TURK PATOLOJi DERGISI + 11-2: 20-25 (1995)

(The Turkish Journal of Pathology)

AKkciGER K ANSERLERINDE (FENETIK VE
InviononisTOKiMYASAL INCELEMELER T ANI VE

SINIFLANDIRMAYA KATKILARI

Dog. Dr. Dilek YILMAZBAYHAN (*)

GENETIK INCELEMELER

Son yirmi yil igerisinde molekiler biyolojideki calismalar
timér genezi (zerinde yogunlasan duslincelerde 6nemli
gelismelere yol agmstir. Onkogenlerin, izleyerek timér
supressor genlerin birbiri ardindan tanimlanmasi, cesitli ti-
mérlerde genetik anomalilerin ortaya konulmasi ve bunlarin
immunohistokimyasal olarak gésterilebilir hale gelmesi, de-
neyse! ve genetik ydntemlerin klinik patolojiye uygulanabilir
olmasina dogru yol almaktadir. '

Burada amag, timér gelisme riski yiiksek olan gruplari
belirlemek, gelisimini 6nlemek, dogru tani koymak, evrele-
meye yardimei olmak, tedavi cevabini belirlemek ve tedavi-
de yeni ydontemler gelistirmektir (1, 2, 3).

Akciger karsinomlarinda bircok genetik anomaliler, on-
kogen ve supressor genler ortaya konmustur ve diger ti-
morlerde oldugu gibi bu konuda da yeni birgok galisma ya-
piimaktadir.

Akciger karsinomlar oldukca heterojen bir grup olustur-
maktadir ve birgok timérde tanimlanan prekanserdz lez-
yonlar net bir bigimde ortaya konmus degildir. En belli bagl
gelisim sgekli, skuaméz karsinomda brongial mukozada hi-
perplazi-metaplazi, progressif displazi, karsinoma in situ, in-
vazif karsinom ve metastaz bigimindedir (2). Sinifamada
cesitli tipler olmakla birlikte, patogenez histolojik 6zellikler
ve klinik davranig bakimindan kigiik hiicreli ve kigiik hiic-
reli digi timérler olmak (zere iki ana grup ortaya ¢ikmakta-
dir.

*  [stanbul Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal

Tumor gelisim asamasinda genetik ya da kazanilmig
bircok degisiklik yer almaktadir (2, 4).

1) Dominant, onkogenlerde aktivasyon/mutasyon bigi-
minde

2) Resessif, biyiime ve regilasyon genlerinde kayip/
inaktivasyon bigiminde.

3) Malign fenotipin ortaya g¢ikisinda normal olmayan bii-
yiume faktorleri salimmi ya da Uretimi bigiminde.

= Akciger karsinomlarinda onkogenler:

Akciger karsinomunda saptanan en belli bagh onkogen-
ler sunlardir (2).

« myc ve ras onkogenleri.

* neu, myb, raf, bcl-1 genleri,

» Epidermal Growth Faktor (EGF) reseptér geni,

» Platelet derive biilyime faktorleri. -

ras onkogenler

ras onkogenlerin iyi tanimlanmis 3 protonkogeni vardir:
H-ras, K-ras, N-ras. GTP baglayan proteinlerdendir. En sik
noktasal mutasyon ile aktive olur (2, 5). Insan timérlerinde
sik gérilir ve histolojik tipler arasinda farklilik gdsterir.

Mutasyonlar en gok kodon 12, 13 ve 61 de saptanmistir
(2, 5, 6).

Kiigiik hiicreli digt akciger karsinomlarinda sik goriliir
(2, 7, 8, 9). Adenokarsinomlarda daha sik oldugunu bildiren
yazarlar vardir (7). K-ras in adenokarsinomda (6), H-ras in
skuamdz karsinomda daha sik oldugu {izerinde g¢alismalar
mevcuttur (5).
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Ana timorde ve kiltlrlerde saptanmistir (9).

Deneysel olarak alkilize ajanlar bagta olmak tGzere spe-
sifik mutagenlerle, metastatik fenotiple ve sitotoksik tedavi
rezistansi ile birlikte tanimlanmisgtir (10, 11, 12, 13, 14).

