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KISALTMALAR
AP-1: Aktive protein

BSA: Bovin Serum Albiimini

EGF: Epidermal Growth Factor

ELISA: Enzim Linked Immuno Assay

EMMPRINE: Extracellular matrix metalloproteinase inducer
ESM: Ekstraselliiler Matriks

FN: Fibronektin

HRP: Horseradish peroxsidase

IL—4: Interlokin—4

IL-10: Interldkin -10

IMP: Inhibitors of metalloproteinases

kDa: Kilo dalton

KHAK: Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri

KHDAK: Kii¢iik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

MA: Molekiil agirlig

MAPK: Mitojen activating protein kinase

MMP: Matrix Metalloproteinase

MT-MMP: Membrane type matrix metalloproteinase
PAI-1: Plazminojen aktivator inhibitor-1

PBS: Fosfat Buffer saline

PDGF: platelet-derived growth factor

PG: Proteoglikan

RT-PCR :Reverse transcriptase —polimerase chain reaction
TGF-a: Transforming Growth Factor -a

TGF-B1: Transforming Growth Factor -1



TIMP: Tissue Inhibitor of Metalloproteinase
TNF- a: Tiimor nekroz faktor —a

TNM: Tumor Node Metastasis

TMB: Tetramethylbenzidine

SBKSD: Saglik Bakanligi Kanser Savas Dairesi
UPA: Urokinaz tip plazminojen aktivator
VEGF: Vascular endothelial growth factor

VN: Vibronektin

WHO : World Health Organization



1. GIRIS

Her yas grubunda orani artmaya devam eden akciger kanserinin ABD’de
erkeklerde prostat kadinlarda meme kanserinden sonra ikinci siklikta goriildigii ve her iki
cinsiyette de kansere bagl éliimlerin basinda yer aldig: bilinmektedir. Ulkemizde ise 1997
yilinda Saglik Bakanligi Kanser Savas Dairesi’nin yayinladigi raporda, akciger kanserinin,
tiim kanserler i¢cinde %17,6 oraniyla birinci siray1 aldigi saptanmigtir. Akciger kanseri her

y1l yeni kanser olgularinin %15’ini tiim kanserden o6liimlerin %18’ini olusturmaktadir (1).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin 1997°deki siniflamasina gore akciger kanseri
histolojik olarak kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiclik hiicreli dis1 akciger
kanseri (KHDAK) olmak {iizere iki tiptedir (2). KHDAK de skuamdz (epidermoid)
karsinom, adenokarsinom ve biiyiik hiicreli karsinomu igeren genis bir gruptur (3). Diger
tim maligniteler gibi akciger kanserine bagli 6liim nedenlerinin basinda da metastaz

gelmektedir (4).

Ekstraselliiler matriks (ESM), proteinleri ve proteoglikanlar1 igeren,
organizmalara sadece yapisal destek saglamakla kalmayip ayni zamanda hiicre
proliferasyonu, farklilagmasi ve migrasyonu ile yapisma, doku morfogenezisi gibi pekgok
biyolojik aktivitede etkisi olan karmasik ve dinamik bir olusumdur. Kanserde ESM tiimor
dokusunun biiyiimesi ve timor hiicresinin yayilimin1 6nlemek i¢in primer bir bariyer
olarak gorev yapar. Malign tiimorler bu bariyeri asmak i¢in metalloproteinazlari kullanirlar

(5-8).

Kanserin invazyon ve metastaz yapmasi i¢in ekstraselliiler matriksin yikilmasi
gereklidir. Matriks metalloproteinazlar (MMP), yaklasik 28 enzimden olusan, fizyolojik ve
patolojik doku yikiminda 6nemli rol oynayan ekstraselliiler proteazlardir. Matriks

metalloproteinazlar, 16kositler keratinositler, fibroblastlar, makrofajlar, kondrositler, diiz



kas hiicreleri gibi epitelyal ve mezenkimal kokenli hiicreler tarafindan sentezlenirler.
Kanser disinda artrit, inflamasyon, multipl skleroz, kronik yaralar, kronik akciger hasari,
brongiyal astim, pulmoner hipertansiyon MMP’lerin rol aldig1 baslica hastaliklardir (2).
Malign dokularda en fazla belirlenen, tiimor saldirganligi ve metastatik potansiyelle iliskili
oldugu saptanan matriks metalloproteinazlar MMP-9 (jelatinaz B) ve MMP-2 (jelatinaz

A) *dir (9,10).

