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1.TURKCE OZET

Kiiciik Hiicreli Olmayan Akciger Kanserlerinde HGF/c-Met Sinyal fleti Yolagimin Rolii

Mukaddes Giimiistekin Giineli

Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dali, Balgova, izmir

Amac: HGF ve c-Met’in, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde (kiigiik hiicreli
dis1  akciger kanserleri-KHDAK) ekspresyonlar1  siklikla artmistir, ancak timor
progresyonundaki rolii tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢aligmanin amaci, HGF/ c-Met

yolaginin KHDAK deki roliiniin arastirilmasidir.

Gere¢ ve Yontem: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji arsivinden
saglanan 63 KHDAK olgusuna ait doku orneklerinde, HGF ve c-Met ekspresyonu
immiinhistokimyasal olarak belirlendi. Ayn1 dokulardan alinan kesitlerden elde edilen DNA’
lar, c-Met reseptdriiniin transmembranal (ekzon 13), jukstamembranal (ekzon 14) ve
sitoplazmik bolgelerini (15-21.ekzonlar) kodlayan tiim ekzonlara 6zgii primerler kullanilarak
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile amplifiye edildi ve bu bdlgelerin DNA dizi
analizi gerceklestirildi. HGF/c-Met yolag1 aktivasyonunun KHDAK progresyonundaki roliinii
aragtirmak amaciyla HGF/c-Met tarafindan uyarildig1 ve invazyon ve metastazda rol oynadigi
diistiniilen matriks metalloproteinaz proteinleri (MMP-2 ve MMP-9) ile metalloproteinaz
doku inhibitorleri (TIMP—1 ve TIMP-3) ve RhoA’ nin ekspresyonlari immunhistokimyasal
(IHK) olarak belirlendi ve HGF ve c-Met ekspresyonlar ile iliskileri arastirildi. Ayrica
calisilan tiim parametrelerin hastalarin sagkalimi ve diger klinik parametreleri ile iliskisi
arastirildi.

Bulgular: ITHK analizler sonucunda KHDAK dokularinin %81’inde c-Met, % 48’inde
ise HGF ekspresyonunun arttig1 belirlendi. c-Met ekspresyonundaki artig, skuamoz hiicreli
kanserde, adenokansere gore daha fazlaydi. Dizi analizleri sonrasinda c-Met reseptoriiniin 13 -
19 ekzonlarinda mutasyon saptanmaz iken tirozin kinaz aktivitesi gosteren bolgeleri kodlayan
20 ve 21. ekzonlarda c1254 T-->C transisyonu (D1254D) ve g1339 A-->G transisyonu

(A1339A) seklinde iki adet amino asit degisikligine yol agmayan sessiz mutasyon saptandi.



IHK analizleri sonrasinda MMP-2 %69, TIMP-1 %49, TIMP-3 %32 ve RhoA’da %8
oraninda ekspresyon artis1 bulunurken, MMP- 9 ekspresyonun da artis bulunmadi. TIMP-3 ve
RhoA ekspresyonlari, HGF giiclii ekspresyonu ve HGF/c-Met koekspresyonu olan olgularda
anlamli olarak artmis bulundu. HGF, c-Met, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-3 ve RhoA
ekspresyonlari ile, yas, cinsiyet, sigara oykiisii, timor boyutu, lenfatik metastaz ve niiks orani
arasinda korelasyon gozlenmedi. HGF/c-Met ile lenf nodu metastazi, TIMP-3 giicli
ekspresyonu ile ileri evre, RhoA giiclii ekspresyonu ve c-Met’te iki mutasyonun birlikte
bulunmasi ile sagkalim siireleri arasinda korelasyon saptandi.

Sonu¢: THK ve mutasyon analizleri, HGF/c-Met yolagi aktivasyonunun KHDAK
gelisiminde ve/veya progresyonunda rol oynayabilecegini gostermektedir. Verilerimiz,
HGF/c-Met giiclii ekspresyonunun, RhoA ve TIMP-3 aracilifiyla invazyon ve metastazi
arttirabilecegi, c-Met ekspresyonundaki artisin HGF’ den bagimsiz olabilecegi goriisiinii
desteklemektedir. Bulgularimiz, KHDAK tedavisinde, HGF/c-Met yolaginin tek basina veya
TIMP-3 ve RhoA ‘nin inhibisyonu ile birlikte blokajimnin yeni molekiiler tedavi hedefleri

olabilecegini diistindliirmektedir.

Anahtar kelimeler: HGF, c-Met, mutasyon, metastaz, RhoA, TIMP-3, KHDAK



2. INGILiZCE OZET-ABSTRACT

The Role of HGF/c-Met Signal Transduction Pathway in Non-Small Cell Lung Cancer

Mukaddes Giimiistekin Giineli

Dokuz Eyliil University, Faculty of Medicine, Department of Pharmacology, Balcova, Izmir

Objective: HGF and c-Met are often overexpressed in non-small-cell lung cancer
(NSCLC). However, their role in tumor progression is not clearly defined. The aim of this

study is to investigate the role of HGF/c-Met pathway in NSCLC.

Methods: The expression of HGF and c¢-Met were determined
immunohistochemically in parafin-embedded tissue samples of 63 NSCLC patients, which
were provided from Dokuz Eyliil University School of Medicine pathology archive. DNAs
obtained from sections of the same tissues were amplified by polymerase chain reaction
(PCR) using exons specific primers that encode tramsmembranal domain (exon 13),
juxtamembranal domain (exon 14) and cytoplasmic domain (exons 15-21) ( include tyrosine
kinase activity (exons 20-21)) of the c-Met receptor. DNA sequence analysis was conducted
in these PCR products. We also investigated the expressions of RhoA and MMPs (MMP-2
and MMP-9) along with their tissue inhibitors (TIMP-1 and TIMP-3) and their association
with HGF and c-Met expressions. In addition, the relationship between all the parameters
examined by either IHC or PCR and clinical parameters including survival and stage were
investigated.

Results: Immunohistochemically, strong c-Met and HGF expressions were found in
81 % and 48 % of NSCLC tissues, respectively. c-Met overexpression in squamous cell
cancers was significantly higher than in adenocarcinomas. We identified two novel silent
mutations, c1254 T-->C transition (D1254D) in exon 20-21 (1) and g1339 A-->G transition
(A1339A) in exon 20-21 (2). The positive immunostaining rates for MMP-2, TIMP-1, TIMP-
3 and RhoA were 69%, 49%, 32% and 8%, respectively. MMP-9 overexpression was not
encountered in any of the cases. We determined that TIMP- 3 and RhoA overexpression was

statistically higher in cases, in which HGF overexpression (p=0.002 and p=0.045) or HGF/c-



Met coexpression (p=0.010 and p=0.011) were present. In addition, c-Met
overexpression/mutations and all the studied immunostaining parameters were not correlated
with tumor size, tumor stage, lymph node metastasis and relapse rate. However, the incidence
of lymph node involvement was higher in the cases which had HGF/c-Met coexpression. The
cases with RhoA overexpression or double mutation in c-Met were found to have significantly
lower survival time.

Conclusion: Present study shows that HGF/c-Met pathway may play a role in NSCLC
development and/or progression. Our data support the opinion that c-Met overexpression may
be independent of HGF. Our data suggest that HGF/c-Met overexpression increases invasion
and metastasis via RhoA and TIMP-3 in NSCLC, especially in adenocarcinoma. The
blockade of the HGF/c-Met pathway with RhoA and/or TIMP-3 inhibitors may be an
effective therapeutic target for NSCLC treatment.

Keywords: HGF, c-Met, mutation, metastasis, RhoA, TIMP-3, NSCLC



3. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri, tiim diinyada kansere bagli dliimlerin basinda gelmektedir. Akciger
kanseri, histolojik olarak kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kii¢iik hiicreli dis1 akciger
kanseri (KHDAK) seklinde iki gruba ayrilmaktadir. KHDAK, tiim akciger kanserlerinin % 80
kadarim olustururlar ve prognozlar1 oldukc¢a kotiidiir. Bes yillik yasam yaklasik % 10 dur ve
genellikle bu grupta yer alan hastalar erken donemde opere edilmis olanlardir. Hastalarin ¢ogu
kemoterapi ve radyoterapi uygulanmasina ragmen uzun siire yasayamamakta ve metastatik
hastaliga bagli nedenlerle yasamlarmi kaybetmektedirler (1). Son yillarda akciger kanseri
tedavisinde anjiogenezi ve biiylime faktorii reseptorlerini hedefleyen kiiciik molekiillerin
ve/veya monoklonal antikorlarin kullanimi 6nemli bir a¢ilim saglamistir (2-4). Bu biiylime
faktorli reseptorlerinden birisi de Hepatosit Biiytime faktorii (HGF) reseptorii olan c-Met’tir
(5).

HGF; mitogenez, motogenez, morfogenez ve anjiogenezi stimiile ederek
embriyogenez, gelisim, homeostaz ve doku rejenerasyonu gibi pekcok biyolojik siirecte rol
oynayan multifonksiyonel bir sitokindir (6). HGF’ nin reseptorii c-Met, bir transmembranal
protein tirozin kinazdir. 190 kD agirliginda heterodimerik bir reseptordiir. HGF nin c-Met’e
baglanmasi, c-Met’in hiicre i¢i sitoplazmik bolgesindeki tirozin rezidiilerinin
fosforillenmesine neden olur. Hiicre i¢i sinyal iletinin daha sonraki basamaklar1 fosfoinozitid
3 kinaz (PI3K) nin p85 subiiniti, fosfolipaz C, Shc, Gabl ve Grb2 sinyal proteinlerinin
fosforillenmesi ile devam eder (6-8).

HGF ve reseptorii olan c-Met’in ekspresyonu, kolon, meme, akciger, tiroid ve renal
karsinoma, melanoma ve cesitli sarkomlarda artmistir (6-11). HGF’nin bir¢cok kanser
hiicresinde invazyon kapasitelerini arttirdigi gosterilmistir. Bu yolagin bloklanmasinin timor
hiicrelerinin invazyon ve metastazini engelledigi, bu nedenle kanser tedavisinde énemli bir
molekiiler hedef oldugu bildirilmistir (12).

Ekstraselliiler matriksin (ECM) yikilmasi, lokal invazyon ve uzak metastaz icin
anahtar rol oynayan bir siirectir. Matriks metalloproteinazlar (MMP), ekstraselliiler matriks
proteinlerini degrade ederek tiimor hiicrelerinin invazyon ve metastaz yapmalarina olanak
saglayan enzimlerdir. HGF nin invazyonu arttirict etkileri; kanser hiicrelerinin migrasyonunu
direk olarak veya RhoA araciligiyla arttirmasi, matriks ve endotele adezyonunu arttirmasi ve
MMP-2, MMP-7, MMP-9 ve uPA gibi proteolitik enzimlerin kanser hiicrelerinden
sekresyonunu/ekspresyonunu arttirmasi yoluyla gergeklesmektedir (13-19 ). KHDAK ’lerinde
MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-10, MMP-11 ve MMP-14 ekspresyonlarinin arttig1



bildirilmistir (20-22). MMP ekspresyonlarinin, KHDAK” lerinde histopatolojik ve klinik
bulgularla korele olduklari bildirilmektir (20-22). Bu bilgiler KHDAK gelisimi ve
ilerleyisindeki MMP ekspresyon artislarinda, HGF/c-Met yolagimin rolii olabilecegini
diistindiirmektedir.

ECM homeostazi, MMP’ ler ile bunlarin spesifik inhibitorleri olan MMP doku
inhibitdrleri (TIMP) arasindaki denge ile saglanmaktadir. TIMP’ler, MMP’ lerin proteolitik
aktivitelerini inhibe ederek, tiimor invazyon ve metastazinda aksi yonde rol oynarlar. Ancak
TIMP’ler, olasilikla apoptozisi Onleyerek hiicre proliferasyonunu stimiile edebilirler.
Kolorektal, meme, o6zefagus ve KHDAK’ lerin bazi alt tiplerinde (AK’de), TIMP-1
ekspresyonundaki artis ile tiimorin daha agresif yap1 kazanmasi arasindaki iliski
gosterilmistir (23-27). Kolon, 6zefagus, meme, prostat ve akciger kanserlerinde TIMP-3
ekspresyonunun klinik 6nemi bildirilmistir (28-30). HGF/c-Met yolaginin en O6nemli
molekiiler hedeflerinden birisi de TIMP-3" diir (16,31). Ancak, KHDAK’lerinde HGF/c-Met
yolaginin RhoA, MMP ve TIMP’ ler ile iliskisini arastiran ¢alisma sayisi ¢ok azdir.

Her iki histolojik gruptaki akciger kanserinde c-Met’in ekspresyonunun artmis oldugu
bildirilmektedir (32-35). Bu kanserlerin invazyon ve metastaz siire¢clerinde HGF/c-Met sinyal
ileti yolagimin yapisal aktivasyonunun rolii oldugu diisiiniilmektedir. Insan renal papiller
karsinomasinda, HGF/ c-Met sinyal ileti yolaginin yapisal aktivasyonuyla sonuclanan, c-Met’
in kalittmsal mutasyonlar1 saptanmistir. Yapilan calismalarda akciger kanserlerinde c-Met
reseptoriiniin  sema, jukstamembranal ve tirozin kinaz bdlgelerinde somatik mutasyonlar
saptanmistir  (33,36,37). Ancak bu mutasyonlarin tiimoriin progresyonu ve invazyon
kapasitesi ile iligkisi tam olarak agiklanamamistir. Bu projenin amaci; 1) HGF ve c-Met’in
akciger kanserli olgularimizda ekspresyon derecelerini arastirmak, 2) c-Met reseptoriiniin
transmembranal, jukstamembranal ve tirozin kinaz bdlgelerinde mutasyon varligini
arastirmak, 3) KHDAK lerinde HGF/c-Met yolaginin RhoA, MMP ve TIMP’ ler ile iliskisini
arastirmak, 4) Bu verilerle timoriin progresyon derecesi arasinda bir korelasyon olup
olmadigimi saptamaktir. Buradan elde edilecek bilgiler 1s1ginda, bu siiregleri etkileyebilecek

yeni tedavi hedef molekiilleri belirlenebilecektir.



4, GENEL BILGILER

4.1 Akciger Kanserleri

Akciger kanseri, biitiin diinyada kanserle iligkili 6liimlerin en basta gelen nedenidir. Diinyada
her yil 1.2 milyon yeni akciger kanseri olgusu bildirilmektedir (38). Histolojik olarak 4 alt grupta
smiflandirilirlar:  kiigiik kiicreli akciger kanseri (KHAK), skuamdz hiicreli karsinoma (SHK),
adenokarsinoma (AK) ve biiyiik hiicreli karsinoma (BHK). Bunlardan son ii¢ii, klinik olarak kii¢iik
hiicreli dis1 akciger kanserleri (KHDAK) olarak kabul edilirler. KHDAK, primer akciger kanseri
olgularinin % 80 ini olusturmaktadir (38,39) Hastalarin yarisindan fazlasi tam1 konuldugunda ileri
evrededir ve kiir olasilig1 yoktur. Bes yillik yasam yaklasik % 10’ dur ve genellikle bu grupta yer alan
hastalar erken donemde opere edilmis olanlardir. Hastalarin ¢ogu kemoterapi ve radyoterapi
uygulanmasina ragmen uzun siire yasayamamakta ve metastatik hastaliga bagl nedenlerle yasamlarini

kaybetmektedirler (1).

Etiyopatogenez:

Akciger kanseri, sigara i¢me, asbestoz ve diger potansiyel karsinojen aerosollere
maruziyet ile iligkilidir (40). Akciger kanseri olgularinin % 80-90’1n da sigara i¢gme Oykiisii
bulunmakla birlikte, sigara igenlerin sadece %10-15’inde akciger kanseri gelismektedir. Bu
farkliligin genetik yatkinlik ile iliskili olabilecegi diisiiniilmektedir (41). Akciger kanseri
genlerinin yiiksek penetrans ve diisiik frekansli gecisle iliskili oldugu ve nadiren ailesel
akciger kanserinin goriilebildigi bildirilmektedir. Karsinojenlerin metabolizmasindan veya
DNA tamirinden sorumlu olan ve diisiik penetransli ve yiiksek frekansl gecis gosteren genler
( CYPIA1, GSTMI, MPO, NQOI1 gibi) bir potansiyel duyarlilastiric1 faktdr gibi rol oynayan
polimorfizm gosterirler. Bu polimorfizmlerin ¢ok sik goriilmemesi ve allel sikligindaki etnik
farkliliklar, akciger kanserinin histolojisindeki heterojenite gibi nedenlerle genetik yatkinliga
neden olabilecek bu genler ile risk faktorleri arasindaki iliskiyi gésterebilmek giictiir (41,42).

Pek c¢ok calismada kadinlarin sigara i¢indeki karsinojenlere, erkeklerden daha duyarli
olduklar1 gosterilmistir. Akciger kanseri olan kadinlar genellikle, ortalamadan daha az sigara
icen, daha geng ve ¢ogu zaman da siklikla hi¢ sigara icmemis kisilerdir (43-45). Sigara igme
ile akciger kanserlerinin tiim histolojik tipleri arasinda bir doz-yanit iliskisi vardir. Bu iligki
ozellikle SHK ve KHAK’de daha belirgin iken, AK’da daha zayiftir. AK, erkeklerden daha
cok kadinlarda ve oOzellikle de sigara igmeyen geng¢ kadinlarda goriilmektedir (43, 46). Bu
durum, bu histolojik gruptaki akciger kanserlerinde hormonal etkilerin lehinde belirtilerden

biridir. Yakin zamanda bildirilen bir ¢alismada, X kromozomunda lokalize bulunan ‘Gastrin



saliverici peptid reseptorii (GRPR)’ niin, bronsiyal hiicrelerde proliferatif yanita aracilik ettigi
bildirilmektedir (43). Bununla birlikte cinsiyetler arasindaki hormonal, genetik ve metabolik
farkliliklar1 tanimlayabilmek icin daha ¢ok calismaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

Yas, kanser riskleri arasinda major belirleyicilerden biridir. Akciger kanserli hastalarla
ilgili bir kohort ¢aligmasinda 60-69 yaslar1 arasinda insidansin arttig1 bildirilmektedir (43).
Sigara igme Oykiisii, SHK °li kadin ve erkeklerde daha fazladir. Ancak ABD’ de sigaraya
kars1 yiiriitiilen kampanyalar ve sigara igme sikliginin azalmasi ile birlikte, erkeklerde de SHK
ve KHAK insidansinin azalmaya basladig1 ve erkek/kadin SHK oraninin 1980’lerde 20 iken,
son yillarda 2.4 ‘e dustiigii bildirilmektedir. Kadin ve erkekler arasindaki histolojik tip
arasindaki farkliliklar 6zellikle geng yaslarda ( 55 yasin altinda) daha belirgindir.

