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OZET

AKCIGERIN SARKOMATOID KARSINOMLARINDA
MET GENETIK DEGISIKLIKLERT ANALIZINDE
TANISAL YONTEMLERIN KARSILASTIRILMASI
Amagc:

Sarkomatoid karsinom genel bir terim olup, pleomorfik karsinom, igsi hiicreli
karsinom, dev hiicreli karsinom, karsinosarkom ve pulmoner blastom bu grupta yer
alan akciger timor tipleridir. Tiim akciger timorlerinin %0,3-1,3” Gnd, tim malign
akciger tiimorlerinin %3' {linden azini1 olusturur. Diger histolojik alt tiplerle
karsilastirildiginda daha kotii  prognozludur ve konvansiyonel sitotoksik
kemoterapilere yanitlar1 kotiidiir. Bu nedenle yeni tedavi segenekleri aranmaktadir.
Son yillarda, baz1 ¢aligmalarda, sarkomatoid karsinomlarda MET ekzon 14 atlama
mutasyonlar1 ve MET amplifikasyonlarinin yiiksek oranda pozitif oldugu saptanmaistir.
Literaturde bu vaka grubunda anti-MET tedavilere dramatik yanitlar bildirilmistir.

Calismamizda, sarkomatoid karsinom olgularinda, IHK, FISH ve RT-PCR
yontemleri ile MET genetik degisikliklerini analiz etmek ve bu yontemleri birbirleriyle

karsilastirmak amag¢lanmustir.

Materyal Metot:

2000-2018 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Cerrahpasa Tip
Fakultesi Patoloji Anabilim Dalinda tan1 alan 31 sarkomatoid akciger karsinomu
olgusu ve 2011- 2018 yillar1 arasinda Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dalinda sarkomatoid akciger karsinomu tanisi almis 24 olgu
calismaya dahil edildi. Bu vakalarda IHK ile MET overekspresyonu, FISH ile MET
gen kopya sayist degisiklikleri ve RT-PCR ile MET ekzon 14 atlama mutasyonu
analizi yapildi. Sonuglarin birbiriyle ve klinikopatolojik o6zellikler ile iliskisi
degerlendirildi. MET genetik degisikliklerinin prognostik ozelliklerine bakildi.
[statistiksel analiz SPSS 21.0 programi kullanilarak yapildi.

Bulgular:

Olgularm IHK degerlendirmesi, piir sarkomatoid morfoloji alanlarinda
yapildiginda METMab skorlamasina gore 55 olgunun 13’1 (%23,6); H-skorlamasina
gore 12’si (%21,8) THK pozitif bulundu. Eslik eden diferansiye kiigiik hiicre disi

akciger karsinomu (KHDAK) komponenti olan olgularda, bu alanlar da

VII



degerlendirmeye dahil edildi§inde METMADb skorlamasma goére 55 olgunun 15’1
(%27,2); H-skorlamasina gére 14’1 (%25,5) IHK pozitif bulundu. THK pozitif ve IHK
negatif grup arasinda yas, cinsiyet, sigara i¢imi, evre, histolojik tip yoniinden farklilik
goriilmedi (p>0.05). Tiimorde, eslik eden diferansiye KHDAK komponentinin AK
olmast ile THK pozitifligi arasinda anlamli iliski bulundu (p=0,013).

55 olgudan 8’inde sinyal elde edilemedi. Olgularin 47’si FISH ile
degerlendirildi. 47 olgunun 10’ unda (%21,3) FISH (+) bulundu. Pozitif olgularin 3’
iinde (%6,4) amplifikasyon saptandi. Ortalama MET gen kopya sayis1 3,5+3,45 idi.
IHK sonuglar1 heterojenite gostermekteydi. FISH calismas1 IHK ile boyanma gdsteren
alanlarda tekrarlandiginda 15 olguda (%31,8) FISH (+) bulundu. Pozitif olgularin 5’
inde (%10,6) amplifikasyon saptandi. Ortalama MET gen kopya sayist 4,09+3,7 idi.
IHK boyanmasi gosteren alanlarda tekrar edilen FISH degerlendirilmesinde gen kopya
sayilarinda anlaml artig goriildii (p=0,027).

FISH pozitif veya MET amplifikasyonu gosteren olgularla FISH negatif
olgular arasinda, yas, cinsiyet, sigara kullanimi- siiresi, evre agisindan istatistiksel
anlamli fark saptanmadi (p>0,05). MET IHK ve FISH sonuglar1 47 olgunun 33’ {inde
(%70,2) uyumlu sonug gosterdi. Amplifikasyon gosteren olgular igin, IHK duyarlilig:
%60, ozgillugi %73,8, pozitif prediktif degeri %21,4 ve negatif prediktif degeri
%93,9 bulundu. MET IHK pozitifligi ile FISH pozitifligi arasinda zayif korelasyon
gorildi (Rho=0,253)

FISH bakilan 47 olgudan 40’ inda MET ekzon 14 atlama mutasyonu analizi
yapildi. Formalinle fikse parafine gomiili dokudan izole edilen RNA
konsantrasyonlart minimum 113 ng/dl, maksimum 1143 ng/dl olup ortalama 457,23 +
306,69 idi. Tiim olgular i¢in RT-PCR sonucu MET ekzon 14 atlama mutasyonu i¢in
negatifti (wild tip). Degerlendirilebilen 36 olgunun yanlizca 2’ sinde (%5,5) pozitiflik
kriterini karsilamayan gecikmis siklusta diisiik seviyede floresan 1s1ma saptandi.
Sonug:

IHK’ nin diisiik duyarliligi nedeniyle FISH pozitif veya amplifikasyon
pozitifligi i¢in tarama testi olarak kullanilamayacagi diisiiniildii. Ancak FISH
degerlendirmesinin, IHK ile es zamanli uygulanip, olgu total skorda IHK pozitif gruba
dahil edilmese de, IHK’da kuvvetli pozitiflik gdsteren sarkomatoid morfolojideki
alanlarda yapilmasinin yararl olacagmi disiiniildii.

Anahtar Kelimeler: MET; Immiinhistokimya; Amplifikasyon; Ekzon 14 atlama

mutasyonu
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ABSTRACT

COMPARISON OF DIAGNOSTIC METHODS
IN THE ANALYSIS OF MET GENETIC ALTERATIONS
IN PULMONARY SARCOMATOID CARCINOMAS

Aim:

Sarcomatoid carcinoma is a general term; pleomorphic carcinoma, spindle cell
carcinoma, giant cell carcinoma, carcinosarcoma, and pulmonary blastoma are the
types of lung tumors in this group. It constitutes 0.3-1.3% of all lung tumors and less
than 3% of all malignant lung tumors. Compared to other histological subtypes, it has
a worse prognosis and has poor response to conventional cytotoxic chemotherapy.
Therefore, new treatment options are sought. In recent years, it was found that MET
exon 14 skip mutations and MET amplifications are highly positive in sarcomatoid
carcinomas in some studies. Dramatic responses to anti-MET treatments have been
reported in this case group in the literature.

In our study, we aimed to analyze MET genetic changes with
immunhistochemistry (IHC), fluorescence in situ hybridization (FISH) and Reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) methods and compare these

methods in sarcomatoid carcinoma cases.

Material and Method:

31 cases of pulmonary sarcomatoid carcinoma diagnosed at Istanbul University
— Cerrahpasa, Cerrahpasa Medical Faculty, Pathology Department between the years
2000-2018 and 24 cases of pulmonary sarcomatoid carcinoma diagnosed at
Bezmialem Vakif University Medical Faculty, Pathology Department between the
years 2011-2018 were included in the study. In these cases, MET overexpression with
IHC, MET gene copy number alterations with FISH, and MET exon 14 skip mutation
analysis with RT-PCR were performed. The relationship between the results and
clinicopathological characteristics was evaluated. Prognostic characteristics of MET
genetic alterations were analyzed with the tests selected from SPSS 21.0 statistical

program.



Results:

When the IHC assessment was performed in the areas of pure sarcomatoid
morphology, IHC was positive in 13 (23.6%) cases according to METMab scoring,
and 12 (21.8%) according to H-scoring. When differentiated non small cell lung
carcinoma (NSCLC) component, were included in the evaluation, IHC was positive in
15 (27.2%) cases for METMab scoring, and 14 (25.5%) for H-scoring. There were no
differences in age, sex, smoking, stage, histological type between IHC positive and
IHC negative groups (p>0.05). When the accompanying differentiated NSCLC
component was adenocarcinoma, a significant correlation was found comparing with
IHC positivity in the tumor (p = 0.013).

No signal was obtained in 8 (%14,5) out of 55 cases. 47 of the cases were
evaluated by FISH. FISH positivity was found in 10 of 47 cases (21.3%).
Amplification was detected in 3 (6.4%) of these cases. The average number of MET
gene copies was 3.5 + 3.45. IHC results showed heterogeneity. When the FISH study
was repeated in areas showing IHC positive staining, FISH positivity was found in 15
cases (31.8%). Amplification was detected in 5 (10.6%) of these cases. The average
number of MET gene copies was 4.09 + 3.7. Repeated FISH evaluation in areas
showing IHC positive staining showed a significant increase in gene copy numbers (p
=0.027).

There was no statistically significant difference between FISH positive or MET
amplified cases and FISH negative cases in terms of age, gender, smoking-duration,
and stage (p> 0.05). MET IHC and FISH results showed coherent results in 33 of 47
cases (70.2%). For cases showing MET amplification, IHC sensitivity was 60%,
specificity was 73.8%, positive predictive value was 21.4%, and negative predictive
value was 93.9%. Weak correlation was observed between MET IHC positivity and
FISH positivity (R = 0,253)

40 of 47 cases in which FISH was examined, MET exon 14 skip mutation
analysis was evaluated. RNA concentrations isolated from formalin-fixed, paraffin-
embedded tissue were minimum 113 ng / dl, maximum 1143 ng / dl with an average
of 457.23 £ 306.69. The RT-PCR result for all cases was negative for the MET exon
14 skip mutation (wild type). Only in 2 (5.5%) of the 36 cases that could be evaluated,
a low level of fluorescence in the delayed cycle which did not meet the positivity

criteria was obtained.



Conclusion:

Due to the low sensitivity of the IHC, it was thought that it can not be used as
a screening test for FISH positivity or amplification positivity. However, it was
thought that it would be beneficial to perform FISH assessment in the areas of
sarcomatoid morphology, which is applied simultaneously with IHC and shows strong

positivity in IHC.

Keywords: MET; Immunohistochemistry; Amplification; Exon 14 skip mutation
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1. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri Tirkiye’de ve diinyada en sik goriilen kanserdir. 2018
verilerine gore tiim yas ve cinsiyetler beraber degerlendirildiginde, dinyada gérilme
sikligt %11,6 ile 1. siradadir (1). TUrkiye kanser istatistikleri 2014 verilerine gore,
goriilme siklig1 erkeklerde %21,1 ile 1. sirada, kadinlarda %S5 ile 5. sirada yer alir.
Akciger kanserinde hastalarin %52,7’si ileri evrede teshis edilmektedir ve beklenen
sagkalim oranlar1 diisiiktiir (2). Diinyada kansere bagh o6liimlerin %18,4°l akciger
kanserine bagli 6limlerdir (1).

Akciger tiimorlerinin yarisindan fazlasini karsinomlar olusturur. Histolojik alt
tip dagilimlarina bakildiginda %79,2°si kiigiik hiicreli dis1 akciger karsinomlart
(KHDAK), %16,6’s1 kiigiik hucreli karsinomlar (KHK)’dir. KHDAK lerin %43,8’1
adenokarsinom (AK), %37,5’1 skuamo6z hiicreli karsinom (SHK), %1,8’1 biiyiik
hicreli karsinom (BHK)’ dur (2). Sarkomatoid karsinom (PSK)’ lar, KHDAK ’lerin az
diferansiye bir alt tipi olup tiim akciger kanserlerinin %0,3-1,3’tinii olusturur (3,4).

MET (mezenkimal-epitelyal transizyon) geni ilk olarak 1980’ lerin ortasinda
tanimlanmugtir. 1990’ 11 yillarda akciger kanserinde disregiile oldugu bulunmustur (5).
MET geni 7. Kromozomun uzun kolunda (7921-g31) yer alir ve 21 ekzon ile yaklasik
125 kilobaz uzunlugundadir (6). MET/RON ailesine ait bir reseptor tirozin kinazi
(RTK) kodlar (7). MET reseptorii, kisa ekstraseliiler bir alfa zincirinden ve uzun
transmembran beta zincirinden olusan disiilfit bagli heterodimer proteindir. Beta
zincirin ekstraseliiler, transmembran ve sitoplazmik kismi vardir. Beta-zincirin
sitoplazmik kismi, RTK' nin kinaz bélgesi ve ayrica hiicre igi sinyallesme i¢in gerekli
olan ¢ok fonksiyonlu bir yerlestirme bolgesi ile birlikte karboksi-terminal ug igerir (8).

Hepatosit biyime faktori (HGF), MET reseptori igin ligand olarak
tanimlanmistir. HGF, biiyiik bir alfa zinciri ve disiilfit kopriileri ile baglanmis kiigiik
bir beta zincirinden olusan heterodimerdir. Ligand HGF dimer, MET" in N-terminal
kismina baglanir ve MET reseptorlerinin dimerizasyonuna neden olur (9). HGF ve
MET arasindaki reseptor-ligand etkilesimi ve sonugta meydana gelen dimerizasyon,
MET’in karboksi terminal ucundaki tirozin kalintilarin1 fosforiller ve kinaz
aktivasyonuna yol agar. Fosforillenmis MET (p-MET), biyolojik yanitlara aracilik
etmek icin Gabl (Grb2 iligkili baglayici protein 1), Grb2 (Biiylime faktorii reseptoriine
bagli protein 2), SRC (Sarkom reseptor olmayan tirozin kinaz), SHIP-1 (SH2 alani

iceren inositol 5-fosfataz 1) ve Shp2 (Src homolojisi 2-alani- iceren protein tirozin

1



fosfataz-2) gibi adaptor molekiiller ile iletisim ag1 i¢indedir. Bu efektor molekiiller
daha sonra, ERK/MAPK (mitojenle aktive olan protein kinaz) yolu PI3K / AKT
(fosfatidilinositol 3-kinaz) yolaklar1 ile gen ekspresyonunu diizenleyerek onkojenik
sinyali aktive eder. Gen ekspresyonunu diizenlemeye ek olarak, bu efektér molekdiller
PAK1 (p21 aktive kinaz)' in aktivasyonu ile aktin, katenin, integrinleri ve kaderinleri
modiile ederek hiicre iskeleti yapisini ve hiicresel adezyonunu degistirebilir (10).

HGF/MET yolaginin embriyogenez, karaciger rejenerasyonu ve yara
iyilesmesinde 6nemli rolii vardir (11-13). Anormal HGF/MET sinyal aktivasyonu
hiicrelerin ~ hayatta  kalmasi,  proliferasyonu, = migrasyonu, invazyonu,
diferansiyasyonunu uyarir ve tiimor gelisimi ve progresyonu ile sonuglanabilir (14—
19). Germline veya somatik mutasyonlara bagli olarak HGF/MET yolagindaki
anormallikler, c¢esitli timor tiplerinde gosterilmistir ve kotii prognoz ile
iliskilendirilmistir (20-24). Son yillarda, HGF/MET’in karsinogenezdeki ana rold,
kanser tedavisi i¢in bu yolagin kullaniminin terap6tik potansiyeli nedeniyle ¢ok sayida
calisma yapilmistir (25,26).

Akcigerde HGF ve MET ekspresyonu goriilebilir. Normal dokuda tek zincirli
aktif olmayan bir 6ncii olarak bulunurken, karsinomlarda, strekli olarak biyolojik aktif
heterodimerik formda olup ekspresyonlar artar (27). MET, fosforile edilmis MET ve
HGF, hem KHDAK’ de hem de KHK’ de yiiksek oranda eksprese edilir ve daha kotii
sag kalim ile iliskilidir (28). MET ve p-MET asir1 ekspresyonu, KHK' lerin %54 ve
%43" Unde goralir ve kotl prognostik faktordir (29). KHDAK vakalarinda MET
protein ekspresyonu, yliksek patolojik timor evresi ve daha kotii prognoz ile iliskilidir.

PSK genel bir terim olup, pleomorfik karsinom, igsi hiicreli karsinom, dev
hiicreli karsinom, karsinosarkom ve pulmoner blastomu bu grupta yer alan akciger
timor tipleridir. Pleomorfik karsinom, sarkomatoid bileseni (igsi ve/veya dev
hiicreler) %10 ve/veya daha fazla olan az diferansiye KHDAK tipidir. Sarkomat6z
bilesenin hemen tamami igsi hiicrelerden olustugunda igsi hiicreli karsinom, hemen
tamami1 dev hiicrelerden olustugunda dev hiicreli karsinom isimlerini alir.
Karsinomatoz bilesen AK, SHK, BHK ya da andiferansiye KHDAK seklinde olabilir.
Karsinosarkom, KHDAK (tipik olarak SHK veya AK) ve sarkomat6z heterolog
elemanlarin  karisimindan olusan PSK alt tipidir. Pulmoner blastom, fetal
adenokarsinom (tipik diisiik dereceli) ve primitif mezenkimal stroma igeren bifazik

timordur (3,30).



PSK’ler, diger histolojik alt tiplerle karsilagtirildiginda daha kot
prognozludur. Median genel sagkalim 5-8 aydir. Konvansiyonel sitotoksik
kemoterapilere yamitlart kotidir (%15-17) (31-33). Kemoterapiye direncli
olduklarindan terapétik hedefler agisindan ¢esitli arastirmalar yapilmistir (34). Son
yillarda g¢aligmalarda PSK’lerde MET ekzon 14 atlama mutasyonlart ve MET
amplifikasyonlarinin yiiksek oranda pozitif oldugu saptanmis ve anti-MET tedavilere
dramatik yanitlar1 bildirilmistir (35,36).

Rutin uygulamada, MET amplifikasyonu ve ekzon 14 atlama mutasyonu
saptanmasi i¢in kullanilan testlere erisim kolay degildir. Floresan in situ hibridizasyon
(FISH) pahali ve zaman alic1 bir yontemdir. Yeni nesil dizileme (YND) ise yeterli
timor dokusu ve yiiksek kaliteli tiimor DNA’s1 ya da RNA’s1 gerektirir. Literatirde,
MET genetik degisiklikleri analizinde, immiinhistokimyasal (IHK) yontemler, FISH,
SISH, RISH, PCR ve YND gibi yontemlerle karsilastirilmistir (37—40). FISH, MET
amplifikasyonu tespitinde altin standart olarak kabul edildiginde, IHK duyarlilig:
%50, ozgiilliigli %83, pozitif prediktif degeri %21,4 ve negatif prediktif degeri %94,7
bulunmustur. MET ekzon 14 atlama mutasyonlar1 i¢in IHK duyarlilig1 %20, 6zgiilliigii
%83, pozitif prediktif degeri %7 ve negatif prediktif degeri %94 olarak bulunmustur
(37). IHK ve MET molekiiler degisiklikleri arasindaki korelasyon ile ilgili giincel
veriler uyumsuzdur (38-41). Yine son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda MET ekzon
14 atlama mutasyonunu saptamak igcin kombine yontemler (High Resolution Melting
(HRM) + MassARRAY) kullanilmis ve YND yontemleriyle karsilastiriimistir. YND
yontemlerinin HRM + MassARRAY ile teshis edilemeyen ekzon 14 atlama
mutasyonlarini saptadigi bulunmustur (37).

Calismamizda PSK tanis1 almis olgularda IHK, FISH ve RT-PCR yontemleri
ile MET genetik degisikliklerini analiz etmek ve bu yontemleri birbirleriyle

karsilastirmak amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Akciger Karsinomlari
2.1.1. Epidemiyoloji ve Etyoloji

Kansere bagli dliimler diinya genelindeki oOliimlerin biiylik ¢ogunlugunu
olusturur. Akciger kanseri en sik goriilen kanserdir. 2018 diinya verilerine gore
2093876 yeni taniyla tiim kanser tanilarinin %11,6> sin1 olusturur. insidans1 erkeklerde
1980’11 yillardan, kadinlarda ise 2000’11 yillarin ortalarindan bu yana azalmaktadir.

1991 yilinda 100000 kisi icinde 215,1 kisilik pik 6liim oranindan sonra,
kansere bagli 6liim oranlar1 yilda %1,5’ lik azalmayla 2016 yilinda 100000’ de 156’
ya gerilemistir. Akciger kanseri kadin ve erkeklerde mortalitesi en yiksek olan
kanserdir. 2018 yilinda tiim kanser sebepli 6liimlerin %18,4” {inli olusturacagi tahmin
edilmektedir (1). Akciger kanserlerinin %15°i erken evrede tan1 alir ve 5 yillik genel
sagkalim oranlar1 %54’ diir. Olgularin %57’ si ileri evrede tani1 almakta olup bu
doénemdeki 1 ve 5 yillik sagkalim oranlari sirastyla %26 ve %4’ dur (42).

Ulkemizdeki veriler dunya geneliyle benzerlik gostermektedir. Saglik
Bakanlig1 Kanser Daire Baskanligi1 2014 yil1 verilerine gore akciger kanseri insidansi
erkeklerde 52,5/100 000, kadinlarda 8,7/100 000’dir. Erkeklerde %21,1 ile en sik
goriilen kanser olup, kadinlarda %35 goriilme siklig1 ile 5.sirada yer alir. Ulkemizde
tan1 aninda olgularin sadece %18,1” i lokalize olup %29,2” sinde bolgesel yayilim,
%52,7’ sinde uzak metastaz mevcuttur (2).

Akciger kanseri gelisiminde tiitiin ve tiitiin tiriinleri kullanimi 6nemli bir risk
faktoriidiir. Etyolojide erkeklerde %280, kadinlarda %50 oraninda sigara
suclanmaktadir (43). Ozellikle kullanilan tiitiin cinsi ve maruziyet siiresinin kanser
gelisiminde etkili oldugu gosterilmistir (44). Bilinen diger etiyolojik etkenler arasinda
asbest, arsenik, radon, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, Human papilloma virus,
berilyum ve daha bir¢ok mesleki ve ¢evresel karsinojenlere maruz kalma sayilabilir.
Erkek kadin oran1 zamanla 2,8’den 1,3’e diismiistiir. Bunun sigara i¢iminin kadinlarda
yayginlagsmasina bagli oldugu diisiiniilmektedir (45).

Akciger tiimorlerinin  biiyiik  ¢ogunlugunu  karsinomlar  olusturur.
Adenokarsinom (AK), skuamdz hucreli karsinom (SHK), kiguk hicreli karsinom
(KHK) ve biiyiik hiicreli karsinom (BHK) en sik goriilen alt tiplerdir. Sarkomatoid
karsinom (PSK)’ lar, kii¢iik hiicre dis1 akciger karsinom (KHDAK)’ lerin az

diferansiye bir alt tipi olup tiim akciger tumorlerinin %0,3-1,3” iinii olusturur (3).



Ulkemizdeki akciger karsinom dagilimi; KHDAK” ler %79,2 (SHK %37,5,
AK %43,8, BHK %1,8), KHK’ ler %16,6 dir (2).

AK sigara igmeyenlerde, SHK ve KHK sigara igenlerde daha sik goriillr (46).
Diinya genelinde, akciger kanseri tanili hastalarin %25’ i sigara kullanmamaktadir (1).
Sigara igcmeyenlerde kadimn cinsiyet baskinligi, gen¢ yas, AK histolojisi ve daha iyi
prognoz bildirilmektedir (47).

2.1.2. Klinik Bulgular

Akciger ve brong sistemi, agri duyusunu icermediginden hastalarin ¢ogu
asemptomatiktir. En sik goriilen semptom Oksiirtiktiir ancak sigara i¢enler tarafindan
onemsenmediginden hastalarin ¢ogu ileri evrede tani alir. Klinige basvuru
semptomlar1 primer tiimoriin lokal, bolgesel, metastatik ve sistemik etkileri nedeniyle
gelisir. Primer tumorin lokal biiyiimesine bagh olarak oksiiriikk, hemoptizi, stridor,
ronkiis, atelektazi, pnomoniler geligebilirken; toraks igine tiimor yayilimi sonucu
rekdrren laringeal sinir felci, frenik sinir felci, Pancoast tumori, Horner sendromu
gelisebilir. Goglis agrist gogiis duvari ve plevra tutulumu olan hastalarda sik goriiliir
(48,49).

Akciger kanserli hastalarin yarisindan fazlasi, tan1 aninda metastatiktir. Uzak
metastazin en sik oldugu bolgeler; kemik, karaciger, santral sinir sistemi, adrenal bez,
kalp, bobrektir. Kemik metastazlarina bagl agri, karaciger metazlarina bagh halsizlik,
intrakranial metastazlara bagli bas agrisi, bulanti, kusma, ndbet gecirme vb.
semptomlar goriilebilir. Bunun disinda timorin kendisi tarafindan ya da tiimore yanit
olarak salgilanan biyolojik aktif maddeler nedeniyle uygunsuz ADH sendromu,
hiperkalsemi, Cushing sendromu, hipertiroidi gibi paraneoplastik sendromlar
gelisebilir ve hastalarin ilk basvuru sikayetleri bunlara bagli olabilir (50).

Tanida anamnez, fizik muayene, laboratuvar testleri ile akciger grafisi,
bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans gorlntileme (MR) ve pozitron
emisyon tomografisi (PET) gibi invaziv olmayan yontemlerden yararlanilmaktadir.
Hasta yonetiminde doku tanisinin ve tiimor alt tipinin biiyiilk 6nemi vardir. Bu
nedenle plevral efiizyon, transtorasik ince igne aspirasyonlari, balgam, bronkoalveoler
lavaj, bronkoskopik fir¢alama ve yikama gibi sitolojik yOntemler yani sira
bronkoskopik biyopsi, transtorasik trucut biyopsi, kama biyopsi, torakoskopik biyopsi
ve rezeksiyonlardan yararlanilmaktadir. Metastatik hasta grubunda ilgili bolgelerden

(karaciger, lenf diigiimii, kemik vb.) de biyopsi alinabilir. Mediastinoskopi ve video-



iliskili torakoskopik cerrahi (VATS) tanida sik kullanilan diger yontemler arasindadir
(51).
2.1.3. Evreleme

Akciger tiimorleri klinik ve patolojik (cerrahi) olarak TNM siniflamasina gore
evrelenir. Tumorler bu siniflamada, primer tiimor (T), lenf diigiimleri (N), metastaz
(M) komponentlerinin durumuna gore alt gruplara ayrilir ve bu siniflamaya KHK” ler
ve KHDAK” ler dahil edilir. Pierre Denoix tarafindan 1943-1952 yillar1 arasinda
ortaya c¢ikarilan TNM evreleme sistemi, akciger tiimorlerinde 1974 yilinda
uygulanmaya baglanmistir. 2009 yilinda 7. edisyonu, 2017°de 8. giincel edisyonu
yaymlanmistir (52). TNM 8. evreleme UICC (The union Internationale Contre le
Cancer) ve AJCC (American Joint Committee on Cancer) ve IASCL (International
Association for the Study of Lung Cancer) ‘in ortak ¢alismasi sonucu ortaya ¢ikmistir
(53).

Evrelemede, hastaligin degerlendirildigi doneme gore de TNM siniflamasi
yapilmaktadir. C (klinik evre) herhangi bir tedavi uygulanmadan once eldeki
radyolojik vb. evrelemeyi ilgilendiren bilgileri kullanarak yapilirken; P (patolojik)
evreleme cerrahi rezeksiyon sonucu nihai histopatolojik degerlendirmeyle yapilir. Y
(yeniden) evreleme tedavinin planlanan bir kismi verildikten sonra yapilirken; R
(rekiirrens) niiks goriildiigii durumda yapilan evrelemedir. Bunlar disinda ayrica A
(otopsi) hasta 6liimii sonras1 yapilan otopsi ile evrelemedir (54-56).

Primer tumoriin patolojik degerlendirmesinde (pT), en yiksek T kategorisini
degerlendirmek igin timorin rezeksiyonu gereklidir. Bolgesel lenf nodlarinin
patolojik degerlendirmesi (pN) i¢in ise yeterli lenf diiglimiiniin ¢ikarilmasi gereklidir
(52). Evrelemenin tamamlanmasi i¢in Oneriler 3 adet N1, 3 adet N2 istasyondan
toplam 6 adet lenf nodunun ¢ikarilmasidir (57). Primer timérin konumuna gore
biyopsi yapilmasi veya ¢ikarilmasi gereken mediastinal nodal istasyonlar1: sag list ve
orta loblar igin 7, 2R ve 4R; sag alt lob i¢in 7, 4R ve 8 veya 9; sol Ust lob i¢in 7, 5 ve
6; sol alt lob i¢in 7, 8 ve 9” dur (52) (Sekil 1).
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Sekil 1. Uluslararasi Akciger Kanseri Caliymasi Dernegi lenf diigiimii haritas1 (Rusch ve ark.15

Copyright © 2008 Aletta Ann Frazier, MD)

Tiimor plevra iliskisi tiimoriin T evresini belirlerken kritik 6nem tasir. Elastik

tabakay1 gegmeyen bir tiimor PLO iken elastik tabaka invazyonu gosteriyorsa PL1 olur.

Plevral yiizeyde tutulum PL2 olarak degerlendirilir. TUmor plevra durumu PL1 veya

PL2 oldugunda T2 olarak smiflandirilir. Tiimoriin parietal plevraya veya gogiis

duvarina yayilmasi PL3 olarak tanimlanir ve primer tiimorii T3 olarak simiflandirir

(Sekil 2). Komsu bir ipsilateral lob icerisine dogrudan tiimér invazyonu (yani fisstir

boyunca invazyon), tiimor boyutu daha yiiksek bir T kategorisi ile uyumlu olmadig:

stirece T2a olarak smiflandirilir.

PL3

Sekil 2. Viseral plevra invazyonu. (Travis ve ark.'dan Telif Hakki © 2008 Aletta Ann Frazier,
MD)




Tablo 1. TNM 8. edisyon akciger tiimor ‘T, N, M’ simiflamalari

T evresi
Tx Primer tiimoriin belirlenememesi veya balgam ya da brong lavajinda malign
hlcrelerin tespit edilip gorintileme teknikleri ya da bronkoskopi ile
timorin gosterilememesi
TO Primer tiimor kanit1 yoktur.
Tis Karsinoma in situ.
Skuamoz hucreli karsinoma in situ
Adenokarsinoma in situ : En genis ¢ap1 < 3 c¢m olan piir lepidik paternde
adenokarsinom
En genis ¢ap1 <3 cm olan , akciger veya visseral plevra ile cevrili, lober
T1 bronstan daha proksimale ulagmis (Ana brons tutulumu yok)
T1mi | Minimal invaziv adenokarsinom: Lepidik paterni baskin (tiimoriin en genis
¢ap1 <3 cm) ve invazyonun en genis oldugu alan <5 mm
Tla | Tiimdriin en genis ¢cap1 <1 cm. invaziv komponent brons duvari ile smirhdir
(ylizeyel olarak tiimor herhangi bir boyutta yayilabilir). Ana brons
proksimaline dahi yayilim T1a kabul edilir.
T1b | Ttimdriin en genis ¢apt >1 cm ancak <2 cm dir.
T1lc | Timoriin en genis ¢ap1 >2 cm ancak <3 cm dir.
Timoriin en genis ¢cap1 > 3 cm fakat <5 cm’ dir veya asagidaki 6zelliklerden
herhangi birine sahiptir:
e Ana bronsu, karina tutulumu olmadan invaze etmesi
T2 o Viseral plevra invazyonu (PL1 veya PL2)
e Akcigerin bir kismin1 veya tamamini i¢eren hiler bdlgeye yayilan
atelektazi veya obstriiktif pndmoni olmas1
Bu 6zelliklere sahip T2 timorleri;
e <4 cmise veya boyut belirlenemiyorsa T2a
e >4 cm ancak <5 cm ise T2b olarak siniflandirilir.
T2a | Tiimorin en genis ¢ap1 >3 cm ancak <4 cm dir.
T2b | Timoriin en genis ¢ap1 >4 cm ancak <5 cm dir.
Tlimoriin en genis ¢capt >5 cm ancak <7 cm dir veya direk asagidakilerden
birini invaze eder:
e parietal plevra (PL3)
T3 e gOgis duvar (sliperior sulkus tiimorleri dahil)
o frenik sinir
o parietal perikart
veya primer tiimor ile ayni lobda tiim6r nodiil/leri vardir




T4

Tiimoriin en genis ¢ap1 > 7 cm’dir veya
Herhangi bir boyuttaki tiimdr asagidakilerden birini invaze eder:

e diyafram

e mediasten

e kalp

e blyuk damarlar

o trakea

o rekirren laringeal sinir
e (Ozofagus

e Vvertebral govde

e Kkarina

Ya da ipsilateral lobda primer tiimorden ayr1 bir ya da birden fazla nodiil vardir

Lenf nodu evresi

G Bolgesel lenf diiglimleri degerlendirilemiyor

NO Bolgesel lenf diiglimleri tutulumu yok

N1 Ipsilateral peribronsiyal ve / veya ipsilateral hiler lenf diigiimlerinde ve intrapulmoner
lenf diigiimlerinde direkt invazyon dahil olmak {izere metastaz

N2 Ipsilateral mediastinal ve / veya subkarinal lenf diigiim(lerinde) metastaz

o Kontralateral mediastinal
N3 o kontralateral hiler
« ipsilateral veya kontralateral skalen

veya supraklavikiiler lenf diigiimiinde metastaz

Uzak metastaz (M)

MO Uzak metastaz yok

ML 1 Uzak metastaz var
Malign plevral ya da perikardiyal eflizyon ya da kontralateral akcigerde timér nodiil
veya nodulleri
* Akciger kanserinde goriilen efiizyonlar (plevral ya da perikardiyal) genellikle timor

M1la .. A o . .
sonucunda gelisir. Ancak alinan 6rnegin mikroskopik incelemesinde hemorajik ve
eksiidatif vasifta degilse, tiimor hiicresi goriilmiiyorsa, klinik de tiimorle iligkisiz
oldugunu diisiindiigii takdirde efiizyon, evreleme tamamlayicis1 olmaktan
cikarilmalidir.