MMP aktivitesinin kontroliinde spesifik doku inhibitdrleri olan TIMP ler (tissue
inhibitor of matrix metalloproteinase) anahtar rol oynarlar. Bundan baska o2-
makroglobulin, heparin, tetrasiklinler ve sentetik inhibitorler de aktif MMP inhibitorleri
arasinda yer alirlar (11). Insanlarda TIMP-1, TIMP -2, TIMP -3 ve TIMP -4 olmak iizere
bugiline dek tanimlanmis 4 TIMP tiirii bulunmaktadir (12,13). TIMP’ler MMP aktivitesini
inhibe etme yoniinden benzerlik gostermekle beraber matriksteki lokalizasyonlar1 ve gen
ekspresyonunun diizenlenmesi yoniinden aralarinda farklar vardir. Ayrica degisik MMP
tiirlerine gore de dzgiilliik gdsterirler. Ornegin; Jelatinaz A (MMP-2) tercihen TIMP-2 ile
Jelatinaz B (MMP-9) ise TIMP-1 ile inhibe edilir. Son yillarda peptid ve non-peptid
yapida sentetik MMP inhibitorleri de iiretilmistir (14—19). Bu inhibitorler en ¢ok kanser
tedavisinde olmak iizere kardiyovaskiiler hastaliklar, artrit psoriyazis, periodontal hastalik

ve makula dejenerasyonu gibi farkli hastaliklarin tedavisinde denenmistir (18,19,20).

Matriks metalloproteinazlar ve matriks metalloproteinaz doku inhibitorleri
birgok kanserde oldugu gibi akciger kanserinde de teshis, prognoz ve tedavi agisindan
aragtirllmistir. Biz bu ¢alismada serum MMP-2, TIMP-2, MMP-2*TIMP-2 kompleksi
diizeylerini belirleyerek; bu parametrelerle kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri arasinda nasil
bir iligski oldugunu ve iligki varsa bu iliskinin hangi parametre i¢in daha kuvvetli oldugunu

ortaya koymay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. KANSERDE METASTAZ VE INVAZYON

Invazyon ve metastaz kansere bagli morbidite ve mortalitenin en Onemli
nedenidir. Kanser tanis1 konan hastalarin %30’unda tan1 aninda kritik olarak belirtilen bir
metastaz bulunur, geriye kalan hastalar da heniiz klinik bir belirti vermemis gizli
metastazlara sahiptirler (21). Metastaz olusturma potansiyeli primer timdr gelisiminin
erken evrelerinde baslayip, zamanla artis gosterir. Hatta olusan metastazlar da primer
timor gibi davranip metastaz olusturma potansiyeline sahip olabilirler. Metastatik
potansiyel, tiimoriin lokal ¢evresi ve Ozellikle de sahip oldugu molekiiler fenotipe bagh
olarak degiskenlik gosterir. Ayrica, ayni tiimore sahip farkli hastalar arasinda, hatta primer
tiimorle onun metastazi arasinda bile degiskenlik izlenebilir (21).

Metastaz, normal hiicreden bagslayip tam anlamiyla malign karaktere sahip bir
hiicreyle sonlanan tiimor progresyonun son asamasidir. Fakat heterojen yapidaki tiimoriin,
sadece uygun kombinasyonlarda 6zellikler tasiyan hiicreleri tiim basamaklar1 gegerek
metastaz yapmay1 basarabilirler (21,22,23).

Malign tiimor metastazlari ile ilgili olarak iki teori 6ne siiriilmiistiir (24). Bunlar;

1. Ewing’in Mekanik Teorisi: Tiimor metastazlari tamamen metastaz goriilen
organin hemodinamigi ve vaskiiler anatomik yapisina baglidir. Yani, tiimor hiicreleri
mekanik olarak kan damarlarin1 ve dzellikle de kapillerleri tikayarak organa yerlesir ve
cogalmaya baglar.

2. Paget’in Soil and Seed (Toprak ve Tohum)Teorisi: Metastazlarin olusmasi
tamamen organin yapisal 6zelligine baghdir. Yani timor hiicresi eger bulundugu organda
beslenmesine ve boliinlip ¢ogalmasina uygun bir ortam bulmussa bu organda yerlesir, yani
metastaz yapar (24).

Timor hiicrelerinin kan dolagimina ulagmasi metastazin olugmasi ic¢in gerekli

fakat yeterli degildir. Hi¢ metastaz goriilmeyen bir¢ok kanser hastasinda dolagimda tiimor



hiicrelerine rastlamak miimkiindiir. Bu klinik gozlem deneylerle de ispat edilmis olup
dolasimdaki malign hiicrelerin metastaz yapma olasiligi %0.05'ten az olarak bulunmustur
(25). Kontrol edilemeyen hiicre béliinmesi neoplazik biiylime olarak adlandirilir ancak bu
neoplazinin malign kabul edilmesi i¢in boliinen hiicrelerin etrafa invazyon gostermesi ve
metastaz yapmasi sarttir (24).
Metastatik kaskad sekil 1°de gosterildigi gibi iki ana fazda incelenebilir :
—Ekstraselliiler matriksin invazyonu,

