and tumors
were graded according to the Fuhrman nuclear grading system
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[5, 12]. One section from each centimeter of the tumor, one
section including both the tumor and adjacent normal paran-
chyma, at least two sections from normal renal tissue and sec-
tions from the normal-renal capsule, tumor-Gerota�s facia,
tumor-renal pelvis, and renal vessels were blocked, cut at 5 lm
thickness and stained with hematoxylin-eosin (HE). The number
of slides per case ranged from 10 to 20, with an average of 14.
The sections stained with HE were reviewed and re-examined by
the same pathologist (M.K.) (Fig. 1). RIN was selected accord-
ing to criteria described previously [11, 16, 20]. DNA was iso-
lated from the tissue specimens of the tumor, RIN and normal
tubules [6]. Serial 5 lm thick sections of selected tissue blocks
were obtained on glass slides, and the areas of interest were
microdissected after matching with an adjacent section stained
with HE. For tumor and RIN samples, tissue was selected that
contained more than 90% of the representative tumor and more
than 70% of the RIN on the tissue section, respectively [10].
Corresponding samples of normal tubules that were free of tu-
mor and RIN were obtained from each case as normal tissue. To
eliminate cross-contamination, disposable microtome blades were
used [10].

PCR and AI analysis

A total of 99 DNA samples were studied. These were isolated from
the paraffin blocks in which normal, RIN and tumor tissues were
found and were analyzed by using eight dinucleotide repeats which
were located on different chromosomes [4, 6].

The method utilized for the characterization of microsatellite
alterations was based on PCR amplification. Eight sets of primers
were selected, based on chromosome localization and rate of
polymorphism [3, 4]. Genomic DNA was amplified by PCR in a
total of 25 ll of reaction mixture, which included 100 nm primers,
100 lM each of dNTP, 1· PCR buffer, 1.5 mM magnesium chlo-
ride and 2 units of Tag DNA polymerase (Fermentase, USA).
Aliquots (5 ll) of the PCR products were added to 5 ll of loading
buffer (95% formamide, 20 mM EDTA, 0.05% bromophenol blue
and 0.05% xylene cyanol) and the entire sample was denatured at
94�C for 2 min and placed on ice. Aliquots (8 ll) were electro-
phoresed on 6% polyacrylamide gels and silver nitrate was used for
the detection of bands [4]. Microsatellite alterations (microsatellite
instability: MI, loss of heterozygosity: LOH) were identified as ei-
ther a deletion or a band shift. A band shift was defined as an
abnormal and reproducible pattern which revealed expansion,
contraction or rearranged bands [10]. All altered cases were ana-
lyzed at least twice by an additional PCR and an electrophoretic
run to confirm the results.

Results

Our findings are summarized in Table 1. Of the 33 tu-
mors and RIN, 53.3% and 40% showed AI (MI and/or
LOH), respectively, (informative cases). An example of
microsatellite analysis is shown in Fig. 2a. The per-
centage of AI obtained from each locus in tumor tissue
and RIN is summarized in Fig. 2b. When normal, RIN
and tumor tissues were compared, the same alterations
were found both in 50–87.8% of samples (Fig. 2b). The
polymorphism information content (PIC) of the eight
microsatellite DNA region in our findings were 0.88,
0.76, 0.91, 0.88, 0.82, 0.94, 0.82 and 0.88, respectively.

Discussion

This is the first study to examine the frequency and
patterns of AI in RIN. If AI plays an early and signifi-
cant role in renal carcinogenesis, one might expect to
find it in RIN before the development of cancer. In
this study, a high level of AI was detected in 53.3% of
tumors and 40% of RIN tissues examined.

It is now widely accepted that human neoplasms are
the end result of a multistep process in which the accu-
mulation of several genetic alterations play a major role.
Tumor suppressor genes, oncogenes and mismatch re-
pair genes are associated with a variety of human can-
cers. The genetic instability is thought to increase the
normal mutation rate and to cause multiple mutations in
oncogenes and tumor suppressor genes. In certain pre-
cursor lesions of cancers, these genetic changes are
poorly understood [15, 18]. AI is a distinct form of
genomic instability linked to defects in DNA mismatch
characterized by alterations in the length of simple
homopolymeric sequences that are ubiquitous in the

Fig. 1 Hematoxylin and eosin stained sections of cRCC. A Kidney
adjacent to cRCC exhibiting intratubular epithelial neoplasia (·40).
B Nuclei are large and vesicular. Nucleoli appear within these
nuclei (·200)
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genome [1]. It is believed to be associated with genetic
defects that promote tumorigenesis when present at
multiple loci. The presence of AI in tumor tissue has
been associated with unique clinical and pathological
characteristics [5, 12, 18].

The rates of AI in RIN and tumor tissue at the
D17S1807 locus were determined as 31% and 25%,
respectively. Hypermethylated in cancer 1 gene (HIC1),
replication protein A1 gene (RPA1), tumor suppressor
gene (p53), tumor necrosis factor ligand superfamily-
member 12 and MMR gene are localized in this region
(17q13) [17]. The rates of AI in tumor tissue were higher
than RIN in other loci (D2S301, D3S1613, D5S679,
D8S514, D9S157, D11S1356, D16S3018). The AI at the
D17S1807 locus might be an early event in cRCC car-
cinogenesis.

In the flanking region to the microsatellite loci that
we studied, DNA repair genes, genomic instability
genes, oncogenes, apoptosis inhibitory gene, cyclin
dependent kinase, interferon alpha gene, HIC1, recom-
bination or tumor suppressor genes are localized. These
results suggest that DNA repair genes and/or other
genes may be involved in cRCC. Diakoumis et al. and
Von Knobloch et al. detected similar results using mi-

crosatellite markers on chromosomes 2, 3,5, 8, 9, 17
[2, 17].