M1b | Tek organda tek ekstratorasik metastazin olmasi (bolgesel olmayan lenf diigiimii
tutulumu dahil)

M1lc

Tek ya da multipl organda multipl ekstratorasik metastazin olmasi




Tablo 2. Akciger tiimorii 8. TNM evrelemesi (52).

Evre TUumor Lenf Nodu [Metastaz
Okult TX NO MO
karsinom
Evre O Tis NO MO
Evre 1Al Timi, Tla NO MO
Evre 1A2 T1lb NO MO
Evre 1A3 Tlc NO MO
Evre IB T2a NO MO
Evre I1A T2b NO MO
Evre 1IB T1a, T1b, Tlc, T2a, T2b|N1 MO
T3 NO MO
Evre 1A T1a, T1b, Tlc, T2a, T2b|N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO, N1 MO
Evre 111B T1a, T1lb, Tlc, T2a, T2b| N3 MO
T3, T4 N2 MO
Evre 11IC T3, T4 N3 MO
Evre IV Herhangi T Tim N M1
Evre IVA Herhangi T Tim N M1la, M1b
Evre IVB Herhangi T Tim N Milc

2.1.4. Prognoz
Evrelemede T, N veya M kategorilerini belirlerken kullanilan faktorlerin
disinda ek prognostik faktorlere ihtiya¢ yoktur. Calismalarda hastanin performans
durumu, yas ve cinsiyeti gibi faktorlerin de prognozu etkiledigi gosterilmistir. Ancak
hastalarin prognozunu biiyiik 6lgiide etkileyen tiimdoriin histolojik tipi ve evresidir.
Akciger kanserlerinde evreye gore degismekle birlikte 5 yillik
sagkalim oranlar1 diisiiktiir (52). (Grafik 1).
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Grafik 1. TNM 8. Edisyon patolojik evrelerine gore 2 ve 5 yillik genel sagkalim oranlar1 grafigi
(52)

2.1.5. Histolojik Simiflama

Akciger tiimorlerinin siniflandirilmasi; hastalarin uygun tedavi modalitelerine
yonlendirilmesi acisindan biiyiik 6nem tasir. DSO ilk olarak 1981 yilinda akciger
timorlerini siniflandirmistir. Yillar igerisinde tani yontemlerinin ve kriterlerinin
degismesi tizerine siniflama 2011 yilinda Uluslararas1 Akciger Kanseri Calisma Grubu
Birligi (IASLC), Amerikan Toraks Dernegi (ATS), Avrupa Respiratuar Hastaliklar
Dernegi (ERS) is birligi ile patologlarin dnderliginde multidisipliner bir ¢alisma ile
yeniden diizenlenmis ve yaymlanmstir (45,58). DSO 2004 akciger karsinomlar
smiflamasi tiimoriin patolojik ve biyolojik 6zelliklerini yansitmiyor olup sadece
rezeksiyon materyallerinde saptanan tiimérlerde ideale yakin uygulanabilmekteydi.
2011 yilinda yaymlanan c¢alisma baz almarak 2015 yilinda, DSO akciger timér
smiflamasi giincellenmistir (Tablo 3) (43).
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Tablo 3. DSO (2015) Akciger Tiimérleri Siniflamasi

O EPITELYAL TUMORLER

ADENOKARSINOM

* Preinvaziv lezyonlar

Atipik adenomattz hiperplazi

Adenokarsinoma in situ (<

3cm)

o Non misintz

o Musinbz

o Mikst musingz/non-
musindz

* Minimal invaziv adenokarsinom (<

3cm lepidik paternli tumdr, invazyonu

<5 mm timor)

Non musintz

NOROENDOKRIN TUMORLER
Kucuk hicreli karsinom
Kombine kuguk hicreli karsinom
Buyuk hicreli néroendokrin
karsinom

Kombine bulylk hucreli
ndroendokrin karsinom
Karsinoid timorler

o Tipik karsinoid

o Atipik karsinoid

* Preinvaziv lezyon

Difuz idiopatik pulmoner
ndroendokrin hiicre hiperplazisi

Misindz

BUYUK HUCRELI KARSINOM

Mikst misindz/non misindz

ADENOSKUAMOZ KARSINOM

* Adenokarsinom

SARKOMATOID KARSINOMLAR

[0 Lepidik adenokarsinom
O Asiner adenokarsinom o Pleomorﬁk, lgSI hl'icreli, dev
[ Papiller adenokarsinom hiicreli karsinom
O Mikropapiller adenokarsinom e Karsinosarkom
[J Solid adenokarsinom e Pulmoner blastom
U Invaziv miisindz DIGER VE
adenokarsinom SINIFLANDIRILAMAYAN
Mikst invaziv misindz ve KARSINOMLAR
non-miisindz adenokarsinom e Lenfoepiteloma benzeri karsinom
O Kolloid adenokarsinom e NUT Karsinom
[J Fetal adenokarsinom
[ Enterik adenokarsinom
TUKRUK BEZI TiPi TUMORLER
SKUAMOZ HUCRELI e Mukoepidermoid karsinom
KARSINOM e Adenoid kistik karsinom
e Keratinize skuamdz hicreli e Epitelyal-myoepitelyal karsinom
karsinom e Pleomorfik adenom
e Non keratinize skuamdz hiicreli
karsinom i
e Bazaloid skuaméz hiicreli Papillomlar
karsinom
* Premyazw lezyon ' Adenomlar
— In situ skuamoz hiicreli
karsinom
MEZENKIMAL TUMORLER
LENFOHISTiYOSITIK TUMORLER

EKTOPIK ORJINLi TUMORLER

OO |

METASTATIK TUMORLER

12




2.1.5.1. Adenokarsinom
2.1.5.1.1. Preinvaziv Lezyonlar

2.1.5.1.1.1. Atipik Adenomat6z Hiperplazi

Boyutu < 0,5 cm olan, kolumnar veya kuboidal morfolojide, alveol duvarlari
veya bazen respiratuar bronsioller boyunca uzanan hafif-orta derecede sitolojik atipi
gOsteren, tip 2 pnomosit ve/veya Clara hiicre proliferasyonudur. Histolojik ve sitolojik
olarak atipik adenomatdz hiperplazi ve adenokarsinoma in situyu birbirinden ayirt
etmek zordur. Akciger karsinomlarina eslik edebilecegi gibi insidental olarak da
saptanabilir (45).
2.1.5.1.1.2. Adenokarsinoma in Situ (AIS)

DSO 2004 smiflamasinda bronkoalveoler karsinom olarak bilinen antite 2015
smiflamasinda AIS olarak revize edilmistir. Boyutu < 3cm olan, alveoller boyunca piir
lepidik paternde yayilan adenokarsinomdur. Invaziv paternler (asiner, papiller,
mikropapiller, solid) ve alveoller iginde yayilim yoktur. Benzer sekilde stromal,
plevral ve lenfovaskiler invazyon da gorilmemelidir (45).
2.1.5.1.2. Minimal Invaziv Adenokarsinom

Boyutu < 3cm, lepidik patern baskin olan ve <5 mm invazyon odag (asiner,
papiller, mikropapiller, solid gibi) iceren adenokarsinomdur. Non miisindz ve musindz
tipleri vardir.

Tumorde nekroz, plevral invazyon, lenfovaskiler invazyon ve alveoller iginde

yayilim varsa bu tani kullanilmamalidir (45).

2.1.5.1.3.  Adenokarsinom

Glandiler diferansiyasyon, misin tretimi ya da pnémosit marker ekspresyonu
gosteren malign epitelyal tiimorlerdir. Genellikle periferik yerlesimlidir. Asiner,
papiller, mikropapiller, lepidik ve solid gibi farkli biiyiime paternleri gosterebilir.
Paternlerin, farkli prognozlarla iliskili oldugu gosterildiginden, DSO 2015 siniflamasi
ile birlikte baskin olan paterne goére siniflama yapilmaktadir. Alt tiplerin tanimlamasi
yapilirken %5-10 esik degeri kullanilmaktadir. Lepidik patern iyi diferansiye (grade
1), asiner ve papiller patern orta derecede diferansiye (grade 2), solid ve mikropapiller
patern kotl diferansiye (grade 3) tumdrlerdir (45,59,60). Solid ve mikropapiller
paternler daha kotii prognozla iliskilendirildiginden esik degerin altinda kalmalar

durumunda bile raporda belirtilmesi 6nerilir (45).
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2.1.5.1.3.1. Lepidik adenokarsinom

Minimal invaziv adenokarsinom ve in situ adenokarsinom ile ayni
morfolojidedir. Ancak farkli olarak >5 mm invazyon odagi (asiner, papiller, solid ya
da mikropapiller) mevcuttur. Ayni zamanda invazyon odaginin boyutuna
bakilmaksizin nekroz, plevra invazyonu, lenfovaskiiler invazyon ve alveoller iginde
yayilim varliginda tan1 minimal invaziv adenokarsinom yerine lepidik patern baskin

adenokarsinom olur (45).

2.1.5.1.3.2. Asiner adenokarsinom

Tiimoriin baskin komponentini glandlarin olusturdugu varyanttir. Neoplastik
hiicrelerde veya gland bosluklarinda miisin izlenebilir. Akciger kollabe oldugunda
lepidik paternden ayrimi zor olabilir. Bu durumda alveolar yapmin bozulmasi ve
myofibroblastik stroma asiner patern lehinedir. Kribriform patern de asiner
adenokarsinoma dahil edilmektedir. Ancak daha kot prognozla iliskilendirilmistir
(61).
2.1.5.1.3.3. Papiller adenokarsinom

Santral fibrovaskiler kor boyunca glandiler tumér hicrelerinin biyumesi
goriiliir. Tanjansiyel kesitlerde lepidik adenokarsinomla ayrimi giiglesir. Eger tiimor
asinusu ya da alveol bosluklar1 papiller ya da mikropapiller yapilar ile dolu
gorundyorsa timor paterni sirasiyla papiller ya da mikropapiller adenokarsinom
olmalidir (45).

2.1.5.1.3.4. Mikropapiller adenokarsinom

Fibrovaskiiler koru olmayan ¢icek benzeri papiller ¢ikintilar seklinde tiimoral
blyume gosterir. Bunlar alveolar duvarlarindan kopmus ve / veya bagl goriinebilir.
Timor hiicreleri genellikle kiiciik ve kiiboidal olup niikleer atipisi degiskenlik
gOsterebilir. Stromal ve vaskiiler invazyon yaygindir. Psammom cisimleri goriilebilir.
Kotu prognozludur (45).
2.1.5.1.3.5. Solid adenokarsinom

Tabakalar seklinde biiyiiyen, poligonal sekilli tiimor hiicreleri goriiliir.
Skuamdz hucreli karsinom ve biylk hiicreli karsinomdan ayrimi 6nemlidir. Eger
%100 solid patern gosteren bir timdrde 2 buyik biyiltme alaninda >5 intraselliiler
misin sekresyonu gosteren hiicre varsa tani solid paternde adenokarsinomdur. Misin
olmasa bile, pndmosit marker ekspresyonuna (yani TTF1 ve / veya NapsinA) sahip

tiimorler solid adenokarsinom olarak degerlendirilmelidir. (45).
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2.1.5.1.3.6. Varyantlar

2.1.5.1.3.6.1. Invaziv Miisinoz Adenokarsinom

Goblet veya kolumnar hiicre morfolojisinde yogun intrasitoplazmik miisin
iceren adenokarsinomdur. En sik lepidik olmak tizere asiner, papiller ve mikropapiller
paternler goriilebilir. Bu tiimdr grubu diger adenokarsinomlardan farkli olarak CK7 ve
CKZ20 pozitif iken TTF-1 ile NapsinA genellikle negatiftir ve metastatik karsinomlarla
ayirici tan1 yapmay1 gerektirir (45).

Misindz ve non musinéz tiimorler birlikte goriilebilir. Eger komponentlerden
biri > % 10 ise “mikst miisindz ve non miisinéz adenokarsinom” terminolojisi

kullanilir (45).
2.15.1.3.6.2. Kolloid Adenokarsinom

Alveol bosluklarinin yerini alan, yogun ekstraseliler musin ile karakterize
adenokarsinomdur. Tiimor glandlari mukoid materyale yiizebilir. Timor miisindz
hiicreleri tipik olarak alveolleri tamamen désemez ve ¢ok iyi diferansiye olabilir. Bu
durum, ¢ok kiigiik bir biyopsi veya intraoperatif degerlendirmede tan1 zorluguna neden
olur. Imminhistokimyasal olarak intestinal markerlar (CDX2, MUC2 ve CD20) ile
eksprese olurken TTF-1 ve CK7 ile zayif veya fokal olarak pozitiflik gosterebilir (45).

2.1.5.1.3.6.3. Fetal Adenokarsinom

Morfolojik olarak fetal akcigerin psddoglandiiler evresindeki epitele benzeyen
adenokarsinomdur. Glikojenden zengin, subniikleer vakoul igeren, silyasiz
hiicrelerden olusur. Tiimdr glandiiler ve tiibiiler paterndedir. Skuamotoid moriiller

eslik edebilir. Diistik gradeli ve yiiksek gradeli olanlari vardir (45).
2.15.1.3.6.4. Enterik Adenokarsinom

Ik olarak Tsao ve arkadaslari tarafindan tanimlanmustir (62). Kolorektal
adenokarsinoma benzer. Yiksek kolumnar, niikleer psddostratifikasyon gosteren,
Iimeninde nekroz izlenebilen, asiner ve/veya kribriform paterndedir. Bu tani, enterik
patern tumordn > % 50° sinde gorildiigiinde kullanilir. Tiimorlerin bir kisminda
enterik diferansiasyon (imminhistokimyasal olarak CDX2 ve/veya CK20, CK7
pozitifligi) gorilirken bir kisminda bu goriilmez ve sadece enterik morfoloji

izlenebilir. TTF-1 negatif olgularda metastatik kolorektal karsinomdan ayirim zor
olabilir (45).
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2.1.5.2.Skuam0z Hucreli Karsinom
KHDAK iginde sigara kullanimiyla iligki olgularin %90’ indan fazlasini
skuamoz hiicreli karsinomlar olusturur. Erkeklerde siktir. Genellikle santral

yerlesimlidir ve siklikla nekroz eslik eder.

Histolojik olarak keratin formasyonu ve/veya iyi gelismis interselliiler
baglantilarla karakterli ya da az diferansiye morfolojide olup immunhistokimyasal
olarak skuaméz hiicre diferansiyasyonu gosteren tiimérlerdir. Iyi diferansiye olanlar
niikleolusu sec¢ilemeyen, genis, soluk veya belirgin eozinofilik sitoplazmali
hiicrelerden olusurken; az diferansiye olanlarda niikleolus belirginlesir ve bol mitoz
dikkat cekicidir (45).
2.1.5.2.1. Keratinize Skuamoéz Hucreli Karsinom

Keratinizasyon, keratin inci formasyonu iceren timorlerdir. TUmaorln
diferansiyasyon derecesini keratinizasyonun varligi belirler (45).
2.1.5.2.2. Non Keratinize Skuamo6z Hucreli Karsinom

Morfolojik olarak keratinizasyon gorilmezken imminhistokimyasal olarak
skuamoz belirteclerin (p40, p63, CK5/6) pozitif olmasi biiyiik hiicreli karsinomdan
ayrimda kullanilir (45).
2.1.5.2.3. Bazaloid Skuamoz Hucreli Karsinom

Periferde palizatlanma ve lobuler yapilanma gosteren az diferansiye malign
epitelyal tiimordiir. Immiinhistokimyasal olarak skuamoz belirtecler (p40, p63,
CKb5/6) pozitiftir. Bazaloid komponent, keratinize ya da non keratinize skuamoéz

hiicreli karsinom kompenentine eslik edebilir. Eger bu komponent rezeksiyon

degerlendirilmelidir (45).

materyalinde > %50 ise bazaloid skuam6z hiicreli karsinom olarak

2.1.5.2.4. 1In Situ Skuaméz Hiicreli Karsinom

Skuamdz hiicreli karsinom preinvaziv lezyonlari, degisik derecelerdeki
displaziler (hafif, orta, agir) ve in situ karsinomdur. Bunlar hiicrenin boyutu,
matiirasyonu, niikleus degisiklikleri, hiicre oryantasyonu ve epitel kalinligi ile
birbirinden ayrilir (45).
2.1.5.3.Noroendokrin Tumorler

Sitomorfolojik ve prognostik ozellikleriyle diisiik dereceli (tipik karsinoid),

intermediate dereceli (atipik karsinoid), yiksek dereceli (kuctk hicreli karsinom ve
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biliylik hiicreli karsinom) olarak smiflandirilir. Boyutu <0,5 cm olan nodiiler
noroendokrin proliferasyonlar timarlet olarak isimlendirilir.

Tan1 i¢in noéroendokrin morfoloji yani sira immiinhistoksmyasal olarak
noroendokrin belirtecler (Sinaptofizin, Kromogranin, CD56 vb.) ile pozitif
boyanmanin da gdsterilmesi gerekir.
2.1.5.3.1. Kugcuk Hucreli Karsinom

Tiim akciger kanserlerinin yaklasik olarak %13'inii olusturur ve hastalarin
hemen tamami sigara kullanicisidir. Genellikle santral yerlesimlidir. Dar sitoplazmali,
kicuk (3 matur lenfositten daha kiicuk), nikleer kromatini ince granuler 6zellikte
(tipik tuz biber goriiniimii), yuvarlak, oval, 1gsi sekilli hiicrelerden olusur. Niikleuslar
birbiri Uzerine oturur (molding) gérinimdedir ve mitotik aktivite artis1 (>10 mitoz/2
mm?), ylksek Ki-67 proliferasyon indeksi (%50-100) ile belirgin nekroz mevcuttur.
Hucrelerin nlkleolusu yok ya da belirsizdir. Tamoral hicreler genellikle tabaka
benzeri difuz blylme paterni gosterir.

KHK’ ye KHDAK” nin bir alt tipi (AK, SHK, BHK, pleomorfik karsinom vb.)
eslik ettiginde kombine KHK tanimi kullanilir. KHK ile blylk hicreli néroendokrin
karsinom birbirinin morfolojik spektrumlar1 olabileceginden kombine demek icin
blayuk htcreli néroendokrin karsinom komponentin >%10 olmas1 gibi bir kosul
bildirilirken diger tiimor alt tipleri i¢in herhangi bir oran zorunlulugu yoktur (45).
2.1.5.3.2. BuyuUk Hiucreli Néroendokrin Karsinom

Rozet, yuvalanma, trabekiiler ve periferik palizatlanma gibi néroendokrin
patern gosterir. Hiicreler orta genislikte sitoplazmali biiyiik hiicrelerdir ve belirgin
niikleoluslar1 vardir. Artmis mitoz (>10 mitoz/2 mm?) ve yiiksek Ki67 proliferasyon
indeksi (%40-80) mevcuttur.

Kombine biyuk hiicreli néroendokrin karsinom ise beraberinde herhangi bir
oranda KHDAK lerin (AK, SHK, PSK vb.) bulunmas: seklinde tanimlanir (45).
2.1.5.3.3. Karsinoid Tamorler
2.1.5.3.3.1.Tipik Karsinoid

Ana brons ve ilk dallarinda, normal mukoza ile kapli polipoid kitleler
bigimindedir. Noroendokrin Kulschitsky hiicrelerinden kdken aldigi diisiiniilmektedir.

Trabekiiler ve organoid basta olmak iizere rozet formasyonu, psdédoglandiiler
ve folikuler patern veya kordon benzeri dizilim gdsterebilirler. Hucreler genellikle

poligonal, bazen igsi morfolojide olup ince graniiler kromatinli, belirsiz niikleoluslu
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uniform gorunumdedir. Nekroz yoktur. Mitoz <2/2 mm?’dir ve Ki67 <%5’dir.
Periferik olanlar multipl tlimorlet ile iligkili olabilir. Bunlara bazen difiiz idiopatik

pulmoner néroendokrin hicre hiperplazisi (DIPNEHH) de eslik edebilir.
2.1.5.3.3.2.Atipik Karsinoid

Tipik karsinoid ile benzer 6zelliktedir. Farkli olarak mitoz sayis1 2-10/ 2 mm?

ve Ki67 <%20’dir. Ayrica fokal noktasal nekroz odaklar1 goriilebilir (45).

2.1.5.3.4. Difiiz Idiopatik Pulmoner Noéroendokrin Hiicre Hiperplazisi
(DIPNEHH)

Hava yollart mukozasinda tek ya da gruplar halinde yaygin néroendokrin hiicre
hiperplazisiyle karakterizedir. Timorlet olusturmak {izere lokal invazyon gosterebilir
ve tipik Kkarsinoid tiimor oncil lezyonu olarak kabul edilmektedir. Ozellikle
konstriiktif bronsiolit gibi hafif, kronik lenfositik inflamasyon ile karakterize solunum
yollarinin fibrozisi ile birlikte goriiliir (45).
2.1.5.4. Buyuk Hucreli Karsinom

Sitolojik, yapisal ve immiinhistokimyasal olarak skuamdz hiicreli karsinom ve
adenokarsinom ozellikleri gostermeyen andiferansiye kiigiik hiicre dis1 karsinom alt
grubudur. Tamor hucreleri tabaka ya da yuvalanma paterni gésteren buyik poligonal
sekilli, vezikiiler ¢ekirdeklidir ve belirgin niikleolus igerir. Tani1 yalnizca rezeksiyon
materyalinde, tiimoriin tamami incelendikten sonra diger KHDAK” ler morfolojik ve

immiinhistokimyasal yontemlerle dislandiginda verilebilir (45).

2.1.5.5. Adenoskuamdz Karsinom
Tum akciger kanserlerinin yaklasik 9%0,4-4'linii olusturur. SHK ve AK
komponentlerinden birisinin en az % 10 oraninda goriildiigi, iki komponenti birlikte

iceren timorlerdir. Prognoz skuamoz hiicreli karsinoma gore daha kottddir (45).

2.1.5.6. Sarkomatoid Karsinom

Sarkomatoid karsinom (PSK) genel bir terimdir. Epitelyal ve sarkomatoid
bilesenler igceren tiimorlerdir. Pleomorfik karsinom, igsi hiicreli karsinom, dev hiicreli
karsinom, karsinosarkom ve pulmoner blastom bu grupta yer alan akciger timorii
tipleridir.

PSK” ler, oldukga nadir olup tiim akciger tiimorlerinin % 0.3-1.3’{ind, tiim
malign akciger tlimorlerinin % 3' iinden azin1 olusturur (3,30). Olgularin tani anindaki

yas ortalamas1 60-70’tir. Erkeklerde daha sik goriilmektedir ve hastalarin ¢ogunlugu
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periferik yerlesimli biiyiik (ortalama 7 cm), nekrotik alanlar igeren, genellikle tst lobda
gorilen, solid timorlerdir. Vakalarin yaridan fazlasinda (%51.8) plevral invazyon
gorulmektedir.

Epitelyal bilesen keratinle, sarkomatoid bilesen vimentinle boyanirlar.
Sarkomatoid bilesende de bazen keratin ile immdinreaktivite izlenebilir.

PSK’ da en sik rastlanan molekiiler degisiklikler, sigara iliskili akciger
adenokarsinomlariyla benzer sekilde, p53 ve KRAS’tir. ALK gen rearranjmani
yaklasik %3,5 oraninda saptanmaktadir. EGFR mutasyonu goriilme oran1 Amerika’da
%2-%8,8 iken, Asya kaynakli ¢alismalarda bu oran %20 olarak bildirilmektedir.
BRAF mutasyonu %?7,7 olarak saptanmaktadir. Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada
genetik olarak incelenen PSK olgularinin %22’sinde MET ekzon 14 atlama mutasyonu
saptanmis, hatta bu olgulardan birinde tirozin kinaz inhibitorii Crizotinibe dramatik bir
yanit alinmistir. Bir bagka ¢alismada bu oran %20,8 olarak bulunmustur. 2018 yilinda
yapilan bir meta analizde bu oran %13 olarak saptanmis, bdylece KHDAK” leri iginde
MET ekzon 14 atlama mutasyonunun en sik PSK’ da goriildiigii ortaya konmustur(63—
68).

PSK’ ler, diger histolojik alt tiplerle karsilastirildiginda daha koti
prognozludur. Agresif cerrahi tedavi ve postoperatif kemoterapi verildiginde bile diger
KHDAK?’ de 5 yillik sagkalim oran1 %45 iken bu oran PSK igin %25’tir. Slirveyans,
epidemiyoloji veritabani analizi sonuglarina gére PSK olgulart diger KHDAK” lerine
gore daha kisa genel sagkalim gostermektedir. PSK’ da kemoterapinin etkisi
yetersizdir. Hastalarin sadece %31 inde hastalik kontrolii, %16,5” inde parsiyel yant,
%14,5’ inde stabil hastalik izlenmistir. Hastalarin %69’ u ortalama 3 siklus kemoterapi
sonrasinda progresyon gostermistir. Progresyonsuz sagkalim ortalama 2 ay olup platin
bazli kemoterapiyle tedavi edildiginde median genel sagkalim 7 aydir. Diger
KHDAK’ lere kiyasla konvansiyonel kemoterapilere ylksek oranda direng
gostermeleri nedeniyle PSK’ da farki tedavi se¢eneklerine ihtiyag vardir. Bu amacla
PSK” lerin molekiiler analizi ve mutasyon sikliklar1 degerlendirilerek hedefe yonelik
tedaviler gelistirilmistir (3,69,70).
2.1.5.6.1. Pleomorfik Karsinom

Sarkomatoid bileseni (igsi ve/veya dev hiicreler) %10 ve/veya daha fazla olan
az diferansiye akciger karsinomlaridir. Karsinomatoz bilesen AK, SHK, BHK ya da
andiferansiye KHDAK seklinde olabilir (45).
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Giiniimiizde 6zellikle hedefe yonelik tedavilere dogru yonlendirme acisindan
bu tiimdrlerin igerdigi karsinomatoz bilesenin mutlaka belirtilmesi ve tanimlanmasi
onerilmektedir
2.1.5.6.2. 1Igsi Hiicreli Karsinom

Neredeyse tamami igsi hiicrelerden olusan, sarkom benzeri blylme paterni
gosteren akciger karsinomlaridir. Saf igsi hiicreli formu c¢ok daha nadir olup bazen
dev hucreler ile birliktelik gosterebilir. Diferansiye karsinomattz eleman icermez.
Epitelyal orijinin kanitlanmasi gerekir (45).
2.1.5.6.3. Dev Hucreli Karsinom

Neredeyse tamami dev hiicrelerden olusan akciger karsinomlaridir. Cok nadir
timorlerdir. Diferansiye karsinomatoz eleman igermez. Epitelyal orijinin
kanitlanmasi gerekir (45).
2.1.5.6.4. Karsinosarkom

Karsinom ile heterolog sarkomatoid bilesenlerin birlikteligi s6z konusudur.
Karsinom bilesenini KHDAK; SHK, AK, ASK vel/veya BHK olusturmaktadir.
Heterolog sarkomatoid bilesen ise malign 6zellikte kikirdak, kemik ve/veya c¢izgili
kastir (45).
2.1.5.6.5. Pulmoner Blastom

Fetal adenokarsinom ve primitif mezenkimal stroma iceren bifazik timdordr.
Mezenkimal komponenti olusturan hiicreler miksoid, fibroz bir zeminde, ylksek
niikleer/sitoplazmik orana sahip, daha cok matir fibroblast benzeri hicrelere
diferansiye olma egilimindedir. Olgularin %25’ inde stromada nadiren osteosarkom,
kondrosarkom ya da rabdomyosarkom gibi heterolog elemanlar eslik edebilir (45).
2.1.5.7.Diger Smiflandirilamayan Karsinomlar
2.1.5.7.1. Lenfoepitelyoma Benzeri Karsinom

Nadir goriiliir. Belirgin lenfositik infiltrasyon ile karisik, sinsisyal biyime
paterni gdsteren, kotii diferansiye, genis vezikiiler nukleus ve belirgin eozinofilik
niikleoluslar1 olan neoplastik hiicrelerle karakterizedir. Tiimor hiicreleri EBV pozitiftir
(45).
2.1.5.7.2. NUT Karsinom

15q14’> de NUT gen rearanjmani ile tanimlanmis kotii diferansiye nadir bir
timordur. Prognozu kothddr. Kiguk-orta boyuttaki timor hicreleri monomorfik

tabakalanmalar veya yuvalanmalar yapar. Hiicrelerin niikleuslar1 diizensiz konturlu ve
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kaba kromatinlidir. Karakteristik olarak yaygin keratinizasyon odaklar1 goriilebilir
(45).
2.1.5.8. TUkruk Bezi Tipi Karsinom
Biiytik hava yollarindaki glandlardan kaynaklanirlar ve tiikriik bezi tiimorlerine

diferansiye olurlar. Genellikle lokal agresif seyirlidir. Cok nadir goriiliir. En sik
gorulenleri; mukoepidermoid karsinom (MEK) ve adenoid Kistik karsinomdur(45).
2.1.6. Tedavi

Akciger kanserli hastalarin tedavi sec¢imi, tiimoriin hiicre tipi (KHDAK ya da
KHAK), molekiiler 6zellikleri, timor evresi ve hastanin performans durumu dikkate
alinarak yapilir. Erken evre KHDAK” li hastalara genellikle cerrahi veya radyoterapi
uygulanir. Ileri evre KHDAK’ li veya tedaviden sonra niiks gelisen hastalarda ise
kemoterapi, radyoterapi, molekdler durumuna gore hedefe yonelik tedaviler tek tek ya
da kombine sekilde kullanilir (71).

2.1.7. Akciger Kanserinde Molekiiler Patoloji ve Hedefe Yonelik Tedaviler

Kanser hiicresini diger hiicrelerden ayiran genetik farkliliklarin saptanmasiyla
(mutasyonlar) birlikte ilgili mutant yolaklarda bir hedef belirlenmesi sonucu hedefe
yonelik tedaviler gelismeye baslamistir. Molekiiler hedeflerin saptanmasi ve bunlara
yonelik ilaglarin gelistirmesi kisisellestirilmis tedavinin temelini olusturmaktadir.
1978 yilinda Epidermal Biiylime Faktor Reseptorii (EGFR) tanimlanmis olup 2004
yilinda aktive edici mutasyonlarin saptanmast ve bu molekiili hedefleyen
antikorlardan klinik yarar izlenmesiyle hedefe yOnelik tedaviler hiz kazanmigtir
(72,73).

Gunumuzde, 2018 molekiler kilavuzunda, akciger kanserinde tedaviye
yonelik 6n plandaki hedef molekiller EGFR, ALK ve ROS-1’ dir. Bunlar disinda
bakilmasi onerilen diger mutasyonlar ise BRAF, MET, RET, ERBB2 (HER2) ve
KRAS’ tir (74).
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2.2.HGF ve MET

2.2.1. HGF ve MET Yolag

Hepatosit bilyiime faktorii (HGF), sagilma faktdrii olarak da bilinir. Ik kez 1984
yilinda Nakamura ve arkadaslar1 tarafindan, parsiyel hepatektomili farelerin
serumunda mitojen potansiyeli olan bir sitokin olarak gosterilmistir (75). MET ise ilk
olarak insan osteosarkom hicre dizisinde TRP-MET flizyon geni olarak
tanimlanmistir (76). HGF, MET” in dogal ligandidir.