—Vaskiiler yayilim ve sekonder odaga yerlesim

_ . L | Jonal
_Jprimer: imor genigleme biryime anfogenez
Y5
T o ~
-~ ‘m:mua::: [ )
—— metastatik subklon
—=Eaaceiiue =% I G ™
— 2 n"-éb‘l -
..""‘: — T bazal membrana tulunma ve invazyon
= “i}é\“ﬁf; ekstra selliiler malriksten gegis
bazal R (:‘.E?E‘:“S\ft
membran R g
(\\E—,——\“‘%\\: P
kenak =y
e
Ir.nfcqtk‘:t\@ % N N invazyon
NN
\ konakg! lentostt hucresi lle etkiegim
N _;__
= € \\\\\
t"?’;"‘"j/),\u' T,°7f)°ﬁﬁ} tamtr hilcre embolisi
'3 o & /) /!
/"v’/,/.'- J .\/ /1
= Hdazal . . %2
’f:-—_tﬂl'ﬁ,mb‘ (% = o
£ /}8; P /
A 22 (7SN
R 77/ /]l bazal memrana tutunma
y 2 ’..;/ . .
20/ g
; 77 & &> v
) / ( ;" e ekstravazasyon
((@Bay
3 N LAY k ' [ 7]
‘ ‘ N metastatik birikim
3 metastatik i X {ﬂ_._‘:-\l_'\\_‘
\ 3 Himor x\‘\—\/_—_ ~— N

Sekil 1. Metastatik kaskad (23)



2.1. 1. Ekstra selliiler matriks invazyonu

Ekstra selliiler matriks, bazal membran ve interstisyel bag dokusu olmak {izere iki
farkli yapidan olusmaktadir. Ekstra selliiler matriks invazyonu kendi i¢inde dort basamakta
gerceklesir; 1-Tiimor hiicrelerinin  birbirinden ayrilmasi, 2-Matriks komponentlerine
tutunma, 3-Ekstra selliiler matriksin yikimi ve tiimoriin biiylimesi, 4-Timor hiicrelerinin
gocti (21,23).

Metastatik kaskadin baslangicinda, timoér hiicreleri  Oncelikle epitelyal bazal
membrani deler ve ardindan interstisyel bag dokusuna ulagir. Daha sonra vaskiiler bazal
membrandan ge¢ip dolagima katilir. Ayn1 olayin tersi sekonder odaktaki ekstravazasyon

sirasinda da olusur. (Sekil-2)
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Sekil-2. Epitelial bazal membranin tiimor hiicreleri tarafindan invazyonu. A- Timor
hiicresinin bazal mambrana yerlesmesi. B- Bazal membranin parcalanmasi. C-Timor

hiicresinin gogii.
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2.1.1.1. Tiimor hiicrelerinin birbirinden ayrilmasi

Timor hiicreleri once hareket etmeyen ve ana kitleden ayrilabilmek i¢in yapisma
ozelligini kaybeden hiicrelere doner ve daha sonra hareket edebilen ve yapisabilen hiicre
Ozelligini tekrar kazanir (24).

Normal hiicreler adhezyon molekiilleri araciligi ile birbirine ve c¢evre dokuya
sikica tutunmuslardir. Hiicre —hiicre baglanmasinda "kaderin "ad1 verilen transmemebran,
Ca™ bagiml glikoproteinlerin 6nemli rolleri vardir. Epitelyal kadherinler (E-kaderin),
epitelyal birlesme bolgelerinde lokalizedir ve epitelyal organizasyon, devamlilik ve
morfogenezden sorumludur. E-kaderinler plazma membrani altinda bulunan ve "katenin"
ad1 verilen protein ailesi araciligiyla hiicre iskeletine baglanirlar. Kateninler, kaderinlerin
fonksiyon gorebilmesi icin kesinlikle gerekli molekiillerdir. Birgok epitelyal tiimorde E-
kaderin ekpresyonunun tiimoriin invaziv ve metastatik davranisiyla ters korelasyon
gosterdigi izlenmistir. E-kaderinin azalmasiyla hiicrelerin birbirine yapisma 6zelligi azalir

ve hiicreler primer tiimo6rden kolaylikla ayrilabilirler ( 21,23, 26, 227).

2.1.1.2.Matriks komponentlerine tutunma

Timor hiicrelerinin - kendilerini  ¢evreleyen ekstraselliiller matrikse penetre
olabilmeleri i¢in 6ncelikle matriks komponentlerine tutunmalar1 gereklidir.

Laminin, bazal membranin major glikoprotein komponentlerinden biridir ve
timor hiicrelerinin laminin reseptdrleri araciligi ile bazal membrana tutunmalar1 invazyon
ve metastazda onemli bir yer tutar. Normal epitelyum hiicreleri de laminin reseptorlerini
ekprese ederler, fakat bu reseptorler yiiksek bir afinite ile bazal membrandaki laminine
baglandiklari i¢in hiicrenin bazal membran ylizeyinde yogunlagmiglardir.