Some studies have reported that laser microdissection
is more sensitive in detecting LOH compared to manual
microdissection due to a lower contamination by normal
cells [19]. We used manual microdissection and although
it may be inferior to laser capture microdissection others
have reported good results with this technique [10, 15].

The events that take place in the development of
cRCC are not well-known. RIN have been found in
23% of normal kidney tissues of patients with RCC and
are now accepted as a precursor of RCC [20]. However,
the sequence of genetic events that accompany this
process are not known. The low local recurrence rate
after nephron sparing surgery for small RCC suggests
that these lesions may regress. Probably this event can be
explained by molecular mechanisms.

The present study exhibited MI that has also been
demonstrated to be defective in mismatch repair. The
genetic instability associated with a mismatch repair
defect occurs in tumors and premalignant lesions [1, 10,
15]. AI, reflected by changes in microsatellite repeat
number or LOH, is thought to play an important role in
carcinogenesis [12, 17, 18]. Acquisition of AI in prema-

Table 1 Summary of the findings. RIN renal Intratubular neoplasia, T tumor, LOH loss of heterozygosity, Het heterozygosity, Ni not
informative due to homozygosity, * no amplification, MI microsatellite instability

D2S301 D3S1613 D5S679 D8S514 D9S157 D11S1356 D16S3018 D17S1807

Stage)Grade RIN T RIN T RIN T RIN T RIN T RIN T RIN T RIN T

1 T2NoMo–1 Ni Ni LOH MI Het Het Het Het Ni Ni Het Het Het Het Het Het
2 T2NoMo–2 LOH Het Het Het Het MI Het Het Het Het Het Het Het Het Het Het
3 T2NoMo–2 Het Het Het Het Het LOH Het Het Het Het Het MI Het Het Het Het
4 T2NoMo–2 Het LOH Ni Ni MI MI Het Het MI Het Het Het Ni Ni MI MI
5 T3aNoM1–2 MI MI Ni Ni Het Het Het Het Ni Ni Het Het Het Het MI *
6 T2NoMo–2 Het MI Het Het Het Het Het LOH Het Het MI MI Het Het LOH LOH
7 T2NoMo–2 Het Het Ni Ni MI MI Het Het Het Het Het Het Het Het LOH LOH
8 T3aNoMo–2 Ni Ni Het Het MI MI Het Het MI MI Het Het Ni Ni Het Het
9 T2NoMo–2 Het Het Ni Ni Het MI LOH LOH Het Het Het MI Het Het Het Het
10 T2NoMo–2 Het Het Het Het MI MI Het Het Het Het Ni Ni Het LOH Ni Ni
11 T3NoM1–2 Het Het LOH LOH Het Het Het Het Ni Ni Het Het Het Het Het Het
12 T2NoMo–2 Het Het LOH MI MI MI LOH LOH LOH LOH Het Het LOH LOH Het Het
13 T4NoMo–2 Het Het Het Het Het Het Het Het MI MI MI MI LOH LOH Het Het
14 T2NoMo–2 Het Het LOH LOH Ni Ni MI Het MI Het Het Het Het Het Het Het
15 T2NoMo–2 Het LOH Het Het Het Het MI LOH Het Het Het Het Het Het Het Het
16 T2NoM1–2 Het Het MI MI Het Het Ni Ni Het Het Het Het Het Het Ni Ni
17 T3NoMo–2 LOH MI Het Het MI MI Het Het Het Het Het Het MI MI Ni Ni
18 T2NoMo–2 Het Het LOH LOH Het LOH LOH LOH Het MI MI MI Het Het Het Het
19 T2NoMo–2 MI MI Het MI Het Het Ni Ni Het MI Het LOH Ni Ni Het Het
20 T2NoMo–2 Het Het Het Het MI MI Het Het Het Het Het Het Het Het Het Het
21 T2NoMo–2 Ni Ni Het MI Het Het Het Het Ni Ni Het Het Ni Ni Ni Ni
22 T2NoMo–2 Ni Ni Ni Ni Ni Ni Het Het Het Het Ni Ni Het Het Het Het
23 T2NoMo–3 Het Het Het Het Het Het Het Het Het Het Het Het Het Het LOH Het
24 T3NoMo–3 Het Het Ni Ni Ni Ni Het Het MI MI Het Het Het Het LOH LOH
25 T4N2Mo–3 Het MI Ni Ni Het Het Het Het Het Het Het Het Het Het LOH LOH
26 T3NoMo–3 Het Het Het Het Het Het Ni Ni Het LOH Het Het Ni Ni Het Het
27 T2NoMo–3 Het Het Het Het Het LOH Het Het Het Het MI MI Het Het Het Het
28 T2NoMo–3 LOH LOH MI MI MI MI LOH MI Het Het Het Het Het LOH Het Het
29 T2NoMo–4 Het Het MI MI Het Het Ni Ni LOH LOH Het Het Het Het Het Het
30 T3aNoMo–4 Het Het Ni Ni LOH LOH Het MI Het Het Het Het Het MI MI MI
31 T2NoMo–4 Het Het Het Het Het Het Het Het Het Het Het MI Het Het Het Het
32 T2NoM1–4 Het Het LOH MI Het MI Het MI Ni Ni Het Het Ni Ni Het Het
33 T3cNoM1–4 Het Het MI MI LOH LOH MI MI Ni Ni Het Het Het Het MI MI
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lignant lesions of the kidney such as RIN suggests that
this is an early event in the genesis of sporadic carci-
nomas.
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Fig. 2 A DNA alterations observed in normal (N), renal intratu-
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