HGF/MET yolaginin embriyogenez, Kkaraciger rejenerasyonu ve yara
iyilesmesinde 6nemli rolii vardir (11-13). Anormal HGF/MET sinyal aktivasyonu
hiicrelerin hayatta kalmasini, proliferasyonunu, migrasyonunu, invazyonunu,
diferansiyasyonunu uyarir ve tiimor gelisimi ve progresyonu ile sonuglanabilir
(14,16,19,77-79).
2.2.1.1. HGF Yapisi

HGF, plazminojen iligkili biiylime faktorleri ailesinin iiyesidir. Ayn1 zamanda
PRGF-1 olarak da adlandirilmaktadir. Disiilfid bagl biiylik bir sitokindir. 7.
Kromozomda (7q21.1) yerlesmis 70 kb biiyiikliigiinde bir gen tarafindan kodlanir (80).
Aktif formu blyuk, multipl alana sahip bir proteindir. 6 alandan olusur: bir amino-
terminal alan (N), dort kringle alan1 (K1-K4) ve bir serin proteinaz homologu alani
(SPH). Amino-terminal ve K1 alanlarinin igeren bolim NK1 olarak bilinir ve HGF’

nin ligand-reseptor baglanmasina aracilik eder (8). (Sekil 3)
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Sekil 3. Hepatosit bityiime faktoriit (HGF)’ niin yapisi

HGF, plazminojen gibi tek zincirli 728 aminoasidlik prekursor bir polipeptid (pro
HGF) olarak sentezlenir. Plazminojen aktivatorileri (Urokinaz plazminojen aktivatori
(uPA) ve doku plazminojen aktivatorii (tPA)), pihtilagma faktorleri ve serin proteazlar

tarafindan proteolitik olarak aktif forma doniistiirtiliir. B6liinme K4’ ten sonraki tripsin
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benzeri bir bolgede meydana gelir. Sonugcta disiilfid bagh 69 kd biiyiikliigiinde o ve

34 kd biiyiikliigiinde 3 zincirlerinden olusan heterodimer protein dretilir (8).

2.2.1.2.MET Yapisi

MET geni 7. kromozomda (7921-g23) bulunur ve 20 intron 21 ekzon icerir.
Reseptor tirozin kinaz (RTK) ailesi tyesidir. MET gen transkripsiyonu sonucu énce
150 kDA bir prekiirsor protein iiretilir. Sonra bu glikozillenir, boliiniir. Disiilfid bagh
50 kDa ekstraseltler bir o zincir ve 140 kDa transmembran p zincirden olusan
heterodimerik yapiya sahip protein olusur. B zincir ektraseluler, transmembran ve
sitoplazmik kisimlara sahiptir ve diger hiicre sinyal proteinleri ile fonksiyonel 6nemi
olan yedi alana ayrilir. Semaforin (veya Sema) alani, HGF baglanma bdolgesidir ve
pleksin reseptorii ile de iliskilidir. PSI alani, pleksinler, semaforinler ve integrinlerde
bulundugu icin bu sekilde adlandirilir. Dort IPT tekrar alanmi ise immiinglobulinler,
pleksinler ve transkripsiyon faktorlerinde bulunduklarindan bu sekilde adlandirilir.
Sitoplazmik kisim; juxtamembran ve kinaz alanlarini ve karboksi terminal kuyrugu
icerir. Karboksi terminal kuyruk, substrat yerlestirme ve asagi yonlii sinyal iletimi igin
gereklidir. Jukstamembran alani, tirozin kinaz aktivitesinde diizenleyici gérev yapar
(25,81). (Sekil 4)

Hiicre Membrani

: ; (tirozin kinaz
i duzenlevlm bolge)
: T _ Karboksi
LR LerD) Terminal
PSI \V IPT1 [ IPT2 || IPT3 || 1PT4 Tl‘ansrnembran K ombran > Kinaz mine

a B

Sekil 4. MET Reseptor Tirozin Kinaz yapisi

2.2.1.3. Hiicresel Yanitlar

MET" in aktiflestirilmesi, Gab-1, Grb2, Shc ve c-Cbl gibi adaptor proteinlerinin
baglanmasina ve fosforilasyonuna neden olur. Ardindan fosfatidilinositol-3'kinaz
(P13K), PLC-y, STAT, ERK 1/ 2 ve FAK gibi sinyal transduserlerinin aktivasyonu ile

sonuglanir (8).

23



MET ile Gab-1 etkilesimi, diger anahtar adaptor ve sinyal proteinleri araciligiyla
yolak aktivasyonunda kritik bir rol oynar. Bu baglanti, EGFR benzeri diger RTK’
lardan ziyade MET’ e 6zgudur. Gab-1 baglantis1 sonras sinyal iletiminde MET iligkili
hiicre motilitesi, ayrigsmasi, adezyonu ve invazyonunu diizenlenmesi ERK ve PI3K
yolaklarina baglidir. PI3K, AKT/PKB yoluyla hiicre sagkalimmi, ERK (izerinden ise
mitogenezi kontrol eder. Ayrica hiicre gogl ve invazyonunun Ras (Cdc42, Racl ve
Pak yoluyla), Crk ailesi proteinleri ve c-src / fokal adhezyon kinaz ile tanimlanmis
farkli yollara ihtiyag duyar (82). (Sekil 5)
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Arp2/3 Cdk6 MMP FAK Kaspaz-9
Kadherinler p27 Fibronektin Integrinler
e Hiicre polaritesi ® Proliferasyon » Hucre baglantisi e Sagkalim
® Aktin hiicre * Hiicre siklus * Migrasyon
iskeleti progresyonu ® Invazyon
* Motilite
Morfogenez

Sekil 5. HGF/MET yolunun sinyal ve fonksiyonlari

2.2.2. MET ve Onkogenez
2.2.2.1. MET Sinyal Yolagi

HGF, reseptoriine baglandiginda, MET tirozin kinaz bdolgesinin aktive edici

halkasi iginde bulunan Y1230/ 1234 / 1235 'i tirozin kalintilarini otofosforilasyonuna
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neden olur. Bunun sonucunda MET’ in i¢ kinaz aktivasyonuyla, asagi yonli sinyal
iletimi molekulleri fosforile edilir.

Farkli fosforilasyon bolgeleri de tanimlanmistir. Y1313 fosforile edildiginde,
hiicre canlilig1 ve hareketliligini arttiran fosfatidilinositol-3'kinaz (PI3K)' ya baglanir
ve onu aktive eder. Juxtamembran alaninda bulunan Y1003 bélgesi, c-CBL ile hareket
eden MET sinyali i¢in negatif bir diizenleme bolgesidir. Ek olarak, Y1365 fosforile
edildiginde hiicre morfogenezini diizenler.

Y1349 ve Y1356 bolgeleri karboksi terminali kuyrugu icine yerlestirilmistir ve
fosforile edildiginde ¢cok yonli bir sinyal-donistiiriicii bolge haline gelirler. SH2 (Src
homolojisi-2), Src, Src kinaz, SHP2 fosfataz, SHC, Gab 1, Grb2, Crk / CRKL, STAT3
(sinyal transdiseri ve transkripsiyon aktivatori-3) ve PLC-y (fosfolipaz C- y) gibi
birgok sinyal ve adaptdr proteini burada toplanir ve fosforile edilir (81). (Sekil 6)
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Sekil 6. MET’ in i¢ kinaz aktivasyonunda fosforilasyon bélgeleri ve iliskili sinyal iletim yolaklar:
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2.2.2.2. Diizensiz MET Sinyal Yolag: ve Karsinogenez

Artan HGF/MET aktivitesi, farkli sinyal kaskadlarini tetikleyerek tumor
hiicreleri iizerinde ¢esitli etkilere neden olur. HGF/MET aktivasyonuna en yaygin
hiicresel yanit proliferasyon, hayatta kalma, sagilma, migrasyon ve invazyondaki
artistir (25). Bu nedenle motojen, mitojen ve morfogen olarak adlandirilmistir (80).

HGF' nin kanser hiicreleri tzerindeki en derin biyolojik etkilerinden biri
motilite indiksiyonudur. HGF ile indiklenen hlcre motilitesi ve migrasyonunda;
rho/rac sinyal ileti yolagi, PI3K yolagi, FAK-paksillin yolagi, Ezrin/radiksin/moesin
(ERM) ailesinin Gyeleri, RanBPM gibi pek ¢ok sinyal ileti yolaginin ve molekiiliiniin
iliskisi gosterilmistir (80).

HGF’nin hiicre biiylimesi ve proliferasyonu etkisine aracilik eden molekiiller
ve yolaklar; GATA-4, MEK/ERK yolagi, PI3 kinaz yolagi, STAT-3 olarak
bildirilmektedir. HGF’nin indiikledigi morfogenezde Pax3, STAT-3 ve PLCy ‘nin
sorumlu oldugu gosterilmistir (80).

HGF/MET aktivasyonu, hiicreleri diizenleyen apoptozdan koruyan PI3K-AKT
sinyalini diizenleyerek sagkalim sinyallerini kanser hiicrelerine iletir. HGF’ nin
aktivator protein-1 (AP-1)’e bagimli COX-2 ‘yi aktive ederek de apoptozisi inhibe
ettigi bilinmektedir.

Yiksek HGF/MET sinyali, bir dizi kanser hicresinde gucli hiicre goéclni ve
invazyon yetenegini indiikler ve in vivo olarak metastaza tesvik eder (80).

HGF, timor ve vaskiler diiz kas hucrelerinde 1L-8, VEGF ve uPA gibi pro-
anjiyogenez faktorlerinin ve endotel hiicrelerinde VEGFR2'nin ekspresyonunu
uyarabilir. Boylece, HGF/MET sinyalleri, tiimérde artmis anjiyojenik cevabi
dizenleyebilir (25). HGF ayni1 zamanda negatif bir anjiyogenez diizenleyicisi olan
Trombospondin 1’i inhibe eder. MET ve VEGFR yolaklari fiziksel olarak birbirlerini
etkilemezler (birlesmez veya fosforile etmez), ancak ERK-MAPK, AKT ve fokal
adezyon kinazi (FAK) gibi ortak sinyal ara maddelerini sinerjistik olarak aktive
ederler. Hipoksi, transkripsiyon faktérii HIFIa' nin ekspresyonunu indikler ve HIFla
da bagimsiz MET ekspresyonuna neden olur (84).

MET sinyallerinin ayrica hiicrelerin etrafindaki matriksi bozdugu veya yeniden
sekillendirdigi bilinmektedir. Ayrica Urokinaz tipi plazminojen aktivatori (UPA),
plazminojen aktivatori inhibitori-1 (PAI-1) ve matriks metalloproteinazlarini (MMP'
ler) kullanarak doku sinirlarindan geger ve invazyona yol acar. Uzak metastaz, MET

tarafindan Grb2, PI3K veya Shc yollarinin aktivasyonu ile desteklenir(81).
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Tum bu bulgularla, yiksek HGF/MET sinyalleri, timor olusumunun sadece ilk
basamaginda degil, ayn1 zamanda hastaligin yayilmasinin diizenlenmesinde de 6nemli

bir rol oynar. (Sekil 7)

ANJiYOGENEZ
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Sekil 7. HGF/MET sinyallesmesinde diger yollarla fonksiyonel ¢capraz konusma

2.2.2.3. Kanserde HGF ve MET genetik degisiklikleri

MET, yaygin olarak fibroblastlar ve endotelyal hiicreler de dahil olmak tizere
cevre stromada HGF' nin regiile edilmis ekspresyonu ve hiicre dis1 proteazlarin
proteolitik aktivasyonu ile, HGF tarafindan parakrin bir sekilde aktive edilebilir.

Ligand bagimli mekanizmalara ek olarak, MET aktivasyonu, asagidakileri
iceren alternatif mekanizmalarla da gergeklesebilir:

(1) Selektif MET mutasyonlart,

(2) Overekspresyon iligkili ligand yoklugunda dimerizasyon,

(3) MET” in kisalmasi,

(4) Gen translokasyonu / yeniden diizenlenmesi,

(5) Hipoksik kosullar altinda yolak aktivasyonu,

(6) EGFR ve RON dahil diger reseptorler tarafindan transaktivasyon,

(7) Renal karsinomlarda VHL gibi negatif regiilatorlerin kaybu.
Bu mekanizmalar, aktivasyon icin MET’ in HGF' ye bagimliligin1 kismen veya

tamamen ortadan kaldirabilir (82).
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HGF/MET yolu, insan kanserlerinde en sik disreglle olan yollardan biridir.
Aberran HGF/MET sinyalleri, mesane, meme, servikal, kolorektal, endometrial,
0zofageal, gastrik, bas ve boyun, bobrek, karaciger, akciger, nazofarengeal, over,
pankreas, prostat ve tiroid kanserlerinin yani sira, kolanjiyokarsinom, osteosarkom,
rabdomyosarkom, sinovyal sarkom, Kaposi sarkomu, leiomyosarkom ve MFH /
fibrosarkom dahil olmak iizere ¢esitli malignitelerde bildirilmistir. Ayrica miyeloid
l6semi, erigkin T hiicreli 16semi, kronik miyeloid 16semi, lenfomalar ve multipl
myelom gibi hematolojik malignitelerde ve Wilms tumord, glioblastom ve
astrositomlar gibi diger timorlerde de anormal HGF ve / veya MET ekspresyonu
bildirilmistir. Yiiksek HGF seviyeleri ve MET' in asir1 ekspresyonu, genellikle daha
agresif hastaliklar, artmis timor metastaz riski ve kisalmig hasta sagkalimi gibi koti
klinik sonuglarla iligkilidir. Ayrica, tiimdrlerde yiiksek HGF ve / veya MET protein
seviyeleri kemoterapi ve radyoterapiye dirence neden olur (25).

Anormal HGF ve MET ekspresyonuna ek olarak, MET sinyal yolagi, MET
mutasyonlar1 (germ-line ve somatik), gen amplifikasyonu ve gen yeniden diizenlemesi
gibi genetik degisikliklerde de aktive edilebilir. Mutasyonlarin bazilari, artan kinaz
aktivitesinden dolay1 onkojenik potansiyele sahipti. MET mutasyonlari, kalitsal
papiller renal hicreli karsinomlara (PRCC) sahip olan tim bireylerde ve sporadik
PRCC’ lerin bir kisminda (%13) bulunur. Ayrica gastrik, bas ve boyun, karaciger,
over, kiigiik hiicreli dig1 akciger ve tiroid kanserleri dahil olmak tizere diger insan
kanserlerinde ve bu kanserlerin bazilarinin metastazlarinda somatik MET
mutasyonlar: tespit edilmistir. Mutasyonlar PRCC olgularinda tipik olarak kinaz
bolgesi ile sinirli iken diger malignitelerde siklikla reseptoriin diger bdlgelerinde,
ornegin juxtamembran bolgesinde bulunur. Juxtamembran bolgesi ligand bagimli
MET baglanmasini diizenler: Y1003, HGF baglanmasina cevap olarak fosforile edilir
ve c-Cbl' yi kuvvetlendirir, MET ubikuitinizasyonu ve degradasyonuna yol acar.
Ekzon 14 kaybina neden olan MET juxtamembran bdlgesi mutasyonlarinda, Y1003’
in kaybi hiicre yiizeyinde MET birikimine ve onkojenik potansiyelin ortaya ¢ikmasina
neden olan kalict HGF uyar1 sinyalleriyle sonuglanir (85). Mutasyona ek olarak, MET
geni bazi beyin, kolorektal, gastrik, akciger ve mide kanserli hastalarda amplifiye olur

ve genellikle progresyonla iligkilidir (25).
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2.2.3. MET ve Akciger Kanseri

Akciger kanserlerinde MET yolundaki diizensizlikler gesitli yollarla gerceklesir:
gen mutasyonu, amplifikasyon, yeniden diizenlenme ve asir1 protein ekspresyonu
(86).

HGF ve MET normal akcigerde eksprese edilmelerine ragmen, tiimdr dokusunda
ekspresyonlari artar. MET, fosforile edilmis MET ve HGF, KHDAK’ de hem de KHK”
de yiiksek oranda eksprese edilir. MET ve p-MET asir1 ekspresyonu, sirastyla KHK'
lerin %54 ve %43’ inde gorulur ve kot prognostik faktordir (84).

KHDAK olgularinda genomik amplifikasyon MET reseptér bozulmasina
neden olarak ligand bagimsiz MET aktivasyonuna neden olur (87). Yiksek MET gen
kopya sayis1 ve amplifikasyonu KHDAK olgularinda sirasiyla %10,6- 20,8 ve %2,1-
4,4 oraninda bildirilmekte ve kotii prognozla iliskilendirilmektedir (39,88-91). De
nova MET amplifikasyonu, diger onkojenik mutasyonlarin yoklugunda akciger
adenokarsinomlarinda %1 gibi diisilk oranda saptanmaktadir ve bu populasyonda
Crizotinib ile parsiyel yanitlar bildirilmistir. MET amplifikasyonu ayni zamanda
EGFR mutant akciger kanserlerinde %20 oraninda EGFR inhibitorlerine direncten
sorumlu tutulmaktadir (87).

Ik kez 1994'te, MET reseptdriiniin 47 amino asit jukstamembran bdlgesinin
silinmesi ile alternatif olarak eklenmis bir MET RTK bildirilmistir ve bunu takiben,
bu jukstamembran bolgesinde 1001 konumunda bir tirozin kalintisinin mutasyonunun
kismi bir fonksiyon kazanimina yol agtigi gosterilmistir (92,93). 2001 yilinda,
Peschard ve ark., E3 ubiquitin-protein ligaz, c-CBL'nin baglanma alanindaki tirozin
kalintisinin 1003 mutasyonunun, c-CBL'nin MET' e baglanmasini ortadan kaldirarak
c-CBL aracili bozulmaya yol a¢tigini ve MET onkojenik aktivitesine sebep oldugunu
bildirilmiglerdir (94). Daha sonra, MET ekzon 14 ek bolgelerindeki mutasyonlar Ma
ve ark. tarafindan 2003'te KHK ve 2005' t¢ KHDAK' de rapor edilmistir (95,96).
Kong-Beltran ve ark. tarafindan 2006 yilinda MET ekzon 14 etrafindaki 5 ve 3 nolu
ek yerlerinde hem tek nikleotid substitisyonlarint hem de kiigiik delesyonlari
belirlenmis ve bu mutasyonlarin, MET ekzon 14’ de atlamalarla (atlama mutasyon)
sonuglandig1 gosterilmistir. Ekzon 14-eklenmis protein, c-CBL E3 ligaz baglanmasini
ortadan kaldirarak, ubiquitinasyonun azalmasina neden olur ve MET protein
seviyelerinde nispi bir artiga yol agar. Ek olarak, MET Y 1003 mutasyonunun azalmis
ubikuitinizasyon ve MET proteininin stabilitesinin artmasiyla sonuglandig:

gosterilmistir.
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Normalde HGF varliginda, multipl intraselller tirozin rezidulerinin MET
dimerizasyonu RAS / MAPK ve PI3K-AKT gibi birgok yolagm aktivasyonunu
tetikler. MET’ e ligand baglanmasi endozomlarda reseptor internalizasyonuna neden
olur ve hiicre ici MET sinyali olusur. Endositozdan sonra MET reseptorleri lizozomlar
icinde degrade olur ve hiicre yiizeyine geri doniistiiriilir. MET, EGFR ve HER2 gibi
diger tirozin kinaz reseptorleri E3 ubiquitin ligaz, c-Cbl ile parcalanma igin
isaretlenmistir. Kismen MET ekzon 14 tarafindan kodlanan MET juxtamembrane
alaninin tirozin 1003 (Y 1003) rezidlstinde c-Cbl igin dogrudan bir baglanma bolgesi
mevcuttur. Bu rezidude fenilalanin mutasyonu (Y1003F) MET in ubiquitinizasyonunu
bozar, MET protein stabilitesini arttirir, in vitro ligand bagimsiz MET aktivasyonuna
yol acar ve in vivo olarak timaérojeniktir. KHDAK’ de, MET ekzon 14 etrafinda farkli
nokta mutasyonlari, delesyonlari tanimlanmis olup bunlar islev kazanimi (gain-of-
function) fenotipinde onkojenik mutasyonlardir. Bu mutasyonlarin ¢cogu, MET intron
13" iin birlestirme alicis1 bolgesi veya intron 14' iin bir ekleme bolgesi ile Ortiisiirken,
digerleri ekzon 14 kodlama dizisinin kendisinde veya tamamen intronik diziler i¢inde
meydana gelir. Bugune kadar tarif edilen MET ekzon 14 atlama mutasyonlariin
neredeyse tamami, mRNA oncesi ekleme sirasinda MET ekzon 14' {in atlanmasina
neden olur ve MET jukstamembran alaninin 47-amino asiti silinmesiyle Y1003 C-Cbl
baglama alan1 kaybolur (87). (Sekil 8)
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Sekil 8. Anormal ekleme ile MET ekzon 14 atlamasi ve sonuclar1 (Copyright © American
Association for Cancer Research)
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Vaka serileri KHDAK' de MET ekzon 14 degisikliklerinin goriilme sikligin1 %
2-4 civarinda bildirmistir (98-100). 2015' in sonlarindan bu yana, MET ekzon 14
atlama mutasyonu olan KHDAK hastalarini karakterize eden raporlar literatiirde hizla
art arda yaymlanmigtir (101).

MET ekzon 14 degisiklikleri, MET amplifikasyon ve MET nokta mutasyonlari
arasindaki ortiisme ile ilgili mevcut veriler gok olmamakla birlikte, MET ekzon 14
atlama mutasyonu olan KHDAK olgularmin %15-21’ inde eszamanli MET
amplifikasyon bildirilmistir ve MET Y1003X mutasyonlari, KHDAK’ deki MET
ekzon 14 degisikliklerinin yaklasik %2’ sini olusturmaktadir (101).

Vuong ve ark., 2018 yilinda KHDAK’ de MET ekzon 14 degisikliklerinin
klinikopatolojik 6zelliklerle iliskisini inceledikleri meta analizlerine 11 adet
caligmadan toplam 18.464 hastay1 dahil etmislerdir (35,40,63,102—-111). Histolojiden
bagimsiz MET ekzon 14 atlama mutasyon orani1 %3 olarak degerlendirilmistir. Bati
toplumlarinda goriilme oran1 Asyalilara gore daha yiiksektir. ileri yasta (65-76 yas)
MET ekzon 14 atlama mutasyon siklig1 yiiksek bulunmustur. Histolojik alt tipler g6z
oniine alindiginda MET ekzon 14 atlama mutasyon oranlart AK’ da %2, SHK” da %1,
ASK’ da %6 ve PSK’ da %13 bulunmustur (63).

2.2.4. MET ve Sarkomatoid Karsinom

Fallet V. ve ark. ile Lococo ve ark. PSK olgularinda, 26 adet KHDAK iliskili
geni YND yontemini kullanarak analiz etmistir. PSK olgularinimn %69-80’inde en az 1
mutasyon saptanmis ve diger KHDAK’ lere gore daha yiiksek mutasyon oranlari
oldugu gosterilmistir. Lococo ve ark., PSK’ da TP53 gen mutasyonunu %55 oraninda
saptamiglardir. Ancak bu mutasyonun PSK igin driver mutasyon olmadigini
diistinmiislerdir (65,66).

Literaturde ilk kez, Tong ve ark. tarafindan, MET genetik degisikliklerinin
KHDAK” nin degisik alt tipleri arasindaki farkliliklarin1 arastirilmis MET ekzon 14
atlama mutasyonunun PSK’ da daha sik (%31,8) oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda
PSK’ da %13,6 gibi bir oranda yiiksek MET amplifikasyonu oldugu bulunmustur (40).
Literaturde PSK’ da % 3- 31.8 arasinda degisen yiiksek oranlarda MET ekzon 14
atlama mutasyonu bildirilmistir (67,103).

Liuve ark. 2015 de 36 vakanin 8’ inde (%22) MET ekzon 14 atlama mutasyonu
saptamistir. Bu tip MET mutasyonun PSK’ da driver mutasyon olabilecegi ve hedefe

yonelik tedavide potansiyelinin oldugu bildirilmistir. Ayrica cohortlarinda 74
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yasindaki evre IV PSK tanili kadin hastada MET ekzon 14 atlama mutasyonu oldugu
saptanmistir. Bu nedenle hastaya giinde 2 kez oral 250 mg Crizotinib verilmistir. Hizli
ve anlamli dramatik bir klinik gidis gozlenmis ve bu sonrasinda tomografiyle
radyolojik olarak da parsiyel yanit seklinde dogrulanmistir (36).

Literatirde PSK’ ler icin bildirilen MET ekzon 14 atlama mutasyonu ve MET
amplifikasyonu oranlar1 sirasiyla %3- 31,8 ve %.8,4- 13,6 arasinda degigsmektedir.
(40,103,108,112)

2.2.5. Anti-MET Tedaviler

Akciger kanseri ve diger kanserlerde diizensiz HGF/MET sinyalini ortadan
kaldirmak icin gelistirilmis 3 terapdtik strateji vardir:

1. Anti- HGF monoklonal antikorlar

2. Anti-MET monoklonal antikorlar

3. Anti -MET Tirozin Kinaz inhibitdrleri (TKI)

TKI' ler ayrica multikinaz ve secici MET inhibitdrlerine ayrilir. Multikinaz
MET-inhibitorlerinin Ornekleri arasinda Krizotinib, Kabozantinib, MGCD265,
AMG208, Altiratinib ve Golvatinib bulunur. Secici MET inhibitorleri arasinda ATP-
rekabetci ajanlar; Kapmatinib ve Tepotinib (MSC2156119J) ve ATP-rekabetci
olmayan ajan Tivantinib bulunur. Monoklonal antikor tedavisinde ise, anti-MET
antikorlart (6rn. Onartuzumab ve Emibetuzumab [LY2875358]) ve anti-HGF
antikorlar1 (6rn. Fiklatuzumab [AV-299] ve Rilotumumab [AMG 102]) mevcuttur
(86,113). (Sekil 9)
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Secici Hedefe Yonelik Tedaviler
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Sekil 9. Anti-MET Tedaviler

Akciger kanseri ile ilgili olarak, klinik 6ncesi veriler akciger adenokarsinom
hiicre dizilerinde EGFR ve MET aktivasyonu arasinda genis bir Ortiisme oldugu
gosterilmistir (114). Bu korelasyon goz Oniine alindiginda, EGFR aktivasyon
mutasyonlar1 olmayan bir KHDAK poplasyonu i¢in EGFR ve MET" i ayni anda bloke
eden kombine yaklasimlarin gelistirilmesinin yararli olacagi disiiniilmiistir. Faz Il
klinik ¢aligmasi, yuksek MET ekspresyonu olan ileri evre KHDAK' li hastalarda tek
kollu anti-MET monoklonal antikor Onartuzumab’ in aktivitesini gostermistir (115).
KHDAK' 1i hastalarda MET inhibitorlerinin etkisini arastiran ilk faz III klinik
caligmalar hayal kiriklig1 yaratmistir (116—119). Bununla birlikte, bu ¢alismalar MET
overekspresyonu ve/veya amplifikasyonu sergileyen hastalar1 hedeflerken, MET
ekzon 14 atlama mutasyonlar1 olan hastalar dahil edildiginde Crizotinib' in genel
olarak tolere edilebilir ve yoOnetilebilir bir toksisite profili ile iligkili klinik olarak
anlamli bir antitiimor aktivitesi oldugu goriilmiistiir (120,121).

MET ekzon 14 atlama mutasyonu varliginda, hastalarin MET inhibit6r
tedavisine yanitta prediktif degerinin yiiksek oldugu diisiiniilmektedir (106). Bu
baglamda, MET ekzon 14 atlama mutasyonu olan hastalarin, Crizotinib gibi MET

inhibitorlerine duyarli oldugu, ancak MET proteininin overekspresyonu veya gen
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amplifikasyonu gosteren hastalarin hedeflenen tedaviye kalici bir yanit vermedigi
sonucuna varilmistir. Bununla MET inhibitorleri ile yapilan c¢alismalardaki hayal
kirikliklart agiklanmaya galisiimistir (101,122). MET ekzon 14 atlama mutasyonu olan
hastalarin MET inhibitorlerine duyarlilig, literatiirde dramatik yanitlar veren ¢esitli
vaka raporlariyla sonuglanmistir (123,124). Bu konuda klinik ¢alismalar halen devam
etmektedir (101,116).

2.2.6. MET Genetik Degisikliklerinde Kullamilan Tamsal Yontemler

2.2.6.1. Immiinhistokimya

Immiinohistokimya (IHK), biyolojik dokulardaki antijenlere 6zel olarak baglanan
antikorlarin prensibini kullanarak bir doku kesitindeki hiicrelerdeki antijenleri veya
haptenleri tespit etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Antikor-antijen baglanmasi farkli
sekillerde gorsellestirilebilir. Horseradish peroksidaz (HRP) veya alkalin fosfataz
(AP) gibi enzimler, renk lireten bir reaksiyonu katalize etmek i¢in yaygin olarak

kullanilir.

Literatirde MET overekspresyonunu degerlendirmek ic¢in kullanilan, farkli
klonlarda immiinhistokimya antikorlart vardir ve degerlendirmede farkli skorlama
sistemlerinden yararlanilmigtir (Tablo 4). Son yillardaki caligmalarda siklikla
kullanilan, anti-total MET antikoru ve SP44 klonudur (125).

Tablo 4. Cerrahi rezeke edilen KHDAK olgularinda iHK degerlendirmeleri ve sonuclari.

MetMab Skorlama 36 (59.0)

KHDAK >60 (ortanca, 0-400 arasinda) 83 (44.0)
METMab skorlama 44 (25.0)

KHDAK  >%10 boyanmus hiicre 196 (22.2)

KHDAK >4 (0-12 arahig) 52 (13.7)

Skorlama sistemlerinden en sik kullanilanlar; MetMab Skoru ve H-Skorlama

yontemleridir.
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MetMADb Skorlamada MET ekspresyonu boyanma yogunlugu ve boyanan
hiicre oranina gore skorlanir:
e 3+: TUmor hicrelerinin >%50” sinde kuvvetli pozitiflik
e 2+: TUmOr hicrelerinin >%50’ sinde orta derecede ya da daha fazla derecede
pozitiflik ancak <%50’ sinde kuvvetli pozitiflik
e 1+: TUmor hicrelerinin >%50 sinde zayif ya da daha fazla derecede pozitiflik
ancak <%50’ sinde orta derecede ya da kuvvetli pozitiflik
e 0: Boyanma yok ya da timor hicrelerinin <%50’ sinde herhangi bir
yogunlukta boyanma
Orta yogunlukta veya kuvvetli MET protein ekspresyonu gosteren tlimorler (Skor
2+ veya skor 3+) IHK + olarak degerlendirilir. Skor 1+ veya skor 0 olgular IHK —
kabul edilir (40,91).

H-Skorlamasinda MET ekspresyonu, membrantz ve / veya sitoplazmik
boyamaya dayali olarak degerlendirilir. 0 (boyanma yok), 1 (zayif), 2 (orta) veya 3
(kuvvetli) yogunluk puanlari ile birlikte boyanma oran1 verilir. H skorlari, asagidaki
formile g6re hesaplanir:

(1 x zayif boyali hiicrelerin yuzdesi) + (2 x orta derecede boyali hiicrelerin ylzdesi)
+ (3 x kuvvetli boyali hiicrelerin yizdesi).

Tumor hicrelerinin yizdelerine (%0-100) ve boyanma yogunluklaria (0-3)
gore 0-300 arasindaki deger alan olgularda 150 ve Ustlindeki degerler pozitif kabul
edilir (126).

2.2.6.2. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

Floresan in situ hibridizasyon (FISH) belli DNA veya RNA alanlarinin,
tizerilerine baglanabilen, floresan (1s1ma) gosterebilen problar araciligi ile goriinebilir
hale getirilmesi yontemidir. Fikse edilmemis taze 6rnekler kullanilabilecegi gibi,
formalinle fikse edilmis parafine gomiilmiis 6rneklerde de ¢aligilabilir. Metafaz ya da
interfaz evresindeki hiicreler, uygun problarla isaretlenerek degerlendirilir. Problarin
1s1masi floresan mikroskobunda incelenir. Yiiksek 6zgiinlige sahip FISH problari
kromozom iizerinde sentromerlere (sentromer sayim probu [centromere enumeration
probe — CEP]), kromozomun biitiiniine ya da ilgilenilen gen bolgesine (lokusa 6zgii
belirteg [locus specific identifier — LSI]) baglanabilecek sekilde tiretilebilir. Elde
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edilen 1s1manin yeri ve sinyal sayist ile translokasyon, amplifikasyon, delesyon

durumlar1 gézlemlenebilir.

FISH tekniginin 6ne ¢ikan avantaji morfolojik degerlendirmeye de izin veriyor
olusudur. Karsit boya olarak kullanilan DAPI (4 -6-diamidino-2-fenilindol) goriintiisii,
incelenen materyalin morfolojik o6zelliklerinin  segilebilmesine olanak tanir.
Incelenecek hiicrelerde deterjan etkili Tween 20 ve NP-40 gibi soliisyonlar ve
proteinaz K gibi proteazlar ile permeabilite saglanir. DNA denatiirasyonu igin
formamid ya da benzeri soliisyonlar kullanilir. Sonrasinda uygulanan prob, DNA’da
hedef bolgeye baglanir. Cift iplikli ise, probun da denatiirasyonu gereklidir. Prob
uygulandiktan sonra yiiksek sicaklik ile hem DNA’daki hedef bolgenin hem de probun
birlikte denatiirasyonu saglanir ve hibridizasyon olur. Problar kendilerine has
belirlenen dalga boylarinda 1s1ma yaparlar ve bu i1sima uygun filtreler altinda

degerlendirilir (130).