Kig¢ik hicre disi timérlerde K-ras ve 6zellikle kodon 12
mutasyonu siktir (2, 9). Kodon 12 de guanozin-guanozin-
timidin veya guanozin-guanozin-sitozin tipinde nukleotid di-
zisi vardir. Vakalarin 2/3 linde ekson 1 de guanozin-timidin
transversiyonu geklinde gérilir (2, 9).

ras mutasyonu ile stage arasinda iliski kurulamamigtir
(2).

Sonug olarak: ras gen mutasyonu kigik hiicreli disi ti-
mérlerde gorilir ve negatif bir prognostik faktérdar (2).

myc onkogenler:

myc protoonkogen ailesinde bellibagl {i¢ protoonkogen
vardir. c-myc, N-myc ve L-myc. c-myc kromozom 8, N-myc
kromozom 2, L-myc kromozom 1 p tzerinde yer alir. Nukle-
er fosfoproteinleri kodlarlar. Aktivasyonu, gen amplifikasyo-
nu, rearrengement veya noktasal mutasyonla olusur.

Kigik hiicreli karsinomda daha sik goriilir ve genellikle
gen amplifikasyonu bigimindedir. Double minute kromozom-
lar ve heterojen boyanma bdlgeleri seklinde gérdlir (15,
16).
~ Heterojen boyanma bélgeleri in vitro bilyime, morfolojik
degisiklikler, néroendokrin marker kaybi ve radyorezistans
ile karakterizedir (15, 16). c-myc amplifikasyonu proliferatif
indeksle paralellik gosterir (17).

Kiglk hicreli karsinomun varyant hiicre tipi ile birlikte
gorilir ve kétd prognoz, kisa yasam siresine isaret eder.
c-myc geninin klasik kiigik hiicreli timér kiltirlerine trans-
feksiyonu varyant tipe dénitistime yol agar (1, 2).

N-myc ve L-myc amplifikasyon ve overeskpresyonu da
kiigik hiicreli karsinomda gosterilmis olmakla birlikte morfo-
lojik, klinik ve biyolojik 6zelliklerle baglantisi kurulamamistir
(2).

Myc gen amplifikasyonu daha c¢ok sitotoksik tedavi ile
birliktedir ve tedavisiz hucre kiltirlerinde daha nadirdir (18,
19).

Kigik hicreli digi timérlerde myc gen amplifikasyonu
pek gorilmemis, ancak anormal regiilasyon ve overeks-
presyon pek aragtiriimamistir (2).

Her 2 /neu gen (c-erb B2):

Epidermal growth faktér (EGF) reseptér homologudur.
Baz kigik hiicreli digi timérlerde orta derecede overeks-
presyonu (20) ve kétli prognozu gosterdigi (21) saptanmig-
tir.

c- erb B1 bazi ¢alismalarda histolojik diferansiyasyonla
iligkili bulunmustur (22).

Biiyiime faktorleri ve reseptorleri

Kigik hicreli ve digi akciger timérleri bilylime faktorii
olarak fonksiyon géren birgok peptid sekrete eder (2). Insi-
lin-like blyiime faktori (23, 24), transferrin-like (24) faktér
gibi. Timérlerde nikotin reseptérleri de saptanmigtir (4).

Ayrica bu timérlerde ¢ok sayida peptid hormon yapimi
ya da sekresyonu goriilmistir (25, 26). Tek bir tiimér ge-
nellikle birden fazla hatta gok sayida hormon yapar. Bunla-
rn ¢ogu da ektopik hormonlardir. Ornegin: Gastrin Relea-
sing Peptid (GRP) (26, 27, 28), arjinin, vasopressin, kalsito-
nin, ACTH, nérotensin. Skuaméz karsinomda EGFR siklikla

saptanir (29, 30, 31) ve amplifikasyon ya da overekspres-
yon bigimindedir. Transforming growth faktér alfa da kigik
hicreli digi timérlerde otokrin biiylime faktori olarak dav-
ranmaktadir (31, 32). Transforming growth faktér beta da
kiiglk hicreli karsinomda saptanmigtir (33). Ektopik hor-
mon dretiminin supressér gen kaybina bagh oldugu uzerin-
de ¢aligmalar vardir (34).
= Tumor Supressér genler ve akciger.kanseri:

Akciger karsinomlarinda en sik 3p, 13q, 17p delesyonu
saptanmis (35, 36). Ayrica 9p (4, 37, 38, 39), 1p, 1q, 5q,
11p, 16p (4, 24) tanimlanmigtir.