Tiimdr hiicrelerinde ise reseptdr sayisi artmakla beraber reseptdrler hiicrenin her

tarafina dagilmislardir. Meme, kolon, prostat, akciger, over gibi bir¢ok kanser tiirlinde
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laminin reseptorlerinin yogunlugu ile invaziflik arasinda korelasyon bulunmustur
(21,23,28,29,30).

Integrinler, tiimér hiicrelerinin matrikse tutunmasinda &nem tasiyan bir baska
reseptor grubudur. Tiimor hiicreleri integrinler araciligi ile fibonektin, vitronektin, laminin,
kollajen, trombospondin, von Willebrand faktor gibi g¢esitli ekstraselliiler matriks
komponenenlerine baglanabilirler. Integrinler o ve P transmembran subiinitelerinden
olusan heterodimer yapilardir. 16 a ve 8 B subiinitesi, farkli spesifik ligandlara baglanan,
20 farkl1 integrini olusturmak iizere heterodimerize olurlar. Integrinler, tiimér progresyonu,
invazyon ve metastazin bir¢ok basamaginda rol almaktadir ve malignitelerle olan iliskileri
oldukca karmasiktir. Farkli tiirde tiimorlerde, farkli tiir integrinlerin ekspresyonu ve
fonksiyonu degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle, integrinlerle ilgili yapilan ¢aligmalarin
bir kism1 metastazla pozitif korelasyonu, bir kismi1 da negatif korelasyonu desteklemektedir

(21,23,31,32,33).

2.1.1.3.Ekstraselliiler matriks yikimi

Timor hiicreleri bazal membrana ve interstisyel ekstraselliiler matrikse
baglandiktan sonra migrasyon i¢in kendilerine yol agmak zorundadirlar. Bu basamakta
hizla biiyiiyen tiimoriin mekanik basi etkisi ile beraber, daha baskin olarak, etkili olan
mekanizma, matriks bilesenlerinin enzimatik yikimidir. Proteolitik enzimler, ya tiimor
hiicresinin kendisi tarafindan, ya da tiimor hiicrelerinin indiiksiyonu sonucunda konakg1
dokunun stromal fibroblastlar1 ve tiimorii infiltre eden immiin hiicreleri tarafindan
sentezlenir. Bu proteazlarin aktivitesi antiproteazlar tarafindan sikica diizenlenir. Timoriin
invazyon yapan ucunda ve hemen komsulugundaki dokuda proteazlar ile antiproteazlar

arasindaki denge proteazlar lehine kaymaktadir (21,23).
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Matriks yikimida ilk asilmasi gereken bariyer bazal membrandir. Bazal membran
tip IV kollajen, laminin ve fibronektin gibi glikoproteinler ve proteoglikanlardan olusan bir
ag yapisindadir. Tiimor hiicreleri normalde bu ag yapisinin porlarindan gegemezler. Bu
ylizden membranin hasara ugramasi gerekmektedir. Bazal membran yikiliminda en 6nemli
hedef tiim diger bazal membran bilesenlerine bagli olarak iskelet islevi goren tip IV
kollajendir. Bu ylizden, invazyon ve metastazda matriks yikimiyla ilgili yapilan ¢caligmalar
cogunlukla tip IV kollajen yikimi iizerine yogunlasmistir. Matriks metalloproteinazlar1 bu

basamakta olduke¢a biiyiik 6nem tasirlar (23).

2.1.1.4.Tiimor hiicrelerinin gocii

Invazyonun en son basamagi tiimér hiicrelerinin yikima ugramis bazal membran
boyunca ve proteolize ugramis matriks iginde ilerlemesidir. Hiicre go¢iinde dnem tasiyan
molekiiller iki kategoriye ayrilmaktadir: Birinci grup, tiimdr hiicresinden koken alan
motilite faktorleri; ikinci grup ise parcalanmis matriks bilesenleridir.

Birinci grupta birgok otokrin motilite faktérii ve timozin B15 yer
almaktadir."Ototaksin" ilk izole edilen otokrin motilite faktoriidiir. Bu motilite faktorii
timor hiicrelerini primer tiimorden uzaklagsmalar1 i¢in uyarmaktadir. Bunun disinda,
trombositten tlireyen biiylime faktorii, hepatosit biiyiime faktorii, skatter faktor, insiilin
benzeri biiylime faktorii ve epidermal biliylime faktorii de bu grup iginde yer almaktadir
(23,34,35,36,37). Timozin P15, normal prostat epiteli ve benign prostat hiperplazisinde
eksprese olmazken, prostat kanserli hiicrelerde artmaktadir. Bunun da metastatik
potansiyelle iliskili oldugu belirlenmistir. Timozin 15 meme kanseri ve akciger
kanserinde de metastatik potansiyelle ilgili bulunmustur (38,39,40).