Erken evrede tan1 konmus ve sigara igmeyen olgularin sagkalim siiresinin, sigara
icenlerden daha uzun oldugu bildirilmektedir. 20 paket/y1l veya daha fazla sigara igenlerde
sagkalimimn daha diisiik oldugu ve sigaranin sadece kanser gelisimine degil, kanserin
prognozuna da etkili oldugu bildirilmektedir (44). Sigaraya baglama yasi, sigara i¢me
yogunlugu ve stiresi riski artiran faktorlerdir. Ancak, sigara miktarindan ziyade sigara igme
stiresinin 6nemli oldugunu bildiren ve sigara ile sagkalim arasinda iligki olmadigini bildiren
calismalar da bulunmaktadir (47-49). Akciger kanseri gelisen erkeklerin %10’u, kadinlarin da
%20’sinin hig sigara igmedikleri tahmin edilmektedir.

Sigara i¢indeki tiitiinlin tipi ve kimyasal bilesenleri cografik olarak ve zaman i¢inde
degisiklikler gostermektedir. Filtreli sigaralara gecis, sigaranin inhalasyonunun derinligini
degistirmistir. Filtresiz sigaralarin inhale edilirken daha yiizeysel inhale edildigi ve tiitiin
icindeki kimyasal bilesiklerin santral olarak bronslarda tutuldugu ve daha ¢ok SHK’e neden
oldugu bilinmektedir. Filtreli sigaralar ise daha derine inhale edilerek kimyasal
karsinojenlerin daha periferde depolanmasina ve daha ¢ok AK’e neden olmaktadir(46, 50).
Nikotin miktarmin diisiiriilmesi de inhalasyon derinligini artirararak, kimyasal karsinojenlerin
birikmesini arttirabilmektedir. Sigara i¢indeki kimyasallarin orani da Onemlidir. Sigara
icindeki polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH, skuaméz hiicreli karsinomay1 indiiklerler)
azaltilirken, karsinojenik N-nitrozaminlerin ( carsinogenic tobacco-spesific N-nitrosamines,
TSNA, adenokanseri indiiklerler) arttirilmasi adenokanser i¢in riskin artmasina neden
olmaktadir(46, 51).

Sigaranin birakilmasi ile akciger kanseri riski ve buna bagl 6liim riski azalmaktadir.
Ancak giin i¢inde icilen sigara miktar1 ve sigara kullanma siiresi yine de 6nemlidir. Riskteki
azalma Ozellikle sigaray1 biraktiktan 5 yil sonra ve geng yaslarda sigarayr birakanlarda

belirgindir. Kirk yildan fazla sigara igen kisilerde sigaranin birakilmasi sonrasi akciger



kanseri gelisme riski, hi¢c sigara igmeyenler ile karsilastirildiginda yine de yiiksek
bulunmustur (40). Puro ve pipo ig¢enlerde de akciger kanseri riski artmaktadir, ancak bu risk
sigara icenlerden daha azdir. Bu durum, giin i¢inde i¢ilen puro veya pipo sikliginin ve inhale
edilen dumanin derinliginin, sigara ile karsilastinnldiginda daha diisik olmasi ile
aciklanmaktadir (40).

Pasif sigara igiciligi ya da ¢evresel tiitiin dumani (environmental tobacco smoke, ETS)
ilk olarak 1982” de Japon arastirmaci Hirayama tarafindan rapor edilmistir. 1992 yilinda ETS,
ABD’de smif A karsinojen olarak kabul edilmistir ( US Environmental Protection Agency).
ABD’de pasif igicilige bagli akciger kanserinden oliimlerin yilda 3000 civarinda oldugu
tahmin edilmektedir. Sigara icmedigi halde ¢evresel sigara dumanina maruz kalan kisilerde,
akciger kanseri gelisme riski, ¢evresel sigara dumanina maruz kalmayan diger sigara
icmeyenlere gore % 30 daha fazladir (40).

Cevresel faktorlerden radon gazi ile uzun siire temas ve radon gazi ile sigara
birlikteliginde kanser riski artmaktadir. Ozellikle kazi1 yapan metro ve tiinel is¢ilerinde radon
gaz1 onemli bir risk faktoriidiir ve akciger kanserlerinin % 10 ‘undan sorumludur. Diger
cevresel ve mesleki risk faktorleri, arsenik ( Maden eritme ve pestisid yapiminda calisan
is¢iler), asbestoz, krom, nikel, klorometil eter, vinil klorid ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlar ( gaz, ¢elik, komiir ve asfalt iscileri) dir (40).

Akciger kanserinin gelisiminde; etnik farkliliklar, cografik o6zellikler, beslenme
aliskanliklari, diyet, yliksek doz radyasyon, X 1sinlar1 ve genetik Ozellikler diger risk
faktorleridir ve bunlarin 6zellikle sigara icenlerde riski sinerjistik olarak daha da arttirdig:
bilinmektedir (40).

Molekuler Patogenez

Erken molekiiler degisiklikler

Akciger kanserinde en erken ve siklikla goriilen anormallik, 3. kromozomun kisa
kolunda (3p) genetik materyalin inaktivasyonu veya kaybidir. Akciger kanserinde, normal
bronsiyal epitelyum % 30 oraninda 3p degisiklikleri igerebilmesine ragmen, timor
dokusunda ¢ok daha fazla oranda 3p degisiklikleri saptanir (41, 52, 53). 3p delesyonlarinin
boyutu ve bunlarin goriilme sikligi, bazal hiicre hiperplazisi ve skuamdz metaplazide %42,
skuaméz displazide %81, karsinoma in situ ve skuamoz hiicreli karsinomda % 100 olarak
bildirilmektedir (53). Goriildigi gibi 3p delesyon sikligi, hiperplazi, metaplaziden karsinoma
kadar ilerleyen spektrumda giderek artmaktadir.



RARS (retinoik asid reseptor beta, 3p24) , RASSFIA (Ras association domain family I,
3p21.3), and FHIT (fragile histidine triad gene , 3p14.2) gibi bir¢ok tiimor supresor genleri, 3.
kromozomun kisa kolunda lokalizedir. Ugiincii kromozomun kisa kolunda (3p) genetik
materyalin biliylik bir kismmin kaybi tek basmna bu tiimor supresdr genleri inaktive
edemeyeceginden, olasilikla bu genlerin promoter bolgelerinin hipermetilasyonu gibi
epigenetik degisiklikler de eslik etmektedir (53).

Erken epigenetik ve somatik degisikliklerin sigara i¢cme ile iliskisi gosterilmistir.
RARf metilasyonu sigara igenlerde, icmeyenlere gore daha sik goriilmektedir. RASSFI1A
metilasyonu daha c¢ok sigara igme siiresi ile iligkilidir ve ozellikle bulug ¢ag1 gibi erken
yaslarda sigara igmeye baslayanlarda daha sik goriildiigli bildirilmektedir. 3p delesyonlarinin
da sigara ile iliskisi gdsterilmistir.

Akciger kanserinde epigenetik degisiklikler veya delesyonlar ile inaktif hale gelen
diger bir timdr supresor gen pl6 ‘dir (33,35,46-48). pl6, siklin D kinaz 2, 4 ve 6’nin
inhibitoriidiir ve bu genin kaybinda retinoblastoma (RB) proteini kontrolsiiz fosforile olur ve
kontrolsiiz hiicre proliferasyonu gercgeklesir. p/6°da delesyonlar veya epigenetik degisiklikler,
skuamoz hiicreli kanserin prekiirsor lezyonlarindan baglayarak artan oranda gézlenmektedir

(bazal hiicre hiperplazisi (%17), sknamoz metaplazi ( %24) ve karsinoma in situ (% 50)).
Diger molekiiler degisiklikler

H-, K-, and N-ras onkogen ailesindeki mutasyonlar, 6zellikle akciger kanseri olmak
iizere pek ¢ok kanserde yaygin olarak goriilmektedir. Bunlar i¢inde 6zellikle K-ras geninde
cogunlukla 12. kodonda daha az olarak da 13 ve 61. kodonlarda nokta mutasyonlar1 siklikla
gozlenmektedir. Bu mutasyonlar sonucunda yapisal olarak aktif hale gelen K-ras kontrolsiiz
hiicre proliferasyonuna neden olmaktadir. K-ras mutasyonlar1 sigara igenlerde siklikla
gbzlenen mutasyonlardir, AK’ de sigara icen kisilerde K-ras mutasyon prevalansi % 30 iken
sigara icmeyenlerde % 5’tir. Sigara dumanindaki karsinojenlerden biri olan benzo[a]piren, K-

ras geninin 12. kodonunda G—T transisyonunu indiiklemektedir (41,52,53, 55).

p53 mutasyonu pek cok kanserde siklikla goriilir. KHDAK lerinin % 50’sinde, kii¢iik
hiicreli akciger kanserlerinin % 90’inda p53 mutasyonu bulunur. p53 geni, 53 kD agirliginda
niikleer bir fosfoproteini kodlar ve bu protein DNA hasarlandiginda hiicre siklusunu GI/S
veya G2/mitoz fazlar arasindaki gegislerde durdurur ve DNA’nin tamirine olanak verir. Eger
bu imkansizsa apoptozisi indiikler. p53 mutant hiicreler bu kontrolden kurtulduklar i¢in

malign transformasyona daha egilimlidirler. KHDAK’de p53 mutasyonlarinin ¢cogu G—A
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transversiyonu, KHAK ‘de ise G—T transisyonu ile iligkilidir. Sigara dumanindaki
benzo[a]piren, p53 mutasyonuna da neden olur. Sigara dumani, doz-yanut iligkisi ile akciger

kanserinde p53 mutasyonunu artirir (41, 52, 53, 55).

Genetik degisiklikler, sigara igmeyen hastalarda dahi tedavi yanitin etkilemektedir.
Bir tirozin kinaz inhibitorii olan gefitinib ile yapilan klinik c¢aligmalarda, Asyali sigara
icmeyen kadinlarda tedavi yanitinin, Avrupali sigara igmeyen KHDAK” li hastalardan daha
iyi oldugu bildirilmektedir. Bu da Asyali kadinlarda epidermal biiyiime faktorii reseptoriinde

aktive edici mutasyonlarin daha yiiksek prevalansta goriilmesi ile agiklanmaktadir (53).
Bireysel fakliliklar

Genellikle sigara igme Oykiisli ve ¢evresel etkenlere maruziyeti saptamak kolayken,
kisisel duyarliligin saptanmasi kolay degildir. Tiitlinlin-indiikledigi akciger kanserine
duyarlilig1 gostermek i¢in; hem olgu-kontrol hem de kohort ¢alismalari, bireyler arasindaki
genetik degisikliklerin genotipik ve/veya fenotipik belirteclerini bulmaya odaklanmistir
(41,53). Ogzellikle de karsinojenlerin detoksifikasyonu veya aktivasyonunu saglayan
metabolik yolaklar ve DNA tamir mekanizmalari iizerinde durulmaktadir. Karsinojenler dahil
olmak tizere toksik bilesiklerin metabolizmasi, faz I ve faz II reaksiyonlart ile
gerceklesmektedir. Faz I reaksiyonlari ile inaktif ve nonpolar bilesikler genellikle oksidasyon
reaksiyonlart ile oldukca reaktif ara bilesiklere doniismektedirler. Bu bilesikler daha sonra faz
IT reaksiyonlar ile konjugasyona ugrayarak genellikle daha az reaktif ve daha kolayca
viicuttan atilabilecek molekiiller haline doniistiiriiliirler. Ancak reaktif ara metabolitler,
konjugasyondan dnce DNA gibi bir¢ok hiicresel komponent ile reaksiyona girebilirler. Bu

metabolitlerin DNA’ya baglanmasi, karsinogenezisin ilk basamagini olusturabilmektedir.

Tiitlin dumani i¢indeki ( polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi) bir¢cok karsinojen, faz
I enzimleri olan CYP450 enzim sistemi aracilifiyla reaktif ara metabolitlere doniisiir ve
DNA’ya baglanarak genetik hasara neden olur. Bu nedenle CYP450 sistemi enzimleri,
ozellikle de CYPIAI ve CYP2D6, akciger kanserleri riski agisindan incelenmektedir.
CYPIAI geninde Mspl polimorfizmi ve ekzon 7° de polimorfizm olmak {iizere iki spesifik

polimorfizmin, akciger kanseri riskini arttirdigi ileri stiriilmektedir (41,43,56,57).
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CYP2D6 i¢cin hem metabolik hem de genotipik degisiklikler incelenmistir. Bu enzim
debrizokin metabolizmas1 i¢in fenotipiktir ve akciger kanseri ile iliskisi genis Ol¢iide
incelenmistir. Olgu-kontrol caligmalarinda bu enzim agisindan hizli metabolize edicilerin
akciger kanseri agisindan yiiksek risk tasidig: bildirilse de, daha sonra yapilan kapsamli bir

calismada iliski bulunamamistir (43, 58).

Glutatyon S-transferaz, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin reaktif metabolitlerini
detoksifiye eden bir faz Il enzimidir. Bu enzimin, u, a, =, ve 8 seklinde en az dort genetik
tipi vardir. Bir metaanalizde GSTMI null genotipi olan kisilerin akciger kanseri agisindan
yliksek risk tasidigr bildirilmistir, ancak farkli sonuglar da bildirilmektedir. Sigara
icmeyenlerde CYPIAI 1le462Val and GSTMI null polimorfizmlerinin birlikteliginin, bu
polimorfizmleri tasimayan kisilerdeki akciger kanseri riskinden dort kat fazla oldugu

bildirilmektedir (41,43,59).

Akciger kanserlerinde DNA tamir mekanizmalar1 ve akciger kanserine duyarlilik ile
ilgili ¢alismalarda yapilmaktadir. Hipotez olarak, sigara i¢en kisilerde DNA hasar1 olusturan
bircok kimyasal komponentlere maruz kalindigi ve DNA tamir mekanizmalarinin
kapasitesinin yetmedigi ve akciger kanseri riskinin arttig1 varsayilmistir. DNA tamir genleri
ile ilgili caligmalarda, XPA, XPD, x-ray repair complementation group 1 and 3 (XRCC! and
XRCC(C3), excision repair cross complementation group 1 (ERCCI), ve hoGGI genleri

incelenmis, ancak bugiine kadar spesifik bir polimorfizm tanimlanamamistir (41,43,60,61).

Patoloji

Gorlintiileme teknikleri ve molekiiler caligmalarin ilerlemesine ragmen, akciger
kanserlerinde tan1 ve tedavide histopatolojinin 6nemi halen devam etmektedir. Goriintiileme
yontemleri ve molekiiler tekniklerin yorumlanmasi histopatolojik bulgular ile birlikte
yapilmaktadir. Akciger kanserlerinin Diinya Saglik Orgiitii morfolojik simiflandirilmasi en son
2004 yilinda revize edilmistir ve morfolojik 6zellikler kadar molekiiler verileri de gz oniine
alinmistir.

Primer akciger karsinomlarinin biiyiik bir kismi1 brons epitelinden daha az oranda
kiigiik hava yollar1 ve alveolii doseyen epitelden kaynaklanmaktadir. Dort ana tip akciger
kanseri tanimlanmistir: Kiigiik hiicreli akciger kanserleri (KHAK), kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanserleri (KHDAK) olarak bilinen, adenokanser (AK), skuamoz hiicreli kanser (SHK) ve
biiyiik hiicreli kanser (BHK) (Tablo 2). Ayrica bu smiflandirmada, adenoskuaméz hiicreli

kanser, karsinoid tiimor ve atipik karsinoid tiimor gibi daha az siklikla goriilen karsinomlar
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yer alir. Genel olarak akciger kanserleri histolojik olarak en iyi ayrimlagmanin oldugu alana
gore tiplendirilirler ve ayrimlasmanin en az oldugu alana gore derecelendirilirler. Tablo 2’de
KHDAK ’lerinde patolojik TNM (pTNM) evrelendirmesi ve derecelendirme gdsterilmistir.
Adenokanser, akciger kanserinin en sik goriilen tipidir ve siklikla periferik
yerlesimlidir. Skuamoz hiicreli kanserler ise santral yerlesimlidir, hiler ve mediastinal yayilim
gosterirler. Biiylik hiicreli kanserler, siklikla periferal yerlesimlidir. Kii¢lik hiicreli kanserler,

santral yerlesimlidir, hiler ve mediastinal yayilimlar siktir.