Degerlendirilecek hiicre sayisi, vakaya gore degismektedir. Sadece tiimor
dokusundan olusan 6rneklerde, 40 hiicre yeterli olabilirken, zeminde benign hiicrelerin
baskin oldugu, az sayida tiimor hiicresi iceren oOrneklerde en az 500 hiicrenin

degerlendirilmesi gerekmektedir (130).

Delesyon ve amplifikasyon degerlendirmeleri i¢in hedef gen alanmi sayisi, ayni
kromozomun sentromer bélgesi ile veya diger kolda farkli bir gen bolgesi ile sayisal
olarak kiyaslanir. Amplifikasyon ve delesyon degerlendirmelerinde laboratuarlarin

kendi ¢alisma kosullarina gore esik degerler belirlemeleri 6nerilmektedir (130).

MET kopya sayisinin artmasi iki farkli yolla olur: polizomi ve amplifikasyon.
Tiimor hiicrelerinde, kromozomal duplikasyon gibi faktorlere sekonder artmis
kromozom 7 kopyalart oldugunda yiiksek polizomi ortaya ¢ikar. Gergek
amplifikasyon, kirilma-fiizyon-koprii gibi mekanizmalart yoluyla fokal veya bolgesel
gen c¢ogalmasi seklinde gergeklesir. MET aktivasyonunda polizomiden ziyade
amplifikasyonun gergek bir driver onkojen oldugu diistiniilmektedir. Floresan in Situ
hibridizasyonun (FISH) kullanilmasiyla, MET' in, kromozom 7' nin sentromerik
kismina (CEP7) orani, polizomi ile ger¢ek amplifikasyon arasinda ayrim yapmak igin
kullanilabilir. Polizomide, MET" in her kopyasina karsilik gelen bir sentromer vardir

ve Kkopya numarast artttkca MET/CEP7 oraninm1  korur. Ger¢ek MET
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amplifikasyonunda, kopya numarast CEP7' de bir artis olmadan artar ve MET/CEP7
orani artar. Gen kopya sayisina gore MET pozitifliginin tanimlanmas1 konusunda
heniiz bir fikir birligine varilamamistir. Kullanilan birgok skorlama sistemi vardir.
Bunlardan bazilar1 PathVysion, Cappuzzo ve Colorado Universitesi Kanser Merkezi
(UCCC)’ dir. (131) (Tablo 5 ve Tablo 6)

Tablo 5. Cappuzzo FISH degerlendirme Kkriterleri

Cappuzzo skorlama sisteminde MET gen kopya sayist (GKS) ve MET/CEP7 oranina gore
olgular 6 kategoriye ayrilir:

1-Dizomi: Hiicrelerin >%90’inda <2 kopya | 4- Diisiik Polizomi: Hiicrelerin%10-40'
inda >4 kopya

2-Diistik Trizomi:

*hicrelerin >%40’°1inda <2 kopya 5-Y iiksek polizomi: Hiicrelerin >%40’inda
>4 kopya

* hiicrelerin %10-40’1inda 3 kopya 6-Gen Amplifikasyonu:

* hiicrelerin <%10’unda >4 kopya * Sik1 MET gen kiimelerinin varligi

3-Yksek trizomi: * MET/CEP7 oraninin >2 olmasi

* hiicrelerin >%40inda <2 kopya * Analiz edilen hiicrelerin% >10’ unda >15
kopya

* hicrelerin >%40°1nda 3 kopya

* hiicrelerin <%10’unda >4 kopya

Bu skorlama sisteminde dizomi, diisiik trizomi, yiiksek trizomi ve diisiik polizomi FISH
negatif; ylksek polizomi ve gen amplifikasyonu FISH pozitif kabul edilir
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Tablo 6. UCCC FISH degerlendirme kriterleri

FISH Pozitif olgular: UCCC kriterleri MET gen kopya sayis1
— (GKS) > 4 iken MET/CEP7 oranina
1- Amplifikasyon: gore amplifikasyon derecesi ayni
zamanda su sekilde de kategorize
* MET/CEP7 oram >2 edilir:

1-Negatif: MET/CEP7 < 1.8
* TUmorin >%10’unda kiigiik gen kiimesi (4-

10 kopya) veya sayisiz siki gen kiimelenmesi 2-Diisiik amplifikasyon:

* MET/CEP7 oranindan bagimsiz olarak 1.8< MET/CEP7 < 2.2
timordn >%10° unda CEP7 den biiyilk MET
sinyali (stroma ve reaktif hiicrelerde MET

sinyali CEP sinyalinden kiigiik olmalr) 3-Orta derecede amplifikasyon:

2< <
* MET/CEP7 oranindan bagimsiz olarak 22 < MET/CEPT <5

timortin =%10" unda >15 kopya sayrst 4-Yuksek amplifikasyon: MET/CEP7

>
2- Tumorlin >%40’ inda >4 kopya sayisi =5

FISH Negatif olgular:

MET amplifikasyonu olmayan ve <%40’inda
>4 kopya sayist

Literatuirde MET amplifikasyonu degerlendirirken farkli esik degerleri
kullanilmastir. (Tablo 7). Ornegin Capuzzo skorlama sisteminde her timor hiicresinde
> 5 MET sinyali olan olgularm FISH pozitif kabul edilirken, PathYysion ile
MET/CEP7 oranm1 > 2 olan olgular, UCCC kriterlerine gére MET gen kopya sayisi
(GKS) > 4 iken FISH pozitif kabul edilir (40,88,132,133). UCCC kriterleri MET gen
kopya sayis1 (GKS) > 4 iken MET/CEP7 oranina goére amplifikasyon derecesi ayni

zamanda su sekilde de kategorize edilir:

[EY
1

Negatif: MET/CEP7 < 1.8

Diisiik amplifikasyon: 1.8< MET/CEP7 < 2.2

Orta derecede amplifikasyon: 2.2 < MET/CEP7 <5
Y uksek amplifikasyon: MET/CEP7 > 5 (89,110,134).

@ on

4
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Tablo 7. Cerrahi rezeke edilen KHDAK olgularinda FISH degerlendirmeleri ve Sonuglar:

KHDAK  FISH Yiksek, orta derecede,  Toplam: 227 (33.0)
diisiik seviye
amplifikasyon Yiiksek: 22 (3.2)
Orta derecede: 43
(6.2)
Diisiik: 162 (23.4)
_ KHDAK  RT-PCR MET GKS>3 28 (18.5)
_ KHDAK  RT-PCR MET GKS>3 11 (18.0)
_ KHDAK  SISH MET GKS>5 14 (10.0)
KHDAK  FISH MET GKS>5 42 (11.1)
UCCC kriterleri 27 (7.1)
AK FISH MET GKS>5 21 (15.0)
MET/CEP7 >2 6 (4.0)
_ KHDAK  BISH UCCC Kiriterleri 92 (10.9)
_ KHDAK  FISH MET GKS>3 22 (10.6)
KHDAK  FISH MET GKS>5 12 (6.7)
UCCC Kriterleri 30 (16.7)
_ AK RT-PCR MET GKS>1.31 8 (4.4)
KHDAK  FISH MET GKS>5 Total: 48 (11.1)
Yuksek: 18 (4.1)
_ KHDAK  RT-PCR MET GKS>3 12 (5.6)

2.2.6.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction - PCR), DNA
icerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir bolgeyi enzimatik
olarak ¢ogaltmak igin uygulanan tepkimelere verilen ortak bir isimdir (139).

Metot basitge tiip icerisinde niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltilmasi

esasina dayanir. Bir ¢esit "in vitro klonlama" olarak da tanimlanan PCR; 94 °C-98 °C
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araliginda gerceklestirilen denatiirasyon, 37 °C-65 °C araliginda gergeklestirilen
primer eslesmesi, 72 °C’de gergeklestirilen primer uzama asamalarindan olusur ve bu

dongiilerin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir. (Sekil 10) (140).

- Asama 1:
| Denatiirasyon
10 g g —————————
0 I
Asama 3:
8 Primer uzamasi ¥
90
-
80 i 1
g 70
x -
i b !
® 60| %
50 Asama 2: primer
3 eslesmesi 1
sl Bir Dongil l i
- - -
———————
" L A L A L i i i i " 1 A 1 A
30 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Zaman (dakika)

Sekil 10. PCR sicakhg: degisim profili

PCR yonteminin gelismesinde en biiyiik katkiyr Amerika Yellowstone Dogal
Parkinda yaklasik 85°C sicakliktaki kaynak sularinda yasayan Thermus aquaticus
bakterisinden izole edilen Tag Polimeraz enziminin bulunmasi yapmistir. Ciinki bu
enzim yiiksek sicakliklarda dahi dayanabilen tek enzimdir. Dr.Kary B. Mullis 1980’li
yillarda yaptig1 PCR ¢alismalari ile 1993 yilinda Kimya alaninda Nobel Odiilii almigtir
(141,142).

Gen c¢ogaltilmas1 dahil PCR’nin birgok uygulamasi i¢in kalip DNA’y1
tamamlayici olan primerlere ihtiyag vardir.

PCR, yaygin olarak tibbi ve biyolojik arastirma laboratuvarlarinda, kalitsal
hastaliklarin teshisi, genetik parmak izlerinin tanimlanmasi, bulasici hastaliklarin
teshisi, genlerin klonlanmasi, babalik testi ve DNA hesaplamasi gibi degisik konularda
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Son yillarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiileri saglamak i¢in kullanilan
cihazlarin (thermocycler) hassas 6l¢iim aletleriyle birlestirilmesi, ger¢ek zamanli(real-
time) PCR olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur. “Real-

time” PCR’da tiriinlerin analizi reaksiyon sirasinda yapilmaktadir (140,143).
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DNA dizilemesi, bir DNA molekiiliindeki niikleotit bazlarimin (adenin, guanin,
sitozin ve timin) sirasinin belirlenmesidir. Ilk DNA dizileri 1970’lerin baslarinda
Walter Gilbert ve Frederick Sanger tarafindan iki-boyutlu kromatografiye dayanan
zahmetli yontemlerle elde edilmistir ve 1980 yilinda Kimya alaninda Nobel 6diiliinii
almuslardir (143-145). Otomatik analizle ¢alisan boya-tabanli dizileme yéntemlerinin
gelisimiyle DNA dizilemesi ¢ok daha kolaylasmistir.

“Pyrosekans”, sentezleme ile dizileme ilkesine dayanan bir DNA dizileme
metodudur (DNA'da niikleotidlerin sirasini belirleme). Sanger dizilemeden farklidir,
ciinkii dideoksiniikleotitlerle zincir sonlandirmasi yerine, niikleotid birlesmesinde
pirofosfat saliiminin saptanmasina dayanir. Bir defada tamamlayic1 seridi, bir defada
bir baz ¢ifti sentezleyerek ve her adimda hangi tablonun eklendigini tespit ederek tek
bir DNA zincirinin dizilenmesine izin verir. Sablon DNA hareketsizdir ve A, C, G ve
T niikleotidlerinin ¢6zeltileri sirayla eklenir ve reaksiyondan ¢ikarilir. Isik, yalnizca
niikleotid ¢o6ziimii sablonun eslenmemis ilk tabanin1 tamamladiginda iretilir
(140,143).

Yeni nesil dizileme (YND) teknigi son zamanlarda giindeme gelmis, DNA dizi
analizinde daha hizli, verimli ve giivenilir bir tekniktir. Yeni nesil dizilemeler ile
birinci nesil Sanger dizilemeler arasindaki temel fark her reaksiyon icin kapiller basina
bir amplifiye DNA segmentinden sinyal retmek yerine, klonlamayla elde edilen
amplifiye DNA dizilerini ayn1 anda milyonlarcasini paralel olarak okumaya olanak
saglayabilmesidir. {1k insan referans genomunun floresan Sanger dizileme kullanilarak
toplanmasi, yaklasik 13 yil siirmiis ve yaklasik 3 milyar ABD dolara mal olmustur
(146). Bugin, YND teknolojilerini kullanarak, ayni veriler ¢ok daha az maaliyetle 2
haftadan daha kisa bir siirede saptanabilmektedir. Genom arastirmasinda YND
cogunlukla konvansiyonel Sanger diziliminin ve Real-time dizi analizinin yerini

almasina ragmen, heniiz rutin klinik uygulamaya dontstiirtilmemistir (140,143).

2.2.6.4. Yontemlerin Karsilastirilmasi

Klinik aragtirmalarda hedefe yonelik tedavi seciminde hangi vaka grubunun
aday oldugunu belirlemek igin g¢esitli yontemlerle MET genetik degisiklikleri
degerlendirilmigti. MET amplifikasyonu, MET overekspresyonuna kiyasla daha
glvenilir bir biyobelirte¢ olarak goriilmektedir. Amplifikasyonu saptamak i¢in FISH
ve SISH yontemleri kullanilmaktadir. MET ekzon 14 atlama mutasyonlari son yillarda

giindeme gelmistir ve saglam bir terapotik etkiye sahip gii¢lii bir onkojenik uyaran

41



olarak gorilmektedir. Ekzon 14 atlama mutasyonunu saptamak icin Sanger dizileme,
Pyrosekanslama, PCR, RNA in situ hibridizasyon (RISH) ve YND gibi yontemler
kullanilmaktadir.

Immiinhistokimyasal yontem daha kolay ulasilabilir ve daha diisiik maliyetli
bir yontemdir. MET amplifikasyonu ve ekzon 14 atlama mutasyonu saptanmasinda
kullanilan diger prediktif ve prognostik testler kolay erisilebilir degildir. FISH pahali
ve zaman alict bir yontemdir. YND, yeterli timoér dokusu ve yiksek kaliteli timor
DNA’s1 veya RNA’ s1 gerektirir. Ginlimuzde MET ekzon 14 atlama mutasyonunu
saptamada altin standart yontem olarak kabul edilmektedir.

MET overekspresyonunun giivenilir bir biyobelirte¢ olarak kullanilmas1 halen
tartismalidir. MET ekzon 14 atlama mutasyonlarinin tespitinde immiinhistokimyanin
yarart simdiye kadar kanitlanmamistir. MET antikorlart MET ekzon 14 atlama
mutasyonu i¢in spesifik degildir;, MET overekspresyonunu tespit ederler. Bunun
artmig gen kopya sayisi, gen amplifikasyonu, MET ekzon 14 atlama mutasyonu gibi
cok sayida nedeni olabilir. Ek olarak, immunohistokimya lamlarinin skorlanmasinda
gozlemciler arasinda uyumsuzluklar bildirilmistir (122). Bu konuda MET
amplifikasyon ve ekzon 14 atlama mutasyonu ile korelasyonunu arastiran ¢alismalar
mevcuttur (147).

Literatirde MET genetik degisiklikleri analizinde immiinhistokimyasal
yontemler, SISH, FISH, RISH, PCR ve YNS gibi yontemler karsilastirilmigtir (37—
40).

FISH MET amplifikasyonu tespitinde altin standart olarak kabul edildiginde,
IHK duyarlihg %50, 6zgiilliigii %83, pozitif prediktif degeri %21.4 ve negatif
prediktif degeri %94.7 bulunmustur. MET ekzon 14 atlama mutasyonlar1 igin IHK
duyarlilig1 %20, 6zgilligi %83, pozitif prediktif degeri %7 ve negatif prediktif degeri
%94 olarak bulunmustur (37). IHK ve MET molekiiler degisiklikleri arasindaki
korelasyon ile ilgili glincel veriler uyumsuzdur. Watermann ve ark. 214 KHDAK
orneginde MET IHK ve FISH arasinda zayif bir korelasyon saptamistir (41).
Casadevall ve ark. SHK olmayan KHDAK vakalarmdan olusan kohortunda IHK ve
FISH arasinda bir iliski gosterememistir (38). Bu ¢alismalarin aksine, Park ve ark. 316
AK olgusundan olusan biiyUk bir seride Literatiirde ilk kez MET gen kopya sayist ile
[HK skoru arasinda giiclii korelasyon bildirilmistir. (39). Tong ve ark. ise, 687 adet
KHDAK olgusunda, MET IHK’ nin yiiksek amplifikasyon ve polizomi saptamada
sensitivitesi %100, negatif prediktif degeri %100 bulunmustur (40). Yine son yillarda
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yapilan bazi ¢alismalarda MET ekzon 14 atlama mutasyonunu saptamak igin kombine
yontemler (High Resolution Melting (HRM) + MassARRAY) kullanilmig ve YND ile
karsilastiriimistir. YND yontemlerinin HRM + MassARRAY ile teshis edilemeyen

ekzon 14 atlama mutasyonlarini saptadigi bulunmustur (37).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.0lgularin Secilmesi

1 Ocak 2000 ve 31 Aralik 2018 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi-
Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal1 ve 2011- 2018 yillar
arasinda Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali
bilgisayar ortami arsiv kayitlarinda yer alan PSK olgulart g0zden gegirildi.
Aralarindan 30’ u Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi boliimiinde opere edilen,
1’ 1 bronkoskopik girisim uygulanan, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dali’ nda tan1 alan 31 PSK olgusu ile Bezmialem Vakif Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dalinda tani alan opere edilmis 24 PSK olgusu yeterli timdr 6rnegi

icermesine ve arsivden bloklarin ulasilabilirligine bakilarak calismaya dahil edildi.

Etik kurul onay1 istanbul Universitesi- Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi

Etik Kurulu’nca verilmistir.

Calisma hastalarina ait arsiv lamlar1 tekrar gozden gecirilerek patoloji
raporunda yazili olan histolojik tip, lenfovaskiiler invazyon, tiimor gevresi gibi

parametreler 151k mikroskopik inceleme ile tekrar degerlendirildi.

Istanbul Universitesi Hastaneleri Otomasyon Projesi (ISHOP) Hastane Bilgi
Yonetim Sistemi ve Bezmialem Vakif Universitesi elektronik arsivleri izerinden
rezeksiyon tipi, makroskopik timor boyutu, nekroz varligi, kan damari invazyonu,
lenfatik invazyon, perindral imvazyon, plevra invazyonu, stromal yanit gibi bilgilere

ulasildi.

Immunhistokimyasal calisma  i¢cin  uygun  bloklar  belirlendi.
Immunhistokimyasal incelemelerin baslangicinda kullanilacak antikora uygun kontrol
icin  kuvvetli pozitif boyanma gosteren akciger AK olgusu segildi. Her

imminhistokimyasal ¢alisma pozitif kontrol blogu ile beraber uygulandi.

3.2.Immunhistokimyasal Yontem

%10’luk formalinle fikse edilmis, parafin bloklara gomiilii dokulardan yapilan
3 pum kalinligindaki kesitler pozitif sarjli lamlara alindi. Deparafinizasyon ve antijen
aci1ga ¢ikarma asamalar1 da dahil olmak iizere tiim IHK boyama islemleri otomatik

[HK boyama makinesinde (Ventana Benchmark XT, Ventana Medical Systems,
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Tuscon, AZ) gergeklestirildi. islem i¢in cihaza uygun biyotinsiz HRP multimer bazli
hidrojen peroksit ve 3,3-diaminobenzidin tetrahidroklorit (DAB) kromojeni igeren
hazir kit (Ventana) kullanildi. Anti-Total c-MET (16 dakika inkiibasyon, SP44 klonu
Ventana Medical Systems (Ventana)) antikoru lamlara uygulandi. Karsit boyama,
boyama cihazinda Hematoksilen soliisyon ile yapilip, dehidratasyon ve ksilen
asamalarindan sonra islem tamamlandi. Lamlar entellan ile kapatilarak 1s1k
mikroskobunda degerlendirilmeye hazir hale getirildi.

3.3.Immiinohistokimyasal Boyanmanin Degerlendirmesi

Her olgu icin MetMab ve H Skorlama sistemine gore immunhistokimyasal
degerlendirilme yapildi.

MetMab skorlamasinda timaor hucrelerinin >%50 sinde orta derecede ve
kuvvetli pozitif boyanma gosteren (Skor 2+ ve Skor 3+) olgular MET {HK pozitif
kabul edildi.

H-Skorlamasinda MET ekspresyonu, membrantz ve / veya sitoplazmik
boyamaya dayali olarak degerlendirildi. O (boyanma yok), 1 (zayif), 2 (orta) veya 3
(kuvvetli) yogunluk puanlari ile birlikte boyanma oranin verildi. H skorlar1, (1 x zayif
boyali hiicrelerin yiizdesi) + (2 x orta boyali hlcrelerin yizdesi) + (3 x gic¢li boyali
hicrelerin yiizdesi) formiiliine gore hesaplandi. TUmor hicrelerinin yiizdelerine (%0-
100) ve boyanma yogunluklarina (0-3) gore 0-300 arasindaki deger alan olgularda 150
ustiindekiler MET THK pozitif kabul edildi.

3.4.FISH Yontemi

Caligmamizda ticari problar (Cytotest, RO, ABD) kullanilarak MET

amplifikasyonu degerlendirilmistir.

3-4 mikron kalinh@indaki kesitlerin 56°C’de 1 gece boyunca etiivde

bekletilmesinin ardindan;
Deparafinizasyon adimlart:

e Ksilende 3 kere 10 dakika, absolii alkolde 2 kere 5 dakika; deparafinizasyon
on yikama soliisyonu’nda 80°C’de 30 dakika bekletildi. Bu islem esnasinda

Coplin sale kullanildi. Deparafinizasyon 6n yikama soliisyonu toz halinde
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paketlenmis olup, ilk kullanimda 240 ml distile suda ¢oziilip, sonraki

kullanimlar i¢in oda 1sisinda saklandi.
Hibridizasyon oncesi adimlar:

e Distile suda 10-15 sn galkalandi.

e Onceden hazirlanmis ve 37°C’de beklemekte olan 15 cc distile su, 150ul 1M
HCl’ye, 150ul distile su ile sulandirilan ‘enzim reaktifi’ eklendi (Sigmalife
Science, USA). Enzim reaktifi toz halinde paketlenmis olup, kullanimin hemen
oncesinde hazirlanir. Lamlar bu soliisyonda 15 dakika bekletildi.

e Distile suda 10-15 saniye ¢alkaland:.

e 2 kez 2XSSC’de 3 dakika bekletildi.

e Sirastyla %70, %85, %100°1ik alkolde 3 dakika bekletildi.

e Kaesitler havada kurutuldu.
Hibridizasyon islemi:

e Problar ¢ikarilip kisa siireli vortekslenip santrifiijlendikten sonra kuruyan
lamlarm tizerine hedef bolgeye uygulanip lamel kapatildi.

e Plastik ¢imento (Fixogum®, Almanya) uygulandi.

e Lamlar denatiirasyon ve hibridizasyon isleminin gergeklestirilecegi cihaza
(Hybridyzer, Dako) konuldu.

e Hybridyzer’da 73°C’de 5 dakika, 37 °C’de 16 saat islem gegirdi.

Hibridizasyon sonrast:

e 73°C’de ve oda 1s1sinda 2 salede 50 ml 2XSSC/%0.3NP40 hazirland:.

e Plastik ¢cimento nazikge ayrildi.

e Lamel elle ayrildi. Elle ayrilmakta giighik yasananlar oda 1sisindaki
2XSSC/%0.3NP40’ta bekletildi.

e 73°C’deki 2XSSC/%0.3NP40’ta bir salede 1-3 sn calkalanarak 2 dakika
tutuldu.

e (Oda isisindaki 2XSSC/%0.3NP40°ta calkaland.

e Acikta ve karanlikta kurutuldu.

e DAPI Il 5-10ul uygulandi
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e Degerlendirme 6ncesi 20-30 dakika (-)20°C’de bekletildi.

FISH uygulamasi yapilan lamlar, bilgisayar baglantili floresan mikroskobunda
(Olympus BX61; Olympus Optical, Japonya) degerlendirilmistir. Bilgisayar
ortaminda goriintilemede dijital kamera (XLMM, Dage-MTI, IN, ABD) ve uyumlu
yazilim (Duet®, Bioview Ltd., Israil) kullanilmustir.

FISH tekniginde MET/CCP7 probu kromozom 7q31.2 bdlgesi icin ayr1 ayri
cift renkli prob iceren (yesil ve turuncu) yaklasimla ¢alisildi (Cytotest, RO, USA). LSP
MET FISH Probu (turuncu renk), tim MET genini igeren bir kromozomal bolgeyi
kapsar. Kromozom 7'ye 6zgii alfa uydu DNA'sindan tiiretilen CCP7 FISH Probu
(yesil), hiicre bagina kromozom 7 kopya sayisini belirlemek i¢in bir kontrol gorevi

gorecek sekilde tasarlanmistir.

3.5.FISH Degerlendirmesi

MET amplifikasyon degerlendirmesi, birbiri ilizerine binmeyen, ayri ayri
segilebilen 100 hiicre lizerinden yapildi. FISH ile her vaka igin MET gen kopya sayisi
ve MET/CEP7 orami hesaplandi. Her kopya sayisi degiskeninin degerlendirilen
alanlardaki yiizdesi ve miktart hesaplandi. MET FISH degerlendirmesinde UCCC ve
Capuzzo kriterleri kullanildi.

Immiinhistokimyasal calisma sonucunda boyanma gosteren alanlarda FISH

tekrarland1 ve sonugclar karsilastirildi.
3.6.PCR Yontemi

RT-PCR analizi, sirasiyla RNA izolasyonu, amplifikasyon ve analiz

asamalarindan olugsmaktadir. Uygulanan prosediir Sekil 11°de gdsterilmistir.
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3.6.1.

RNA izolasyonu:

Parafin bloklardan 2-20 um kalinliginda kesitler alindi.

500 pl deparafinizasyon soliisyonu eklendi ve 10 saniye kuvvetli vortekslendi.
Ardindan kisa bir siire santrifiij edildi.

56 ° C’ de 3 dakika inkiibe edildi, ardindan oda sicakliginda (15-25 ° C)
sogumaya birakildi.

240 ul PKD tamponu eklendi ve vorteksleyerek karistirildi.

1 dakika boyunca 11,000 x g (10,000 rpm)’ de santrifiijlendi.

Alt, berrak boliime 10 pl proteinaz K eklendi. Yukar1 ve asag1 pipetlenerek
yavasea karigtirildi.

56 ° C'de 15 dakika, sonra 80 ° C'de 15 dakika inkibe edildi.

Alt, renksiz boliim yeni bir 2 ml mikrosantrifiij tlipiine aktarildi.

3 dakika buz tzerinde inkiibe edildi. Daha sonra, 20,000 x g (13.500 rpm)’ de
15 dakika santriftjlendi
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3.6.2.

Stipernatant, peleti (capraz baglanmis DNA dahil ¢6ziinmeyen doku kalintilar
icerir) rahatsiz etmemeye dikkat ederek yeni bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarildi.

Toplam numune hacminin onda biri kadar DNase Booster Tamponu ve 10 pl
DNaz | stok coOzeltisi eklendi. Tiip ters c¢evirerek karigtirildi. Tiipiin
yanlarindan kalan s1viy1 toplamak i¢in kisa siire santrifiijlendi.

Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

Baglama kosullarini ayarlamak i¢in 500 pl Tampon RBC eklendi ve lizat iyice
karigtirildu.

Numuneye 1200 pl etanol (%100) eklendi ve pipetlenerek iyice karistirildi.
Santrifuj edilmedi.

Olusmus olabilecek herhangi bir ¢okelti de dahil olmak iizere 700 pl 6rnegi, 2
ml'lik toplama tiipiine yerlestirildi ve bir RNeasy MinElute spin kolonuna
aktarild1. Kapag1 yavasca kapatildi ve >8000 x g (=10.000 rpm)' de 15 saniye
santrifujlendi.

RNeasy MinElute doniis kolonuna 500 pul Tampon RPE eklendi. Kapag:
yavas¢a kapatildi ve >8000 x g (=10.000 rpm)’ de 15 saniye boyunca
santriftjlendi.

RNeasy MinElute spin kolonuna 500 ul Tampon RPE eklendi. Kapag1 yavasga
kapatild1 ve spin kolon membranin1 yikamak i¢in min8000 x g (10.000 rpm)’
de 2 dakika santrifiijlendi. Akis borusu ile toplama borusunu atild1.

RNeasy MinElute spin kolonu yeni bir 2 ml toplama tiipiine yerlestirildi. Spin
sutununun kapagini agild1 ve 5 dakika boyunca tam hizda santrifiijlendi. Akis
borusu ile toplama borusunu atildi.

RNeasy MinElute spin kolonu yeni bir 1,5 ml toplama tiipline yerlestirildi.
Dogrudan spin kolon membranina 14-30 ul RNaz icermeyen su eklendi.
Yavasca kapagi kapatildi ve RNA elute etmek icin tam hizda 1 dakika
santrifujlendi.

Orneklerin PCR Hazirhg:

Parafine gomiilii numuneler i¢in, her reaksiyon tiiplindeki RNA miktar1 25-

1500 ng idi.
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3.6.3.

Caligmaya baglamadan 6nce pipetler, banklar ve kullanilacak diger malzemeler
UV 15181 ile en az 30 dakika dekontamine edildi.

Gerekli sayida EasyPGX ALK / ROS1 / RET / MET seridini 10 saniye
santrifujlendi.

Pozitif kontrolli 10 saniye santrifuj edildi ve 800 pul verilen SU ekleyerek tekrar
stispansiyon haline getirildi. 10 saniye dikkatlice vortekslendi ve daha sonra
10 saniye santriftj edildi.

Kit igerigi, her ¢aligmada 10 klinik 6rnegi ve 2 kontrolii (EasyPGX akciger
flizyon pozitif kontrol ve SU) analiz etmek i¢in optimize edilmistir.

Her numune, bir EasyPGX ALK / ROS1 / RET / MET seridinde bulunan 8
farkli kuru karigimin tiimii ile amplifiye edildi: ALK 5P (1. konum), ALK 3P
(2.konum), ROS1 ekzon 32 (3. konum), ROS1 ekzon 34 (4. konum), ROS1
ekzon 35-36 (5.konum), RET ekzon 12 (6.konum), RET ekzon 8-11 (7.
konum), MET ekzon 14 (8. konum).

Kantitatif olarak yeterliligi karsilayan numunelere sirayla Real-time RT-PCR
ile asagidakiler uygulandi:

- 50°C 10 dakika Reverz Transkriptaz (RT) (1 siklus)

- 95°C 5 dakika Hot start (1 siklis)

- 95°C 5 dakika, 56°C 15 dakika ve 60 °C 20 dakika amplifikasyon (40 siklus)
Veri Analizi

Veri analizi, EasyPGX® analiz yazilimi siiriim 3.0.0 veya iistii kullanilarak
(kod RT800-SW, Diatech Farmakogenetik) otomatik olarak yapildi.

Once negatif kontrol SU ve pozitif kontrol analiz edildi. Beklenen degerler
araligindaysa, numunelerin analizine devam edildi, aksi takdirde oturum
gecersiz sayildi ve numunelerin sonuglari reddedildi.

Elde edilen Cq degerlerinin normallestirilmis floresan grafiklerini kontrol
ederek bir artefakttan (lineer floresan egrisi) degil, ger¢ek bir amplifikasyon
reaksiyonundan (sigmoidal floresan egrisi) iiretildigi dogrulandi.

FAM kanali i¢in 50 ve HEX kanal1 i¢in 50 esik degerleri kullanildi.

Her iki kanalda da ilgili Cq (AR) ve AR son degerleri ile sonug alindi.
Reaksiyon kontrolii analizi yapildi. Pozitif kontrolinin ACq degerleri

bildirilen degerlerle karsilastirildi. ACq >4.5 ise numunelerin analizine devam

edildi.
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RNA kalitesinin / miktariin uygunlugunun analizi yapildi.

RNA 6rneklerinin Cq HEX degerlerinin >21 ve <33 , AR son HEX degerinin
>200 olmas1 durumunda 6rneklerin analizine gegildi.

Tum numunelerin ilgili mutasyonlar i¢in ACq HEX degerleri kontrol edildi.
ACq %3 olan olgular i¢in analize devam edildi.

Genetik degisikliklerin varlig1 i¢in analiz yapildi. Hem ACq hem de AR son
degerleri hesaplandi. ACq ALK = Cq FAM (ALK 5P) - Cq FAM (ALK 3P)
hesaplandi. Pozitif kontrol icin ACq ALK >4,5 ise ¢alismada degerlendirmeye
devam edildi.

Cq (FAM) degeri ALK 3P i¢in <31, ROS1 ekzon 32 i¢in <33, ROS1 ekzon 34
icin <33, ROS1 ekzon 35-36 i¢in <32, RET ekzon 8-11 i¢in <32, MET ekzon
14 icin <32 degerleri pozitif kabul edildi. Tlgili Cq degerlerinde beklenen AR
son (FAM) sonuglar1t ALK 3P i¢in >150, ROS1 ekzon 32 ve ekzon 34 igin
>100, ROS1 ekzon 35-36 igin >250, RET ekzon 12 i¢in >200, RET ekzon 8-
11 icin >300, MET ekzon 14 i¢in >450 idi. ALK fiizyonu i¢in ayrica ACq
ALK degerlendirildi. ACq ALK>4,5 olan olgular fiizyon pozitif kabul edildi.