Matriks yikiminin en onemli etkisi tiimor hiicreleri i¢in bir gecis yolu a¢mis

olmasidir. Matriks bilesenlerinin yikilim driinlerinin bagka etkileri de (biiylimeyi,
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anjiyogenezi ve kemotaktik aktiviteyi arttirmak, vb.) s6z konusudur. Ozellikle tip I
kollajen, tip IV kollajen, laminin, fibronektin ve proteoglikanlar gibi matriks bilesenlerinin
yikilim iriinleri, tiimor hiicresini biitlinliigii bozulmus matriks bolgesine dogru hareket
ettiren molekiillerdir. Bir bagka bakis agisiyla; matriks metalloproteinazlar, bu {iriinlerin
olusumunu arttirarak, tiimor hiicresinin motilitesine bunun sonucunda da invazyon ve

metastaza indirek olarak katkida bulunmaktadirlar (21).

2.1.2. Vaskiiler yayilim ve sekonder odaga yerlesim

Timor hiicreleri, dolagima girdikten sonra dogal ve adaptif immun defans sonucu
hasar gdrmeye oldukca yatkindirlar. Ozellikle "natural killer" hiicreler tiimériin hematojen
yayiliminin kontroliinde 6nem tasirlar.

Dolasimda bulunan tiimor hiicre sayisinin fazlaligi klinik olarak metastazin
belirlenmesinde bir anlam tasimaktadir. Ciinkii dolasima gecgen bir¢ok tiimor hiicresi
ikincil odaga ulasamadan uzaklastirilir. Oncelikle dolasima gecen tiimor hiicreleri
birbirlerine ve trombositlere yapisarak agregatlar olustururlar. Bu agregatlar timor
hiicresini mekanik travmalardan korur ve dolasimda kalmalarini kolaylastirir. Ayrica
konak immiinitesine karst da korur. Dolasimdaki tiim6r hiicreleri uzak metastaz
yapacaklart dokuya geldiklerinde adhezyon molekiilleri araciligi ile buradaki endotele
tutunurlar. Bu adhezyon mekanizmasinda CD44 molekiilii 6zel bir énem tasimaktadir.
CD44 normalde T hiicreleri iizerinde eksprese edilmektedir ve bu hiicrelerin lenfoid
dokudaki 6zel bolgelere yerlesmelerinde rol alir. Metastazda ise CD44 tiimor hiicrelerinin
endotel hiicrelerine adhezyonunda ve transendotelial migrasyonda rol alir. Metastatik
potansiyeli yiiksek olan tiimorlerde CD44 molekiiliiniin ekpresyonunun artmis oldugu
goriilmiis, bunun da bu molekiiliin ekstravaskiiler yaylimda onem tasidigini ortaya

koydugu bildirilmistir (41).
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Dolasimdaki tiimor hiicrelerinin ikincil odagi olusturmak tizere kapillerleri terk
etmesinde anatomik yapinin etkisi vardir. Tiimor hiicreleri kan akimina gectikten sonra
damar digina ¢ikma i¢in en uygun olan ilk organi segerler (21).

Sonugta tiimor, ikincil odaga yerlestikten sonra olaylar primer timdriin
gelisimindekine benzer sekilde tekrar gelisir. Hatta bu ikincil odaklar, potansiyel yeni
metastaz kaynaklar1 olustururlar. Ikincil odak se¢iminde anatomik yapi disinda etkili
olabilen baska mekanizmalar da bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, ikincil odaktaki
endotel hiicreleri timor tarafindan eksprese edilen adhezyon molekiillerinin ligandlarinin
artmis ekspresyonuna sahip olabilir. Ya da, ikincil odak tarafindan tiimor hiicrelerini
kendine dogru c¢eken molekiiller salgiliyor olabilir. Sonugta tiimdr, ikincil odaga
yerlestikten sonra olaylar primer timoriin gelisimindekine benzer sekilde tekrar gelisir.

Hatta bu ikincil odaklar, potansiyel yeni metastaz kaynaklarini olustururlar (21).

2.2. EKSTRASELLULER MATRIKS

Timor hiicrelerinin  invazyon sirasinda penetre oldugu ve parcaladigi
ekstraselliiler matriks (ESM) bilesenleri yap1, yerlesim ve fonksiyon yoniiyle iki ana gruba
ayrilabilir. Sekil 4’de ekstraslliiler matriks yapis1 6zetlenmistir.