Retinoblastom geni (rb):

Nukleer fosfoproteinlerden birini kedlar. 13q 14.11 de lo-
kalizedir. )

Kigik hucreli karsinomda saptanmistir (40). Kromozom
13 Un uzun kolunda delesyonla birliktedir (35).

Kuguk hcreli digi timérlerde nadiren (% 20) gérilir
(2).

Retinoblastomdakinden farkli olarak protein vardir an-
cak fosforilizasyonu yetersizdir ya da onkoprotein baglan-

mistir (41). Akciger kanserlerinde gen transfeksiyonunun
timor biydmesini durduramadig saptanmistir.

p 53 geni:

Birgok timérlerde saptanan bir gendir. Mutant p53 pro-
tein dominant bir onkogen gibi davranmaktadir. Son arastir-
malarda yaban tip protein ekspresyonunun immiinohisto-
kimyasal olarak saptanmasina dayali antikorlar gelistiril-
mektedir. Ancak bunun yeteri kadar duyarli olup olmadig
tartismalidir (42, 43, 44).

P 53 mutasyonu kigiik hiicreli karsinomda hemen her
zaman vardir (45). Kiigik hicreli disinda daha az (% 42)
goraldr (46). Mutasyonun yasla ilgisi acik deglidir. Gengler-
de (2) gorildigind ileri stren yayinlar yanisira yasla bag-
lantinin saptanmadig: yayinlar mevcuttur (9, 47). Skuaméz
karsinomda daha siktir (2, 48). Skuamdz karsinomlu hasta-
larda skuamdz metaplazi alanlarinda da p 53 ekspresyonu
gorilmis ve bu lezyonun prekanserdz niteligine delil olarak
gosterilmistir (49). Metaplazi-displazi, insitu ve invazif karsi-
nom asamalarinda da artan oranda saptanmistir (50). Ya-
sam siresi zerindeki etkisi tartismalidir (2, 9, 48).

Mutasyonlar birgcok bélgede gériilebilir. Ancak bazi hot
spotlarda ve genellikle evoliisyonel olarak korunmug bélge-
lerde veya onkoprotein baglayan bdlgelerde gdriliir (45,
486, 51). Kiigiik hicreli digindaki tiplerde genellikle guanozin
- timidin transversiyonu bigimindedir.

p53 gen mutasyonu karsinoid timdrde ¢ok nadir sapta-
nirken, atipik karsinoidde bulunma orani timérin iyi dife-
ransiye néroendokrin karsinom yorumu ile uyumludur (52).
Tipik karsinoidden kiiglk hicreli karsinoma uzanan spekt-
rumda timér supressor gen goérilme orani da artmaktadir
(53). . )

p 53 gevresel karsinogenezle de sik gérilmustir. Orne-
gin radon asosiye akciger ca da kodon 249 mutasyonu bu-
lunmustur (54). Atom bombasina maruz kalan populasyon-
da da guanozin-sitozin'in adenozin-timidin'e déniisimi bigi-
minde mutasyon saptanmistir (55).

Kromozom 3 ve akciger kanseri

Akciger karsinomlarinda ilk bulunan anomali 3 p deles-
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yonudur (56). Kii¢lk hiicreli digi timdrlerde de goriimusgtir
(36, 57). Ayni lokalizasyonda raf protoonkogen de saptan-
mistir (58).

Genis bir alanda gériiliir (p14-23) (14). Saptanan en kii-
¢lk delesyon alani 3p 21- 3p 24 arasindadir. 3p 14.2 den
kirilma sik goralir ve bu kinlma sigara ile baglantili bulun-
mustur (59). Heterozigozite kaybi sik gérilir (60). Kigik
hiicreli ve disinda farkli bélgelerde kayip saptanmigtir (60).