Tablo 1. Akciger kanserlerinin histolojik tipleri ve goriilme ytizdeleri

Histolojik tip %
Skuamoz hiicreli kanser 29
Adenokanser 32
Bronkoalveolar 3

Biiyiik hiicreli kanser 9

Kiigiik hiicreli akciger kanserleri 20
Digerleri 14
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Tablo 2. KHDAK de patolojik TNM (pTNM) Evrelendirmesi

Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserlerinde patolojik TNM (pTNM) Evrelendirmesi

Tiimor

boyutu

Lenf nodu

Metastaz

Derece

Lenfatik

invazyon

Vaskiiler

invazyon

TO

TX
TIS
T1
T2
T3

T4

NX
NO
N1
N2
N3

MX
M0
M1
GX
G1
G2
G3
G4
LX

L0
L1
VX

Vo
Vi

Timor yok

Sitoloji pozitif, gdriiniirde timor yok

Karsinoma in situ

Tiimor <3 cm, visseral plevra veya lober bronsial iliski yok

Tiimor >3 cm, visseral plevrayla iliskili ve karinadan >2 cm

Mediastene veya parietal plevraya veya perikardiyum ya da gogiis duvarina
dogru biiylime veya karinadan <2 cm

Kalp, biiylik damarlar, 6zefagus, trakea, karina, vertebraya invazyon veya
malign plevral eflizyon

Degerlendirilemedi

Nodal tutulum yok

Peribronsiyal veya ipsilateral hiler lenf nodu tutulumu

Ipsilateral mediastinal veya subkarinal lenf nodu tutulumu

Kontrlateral mediastinal veya hiler lenf nodu tutulumu, supraklavikular veya
skalen lenf nodu tutulumu

Degerlendirilemedi

Metastaz yok

Uzak metastaz var

Degerlendirilemedi

Iyi diferansiye

Orta diferansiye

Kotii diferansiye

Andiferansiye

Degerlendirilemedi

Lenfatik invazyon yok
Lenfatik invazyon var

Degerlendirilemedi

Vaskiiler invazyon yok

Vaskiiler invazyon var
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4.2 Hepatosit Bityiime Faktori (HGF/SF)

Hepatosit biliytime faktorii (HGF), karaciger ve plasentanin normal gelisiminde, noral
gelisimde, morfogeneziste cesitli organlarin ayrimlasmasinda, ayrica bobrek ve akciger
rejenerasyonunda rolii olan bir sitokindir. HGF, embriyojenik gelisimde rol oynadigi gibi,
kanser hiicrelerinin migrasyon, invazyon ve anjiogenezisinde anahtar rol oynayan
heterodimerik bir molekiildiir. HGF/SF molekiilii, N-ucunda hairpin domain ve 4 tane kringle
domain igeren bir a zinciri (69 kD) ile serin-proteaz aktivitesi gosteren bir B zincirinden (34
kD) olusmaktadir. HGF/SF, mezenkimal hiicrelerden biyolojik aktivitesi olmayan ve tek
zincirli 728 aminoasidlik bir prekiirsor polipeptid (pro-HGF) olarak salgilanir ve daha sonra

serin proteazlar ve HGF/SF doniistiiriicli enzim aracilifiyla HGF’ye doniistiirtiliir (6, 8, 9,32).

HGF, disiilfid bagl sitokinlerin en biiyliglidiir, plazminojen ile iligkili biiyiime
faktorleri ( PRGFs- plasminogen-related growth factors) ailesinin bir iyesidir ve ayni
zamanda PRGF-1 olarak da adlandirilmaktadir. HGF’yi kodlayan gen, 70 kb biiytikliigiinde
ve yedinci kromozomda ( 7q21.1) yerlesmistir (6).

HGF/SF, mezensimal hiicrelerden salgilandiktan sonra, c-Met eksprese eden epitelyal
hiicreleri endokrin ve/ veya parakrin yollarla etkilemektedir. HGF, c-Met reseptdriine yiiksek
afinite ile baglanir. Hepatositler i¢in bir biiylime faktorii oldugu gibi, fibroblast-kékenli
hiicrelerde motilite faktorii veya yayilma/sagilim faktorii (scatter factor) olarak etki gdsterdigi
tanimlanmistir. HGF/ c-Met sinyal ileti yolagimin aktivasyonunun; proliferasyon, yasam
siiresi, anjiogenezis, yara iyilesmesi, doku rejenerasyonu, yayilim, motilite, invazyon,

morfogenezisde dallanma gibi pek ¢ok hiicresel yanita neden olabilecegi gosterilmistir (6-8).

Kanser hiicrelerinin HGF ile stimiilasyonu, hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini, hiicre
hareketini arttirir. HGF ile stimiile edilen hiicre biiyimesi ve motilitesi, HGF’ nin reseptori
olan c-Met ‘in hiicre i¢inde pek ¢ok sinyal ileti yolagini aktive etmesi ile ger¢eklesmektedir

(Sekil 1).
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Sekil 1. HGF/c-Met sinyal iletide yer alan hiicre i¢i sinyal ileti yolaklari (6)

HGF ile indiiklenen hiicre motilitesi ve migrasyonunda; rho/rac sinyal ileti yolagi,
PI3K yolagi, FAK-paksillin yolagi, Ezrin/radiksin/moesin (ezrin/radixin/moesin, ERM)
ailesinin tiyeleri, RanBPM gibi pek cok sinyal ileti yolaginin ve molekiiliiniin iligkisi
gosterilmistir (6)

HGF ile diizenlenen hiicre biiylimesi, komplike bir olaydir. Sadece hiicrenin tiiriine
gore degil, ayn1 hiicrenin normal veya transforme hiicre halinde olmasi bile, HGF’ye verilen
bliyiime yanitin1 etkilemektedir. Buna en tipik 6rnek hepatositlerdir: transformasyon
gostermeyen hepatositlerde HGF, mitojen gibi etki gosterirken; hepatoma hiicrelerinde
biiylime inhibitorii gibi etki gostermektedir. Gallego ve arkadaslari, yakin zamanda farelerde
yaptiklar1 bir g¢alismada, HGF ekspresyonunun indiikleyerek, karsinogenezisi stimiile
edebildiklerini bildirmislerdir. HGF’nin hiicre biiyltimesi ve prolifresyonu etkisine aracilik
eden molekiiller ve yolaklar; GATA-4, MEK/ERK yolagi, PI3 kinaz yolagi, STAT-3 olarak
bildirilmektedir (6).

HGF’nin indiikledigi morfogenezis de Pax3, STAT-3 ve PLCy ‘nin sorumlu oldugu
gosterilmistir. HGF, morfogenik ve anjiogenik etkileri ile karaciger, bobrek ve akciger gibi

organlarin rejenerasyonunda rol oynamaktadir (6).
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HGF’nin aktivator protein-1 (AP-1)’e bagimli COX-2 ‘yi aktive ederek, apoptozisi inhibe
ettigi bilinmektedir. Hepatositlerde, HGF ile c-Met’in aktivasyonu, 6liim reseptorii Fas’in c-
Met ile sekestre olmasina neden olarak, Fas’in kendisi ile sekestre olamamasina ve bdylece
ligand: ile baglanamamasina neden olmaktadir. Bu durum, HGF ile indiiklenen hiicre yasami/
antiapoptotik etkisi i¢in yeni bir mekanizmadir. HGF ile indiiklenen tutunmadan bagimsiz
(anchorage-independent) biiylime ve tlimdrigenez i¢in 6nemli sinyal molekiillerinden biri de
STAT-3’tiir. Genel olarak, HGF’nin, renal epitelyal hiicrelerde, mide epitelyal hiicrelerinde,
podositlerde, miyosit, serebellar noronlar, sa¢ folikiilleri, plazma hiicreleri, endotelyal
hiicreler ve hepatositlerde antiapoptotik etkili oldugu bildirilmektedir. Akciger kanseri,
glioblastoma hiicrelerinde MAPK/Akt yolag ile, kolon kanserinde Bcl-W’yi aktive ederek,
meme kanserinde (Bcl-X1 aktivasyonu ile), bas ve boyun skuamdz kanserlerinde ve
miyeloma hiicreleri gibi kanser hiicrelerinde HGF’nin antiapoptotik etkili oldugu
bildirilmektedir (6). Bununla birlikte HGF, overlerin ylizey epiteli hiicrelerinde apoptozu
artirtr (Sekil 2).

HGF___
AR
cMET
«—
Bax Tl i
C-Myc PIBKT || ynK1
INKA T AktT || Bid/Bax
Caspase3/8 1l MAPKT Caspases
FLICET
STAT3 M
Ap1 T
COXT
Caspase3/8 1l
£ Mcl1 T
Eﬁszizsga;fﬂaapoptotik Bid/Bax I > anti-apoptotik

Bel-w T

Sekil 2. HGF/c-Met yolaginin apoptotik ve antiapoptotik etkisine aracilik eden hiicre igi

sinyal ileti molekiilleri (6)
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4.3 Hepatosit Biiyiime Faktorii Reseptorii: c-Met

HGF’nin reseptorii c-Met, bir transmembranal protein tirozin kinazdir. Bugiine kadar
75’ den fazla tirozin kinaz reseptdrii (RTK) saptanmistir ve bunlarin ¢ogu onkogenez ile
iligkilidir. RTK’lar, N-terminali i¢eren bir ekstraselliiler alan, bir adet transmembranal o
heliks ve tirozin kinaz aktivitesi gosteren bir adet sitozolik C ucundan olusur. Bazi RTK’lar
protoonkogendir ve reaktif oksijen radikallari (ROS)’ nde degisiklikler, sinyal ileti
molekiillerinin aktivasyonu, hiicresel proliferasyon, migrasyon ve hiicrenin yasam siiresi gibi
parametrelerde degisikler yaparak, hiicrenin ¢ogalmasina ve metastaza neden olurlar. Bu
nedenle RTK’lar, antikanser tedavide, hedef molekiillerden biridir. Protoonkogenik 6zellik
gosteren bazi RTK’lar: c-Kit, Eph, PDGF, FIt3 ve c-Met’tir. c-Met, ilk olarak kimyasal
karsinojen (N-metil N’-nitro-N nitrozoguanidin)’ e maruz birakilmis insan ostosarkom hiicre
hattinda (HOS-human osteogenic sarcoma cell line) olusan kromozomal translokasyonlardan
bir flizyon proteini ( Tpr/Met) olarak bulunmustur. HOS hiicre hattinda saptanan c-Met
protoonkogeni, birinci kromozomda bulunan TPR ( translocated promoter region) lokusunun,
7. kromozomda bulunan c-Met geninin yukar1 bdlgesine ( up-stream) transloke olmasi ile
iligkilidir. Tpr/Met flizyon proteini aktif Met kinaz aktivitesine sahiptir ve yapisal olarak
fosforillenmis haldedir. Tpr/Met cDNA’sinin izolasyonu sonrasinda, c-Met reseptoriiniin
tamami tanimlanmustir (6,8).

c-Met, epitelyal hiicreler, endotelyal hiicreler, miyoblastlar, spinal motor néronlar ve
hematopoetik hiicreler gibi pek c¢ok hiicre tiirlinde eksprese edilmektedir. Disiilfid bagiyla
bagh o-f heterodimerik bir RTK’dir. Insan Met (HGF reseptor) geni, 7. kromozomda (
7q21-q31) lokalize ve 120 kb’ dan daha biiytlik bir gendir. Wild-type hiicrelerde, primer Met
transkriptleri 150 kDa’ luk bir polipeptid yaparlar ve bu {iriin kismen glikozillenerek 170 kDa’
luk bir prekiirsor proteine doniistiiriiliir. Bu onciil protein, tekrar glikozillenir ve sonrasinda
birbirine disiilfid bag: ile bagl, 50 kDa’ luk a zinciri ve 140 kDa’ luk B zincirine ayrilir.
Matiir Met heterodimeri, glikozillenmis ve tamamu hiicre disinda yer alan o alt-birimi ile
biiylik¢e bir boliimii hiicre disinda yer alan ve ayrica membranal ve hiicre i¢i (tirozin kinaz

aktivitesi olan) boliimleri de olan B alt-birimlerinden olusmaktadir ( Sekil 3).
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Sekil 3. c-Met reseptor proteini bolgeleri ve fosforilasyon yerleri (62).

Normal hiicre fonksiyonlarinin regiilasyonuna ek olarak, c-Met’in pek ¢ok tiimoriin
gelisimi ve progresyonu ile iliskili olabilecegi bildirilmektedir (6-11, 32-35, 63). Ozellikle c-
Met’in yapisal aktivasyonuna neden olan mutasyonlar {izerinde durulmaktadir. c-Met’1 aktive
eden mutasyonlarin ¢ogu tirozin kinaz bolgesinde bulunmaktadir ve bir¢ok solid tiimdrde,
tiimor hiicrelerinin invazyon ve metastaz kapasitelerini arttirdigi bildirilmektedir (8, 33,36).
Son yillarda yapilan g¢aligmalarda KHDAK ‘lerinde jukstamembranal bolgede ve c-Met’in
endojen ligand1 olan HGF’nin baglanma yeri olan Sema domaininde somatik mutasyonlar
bildirilmistir (Sekil 4) (37). Bu aktive edici mutasyonlarin yani sira, HGF ve c-Met’in
ekspresyonlarindaki artiglar ve gen amplifikasyonlar1 da HGF/ c-Met sinyal ileti yolaginin
aktivasyonuna ve dolayisiyla, yayilma, anjiogenezis, proliferasyon, motilitede artma,

invazyon ve metastaza neden olabilmektedir.
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Sekil 4. c-Met’in mutasyon bildirilen Sema, jukstamembranal ve tirozin kinaz

bolgeleri (37)

HGF’nin c-Met’e baglanmasi, c-Met’in intraselliiler domainindeki tirozin rezidiilerinin
fosforillenmesine neden olur. Hiicre i¢i sinyal iletinin daha sonraki basamaklar1 fosfoinozitid
3 kinaz (PI3K) nin p85 subiiniti, fosfolipaz C, Shc, Gabl ve Grb2 sinyal proteinlerinin
fosforillenmesi ile devam eder (6-8, 32). c-Met’in intraselliiler boliimiinde, Grb-2, SH-IC,
Crk/CRKL, CrklII ve Gab-1 gibi pek ¢ok molekiil i¢in yanagma yeri ( Multi-docking site)
bulunmasi, HGF’nin etkilerine aracilik eder (Sekil 5). c-ABL ve ST 1571’in, tirozin kinazi
inhibe ederek, HGF/c-Met sinyal ileti yolagini negatif olarak regiile edebilecegi ve HGF ile
indiiklenen motiliteyi engelleyebildigi bildirilmektedir. Bu kinazlarin stimiile edilmesinin,

HGF etkilerinin engellenmesi i¢in 6nemli rol oynayabilecegi bildirilmektedir.
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Sekil 5. c-Met reseptoriiniin fosforile tirozin rezidiilerine baglanan hiicre i¢i molekiiller

(6)

4.4 HGF/c-Met yolag ve Karsinogenezis, invazyon ve Metastaz

HGF ve onun reseptorii c-Met’in ekspresyonlarinin, akciger, kolon, meme, akciger,
tiroid, renal karsinoma, melanoma ve ¢esitli sarkomlarda arttigi bildirilmistir (6,8). Genel
olarak, HGF, reseptorii c-Met araciligr ile pek ¢ok kanserin gelisiminde ve ilerlemesinde
cesitli basamaklara katilmaktadir. HGF/SF transgenik farelerde, hem mezensimal hem de
epitelyal orjinli histolojik olarak birbirinden farkli ¢ok sayida tiimoriin gelisebildigi
bildirilmektedir. Kanserin erken basamaklarinda rolii olabilecegi bildirilmekle birlikte bu
konuda giivenilir ve saglam kanitlar i¢in halen arastirmalar devam etmektedir. Bununla
birlikte bu yolak, daha ¢ok kanserin ge¢ fazlarinda ozellikle yayilma ve progresyonla
iligkilidir, invazyon ve metastaz siireglerini direk ve/veya indirek olarak stimiile etmektedir.
HGF/SF in tiimor progresyonunda rolii oldugu pek c¢ok calismada gdosterilmistir. c-Met
ekspresyonunun artmis oldugu mide adenokarsinomu, kolorektal kanserler ve pankreatik
kanserler gibi pek ¢ok tiimor tiirlinde, stromal hiicreler tarafindan salgilanan HGF/SF’in lokal
invazyonu arttirdig1 bildirilmektedir (9,10,19,33,35,36).

Insan sporadik kanserlerinde, metastazlarinda ve tiimor hiicre hatlarinda c-Met
reseptOriiniin bagta tirozin kinaz domaini olmak iizere pek ¢ok bdolgesinde mutasyonlar

saptanmustir. Herediter papiller renal kanserde gdsterilen germ-line c-Met mutasyonu ise, c-
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Met’in insanlarda onkogenezis ile iligkisini gosteren ilk direk kanit olmustur (8). Meme
kanseri hiicre hatlarinda yapilan bir calismada HGF/SF’in bazi hiicre hatlarinda kanser
hiicrelerinin lokomotif hareketlerini arttirdiZimi ve bu yanitlarin c-Met ekspresyon
diizeylerine, hiicrelerin diferansiasyon derecelerine ve reseptdr sonrasi sinyal ileti yolaklarina
bagli oldugu bildirilmistir (10).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, metastatik kanserlerde 4 adet Met mutasyonu
saptanmistir. Bunlardan ikisi germ-line mutasyon (H1112R ve Y1248C) dur ve renal hiicreli
kansere yatkinlik yaratir. Diger iki mutasyondan biri (N1118Y) glisinden zengin ATP
baglayict bolgedeki ( bu bolge tiim kinazlarda olduk¢a korunmus bir bdlgedir) asparajin de
degisiklik sonucu olusur. Digerinde ( Y1253D) ise Met kinaz aktivitesini regiile eden kritik
bir tirozin de degisiklik vardir. Bu son 2 mutasyondan birini tastyan Met reseptorii, yapisal
olarak aktif ve motil-invazif bir fenotipe sahiptir. Bu bulgularin 1s1¢inda Met’in primer
kanserlerin metastaza ilerlemesini kontrol eden onkogenlerden biri olabilecegi

bildirilmektedir (36).

fnvazyon ve metastaz

Tlimor hiicrelerinin ¢evresindeki dokulara invazyonu, metastatik progresyonun anahtar
olayidir. Ekstraselliiler matriks (ECM), doku organizasyonun devamliligin saglanmasinda ve
hiicrelerin  proliferasyonu ve migrasyonunun baskilanmasinda Onemli bir yapidir.
Ateroskleroz, romatoid artrit ve kanser gibi pek ¢ok patolojik olayda ECM’in yikiminda artma
vardir. Matriks yikiminin, timoér progresyonunda hem lokal invazyon hem de uzak
metastazlarin gelisiminde anahtar rol oynadigi ve bu proseslerin inhibe edilmesinin kanser
tedavisinde yararli olabilecegi bildirilmektedir ( 30).

MMP enzim ailesi; 23 den fazla iiyesi olan ve pro-domainlerinde konsensus sekanslari
bulunan ve benzer karakteristiklere sahip bir enzim ailesidir. Kollagenazlar, gelatinazlar,
stromelizinler ve membran-tip MMP’ler olarak dort simifa ayrilirlar (Tablo 3). MMP’ler
inaktif proenzimler olarak salirlar, daha sonra bir propeptidin koparilmas: ile Zn*"-bagli
aktif katalitik domain agiga c¢ikar. Bu enzimler notral pH’ da aktiftirler.