Bu degerlerle uyumsuz sonuglar wild-tip olarak degerlendirildi.
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3.7.Biyoistatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler i¢in SPSS 21.0 Istatistik paket programi kullanilds.

Tanimlayici istatistiklerinde siirekli degiskenler i¢in ortalama deger, minimum

ve maksimum degerler; kesikli degiskenler i¢in ise say1 ve yiizde degerleri hesaplandi.

Kategorik degiskenlerin karsilastirilmasinda Pearson'un ki-kare testi ve
Fisher' in kesin Ki-kare testi uygulandi. Siirekli degiskenler t test ile karsilagtirildi.
0,05'ten kiiciik p degerleri anlamli kabul edildi.

FISH tekrar edilen olgularda ortalama MET gen kopya sayilar1 t-test ile
karsilastirildi. P degeri 0.05° ten kiiglik durumlar anlamli fark kabul edildi.

IHK’ nmn MET FISH ve MET ekzon 14 atlama mutasyonunu saptamadaki
duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri hesaplandi ve Spearman’ in
korelasyon testi ile sonuglarin uyumlari arastirildi. IHK degerlendirme sonucunun

FISH sonucu Gzerindeki etkisini gostermek i¢in ikili lojistik regresyon analizi yapildi.

Sagkalim analizleri igin Kaplan-Meier sagkalim testi kullamldi. MET [HK,
FISH ve amplifikasyonu degerlendirmelerinin her biri igin pozitif ve negatif gruplar
aras1 sagkalim egrilerini karsilastirmada Log rank analizi (Mantel Cox) yapildu.
Sonuglar %95 giiven araliginda degerlendirilerek p<0,05 istatistiksel anlamlilik olarak

tanimlandi.

52



4. BULGULAR

4.1.0lgularin Demografik Ozellikleri

55 hastanin 45 i (%81,8) erkek, 10’ u (%18,2) kadindi.

Tan1 anindaki yaslar1 esas alinarak hastalarin yaslara gore dagilimi belirlendi.
Hastalarimizin tan1 anindaki yaslar1 38 ile 80 arasindaydi. (Grafik 2) Yas i¢in ortalama
62,14 + 8,92 y1l bulundu.
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Grafik 2. Hastalarin tam anindaki yaslara gore dagilhimi

Bilgisine ulasilan 33 olgunun 28’ i (%84,8) sigara igicisiydi. Sigara icen 28
olguda sigara kullanim siiresi 3- 100 paket/y1l arasinda olup ortalama 44,14 + 18,61
paket/yil idi.

Bilgisine ulasilan 44 olgunun tan1 aninda TNM 8. Edisyona gore 1’ i (%2) evre
IA, 4 1 (%9) evre IB, 5’ 1 (%11) evre 1IA, 14’ i (%32) evre 1IB, 15’ i (%34) evre
IIIA, 2’ si (%5) evre 11IB, 3’ i (%7) evre IVB idi. (Grafik 3)

Bilgisine ulagilan 41 olgunun higbiri neoadjuvan tedavi almamisti.

EvreIVB,3EvrelA, 1

Evre IIB, 2 Evre 1B, 4

Evre llIA, 15

Grafik 3. Hastalarin tam anindaki evrelerine gore dagilimi
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Timor lokalizasyonu 32’°sinde sag akciger, 22’ sinde sol akcigerdi. 1 olgunun
lokalizasyon bilgisine ulasilamadi. Sag akcigerdeki tiimorlerin 17 si (%58,6) iist lob,
4’1 (%13,8) orta lob, 8’ 1(%27,6) alt lob yerlesimli; sol akcigerdeki tiimorlerin 10° u
(%47,6) tst lob, 11”1 (%52,4) alt lob yerlesimliydi. (Grafik 4)

%\ N: 54

AG (n:32) SOL (n:22)

Grafik 4. Hastalarin tiimor yerlesim bolgeleri

Olgularm 41’ ine (%74,5) lobektomi, 5’ ine (%9) pnémonektomi, 7’ sine
(%12,7) eksizyonel, 1’ ine (%1,9) bronkoskopik biyopsi, 1’ ine (%1,9) segmentektomi

uygulanmusti.

PSK tanil1 hastalarinin DSO 2015 smiflamasina gore alt tip dagilimima bakilda.
Toplam 55 vakanin 41° i (%74,6) pleomorfik karsinom, 8’ i (%14,5) karsinosarkom,

5’1 (%9,1) dev hiicreli karsinom, 1’1 (%1,8) igsi hiicreli karsinom idi.

Olgularmn segilen bloklarindaki histopatolojik ¢zellikleri irdelendi. 55 olgunun
20’ sinde (%36,3) secilen blokta eslik eden diferansiye KHDAK komponenti
mevcuttu. Bunlarin igine, 41 pleomorfik karsinom tanili olgularin 18’ i (%43,9) ve 8
karsinosarkom tanili olgularin 2’ i (%25) dahildi. Eslik eden diferansiye KHDAK
komponenti, 18 pleomorfik karsinom olgusunun 12’ sinde (%66,7) AK, 6’ sinda
(%33,3) SHK iken; 2 karsinosarkom olgusunun 1’ inde (%50) AK, 1’ inde (%50) SHK
idi. Segilen bloklardaki eslik eden diferansiye KHDAK” lerin toplamda 13’ i (%65)
AK, 7’ si (%35) SHK idi.
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Olgulardan 1’ i insizyonel biyopsi oldugu i¢in timor ¢ap1 bilgisi yoktu. 54
olgunun tiimér ¢aplar1 18 mm ile 190 mm arasinda degismekteydi. Ortalama ¢ap 60,83
+ 35,35 mm idi.

51 olgunun 1”1 (%?2) hari¢ 50’ sinde (%98) nekroz mevcuttu. Bilgisine ulagilan
43 olguda nekroz orant %10 ile %90 arasinda degismekteydi. Ortalama oran %38,14
+ 20,50 bulundu. Kan damar1 invazyonu 51 olgunun 39’ unda (%76,5) mevcuttu.
Lenfatik invazyon 51 olgunun 44’ {inde (%86,3) mevcuttu. Perindral invazyon 50
olgunun 25’ inde (%50) mevcuttu. Plevra invazyonu ise 52 olgunun 31’inde (59,6)
mevcuttu. 4 (%7,2) olgunun kan damari invazyonu ve lenfatik invazyon, 5 (%09)
olgunun perindral invazyonu bilgisine ulasilamadi. Tiimore eslik eden iltihabi stromal
yanit 48 olgunun 20’ sinde (%41,7) hafif, 15° inde (31,3) orta derecede, 13’ iinde
(%27) yogundu. 7 (%12,7) olgunun stromal yanit bilgisine ulasilamadi.

4.2.0lgularin Klinik Takip Bulgular:

Olgularm 30’ unun (%54,5) postop KT bilgisine ulasildi. Bunlarmm 16’ s1
(%53,3) postop adjuvan KT almis, 14’ i (%46,7) almamisti. Olgularin 22° sinin (%40)
post op RT bilgisine ulasildi. Bunlarin 8 i (%36,3) postop adjuvan RT almis, 14’ i
(%63,7) almamisti.

Olgularin 34’ {iniin (%61,8) niiks bilgisine ulagildi. Bunlarin 15’ inin (%44,1)
niiks ettigi biliniyordu. Niiks eden olgularin 13 Gnin (%86,7) niks tarihine erisildi.
Klinik takip bilgisine ulasilan 13 olgunun niks zamani 3,56 -100,66 ay arasinda
degismekte olup ortalama 24,23 + 27,94 ay idi.

Calismaya dahil edilen hastalarin 55 hastanin 37’ sinin (%67,2) eks oldugu,
10* unun (%18,1) yasadig1 biliniyordu. Eks olan 37 hastanin 28’ inin (%75,6) eks
tarihine ulasilabildi. Klinik takip bilgisine ulasilan 38 olgunun genel sag kalimi 0,1 ay
ile 138,64 ay arasinda degismekte olup ortalama 35,79 + 32,63 ay idi.

4.3.0lgularin Immiinhistokimyasal Bulgular

Olgularin tamamina immunhistokimyasal Anti-Total c¢-MET (SP44)
uygulandi. THK, tiimériin piir sarkomatoid (igsi veya dev hiicreli) komponentinde
degerlendirildi. Segilen bloklarinda diferansiye KHDAK komponenti bulunan

olgularda, ayrica bu alanlar1 dahil ederek de skorlama tekrarlandi.
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Pur sarkomatoid komponentte degerlendirme yapildiginda METMab
skorlamasina gore 55 olgunun 34’ i (%61,8) skor 0, 8” 1 (%14,6) skor 1+, 6’ s1(%10,9)
skor 2+, 77 si (%12,7) skor 3+ olarak degerlendirildi. Bu skorlamaya gére olgularin
13°ii (%23,6) IHK pozitif olarak degerlendirildi. H-skorlamas1 yapildiginda olgularin
aldig1r skorlar minimum 0, maksimum 295 idi. Ortalama 79,36 +86,65 idi. H-
skorlamasina gore olgularin 12’si (%21,8) IHK pozitif olarak degerlendirildi.

IHK degerlendirmesine, eslik eden diferansiye KHDAK komponent de dahil
edildiginde METMADb skorlamasina gore 55 olgunun 32’ si (%58,2) skor 0, 8 i
(%14,6) skor 1+, 6’ s1 (%10,9) skor 2+, 9° u (%16,3) skor 3+ olarak degerlendirildi.
Bu skorlamaya gére olgularin 15’ i (%27,2) IHK pozitif olarak degerlendirildi. H-
skorlamas1 yapildiginda olgularin aldigir skorlar minimum 0, maksimum 295 idi.

Ortanca deger 66,09 + 88,90 idi. H-skorlamasina gore olgularm 14° i (%25,5) IHK

pozitif olarak degerlendirildi.

Al

-

Resim 1. IHK ¢alismasindaki boyanma degerlendirilmesi A) Pozitif kontroldeki skor 3+ boyanma,
B) 4 nolu olguda ¢evre brons epiteldeki skor 2+ boyanma, C) 24 nolu olguda ¢evre akcigerde reaktif
pnomositlerdeki skor 2+ boyanma, D) 12 nolu olguda skor 0 boyanma, E) 42 nolu olguda skor 1+
boyanma, F) 21 nolu olguda skor 2+ boyanma, G) 53 nolu olguda skor 3+ boyanma (x400)

Olgularin  pur sarkomatoid morfolojideki alanlarinda degerlendirme
yapildiginda elde edilen H-skor degerleri ile eslik eden diferansiye KHDAK
komponent de dahil edildiginde elde edilen H-skor degerleri arasinda ¢ok yiiksek

korelasyon mevcuttu (Rho= 0,910). Olgularin plr sarkomatoid morfolojide
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degerlendirme yapildiginda elde edilen METMab skor ile eslik eden diferansiye
KHDAK komponent de dahil edildiginde elde edilen METMab skor arasinda ok
yiiksek korelasyon mevcuttu (Rho= 0,934).

4.41HK Pozitif ile THK Negatif Olgular Arasinda Klinik ve Histopatolojik
Farkhhklar

[HK pozitifligi gdsteren 15 hastanin 12° si (%80) erkek, 3’ ii (%20) kadind1.
IHK pozitif ve negatif olgular arasinda, cinsiyet dagiliminda anlamli farklilik
saptanmad1 (p=1). IHK pozitif olgularda yas ortalamas: 61,4 + 9,23 olup hastalar
ortalama 40,43 + 12,96 paket-yil sigara kullaniyordu. IHK negatif olgularda yas
ortalamas1 62,5 * 9,07 olup hastalar ortalama 45,38 + 20,26 paket-yil sigara
kullantyordu. IHK pozitif ve negatif olgular arasinda, yas, sigara kullanim oykiisii
acisindan anlaml fark saptanmadi (p=0,692 ve 0,552).

Hastalarin ortalama tiimér ¢ap1 IHK pozitiflerde 52,36 + 40,79 mm; {HK
negatiflerde 63,8 + 33,31 mm idi. IHK pozitif ve negatif olgular arasinda, tiimor ¢ap1
acisindan anlamli fark saptanmadi (p=0,302). Tan1 aninda evresi bilinen IHK pozitif
12 olgunun 8’ i (%66,7) evre 11, 3* i (%25) evre III, 1” i (%8,3) evre IV iken; IHK
negatif 32 olgunun 5’ i (%15,6) evre I, 11’ si (%34,4) evre 11, 14’ G (%43,7) evre |11,
2 si (%6,3) evre IV idi. IHK pozitif ve negatif olgular arasinda, evre agisindan anlamli
fark saptanmadi (p=0.185). IHK pozitif olan 13 olgunun 9” unda (%69,2), IHK negatif
olan 39 olgunun 22’ sinde (%56,4) plevral invazyon mevcuttu. IHK pozitif ve negatif
olgular arasinda, plevra invazyonu agisindan anlamli fark saptanmadi (p=0,523)

IHK pozitif olgularin 12 si (%80) pleomorfik karsinom, 2’ si (%14,3) dev
hiicreli karsinom, 1’i (%6,7) karsinosarkomdu. IHK pozitif ve negatif olgular arasinda,
histolojik alt tipler arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,627). IHK pozitif olgularmn
8’ inde (%53,3) secilen tiimor blogunda eslik eden diferansiye KHDAK komponenti
vard1. Bu olgulardaki epitelyal komponentin tamami AK idi. IHK negatif olgularin 12’
sinde (%30) segilen tiimor blogunda eslik eden diferansiye KHDAK komponenti
vardi. Bu olgulardaki epitelyal komponentin 7’ si (%58,3) SHK, 5’ i (%41,7) AK idi.
IHK pozitif ve negatif olgular arasinda, tiimére eslik eden diferansiye KHDAK
komponentinin alt tipi agisindan anlamli fark saptandi. (p=0.013).

[HK pozitif olan 13 hastanmn 12’ sinde (%92,3) kan damar1 invazyonu, 13
hastanin 12’ sinde (%92,3) lenfatik invazyon, 12 hastanin 3’ tnde (%25) perindral

invazyon vardi. IHK negatif olan 38 hastanin 27’ sinde (%71,1) kan damar1 invazyonu,
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32’ sinde (%84,2) lenfatik invazyon, 22 sinde (%57,9) perindral invazyon vardi. IHK
pozitif ve negatif olgular arasinda, kan damar, lenfatik, perinoral invazyon ile IHK

pozitifligi arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,151; p=0,662; p=0,095).

4.5.0lgularin Floresan In Situ Hibridizasyon Bulgulari

Olgularin tamaminda plr sarkomatoid komponentte FISH uygulandi. 55
olgunun 47’ sinde (%85,5) degerlendirilebilir sinyal elde edildi. Cappuzzo skorlama
sistemi kullanildiginda olgularin 25” i (%53,2) dizomi, 7’ si (%14,9) disiik trizomi, 1’
i (%2,1) yuksek trizomi, 4° U (%8,5) diisiik polizomi, 7’ si (%14,9) yiksek polizomi,
3’ U (%6,4) amplifikasyon olarak degerlendirildi. Capuzzo skorlamasina gore
olgularin 10> u (%21,3) FISH (+) olarak degerlendirildi. UCCC kriterleri
uygulandiginda FISH (+) olgu say1s1 degismedi.

Resim 2. Cappuzzo kriterlerine gore FISH degerlendirme A) Dizomi (46 nolu olgu), B) Diisiik
trizomi (10 nolu olgu), C) Yiiksek trizomi (36 nolu olgu), D) Diisiik polizomi (28 nolu olgu), E) Yiiksek
polizomi (36 nolu olgu) F) Amplifikasyon (30 nolu olgu)

Immiinhistokimyasal ¢alisma sonucunda herhangi bir yogunlukta boyanma
saptanan 22 (%46,8) olguda FISH tekrarlandi. immiinhistokimyasal ¢alismada 18’
inde (%82) kuvvetli, 3’linde (%13,5) orta derecede, 1’inde (%4,5) zayif boyanma

gosteren alanlarda tekrarlama yapildi.
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Tekrar ¢alisilan alanlarda Cappuzzo skorlama sistemi kullanildiginda olgularin
7’ si (%31,8) dizomi, 2’ si (%9,1) disiik trizomi, 4° 0 (%18,2) diisiik polizomi, 5 i
(%22,7) yuksek polizomi, 4’ (i (18,2) amplifikasyon olarak degerlendirildi.

IHK’ da boyanma gosteren alanlarda FISH tekrarlanan 22 olgunun 5’ inde
(%22,7) onceki g¢alismada FISH (-) iken tekrar sonrasi FISH (+) bulundu. Bu 22
olgunun 7’ sinde (%31,8) ilk ¢alismaya gore sonuglar degiskenlik gosterdi. Bunlar
sOyleydi:

- 10 numarali olguda ilk calisilan alanda FISH degerlendirme Cappuzzo
simiflamasina  gore disiik trizomi ve FISH (-) olarak degerlendirildi.
Immiinhistokimyasal ¢calismada sarkomatoid komponentte kuvvetli pozitiflik gésteren
alanda FISH tekrarlandiginda amplifikasyon goriildi ve FISH (+) olarak
degerlendirildi.

- 17 numaral olguda ilk c¢alisilan alanda FISH degerlendirme Cappuzzo
siniflamasina gore dizomi ve FISH (-) olarak degerlendirildi. Immiinhistokimyasal
calismada kuvvetli pozitiflik gosteren AK komponentinde FISH tekrarlandiginda
diisiik polizomi goriildii ve FISH (-) olarak degerlendirildi.

- 28 numaral olguda ilk c¢alisilan alanda FISH degerlendirme Cappuzzo
siiflamasina gore disik polizomi ve FISH (-) olarak degerlendirildi.
Immiinhistokimyasal ¢alismada sarkomatoid komponentte kuvvetli pozitiflik gésteren
alanda FISH tekrarlandiginda yiksek polizomi goruldi ve FISH (+) olarak
degerlendirildi (Resim 3).

Resim 3. 28 nolu olgu H&E, IHK ve FISH ozellikleri A) Sarkomatoid komponent (H&E x400) B)
Zayif (skor 1+) IHK boyanmasi (anti c-MET (SP44)x400) C) IHK skor 1+ boyanan alandaki diisiik
polizomi (x600) D) Kuvvetli (skor 3+) IHK boyanmasi (anti c-MET (SP44)x400) E) IHK skor 3+ boyanan alandaki
yiiksek polizomi (x600)
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- 34 numarali olguda ilk calisilan alanda FISH degerlendirme Cappuzzo
siiflamasina  gore disiik trizomi ve FISH (-) olarak degerlendirildi.
Immiinhistokimyasal calismada kuvvetli pozitiflik gésteren AK komponentinde FISH
tekrarlandiginda diisiik polizomi goriildii ve FISH (-) olarak degerlendirildi.

- 36 numarali olguda ilk calisilan alanda FISH degerlendirme Cappuzzo
simiflamasina  gore diisik trizomi ve FISH (-) olarak degerlendirildi.
Immiinhistokimyasal ¢alismada kuvvetli pozitiflik gosteren AK komponentinde FISH

tekrarlandiginda yuksek polizomi goruldu ve FISH (+) olarak degerlendirildi (Resim

Resim 4. 36 nolu olgu H&E, IHK ve FISH ozellikleri A) Sarkomatoid morfoloji (H&E x400) B)
Sarkomatoid komponentte zay1f (skor 1+) IHK boyanmasi (anti c-MET (SP44)x400) C) ) IHK skor 1+
boyanan alandaki diigiik trizomi (x600) D) AK komponenti (H&E x400) E) AK komponentinde
kuvvetli (skor 3+) IHK boyanma (anti c-MET (SP44)x400) F) IHK skor 3+ boyanan alandaki yiiksek
polizomi (x600)

- 43 numaral olguda ilk calisilan alanda FISH degerlendirme Cappuzzo
siniflamasina  gore diisik trizomi ve FISH (-) olarak degerlendirildi.
Immiinhistokimyasal ¢alismada sarkomatoid komponentte kuvvetli pozitiflik gosteren
alanda FISH tekrarlandiginda ylksek polizomi goraldu ve FISH (+) olarak
degerlendirildi.
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- 47 numarali olguda ilk calisilan alanda FISH degerlendirme Cappuzzo
siniflamasina gore dizomi ve FISH (-) olarak degerlendirildi. Immiinhistokimyasal
calismada zay1f pozitiflik gosteren SHK komponentinde FISH tekrarlandiginda diisiik
polizomi goruldii ve FISH (-) olarak degerlendirildi (Resim 5).

D) A SRl TN )

Resim 5. 47 nolu olgu H&E, IHK ve FISH ozellikleri A) Sarkomatoid komponent (H&E x400) B)
Sarkomatoid komponentteki negatif (skor 0) IHK (anti c-MET (SP44)x400) C) IHK skor 0 alandaki
dizomi (x600) D) SHK komponenti (H&E x400)E) SHK komponentinde zayif (skor 1+) IHK
boyanmasi (anti c-MET (SP44)x400) F) IHK skor 1+ boyanan alaninda diisiik polizomi (x600)

-55 numarali olguda ilk calisilan alanda FISH degerlendirme Capuzzo
smiflamasima gore dizomi ve FISH (-) olarak degerlendirildi. Immiinhistokimyasal
caligmada sarkomatoid komponentte kuvvetli pozitiflik godsteren alanda FISH

tekrarlandiginda amplifikasyon gorildi ve FISH (+) olarak degerlendirildi.

FISH tekrarlananlarin IHK boyanma gosteren alalarda tekrarlanan sonuglari
kabul edildiginde, Cappuzzo skorlama sistemine gore olgularin 22’ si (%46,8) dizomi,
3’ 1 (%6.,4) distik trizomi, 17 1 (%2,1) yiiksek trizomi, 6 s1 (%12,8) diisiik polizomi,
10” u (%21,3) yiiksek polizomi, 5’ i (%10,6) amplifikasyon olarak degerlendirildi.
Capuzzo skorlamasina goére olgularin 15° i (%31,9) FISH (+) idi. UCCC Kkriterleri
uygulandiginda FISH (+) olgu sayis1 degismedi.

61



4.6.FISH Pozitif ile FISH Negatif Olgular Arasindaki Klinik ve Histopatolojik
Farkhlhiklar

MET FISH pozitif bulunan 15 olgunun 11’ i (%73,3) erkek, 4’ i (%57,1)
kadindi. FISH pozitif olan ve olmayan olgular arasinda, cinsiyette anlamli fark
saptanmadi (p=0.188). FISH pozitif olgularin yas ortalamas1 60,46+10,05 (38-75)
iken FISH negatif olgularin 61,56+9 idi. FISH pozitif olgularin paket-y1l sigara
kullanim 6ykiisii ortalama 42,50 + 17,08 iken FISH negatif olgularin 42,80 +
13,15 idi. FISH pozitif olan ve olmayan olgular arasinda, yas, sigara kullanim
miktarinda anlaml fark saptanmadi (p=0,609 ve 0,558).

FISH pozitif olan hastalarin ortalama timér ¢ap1 64,6 £ 39,2 mm idi. FISH
negatif olgularin ise 63,1 £ 3541mm idi. FISH pozitif olan ve olmayan olgular
arasinda, ortalama tiimor ¢apinda anlamli fark saptanmadi (p=0,897). Tani1 aninda
evresi bilinen FISH pozitif 11 olgunun 4’ i (%36.,4) evre 11, 6° s1 (%54.5) evre 111, 1”
1 (%9,1) evre 1V idi. FISH negatif olgularmn ise 26’ sinin 5’ i (%19,2) evre I, 11° 1
(%42,3) evre I, 8’ i (%30,8) evre III ve 2’ si (%7,7) evre IV idi. FISH pozitif olan ve
olmayan olgular arasinda, hastalarin evreleri arasinda anlamli fark saptanmadi
(p=0,340). Plevral invazyon FISH pozitif olan 14 olgunun 8’ inde (%57,1); FISH
negatif 30 olguun 18’ inde (%60) mevcuttu. FISH pozitif olan ve olmayan olgular
arasinda, plevral invazyon agisindan anlamli fark saptanmadi(p=1)

FISH pozitif olgularin 12’ si (%80) pleomorfik karsinom, 3’ iU (%20) dev
hicreli karsinomdu. FISH pozitif olan ve olmayan olgular arasinda, histolojik alt tipler
arasinda anlamli fark saptandi. (p=0,035).

FISH pozitif olan 14 hastanin 11’ inde (%78,6) kan damar1 invazyonu, 14
hastanin 12’ sinde (%85,7) lenfatik invazyon, 13 hastanin 9’ unda (%69,2) perindral
invazyon vardi. FISH negatif olan 29 hastanin 22’ sinde (%75,8) kan damari, 25’ inde
(%86,2) lenfatik, 11° i (%37,9) perindral invazyon vardi. FISH pozitif olan ve
olmayan olgular arasinda, kan damari, lenfatik veya perindral invazyon agisindan
anlamli fark saptanmadi (p=0,584, p=0,649 ve p=0,096).

FISH pozitif hastalarin immiinhistokimyasal c¢aligmalarinda METMab
skorlamasi ile 4’ i (9%26,7) skor 3+, 3’ ii (%20) skor 2+, 2” si (%13,3) skor 1+, 6’ s1
(%40) skor 0 bulunarak toplam 7 olgu (%46,7) IHK pozitif kabul edildi. H-skorlamasi
yapildiginda FISH (+) olgularda H-skor ortalamas1 118,33+101,34 olup olgularin 7’ si
(%46,7) THK pozitif bulundu. FISH negatif hastalarn immiinhistokimyasal
calismalarinda METMab skorlamasi ile 5° 1 (%15,6) skor 3+, 2’ si (%6,2) skor 2+, 4’
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U (%12,5) skor 1+, 21° i (%65,7) skor 0 bulunarak toplam 7 olgu (%46,7) IHK pozitif
kabul edildi. H-skorlamasi yapildiginda FISH negatif olgularda H-skor ortalamasi
72,81+85,57 olup olgularin 7 si (%46,7) IHK pozitif bulundu. FISH pozitif olan ve

olmayan olgular arasinda, IHK sonuglarinda anlamli fark goriilmedi (p>0,05).

4.7.MET Amplifikasyonu Pozitif ile FISH Negatif Olgular Arasinda Klinik ve
Histopatolojik Farkhhiklar

FISH tekrarlananlarin immiinhistokimyasal pozitif alanlardaki sonuglar1 kabul
edilerek tiim olgular degerlendirildiginde 47 olgunun 5’ inde (%10,6) Cappuzzo
skorlama sistemi ve UCCC kriterlerini karsilayan amplifikasyon saptandi. Olgularin
klinik, histopatolojik ve immunhistokimyasal Ozellikleri asagida Tablo 8’ de
verilmistir. Ayni zamanda ilgili olgulara ait H&E, IHK ve FISH bulgular1 Resim 6-
10’ de gosterilmistir.

Tablo 8. MET Amplifikasyonu gosteren olgularin ozellikleri.

VAKA 10 30 35 37 55
Cinsiyet B E E E K

Yas 53 43 62 64 61
Sigara (Paket/y1l) + (40) + (60) * * *

Evre 1B A A A 1B
Lokalizasyon Sag-Ust Sag Sol-list Sol-list Sol-alt
Cap (mm) 55 190 90 80 31

Alt tip PK DHK PK PK PK
Diferansiye KHDAK | + (AK) - + + (AK) + (AK)
Komponenti

Nekroz (%) 30 * 60 40 *
Stromal iltihabi yamt | Hafif * Hafif Hafif Orta
Kan damari = + + + +
invazyonu

Lenfatik invazyon + + + + +
Perindral invazyon - * + - -
Plevra invazyonu + + + + -

IHK MetMab Skoru + (Skor 2)  + (Skor 3) - (Skor 0) - (Skor 0) + (Skor 3)
THK H-Skoru + (160) +(270) - (0) - (130) +(210)
MET Ekzon 14 Wild tip Wild tip Wild tip Wild tip Wild tip

atlama mutasyon

*: Bilinmiyor ; AK: Adenokarsinom ; PK: Pleomorfik karsinom ; DHK: Dev hiicreli karsinom
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Resim 6. 10 no’lu olgunun H&E, IHK ve FISH ozellikleri A) Sarkomatoid komponent (H&E x400)
B) Zayif (skor 1+) IHK boyanmasi (anti c-MET (SP44)x400) C) IHK skor 1+ boyanan alandaki diisiik
trizomi(x600) D) Kuvvetli (skor 3+) IHK boyanmasi (anti c-MET (SP44)x400) E) IHK skor 3+ boyanan
alandaki amplifikasyon (Cappuzzo: Tiimoriin >%10’unda siki gen kiimeleri) (x600)

Resim 7. 30 no’lu olgu H&E, THK ve FISH é6zellikleri A) Sarkomatoid komponent (H&E x400) B)
Kuvvetli (skor 3+) IHK boyanmas: (anti c-MET (SP44)x400) C) Amplifikasyon (Capuzzo: MET/CEP7
>2)(x600)
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Resim 8. 35 no’lu olgunun H&E, THK ve FISH ézellikleri A) Sarkomatoid komponent (H&E x400)
B) Negatif (skor 0) IHK (anti c-MET (SP44)x400) C) Amplifikasyon (Capuzzo: hiicrelerin% >10" unda
>15 kopya)(x600)

’
A) 7w amn )i B)
Resim 9. 37 no’lu olgunun H&E, iIHK ve FISH dzellikleri A) Sarkomatoid komponent (H&E x400)

B) Sitoplazmik noktasal graniiler IHK boyanmasi (anti c-MET (SP44)x400) C) Amplifikasyon
(Cappuzzo: Tiimdriin >%10’unda siki gen kiimeleri) (x600)
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Resim 10. 55 nolu olgunun H&E, THK ve FISH 6zellikleri A) Sarkomatoid komponent (H&E x400)
B) Zayif (skor 1+) IHK boyanmast (anti c-MET (SP44)x400) C) IHK skor 1+ boyanan alandaki dizomi
(x600) D) Kuvvetli (skor 3+) IHK boyanmasi (anti c-MET (SP44)x400) E) IHK skor 3+ boyanan
alandaki amplifikasyon (Capuzzo: MET/CEP7 >2) (x600)

MET amplifikasyonu saptanan toplam 5 olgu vardi. Bu olgularin 4’ i (%80)
erkek, 17 i (%20) kadindi. MET amplifikasyonu pozitif olan olgular ile FISH negatif
olan olgular arasinda, cinsiyet agisindan anlamli fark saptanmadi (p=0,456). MET
amplifikasyonu olan olgularin yas ortalamasi 55+8,4 (43-64) idi. Ortalama 50+14,14
8 paket/y1l sigara kullamim Oykiisii mevcuttu. MET amplifikasyonu pozitif olan
olgular ile FISH negatif olan olgular arasinda, yas ve sigara kullanim dykiisii agisindan
anlaml fark saptanmadi (p=0,126 ve 0,807).

MET amplifikasyonu pozitif saptanan olgulardaki ortalama timor capi
89,2+60,83 mm idi. MET amplifiksyonu pozitif olan olgular ile FISH negatif olan
olgular arasinda, timor ¢ap1 agisindan anlamli fark saptanmadi (p=0,177). Tan1 aninda
5olgunun 1” i (%20) evre 11, 4’ i (%80) evre 111 idi. MET amplifikasyonu pozitif olan
olgular ile FISH negatif olan olgular arasinda, evre agisindan anlamli fark saptanmadi
(p=0,211). Olgularin 4’ (inde (%80) plevral invazyon mevcuttu. MET amplifikasyonu
pozitif olan olgular ile FISH negatif olan olgular arasinda, plevra invazyonu agisindan
anlamli fark saptanmadi (p=0,630)

MET amplifikasyonu pozitif saptanan olgularin 4’ 0 (%80) pleomorfik

karsinom iken 1’ i (%20) dev hiicreli karsinom idi. MET amplifikasyonu pozitif olan
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olgular ile FISH negatif olan olgular arasinda, histolojik alt tipler agisindan anlamh
fark saptanmadi (p=0,184).

MET amplifikasyonu pozitif saptanan 5 hastanin 4’ Unde (%80) kan damari
invazyonu, tuminde lenfatik invazyon vardi. 4 hastanin 1’ inde (%25) perinoral
invazyon vardi. MET amplifikasyonu pozitif olan olgular ile FISH negatif olan olgular
arasinda, kan damari, lenfatik veya perinéral invazyon agisindan anlamli fark
saptanmadi (p=1).

MET amplifikasyonu pozitif saptanan hastalarin IHK degerlendirmesine, eslik
eden diferansiye KHDAK komponenti dahil edildiginde, METMab skorlamasi ile 2’
si (%40) skor 3+, 1”1 (%20) skor 2+, 1”7 i (%20) skor 1 ve 1’1 (%20) skor 0 boyanma
gosteriyor olup toplam 3 olgu (%60) IHK pozitif idi. Bu olgularda H-skor ortalamasi
154+101,14 olup olgularm 3 ii (%60) ITHK pozitifti. Eslik eden diferansiye KHDAK
komponenti THK degerlendirmesine dahil edildiginde, MET amplifiksyonu pozitif
olan olgular ile FISH negatif olan olgular arasinda, H-skor ve METMab skorlar1
acisindan anlaml fark saptanmadi (p=0,062 ve p=0,255).