1-Bazal membran

2- Interstisyel bag dokusu

Bazal membranlar, hiicresel olmayan tek tip yap1 Ozelligi gosterirken,

interstisyel bag doku kollajen fibrillerden, glikoprotein ve proteoglikanlardan olusan bir
matrikse yerlesmis durumdadir ve doku tipine gore fibroblast, osteoblast, kondrosit ve
makrofaj gibi hiicreleri igerir. Bazal membranlar, epitelyum ve endotel hiicrelerini
interstisyel bag dokudan ayiran ve pratik olarak viicudun her yerinde bulunan ince

ekstraselliiler yapilardir. Doku mimarisinin siirekliliginden sorumludurlar. Bazal
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membranlar matrikse ¢apraz bag formunda tip IV disinda Tip I’ den tip XIII’e kadar
siniflandirilmis kollajenler, fibronektin, elastin, osteonektin, kondroitin siilfat, heparin ve
hiyaliironik asidi igerir. Interstisyel bag dokusu viicutta mekanik destek fonksiyonu goriir
(42).

Hiicre ylizeyi ve ESM’nin proteolitik modifikasyonunun hem fizyolojik
(trofoblast implantasyonu, embriyo morfogenezi, meme ve uterus involusyonu, yara
iyilesmesi, dokularin yeniden yapilanmasi, anjiyogenez vb.) hem patolojik (artritler,
lyilesmeyen yaralar, aort anevrizmasi, konjestif kalp yetmezligin vb.) (43) hem de
neoplastik invazyonun ana bileseni olduguna inanilir (23). Hem subendotelyal bazal
membran hem de interstisyel bag doku matriksi tiimor hiicrelerinin doku parankimine
invazyonuna engel olabilmektedir. Bu nedenle matriks molekiillerinin parcalanmasi
invaziv ve metastatik prosesin onemli bir agamasidir. Tiimor hiicreleri malign potansiyel
kazandikca ESM yavas yavas parcalanmaya baglar ve tiimor hiicreleri arasindaki
baglantilar azalir. Ekstraselliiler matriksin enzimatik parcalanmasi siirdiik¢e go¢ halindeki
tiimor hiicreleri doku engellerini agar ve boylece invazyon baglamis olur (42).

Ekstraselliiler matriksin pargalanmasi, sinirli bir mikro cevrede siirdiigli i¢in
fizyolojik olaylarda proteolitik parcalanmanin bazi proteinaz aktivasyon ve inhibisyon
mekanizmalariyla kontrol edilmesi gerekir. Malignansilerde bu hassas kontrol, dengenin
katabolizma artigina yonelmesiyle bozulmaktadir. Malign transformasyonda genellikle
hem tiimér dokusunun hem de timor kiiltiir hiicrelerinin  proteinaz aktivitesi
yiikkselmektedir. Bir invazyon bolgesinde, tiimor hiicrelerinin pseudopodlarindan hiicre
cevresindeki bosluga proteolitik enzimler salindigi, aynt zamanda da c¢evre konake1
hiicrelerinin de proteolitik enzim salgiladigi bilinmektedir. Boylece bazi proteinazlarin
yiikselmis aktiviteleri tlimdr invazyonunun molekiiler mekanizmalarinin anlasilabilmesini

saglayacaktir. Bilindigi kadariyla proteinazlarin diizenlenmesi; hiicre i¢i enzimlerin sentez
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ve sekresyonlarinin diizenlenmesi, hiicre dis1 latent enzimlerin aktivasyonu ve proteinaz

inhibitdrleri gibi faktorlerle kontrol edilip diizenlenmektedir (42).

Epitel hicreleri

Verer vKnu e

O/\© @ Bazal lamina

Kollajen fibriller

Sekil 4. Ekstraselliiler matriks (www.steve.gb.com / extracellular matrix.)

2.3. MATRIKS METALLOPROTEINAZLARI
Ekstraselliiler matriks (ESM) yikimi pek ¢ok fizyolojik ve patolojik durumun
onemli bir ozelligidir. ESM ve bazal memebran yikimi dort grup enzim tarafindan
gerceklestirilir:
1- Sistein proteazlar
2- Aspartik proteazlar
3- Serin proteazlar
4- Metalloproteazlar.
Biitlin gruplardaki proteolitik enzimler tiimdr invazyonu ve metastaz siireglerinde

gorev alabilirler; ancak yapilan calismalarda en c¢ok serin proteazlardan matriks
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metalloproteinazin invazyon ve metastaz silireglerinde daha aktif rol oynayabilecekleri
ortaya konmustur (44).

Matriks metalloproteinazlar (MMP), cinko iceren ndtral endopeptidaz enzim
ailesi olup, ESM’nin tiim elemanlarin1 yikma 6zelligine sahiptirler. MMP’ler fetal gelisim,
postnatal doku tamiri gibi fizyolojik durumlarda "ESM yeniden yapilanmasi "de énemli bir
rol istlenirler. Periodontit, derinin otoimmiin olaylari, dermal foto-yaslanma, romatoid
artrit, osteoartrit ve kronik iilserasyonlar gibi patolojik durumlarda da ESM’nin MMP’ler
tarafindan artmis yikimi séz konusudur ve serum MMP seviyelerinde artisa yol agan en
onemli hastaliklardan biri de kanserlerdir (45,46,47,48,49).