MMP’lerin, embryogenezis, doku remodellingi gibi bir¢ok fizyolojik olayda roli
oldugu gibi artrit, kanser, osteoporoz gibi doku yikimu ile iligkili patolojik siireclerde de rolii
vardir. Timor hiicre hatlarinda, MMP ekspresyonunda artma ile tiimor hiicrelerinin invazyon
kapasitesinde artma arasindaki korelasyon kapsamli olarak tanimlanmistir. Birgok in vivo
calismada malign tiimor dokusunda, MMP ekspresyonunun normal dokudakine oranla artmis

oldugu bildirilmistir (20-22, 25, 64).
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Tablo 3. MMP enzimlerin sinonimleri ve siniflandirilmasi

MMP Enzim adlan

MMP-1  Interstisyel kollagenaz, fibroblast kollagenaz tip I
MMP-2  Gelatinaz A, 72 kD gelatinaz, kollagenaz tip IV
MMP-3  Stromelizin-I, transin

MMP-7  Matrilizin, pump-1

MMP-8  Notrofil kollagenaz

MMP-9  Gelatinaz B, 92 kD gelatinaz

MMP-10 Stromelizin-2, transin-2

MMP-11 Stromelizin-3

MMP-13 Kollagenaz-3

MMP-14 MTI-MMP, membran tip [ MMP

Tiimor hiicrelerin metastaz siireglerinde bir¢ok basamak yer almaktadir. Ancak, ECM
komponenti olan bazal membranin tiimor hiicreleri tarafindan penetrasyonu ve yikimi ilk
kritik fazdir. MMP’ler i¢inde 6zellikle iki tanesi 72 kD luk tip IV kollagenaz (MMP-2) ve 92
kD luk tip IV kollagenaz (MMP-9), bazal membranin baglica komponenti olan tip IV
kollageni yikarlar. Fizyolojik olarak fibroblastlar MMP-2, nétrofil ve makrofajlar MMP-9
iiretirler. Timor stroma dokusunun, MMP {iretimi i¢in baslica kaynak oldugu saptanmistir ve
sadece metastatik tiimor hiicreleri MMP iiretebilme yetenegine sahiptir. MMP-2, MMP-9 ve
MT1-MMP’nin 6zellikle bazal membrani yikabilme yetenekleri nedeniyle, tiimdr invazyonu
ile iligkili baglica MMP’ler olduklar1 belirlenmistir (21,22, 27, 65,66). MT1-MMP’in, MMP-2
nin baslica aktivatorii oldugu ve MT1-MMP de ki artisin, MMP-2 artisina ve dolayisiyla
invazif fenotipe neden oldugu bildirilmektedir. Bunun yanisira, MT1-MMP’in kendisinin
intrinsik olarak bazal membrani yikabilme yetenegi oldugu bildirilmektedir.

Bu enzimler, akciger, kolon, meme ve prostat gibi pek ¢ok kanserde eksprese edilirler.
KHDAK de hem tiimor dokusunda hem de stroma da eksprese edilirler, bircok calismada
timor dokusundaki MMP-9 ekspresyonlarinin, MMP-2> den daha diisik oldugu
bildirilmektedir (65,66). Bu proteinlerin tiimér dokusunda belirlenmesi kadar serum
diizeylerinin belirlenmesi ile ilgili calismalar da bulunmaktadir. Ozellikle serum diizeylerinin,
kanserin erken tanisinda kullanilabilecegi hipotezleri kurulmaktadir. MMP-2 ve/veya MMP-9

serum diizeylerinin mide, kolon, meme ve prostat kanserlerinde arttigir bildirilmektedir.
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Akciger kanserli hastalarda serum MMP diizeyleri ile ilgili olarak farkli sonuglar
bulunmaktadir.

KHDAK’lerinde MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-10, MMP-11 ve MMP14
ekspresyonlar1 bildirilmistir (20-22). Bunlarin KHDAK lerinde histopatolojik ve klinik
bulgularla korele olduklar1 bildirilmektir. MMP-2 nin ekspresyon artiginin nodal invazyon,
MMP-11 ‘in tiimor boyutu ve nodal metastaz, MMP-14 {in ileri evre ile iliskili olduklar1
bildiren calismalar bulunmaktadir (21,22). Bu MMP’lerin klinikopatolojik bulgular ile
korelasyonu olmadigini bildiren veya klinikopatolojik bulgular ile farkli MMP’ler arasinda
iligki saptayan calismalar da literatiirde yer almaktadir (20, 66-68). Thomas ve ark,
KHDAK ’lerinde biitiin MMP’ lerin eksprese edildiklerini ancak bunlarin ekspresyon ve gii¢lii
ekspresyonlarinin birbirinden farkli oldugunu bildirmislerdir (20).

ECM homeostazi, MMP’ ler ile bunlarin spesifik inhibtorleri olan MMP doku
inhibitorleri (TIMP) arasindaki denge ile saglanmaktadir. TIMP’ler, MMP lerin proteolitik
aktivitelerini inhibe eden ve tiimor invazyon ve metastazinda rolii olan bir enzim ailesidir.
Ayrica TIMP’ ler, olasilikla apoptozisi 6nleyerek hiicre proliferasyonunu stimiile edebilirler.
Bu enzim ailesi dort tiyeden olusmaktadir: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP-4.

TIMP’ler, MMP’lere 1:1 molar oranda baglanirlar ve onlar1 spesifik olarak inhibe
ederler. TIMP-1, 28.5 kD agirliginda bir glikoproteindir ve bir¢ok hiicre tarafindan tretilir,
doku ekstraktlarinda ve viicut sivilarinda bulunur. In vitro ve in vivo deneysel ¢alismalarda
TIMP-1 ekspresyonu ile metastatik potansiyel arasinda ters iligki gosterilmistir. Ancak son
zamanlarda TIMP’lerin multifonksiyonel olduklar1 ve paradoksik olarak tiimor
progresyonunu arttirdiklar1  bildirilmektedir. TIMP-1 ve TIMP-2’nin MMP inhibitor
etkilerinden ayr1 olarak bliylime faktori benzeri etkileri yapi-fonksiyon caligmalari ile
gosterilmistir. TIMP-1’in ayrica antiapoptotik etkisi de gosterilmistir. Kolorektal, meme
kanseri ve KHDAK lerin bazi alt tiplerinde TIMP-1 ekspresyonundaki artis ile timoriin daha
agresif yapt kazanmasi arasindaki iligki gosterilmistir (23,24,26,27). Mori ve arkadaslari
(2000), oOzefagus skuamdéz  hiicreli kanserlerinde, TIMP-1’in mRNA ve protein
ekspresyonlarina bakmislar ve TIMP-1 ekspresyonunun yiiksek dereceli malignite ile korele
ve bagimsiz bir prognostik faktor oldugunu bildirmislerdir (25).

TIMP-3, 24 kD agirhiginda ve ECM’in komponenti olan bir enzimdir. Kanser
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi, tiimoriin biiylimesini ve anjiogenezi baskiladigi
bildirilmektedir. Kolon, 06zefagus, meme, prostat ve akciger kanserlerinde TIMP-3
ekspresyonu ve klinik dnemi bildirilmistir. Kolon kanserinde TIMP-3 ekspresyonundaki

bolgesel kaybin, tiimdriin invazyonu arttirdig1 6zefagus kanserinde TIMP-3 ekspresyonundaki
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azalmanin invazyon, evre ve kotli prognoz ile iliskili oldugu bildirilmistir (28-30). Ayrica
yliksek TIMP-3 ekspresyonu olan meme kanserli olgularin, diisilk ekspresyon gdsteren
olgulardan hastaliksiz sagkalim siirelerinin daha uzun oldugu bildirilmektedir. Azalmis
TIMP-3 ekspresyonlarinin malign tiimdrlerde daha agresif davranisa neden oldugu deneysel
calismalar ile de gosterilmistir ( 69, 70).

TIMP-3 ekspresyonunda artmanin saglanmasinin yeni bir kanser tedavi modelini
olusturulabilecegi bildirilmektedir. MMP inhibitorlerinin gelistirildigi ve bunlarin yeni
arastirma ilaci olarak denendigi (71), ancak MMP inhibitdrlerinin tek basina kullanilmasindan
ziyade MMP inhibitorlerinin TIMP-3 artisina neden olacak ajanlar ile kombinasyonunun daha
etkili olabilecegini ileri siiren ¢aligmalar bulunmaktadir (30). Bachman ve ark (1999), bir¢ok
insan kanser hiicre hattinda TIMP-3 geninin 5°CpG adaciklarinda yogun bir sekilde
metilasyon oldugunu ve bunun da TIMP-3 ekspresyonun da kayba neden oldugunu
saptamiglardir. TIMP-3’iin hipermetilasyonu, bobrek, beyin, kolon, meme ve akciger kanseri
gibi kanserlerde gosterilmistir (28). Hiicre kiiltiirti modellerinde HGF uyariminin TIMP-3
ekspresyonunu artirdigi, TIMP-3 overeksprese edilen hiicrelerde hiicre proliferasyonunun
azaldigi, hiicrelerin epitelyal bir fenotip kazandigi gosterilmistir. TIMP-3 bloklanmasi ise
hiicre proliferasyonunu, tutunmadan bagimsiz biiylimeyi ve hiicre invazyonunu artirmaktadir
(31).

Hiicre yiizeyi ile iliskili proteinazlar ve bunlarin inhibitorleri arasindaki dengenin
bozulmasi (artmis MMP diizeyleri ve azalmig TIMP diizeyleri gibi) nin tiimdriin yayilmasini
arttirmas1 beklenmektedir. Ancak, bazit TIMP lerin biiyiime faktorii gibi hareket ettigi de
goriilmektedir. TIMP-1 ve TIMP-2, eritroid hiicrelerin proliferasyonunu potansiyalize eder ve
hiicrelerin ¢ogunda bliyiimeyi hizlandirict etkileri vardir. TIMP-3{in ise timor biiylimesi ve
anjiogenezisi suprese ettigi bildirilmektedir.

RhoA

Rho GTPazlar, hiicre iskeletinin farkli komponentlerini etkileyerek hiicre
migrasyonunu regiile eden kii¢ciilk molekiillii ras onkogenik proteinlerindendir. Hiicrelerin
migrasyonunu, olasilikla hiicre-substrat adezyonu ve matriksin remodelling’i gibi hiicre
iskeletinin ¢esitli komponentlerini etkileyerek diizenlerler (72,73). Rho’larin bazi kanserlerde
ekspresyonun anormal bi¢imde arttigi ve kotii prognoz ile iliskili oldugu bilinmektedir
(74,75). Rho’lar ve onlarin efektdr molekiilii raf”in, HGF ile indiiklenen hiicre migrasyonunda
rol oynayan sinyal ileti molekiilleri oldugu bildirilmektedir (10,76, 77).

Rho alt familyasi, Cdc42, Rac ve RhoA’ dan olusan kiiciik GTPaz’lardir. Aktin hiicre

iskeletinin organizasyonunu, hiicre motilitesini ve sonrasinda da kanser hiicrelerinin
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invazyonunu modiile ederler. Cdc42’nin aktivasyonu ile birlikte RhoA’nin inaktivasyonu
filodopia ile sonuglanirken, Rac’in aktivasyonu lamellipodia ile, RhoA’nin aktivasyonu
fokal adezyon ve stres fiberleri ile sonuglanir ve© ECM’e giiclii adezyon ve hiicre-hiicre
temasinin siirekliligini saglar. Bu nedenle, RhoA’nin Cdc42 ve Rac ile uyumlu regiilasyonu,
hiicre migrasyonununda ¢ok onemli bir olaydir. Migrasyon ig¢in RhoA’nin aktivasyonu
gereklidir ancak artmig RhoA aktivasyonu migrasyonu inhibe edebilir. Rho’lar sadece aktin
hiicre iskeletinin kontroliinde degil, sitokinezis ( mitoz sonrasi hiicrenin boliinmesi), SSS’de
noronlarin gelisimi ve diiz kas kasilmasinda da rol oynarlar (10,76,77). Rho ailesi iiyeleri,
MAPK sinyal ileti yolagmi aktive ederek, gen ekspresyonlarini da regiile edebilirler.
Rho’larin efektdr molekiilii bir serin-threonin kinaz olan Rho kinaz (ROCK) dir. ROCK’1n
aktivasyonu, bir¢cok hiicre iskeleti proteinlerinin fosforilasyonuna neden olarak, stres fiberleri

olusumunu ve ECM’e adezyonu stimiile eder (73-75).

4.5 HGF/c-Met yolag1 ve KHDAK

Akciger kanserlerinde, c-Met ekspresyonlarinin arttig1 bildirilmektedir. Bu kanserlerin
invazyon ve metastaz siire¢lerinde HGF/c-Met sinyal ileti yolaginin yapisal aktivasyonunun
iligkili oldugu disiiniilmektedir. Yapilan calismalarda akciger kanserlerinde c-Met
reseptOriinlin tirozin kinaz domaininde, sema domainde ve jukstamembranal domainde
somatik mutasyonlar saptanmistir (13,39,42,43). Ancak bu mutasyonlarin tiimoriin
progresyonu ve invazyon kapasitesi ile iligkisi tam olarak agiklanamamustir.

To ve arkadaslari(78), KHDAK hiicre hatlarinda yaptiklart bir calismada, Met
reseptOriiniin adenokanser ve skuamoz hiicreli kanser subtiplerinde farkli eksprese edildigini
saptamiglardir. Primer adenokanserlerin 2/3” inde ve adenokanser hiicre hatlarinin ¢ogunda c-
Met ekspresyonunun artmis oldugu ve AK disi subtiplerde ekspresyon artisinin daha az
gozlendigini bildirmislerdir. Ayrica NCI-H1264 akciger kanseri hiicre hatlarinda, Met
reseptor ekspresyonundaki artmanin AK’de onkogenik etkisi oldugu, diger subtiplerde
ozellikle SHK’ de ise tiimor supresif etkisi oldugunu bildirmislerdir. Bunun da sinyal ileti
yolaklari ile agiklanabilecegini bildirmislerdir (78).

HGF ve c-Met ‘in KHDAK dahil pek ¢ok kanserde ekspresyonunun arttigi ve timor
hiicrelerinin invazyon ve metastaz kapasitelerini arttirdigi bildirilmektedir (10,32,33). HGF ve
c-Met’ in overekspresyonunun tiimoriin histolojik tipi ile korele oldugu ve daha ¢ok AK’de

goriildigi bildirilmektedir (34,78, 79).
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4.6 Kanser tedavisinde farmakolojik hedef olarak c-Met ve diger tirozin kinaz

reseptorlerinin yeri ve 6nemi

Bugiine kadar 75’ den fazla tirozin kinaz reseptorii (RTK) saptanmistir ve bunlarin
cogu onkogenezis ile iliskilidir. Bazi RTK’lar protoonkogendir ve reaktif oksijen radikallari
(ROS) nde degisiklikler, sinyal ileti molekiillerinin aktivasyonu, hiicresel proliferasyon,
migrasyon ve hiicrenin yasam siliresi gibi parametrelerde degisikler yaparak, hiicrenin
cogalmasina ve metastaza neden olurlar. Bu nedenle RTK’lar, antikanser tedavide, hedef
molekiillerden biridir. Protoonkogenik 6zellik gosteren bazi RTK lar: c-Kit, Eph, PDGF, FIt3
ve c-Met’tir. Bir c-Met inhibitorii olan PHA-665752’nin, K-ras mutasyonu olan farelerde,
akcigerlerdeki tiimdrigenezisi inhibe ettigi bildirilmistir (80). c-Met’ e hedeflenmis ajanlarin
pek cogu halen preklinik caligsmalarda denenmekte, bir kismi1 da Faz I klinik calismalara
gecmistir. Ileride pek ¢ok kanserde, sitotoksik yanit elde etmek icin, HGF/c-Met inhibitérleri
ile kombine edilmis tedavi modalitelerinin kullanilabilecegi bildirilmektedir.

Her2 ekspresyonu artmis meme kanseri hiicrelerinde, c-Met’in siklikla eksprese
oldugu ve trastuzumab (Her 2- monoklonal antikoru)’ a karsi gelisen dirence katkida
bulundugu bildirilmektedir (77). Bu hastalarda Her2 ve c-Met antikorlarin birlikte kombine
kullanilmasinin tedaviye direnci 6nleyebilecegi bildirilmektedir (77).

NK1, HGF/SF’in N terminal ucunu (N) ve birinci kringle domainini (K1) iceren bir
alternatif splice varyantidir ve parsiyel agonisttir. Bazi NK1 varyantlarimin gergek bir
antagonist gibi davrandig1 ve hiicre migrasyonunu ve hedef hiicrelerdeki DNA sentezini
inhibe ettikleri ve kanser tedavisinde olasilikla terapotik degerlerinin  olabilecegi
bildirilmektedir (81).

Kolorektal kanserlerde RTK aktivitesinin tiimdr biiylimesi ve kotii prognoz ile iligkili
oldugu bildirilmektedir. Ek olarak, COX-2 ekspresyonunun tiimdr biiylimesi ve invazyona
katkis1 oldugu ve c-Met inhibitorleri ile birlikte, COX-2 inhibitorii selekoksibin birlikte
kullanilmasinin kolorektal kanserli hastalarda kullanilabilecegi bildirilmektedir (12).

c-Met sinyal yolagini bloklayan inhibitorlerin kullaniminin  6zellikle tlimor
anjiogenezinin, timor invazyon ve metastazinin bloklanmasinda Onemli oldugunu , bazi
molekiillerin faz 2 ve 3 g¢aligmalarinin siirmekte oldugu bildirilmistir (12). Bu da farkh
kanserlerde HGF/c-Met yolaginin ve bu yolakta rol alan molekiillerin belirlenmesini daha da

onemli hale getirmektedir.
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5. GEREC VE YONTEMLER

Bu calismada; Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji arsivinden saglanan 63
NSCLC olgusuna ait doku orneklerinde, HGF ve c-Met ekspresyonu immiinhistokimyasal
olarak arastirildi. Ayn1 dokulardan alinan kesitlerden elde edilen genomik DNA’ lar, c-Met
reseptOriiniin  transmembranal (ekzon 13), jukstamembranal (ekzon 14) ve sitoplazmik
bolgelerini (15-21.ekzonlar) kodlayan tiim ekzonlara 6zgii primerler kullanilarak polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile amplifiye edildi ve bu bdlgelerin DNA dizi analizi
gergeklestirildi. Ayrica HGF/c-Met yolag1 aktivasyonu ile diizenlendigi diisiiniilen matriks
metalloproteinaz proteinleri ( MMP-2 ve MMP-9) ile metalloproteinaz doku inhibitorleri (
TIMP-1 ve TIMP- 3) ve RhoA’ nin ekspresyonlar1 immunhistokimyasal olarak arastirildi.