MET amplifikasyonu pozitif saptanan hastalarda IHK piir sarkomatoid
komponentte degerlendirildiginde, METMab skorlamasi ile 2’ si (%40) skor 3+, 17 i
(%20) skor 2+, 1’ 1 (%20) skor 1 ve 1’1 (%20) skor 0 boyanma gosteriyor olup toplam
3 olgu (%60) THK pozitifti. Bu olgularda H-skor ortalamas1 154+101,14 olup olgularm
3’ i (%60) IHK pozitifti. FISH negatif hastalarda, IHK piir sarkomatoid komponentte
degerlendirildiginde, METMab skorlamasi ile 4’ i (%12,5) skor 3+, 2’ si (%6,2) skor
2+, 4 1 (%12,5) skor 1 ve 22° si (%68,8) skor 0 boyanma gdsteriyor olup toplam 6
olgu (%18,7) IHK pozitif idi. Bu olgularda piir sarkomatoid komponentte H-skor
ortalamasi 62,73+85,4 olup olgularin 9* u (%28,1) IHK pozitifti. IHK piir sarkomatoid
komponentte degerlendirildiginde, MET amplifikasyonu pozitif olan olgular ile FISH
negatif olan olgular arasinda, METMab skorlar1 agisindan anlamli fark yokken; H-

skorlar1 arasinda anlamli fark saptandi (p=0,182 ve p=0,026).
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4.8 THK ile FISH Karsilastiriimasi

MET IHK ve FISH sonuglar1 47 olgunun 33’ iinde (%70,2) uyumlu sonug
gosterdi. Sonuclar tek tek irdelendiginde Tablo 9” daki gibidir:

Tablo 9. MET/IHK uyum oranlan

FISH Degerlendirilen olgular; (N/%)

{HK (-) / FISH (-) 26 (%55,3)
{HK (+) / FISH (+) 7 (%14,9)
HK (-) / FISH (+) 7 (%14,9)
{HK (+) / FISH (-) 7 (%14,9)

MET IHK pozitifligi ile FISH pozitifligi arasinda zayif korelasyon goruldii
(R=0,253). IHK ile amplifikasyon arasinda ters iliski oldugu gortildii (R=-0,228).

[HK sonucunun FISH sonucuna etkisini gostermek icin ikili lojistik regresyon
analizi yapildi. IHK pozitif olan olgularin IHK negatif olgulara gére daha fazla FISH
pozitif olma olasihig1 vardi. (OR=3,125). IHK pozitif olan olgularm IHK negatif
olgulara gére MET amplifikasyonu pozitif olma olasiligi vardi (OR=0,237).

MET gen kopya sayis1 degisikliklerini saptamada FISH altin standart kabul
edildiginde IHK’ min duyarlihig1, 6zgiilliigii, pozitif prediktif degeri ve negatif prediktif
degeri hem amplifikasyon pozitifligi hem de FISH pozitifligi i¢in ayr1 ayr1 hesaplanda.
Degerlendirme alanina tiimdoriin eslik eden diferansiye KHDAK komponenti dahil
edilmediginde (pir sarkomatoid komponent) saptanan FISH sonuglar ile THK
boyanmasi gosteren alanlarda (plr sarkomatoid ya da diferansiye KHDAK

komponent) saptanan FISH sonuglari i¢in ayr1 ayr1 hesaplamalar yapildi. (Tablo 10)
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Tablo 10. IHK’nin duyarlilk, ézgiilliik, pozitif ve negatif prediktif degerleri

FISH POZITIiFLIiGI iCIN; ‘

PUr Sarl idl I P | id ve/ it :
I t (HK B .. \lan)
Duyarhlik (Sensitivite) | % 42,9 Duyarlilik (Sensitivite) % 50
Ozgulluk (Spesifisite) % 81,9 Ozgiilliik (Spesifisite) % 78,8
Pozitif prediktif deger % 50 Pozitif prediktif deger % 50
Negatif prediktif deger | % 77,1 Negatif prediktif deger % 78,8

AMPLIFIKASYON POZITi

Duyarhhik (Sensitivite) | % 60 Duyarlilik (Sensitivite) % 60

Ozgulluk (Spesifisite) % 78,6 Ozgiilliik (Spesifisite) % 73,8
Pozitif prediktif deger % 25 Pozitif prediktif deger % 21,4
Negatif prediktif deger | % 94,3 Negatif prediktif deger % 93,9

4.9.Floresan In Situ Hibridizasyon Bulgular1 Heterojenitesi

Degerlendirilebilen 47 olgunun FISH sonucunda ortalama MET gen kopya
sayist 4,1+ 3,7 bulundu ve olgularin 15’ i (%31,9) FISH (+), 5’1 (%10,6) MET
amplifikasyonu pozitif olarak degerlendirildi. Bu olgularin immunhistokimyasal
calisgmasinda MetMab skorlamasina gore 9° u (%19,1) skor 3+, 5’ i (%10,6) skor 2+,
6’ s1(%12,8) skor 1+, 27’ si (%57,5) skor 0 boyanma gosterdi ve 14’ {i (%29,7) IHK
pozitif kabul edildi. H- skorlamasina gore ise skorlar 0-295 arasinda degismekte olup
ortalama 72,44 +90,55 idi ve 14’ (i (%29,7) IHK pozitif bulundu.

Immiinhistokimyasal calismada baz1 olgularda heterojen boyanmalar
mevcuttu. 47 olgunun 22’ sinde (%46,8) IHK pozitif alanlarda FISH ¢alismasi
tekrarlandi. Bu olgularin timore eslik eden diferansiye KHDAK komponenti dahil
edilmediginde (piir sarkomatoid komponent) yapilan ilk FISH degerlendirilmesinde
ortalama MET gen kopya sayis1 3,52+4,19 bulundu ve 6’ s1 (%27,3) FISH (+), 2’si
(%9) amplifikasyon olarak degerlendirildi. Bu olgularda tiimoriin eslik eden
diferansiye KHDAK komponenti dahil edilmediginde (piir sarkomatoid komponent)
degerlendirilen immunhistokimyasal ¢alismasinda, METMab skorlamasina gore 7’ si
(%31,8) skor 3+, 3” i (%13,7) skor 2+, 5* i (%22,7) skor 1+, 7’ si (%31,8) skor 0
boyanma gosterdi ve 10’ u (%45,5) IHK pozitif kabul edildi. H- skorlamasia gére ise
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skorlar 0-295 arasinda degigsmekte olup ortalama 126,59+98,2 idi. Olgularm 10’ u
(%45,5) IHK pozitif bulundu. FISH degerlendirmesi IHK ile herhangi bir boyanma
gosteren alanlarda tekrarlandiginda ortalama MET gen kopya sayisi 4,77 4,53
bulundu. Ancak bu grup icindeki komponent (pir sarkomatoid ve/veya diferansiye
KHDAK) ve IHK boyanma kuvveti farklilik gdstermekteydi.

Tekrarlanan olgular icinde IHK boyanan alanin da piir sarkomatoid komponent
oldugu 13 olguda ilk degerlendirmedeki MET gen kopya sayis1 4,42 5,33 iken; tekrar
degerlendirmede MET gen kopya sayis1 ortalama 6,18 +5,46 bulundu. Bu olgulardan
10’ u skor 3+, 3’1 skor 2+ boyanma gostermekteydi.

Tekrarlanan olgular icinde IHK boyanan alanin diferansiye KHDAK
komponenti oldugu 9 olguda, ilk degerlendirmedeki MET gen kopya sayis1 2,23 +0,63
iken; tekrar degerlendirmede MET gen kopya sayisi ortalama 2,73 £1,08 bulundu. Bu
olgulardaki diferansiye KHDAK komponenti 6’ sinda (%66,7) AK, 3’ iinde (%33.3)
SHK idi. Bu olgulardan 8’ i skor 3+, 1’1 skor 1+ boyanma gostermekteydi.

Tekrarlanan olgular icinde IHK boyanan alanin skor 3+ oldugu 18 olguda, ilk
degerlendirmedeki MET gen kopya sayis1 3,79 +£4,6 iken; tekrar degerlendirmede
MET gen kopya sayist ortalama 5,27 44,88 bulundu. Tekrar degerlendirme bu
olgulardan 10’ unda pir sarkomatoid, 8 inde diferansiye KHDAK komponentinde
yapilmisti. Diferansiye KHDAK komponetlerin 6” s1 (%75) AK, 2’ si (%25) SHK idi.

FISH tekrar edilen 22 olguda, yapilan ilk (plr sarkomatoid komponentte)
degerlendirmedeki MET gen kopya sayisi ile IHK boyanmasi gosteren alanlarda
tekrarlanan degerlendirmedeki MET gen kopya sayisi t-testi ile karsilastirildi. IHK
boyanmasi gosteren alanlarda tekrar edilen FISH degerlendirilmesinde gen kopya
sayilarinda anlaml artig goriildi (p=0,027).

IHK sonucu pozitif olan olgularda MET gen kopya sayis1 ortalama 5,50 + 5,25
iken THK sonucu negatif olan olgularda MET gen kopya say1s1 ortalama 3,49 + 2,70
idi. IHK pozitif ve negatif olgular arasinda, MET gen kopya sayis1 acisindan anlamli
fark saptanmadi (p=0,194). Olgularin IHK skorlarina gore ortalama gen kopya sayilari
dagilimi Grafik 5’ de gosterilmistir.
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Grafik 5. IHK METMab skorlarina gore FISH’ de saptanan ortalama MET gen kopya sayilari
dagilimi
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4.10. Olgularin Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgulari

FISH uygulanan 47 olgunun 40’ ma (%85,1) RT-PCR uygulandi. 7 olgu
spesimenlerin 10 yildan eski olmalari ve RNA Kkalitelerinin bozuk olmasi ihtimali
nedeniyle PCR uygulamasina dahil edilmedi.

Calismaya dahil edilen 40 olgunun formalinle fikse parafine gémiilii dokudan
izole edilen RNA konsantrasyonlart minimum 113 ng/dl, maksimum 1143 ng/dl olup
ortalama 457,23 + 306,69 idi. Pozitif ve negatif kontrol sonuglar1 asagida gosterildigi
gibidir. (Resim 11 ve 12).

Fluorescence (AR)

FAM ve HEX'de Cq yok

-40

-60

20 30 35
Cycles

Resim 11. Negatif kontrol RT-PCR sonucu : HEX ve FAM”’ da Cq goriilmedi
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1000

HEX’ de;
* 21 < Cq < 33 (24,55)
* AR son > 200 (736)
400 FAM’ da;
* Cq <32 (22,17)
* AR son > 450 (958)

300

400

Fluorescence (4R)

5 10 15 0 25 30 35
Cycles

Resim 12. Pozitif kontrol RT-PCR sonucu: HEX ve FAM” daki Cq ve AR son degerleri pozitiflik
kriterlerini karsiladi

Calisma sonucunda 40 olgunun 8’ i (%20) invalid olarak degerlendirildi.
Invalid olgular i¢in RNA izolasyonu sonrasi ¢alisma tekrarlandi. Tekrar calismasi
sonras1 4 (%10) olgu invalid olarak degerlendirildi. Tiim olgular i¢in RT-PCR sonucu
MET ekzon 14 atlama mutasyonu icin negatifti (wild tip). Degerlendirilebilen 36
olgunun 2’ sinde (%3,5) pozitiflik kriterini karsilamayan diisiik 1s1ma saptanda. ilgili
hastalarin 0zellikleri tablo11°de ve RT-PCR sonuglar1 Resim 13 ve 14’ da gésterildi.
Bu iki vakadan tekrar RNA izolasyonu yapildi ve RT-PCR ¢alismasi tekrarlandi ancak
sonu¢ degigsmedi.

Kullanilan RT-PCR kit i¢eriginde MET ekzon 14 atlama mutasyonu yani sira
ALK fiizyon, ROS1 flizyon (ekzon 32 breakpoint, ekzon 34 breakpoint ve ekzon 35-
36 breakpoint) ve RET flizyon (ekzon 12 breakpoint ve ekzon 8-11 breakpoint) da
degerlendirildi. Degerlendirilebilen 36 olgu her fiizyon ic¢in negatif (wild tip) olarak

saptandi.
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*21<Cq<33(28,4)
* AR son > 200 (586)
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Resim 13. 41 no’lu olguda RT-PCR sonucu: FAM’ daki Cq ve AR son degerleri pozitiflik
kriterlerini karsilamadi. Ancak biraz gecikmis bir siklus seviyesinde daha diisiik seviyede 151ma

goéralda.

400

500

Fluorescence (AR)
g g

g

*21<Cq<33(28,7)
* AR son > 200 (660)

* Cq<32(36,18)
* AR sen->450-(224)

-100

10 15 w 25 30 35
Cycles

Resim 14. 53 no’lu olguda RT-PCR sonucu: FAM’ daki Cq ve AR son degerleri pozitiflik
kriterlerini karsilamadi. Ancak biraz gecikmis bir siklus seviyesinde daha diisiik seviyede 151ma

géruldo.
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Tablo 11. RT-PCR sonucunda MET ekzon 14 atlama mutasyon icin gecikmis siklusta diisiik
seviyede 151ma gosteren olgularin ézellikleri.

VAKA

Cinsiyet

Yas

Sigara

Evre

Neoadjuvan tedavi
Alt tip

Epitelyal komponent
Gap (mm)

Nekroz (%o)

Kan damar1 invazyonu
Lenfatik invazyon
Perindral invazyon
Plevral invazyon
IHK (MetMAD Skor)
THK (H-skor)

FISH sonucu (Cappuzzo)
Tam Tarihi

izole edilen RNA
Konsantrasyonu
izole edilen RNA
Konsantrasyonu
(tekrarda)

*: Bilinmiyor ; -: Yok ; +: Var

41
E
70

*

1B
Pleomorfik karsinom
+ (AK)

25

10

+

+

+

+ (Skor 3)
+(250)
Diistik trizomi
26.2.2014
700

597

75

53

K

75

20

IVB

Pleomorfik karsinom
+ (AK)

50

30

+

+

+ (Skor 3)

+ (295)

Y Uksek polizomi
3.4.2017

342

392



Resim 15. 41 nolu olgunun H&E, THK ve FISH ézellikleri A) Sarkomatoid komponentte (H&E x400)
B) Kuvvetli (skor 3+) IHK boyanmasi (anti c-MET (SP44)x400) C) FISH’ de diisiik trizomi (x600)

Resim 16. 53 nolu olgunun H&E, IHK ve FISH ozellikleri A) Sarkomatoid komponentte (H&E x400)
B) Kuvvetli (skor 3+) IHK boyanmas1 (anti c-MET (SP44) x400) C) FISH’ de yiiksek polizomi (x600)
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4.11. MET Ekzon 14 Atlama Mutasyonu Pozitif ile MET Ekzon 14 Atlama
Mutasyonu Negatif Olgular Arasinda Klinik ve Histopatolojik Farkhliklar

RT-PCR sonucunda ge¢ siklusta diisilk floresan i1gima goriilen 2 olgunun
ozelliklerine baktigimizda ozellikleri s6yleydi: Olgulardan 1’ i erkek, digeri kadindu.
Erkek hasta 70 yasinda, evre IIB, AK komponenti iceren pleomorfik karsinom
olgusuydu. IHK ile METMab skor 3+, H-skor 250 boyanma gostermekteydi. FISH
sonucu Cappuzzo kriterlerine gore diisiik trizomi ile uyumluydu. Kadm hasta ise 75
yasinda, 20 paket yil sigara kullanimi 6ykiisii olan, evre IVB, AK komponenti iceren
pleomorfik karsinom olgusuydu. IHK ile METMab skor 3+, H-skor 295 boyanma
gostermekteydi. FISH sonucu Cappuzzo kriterlerine goére yuksek polizomi ile
uyumluydu.

Bu iki olgu MET ekzon 14 atlama mutasyonu pozitif kabul edildiginde IHK ile
MET ekzon 14 atlama mutasyonu arasindaki zayif korelasyon bulundu (Rho=0,323).

Bu iki olgu MET ekzon 14 atlama mutasyonu pozitif kabul edildiginde, MET
ekzon 14 atlama mutasyonu olan ve olmayan gruplar arasinda klinikopatolojik
parametrelerde (cinsiyet, yas, sigara kullanim miktari, timor boyutu, evre, histolojik
alt tip, kan damari, lenfatik veya perindral invazyon vb.) istatistiksel anlamli fark
gorulmedi (p>0,05). MET ekzon 14 atlama mutasyonu olan ve olmayan olgular
arasinda, plr sarkomatoid komponette degerlendirilen IHK H-skor ve METMab
skorlarinda anlamli fark mevcuttu. MET ekzon 14 mutasyonu olan olgularda IHK
skorlar1 daha ytiksekti (p=0,002 ve p=0,014).

MET ekzon 14 atlama mutasyonu gosteren olgularin ortalama MET gen kopya
sayist 4,8 £ 3,39 idi. Olgularin 1’ i FISH (+) (yiksek polizomi) bulundu. MET ekzon
14 atlama mutasyonu olan ve olmayan olgular arasinda, ortalama MET gen kopya

sayis1 veya FISH sonucu ile anlaml fark gortilmedi (p=0,942 ve p=1).

Calismamizda IHK, FISH ve RT-PCR olgularm, klinik, histomorfolojik ve

molekiiler 6zellikleri Tablo 12° de dzetlenmistir.
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Tablo 12. IHK, FISH ve RT-PCR uygulanan hastalarin zellikleri

Olgu | Yas | Cins. | Sigara | Alttip | Evre Cap Ex IHK | Capp. | FISH | Ort. | RT-
No (mm) GKS | PCR
1 59 | E * KS * 190 * N D N 2,0 WT
7 64 | E * PK * 45 * N D N 2,0 WT
8 69 | E PK A 80 * N D N 2,0 WT
10 53 | E 40 PK 1B 55 E P A P 120 | WT
15 63 | E 45 PK 1A3 25 E N D N 2,0 WT
17 63 | E 40 PK 11B 55 E P DP N 2,6 WT
22 7B | K 3 DHK | IHIA 85 H N YP P 7,4 WT
25 38 | E 20 DHK | IIA 50 H N YP P 7,7 WT
27 67 | E 40 KS A 100 H N DT N 2,2 WT
28 64 | E 50 PK * 38 E P YP P 35 WT
29 65 | E * DHK | * E P DT N 2,1 WT
30 43 | E 60 DHK | IlIA 190 E P A P 206 | WT
31 77 | E * PK = 40 E N D N 2,0 WT
32 56 | E * PK * 65 E N YP P 7,4 WT
33 51 | E 0 PK 11B 40 E P D N 2,0 WT
34 48 | K 30 KS 1A 45 E P DP N 2,3 WT
35 62 | E * PK A 90 E N A P 124 | WT
36 62 | E PK * 55 E P YP P 51 WT
37 64 | E * PK 1A 80 E N A P 10,0 | WT
38 67 | E 40 KS 11B 95 H N DP N 33 WT
40 78 | E * PK 11B 105 E N D N 2,0 WT
41 70 |E PK 11B 25 E P DT N 2,4 #
42 59 | E * PK 11B 65 E N D N 2,0 WT
43 62 | E * PK 11B 40 E P YP P 5,6 WT
44 61 | E PK A 60 E N YP P 6,5 WT
45 67 | E PK 11B 45 E P D N 2,0 WT
46 62 | K 60 PK IB 22 E N D N 2,0 WT
47 53 | E 40 PK VB 80 E N DP N 2,7 WT
48 70 |E 70 KS 11B 90 E N D N 2,0 WT
49 49 | E 40 PK 1A 75 E N YT N 2,8 WT
50 67 | E * PK VB 50 E N D N 2,0 WT
51 68 | K * PK IB 32 E N D N 2,0 WT
52 65 | E 100 KS IB 75 E N D N 2,0 WT
53 7B | K 20 PK VB 50 E P YP P 7,2 #
54 62 | E 70 PK 11B 30 H N YP P 39 WT
55 61 | K * PK 11B 31 E P A P 7,6 WT

P: Pozitif ; N: Negatif ; *: Bilinmiyor ; #: RT-PCR’da gecikmis siklusta diisiik seviyede 1g1ma ; PK:
Pleomorfik Karsinom ; KS: Karsinosarkom ; DHK: Dev hiicreli karsinom; GKS: Gen kopya sayisi ; D:
Dizomi ; DT: diisiik Trizomi ; YT: Yiksek trizomi ; DP: Diisiik polizomi ; YP: Yiiksek polizomi ; A:

Amplifikasyon ; Capp. : Cappuzzo
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4.12. Hastalarin Sagkalim Ozellikleri

Calismaya dahil edilen hastalarin 55 hastanin 37’ sinin (%67,2) eks oldugu,
10’ unun (%18,1) yasadig1 biliniyordu. Eks olan 37 hastanin 28’ inin (%75,6) eks
tarihine ulasilabildi. Bilgisine ulasilabilen 38 (%69) hastalarin 1 yillik sagkalim orani
%69,4 iken 5 yillik sagkalim oran1 %47,4 bulundu. (Grafik 6)

aaaaaaa

1 villik genel sagkalim
5 villik genel sagkalim

Takip siiresi (ay) Takip siiresi (ay)

Grafik 6. Hastalarin 1 ve 5 yilik genel sagkalimi

MET [HK pozitif olan 15 olgunun tamami eks olmustu. Bunlarm 12’ sinin
(%80) eks tarihine ulasilabildi. MET IHK negatif olan 40 olgunun 10’ u (%25)
yasadigi, 22’ sinin (%55) eks oldugu biliniyordu. 8 (%20) hastanin bilgisine
ulagilamadi. IHK negatif olup eks oldugu bilinen hastalarin 16’ sinin (%72,7) eks tarihi
bilgisine ulagilabildi. Sagkalim degerlendirmesi, bilgisine ulasilabilen MET IHK
pozitif hastalarm 12’ si (%80) ve MET IHK negatif hastalarin 26 s1 (%65) tzerinden
yapildi. MET IHK pozitif olanlar icin 1 ve 5 yillik sagkalim oranlari sirasiyla %76,9
ve %33,3 bulundu. THK negatif grupta ise 1 ve 5 yillik sagkalim oranlar1 sirasiyla %50
ve %53,8 idi. IHK pozitif ve IHK negatif olgularin 1 yillik ve 5 yillik sagkalimlarinda
istatistiksel anlamli fark bulunmadi (Log Rank p=0,079 ve p=0,190). (Grafik 7)
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Grafik 7. THK pozitifligi ile 1 ve 5 yilhk genel sagkahm iliskisi

FISH uygulanan 47 hastada FISH pozitif olan 15 olgunun 11’ inin (%73,3) eks
oldugu, 3’ iiniin (%20) yasadig1 biliniyordu. 1 (%6,6) hastanin bilgisine ulagilamadi.
FISH pozitif olup eks oldugu bilinen 11 olgunun 8’ inin (%72,7) eks tarihi bilgisine
ulasildi. FISH negatif olan 32 olgunun 23’ iiniin (%71,9) eks oldugu, 3’ {iniin (%9,4)
yasadigi biliniyordu. 6 (%18,7) hastanin bilgisine ulasilamadi. FISH negatif olup eks
oldugu bilinen 23 olgunun 16’ s (%69,5) eks tarihi bilgisine ulasildi. Sagkalim
degerlendirmesi, bilgisine ulasilabilen MET FISH pozitif hastalarin 11° 1 (%73,3) ve
MET FISH negatif hastalarin 26’ s1 (%81,2) iizerinden yapildi. MET FISH pozitif
olanlar i¢in 1 ve 5 yillik sagkalim oranlar1 sirasiyla %63,6 ve %45,5 bulundu. FISH
negatif grupta ise 1 ve 5 yillik sagkalim oranlar1 sirasiyla %65 ve %45 idi. FISH pozitif
ve negatif olgularin 1 yillik ve 5 yillik sagkalimlarinda istatistiksel anlamli fark
bulunmadi (Log Rank p=0,944 ve p=0,984). (Grafik 8)
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Grafik 8. FISH pozitifligi ile 1 ve 5 yillik genel sagkalim iliskisi
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FISH uygulanan 47 hastada MET amplifikasyonu pozitif olan 5 olgunun
tamami eks olmustu. MET amplifikasyonu pozitif olup eks oldugu bilinen 5 olgunun
4’ inin (%80) eks tarihi bilgisine ulasildi. MET amplifikasyonu negatif olan 42
olgunun 29’ unun (%70) eks oldugu, 6’ sinin (%14,3) yasadigi biliniyordu. 7 (%16,7)
hastanin bilgisine ulagilamadi. MET amplifikasyonu negatif olup eks oldugu bilinen
29 olgunun 20’ sinin (%69) eks tarihi bilgisine ulasildi. Sagkalim degerlendirmesi,
bilgisine ulasilabilen MET amplifikasyonu pozitif hastalarin 4’ i (%80) ve MET
amplifikasyonu negatif hastalarin 26> s1 (%61,9) Uzerinden yapildi. MET
amplifikasyonu pozitif olanlar ig¢in 1 ve 5 yillik sagkalim oranlar1 sirasiyla %75 ve
%25 bulundu. MET amplifikasyonu negatif grupta ise 1 ve 5 yillik sagkalim oranlar1
sirastyla %63 ve %48,1 idi. MET amplifikasyonu pozitif ve negatif olgularin 1 yillik
ve 5 yillik sagkalimlarinda istatistiksel anlamli fark bulunmad: (Log Rank p=0,660 ve
p=0,680).(Grafik 9)

1 yilhk genel sagkalim
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Grafik 9. MET amplifikasyon pozitifligi ile 1 ve 5 yilik genel sagkalim iliskisi
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5. TARTISMA

Akciger kanseri Tiirkiye’de ve diinyada en sik goriilen kanserdir. 2018
verilerine gore tiim yas ve cinsiyetler beraber degerlendirildiginde diinyada goriilme
sikligr %11,6 ile 1. siradadir (1). Turkiye kanser istatistikleri 2014 verilerine gore
goriilme sikligr erkeklerde %21,1 ile 1. sirada, kadinlarda %5 ile 5. sirada yer alir.
Akciger kanserinde hastalarin %52,7° si ileri evrede teshis edilmektedir ve beklenen
sagkalim oranlan diisliktiir (2). Diinyada kansere bagl oliimlerin %18,4” i akciger
kanserine bagli 6liimlerdir (1).

Akciger tlimorlerinin yarisindan fazlasini karsinomlar olusturur. Bunlarin
%79,2” si KHDAK, %16,6’ st KHK”’ dir. KHDAK” lerin %43,8” i AK, %37,5’ i SHK,
%1,8” 1 BHK’ dir (2). PSK’ ler ise KHDAK” lerin az diferansiye bir alt tipi olup tim
akciger kanserlerinin %0,3-1,3 tinii olusturur (3,4).

Kanser hiicresini diger hiicrelerden ayiran genetik farkliliklarin saptanmasiyla
(mutasyonlar) birlikte hedefe yonelik tedaviler gelismeye baglamistir. 2004 yilinda
aktive edici mutasyonlarin saptanmasi ve bu molekiilii hedefleyen antikorlardan klinik
yarar izlenmesiyle hedefe yonelik tedaviler hiz kazanmustir (72,73). 2018 molekiiler
kilavuzunda akciger kanserinde tedaviye yonelik 6n plandaki hedef molekiiller EGFR,
ALK ve ROS-1’ dir. Bunlar diginda bakilmasi 6nerilen diger mutasyonlar ise BRAF,
MET, RET, ERBB2 (HER2) ve KRAS’ tir (74).

PSK genel bir terimdir. Epitelyal ve sarkomatoid bilesenler igeren tiimorlerdir.
Pleomorfik karsinom, igsi hiicreli karsinom, dev hiicreli karsinom, karsinosarkom ve
pulmoner blastom bu grupta yer alan akciger timdrii tipleridir(45).

PSK” ler, oldukga nadirdir(3,30). Olgularin tan1 anindaki yas ortalamasi 60-70’
tir. Erkeklerde daha sik goriilmektedir ve hastalarin ¢ogunlugu sigara igicisidir.
Genellikle periferik yerlesimli biiyiik (ortalama 4-5 cm), nekrotik alanlar iceren solid
timorlerdir. Vakalarin yarisindan fazlasinda (%51,8) plevral invazyon gortilmektedir.
Diger histolojik alt tiplerle karsilastirildiginda daha k6tii prognozludur. Agresif cerrahi
tedavi ve postoperatif kemoterapi verildiginde bile 5 yillik sagkalim oran1 %25’ tir.
Konvansiyonel kemoterapilere diger KHDAK’ lere gore yiksek oranda direng
gostermeleri nedeniyle PSK’ lerin molekiiler analizi ve mutasyon sikliklari
degerlendirilerek hedefe yonelik tedaviler gelistirilmistir (3,69,70).

MET ilk olarak 1980’ li y1illarda insan osteosarkom hucre dizisinde TRP-MET
fiizyon geni olarak tanimlanmistir (76). HGF, MET’ in dogal ligandidir. HGF/MET
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yolagmin embriyogenez, karaciger rejenerasyonu ve yara iyilesmesinde énemli rolii
vardir (11-13). Anormal HGF/MET sinyal aktivasyonu hiicrelerin hayatta kalmasi,
proliferasyonu, migrasyonu, invazyonu, diferansiyasyonunu uyararak tiimor gelisimi
ve progresyonu ile sonuclanabilir (14,16,19,77-79).

MET yolundaki diizensizlikler cesitli yollarla gergeklesir: gen mutasyonu,
amplifikasyon, yeniden diizenlenme ve asir1 protein ekspresyonu (86). Dizensiz
HGF/MET sinyalini ortadan kaldirmak igin gelistirilmis 3 terapotik strateji vardir:
Anti- HGF monoklonal antikorlar, anti-MET monoklonal antikorlar ve anti -MET
TKI’ ler (86). Faz Il Kklinik calismasi, yiksek MET ekspresyonu olan ileri evre
KHDAK'" li hastalarda tek kollu anti-MET monoklonal antikor Onartuzumab’ 1n
aktivitesini gostermistir (115). KHDAK' |i hastalarda MET inhibitorlerinin etkisini
aragtiran ilk faz III klinik ¢aligmalarin sonuglar1 hayal kirikligi yaratmistir (116-119).
Ancak bu c¢alismalarda MET overekspresyonu ve/veya amplifikasyonu sergileyen
hastalar hedeflenmistir. MET ekzon 14 atlama mutasyonlar1 olan hastalar dahil
edildiginde Krizotinib' in genel olarak tolere edilebilir ve yonetilebilir bir toksisite
profili ile iliskili, klinik olarak anlamli bir antitiimdr aktivitesi oldugu goriilmiistiir
(120,121).

Akciger kanserinde HGF ve MET overekspresyonu 1990 11 yillarda
gosterilmistir. KHDAK ig¢in bildirilen MET overekspresyon oranlar1 %20-70 arasinda
degismektedir (128,138,148,149). 2005 yilinda MET amplifikasyonu EGFR mutant
akciger karsinomu vakalarinda TKI’ lere direncten sorumlu bir mekanizma olarak
tanimlanmistir. Ancak ilerleyen yillarda KHDAK olgularinda MET amplifikasyonu
de novo olarak da gosterilmistir. EGFR TKI kullanmamis KHDAK hastalarinda
bildirilen MET amplifikasyon oranlar1 %3-4 iken EGFR mutant AK’ larda EGFR
direnciyle iligkili olarak %20 oraninda MET amplifikasyonu bildirilmektedir (125).
Bir baska caligmada ger¢ek de novo MET amplifikasyon insidans1 % 0.8 ve EGFR
TKI' lere direng mekanizmasi olarak MET amplifikasyon insidans1 % 5 olarak
bildirilmistir (150). 1994 yilinda MET reseptoriiniin jukstamembran bolgesini
etkileyen bir mutasyon tanimlanmistir (93). 2001 yilinda bu mutasyonun MET’ in c-
Cbl ubikuitin iligkili degradasyonunu bozarak onkojenik aktiviteye neden oldugu
gosterilmistir (94). Buna neden olan MET ekzon 14 atlama mutasyonlar1 Ma ve ark.
tarafindan 2003’de KHK ve 2005° de KHDAK’ de gosterilmistir (95,151). KHDAK
icin MET ekzon 14 atlama mutasyon oran1t Vuong ve ark. ‘nin yaptig1 11 ¢aligmanin
dahil edildigi bir metaanalizde %3 bulunmustur (63).
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Tong ve ark. tarafindan 2016 yilinda literatirde ilk kez MET genetik
degisikliklerinin KHDAK” nin degisik alt tipleri arasindaki farkliliklar1 arastirilmistir.
Neoadjuvan tedavi almamis 687 KHDAK tanili hasta ¢aligmaya dahil edilmistir. Diger
tiplerle karsilastirildiginda PSK’ lerde daha sik MET amplifikasyonu (%13,6) ve MET
ekzon 14 atlama mutasyonu (%31,8) oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada KHDAK
ve AK i¢in amplifikasyon oranlari sirastyla %0,7 ve %1 iken MET ekzon 14 atlama
mutasyonu oranlar1 %2,6 bulunmustur. MET IHK pozitiflik oran1 PSK” ler icin %40,9
iken bu oran KHDAK ve AK igin sirasiyla %33,5 ve %49,7 olarak bildirilmistir (40).