MMPler ilk defa 1962 yilinda Jerome Gross ve Charles Lapiere tarafindan
tanimlanmistir (50). Yapilarina ve substrat 6zgiilliiklerine gore 5 alt grupta incelenebilirler:

1-Kollajenazlar

2- Jelatinazlar

3- Stromelisinler

4-Membran tipi MMP’ler (MT-MMP)

5-Siniflandirilamayan MMP’ler (45)

Bu siniflama ile ilgili bilgiler Tablo 1°de 6zetlenmistir.
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Tablo 1. MMP enzimlerinin substrat dzguilliigiine gore simiflandiriimas (14)

Grup adi Tammlayicr isim Numara Temel substrat

Kollajenazlar Interstisyel kollojenaz MMP-1 - Kollajen Tip 1, 2, 3, 7 ve 10, jelatin, PG
Notrofil kollajenaz MMP-8  Koliajen Tip 1. 2, 3, PG
2,3

Kollajenaz 3 MMP-13  Kollajen Tip 1.
Kollajenaz-4 MMP-18  Kollajen 1
Jelatinazlar Jelatinaz A MMP-2  Jelatin, kollajen IV, V. VII: X, XL elastin
Jelatinaz B MMP-9  Jelatin, kollajen IV, V, XIV, clastin, PG
Stromelisinler  Stromelisin | MMP-3 PG, laminin, FN, jelatin, kollajen HI, IV, IX ve X
Stromelisin 2 MMP-10 PG, laminin, FN, jelatin, kollajen I, IV, IX ve X
Stromelisin 3 MMP-11 PG, laminin, elastin, entaktin, tenaskin, versikan, jelatin, kollajen HI IV, IX, X
Membran tipi MTI-MMP MMP-14  Kollajen 1, I1, III, FN, laminin, VN
MMP’ler MT2-MMP MMP-15  Agrekan, FN. laminin. tenasKin
(MT-MMPlery  MT3-MMP MMP-16  Kollajen 111, FN, jelatin
MT4-MMP MMP-17 Jelatin
MT5-MMP MMP-24 PG
MTG6-MMP MMP-25  Kollajen IV, fibrin, FN, jelatin
Digerlen Matrilisin | MMP-7  Serin proteaz inhibitdrleni
Metaloelastaz MMP-12  Kollajen I, IV, elastin, FN, jelatin, laminin, VN
RASI-1 MMP-19  Kollajen 1V, entaktin, FN, jelatin, laminin, tenaskin
Enamelisin MMP-20  Agrekan, amelogenin
X-MMP MMP-21 Tammlanmanustir
CA-MMP MMP-23  Tammlanmamastic
Matrilisin 2 MMP-26 Kollajen 1V, FN, jelatin, VN
CMMP (Horoz) MMP-27  Tammlanmamugtir
Epilisin MMP-28  Tammianmanmustir

PG: Proteoglikan, FN: Fibronektin, VN: Vitonektin,

2. 3. 1. Matriks Metelloproteinazlarin Yapisi

Yapisal olarak incelendiginde MMP’ler 5 ana kisimdan olusur ve bu kisimlar
sekil 5’te gosterilmeye ¢aligilmistir (45).

1-Sinyal peptit,

2-Propeptid

3-Zn baglayici bolge iceren katalizor kisim (Fibronectin type IT inserts Zn')

4-Hemopeksin benzeri kisitm (Haemopexin domain) (substrat spesifitesini
belirler),

5-Katalizér kismi hemopeksin benzeri kisma baglayan prolinden zengin bdlge

(Hinge Region) (45).
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Signal  Propeptide Fibronectin Hinge H pexin Tr brane
Peptide type Il inserts  Zn™" region domain domain

— ()

Sekil 5. MMP’lerin genel yapisi (45)

MMP’ler ¢esitli yapisal ortak 6zelliklere sahiptirler. MMP’lerin tiimii tipik olarak
N- terminalinde enzimin lider dizilimi olan pre-domen igerir. Bu lider dizilim enzimin
salgilanmas1 sonrasi kaybolur. Ikinci bolge olan pro-domen enzimin latent formda
kalmasindan sorumludur ve enzim aktivasyonunu takiben kaybolur. Bir sonraki kisim
Zn"" baglayan bolgeyi iceren katalitik domaindir. Katalitik bolge ek olarak yapisal bir
¢inko iyonu ve 2-3 Ca ™ iyonu icerir. Bu bélge stabilite ve enzimatik aktivitenin olusmasi
icin gereklidir., MMP-7 ve MMP-26 disindaki diger MMP’ler C terminalinde
hemopeksin/fibronektin benzeri bolge icerirler. Bu bolge aslinda "hem" baglayan bir
peptiddir ve endojen doku inhibitorleri olan TIMP’lerin jelatinaz grubu MMP’lere (MMP—
2, MMP-9) ve MMP-13’e baglanmasi ile iliskilidir (14).