Olgulara ait Hematoksilen-Eosin boyali preparatlar tekrar degerlendirilerek, histolojik
smiflandirilmalar1  Diinya Saghk Orgiitii'ne gore, evrelendirilmeleri (veya TNM
siniflandirilmalart ) Uluslaras: Kanser Birligi’nin (UICC) besinci diizenlemesine gore yapildi.
Hastalara ait klinik bulgular, Onkoloji Anabilim Dali’nin hasta dosyalarindan elde edildi.

Her olgu i¢in tiimorii en iyi Ornekleyen dokuya ait; % 10’luk formalinde fikse,
parafine gomiilii bloklar secildi. Secilen bloklardan hazirlanan, 5 mikron kalinlikta kesitler
poly-L-lysin ile kapli lamlara alinarak immunhistokimyasal boyama i¢in oda 1sisinda

bekletildi.

5.1 immunhistokimyasal Boyama

Immunboyama; peroksidaz ile isaretlenmis, streptavidin-biotin yontemi kullanilarak

yapildi. Uygulamada su asamalar izlendi:

1. Polilizinli kesitler ksilolde 20 dk. bekletilerek deparafinize edildi.

2. Daha sonra % 96’lik alkolden baglayarak %70’lik alkole dek alkol serilerinden
gecirilerek rehidrate edildi.

3. Kesitlerin ¢evresi simirlayici kalem ile gergceve igine alindi ve kesitler dnceden
hazirlanan, pH’s1 7.2 olan Tris soliisyonunda 5 dk. yikandi.

4. Kesitlere; %3’liik hidrojen peroksit (H,O) damlatilarak 15 dk bekletildi. Bu uygulama
ile endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi.

5. Kesitler 5 dk. tris soliisyonu ile yikandiktan sonra; tris soliisyonu dolu 6zel kaplara
yerlestirildi. Daha sonra lamlar, mikrodalga firinda ii¢ kez 5’er dk siire ile kaynatildi*.

Boylece antijenin agiga c¢ikarilmasi saglandi (c-Met IHK’da ise bu basamakta
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10.
11.
12.
13.

14.
15.

kaynatma iglemi yerine proteinaz K kullanildi. Bu amagla, her bir lamin tizerine 100
uL proteinaz K konup etiivde (37 °C de) 20 dk beklendi). (Tablo 3).

Kaynatmadan sonra kesitler, oda 1si1sinda sogumaya birakildi.

Kesitler tris sollisyonu ile yikandiktan sonra; primer antikorlar ile 30-40 dk siire ile
inkiibe edildi.

Tris soliisyonu ile 5 dk yikanarak baglanmamis antikorlarin uzaklagmasi saglandi.
Kesitlere biyotine bagli sekonder antikordan damlatilarak 10 dk bekletildi.

Kesitler 5 dk tris soliisyonu ile yikandi.

Kesitlere streptavidin peroksidaz soliisyonu damlatilarak 10 dk bekletildi.

Kesitler 5 dk tris soliisyonu ile yikanda.

Antijen-antikor baglanmasim1  gostermek i¢in Onceden hazirlanan 3, 3’
Diaminobenzidin tetrahidrokloriir (DAB)/ H,O, damlatilarak, kahverengi renklenme
gbzlenene dek beklendi (5-7 dk) ve daha sonra ¢gesme suyunda yikandi.

Kesitlere Mayer’s hematoksilen ile zit boyama yapildi.

Cesme suyunda yikanan kesitler, % 70’lik etil alkolden % 96’lik alkole kadar alkol
serilerinden gegirilerek dehidrate edildikten sonra, saydamlagma saglamak amaciyla

10 dk ksilolde bekletildi ve entelan ile kapatildi.

*[HK sirasinda antijen agiga ¢ikarmak icin kullanilan kaynatma metodlar1 ve kullanilan

antikorlar tablo 3’de verilmistir.

Proteinaz K hazirlanmasi: 1/500 diliisyonda PBS i¢inde hazirlaniyor. 10 mg/mL’ lik

stoktan 20 puL alinarak, PBS ile 10 mL’ ye tamamlaniyor ve bu soliisyondan 100 pL, her

bir lama konuyor.
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Tablo 4. IHK sirasinda kullanilan antikorlar ve kaynatma metodlar:

Ticari Katalog no Primer Antikor Diliisyon Antijen
marka oranlar1 retrieval
HGF-p Santa-Cruz . (H-170) Rabbit PAb 1/50 Sitrat (pH 6)
sc-13087 kaynatma
98 °C
c-Met Santa-Cruz C-28, Rabbit PAb 1/300 Proteinaz-K
sc 161 37°C
RhoA Santa-Cruz  Rho A (26C4): 1/100 Sitrat (pH 6)
sc-418 Mouse MADb kaynatma
98 °C
MMP-2 Neomarker MS-806-P Mouse MAb predilie  Sitrat (pH 6)
kaynatma
98 °C
MMP-9 Santa-Cruz Sc-21733 Mouse MAb 1/20 EDTA (pH 8)
kaynatma
98 °C
TIMP-1 Neomarker RB-9204-R7 N-terminal spesific 1/80 Sitrat (pH 6)
rabbit Ab kaynatma
98 °C
TIMP-3 Neomarker RB-9253-P Rabbit PAb 1/20 Sitrat (pH 6)
kaynatma
98 °C

5.2 Immunreaktivitenin Degerlendirilmesi
Immunhistokimyasal skorlama icin boyanma gosteren alanlar randomize secilerek
degerlendirildi. HGF, c-Met, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-3 ve RhoA proteinleri i¢in
immunreaktivitenin degerlendirilmesi sitoplazmik boyanma iizerinden yapildi ve boyanmanin
dagilimi (D) ve yogunlugu (Y) semikantitatif olarak degerlendirildi. Buna gore timor
hiicrelerinde; dagilim %0-25 arasi sayida hiicresel pozitiflik ( 1puan), % 26-50 aras1 sayida
hiicresel pozitiflik (2 puan), % 51-75 arasi sayida hiicresel pozitiflik ( 3 puan), % 76-100
aras1 sayida hiicresel pozitiflik ( 4 puan) olarak derecelendirildi. Yogunlugu da ¢ok zayif ( 1
puan), zayif ( 2 puan), orta ( 3 puan) ve yogun ( 4 puan) olarak derecelendirildi. YxD
formiiline gore 4 ve 4’lin altindaki skora sahip olanlar zayif boyanma, 4’lin {lizerindeki

boyanmalar ise giiclii boyanma olarak degerlendirildi. Boyanmanin hi¢ olmamasi 0 (negatif)

olarak skorlandi.
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5.3 Total Genomik DNA Izolasyonu

Genomik DNA’lar, parafine gomiilii KHDAK tiimoér dokularinin 7+7 @’ luk kesitlerinden
QIAamp DNA Mini Kit (Tablo 4, Katalog no: 51306, Qiagen, Valencia, CA, USA)

kullanilarak izole edildi. Uygulamada su asamalar izlendi:

1.

10.

11.

12.

Parafin kesitleri iceren 1.5 mL’li mikrosantrifiij tiipleri, su banyosunda 56 °C de
homojenize edildi.

Su banyosundan ¢ikarilan tiipler, vortekste spin edildikten sonra, her bir tiibiin i¢ine
180 uL Buffer ATL eklendi.

Uzerine 20 pL Proteinaz K eklendi ve vortekste karistirildi. Su banyosunda 56 °C de,
dokularin tamamu lizis olana kadar (arada vorteksleyerek) inkiibe edildi.

Su banyosundan ¢ikarilan tiipler, kapaklarda kalan sivinin agag1 inmesi i¢in kisa siireli
santrifiije edildi. Uzerine 200 pL Buffer AL eklendi ve 15 sn siireyle aralikli olarak
vortekslendi.

Su banyosunda 70 °C de, 10 dak. inkiibe edildikten sonra kisa siireli santrifiij yapildu.
Orneklere 200 uL % 96-100’liik etanolden eklendi ve 15 sn siireyle aralikli olarak
vortekslendi. Kisa siireli santrifiij ile kapaklarda kalan sivinin asagi inmesi saglandi.
Elde edilen mikstiir, 2 mL’lik toplama tiiplerinin ic¢ine yerlestirilen QIAamp spin
kolonlaria dikkatlice aktarildi. Kapaklar1 kapatilip, 6000xg (8000 rpm)’de 1 dak.
santrifij edildi.

Filtrat igeren toplama tiipleri atilarak, spin kolonlari, yeni ve temiz 2 mL’lik toplama
tiiplerinin igine alindi. Uzerlerine 500 pL yikama tamponu 1 (Buffer AW1) eklendi ve
6000xg (8000rpm)’de 1 dak. santrifiij edildi.

Filtrat iceren toplama tiipleri atilarak, spin kolonlari, yeni ve temiz 2 mL’lik toplama
tiiplerinin icine alind1. Uzerlerine 500 pL yikama tamponu 2 (Buffer AW2) eklendi ve
20,000xg (14,000 rpm)’de 3 dak. santrifiij edildi.

Filtrat iceren toplama tiipleri atilarak, spin kolonlari, yeni ve temiz 2 mL’lik toplama
tiplerinin i¢ine alindi ve yikama tamponu 2 (Buffer AW2)’yi uzaklagtirmak i¢in
20,000xg (14,000 rpm)’de 1 dak. santrifiij edildi.

Filtrat iceren toplama tiipleri atilarak, spin kolonlari, yeni ve temiz 1.5 mL’lik
mikrosantrifiij tiiplerinin i¢ine alind1 ve 100 uL Buffer AE eklendi ve oda sicakliginda
1 dak. inkiibe edildikten sonra 6000xg (8000rpm)’de 1 dak. santrifiij edildi.

Onbirinci basamakta yapilan iglemler bir kez daha tekrarlandi.
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Tablo 4. Genomik DNA eldesinde kullanilan kit ve igerikleri

QIAamp DNA Mini Kit

Katalog no 51304 51306
Preparat sayisi 50 250

QIAamp Spin kolonlar1 50 250

Toplama tiipleri (2 mL) 150 750

Buffer AL 12 mL 54 mL
Buffer ATL 10 mL 50 mL
Buffer AW1 (Konsantre) 19 mL 95 mL
Buffer AW2  (Konsantre) 13 mL 66 mL
Proteinaz K 1.25 mL 6 mL

5.4 Total Genomik DNA izolasyonu Sonrasi Orneklerin Spektrofotometrik

Analizi

Izolasyon sonrast DNA’larm varligi ve kalitesi % 0.7’lik agaroz jel elektroforezinde
kontrol edildikten sonra, elde edilen genomik DNA (gDNA) 6rneklerinden miktar tayini (1)
ve saflik derecesi (2) spektrofotometrede ( Ultraspec 2000, Pharmacia Biotech) 260 ve 280
nm absorbans degerlerinde dlciilerek, agagidaki formiillerden yararlanilarak saptanda.
pg/mL gDNA= Aj¢ x diliisyon faktorii (100) x 50 pg/mL* (1)

gDNA saflik derecesi = Azeo/ Azso 2)

Biitiin diliisyonlar ve kalibrasyonlar, steril distile su ile gerceklestirildi.

* 260 nm deki bir birim absorbans degeri, yaklasik olarak 50 ng gDNA /mL’ ye esittir.
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5.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

c-Met’in transmembranal (ekzon 13), jukstamembranal (ekzon 14) ve tirozin kinaz
bolgelerinde (ekzon15-21), DNA diizeyinde meydana gelen degisimlerin incelenmesinde PCR
yontemi kullanildi. Ileri ve geri primerler internetteki Primer3 programi ile tasarlands,
dizilerin yerlesimi NCBI BLAST programi kullanilarak kontrol edildi. PCR c¢alismalari
sicaklik dongii diizenleyicisinde (TC-412, Thermal cycler) gerceklestirildi.

PCR profili 1: 5 uL 10X PCR Buffer (Sigma P-2192), her bir niikleotidden 10 mM
iceren ANTP karigimindan 1.25 pL (katalog no: R0192, MBI Fermentas GmBH, St-Leon-Rot,
Germany), 3 veya 5 pL 25mM’lik MgCl,, ileri ve geri primerlerinden 5’er pmol (her birinden
2.5 pL) iceren karisima 2 pL gDNA eklendi ve dH,O ile 45 upL’ye tamamlandi.
Amplifikasyon igin reaksiyon karisimi 94°C’ de 5 dak. ilk denatiirasyonun ardindan her bir
PCR tiibiiniin i¢ine 5 pl diliie (I0XPCR buffer ile 1:10 oraninda diliie edildi) Taq polimeraz
(katalog no: EP0281, MBI Fermentas GmBH, St-Leon-Rot, Germany) enzimi eklendi (hot
start) ve PCR reaksiyonu son hacim 50 pL iizerinden gergeklesti. Daha sonra, 94°C’de 30 sn,
65-58°C’de 30 sn (ilk 14 déngiide, her bir dongiide sicaklik 0.5 °C azalacak sekilde 65 °C’den
58°C’ ye diistiriildii, sonraki dongiilerde 58°C olarak devam etti) ve 72°C’de 45 sn’den olusan
35 dongii sonrasinda 72°C’de 7dk son uzamaya tabi tutuldu. Bu PCR profili, 13, 14,
17,18’inci eksonlarin 20-21° inci eksonun birinci  ve ikinci bdliimlerinin amplifiye

edilmesinde kullanildi.

PCR profili 2: 5 uL 10X PCR Buffer (Sigma P-2192), her bir niikleotidden 10 mM
iceren ANTP karisimindan 1.25 pL (MBI Fermentas), 3 veya 6 pL 25mM’lik MgCl,, ileri ve
geri primerlerinden 5’er pmol (her birinden 2.5 pL) igeren karigima 2 pl. gDNA eklendi ve
dH,0 ile 45 pL’ye tamamlandi. Amplifikasyon i¢in reaksiyon karisimi 94°C” de 5 dak. ilk
denatiirasyonun ardindan her bir PCR tiibiliniin i¢cine 5 ul diliie (10XPCR buffer ile 1:10
oraninda diliie edildi) Taq polimeraz (MBI Fermentas) enzimi eklendi (hot start) ve PCR
reaksiyonu son hacim 50 pL iizerinden gerceklesti. Daha sonra, 94°C’de 30 sn, 45°C’de 30 sn
ve 72°C’de 45 sn’den olusan 35 dongii sonrasinda 72°C’de 7dk son uzamaya tabi tutuldu. Bu

PCR profili, 15, 16 ve 19’ uncu ekzon boliimlerinin amplifiye edilmesinde kullanildi.

PCR profili 3: 5 uL 10X PCR Buffer (Sigma P-2192), her bir niikleotidden 10 mM
iceren dNTP karisimindan 1.25 pL (MBI Fermentas), 6 pL 25mM’lik MgCl,, ileri ve geri
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primerlerlerden 5’er pmol (her birinden 2.5 pL) iceren karigima 2 uL. gDNA eklendi ve dH,O
ile 45 pL’ye tamamlandi. Amplifikasyon icin reaksiyon karisimi 94°C° de 5 dak. ilk
denatiirasyonun ardindan her bir PCR tiibiiniin i¢ine 5 pl diliie (I0XPCR buffer ile 1:10
oraninda diliie edildi) Taq polimeraz (MBI Fermentas) enzimi eklendi (hot start) ve PCR
reaksiyonu son hacim 50 pL iizerinden gerceklesti. Daha sonra, 94°C’de 30 sn, 43°C’de 30 sn
ve 72°C’de 45 sn’den olusan 33 dongii sonrasinda 72°C’de 7dk son uzamaya tabi tutuldu. Bu

PCR profili, 20-21" inci ekzonun ii¢lincii boliimiiniin amplifiye edilmesinde kullanildi.

Kullanilan primer sekanslari, PCR iiriinlerinin biiyiikliikleri ve PCR profilleri Tablo

5’de tanimlanmaktadir.
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Tablo 6. c-Met’in PCR ile amplifiye edilen ekzonlarina ait primer sekanslari, PCR kosullar
and PCR iirlinlerinin biiyiikliikleri

c-Met Sekans ( 5°— 37) PCR PCR profilleri
triini
Ekzonlar1
Boyut Mg++ Annealing Dongi
mM) (°C) sayi1s1
(bg) g
GGACCCAAAGTGCTACAACC
Ekzon 13 322 2.5 65-58 35
GCACACAAGAATCGACGACA
GCCCATGATAGCCGTCTTTA
Ekzon 14 256 1.5 65-58 35
CAACAATGTCACAACCCACTG
TTCCTGTTTCAGTCCCCATTA
Ekzon 15 375 3.0 45 35
CACTGCTCTGTCAGTTGCTT
TGAAGCTCATAAAGGGTTTGA
Ekzon 16 214 1.5 45 35

AGGTTGCAAACCACAAAAGT

ATGCTAACTGTGTGGTTTACC
Ekzonl7 269 2.5 65-58 35
ATGGCTGGCTTACAGCTAGTT

GGCTTGAGCCATTAAGACCA
Ekzon 18 276 1.5 65-58 35
GCATTGAACAGTGGGAAACA

TCTATTTCAGCCACGGGTAAT
Ekzon19 379 3.0 45 35
AGGAGAAACTAGAGATAACC

Ekzon 20-21 TGCCCAAAACAGAAACCGTATTGA

326 1.5 65-58 35
(1) GACCCTTTGAAGGCAGGCATT
Ekzon20-21  GGGAGAAGACTCCTACAACCCGAATA

405 2.5 65-58 35
) GTGTGGACTGTTGCTTTGACATAG
Ekzon 20-21  TCCTTCTCTGTTGTCATCAGAAGAT

423 3.0 43 33

3) CTGTGATCAAGAAGCCCTCAAT
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PCR reaksiyonu ile elde edilen iiriinler %1,5 agaroz jel elektroforezinde, 80V akim
altinda, yaklasik 1 saat yiiriitiildiikten sonra goriintiilendi ( Eagle Eye II, Stratagene). Bant
kalinliklari, 100 b¢’lik DNA marker (MBI Fermentas, Catalog No. SM0O243, 100-bp DNA
ladder) ile karsilastirildi. Huh7 insan hepatoma hiicrelerinden elde edilen DNA’lar veya
periferik kan genomik DNA’larindan ayni primer ¢iftleri kullanilarak elde edilen PCR
iirlinleri pozitif kontrol olarak kullanildi. PCR reaksiyon tiipleri i¢ine genomik DNA (kalip)

konmadan elde edilen PCR fiiriinleri negatif kontrol olarak kullanildu.