Vuong ve ark. 2018 yilinda KHDAK’ de MET ekzon 14 atlama mutasyonunun
klinikopatolojik ozelliklerle ile iligkisini inceledikleri meta analizlerine 11 adet
calismadan toplam 18.464 hastay1 dahil etmistir. Histolojiden bagimsiz MET ekzon
14 atlama mutasyon orani %3 olarak degerlendirilmistir. Histolojik alt tipler g6z 6ntine
alindiginda MET ekzon 14 atlama mutasyon oranlarin1t AK’ da %2, SHK’ da %1,
ASK’ da %6 ve PSK’ da %13 bulunmustur (35,40,63,102-111).

Awad ve ark. 2016 yilinda igerisinde 1141 akciger kanseri olgusu bulunan
6376 tumorde YND ile 282 kanser iliskili gen tetkik etmistir. 933 SHK dis1 KHDAK
olgusunun 28’ inde (%3) MET ekzon 14 atlama mutasyonu saptanmistir. Bu olgu
grubu iginde PSK’ lerdeki MET ekzon 14 atlama mutasyon oran1 daha yiiksek (4/15,
%26,7) bulunmustur (107).

Schrock ve ark. tarafindan 2016 yilinda 11205 akciger kanseri hastasinin
genomik profillemesi yapilmigtir. Olgularin 298’ inde (%2,7) MET ekzon 14 atlama
mutasyonu saptanmistir. Histolojik alt tiplerdeki oranlara bakildiginda ASK, PSK,
AK, SHK, BHK i¢cin MET ekzon 14 atlama mutasyon oranlar1 sirayla %8,2, %7,7,
%2,9, %2,1 ve %0,8 idi. Diger histolojik tiplerle karsilastirildiginda MET ekzon 14
atlama mutasyonu, PSK’ lerde daha fazla goriilmiistiir (35).

Saffroy ve ark. 2017 yilinda 81 PSK tanili ve 150 AK tanili hastada MET ekzon
14 atlama mutasyonu varligini arastirmistir. PSK olgularinim 81’ inin 4’ iinde (%4,9),
AK olgularinin 150’ sinin 8’ inde (%5,3) MET e¢kzon 14 atlama mutasyonu
goriilmiistiir. PSK tanil1 71 olguya ayrica FISH ile MET gen kopya say1s1 degisiklikleri
degerlendirilmistir. Olgularm 14> 4 (%19,7) FISH (+), 6° s1 (%8,4) gercek
amplifikasyon olarak degerlendirilmistir (103).

Mignard ve ark. 2018 yilinda cerrahi uygulanmis 81 PSK olgusunda MET
genetik degisikliklerini degerlendirmistir. MET IHK pozitifligi, FISH pozitifligi, MET
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amplifikasyonu ve MET ekzon 14 atlama mutasyonu sirasiyla olgularin %17, %19,7,
%8,5 ve %6’ sinda goriilmiistiir (112).

Literatirde PSK’ lerde %17-41 arasinda degisen oranda MET
overekspresyonu, % 3-31,8 arasinda degisen oranda MET ekzon 14 atlama mutasyonu
ve %3-21 arasinda degisen oranda MET amplifikasyonu bildirilmistir (67,103).

Calismamiza 30’ una cerrahi, 1’ ine bronkoskopi uygulanmis Istanbul
Universitesi- Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal1’ nda tan1
alan 31 PSK olgusu ve 2011- 2018 yillar1 arasinda Bezmialem Vakif Universitesi T1p
Fakultesi’ nde opere edilmis Patoloji Anabilim Dali” nda tan1 almis 24 PSK olgusu
dahil edildi. Olgularda MET IHK ile overekspresyon, FISH ile amplifikasyon ve RT-
PCR ile MET ekzon 14 atlama mutasyonu arastirilmistir. MET THK pozitif ve negatif,
FISH pozitif ve negatif, MET amplifikasyon pozitif ve FISH negatif, MET ekzon 14
atlama mutasyonu pozitif ve negatif olgu gruplar1 arasinda, yas, cinsiyet, sigara
kullanim 6ykiisii, evre gibi klinik; histolojik alt tip, ¢cap, kan damari, lenfatik, perinoral
invazyon gibi histopatolojik bulgular agisindan anlamli fark olup olmadigz istatistiksel
olarak degerlendirildi. MET amplifikasyonu ve MET ekzon 14 atlama mutasyonunun
her biri i¢in IHK” min duyarlihig, 6zgiilliigii, pozitif prediktif ve negatif prediktif degeri
hesaplandi. THK pozitifligi ile MET FISH pozitifligi veya MET amplifikasyon
pozitifligi arasindaki korelasyon istatistiksel olarak degerlendirildi. MET
amplifikasyonu ve MET ekzon 14 atlama mutasyonu igin vakalarin sagkalim
oOzellikleri g6zden gegirildi.

MET genetik degisikliklerinin daha sik goriilmesi nedeniyle ¢alismamizda
daha fazla pozitif olgu saptamak icin sadece PSK olgular1 degerlendirildi. PSK
olgular1 nadir goriilen tiimorlerdir. Olgu sayisini arttirmak icin ¢alismamiza iki
merkeze ait toplam 55 olgu dahil edildi. Benzer literatlrlerdeki PSK olgu sayilarina
baktigimizda Saffroy ve ark.(103) 81 olgu , Schrock ve ark. (152) 104 olgu, Tong ve
ark. (40) 22 olgu, Awad ve ark. (107) 15 olgu, Liu ve ark. (36) 36 olgu, Vieira ve ark.
(153) 77 olgu, Kim ve ark. (154) 21 olgu, Kwon ve ark. (126) 45 olgu, Mignard ve
ark. (112) 81 olgu, O’Brien ve ark. (116) 20 olgu, Yu ve ark. (155) 46 olgu tizerinden
calismalarini sonuglandirmistir. Bu ¢alismalarda da goriildiigi tizere PSK olgu sayilari
20 ile 104 arasinda (ortalama: 50 olgu) degismektedir. Calismamizdaki olgu sayis1 bu
araliktadir. Bu nedenle calismamizin sonuglarimin degerlendirilebilir oldugunu

diisiiniiyoruz.
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Calismamizda yeterli olgu sayisini elde edebilmek amaciyla 2000 yili dahil
genis bir tarih araligindaki olgular dahil edildi. Arsivde bekleme siiresi 10 yili asan
olgularda FISH ve RT-PCR ¢alismalarinin basarisiz olacagini 6ngoruldil. Tekrarlanan
FISH ¢alismalarina ragmen, 55 olgunun 8’ inde (%14,5) sinyal elde edilemedi. Bu
olgularin 1’12005, 1’12008, 2’si 2013, 1’12014, 11 2015, 1° 12016 ve1’i2018 yilinda
tan1 almisti. Daha yakin tarihte tani almig olgular igin, sinyal elde edilememesinin
nedeninin, dokunun tespit sorunu oldugu diistinildd.

Literatirde MET IHK igin bildirilen pozitiflik oranlar1 %20-70 arasinda
degiskenlik gdostermektedir. Bunun nedenlerinden biri kullanilan antikor klonlarmin
ya da skorlama sisteminin farkli olusudur. Bir diger neden de degerlendirme alanina
eslik eden diferansiye KHDAK komponentinin dahil edilip edilmemesi tercihidir.
Tong ve ark. (40) KHDAK olgularinda SP44 klonu ve METMab skorlamasini
kullanarak olgularin %33,5> inde MET IHK pozitifligi saptanustir. Sterlacci ve ark.
(156) KHDAK olgularinda SP44 klonu ve MetMab skorlamasini kullanarak olgularin
%17 sinde MET IHK pozitifligi saptamistir. Dziadziussku ve ark. (91) KHDAK
olgularinda SP44 klonu ve MetMab skorlamasini kullanarak olgularin %25’ inde MET
[HK pozitifligi saptamistir. Watermann ve ark. (41) KHDAK olgularinda SP44 klonu
ve MetMab skorlamasini kullanarak olgularm %22’ sinde MET IHK pozitifligi
saptamigtir. Mignard ve ark. (112) PSK” lerde SP44 klonu ve hem MetMab hem H-
skorlamas1 kullanarak olgularin sirayla %18,5 ve %17’ sinde MET IHK pozitifligi
bildirmistir. Yeung ve ark. (157) akciger AK’ larinda SP44 klonu ve MetMab
skorlamasini kullanarak olgularin %65,1” inde MET IHK pozitifligi saptamustir.

Calismamizda son yillarda literatiirde en ¢ok kullanilan Anti-Total c-MET
SP44 klonunu ile hem METMab hem de H-skorlama sistemi kullanarak THK
degerlendirmesi yaptik. IHK, secilen bloklardaki piir sarkomatoid komponentte ve
eslik eden diferansiye KHDAK komponenti de dahil edilerek iki kez degerlendirildi.
Piir sarkomatoid komponentte degerlendirilen IHK pozitif olgu sayisi, MetMAD icin
13 (%23,6); H-skor icin 12 (%21,8) idi. Ilgili vakalarda degerlendirmeye eslik eden
diferansiye KHDAK komponent de dahil edildiginde bu sayt METMab igin 15
(%27,3), H-skor igin 14 (%25,5) oldu. IHK pozitif olan 15 olgunun 8’ inde (%53,3)
kullanilan timdr blogunda eslik eden diferansiye KHDAK komponenti mevcuttu ve
tumil adenokarsinomdu. THK pozitiflik oranmmiz (%23,6- 27,3) literatirdekilerle

uyumluydu.
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Tong ve ark. (40) KHDAK olgularinda IHK pozitifligini alt tip ayrmmi
gozetmeksizin %33,5; histolojik alt tipler tek tek irdelendiginde AK, ASK, PSK, BHK
ve SHK’ da sirastyla %49,7, %42,9, %40,9, %15,6 ve %5,6 olarak bulmustur. Sterlacci
ve ark. (156) ise KHDAK olgularinda IHK pozitifligini alt tip ayrimi gdzetmeksizin
%17; histolojik alt tipler tek tek irdelendiginde AK, SHK ve BHK’ da sirasiyla %27,7,
%6,2 ve %12,5 olarak bulmustur.

Calismamizda degerlendirme alanina eslik eden diferansiye KHDAK
komponenti dahil edildiginde pozitiflik oraninda biraz artis gézlendi. Ancak bulunan
METMab ve H-skorlar1 birbiriyle istatistiksel olarak ¢ok yuksek oranda koreleydi
(Rho=0,934 ve Rh0=0,910). Bu artisin literatirde AK’ da daha yiiksek oranda
bildirilen MET IHK pozitifligine bagli oldugu diisiiniildii. Istatistiksel analizde de
timordeki eslik eden diferansiye KHDAK komponentinin AK olmasi ile THK
pozitifligi arasinda anlaml bir iliski saptandi1 (p=0.013).

IHK pozitif vakalarm bildirilen demografik 6zelliklerine baktigimizda ¢alisma
sonuglart su sekildedir: Sterlacci ve ark. (156)” nin ¢alismasinda KHDAK olgulari
icinde, MET ekspresyonu olan hastalarin, yas ortalamasi 66,9 (44-84), %60’ 1 erkek,
%389’ u sigara kullanicisi, %16,5” 1 evre [A, %57, 4’ i evre 1B, %10, 4’ i evre 1IA,
%6,1° 1 evre 1IB, %6,1° 1 evre IIIA ve %3,5’ i evre IIIB olgularindan olugsmaktadir.
Kadin cinsiyet ve AK histolojisiyle MET pozitifligi arasinda korelasyon saptanmustir.
Tong ve ark. (40) calismasinda KHDAK olgularinda, MET ekspresyonu olan hastalar,
yas ortalamasi 63,4, %58.7" si erkek, %52,6” s1 sigara kullanicisi, %82,7” si evre 1A-
A, %17,3’ i evre [IIB-1V, tiimor ortalama ¢ap1 35 mm, %84,8” 1 AK, %4,3” ii SHK,
%3’ i BHK, %3,9’ u ASK, %3,9’ u PSK olan olgulardan olugsmaktadir. Kadin cinsiyet
ve sigara kullanmama ile MET IHK pozitifligi arasinda anlamli bir iliski saptanmustir.

Calismamizda IHK pozitif ve negatif olgular arasinda, yas, cinsiyet, sigara
kullanim miktari, evre agisindan istatistiksel anlamli fark saptanmadi (p>0,05).
Calisma kapsamina, i¢inde PSK’ nin da bulundugu KHDAK olgularini alan ya da
sadece PSK olgularini dahil eden literatiirlerde, IHK pozitifligi gdsteren PSK
olgularinin klinik ve demografik ozelliklerle iligkisiyle ilgili yeterli bilgi yoktu.
Orneklemimiz igine sadece PSK’ lerin dahil edilmis olmasi, olgularin opere edilmis
erken evre olmalar1 ve vaka sayimizin az olmasi nedeniyle literatiirde tanimlanan
iligkilerin istatistiksel olarak gosterilemedigi diisiindiildii.

Casadevall ve ark. (38), Tretiakova ve ark. (158), Park ve ark. (129), Yeung ve
ark. (157), Kim ve ark. (159) MET IHK pozitifliginin kotii prognoz gostergesi oldugu
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ve kisalmig genel sagkalim ile iliskili oldugunu bildirmistir. Tam tersi olarak Tran ve
ark. (160) MET IHK pozitifliginin uzun genel sagkalim ile iliskili oldugunu
bildirmigledir. Tsuta ve ark. (128) KHDAK olgularinin tamaminda ya da histolojik alt
tipler ayri ayr gruplandirarak baktiklarinda MET IHK ekspresyonunun survival
tizerinde bir etkisi olmadigini bildirmisler. Guo ve ark. (161) 13 g¢alismay1 dahil
ettikleri metaanalizinde MET IHK pozitifliginin kotii prognozla iliskili oldugunu ve
genel sagkalim i¢in bagimsiz prognostik faktér oldugunu gostermistir.

Calismamizda MET IHK pozitif olgular i¢in 1 yillik genel sagkalim %76,9
iken 5 yillik sag kalim %33,3 oraninda bulundu. IHK negatif olgularda ise 1 yillik
genel sagkalim %350, 5 yillik genel sagkalim oran1 %53,8 idi. IHK sonucu, olgular,
pozitif ve negatif olarak karsilastirildiginda 1 yillik ve 5 yillik genel sagkalimlarinda
istatistiksel anlamli fark bulunmadi (Log Rank p=0,079 ve p=0,190). Ancak hastalarin
bir kisminin 6ldiigii bilinmekle birlikte klinik takip bilgilerine ulagilamamisti. Bu
olgularin dahil edilemeyisinin istatistiksel analizin giiciinii azalttig1 diisiiniildii.

Literatirde MET amplifikasyon i¢in bildirilen pozitiflik oranlar1 degiskenlik
gostermektedir. Bunun nedenlerinden biri kullanilan yontemlerin farkli olusudur. Bir
diger neden de FISH kullanan yaymlardaki degerlendirme kriterlerinin
degiskenligidir. Saffroy ve ark. (103)’ nin Fransa kohortunda 81 PSK olgusunu FISH
ile degerlendirmistir. Her hiicrede >5 gen kopya sayis1 varliginda olgular FISH (+),
MET/CEP7 oran1 >2 ise gercek amplifikasyon olarak degerlendirilmis olgularin
%19,7’ sinde FISH pozitifligi, %8,4’ inde amplifikasyon saptanmustir. Tong ve ark.
(40) 687 KHDAK olgusunu FISH ile degerlendirmistir. Capuzzo (her hiicrede >5 gen
kopya sayist), PathVysion (MET/CEP7 orani >2) kriterlerinden herhangi birini
karsilayan olgular FISH (+) olarak degerlendirilirken MET/CEP7 oran1 >5 olan ya da
MET sinyal kimeleri bulunan olgular yuksek amplifikasyon olarak
degerlendirilmistir. Olgularin %4,2° si FISH (+), %1,1’ 1 yiiksek amplifikasyon olarak
bulunmustur. Mignard ve ark. (112) 81 PSK olgusunda FISH uygulamis ve >5 MET
gen kopya sayis1 varliginda ve MET/CEP7 orani>2 oldugunda amplifikasyon olarak
degerlendirmistir. Olgularin 5” inde (%6) ger¢ek amplifikasyon saptanmustir. Park ve
ark. (39) 316 AK’ da FISH uygulamig ve UCCC kriterlerine gore olgulari
degerlendirmistir. Olgularda ortalama MET gen kopya sayist 3,6; ortalama
MET/CEP7 orani 1,1 iken 123’ iinde (%38,9) FISH (+), 26’ sinda (%8,2) gen
amplifikasyonu bildirilmistir. Kim ve ark. (154) 338 KHDAK olgusunda SISH
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uygulamis ve 13’ iinde (%3,8) pozitif sonug elde etmistir. Okuda ve ark. (90) 213
KHDAK olgusuna real-time PCR uygulamistir. MET amplifikasyonu gosteren olgular
icin >3 gen kopya sayist kriteri kullanilmigtir. Olgularin %5,6” sinda MET
amplifikasyonu goriilmiistiir.

Calismamizda degerlendirme literatiirde sik kullanilan Cappuzzo ve UCCC
kriterlerine gore yapildi. Degerlendirilebilen 47 olgunun 15° inde (%31,8) FISH (+)
iken 5’ inde (%10,6) amplifikasyon saptandi. FISH pozitif ve amplifikasyon pozitif
oranlarimiz PSK olgularinda bildirilen oranlarla uyumluydu.

Literatirde FISH pozitif vakalarin bildirilen demografik o6zelliklerine
baktigimizda sonuglar sdyledir: Tong ve ark. (40) MET amplifikasyonlarinin sigara
icenlerde daha sik goriildiigiinii bildirmistir. Park ve ark. (39) FISH pozitif olan grupta
yas genellikte 65 ten kiiciik olarak saptanmistir ve nodal tutulum FISH (-) gruba gore
istatistiksel olarak anlamli derecede artis gostermektedir. Kim ve ark. (154) MET
SISH pozitifligini ileri evre ile iligkili bulmustur. Okuda ve ark. (90) artmis gen kopya
sayisinin sigara kullanimi ve erkek cinsiyetle istatistiksel anlamli iliskisi saptanmustir.
Diger calisma sonuglart da benzer sekilde amplifikasyon gdsteren olgularin sigara
kullanan, ileri evre, erkek hastalarda daha sik goriildiigii yoniindedir.

Calismamizda FISH pozitif olgularin 11’ 1 erkek olup yas ortalamasi
60,02+10,04 idi. Bu grubun tamami sigara kullaniyordu. Olgularin 1’ 1 evre 1V
digerleri evre II ve III’ di. Ancak MET FISH pozitif ve negatif veya MET
amplifikasyonu pozitif ve FISH negatif olgular arasinda, yas, cinsiyet, sigara kullanim
suresi, evre agisindan istatistiksel anlamli fark bulunmadi (p>0,05). Ancak
olgularimizin biiyiik ¢ogunlugu opere edilebilmis erken evre olgulardi. Calismanin
icinde 3 olgu (%6,7) evre IV idi. Bu nedenle istatistiksel anlamli sonug elde
edilemedigi diistintildii.

Literatirde ITHK ile MET arasindaki iliski ve korelasyonla ilgili ¢alisma
sonuglar1 sdyledir: Tong ve ark. (40) MET FISH ile IHK arasinda iyi bir korelasyon
oldugunu bildirmistir. Olgularin %69,7’ sinde uyumlu sonuglar elde edilmistir.
Mignard ve ark. (112) IHK H-skor ve FISH arasinda zayif korelasyon bildirmistir.
Watermann ve ark. (41) da IHK ile FISH arasinda zayif korelasyon bildirmistir.
Casadevall ve ark. (38) IHK ile FISH arasinda korelasyon olmadigini bildirmistir. Park
ve ark. (39) THK ve MET amplifikasyonu arasinda anlamli iliski bildirilmistir. MET
gen kopya sayis1 >5 olan hastalarin %50’ si IHK skor 3+, %23,7 si skor 2+, %11,3’
U skor 1+ ve %14,9° u skor 0 boyanma gostermistir. IHK> nin MET FISH (+) veya
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amplifikasyon gosteren olgular1 yakalamada yardimeci olabilecegi diisiiniilmiistir.
Dziadziuszko ve ark. (91) iIHK H-skor ile MET gen kopya sayis1 arasinda anlamli iligki
saptamistir. Okuda ve ark. (90) MET IHK ile MET gen kopya sayisi arasinda
istatistiksel anlamli iliski bulunmustur.

MET IHK ve FISH sonuglar1 47 olgunun 33’ iinde (%70,2) uyumlu sonug
gosterdi. Ancak THK ile FISH sonucu arasinda zayif korelasyon gériildii (Rho=0,253).
IHK sonucunun FISH sonucuna etkisini gdstermek i¢in yapilan ikili lojistik regresyon
analizinde THK pozitif olan olgularin THK negatif olgulara gore daha fazla FISH
pozitif olma olasilig1 vardi. (OR=3,125). Bulgularimiz literatiirle uyumluydu.

Olgularm 22’ sinde IHK boyanmas1 gosteren alanlarda tekrar edilen FISH
degerlendirilmesinde gen kopya sayilarinda anlamli artis goriildii (p=0,027). Sonuclar
literatlirle benzerdi. IHK pozitif ve negatif olgular arasinda, MET gen kopya sayis1
acisindan anlaml fark saptanmadi (p=0,194). Ancak bu degerlendirmede, IHK pozitif
ve negatif gruplar tiimdr totalindeki boyanma oranma gore belirlenmisti. THK
timorlerde heterojen boyanma gostermekteydi. IHK negatif gruba dahil olmus bazi
olgularin kuvvetli pozitif boyanan alanlar1 mevcuttu. IHK pozitif ve negatif gruplar
arasinda istatistiksel anlamli fark ¢ikamama sebebinin buna bagl oldugu diistiniildii.

Calismamizda FISH pozitif ve FISH negatif olgular arasinda ve MET
amplifikasyonu pozitif ve FISH negatif olgular arasinda, IHK sonuglarinda istatistiksel
anlaml fark goriilmedi (p>0,05). Piir sarkomatoid komponentte degerlendirilen H-
skor MET amplifikasyonu pozitif olgularda 154+101,14 iken FISH negatif olgularda
62,73+85,4 idi. Sadece IHK, piir sarkomatoid komponentte degerlendirildiginde, MET
amplifikasyonu pozitif olan olgular ile FISH negatif olan olgular arasinda, H-skorlar1
arasinda anlaml fark saptand1 (p=0,026). PSK olgularinda IHK ile kuvvetli boyanma
gosteren pilir sarkomatoid alanlarda FISH c¢alisilmasimin yararli olacagini
diisinmekteyiz.

IHK boyanmalarmin heterojen olmasi ve literatiirde FISH (+) olgularin
cogunlukla skor 2+ ve skor 3+ boyanma gosterdiginin bildirilmesi {izerine FISH i¢in
de intratiimoral heterojenite var mi sorusuna cevap arayan yayinlar mevcuttur. Kwon
ve ark. (126) 102 EGFR (-), ALK(-), KRAS(-) (triple negatif) AK ve 45 PSK’ da IHK
pozitifligi, FISH ile gen kopya sayist degisiklikleri ve RT-PCR ile MET ekzon 14
atlama mutasyon analizi yapmustir. IHK sal olarak heterojenite gdsteren olgularda IHK
(+) alanlarda FISH tekrarlanmustir. Tiimdérde IHK Skor 2+ ve 3+ boyanma gosteren

alanlarda skor 1+ ve skor 0 boyanma gosteren alanlara gore istatistiksel anlamli kopya
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sayis1 artig1 ve artmis amplifikasyon orani bulunmustur. Sterlacci ve ark. (156) 735
KHDAK olgusuna ait doku mikroarray kullanarak IHK ve FISH degerlendirmistir.
328 olguda 3’ i tiimor santralinden 1° 1 periferinden olacak sekilde 4 kor
degerlendirildi. THK ve FISH uygulamasma ayni tiimdre ait korlar arasinda
(intatimoral) heterojenite olmadigini sOylemistir. Castiglione ve ark. (147) 86
KHDAK olgusunda IHK ile MET protein ekspresyonu, FISH ile MET amplifikasyonu
ve YND ile MET ekzon 14 atlama mutasyonunu degerlendirmistir. Caligmada 3
olgunun hem primer hem de metastatik rezeksiyonlar1 degerlendirilmistir. Metastatik
timorlerinde yliksek seviyede amplifikasyon saptanan 3’ {inlin de primer
rezeksiyondaki tiimdrlerinde amplifikasyon goriilmemistir. Tim bu ¢alismalar
sonucunda MET amplifikasyonunun, intratimaoral ve primer ile metastatik timoral
klonlar arasindaki heterojenitesi nedeniyle karsinogenezde son dénem bir degisiklik
olabilecegi dustiniilmiistiir.

Caligmamizda IHK galismasinda heterojen boyanma gosteren olgularmn 22’
sinde THK boyanan alanda FISH tekrarlanmistir. FISH tekrarlanan 22 olgunun ilk
degerlendirilmesinde ortalama MET gen kopya sayis1 3,52+4,19 iken tekrar sonrasi
4,77 +4,53 bulundu. THK boyanmasi gosteren alanlarda tekrar edilen FISH
degerlendirilmesinde gen kopya sayilarinda anlamli artig gorildi (p=0,027).
Tekrarlanan olgularin ilk degerlendirmesinde 4’ i FISH pozitif, bunlarin 2’ si
amplifikasyon olarak degerlendirilirken; tekrar sonras1 9’ u FISH pozitif, bunlarn 4’
i amplifikasyon olarak degerlendirildi. Bulgularimiz literatiirle benzer sekilde
intratimoral FISH heterojenitesini destekler niteliktedir. intratiimoral heterojenitenin
olmadig1 bildirilen c¢aligmalarda degerlendirme doku mikroarrayler (zerinden
yaptlmistir. Bunun ilgili calismalardaki uyumsuz sonuglar1 agiklayabilecegi
distintldii.

Literatirde MET FISH (+) veya amplifikasyon icin tarama testi olarak IHK
duyarlilik, 6zgiillik, pozitif prediktif ve negatif prediktif degeriyle ilgili calismalar az
sayidda olup sonuglar1 soyledir: Tong ve ark. (40) IHK’ nm yiiksek MET
amplifikasyonu ve polizomi igin duyarliligi ve negatif prediktif degerinin %100
oldugunu bildirmistir. Mignard ve ark. (112) IHK’ nin MET amplifikasyonu igin
duyarliligimi %50 bulmustur. Castiglione ve ark. (147) MET amplifikasyonunu
saptamada ITHK’ nin yliksek duyarliliga sahip oldugunu bildirmistir.

Calismamizda FISH (+) olgular i¢in IHK duyarhilig1 %50, 6zgiilliigii %788,
pozitif prediktif degeri %50 ve negatif prediktif degeri %78,8 bulundu. Amplifikasyon
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gosteren olgular icin ise THK duyarhilign %60, dzgiilliigii %73,8, pozitif prediktif
degeri %21,4 ve negatif prediktif degeri %93,9 bulundu. Bulunan diisiik oranlarin
pozitif hasta sayisinin az olmasina bagli olabilecegi diisiiniildii. Literatirdeki sonuclar
celiskilidir. Calismamizdakine benzerlik gdsterenler vardi. IHK’ nin diisiik duyarlilig:
nedeniyle FISH (+) veya amplifikasyon gosteren olgular icin tarama testi olarak
kullanilamayacag diistiniildi.

Literatirde MET amplifikasyonu olan hastalarin prognozuyla ilgili bilgiler
sOyledir: Tong ve ark. (40) yiiksek MET amplifikasyonunu kisalmig genel sagkalim
ile iliskili bulmus ve bagimsiz kotii prognostik faktor olarak saptamistir. Park ve ark.
(39) FISH (+) ve FISH(-) grup arasinda prognozda anlamli bir fark bulmamuistir. Kim
ve ark. (154) MET amplifikasyonu olanlarda kisalmis genel sagkalim tanimlamustir.
Okuda ve ark. (90) artmis MET gen kopya sayisina sahip evre II-IV olgularin koti
prognozla iliskili olduklar1 gosterilmistir.

Calismamizda, FISH sonucu olgular pozitif ve negatif olarak
karsilagtirildiginda 1 yillik ve 5 yillik genel sagkalimlarinda istatistiksel anlamli fark
bulunmadi (Log Rank p=0,944 ve p=0,984). FISH sonucu olgular amplifikasyon
pozitif ve amplifikasyon negatif olarak karsilastirildiginda 1 yillik ve 5 yillik genel
sagkalimlarinda istatistiksel anlamli fark bulunmadi (Log Rank p=0,660 ve p=0,680).
Ancak hastalarin bir kisminin 6ldiigii bilinmekle birlikte klinik takip bilgilerine
ulagilamadi. Bu olgularin dahil edilemeyisinin istatistiksel analizin giiclinii azalttig1
diistinildii.

Literatirde MET ekzon 14 atlama mutasyonu i¢in bildirilen pozitiflik oranlari
degiskenlik gostermektedir. Bunun nedenlerinden biri ¢alismaya dahil edilen vaka
gruplarinin 6zellikleridir. Irk, cinsiyet, yas, sigara kullanim 6yKkiisii, evre, histolojik alt
tip dagilimi, eslik eden epitelyal komponent, eslik eden baska driver mutasyon varligi
gibi degiskenlerin mutasyon oranlarindaki farklilig1 aciklayabilecegi yoniinde
yorumlar mevcuttur. Bir diger neden de kullanilan tan1 yontemlerinin farkl: olusudur.

Saffroy ve ark. (103)’ nin Fransa kohortunda 81 PSK olgusunda
HRM+MassArray yontemi ile formalin fikse parafine gomulu dokularda tim ekzon
14 ve intonik bolgeleri de igerecek sekilde mutasyon analizi yapilmistir. Calismaya
yas ortalamasi 61 (47-79), cogunlugu erkek (%74), %80’ i Kafkas, sigara kullanim
orani %92 olan, %18,5” i evre 1, %29’ u evre 11, %43,2’ si evre 111, %8,6° s1 evre IV
neoadjuvan tedavi almayan, %77’ si pleomorfik karsinom olan, %22,2’ sinde eslik
eden EGFR, %27’ sinde eslik eden KRAS, %4,9° unda eslik eden PIC3CA, %2,5’ inde
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eslik eden BRAF mutasyonu bulunan olgular dahil edilmistir. 81 olgunun 4’ iinde
(%4,9) MET ekzon 14 atlama mutasyonu goriilmiistir. MET ekzon mutasyonu
gosteren olgularin ortalama yas1 67 (65-75), 3° i kadin (K:E 3:1), 3’ i Kafkas, 1’ 1
Arap, 3’ 1 sigara kullanicisi, 2’ si dev hiicreli karsinom, 1’ 1 igsi ve dev hiicreli
karsinom, 1’ i pleomorfik karsinom iken 1’ inde eslik eden KRAS G12V, 1’ inde eslik
eden EGFR G719A mutasyonu bildirilmistir.

Liu ve ark. (67)’ nin ¢alismasinda 36 PSK olgusunda tim ekzom dizileme,
hedefe yonelik ekzom dizileme ve sanger dizileme yontemi ile hem formalinle fikse
parafine gémiilii dokuda hem de taze dondurulmus dokuda tiim ekzon 14 ve intonik
bolgeleri de icerecek sekilde mutasyon analizi yapilmistir. Caligmaya yas ortalamasi
69,3 (38-87), ¢ogunlugu kadin (%51,2), aktif sigara kullanan %28, eski sigara
kullanicisi olan %64, %14,5° i evre Ia, %14,5’ 1 evre Ib, %20’ si evre 1la, %22’ si evre
IIb, %24’ i evre Illa, %5’ 1 evre IV, neoadjuvan tedavi almayan, %93’ ii pleomorfik
karsinom olan olgular dahil edilmistir. 36 olgunun 8’ inde (%22) MET ekzon 14
atlama mutasyonu goriilmiistiir. MET ekzon mutasyonu gosteren olgularinin tamami
pleomorfik karsinom ve bunlarin 7’ sinde eslik eden AK komponentinin mevcut
oldugu bildirilmistir. Eslik eden AK komponent varliginin MET ekzon 14 atlama
mutasyonu oraninda istatistiksel anlamli bir artigsa neden oldugu goézlenmistir.