Genetik predispozisyon genleri

Bazi akciger kanserlerinde Mendelian gegis gdsterilmisg-
tir (61). p450 enzimlerinde mutasyonlar arastinlmaktadir
(62). Bazi antihipertansif ilag metabolitlerinin de akciger
karsinom riskini arttirdigi Gzerinde durulmaktadir (63, 64).

Diferansiasyon genleri

Karsinoid tiimérden kiigiik hiicreli karsinoma kadar uza-
nan bir spektrumda yer alan timérler brons mukozasindaki
noroendokrin programh hicrelerden ¢ikmaktadir (65). Bu
nedenle bu grup timérlerde birgok néroendokrin marker
saptanmigtir. Bunun yanisira kigik hiicreli digi timorlerde
de bu markerlar gorilir ve kemoterapi cevabi daha iyidir
(2). '

Skuaméz karsinomda yiiksek molekul agirlikli sitokera-
tinlerin yanisira EGFR gérdilir (66).

Adenokarsinomlar ise heterojen timérler olup tip Il pné-
mosit veya Clara hiicre 6zellikleri gosterebilirler (67).

Tlac rezistansim gosteren genler

Bu konuda birgok ¢aligma yapiimaktadir. Sitotoksik ilag-
lara rezistansin genetik temeli (izerinde durulmaktadir. Gen
MDR 1 (68.69) Topoizomeraz Il (11) gibi genler Gzerinde
calismalar strmektedir. Glutathione-S-transferaz ekspres-
yonu da ilag cevabinda etkili bulunmustur (70).

P- glikoproten'in yiiksek olmasi da kiigiik hiicreli karsi-
nomda kemoterapi rezistansini gosterir (71).

AKCIGER KARSINOMLARINDA DNA ANALIZ
SONUCLARI

Akciger kanserlerinde DNA oélgimleri ve proliferasyon
markerlarinin cesitli yéntemlerle saptanmasi heniiz genis
serilerde yapilmamigtir. Oldukga heterojen ve siniflandirma
ile ilgili sorunlarin oldugu bu grup timérlerde bu yontemle-
rin katkisi da hentiz simirli gérinmektedir. Ancak yéntemler
gelistikge ve yaygin olarak uygulandik¢a beklenen yararin
artacag da bir gercektir.

Calismalarda benign lezyonlarda diploidi (72), malign
lezyonlarda andploidi ve multiploidi (72, 73, 74, 75) saptan-
misgtir. Ancak Chiba (88-1993) calismasinda malign lezyon-
larda % 38 oraninda diploidi saptamis ve bu lezyonlarda 5
yilik yagam siresini de daha uzun bulmustur. Benzer bi-
¢imde Salvati (72) de diploid ve monoklonal lezyonlarda ya-
sam siresini uzun bulmustur.

Histolojik tiple ploidi arasinda anlamli bir fark dikkati
cekmemektedir (72, 73). Kimura (32) kiigiik hicreli karsi-
nomlar icerisinde monoklonal olanlarin, polikional olanlara
nazaran kemoterapi cevabini daha iyi, metastaz sikhgini
daha az bulmus ve periferik tiplerde daha heterojen dagilim
saptamigtir. Sahin (77) skuaméz karsinomda ploidinin
énemli bir prognostik faktér oldugunu géstermistir.

Onkogen amplifikasyonu anéploid ve multiploid vakalar-
da diploid olanlara gdre daha siktir (74). Fontanini'nin (78)
calismasinda p 53 ile proliferasyon markerlar arasinda ilis-
ki gérilmemistir. 1

Proliferatif aktivite markerlarindan KI-67 ile yapilan ga-
ismalarda, diger klinikopatolojik parametrelerden bagimsiz
olarak proliferasyon indeksi ile yasam siresi arasinda ters
oranti saptanmistir (32). Néroendokrin timérlerde de karsi-
noidden kigik hiicreli timdre dogru artan proliferatif aktivi-
te goriilmektedir (53).