5.6 PCR Sonras1 DNA Dizi Analizi

Dizi analizleri, Dye Terminator Cycle Sequencing Kit ( Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA) ile, ABI-377 DNA sequencer (Perkin Elmer Corp., Waltham, MA, USA) cihazinda
Macrogen firmasi (Giiney Kore) tarafindan gergeklestirilmistir. Dizi analizleri, her iki yonde
yapilmistir ve bu amagla PCR amplifikasyonunda kullanilan ileri ve geri primerler

kullanilmustir.

5.7 DNA Dizi Verilerinin Blast Analizi

Sekanslar arasindaki homoloji, National Center for Biotechnology Information (National
Institute of Health) BLAST network service kullanilarak degerlendirildi. Sekanslar, referans
sekanslar ile Multalin version 5.4.1 software programi kullanilarak karsilagtirild

(http://bioinfo.genopole- toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html).

5.8 istatistiksel Analiz

Elde edilen tiim verilerin istatistiksel analizleri, SPSS 10.0 for Windows programinda yapildi.
Immunhistokimya verileri ve molekiiler veriler ile klinik ve patolojik veriler arasindaki iliski
analizleri i¢in ki-kare testi uygulandi. Immunhistokimya verileri ve molekiiler veriler ile yas
ve cinsiyet arasindaki iligki Mann-Whitney U testi ile degerlendirildi. Sagkalim analizleri igin
Kaplan Meier testi uygulandi ve karsilastirmalar icin log rank analizi yapildi. Sagkalim
analizleri igin baslangi¢ olarak hastalarin operasyon tarihleri alind. Istatistiksel anlamlilik igin

p degerinin 0.05’den kii¢iik olmas1 gozetildi.
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6.BULGULAR

6.1 Hastalarin Demografik Bilgileri

Toplam 63 KHDAK’li olgunun degerlendirildigi calismada olgularin 56’s1 erkek (
%88.9), 7’si kadin olup (%11.1), yas ortalamast 58.2+ 9.9 idi. Onbir olgu (%17.5) evre I, 26
olgu (% 41.3) evre II, 16 olgu (%25.4) evre IIIA, 7 olgu (% 11.1) evre I1IB ve 3 olgu (% 4.8)
evre IV idi. Olgularin % 15.8’1 (n=10) ileri evre (evre IIIB + evre IV) idi. Histolojik alt
tiplerine gore degerlendirildiginde; 31olgu (%49.2) skuamdz hiicreli, 27 olgu (% 42.9)
adenokarsinom, 2 olgu (%3.2) adenoskuamoz ve 3 olgu (% 4.8) biiyiik hiicreli karsinom idi.

Hastalarin demografik bilgileri, Tablo 7 *de gosterilmistir.

6.2 THK sonuglar1

Tiim olgularda c-Met i¢in pozitif immun boyanma oran1 % 100 (62/62 olgu, 1 olgu
degerlendirilemedi ) idi. Bu olgularin 12 ‘sinde (19%) zayif, 50’sinde (81%) gii¢lii pozitif
boyanma saptandi. HGF i¢in pozitif immun boyanma oran1 % 95 (58/61) iken, giiclii pozitif
boyanma oram1 % 48 (29/61) idi (Tablo 8, Sekil 6 ve 7). Histolojik alt tiplere gore
dagilimlarina bakildiginda; c-Met ve HGF ‘nin SHK’de sirasiyla, % 90 (27/30 olgu) ve % 42
(13/31) oraninda giiglii pozitif boyandig1 gozlenirken, AK’de bu oranin c-Met icin % 78
(21/27), HGF icin % 58 (15/26) oldugu gozlendi. iki adenoskuaméz ve ii¢ biiyiik hiicreli
kanserden olusan {igiincii grupta ise, bu oranlar c-Met ve HGF ig¢in sirastyla % 40 (2/5) ve %
25(1/4) olarak gozlendi. c-Met ekspresyonundaki artisin, SHK’de, AK’e oranla istatistiksel
olarak daha anlamli oldugu saptandi (p=0.045, Tablo 9). c-Met ve HGF’nin koekspresyonu
(her ikisinin de giiglii pozitif boyandig1 olgular) olgularin % 37’sinde saptandi. AK’de
koekspresyon oran1 %46 (12/26) iken, SHK’de % 37 (11/30) idi. c-Met ve HGF ‘nin pozitif
immun boyanma oranlar1 ve histolojik alt tiplere gore dagilimi Tablo 8 ve Tablo 9 ’de
gosterilmistir.

Immunpozitifligin lokalizasyonuna gére dagilimina bakildiginda, HGF igin olgularin %
59.6’sinda (34/57)  sitoplazmik  boyanma  goriilirken,  %38.5’inde  (22/57)
sitoplazmik+membrandz boyanma, bir olguda (%1.7) membranéz boyanma saptandi. HGF
icin giiclii pozitif boyanan olgularda lokalizasyon dagilimlari ise; sitoplazmik % 44.8 (13/29),
sitoplazmik+ membrandz % 51.7 (15/29) ve membranéz % 3.4 (1/29) idi. c-Met i¢in pozitif
immun boyananlarin %21°1 (13/62) sitoplazmik boyanma gosterirken, %74.2’si (46/62)
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sitoplazmik+membrandz boyanma, iki olgu (%3.2) membran6z boyanma gdsterdi. c-Met i¢in
giiclii pozitif boyanan olgularda lokalizasyon dagilimlar1 ise; sitoplazmik % 22 (11/50),
sitoplazmik+ membrandz % 74 (37/50) ve membrandz % 4 (2/50) idi.

HGF ve c-Met ekspresyonlari ile lenf nodu tutulumu arasinda bir iliski olup olmadigi
degerlendirildiginde, gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi gozlendi (p=0.508 ve
p=0.103). Lenf nodu tutulumu olan olgularda koekspresyon sikligina bakildiginda; bir lenf
nodu tutulumu olan 15 olgunun 5’inde (%33) koekspresyon oldugu gozlenirken, iki lenf nodu
tutulumu olan 16 olgunun 10’unda (% 63) koekspresyon gozlendi. Lenf nodu tutulumu, HGF
ve c-Met’ in koekspresyonunun oldugu olgularda, istatistiksel olarak anlamli derecede daha

fazla bulundu (p=0.040).

HGF ve c-Met ekspresyonlarinin evrelere gore dagilimlarima bakildiginda, c-Met i¢in
giiclii pozitif boyanma orani, ileri evre olgularda % 78 (7/9) iken, HGF i¢in % 60 (6/10) idi.
fleri evre olgularda koekspresyon oran1 %44 (4/9) idi ( Tablo 10). HGF, c-Met ekspresyonlari
ve HGF/c-Met koekspresyon oranlari, ileri evre olgular ile erken evre olgular
karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmadi. HGF ve c-Met ekspresyonlar1 ile timor
boyutu (p=0.667 ve p=0.914), lenfatik metastaz (p=0.508 ve p=0.103), tiimor evresi (p=0.408
ve p=0.814) ve niiks orant (p=0.537 ve p=0.293) arasinda anlamli bir iligki bulunmadi.
HGF/c-Met koekspresyonu ile timor boyutu, tiimor evresi ve niiks oranmi arasinda da bir

korelasyon yoktu.

[HK analizleri sonrasinda gii¢lii pozitif boyanma oranlari; MMP-2, TIMP-1, TIMP-3 ve
RhoA ig¢in sirastyla % 69, % 49, % 32 ve % 8 idi. MMP-9 i¢in, 60 olgunun sadece 11’inde
zayif pozitif boyanma saptanirken (% 18.3), gii¢lii pozitif boyanma higbir olguda saptanmadi
(Sekil 8-12). Histolojik alt tiplere gore dagilimlarina bakildiginda; AK ve SHK’de giiclii
pozitif boyanma oranlari sirastyla: MMP-2 ( %74 vs %67), TIMP-1 (%44 vs %47) ve TIMP-3
(%37 vs %30) idi. Pozitif immun boyanma oranlar1 ve histolojik alt tiplere goére dagilimi
Tablo 8 ve Tablo 9°da gosterilmistir.

HGF ve c-Met ekspresyonlart ile, MMP-2, MMP-9 ve TIMP-1 arasinda korelasyon
bulunmadi. Ancak TIMP-3’iin gii¢lii pozitif (2+) boyandigi olgularin, HGF’ nin tek basina
(p=0.002) veya c-Met ile birlikte (HGF+c-Met) giicli pozitif (2+) boyandigi olgular
(p=0.010) oldugu gozlenirken, c-Met’i giiglii pozitif (2+) olan olgularda TIMP-3
boyanmasinin istatistiksel anlamlilik gostermedigi goriildii (p=0.144). Yani, HGF +c-Met ‘in
0 veya 1+ pozitif boyandig1 olgularda TIMP-3 immunpozitifliginin gii¢lii oldugu olgu sayisi,
HGF ve/veya c-Met’in 2+ (gliclii) boyandig1 gruplardaki TIMP-3 pozitif olgu sayisina gore
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istatistiksel olarak daha azdi (p=0.010, %57 vs %93 ve %95). Ayrica, RhoA’nin giiglii pozitif
(2+) boyandig1 5 olgunun, HGF’nin tek basina (p=0.045) veya c-Met ile birlikte (HGF+c-
Met) giiclii pozitif (2+) boyandig1 olgular (p=0.011) oldugu gozlenirken, c-Met’i giiclii pozitif
(2+) olan olgularda RhoA boyanmasinin istatistiksel anlamlilik gostermedigi goriildii
(p=0.116).

MMP-2, MMP-9 ile TIMP-1 ve TIMP-3 arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmadi.
MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-3 ve RhoA ile tiimér boyutu, lenfatik metastaz ve niiks
orani arasinda korelasyon yoktu. Immunpozitifligin evreler ile iliskisine bakildiginda, MMP-
2, MMP-9, TIMP-1 ve RhoA ile, tiimor evresi arasinda bir korelasyon yok iken, TIMP-3
giiclii immunpozitifliginin ileri evrede ( %30 vs %13) istatistiksel olarak daha fazla oldugu

bulundu (Tablo 10, p=0.021).
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Tablo 7. Olgularin demografik 6zellikleri

Parametre n %
Yas ortalamasi (yil) 63 58.2+9.9
Cinsiyet
Erkek 56 88.9
Kadin 7 11.1
Sigara oykiisii
Icen 55 87.3
Igmeyen 8 12.7
Evre
Erken 53 84.1
Ileri 10 15.9
Evre (TNM)
I 11 17.5
II 26 413
A 16 25.4
I11B 7 11.1
v 3 4.8
Histolojik tip
Skuamdz hiicreli karsinom 31 49.2
Adeno karsinom 27 42.9
Diger 5 7.9

40



Tablo 8. Olgularin immun boyanma sonuglari

0 negatif 1+ zayif 2+ giiclii

% Y% %
HGF 4.9 (3/61) 47.5 (29/61) 47.5 (29/61)
c-Met 0 19.4 (12/62) 80.6 (50/62)
MMP-2 1.6 (1/61) 29.5 (18/61) 68.8 (42/61)
MMP-9 81.7 (49/60) 18.3 (11/60) 0
TIMP-1 49 (3/61) 459 (28/61) 49.2 (30/61)
TIMP-3 9.7 (6/62) 58.1 (36/62) 32.2 (20/62)
RhoA 21.3 (13/61) 70.5 (43/61) 82 (5/61)

Tablo 9. Giiglii pozitif immun boyanmalarin histolojik alt tiplere gére dagilimi

Adenokarsinom Skuamoz hiicreli Diger

(%) kanser (%) (%)
HGF 58 (15/26) 42 (13/31) 25 (1/4)
c-Met 78 (21/27) 90 (27/30) ** 40  (2/5)
c-Met+ HGF* 46 (12/26) 37 (11/30) 25 (1/4)
MMP-2 74 (20/27) 67 (20/30) 50  (2/4)
MMP-9 0 (0/26) 0 (0/29) 0 (0/5)
TIMP-1 44 (12/27) 47 (14/30) 100 (4/4)
TIMP-3 37 (10/27) 30 (9/30) 20 (1/5)
RhoA 8 (5/26) 0 (0/30) 0 (0/5)

* Koekspresyon i¢in HGF ve c-Met’in gii¢lii boyanmalarinin (2+) birlikteligi esas alinmistir.

** p=0.045, skuamoz hiicreli kanser vs adenokarsinoma
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Sekil 6. c-Met i¢in gii¢lii pozitif immun boyanma. A, X20 biiylitme, B, X40 biiyiitme

Sekil 7. HGF i¢in giiclii pozitif immun boyanma. A, X20 biiyiitme, B, X40 biiylitme
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Tablo10. Giiclii pozitif immun boyanmalarin evrelerine gore dagilimi

Erken evre Ileri evre
HGF 45 (23/51) 60 (6/10)
c-Met 81  (43/53) 78 (7/9)
c-Met+ HGF 42 (21/50) 44 (409
MMP-2 71 (36/51) 60  (6/10)
MMP-9 0 0
TIMP-1 51 (26/51) 40  (4/10)
TIMP-3 13 (17/52) 30 (3/10)*
RhoA 6 (3/51) 20 (2/10)
p=0.021
A B

Sekil 8. MMP-2 i¢in gii¢lii pozitif immun boyanma. A, X10 biiyiitme, B, X40 biiyiitme
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Sekil 9. MMP-9 i¢in zayif pozitif immun boyanma. A, X20 biiyiitme, B, X40 biiyiitme

Sekil 10. TIMP-1 igin gii¢lii pozitif immun boyanma. A, X20 biiyiitme, B, X40 biiylitme
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Sekil 11. TIMP-3 i¢in giiclii pozitif immun boyanma. A, X20 biiyiitme, B, X40 biiylitme

Sekil 12. RhoA i¢in gii¢lii pozitif immun boyanma. A, X20 biiyiitme, B, X40 biiyilitme
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6.3 c-Met reseptoriiniin tirozin kinaz bolgesinde saptanan mutasyonlar

Altmis iic KHDAK olgusuna ait doku 6rneklerinden elde edilen genomik DNA’ lar, c-
Met reseptoriiniin transmembranal (ekzon 13), jukstamembranal (ekzon 14) ve sitoplazmik
bolgelerini (15-21.ekzonlar) kodlayan tiim ekzonlara 6zgii primerler kullanilarak polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) yontemi ile amplifiye edildi ve bu bdélgelerin iki yonlii DNA dizi
analizi gerceklestirildi. Dizi analizleri sonrasinda c-Met reseptoriiniin 13 -19 ekzonlarinda
mutasyon saptanmaz iken tirozin kinaz aktivitesi gosteren bolgeleri kodlayan 20 ve 21.
ekzonlarda c1254 T-->C transisyonu (D1254D) ve g1339 A-->G transisyonu (A1339A)
seklinde iki adet amino asit degisikligine yol agmayan sessiz mutasyon saptandi. D1254D
mutasyonu 43 olgunun 11’inde (%26, Tablo 11), A1339A mutasyonu ise 42 olgunun 16’sinda
(%38, Tablo 12) saptanirken, bunlarin 6’sinda hem D1254D, hem de A1339A mutasyonu
saptandi. ‘National Center for Biotechnology Information Entrez single nucleotide
polymorphism (SNP) database search’ veri tabaninda yaptigimiz taramalara gore, bu DNA
dizi degisikliklerinin daha once SNP veya mutasyon olarak tanimlanmadigi ve ilk defa

tanimlanan degisiklikler oldugu belirlendi (Sekil 13 ve Sekil 14).

Bu mutasyonlarin; HGF, c-Met, HGF/c-Met, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-3 ve
RhoA ile iliskisi degerlendirildiginde istatistiksel anlamlilik gézlenmedi. HGF ve c-Met IHK
boyamalarinda hem sitoplazmik hem de membrandz boyanma saptanmisti. Bulunan c-Met
mutasyonlari ile bu lokalizasyonlar arasinda istatistiksel agidan mutasyon olanlar ile olmayan

grup arasinda anlamli bir fark yoktu.