Vieira ve ark. (153)’ nin ¢alismasinda 77 PSK olgusunda PCR ile formalin
fikse parafine gomult dokuda sadece MET ekzon 14’ iin 3’ ekleme bolgesindeki
delesyonlar1 gosterecek sekilde analiz yapilmistir. Calismaya yas ortalamasi 61 (53-
69), cogunlugu erkek (%77), %96’ s1 sigara kullanicist olan, %21’ i evre I, %43’ i
evre II, %30’ u evre III, %6’ s1 evre 1V, %26’ s1 neoadjuvan tedavi almis, %78’ i
pleomorfik karsinom ve %31’ inde eslik eden KRAS, %8’ inde eslik eden PI3CA, %3’
iinde eslik eden EGFR mutasyonu olan olgular dahil edilmistir. 77 olgunun 2’ sinde
(%3) MET ekzon 14 atlama mutasyonu saptanmuistir.

Mignard ve ark. (112)’ nin ¢alismasinda 81 PSK olgusunda HRM+MassArray
yontemi ile formalinle fikse parafine gdémiilii dokuda hem de taze dondurulmus dokuda
tiim ekzon 14 ve intonik bolgeleri de igerecek sekilde mutasyon analizi yapilmistir.
Calismaya yas ortalamas1 62 (44-81), cogunlugu erkek (%74), %80°1 beyaz, %12’ si
kuzey afrikali, %1,5’ i sahra alt1 afrikali, %94 i sigara kullanicisi, %46’ s1 evre I-11,
%52’ si evre III-1V, %77,5’ 1 pleomorfik karsinom ve %13’ iinde eslik eden EGFR,
%26’ sinda eslik eden KRAS, %2,5’ inde eslik eden BRAF, %5’ inde eslik eden
PI3CA mutasyonu olan olgular dahil edilmistir. 81 olgunun 5’ inde (%6) MET ekzon
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14 atlama mutasyonu gorilmiistir. MET ekzon 14 atlama mutasyonunun kadin
cinsiyette daha fazla olmasini istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Yu ve ark. (155)’ nin ¢alismasinda 46 PSK olgusunda RT-PCR ve YND ile
formalinle fikse parafinize dokuda mutasyon analizi yapilmistir. Calismaya yas
ortalamas1 46 (45-80), %80’ 1 erkek, %57 si sigara kullanicisi olmayan, tamami Cinli
olgular dahil edilmistir. 46 olgunun 4’ {inde (%9) MET ekzon 14 atlama mutasyonu
gorilmiistiir.

O’Brien ve ark. (116)’ nin ¢alismasinda 20 PSK olgusunda 6ncelikle RT-PCR,
RNA bazli YND ve RISH yontemleri ile formalinle fikse parafine gomuli dokuda hem
de taze dondurulmus dokuda mutasyon analizi yapilmistir. 20 olgunun 2’ sinde (%10)
MET ekzon 14 atlama mutasyonu goriilmiistir.

Calismamizda 40 PSK olgusunda Real time RT-PCR yontemi ile formalin
fikse parafine gdmuli dokuda MET ekzon 14 atlama mutasyonu analizi yapilmistir.
Degerlendirilen olgularmm yas ortalamasi 61 (38-78), ¢ogunlugu erkek ve sigara
icicisiydi. Olgularm %86,1° i evre I-1I, %13,9” u evre III-1V idi. Tekrar edilmesine
ragmen degerlendirilebilen 36 olgunun higbirinde MET ekzon 14 atlama mutasyonu
gorilmedi.

O’Brien ve ark. (116) 20 PSK olgusunda formalin fikse parafine gomulu
dokudan RT-PCR ile MET ekzon 14 atlama mutasyonu degerlendirmistir. PCR
reaksiyonu icin MET ekzon 14 atlama mutasyonuna uyan kugcuk (94 baz uzunlugunda)
bir primer kullanilmigtir. Reaksiyon sonrasi wild tip olarak degerlendirilen olgularda
calisma farkli boyutta (165 baz) bir bagka primer (18SrRNA) kullanilarak
tekrarlanmistir. 18SrRNA ile yapilan PCR sonucunda tum vakalarda amplifikasyon
goriilmiis ancak bunun uniform olmadigi goézlenmistir. Bu farklihigin RNA
degradasyonuna bagli oldugu kanisina varilmistir. RNA bozulmasi, formalin
fiksasyonu ve parafinizasyon slrecinin bir sonucu olarak ilgili érneklerde daha biyuk
PCR firlinlerini tespit etme yetenegini etkilemektedir. Bu nedenle daha kicuk bir
amplikon biyiikligiine sahip primerler tercih edilebilir. Ayn1 zamanda wild tip MET"
I tekrar degerlendirmek ve RNA degradasyonunu dislamak amaciyla, ekzon 13 ve 14
veya 14 ve 15' i amplifiye etmek iizere tasarlanmis ikinci bir primer seti
kullanilmasinin faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda degerlendirilebilen 36 olgudan izolasyon sonrasi elde edilen
RNA ortalama 457,23 £+ 306,69 (113- 1143) konsantrasyona sahipti. Nicelik olarak

degerlendirmeye uygun kriterleri sagladi. Ancak PCR degerlendirme Real-time olarak
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yapildigindan dagilim heterojenitesi degerlendirilemedi. O’Brien ve ark.(116)’ nin
calismasindakine benzer ikincil baska bir primerle reaksiyon tekrarlanmadigindan
wild tip olarak yorumlanan sonuglarin fiksasyon ve takip nedeniyle mi olustu yoksa
gergek negatiflik mi oldugu konusunda kesin degerlendirme yapilamadi. Ancak pozitif
vaka bulunamamasinin bundan kaynakli1 olabilecegi diisiiniildii.

Kullanilan doku 6rnegi, tan1 yontemi ve hedeflenen ekzon ve intron bdlgesine
gore literatiirde bildirilen pozitif vaka sayilar1 degiskenlik gostermektedir. Saffroy ve
ark. (103) tum MET ekzon ve ilgili intron bolgelerini hedefleyerek HRM+MassArray
yontemiyle formalinle fikse parafinize dokuda %4,9, Mignard ve ark. (112) tim MET
ekzon ve ilgili intron bolgelerini hedefleyerek HRM+MassArray yontemiyle
formalinle fikse parafinize dokuda %6, Liu ve ark. (67) tim MET ekzon 14 ve ilgili
intron bolgelerini hedefleyerek Tim ekzom, hedefe yonelik ekzom ve Sanger dizileme
ile taze donmus ve formalinle fikse parafinize dokuda %22, Vieira ve ark. (153) MET
ekzon 14’ iin sadece 3’ ekleme bdlgesini hedefleyerek formalinle fikse parafinize
dokuda %3 oraninda MET ekzon 14 atlama mutasyonu bildirmistir. Kim ve ark. (154)
ayni hasta grubunda MET ekzon 14 atlama mutasyon analizinde RT-PCR, YND ve
Sanger dizileme yontemleri kullanilmis ve birbirleriyle karsilastirtlmistir. YND altin
standart test olarak kabul edildiginde RT-PCR’ in duyarlilig1 %100, 6zgiilliigi %97,4
iken Sanger dizilemenin duyarliligi %61,5, 6zgiilligii %100 olarak bulunmustur.
Davies ve ark. (162) ise ayn1 hasta grubunda DNA ve RNA bazli YND ile MET ekzon
14 atlama mutasyon analizi yapmis ve sonuglar1 karsilastirmistir. RNA tabanl
testlerin, DNA tabanli testlerden daha yiiksek oranda MET ekzon 14 atlama
mutasyonu saptadigi bulunmustur.

Calismamizda, MET ekzon 14 atlama mutasyonunu saptamak icin, Real time
RT-PCR kullanilmistir. Literatiirde duyarliligi ve 6zgiilligii yliksek olarak bildirilen
bir yontem kullanmamiza ragmen MET ekzon 14 atlama mutasyonu saptamak icin
kullanilan primer bilgisine sahip degildik. Primerin hedefledigi bolge (sadece ekzon
14 ya da beraberinde ilgili intronlar1) hakkinda net bilgiye ulasilamadi. Pozitif olgu
yakalanamama nedenlerinden bir digerinin kullanilan PCR primerinin hedefledigi
alanin tiim intonik bolgeleri hedeflememesi olabilecegi diistiniildii.

PSK” lerde KRAS mutasyonunu Saffroy ve ark. (103) %27 , Mignard ve ark.
(112) %26, Liu ve ark. (36) %15, Awad ve ark. (107) %20 , Tong ve ark. (40) %13,6
Vieira ve ark. (153) %31, Qiu ve ark. (109) %11,5 oraninda ;EGFR mutasyonunu
Saffroy ve ark. (103) %22,2, Mignard ve ark. (112) %13,5, Tong ve ark. (40) %4,5,
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Vieirave ark. (153) %3, Qiu ve ark. (109)%1,8 oraninda; BRAF mutasyonunu Saffroy
ve ark. (103) %2,5, Liu ve ark. (36) %3, Mignard ve ark. (112) %2,5 oraninda;
PIC3CA mutasyonunu Saffroy ve ark. (103) %4,9, Vieira ve ark. (153) %8, Mignard
ve ark. (112) %5 oraninda bildirmektedir. Literatirde MET ekzon 14 atlama
mutasyonu i¢in heniiz dislayict herhangi bir driver mutasyon tanimlanmamustir. Ancak
diger driver mutasyonlarin diglanarak hasta populasyonunun olusturuldugu
calisgmalarda daha yiikksek oranda MET e¢kzon 14 atlama mutasyon oranlari
bulunmustur. Vuong ve ark. (63) KHDAK metaanalizinde MET ekzon 14 atlama
mutasyon oranini %3 olarak bildirirken bu oran Kwon ve ark. (126)’ nin EGFR(-),
ALK(-), KRAS(-) olan KHDAK olgularinda yaptiklar1 degerlendirmede %8,8 olarak
bulunmustur. Heist ve ark. (163) diger driver mutasyonlarin negatif oldugu grupta
yuksek oranda (%19) MET ekzon 14 atlama mutasyonu saptamistir. Lambros ve ark.
(164) KHDAK olgularinda Met ekzon 14 atlama mutasyonunu hangi hastalarda
taramaliy1z sorusuna cevap aramustir. Diger driver mutasyonlarm (EGFR, ALK,
KRAS, BRAF) varligi veya yoklugu bilgisi ile MET ekzon 14 atlama mutasyonu
analizi i¢in hastalarin 6n se¢ciminde anlamli bir yonlendirme yapilamayacagi sonucuna
varmistir.

Calismamizda hastalarin diger driver mutasyonlari hakkinda bilgi sahibi
degildik. MET ekzon 14 atlama mutasyon analizi i¢in kullandigimiz RT-PCR kitinde
ALK, ROS1 ve RET fiizyonlar1 da es zamanli degerlendirildi. Ancak hichir mutasyon
saptanmad1. Fiizyon degisikliklerinin tespitinde RT-PCR yonteminin yeterli 6zgtilliige
sahip olmayis1 ve RNA degradasyonu ihtimali nedeniyle higbir driver mutasyonun
diglanmamis oldugunu diisiindiik. MET ekzon 14 atlama mutasyonu oraninin olasi
diger driver mutasyonlar1 varligina baglh diisebilecegi ve 6rneklem sayimizin bu orani
gostermekte yetersiz kaldigindan pozitif vaka bulamamis olabilecegimizi diisiindiik.

Bazi genetik degisikliklerin sikligimnin etnik farkliliklar gdsterebildigi
bildirilmektedir. Ornegin EGFR mutasyonlar1 Asyalilarda daha sik goriiliir. Ancak
MET ekzon 14 atlama mutasyon ile etnik farkliliklar arasindaki iliski halen bazi
belirsizlikler icermektedir. Literatiirde bu etnik farkliliklarla ilgili degerlendirme
yapan ¢alisma sonuglar1 séyledir: Krishnaswamy ve ark. (165) dogu Asya, Afrikan-
Amerikan ve Kafkas kdkenli KHDAK olgularinda MET semaforin, jukstamembran
ve tirozin kinaz bolgelerini ilgilendiren mutasyonlar1 analiz etmistir. Dogu Asya
kokenli hastalarda daha stk MET mutasyonu bulunmustur. Saffroy ve ark. (103)

caligmalarinda Asya serisinden daha fazla MET ekzon 14 atlama mutasyon orani
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bildirmistir ve olgularin tuminin Katkas kokenli oldugu goriilmiistiir. MET ekzon 14
atlama mutasyonu olan olgularin higbirinin Asya kdkenli olmadigi gériilmistiir. Awad
ve ark. (107) calismalarinda beyaz ispanyol dis1, Asya, siyah, beyaz Ispanyol kokenli
hasta grubu icinde MET ekzon 14 atlama mutasyonunu sadece beyaz Ispanyol dis1
kokenli hastalarda saptamistir. Her ne kadar Asya kokende sik goriildiigii bildirilse de
bunun, ¢alismalarin birgogunun hasta grubunda Asyalilarin olmasimin ve literatiirdeki
cogu calismanin Asya menseili yayinlar olmasinin bir sonucu olabilecegi diisiiniildii.
Farkli etnik gruplar arasindaki mutasyon siklig1 farkinin netlestirilmesi i¢in daha genis
serili caligmalara ihtiyag vardir.

Calismamizda higbir olguda MET ekzon 14 atlama mutasyonu gorilmedi.
Bunun etnik farkliliklara bagli tilkemizde daha diisiik oranda MET ekzon 14 atlama
mutasyonu goriilme olasiligmin ve bunu gostermek icin 6rneklem sayimmizin yetersiz
kalmasinin bir sonucu olabilecegi diistintildii.

Literaturde MET ekzon 14 atlama mutasyonu gosteren olgularin 6zelliklerine
bakildiginda Vuong ve ark. (63) 2018 yilinda KHDAK olgularini dahil ederek
yaptiklart meta analize toplam 11 ¢alismay (35,40,63,102-111) dahil ederek 18464
olguyu degerlendirmistir. Bu meta analiz sonucunda KHDAK olgular1 i¢gin MET
ekzon 14 atlama mutasyonu pozitifligi ileri yas, kadin cinsiyet ile iliski bulunurken
sigara igiciligi ve ileri evre hastalik ile iligkili bulunmamustir. Tong ve ark. (40) 28
MET ekzon 14 atlama mutasyonu gosteren KHDAK olgusunun ileri yasta (ortalama
72,5) oldugunu ve %64’ {iniin sigara kullandigini bildirmistir. Zheng ve ark. (104)
1770 KHDAK icinde MET ekzon 14 atlama mutasyonu goriilen 23 olgunun benzer
Ozelliklere sahip oldugunu saptamistir. Bunlar kadin, sigara kullanmayan, ileri yasta
ve erken evrede hastalar olarak tanimlanmistir. PSK’ ler i¢in yaymlanmis bir
metaanaliz ya da demografik 6zelliklerin toplandig1 genis bir seri ¢caligmasi yoktur.
Kwon ve ark. (126) tarafindan MET ekzon 14 atlama mutasyonu olan olgularda E:K
oranini 8, sigara kullanan/kullanmayan oranini1 7 olarak bildirilmistir. Saffroy ve
ark.’nin (103) ¢alismasinda MET ekzon 14 atlama mutasyonu olan olgularda ortalama
yas 67, kadin cinsiyet baskinligi (K:E 3:1), daha sik sigara kullananim oykiisti
bildirmistir. Schrock ve ark. (152)’ nin ¢alismasinda MET ekzon 14 atlama mutasyonu
goriilen grupta yas ortalamas1 75 ve cogunlugu ileri evreydi. Mignard ve ark. (112) ise
MET ekzon 14 atlama mutasyonunun istatistiksel olarak kadinlarda anlamli derecede
yiiksek oldugunu bildirmistir. Kim ve ark. (154) MET ekzon 14 atlama mutasyonu

olan olgularin sigara kullanmayan, erken evre olduklarini gérmiistiir.
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Calismamizda 2 olguda (%5,5) pozitiflik kriterlerini karsilamayan gecikmis bir
siklusta daha diigiik 1s1ma goriildii. Gecikmis siklusta diigiik 1g1ma gosteren 2 olgu
pozitif kabul edildiginde degerlendirilebilen 36 vakanin icin MET ekzon 14 atlama
mutasyon orani %S5,5 olarak bulundu. Olgulardan 1’ i erkek, digeri kadindi. Erkek
hasta 70 yasinda, evre IIB ; kadin hasta ise 75 yasinda, 20 paket yil sigara kullanimi
oykusu olan, evre 1VVB olguydu. Her iki olgu diferansiye KHDAK komponenti AK
niteliginde pleomorfik karsinom olgusuydu. Bu iki olgu MET ekzon 14 atlama
mutasyonu pozitif kabul edildiginde, Mutasyon pozitif ve wild tip olan gruplar
arasinda Klinikopatolojik parametrelerde istatistiksel anlamli fark gortlmedi (p>0,05).

Literatiirde MET IHK ile MET ekzon 14 atlama mutasyonu arasindaki iliskiyi
veya korelasyonu degerlendiren galisma sonuglari geliskili olup su sekildedir: Schrock
ve ark. (152), Tong ve ark. (40), Awad ve ark. (107), Lee ve ark. (111), Kwon ve ark.
(126) anlaml1 korelasyon oldugunu; Mignard ve ark. (112), Liu ve ark. (108) iHK ile
MET ekzon 14 atlama mutasyonu arasinda istatistiksel anlamli korelasyon olmadigini
bildirirken; Park ve ark. (39) korelasyon olabilecegi yoniinde yorum yapmustir.

Calismamizda ilgili 2 vaka MET ekzon 14 atlama mutasyonu pozitif kabul
edildiginde; olgulardan biri IHK ile METMab skor 3+, H-skor 250 boyanma
gostermekteydi. Digeri ise IHK ile METMab skor 3+, H-skor 295 boyanma
gostermekteydi. MET ekzon 14 atlama mutasyonu olan ve olmayan olgular arasinda,
piir sarkomatoid komponette degerlendirilen IHK H-skor ve METMab skorlarinda
anlaml fark mevcuttu. MET ekzon 14 mutasyonu olan olgularda IHK skorlar1 daha
yuksekti (p=0,002 ve p=0,014). MET ekzon 14 atlama mutasyonu pozitif kabul
edildiginde IHK ile MET ekzon 14 atlama mutasyonu arasindaki zayif korelasyon
bulundu (Rho=0,323). Bulgular literattrle uyumluydu.

Mignard ve ark. (112) MET ekzon 14 atlama mutasyonu saptamada iHK
duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degerini sirasiyla %20,
%83, %7 ve %94 olarak bulmustur. Lee ve ark. (111) ise duyarlilig1 %100, 6zgilligi
%70,4 olarak bildirmistir. Castiglione ve ark. (147) MET ekzon 14 atlama mutasyonu
icin IHK y1 tarama testi olarak énermemektedir.

Calismamizda 2 vaka pozitif kabul edilirse duyarlilik %100, 6zgiilliik %55.9,
pozitif prediktif deger %11,8, negatif prediktif deger %100 olarak bulundu. Sonuglar
litearatiirle uyumluydu. Degerlerdeki diisiik oranlarm, MET ekzon 14 atlama

mutasyonu pozitif vaka sayilarinin az olmasina bagl oldugu diisiiniildii.
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MET ekzon 14 atlama mutasyonu olan grupla wild tip grup arasinda prognozun
karsilastirlldig1 az sayida ¢alisma mevcuttur. Tong ve ark. (40) ve Ludovini ve ark.
(102) KHDAK olgularinda MET ekzon 14 atlama mutasyonunun koti prognoz
gostergesi oldugunu bildirmislerdir. Kim ve ark. (154) MET ekzon 14 atlama mutant
grubun daha iyi genel ve hastaliksiz sagkalim gostermeye egilimli oldugunu
bildirmistir. Ancak ¢alisma kapsamina alinanlarin biiyiik cogunlugu evre I olgulardir.
Vuong ve ark. (63) KHDAK olgulari igin yaptiklar1 metaanalizde MET ekzon 14
atlama mutasyonunun koétii prognozla iliskili oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda MET ekzon 14 atlama mutasyonu pozitif olgu yoktu. Geg
siklusta diisiik floresan 1s1ma gosteren iki olgunun da takip bilgilerine ulasilamadig1
icin sagkalim analizi yapilamadi.

MET FISH pozitifligi ile MET ekzon 14 atlama mutasyonu arasindaki iliski
icin ¢alisma sonuglart soyledir: Liu ve ark. (108) MET overekspresyonu,
amplifikasyonu ve MET ekzon 14 atlama mutasyonu arasinda anlamli bir iligki
oldugunu ancak anlamli bir korelasyon bulunmadigini bildirmistir. Kim ve ark. (154)
MET SISH sonucu ile MET ekzon 14 atlama mutasyonu arasinda korelasyon
olmadigint bildirmistir. Schrock ve ark. (152) MET ekzon 14 atlama mutasyonu
gosteren KHDAK olgularinda %14,8 oraninda eslik eden MET amplifikasyonu
bildirmistir. Ayn1 seride MET ekzon 14 atlama mutasyonu wild tip grupta MET
amplifikasyon orant %2,5 tir. Eslik eden MET amplifikasyonu olan ya da olmayan
MET ekzon 14 atlama mutasyonu olan olgular arasinda ortalama yas, cinsiyet, sigara
Oykusu, evre agisindan anlaml fark goriillmemistir. Tong ve ark. (40) MET gen kopya
sayist degisiklikleri ile MET ekzon 14 atlama mutasyonu arasinda anlamli iliski
bildirmistir. Awad ve ark. (107) MET ekzon 14 atlama mutasyonu olan 28 SHK dis1
KHDAK olgusunun 6’ sinda (%21) yiiksek MET gen kopya sayisi, 8’ inde (%29)
diisik MET gen kopya sayis1 saptamustir. Bu olgular icinde ortalama MET/CEP7
oranlar1 evre IV MET ekzon 14 atlama mutasyonu olan, evre I-11l MET ekzon 14
atlama mutant ve evre IV MET ekzon 14 wild tip i¢in sirayla 4,3; 1,4 ve 1,2 olarak
bulunmustur. Mignard ve ark. (112) 81 PSK olgusunu degerlendirdikleri ¢alismada
MET ekzon 14 atlama mutasyonu ve MET amplifikasyonunu birbiriyle iliskili
bulmamastir.

Calismamizda 2 vakanin pozitif kabul edilmesi durumuda dahi MET ekzon 14
atlama mutasyonu ve MET amplifikasyon birlikteligi bulunmadi. Olgularm 1’ i FISH

(+) (polizomi) idi. MET ekzon 14 atlama mutasyonu ile ortalama MET gen kopya
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sayis1 veya FISH pozitifligi ile istatistiksel anlamli iliskisi goriilmedi (p=0,942 ve
p=1). Ancak pozitif vaka sayisinin yetersizligi nedeniyle bu degerlendirmenin anlamli
olmadig: disiiniildi.

Castiglione ve ark. (147) MET FISH pozitif ve MET ekzon 14 atlama mutant
hasta gruplarinin 6zelliklerini karsilastirmistir. YUksek seviye MET amplifikasyonu
gosteren olgular genellikle daha geng (ortalama 66), erkek, sigara kullanicist olmaya
egilimli iken; MET ekzon 14 atlama mutasyonu olan olgular ileri yas (ortalama 76),
kadin, sigara igicisi olmayan 6zelliklere sahiptir. Bu iki grup arasinda yas, cinsiyet ve
sigara kullanimi arasinda istatistiksel anlamli fark bulunmustur. Ayn1 zamanda tanidan
1 yil sonra MET ekzon 14 atlama mutant olgularin MET amplifiye olgulara gore daha
iyi genel sagkalim gosterdikleri goriilmiistiir.

Calismamizda MET ekzon 14 atlama mutasyonu gosteren olgumuz olmadigi
ve siipheli iki olgumuzun sagkalim bilgilerine ulasamadigimizdan MET amplifikasyon
gosteren grupla karsilagtirma yapilamada.

Calismamizda olgulardan birinde THK ile sitoplazmik noktasal boyanma
goruldi. Literatiirde benzer boyanmanin tarif edildigi ¢alisma bulunamadi. Qiu ve ark.
(109) 461 KHDAK olgusunda MET ekzon 14 atlama mutasyonu ve IHK ile MET
overekspresyonunu degerlendirmistir. MET ekzon 14 atlama mutasyonlarinda indel
(delesyon, insersiyon) ve nokta mutasyonu gosterenlerde, timordeki MET protein
lokalizasyonlarinin  farkli olduklarin1 saptamislardir. Calismalarinda 3 nokta
mutasyonu gosteren olguda membrandz IHK pozitifligi goriiliirken, 4 delesyon ve 1
insersiyon mutasyonunda sitoplazmik boyanma goriilmiistir. IHK boyanma
farkliliklarmm MET ekzon 14 atlama mutasyon tipiyle iligkili olabilecegi
soylenmistir. Calismamizda sitoplazmik noktasal boyanma gosteren olgumuzda MET
ekzon 14 atlama mutasyonu wild-tip bulunmustur. Ancak vakada FISH ile MET
amplifikasyonu saptanmustir. Literatlirde bununla ilgili bir bilgiye rastlanmadi. Ancak
bu olguda amplifikasyon pozitifliginin anlamli olabilecegi diistiniildii.

Anti-MET monoklonal antikor Onartuzumab’ m Faz II klinik calismasi, IHK
ile yliksek MET ekspresyonu olan ileri evre KHDAK' li hastalarda aktivitesini
gostermistir (115). KHDAK' li hastalarda MET inhibitorlerinin etkisini arastiran ilk
faz III klinik ¢alismalar hayal kiriklig1r yaratmistir. Ancak bu caligmalarda MET
overekspresyonu (IHK pozitifligi) ve/veya amplifikasyonu sergileyen hastalar
hedeflenmistir. (116-119).
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MET ekzon 14 atlama mutasyonu varligmin, hastalarin MET inhibitor
tedavisine yanitinda prediktif degerinin yiiksek oldugu diistiniilmektedir (106). Bu
baglamda, MET ekzon 14 atlama mutasyonu olan hastalarin, Krizotinib gibi MET
inhibitérlerine duyarli oldugu, ancak MET proteininin overekspresyonu veya gen
amplifikasyonu gosteren hastalarin hedeflenen tedaviye kalici bir yanit vermedigi
sonucuna varilmistir (101,122). Yapilan ¢alismalarda yuksek amplifikasyon gosteren
(MET/CEP7 >5) olgularin anti-MET tedaviye daha iyi yanmit verdigi gozlenmistir
(121,166). MET ekzon 14 atlama mutasyonu olan hastalarin MET inhibitérlerine
duyarhlig, literatiirde dramatik yanitlar veren ¢esitli vaka raporlariyla sonuglanmistir
(123,124). Bu konuda klinik ¢aligsmalar halen devam etmektedir (101,116).

Anti-MET tedavilere yanitta IHK’ nin prediktif degerinin diisiik oldugu
diistiniilmektedir. Bunun nedenlerinden biri intratiimdral heterojenite gdstermesidir.
Bir baska nedenin de MET amplifikasyonu ile arasindaki korelasyonun zayifligi
olabilecegi diisiiniilmektedir. Benzer sekilde giiniimiizde prediktif 6nemi 6n plana
cikan MET ekzon 14 atlama mutasyonu ile de korelasyonunun zayif oldugu
diistiniilmektedir. MET amplifikasyon veya MET ekzon 14 atlama mutasyonu
gosteren olgularin biiyiik cogunlugu MET IHK ile overekspresyon gdsteriyor olsa da
kullanilan IHK antikoru MET ekzon 14 atlama mutasyonlar1 varyantlarina spefisik
degildir. Baz1 olgularda yalnizca MET overekspresyonu goriilmektedir. Bu olgularda
IHK overekspresyonunun MET amplifikasyonu veya ekzon 14 atlama mutasyonundan
bagimsiz hipoksi vb. diger sekonder nedenlere bagli gelismis olabilecegi

diistiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

. [HK degerlendirmesi sonucu tiimériin piir sarkomatoid komponeti ve
eslik eden KHDAK komponentiyle birlikte degerlendirdiginde elde edilen MET
overekspresyon oranlar1 %23,6- 27,3 arasinda degismekteydi. Eslik eden diferansiye
KHDAK komponenti degerlendirmeye dahil edildiginde oranlarda hafif artis gortildi.
Ancak bulunan METMab ve H-skorlar1 birbiriyle istatistiksel olarak ¢ok yiiksek
oranda koreleydi.

e  [HK sonuglari intratiiméral heterojenite gostermektedir. IHK pozitif ve
negatif olgular arasinda, tiimore eslik eden diferansiye KHDAK komponentinin alt tipi
acisindan anlamli fark izlendi. Sarkomatoid karsinomlarda eslik eden diferansiye
KHDAK komponenti varsa ve bu alan AK niteligindeyse, IHK’ nin degerlendirmeye
dahil edilmesinin IHK skorlarm arttiracagim diisiinmekteyiz.

o FISH sonuglar1 intratiméral heterojenite gostermekteydi. IHK ile
kuvvetli boyanan alanlarda tekrarlandiginda, FISH ile saptanan ortalama gen kopya
sayilar1 anlamli artis gosterdi.

o IHK pozitif ve negatif olgu gruplar arasinda ortalama MET gen kopya
sayisinda anlamli artis gériilmedi. Ancak bu degerlendirmede, IHK pozitif ve negatif
gruplar timor totalindeki boyanma oranmna goére belirlenmisti. IHK tiimérlerde
heterojen boyanma gdstermekteydi. IHK negatif gruba dahil olmus bazi olgularin
kuvvetli pozitif boyanan alanlar1 mevcuttu. IHK pozitif ve negatif gruplar arasinda
istatistiksel anlaml fark ¢gitkmama sebebinin buna bagli oldugu diistinmekteyiz.

e MET amplifikasyonu pozitif ve FISH negatif olgu gruplar arasinda,
diger IHK degerlendirmeleri arasinda fark bulunmazken, degerlendirme pur
sarkomatoid komponentte yapildiginda, H-skorlar1 arasinda anlamli fark saptandi.
Sarkomatoid karsinomlarda FISH degerlendirmesinin, olgu total skorda IHK pozitif
gruba dahil edilmese de, IHK’ da kuvvetli pozitiflik gdsteren sarkomatoid
morfolojideki alanlarda yapilmasinin yararl olacagini diistinmekteyiz.

e MET IHK ve FISH sonuglar1 47 olgunun 33’ iinde (%70,2) uyumlu
sonug gosterdi. Ancak IHK ile FISH sonucu arasinda zayif korelasyon goriildii
(Rho=0,253). IHK sonucunun FISH sonucuna etkisini gdstermek icin yapilan ikili
lojistik regresyon analizinde IHK pozitif olan olgularn IHK negatif olgulara gore

daha fazla FISH pozitif olma olasiligi saptandi. (OR=3,125). IHK’ nin diisiik
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duyarliligi nedeniyle FISH (+) veya amplifikasyon gosteren olgular igin tarama testi
olarak kullanilamayacagini diistinmekteyiz.

e Bir olgumuzda ilging olarak sitoplazmik noktasal pozitif boyanma
goriildii. Bu olgunin FISH degerlendirmesinde MET amplifikasyonu saptandi.
Literatirde bu boyanma paterniyle ilgili bilgiye rastalanmadi. Bu boyanmanin
amplifikasyonla iligkili olabilecegi diistiniildii.

e FISH pozitif ve negatif olgu gruplar1 karsilastirildiginda, histolojik alt
tipler acisindan anlaml fark saptandi. Dev hiicreli karsinomlarda istatistiksel olarak
anlamli, artmis oranda MET FISH pozitifligi goriildi.

e Degerlendirilebilen olgularm hig¢birinde RT-PCR sonucu MET ekzon

14 atlama mutasyonu saptanmadi. 2 olguda (%5,5) pozitiflik kriterini karsilamayan
gecikmis siklusta diisiik floresan 1sima saptandi. Bu sonucun fiksasyon ve
parafinizasyona bagli RNA kalitesinin bozulmasina bagli olabilecegi diisiiniildii.

e [HK ile, FISH pozitif, MET amplifikasyonu pozitif olgularin ¢ogunda
ve MET ekzon 14 mutasyon siipheli 2 olguda IHK ile MET overekspresyonu
goriilmiistiir. Ancak IHK pozitif olguda MET FISH pozitifligi, MET amplifikasyon
pozitifligi veya MET ekzon 14 mutasyonu pozitifligi goriilmemistir. Bu olgularda
IHK overekspresyonunun MET amplifikasyonu veya ekzon 14 atlama
mutasyonundan bagimsiz hipoksi vb. diger sekonder nedenlere bagli gelismis
olabilecegi diistiniilmektedir.

e (Calismamizda vaka sayisi bu tlimorlerin nadir gorilmesi nedeniyle
kisithdir. Ancak, sarkomatoid karsinom olgularindaki MET genetik degisiklikleri
(MET overekspresyonu, MET gen kopya sayis1 degisiklikleri, MET amplifikasyonu,
MET ekzon 14 atlama mutasyonu) ve bunlarin saptanmasida kullanilan testlerin
karsilastirilmasi1 konusunda bilgi birikiminde artisa yol gosterecek olan ¢aligmalara

yon vermesi agisindan onemlidir.
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