IMMUNHISTOKIMYASAL INCELEMELER

Akciger karsinomlarinda imminohistokimyasal incele-
meler histogenezle ilgili galigmalarda, timér hicre tipinin
belirlenmesinde ndroendokrin diferansiasyonun saptanma-
sinda, ayirici tanida ve prognozun belirlenmesinde kullanil-
maktadir.

Akciger karsinomlan oldukga heterojen bir gruptur ve
1981 yilinda Diinya Saghk Orgtti'niin yaptigi siniflamanin,
son gelismeler isiginda yeniden gézden gegiriimesi gerekli-
ligi ortaya ¢ikmistir (5, 79, 80, 81). Hemen tim galigsmalar
akciger karsinomunun endodermal kékenli oldugu gorisin-
de birlesmektedir (1, 79). Bunun yanisira noroendokrin
ozellikleri 6n planda olan tiimérler vardir ve diger tiplerde
de degisen oranlarda néroendokrin diferansiasyon gériilebi-
lir (5, 79, 80).

Skuamdz karsinomda genellikle epidermal tip sitokera-
tin (CK) antikorlari, yani yiksek molekil agirlikli keratin
markerlari, CK 5, 6, 8, 13, 17, 18, 19 ile boyanma saptanir
(5, 82). Ancak bazi vakalarda CK 4, 14, 15 ile boyanma da
saptanmistir (5). Dezmozomal plak proteinleri ile de boyan-
ma gorilmistir (5).

Adenokarsinomlarda diisiik molekil agirlikli sitokeratin
antikorlan ile (CK 7,8,18, 19) boyanma gdérilir (5). Des-
moplakin antikorlari ile de boyanma saptanmigtir. Membran
asosiye glikoprotein molekil (44-3A6) (83, 84), surfaktan
apoprotein antikoru (85) ile de boyanma bildiriimektedir.
Bronkioloalveoler karsinomlarda yapilan sinirli sayidaki ca-
hsmalarda diisik molekdl agirlikh sitokeratinler (CK 8, 18,
19) saptanmistir (5).

Buyuk hucreli karsinomda cesitli hiicrelerde yiksek ve
diisiik molekiil agirhikh sitokeratinler saptanmistir. % 20-40
oraninda da néroendokrin 6zellikler gériilmektedir (5). Bu
bulgular timérin ayn bir histolojik grup olmayip, diger ti-
morlerin az diferansiye sekli oldugu gériisiini destekler ni-
teliktedir (79).

Noroendokrin timérler, tumorlet, tipik karsinoid, atipik
karsinoid (iyi diferansiye néroendokrin karsinom), intermed-
yer tipte néroendokrin karsinom ve kigik hiicreli karsinom
spektrumu igerisinde yer almaktadir (86). Bu gruptaki ti-
mérler- de gesitli néroendokrin peptid hormonlar sentezlenir
ya da salgilanir. Tipler arasinda bazi farkliliklar belirlenmis-
tir.

Tumorletlerde néron spesifik enolaz (NSE), sinaptofizin,
bombesin varligi gosterilmigtir (5).

Karsinoid timérlerde NSE, sinaptofizin, kromagranin,
ayrica serotonin, bombesin, kalsitonin, leu-enkefalin,
ACTH, CRH gibi hormonlar, gastrin, somatostatin, substans
P gibi néropeptidler gosterilir (5, 86, 87, 88, 89, 90). Perife-
rik karsinoidlerde GRP, santral tiplerde HMFG-2 ve alfa
hCG ile boyanma gormistiir. Disiik molekil agirhkh sitoke-
ratinler ve desmoplakin ile de boyanma goralir (91).

lyi diferansiye néroendokrin karsinomlarda, NSE ve si-
naptofizin nadirdir. Serotonin, bombesin, kalsitonin, leu-



AKCIGER KANSERLERINDE GENETIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEMELER TANI VE SINIFLANDIRMAYA KATKILARI 23

enkefalin gosterilebilir (5, 80, 92). ACTH karsinoidden daha
siktir (93, 94, 95, 96). Dusik molekil adirlikh sitokeratin-
peptidleri, desmoplakln (91), nérofilament proteinleri (81)
saptanabilir.