Ayrica D1254D ve/veya A1339A mutasyonlart ile yas, cinsiyet, sigara 0ykiisii, timoriin
histolojik tipi, tiimor boyutu, evresi, lenf nodu metastazi ve niiks orani arasinda istatistiksel

anlamlilik bulunmada.
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Tablo 11. Ekzon 20-21 (1)’ de niikleotid degisimi C/T transisyonu

Konsensus dizi

ATCCTGAcGT AAACACCTTT

KHDAK olgu ATCCTGATGT AAACACCTTT

Hasta Histolojik tip Evre DNA dizi Sonug

no (TNM)  degisimi

9 Adenokanser T:NoMy, C-—>T

26 Adenokanser TsNoMy C—>T

36 Skuamoz hiicreli T.N.-My, C-—>T
kanser

39 Skuaméz hiicreli T;NoMy  C—T 1254. pozisyondaki
kanser transisyon sonucunda

40 Skuamoz hiicreli T IN\M, C->T Aspartik asidi
kanser kodlayan

43 Skuaméz hiicreli TsNoMy C—T GAC kodonu GAT
kanser kodonuna doniisiiyor.

22 Skuamoz hiicreli T:NiMy, C->T
kanser GAC—GAT

30 Skuaméz hiicreli T;NoMy  C—T Asp—Asp
kanser

49 Skuamoz hiicreli TsNoMy C—>T
kanser

2 Adenokanser T{N-M; C->T

13 Skuamoz hucreli TsN-M, C-—>T

kanser
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Sekil 13. Ekzon 20-21(1)’de niikleotid degisimi C/T transisyonu gosteren olgularin

kromatogramlarina ( iki yonlii) 6rnekler

Consensus ATCCTGAcGT AAACACCTTT
20-21(1) ATCCTGATGT AAACACCT(T

Hasta no:30 (Skuamoz hiicreli kanser)

[LERI GERI

1ED

Hasta no:49 (Skuamoz hiicreli kanser)

ILERI GERI
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Tablo 12. Ekzon 20-21 (2)’ de niikleotid degisimi G/A transisyonu

Konsensus dizi

ATATCAGCg-ATCTTCTC

KHDAK olgu ATATCAGCA-ATCTTCTC
Hasta Histolojik tip Evre DNA dizi Sonug¢
no (TNM) degisimi
2 Adenokanser TN-M; G—A
6 Skuamoéz T4NoMg G/A heterozigot
hiicreli kanser
8 Adenokanser T>NoMg G/A heterozigot
9 Adenokanser GoA 1339.  pozisyondaki
transisyon sonucunda
36 Skuamoz T2N>My G/A heterozigot  Alanin’i kodlayan
hiicreli kanser GCG kodonu GCA
39 S{‘“an?"z T3NoMo G—A kodonuna doniisiiyor.
hiicreli kanser
26 Adenokanser TsNoMg G—A
GCG—GCA
53 Skuamoz T:N>M G/A heterozigot Ala—Ala
hiicreli kanser
54 Skuamoéz ToN;Mg G/A heterozigot
hiicreli kanser
61 Adenokanser ToN;Mg G/A heterozigot
22 Skuamoéz T3N1M0 G—A
hiicreli kanser
5 Adenokarsinom T3NoMj G/A heterozigot
42 Adenokanser T>NoMy G—A
56 Adenoskuamdz  Ti3NiMj G—A
kanser
55 Adenokanser T>NoMg G/A heterozigot
7 Adenokanser TiN1Mg G/A heterozigot
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Sekil 14. Ekzon 20-21 (2)’ de niikleotid degisimi G/A transisyon gosteren olgularin

kromatogramlarina ( iki yonlii- ileri-geri) 6rnekler

Konsensus dizi ATATCAGCg-ATCTTCTC
KHDAK olgu ATATCAGCA-ATCTTCTC

Hasta no:61 (Adenokanser)

ILERI (G/A heterozigot) GERI
150 190 i
ATATCAGCAATC TTCTE 160 iy

FAAGATTGC TGATA
N
.y
T

|

Hasta no:22 (Skuamoz hiicreli kanser)

ILERI (G—A degisikligi) GERI
180 _ 190 -
VTATCAGCAATCTTCTC S AGAT TC TGATA
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6.4 c-Met’ de Saptanan Mutasyonlarin ve HGF, c-Met, HGF/c-Met, MMP-2,
MMP-9, TIMP-1, TIMP-3 ve RhoA Ekspresyonlarinin Sagkalima Etkisi

Tiim olgular i¢in sagkalim oran1 % 67 idi ( 21 olgu ex, 42 olgu sag). Tiim grupta
ortalama sagkalim siiresi 65.17+ 6.13 (SD) ay (95% confidence interval: 53.16-77.18),
ortanca sagkalim siiresi 71+ 12.3 ay (95% confidence interval: 46.88-95.12) (3—102 ay) ve
ortalama hastaliksiz sagkalim siiresi 30.4+ 23.2 ay (95% confidence interval: 52.4—89.5) idi.
Bir, 2 ve 3 yillik sagkalim oranlar1 sirasiyla %87, %81 ve %70 idi. Immunhistokimyasal
analizler sonucunda HGF, c-Met ve HGF/c-Met ekspresyonlarindaki artiglarin, sagkalim
iizerine etkileri yoktu (Sekil 16-18) . Ayrica, HGF/c-Met koekspresyonu saptanan olgular ile
HGF veya c-Met’in tek basina ekspresyon artisinin saptandigi olgular arasinda sagkalim
stireleri agisindan anlamli bir fark yoktu (p=0.5496). c-Met’in 20-21. ekzonlarinda saptanan
mutasyonlarin tek baslarina sagkalim {izerine istatistiksel olarak anlamli bir etkisi yoktu (
p=0.1736, Sekil 24 ve p=0.1646, Sekil 25). Ancak, her iki mutasyona sahip olgularin
sagkalim siiresi, tek mutasyonu olan veya hi¢c mutasyonu olmayan olgularla

karsilastirildiginda anlamli derecede diistiktii (p=0.0058, Sekil 26).

MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-3 ’de saptanan ekspresyon degisikliklerinin
sagkalim iizerine etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi ( Sekil 19-22). Ancak RhoA
ekspresyonu gli¢lii pozitif (2+) olan olgularda (n=5) sagkalim siiresi, zayif pozitif (1+) olan
veya hi¢ ekspresyon olmayan gruba gore istatistiksel olarak daha diisiik bulundu (p=0.0459,
Sekil 23).
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Sekil 15. Tiim grubun genel sagkalim oranlar1
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Sekil 16. c-Met ekspresyonlarinin sagkalima etkisi (p=0.7565)
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Sekil 17. HGF ekspresyonlarinin sagkalima etkisi (p=0.6114)
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Sekil 18. HGF/c-Met koekspresyonlarinin sagkalima etkisi (p=0.7805)
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Sekil 19. MMP-2 ekspresyonlarinin sagkalima etkisi (p=0.8785)
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Sekil 20. MMP-9 ekspresyonlarinin sagkalima etkisi
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Sekil 21. TIMP-1 ekspresyonlarinin sagkalima etkisi
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Sekil 22. TIMP-3 ekspresyonlarinin sagkalima etkisi (p=0.7515)
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Sekil 23. RhoA ekspresyonlarinin sagkalima etkisi (p=0.0459)*
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Sekil 24. D1254D mutasyonunun sagkalima etkisi (p=0.1736)
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Sekil 25. A1339A mutasyonunun sagkalima etkisi (p=0.1646)
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7. TARTISMA

Tiimoriin invazyon ve metastaz yapmasi, kotii prognoz gostergeleri oldugu igin
ozellikle KHDAK gibi kotii prognozlu kanserlerde, erken donemde tiimor hiicrelerinin
invazyon kapasitesinin saptanabilmesi oldukca onemlidir. Son yillarda c-Met’in normal
yapisal ozellikleri ve biyolojik islevleri hakkinda ¢ok sayida bilgi edinilmistir. c-Met RTK
sinyal iletiminin, onkogenezde asir1 artmasi, 6zellikle invaziv ve metastatik kapasitede artisa
neden olmasi giinlimiizde olduk¢a dikkat ¢eken konulardan biridir. Pek ¢ok malignitede c-
Met mutasyonlar1 veya ekspresyonlarindaki artiglar tanimlanmistir. HGF ve c-Met ‘in
KHDAK dahil pek ¢ok kanserde ekspresyonunun arttig1 ve tiimor hiicrelerinin invazyon ve
metastaz kapasitelerini arttirdigi  bildirilmektedir (10,32,33). Bizim ¢alismamizda da
olgularinin %48’ inde HGF, % 81’inde c-Met’in giiclii ekspresyon gosterdigi belirlendi.
HGF ve c-Met’ in gii¢lii ekspresyonunun tiimdriin histolojik tipi ile korele oldugu ve daha
cok adenokarsinomda goriildiigii bildirilmektedir (34, 78,79). Bizim olgularimizda ise HGF
giiclii ekspresyonu ve HGF/c-Met koekspresyonu daha cok AK’de goriiliirken, c-Met giiclii
ekspresyonu SHK’de gozlendi. Bu sonu¢ AK’lerin daha invaziv ve metastatik fenotip
gostermesi ile uyumlu olabilir.

Bilindigi gibi c-Met yolag1 aktivasyonu artan proteaz iiretimi ile birlikte seyreden
hiicre yayilimi ve motilitesi ile baglayan, ECM yikimi yoluyla hiicre invazyonu ve anjiogenez
artist ile ilerleyen, in vivo tiimor metastazina benzer bir programi tetikler (12, 82). Bu siirecte
ozellikle MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarindaki artisin 6nemli olabilecegi diistiniilmektedir
(16). ECM’ in baslhica komponenti olan kollagen IV’ U yikan MMP-2 ve MMP-
9’ekspresyonunun birgok tiimor tipinde arttig1 ve bu artisin kotli prognoz ile korele oldugu
pek cok calismada bildirilmistir (26,83,84). KHDAK ’lerinde ise MMP-1, MMP-2, MMP-7,
MMP-9, MMP-10, MMP-11 ve MMP14 ekspresyonlarinin arttigr ve bu artisin KHDAK”’
lerinde histopatolojik ve klinik bulgularla korele olduklar1 bildirilmektir (21,22). MMP-2’ de
ekspresyon artiginin nodal invazyon, MMP-11 ‘in timdr boyutu ve nodal metastaz, MMP-14’
iin ileri evre ile iligkili olduklar1 bildiren ¢alismalar bulunmaktadir. Farkli sonuglar bulan
caligmalar da literatiirde yer almaktadir (20, 66-68). Thomas ve ark, KHDAK’lerinde biitiin
MMP’ lerin eksprese edildiklerini ancak bunlarin ekspresyon ve giiclii ekspresyonlarinin
birbirinden farkli oldugunu bildirmislerdir (20). HGF’nin bir¢ok kanser hiicresinde, kanser
hiicrelerinin migrasyonunu direk olarak arttirarak, matriks ve endoteline adezyonunu

arttirarak, en ¢cok da MMP-2, MMP-7, MMP-9 ve uPA gibi proteolitik enzimlerin kanser
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hiicrelerinden  sekresyonunu/ekspresyonunu arttirarak onlarin  invazyon kapasitelerini
arttirdig1 bilinmektedir. Biz de ¢alismamizda KHDAK’lerinde MMP ekspresyonunda artis ve
bu artisin metastaz ve ileri evre ile korelasyonunu goz 6niine alarak KHDAK’lerindeki MMP
artisinda HGF/c-Met yolaginin etkisi olabilecegi hipotezini incelemek istedik. Bu nedenle
calismamizda bazal membraninin yikimina aracilik ederek invazyonu arttiran MMP-2 ve
MMP-9 ekspresyonlarin1 ve bunlarin HGF/c-Met ile iligkisini degerlendirdik. Calisma
sonucunda MMP-2" nin %69 olguda giiclii eksprese oldugunu saptarken, MMP-9’un higbir
olguda giiclii eksprese olmadigini ve sadece 11 (18%) olguda zayif boyanma oldugunu
gordiik. Literatirde MMP-2 ve MMP-9’un KHDAK’de ekspresyonunun arttigini, ve bu
artisin kotli prognoz ile korele oldugunu bildiren ¢aligmalar oldugu gibi ( 26, 83,83), MMP-9
ekspresyonunun olmadigi veya MMP-2’ ye oranla ¢ok daha zayif oldugu ve bu nedenle
MMP-2 diizeylerinin daha 6nemli prognostik bir faktdr oldugunu bildirilen ¢aligmalar da
bulunmaktadir (67). Bu ¢alismalarda, KHDAK’ de MMP-2 i¢in %10 -56 ve MMP-9 i¢in % 3-
71 arasinda degisen ekspresyon oranlari bildirilmektedir (20,21, 26, 64,67). Thomas P ve ark.
(2000), MMP ve TIMP’lerin ekspresyon derecelerini inceledikleri c¢aligmalarinda
KHDAK’de, MMP-2 nin MMP-9’ dan daha fazla oranda giiclii eskprese oldugunu
saptamiglardir ( 10% vs 3%). Verilerimiz MMP-9 ekspresyonunu IHK ile % 3 olarak bulan
Thomas ve ark ile (20), ve. MMP-9 mRNA smin KHDAK’ de hi¢ olmadigini belirten
Nawrocki’ nin (64) sonuglari ile uyumlu goziikmektedir. Ayrica KHDAK’ de MMP-2’ nin
MMP-9’dan daha 6nemli oldugunu bildiren caligsmalar1 desteklemektedir. MMP- 2 ve MMP-
9 ‘un giiclii ekspresyonu ile tiimoriin evresi, sagkalim ve niiks oranlar1 arasinda korelasyon
oldugu daha onceki calismalarda bildirilmektedir (21,83). Ancak biz c¢alismamizda
klinikopatolojik verilerle MMP ekspresyonlari arasinda bir korelasyon saptayamadik. Ayrica
c-Met veya HGF ekspresyonundaki artig ile MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlar arasinda da bir
iliski saptayamadik.

ECM homeostazinda, MMP’ ler kadar bunlarin spesifik inhibitorleri olan MMP doku
inhibitorleri (TIMP) arasindaki denge ile saglandigi bilinmektedir. TIMP’ler, MMP’ lerin
proteolitik aktivitelerini inhibe eden ve tiimor invazyon ve metastazinda rolii olan bir enzim
ailesidir. Bu enzim ailesi dort iiyeden olusmaktadir: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ve TIMP-4.
TIMP’ler, MMP’lere 1:1 molar oranda baglanirlar ve onlar1 spesifik olarak inhibe ederler. In
vitro ve in vivo deneysel ¢alismalarda TIMP-1 ekspresyonu ile metastatik potansiyel arasinda
ters iliski gosterilmistir. Ancak son zamanlarda TIMP’lerin multifonksiyonel olduklar1 ve

paradoksik olarak tiimor progresyonunu arttirdiklart bildirilmektedir. TIMP-1 ve TIMP-2’nin
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MMP inhibitdr etkilerinden ayri1 olarak biiyiime faktorii benzeri etkileri yapi-fonksiyon
caligmalar1 ile gosterilmistir. Ayrica TIMP’ ler, olasilikla apoptozu Onleyerek hiicre
proliferasyonunu stimiile edebilirler. TIMP-1’in antiapoptotik etkisi gosterilmistir. Kolorektal
kanserde ve KHDAK"’ lerin bazi alt tiplerinde TIMP-1 ekspresyonundaki artis ile tiimdriin
daha agresif yap1 kazanmasi arasindaki iligki gosterilmistir (26) . Mori ve arkadaslari, (2000)
O0zefagus skuamoz hiicreli kanserlerinde (ESCC) TIMP-1’in mRNA ve protein
ekspresyonlarina bakmislar ve TIMP-1 ekspresyonunun yiiksek dereceli malignite ile korele
ve bagimsiz bir prognostik faktér oldugunu bildirmislerdir (23,25,26). TIMP’ lerin
regiilasyonunda biiylime faktorleri ¢ok Onemli role sahiptir, son yillarda TIMP lerin
ekspresyonlarinin da biliyiime faktorlerinin biyolojik etkilerinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli
olduklar1 gosterilmistir (85). Biz de ¢calismamizda, HGF/cMet yolagi ve MMP-2 ve MMP-9
ile iligkisi bildirilen TIMP-1 ve TIMP-3 ekspresyonlarmi inceledik. Incelenen olgularm %
49’ unda yiliksek TIMP-1 ekspresyonu oldugu saptandi. Aljada ve arkadaslar1 (2004),
KHDAK’de % 27 ( 43/160) oraninda TIMP-1 ekspresyonunun arttigin1 ve bunun hastalarin
sagkalim stiresini diisiirdiiglinii bildirmislerdir (26). TIMP-1 ekspresyonlarinin, MMP-2 ve
MMP-9 ekspresyonlar1 ve tiimdriin histolojik tipi, tiimor evresi ve lenf nodu tutulumu ile
uyumlu olmadigini, ancak yiiksek TIMP-1 ekspresyonu gosteren olgularda 6lim oraninin,
diisitk TIMP-1 ekspresyonu olanlara gore daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Buna karsin,
Simi ve ark., TIMP-1" in lenf nodu invazyonu ve evre ile anlamli korelasyon gostermekle
birlikte sagkalim {iizerinde etkisi olmadigimi bildirmislerdir (21). Bizim c¢alismamizda
Aljada’nin bildirdigi gibi MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlari, histolojik tip, timor evresi ve
lenf nodu tutulumu ile TIMP-1 arasinda korelasyon yoktu. Ayrica TIMP-1 diizeyleri ile
sagkalim arasinda da Simi ve ark.’inin (21) sonuglari ile uyumlu olarak istatistiksel olarak

anlamli bir iligki saptayamadik.

TIMP-3 ekspresyonunun olgularin %33’ linde arttigin1 belirledik. Deneysel ¢aligmalar
ile TIMP-3’ekspresyonunun, tiimor hiicrelerinde apoptozu indiikledigi (70), tiimoriin
biiylimesini (69, 86) ve anjiogenezi (29,87) baskiladig1 ve azalmig TIMP-3 ekspresyonlarinin
malign tiimorlerde daha agresif davranisa neden oldugu gosterilmistir (69,70). Ayrica klinik
calismalarda, kolon (88), Ozefagus (30, 89), meme (90), prostat (91) ve akciger (92)
kanserlerinde TIMP-3 ekspresyonu ve klinik énemi bildirilmistir. Kolon (88) ve 6zefagus
kanserlerinde (30, 89) TIMP-3 ekspresyonundaki bolgesel kaybin veya azalmanin, tiimoriin
invazyonunu arttirdigy, ileri evre ve kotii prognoz ile iligkili oldugu bildirilmistir (28,30).

Ayrica meme kanserinde yliksek TIMP-3 ekspresyonu olan hastalarin hastaliksiz sagkalim
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stirelerinin, diisiik ekspresyon gosteren hastalardan daha uzun oldugu bildirilmektedir (90).
TIMP-3 ekspresyonunda artmanin saglanmasinin yeni bir kanser tedavi modelini
olusturulabilecegi bildirilmektedir (30). MMP inhibitérlerinin gelistirildigi ve bunlarin yeni
arastirma ilaci olarak denendigi (71) ancak MMP inhibitorlerinin tek bagina kullanilmasindan
ziyade MMP inhibitorlerinin TIMP-3 artisina neden olacak ajanlar ile kombinasyonunun daha
etkili olabilecegini ileri siiren ¢aligsmalar bulunmaktadir (30). Bu calismalarin sonuglari,
TIMP-3 ekspresyonlarinin azalmasi ile tiimor hiicrelerinin daha agresif bir fenotip kazandigini
gostermektedir. Ayrica bu sonugclar, MMP’ler ile TIMP’ler arasindaki denge
diistintildiiginde, diisik TIMP degerlerinin MMP’ler lehine dengenin bozulmasi nedeniyle
tiimor hiicrelerin daha invazif fenotip kazanmasina neden olacag1 goriisiinii desteklemektedir.
Mino ve ark. (2007), KHDAK’de diisiik TIMP-3 diizeylerinin patolojik evre ve lenf nodu
tutulumu ile korele oldugunu ve TIMP-3 diizeylerinin KHDAK*de bagimsiz bir prognostik
faktor oldugunu bildirmislerdir. TIMP-3 ekspresyonunun % 22.4 olguda ( 32/143 olgu)
arttigint  bildirmiglerdir (92). Ayrica yiiksek TIMP3 ekspresyonu olan grupta MMP-2
ekspresyonlarinin  diisiik oldugunu ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugunu
bildirmislerdir. MMP-9 ekspresyonlari ile TIMP-3 arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulamamiglardir. Ayrica TIMP-3 ekspresyonunun daha ¢ok SHK’de oldugunu
bildirmislerdir. Bizim olgularimizda yiiksek TIMP-3 ekspresyonu olan olgularin orani %32
(20/62)’dir ve sadece 6 olguda TIMP-3 ekspresyonu yoktur. Yiiksek TIMP-3 ekspresyon
orani ve TIMP-3 ile MMP-9 ekspresyonlari arasinda anlamli bir korelasyon olmamasi
acisindan, sonug¢larimiz Mino ve ark’inin ¢alismasi ile uyumludur. Ancak bizim olgularimizda
yilksek TIMP-3 ekspresyonu gosteren olgularda, disik MMP-2 ekspresyonunun
bulunmamasi ve TIMP-3 diizeyleri ile lenf nodu tutulumu arasinda korelasyon olmamasi,
Mino ve ark. calismasi ile uyum gostermemektedir. Bizim olgularimizda bu ¢aligmadaki gibi
TIMP-3 ekspresyonlari ile evre arasinda iliski vardi. Ancak bu iliski zit yonde idi, ¢linkii
Mino ve ark. diigsik TIMP-3 ekspresyonu ile ileri evre arasinda iliski bulurken, bizim

caligmamizda yiiksek TIMP-3 ekspresyonu ile ileri evre arasinda korelasyon vardi.