Intermedyer tip néroendokrin karsinomda, NSE ve si-
naptofizin gbrilme orani yiliksektir. Kromagranin daha az
gbrulGr. Noropeptidler, bombesin, ACTH, kalsitonin, Leu-
enkefalin ancak monoklonal antikorlarla saptanir. Disik
molekdl agirlikli sitokeratin peptidleri ve desmosomal plak
proteinleri, gok az nérofilament proteinleri vardir (5).

Kiguk hiicreli karsinomda, NSE ve sinaptofizin sik, kro-
magranin nadirdir (5). Néropeptidler igerisinde en sik bom-
besin, daha az ACTH, Kkalsitonin, Leu-enkefalin, vazoaktif
intestinal peptid, somatostatin goriiliir. Baz! vakalarda néro-
filament proteinleri (97), CK 8, 18, 19 (91) saptanmigtir.
Desmoplakin proteinleri gok nadirdir.

Diger histolojik tiplerde de néroendokrin diferansiasyon
degisen oranlarda gérilebilir. immiinohistokimyasal olarak
saptanmasi tedavi protokoliiniin belirlenmesi ve prognostik
agidan énemlidir.

Ayirici tanida karsinosarkom, pulmoner blastom, malign
mezotelyoma, lenfoma, metastatik timérlerin saptanmasi,
mezenkimal timélerin hiicre tipinin belirlenmesinde kullani-
lir.

Karsinosarkomun fuziform hiicreli skuaméz karsinom-
dan aynminda, mezenkimal gérinimld alanlarda CK pozi-
tifligi 5nem kazanir (98).

Pulmoner blastomda epitelyal alanlarda EMA ve sitoke-
ratin ile, mezenkimal alanlarda vimentin ile boyanma gérii-
Itr (99).

Malign mezotelyoma 6zellikle kiigiik biyopsilerde perife-
rik adenokarsinomlarla 6nemli digiide karigma gdésterir. im-
miinohistokimyasal incelemelerde tek bir ayirici antikor yok-
tur ve bir panel uygulanmalidir. Belli bagh markerler; CEA
(Cogunlukla), Leu M1, EMA, B 72.3, BEMA 120, My 4, BA
2, BER-EP4, HMFG-2, 44-3A6, Lectin karsinomda, vimen-
tin mezotelyomada pozitiftir (83, 84, 100, 101, 102, 103,
104, 105). Pansitokeratin her iki timd&rde saptanabilir.

Lenfoma kiiglik hicreli karsinom ayinminda LCA, mo-
noklonalitenin g&steriimesi psédolenfomalarin ayiriminda
kullanilabilir.

Metastatik tiimérlerde primer tiimére ydnelik immiinohis-
tokimyasal incelemeler, mezenkimal timdrlerde diger ki-
simlardaki benzerlerine esdeger markerler kulanilir.

Akciger karsinomlarinin, kigilik-gézden kagabilecek,
bélgesel lenf gangliyon ve kemik iligi metastazlarinin sap-
tanmasinda da immiinohistokimyasal tetkikler yararl olabilir
(107).

Prognozun belirlenmesinde immiinohistokimyasal
markerlar

Bu konudaki galigmalar klinikte; serumda (108, 109,
110, 111, 112, 113, 114), bronkoalveoler lavaj sivisinda
(110), plevra sivisinda (115) CEA, NSE, Cyfra 21-1, SCC,
CA 125 gibi timér markerlarinin saptanmasi bigiminde yo-
gunluk kazanmaktadir.

Doku kesitlerinde ise p 53 gibi supressér gen Urlnleri-
nin, Ki-67 gibi proliferasyon markerlarinin imminohistokim-
yasal olarak saptdanmasina dayanir.

Sonug olarak, heniiz galisma agamasinda olan immiino-
histokimyasal ve genetik incelemelerin ézellikle akciger kar-
sinomu gibi heterojen bir grupta, ne dlglide yarar saglaya-
cagini séyelemek icin heniiz gok erken, ancak genis seriler-

de ve yéntemlerin saglkl uygulanmasi ile kesin sonuglar
elde edilebilecektir.
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