Literatiirde TIMP-3 ekspresyonunda azalma veya kayip ile tiimoriin invaziv fenotip
kazanmas1 arasindaki iliskiyi gosteren bu calismalar yanisira farkli sonuglar bildiren
caligmalar da bulunmaktadir. Yang ve Hawkes (1992), hiicre kiiltiiriinde civciv embryo
fibroblast hiicrelerinde, TIMP-3 proteininin hiicrelerin onkojenik transformasyonunu
arttirdigini bildirmislerdir (93). Ayrica Canovas ve ark (2008), uveal melanomada TIMP-1,

TIMP-3 ve TGF-B ekspresyonlariin arttigini ve bu durumun uveal melanoma gelisiminde
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ve/veya progresyonunda rolii oldugunu bildirmislerdir (94). Bizde ileri evre olgularda yiiksek
TIMP-3 ekspresyonunun erken evre olgulara gore anlamli olarak daha fazla oldugunu
saptadik ( %30 vs %13). Bu sonug¢ Canovas ve ark. ‘nin sonuclari ile uyumlu olmakla birlikte
literatiirde daha once bildirilen caligmalar ile uyum gostermemektedir. Ancak TIMP-3
diizeylerinin diisiik veya yiiksek olmasi ile tiimdriin boyutu, histolojik tipi, lenf nodu tutulumu
ve sagkalim arasinda korelasyon saptayamadik. TIMP-3 diizeyleri ile ilgili bu farkli

sonuclarin agiklanabilmesi i¢in daha genis kapsamli arastirmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

HGF ve c-Met’ in MMP ve iirokinaz gibi proteazlart arttirdigi bilinmektedir (16-18).
HGF ve c-Met’ in invazyon ve metastazi arttirici etkilerinin MMP ve TIMP’ler ile iliskisini
degerlendiren ¢aligmalar ¢ok azdir (17,18). Biz de bu nedenle MMP ve TIMP’ ler ile HGF/c-
Met’ in iligkisini degerlendirdik. Bu amagla dort grup olusturduk: 1) HGF ve c-Met
immunpozitifligi 0 ve/veya 1+ olanlar, 2) HGF ve c-Met, ikisi de 2+ olanlar 3) HGF, 0
veya 1+ olanlar ve c-Met 2+ olanlar 4) c-Met, 1+ olanlar ve HGF 2+ olanlar. Bu 4 grupta
MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-3 ve RhoA’ nin ekspresyon oranlarina baktik. HGF ve c-
Met ekspresyonlari ile, MMP-2, MMP-9 ve TIMP-1 arasinda korelasyon bulamadik. Ancak
TIMP-3’iin, HGF giiclii ekspresyonu (Grup 4, p=0.002 ) veya HGF/c-Met koekspresyonu
(Grup 2, p=0.010) olan olgularda istatistiksel olarak daha fazla giiclii ekprese oldugunu
saptadik. Bu veri, KHDAK’de, HGF/c-Met yolaginin sinyal iletiminde, TIMP-3’iin 6nemli
hedef molekiillerinden birisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu konuyu agiklayici ileri evre

olgularla gergeklestirilecek kapsamli ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Kanser hiicrelerinin invazyon kapasitelerinde énemli 6zelliklerinden digeri, hiicrenin
motilite kazanmasidir. HGF nin VEGF yolagin1 aktive ederek anjiogenezi arttirdigi ve RhoA
araciligiyla hiicre motilitesini arttirdigi bilinmektedir (18, 21, 76). Anjiogenezin artmasi ve
tiimor hiicrelerinin motilite kazanmasi, invaziv fenotip 6zelliklerinden biridir. Rho’larin bazi
kanserlerde ekspresyonun anormal bi¢imde arttigi ve kotii prognoz ile iliskili oldugu
bilinmektedir. Rho’lar ve onlarin efektor molekiili raf’in, HGF ile indiiklenen hiicre
migrasyonunda rol oynayan sinyal ileti molekiilleri oldugu bildirilmektedir. Hiicre motilitesini
arttiran Rho GTPaz’larin pek ¢ok kanserde motiliteyi arttirdigi gibi, MMP’ leri etkileyerek
(75) invazyonu arttirdiklar1 (73) ve ayrica onkogenezdeki etkileri bildirilmektedir (74). Bizim
calismamizda giiclii RhoA ekspresyonu saptanan 5 (%18) olgunun, gii¢liit HGF ekspresyonu
(p=0.045) ve HGF/ c-Met koekspresyonu olan olgular olmasi (p=0.011) ve bu olgularinin
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tamaminin AK olmasi, AK’de HGF ve bununla iliskili olarak gii¢lii RhoA ekspresyonunun

onemli rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bizim c¢alismamizda da olgularinin %48’ inde HGF, % 81’inde c-Met’in giiclii
ekspresyon gostermesi, KHDAK’de HGF/c-Met yolagi aktivasyonunun onemli oldugu
gorlisiinii  desteklemektedir. c-Met’ in ligand-bagimli ve ligand- bagimsiz aktivasyonu
bilinmektedir (6, 34). Bizim ¢alismamizda HGF gii¢lii ekspresyonunun, c-Met’ten daha diisiik
olmasi olgularin bir kisminda ligand-bagimsiz aktivasyon olasiligini desteklemektedir. c-
Met’in ligand bagimsiz aktive olmasinda bilinen en 6nemli mekanizmalardan birisi de
reseptor mutasyonlaridir. Reseptoriin 6zellikle sinyal iletiminde gorevli olan bdélgelerindeki
mutasyonlar sonucunda kendiliginden (constitutive) aktivasyonu olabilmektedir. Bu da
KHDAK gelisiminde c-Met reseptdr mutasyonlarinin énemli olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Farkli timdr tiplerinde c-Met mutasyonlarinin sadece timor progresyonuna degil, tiimdriin
invaziv ve metastatik fenotip kazanmasina da neden oldugu bildirilmektedir (33,36). Ancak
KHDAK’de HGF/c-Met yolag1 aktivasyonunda c-Met mutasyonlarinin roliine iliskin veriler
celiskilidir. Bildirilen mutasyonlarin ¢ogu, c-Met’in jukstamembranal ve tirozin kinaz
bolgesinde yerlesimlidir. Biz de bu nedenle hem jukstamembranal hem de tirozin kinaz
bolgelerini icerecek sekilde, c-Met’in transmembranal ve sitoplazmik bolgelerini olasi
mutasyonlar agisindan inceledik. c-Met ‘in gDNA’sinin ¢ift yonlii dizi analizlerinde 13 -
19°uncu ekzonlar arasinda mutasyon saptayamadik. Daha 6nce literatiirde bildirilen somatik
mutasyonlarin da olgularimizda olmadigini saptadik. Ancak, c-Met’in tirozin kinaz aktivitesi
gosteren bolgelerini kodlayan 20 ve 21’inci ekzonlarda ¢1254 T-->C transisyonu (D1254D)
ve g1339 A-->G transisyonu (A1339A) seklinde iki adet amino asit degisikligine yol

acmayan sessiz mutasyon saptadik.

Annalisa Lorenzato ve ark, c-Met’in somatik mutasyonlarinin primer timor
dokusundan ziyade metastatik tiimor dokularinda oldugunu bildirmektedirler (36). Ma ve ark
da, c-Met mutasyonlarinin KHDAK’de daha cok tiimériin invaziv yliziinde oldugunu ve
bunun da; c-Met’in tiimor invazyonu ve progresyonunda anahtar rol oynayan bir molekiil
oldugu hipotezini destekledigini bildirmektedirler (33). Ancak diger bazi aragtirmacilar, c-Met
aktivasyonunda reseptdr mutasyonlarinin énemli olmadigini bildirmektedirler. Ancak biz
calismamizda c-Met’in mutasyonlari ile tlimoriin histolojik tipi, tiimor boyutu, evresi, lenf

nodu metastazi ve niiks orani arasinda bir iligki bulamadik. Ayrica bu mutasyonlarin; HGF,
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c-Met, HGF/c-Met, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-3 ve RhoA ile aralarinda da anlamli bir

iliski bulunamadi.

Elde edilen IHK ve mutasyon sonug¢larinin hastalarin demografik ve klinikopatolojik
bulgular1 ile korelasyonuna bakildiginda ise, HGF, c-Met, HGF/c-Met, MMP-2, MMP-9,
TIMP-1, TIMP-3 ve RhoA ile yas, cinsiyet, sigara Oykiisii, tiimor boyutu ve niiks orani
arasinda korelasyon bulunmad. Ileri evre ile TIMP-3, ve lenf nodu tutulumu ile HGF/c-Met
koekspresyonu arasinda anlamli korelasyon oldugu saptandi. Tiimor hiicrelerinin invaziv
kapasitesini arttirdigi bildirilen MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-3 ve RhoA’nin giicli
ekspresyonlarinin  HGF/c-Met koekspresyonu olan olgularda tiimoriin daha invaziv karakter
kazanmasina neden olabilecegi ve klinikopatolojik bulgular1 olumsuz yonde etkileyecegi
hipotezi ile RhoA, MMP ve TIMP’lerin giiglii ekspresyonu ile HGF/c-Met
koekspresyonlarinin birlikteligi olan gruplar ile olmayan gruplar arasinda klinikopatolojik
bulgular agisindan farklilik olup olmadigina baktik. Bu amagla; 1) HGF ve c-Met
immunpozitifligi 0 ve/veya 1+ olanlar, 2) HGF ve c-Met, ikisi de 2+ olanlar 3) HGF, ve
/veya c-Met 2+ olanlar ile 1) MMP-2 ekspresyonu 0 ve 1+ olanlar ile 2) MMP-2 ekspresyonu
2+ olanlar, seklinde 6 grup (3x2) olacak sekilde gruplanmis ve her bir alt grup ile, timoriin
boyutu, histolojik tipi, evresi, lenf nodu metastazi, niiks orani ve sagkalim arasinda
korelasyon olup olmadigina bakilmistir. Bu karsilastirmalar, ayni sekilde TIMP-1, TIMP-3 ve
RhoA i¢in de gergeklestirilmistir. MMP-9’un gii¢lii ekspresyonu saptanamadigi i¢in, MMP-9
ile HGF/c-Met koekspresyonun birlikteliginin  klinikopatolojik  veriler ile iligkisi
degerlendirilmemistir. Bu degerlendirmeler sonrasinda HGF/c-Met koekspresyonuna eslik
eden MMP-2, TIMP-1, TIMP-3 ve RhoA giiclii ekspresyonlarinin tiimdriin boyutu, histolojik
tipi, evresi, lenf nodu metastazi ve niiks orani {lizerine anlamli bir etkisi bulunmamistir. Bu
degerlendirmeler, ayrica TIMP-1+TIMP-3 giiclii ekspresyonu olan olgular ile HGF/c-Met
koekpresyon varliginda da bakilmis ve istatistiksel anlamlilik bulunmamistir. TIMP-3 ve
RhoA giiclii ekspresyonlar1 ile HGF/c-Met koekspresyonu arasinda iligki olmasina karsin,

bunlarin birlikteliginin olgularin klinikopatolojik bulgular1 {izerinde etkisi bulunmamustir.

Sagkalim verileri, hastaligin prognozu acgisindan onemli oldugu kadar, sagkalimi
etkileyen molekiillerin yeni tedavi yaklasimlari agisindan hedef molekiiller olabilmesi
nedeniyle 6nem tagimaktadir. Bizim ¢alismamizda HGF, c-Met, HGF/c-Met, MMP-2, MMP-
9, TIMP-1 ve TIMP-3 ’de saptanan ekspresyon degisikliklerinin sagkalim {iizerine etkisi
yoktu. Ancak RhoA ekspresyonu giiclii pozitif (2+) olan olgularda (n=5) sagkalim siiresi,
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zayif pozitif (1+) olan veya hi¢ ekspresyon olmayan gruba gore daha diisiik bulundu. Bu
parametrelerin HGF/c-Met koekspresyonu ile birlikteligin de sagkalim iizerine etkileri
degerlendirildiginde, yine sadece RhoA’nin 2+ oldugu durumda sagkalim siiresinin
diistiigiinii, MMP-2, TIMP-1 ve TIMP-3 ‘iin ise HGF/c-Met koekspresyonu olan olgularda
sagkalim {izerine etkisi olmadigini gordik. c-Met mutasyonlarin sagkalim {izerine etkisi
degerlendirildiginde ise; D1254D ve A1339A mutasyonlarinin bir arada oldugu olgularin
sagkalim stirelerinin, tek mutasyonu olan veya hi¢ mutasyonu olmayan olgulardan daha diisiik
oldugu saptandi. Bu da karsinogenez siirecindeki genomik instabilitenin, bliylime faktorii
sinyal ileti yolaklarinda mutasyonlara yol agarak onkogen aktivasyonuna neden olabilecegini
kanitlayan bir bulgudur. Her ne kadar burada saptadiimiz mutasyonlar reseptor
aktivasyonuna yol agmamis olsa da, tek bir reseptoriin yalnizca sinyal ileti bolgesinde iki
mutasyonun saptaniyor olmas1t KHDAK’ nin progresyonunda DNA genomik instabilitenin rol

oynayabilecegini ve bu instabilitenin sag kalimi olumsuz etkiledigini gostermektedir.
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8. SONUC ve ONERILER

Sonu¢ olarak KHDAK’lerinde 1) HGF/c-Met sinyal ileti yolaginin roliinii ve bu
yolagin olast invazyonu arttirict etkileri ile 2) HGF/c-Met’in MMP-2, MMP-9, TIMP-1,
TIMP-3 ve RhoA arasindaki iligkiyi IHK yontemi ile 63 KHDAK’li olguya ait parafine
gomiili arsiv kesitlerinde ve ayrica 3) c-Met mutasyonlarinin bu yolagin aktivasyonu ve 4)
diger parametreler ile iliskisini ve 5) tim bu parametrelerin olgularin klinikopatolojik

bulgulari ile iliskisini inceledigimiz bu ¢aligmada;

1) HGF ve/veya c-Met giclii ekspresyonun KHDAK’de siklikla goézlenirken, c-Met
mutasyonlarinin daha az siklikta oldugunu, 2) c-Met giiclii ekpresyonunun, olgularin bir
kisminda HGF’den bagimsiz oldugunu, 3) HGF/c-Met koekspresyonunun AK’de daha sik
gbzlendigini, 4) HGF/c-Met koekspresyonu olan olgularda lenf nodu metastazinin daha fazla
oldugunu, 5) KHDAK’de MMP-2 gii¢lii ekpresyonunun, MMP-9 giiclii ekspresyonundan
daha sik goriildigini, 6) HGF/c-Met koekspresyonunun, RhoA ve TIMP-3 giiclii
ekspresyonlari ile iliskili oldugunu, 7) TIMP-3 giiclii ekpresyonunun, ileri evre olgularda daha
fazla oldugunu, 8) RhoA giiclii ekspresyonu veya c-Met’te ¢ift mutasyon olan olgularda

sagkalimim anlaml olarak azaldigini gosterdik.

Sonug olarak;

KHDAK’lerinde HGF/c-Met yolaginin aktive oldugunun ve HGF/c-Met
koekspresyonunun lenf nodu metastazi ile korele oldugunun belirlenmesi, KHDAK ’lerinde
HGF/c-Met yolaginin kotii prognostik bir faktor olarak rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.
MMP’leri inhibe edici etkisi nedeni ile iyi prognostik faktor olabilecegi one siiriilen TIMP-
3’lin diger bircok calismada oldugu gibi, bizim c¢alismamizda da MMP’ler ile iliskisi
bulunmadi. TIMP-3’iin beklenenin aksine kotii prognostik faktdr olabilecegini bildiren
caligmalar ile uyumlu olarak biz de TIMP-3’iin KHDAK ’lerinde en 6nemli prognostik faktor
olan evre ile iliskili oldugunu ve ileri evre olgularda TIMP-3’iin giiclii ekspresyonunun, erken
evre olgulara gore anlamli olarak daha fazla oldugunu gosterdik. Ayni zamanda RhoA ve
TIMP-3 ile HGF/c-Met koekspresyonunun korele olmasi, RhoA ve TIMP-3’iin koti
prognostik  etkilerini  HGF/c-Met aracilifiyla  gergeklestirdigini  diislindlirmektedir.
Bulgularimiz, KHDAK tedavisinde, HGF/c-Met yolaginin tek basina veya TIMP-3 ve RhoA
‘nin inhibisyonu ile birlikte blokajinin yeni molekiiler tedavi hedefleri olabilecegini

distindiirmektedir.
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c-Met’de goriilen mutasyonlarin, c-Met ekspresyonlarindan daha az siklikla goriildiigiinii ve
daha siklikla tirozin kinaz bolgesinde oldugunu, ancak tek mutasyonun sagkalimi
etkilemezken, ¢ift mutasyonun sagkalim siiresini diisiirmesi, KHDAK’ nin progresyonunda
DNA genomik instabilitenin rol oynayabilecegini ve bu instabilitenin sag kalimi olumsuz

etkiledigini gostermektedir.
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