Sekil. 6’da gorildiigii gibi; katalitik bolge hemopeksin benzeri bolgeye baglayan
peptit prolinden zengin olup, mentese bolgesi adin1 alir. MMP-7 ve MMP-26’da
hemopeksin benzeri bolge ve mentese bdlgesi bulunmaz. Jelatinaz enzimleri katalitik
boliimiinde 3 adet fibronektin Tip II benzeri ilave bir bolge bulundururlar. Bu kisim
jelatinazlarin jeldtin ve kollajene yiiksek afinite ile baglanmalarin1 saglar. Bdylece
proteolitik aktivitelerini arttirir ve elastolitik aktivite i¢in de temeldir. Bu yapisal
ozelliklere ek olarak MT-MMP’ler MMP-11, MMP- 23, MMP-28 pro-domen ile katalitik
bolge arasinda yer alan ve enzimin hiicre i¢i furin benzeri proteazlar tarafindan taninmasini
saglayan "furin benzeri enzim tanima motifi " i¢erirler. MT-MMP’ler salgilanma oncesi bu

motifi taniyan proteazlar ile aktive edilirler. Ayrica MT-MMP’lerden bazilart (MT1-MMP,
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MT2-MMP, MT3-MMP ve MT5-MMP) sekil 6’da goriildiigii gibi C terminalinde
transmembran domain igerirken bazilart da (MT4-MMP ve MT6-MMP) glikozil

fosfatidilinositol (GPI) baglayici bolge igerir (23).

mentese bolgesi

katalitik '
O:}‘(D domai El "'.. :
omain H—/ MMP-1,3,8,10,12,13

pré He hemopeksin benzeri

domain

fibronektin tip Il benzeri tekrar
—— mentese bdlgesi

}
pro

e Katalitik domain  hemopeksin benzeri

domain

furin benzeri enzifn tanima motifi mentese balgesi

= | '
O:)_@ Eztr:la“:: 20000 1Ll
pre pro Y

) . transmembran domain
hemopeksin benzeri

domain

GPI baglayici bélge

Sekil 6. MMP enzimlerinin molekiiler yapis1 (14)

MMP fonksiyonlari, sekil. 7°de goriildiigii gibi hem gen aktivasyonu hem de
protein aktivasyonu asamalarinda diizenlenir. MMP’lerin transkripsiyonel regiilasyonu,
proksimal protomer bolgelerinde yer alan AP—1 diizenleyici eleman ile saglanir. MMP gen
transkripsiyonu ekstraselliiler yerlesimli pek ¢ok madde ile uyarilabilir; 6rnegin stokinler
(IL-4 ve IL-10), biiytime faktorleri (EGF, TGF-a,TGF-B1,TNF- o, "basic fibroblast
growth factor ") hiicre - hiicre etkilesimleri ve hiicre- matriks etkilesimleri gibi. Bu
aktivatorlerin reseptorlere baglanmasi ile en az 3 degisik sinif mitojen aktive edilmis
protein kinazlar (MAPK) tarafindan saglanan intraselliiler olaylar zinciri ile hiicresel AP—1

cis elemanina baglanarak MMP geninin transkripsiyonunu saglar (7, 45,48 ).
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Sekil 7. MMP enzim aktivitesinin diizenlenmesi (14)

2.3.1. 1. interstisyel kollajenaz (MMP- 1, Fibroblast kollajenaz):

MMP ailesinin prototipik tiyesidir, 1962 de ilk kez kurbaga yavrusunun kuyruk
kisminin ¢oziinmesini saglayan bir proteaz olarak tanimlanmistir. Latent formu 55 kDa
agirhiginda, aktif formu 43 kDa agirligindadir. Tipl, Tipll, Tiplll interstisyel kollajeni
sindirir. Interstisyel kollajenler bazal membranda bulunan Tip IV kollajenden ve
periselliiler olarak bulunan TipV kollajenden farklidir. MMP-1 ayrica tip V, tip II ve tip X

kollajenin yikilmasinda rol oynar (5).

2.3.1.2. Notrofil kollajenaz (MMP -8):

75 kDa biiyiikliigiinde proenzimdir ve aktif formu 58 kDa biiyiikliigiindedir. Tip 1,
tip II, tip III interstisyel kollajeni yikar, notrofillerce firetilir ve diger interstisyel
kollajenazdan farkli bir genden derive edilir. Notrofil kollajenazda, fibroblast kollajenazda
bulunmayan alt1 glikozilasyon sahasi vardir ve bu nedenle noétrofil kollajenaz artmis

glikozilasyondan sorumludur (5).
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2.3.1.3. Kollajenaz 3 (MMP -13):

Tip I kollajeni yikar.Proenzim 60 kDa agirliginda aktif formu 48 kDa
agirhgindadir (5).

2.3.1.4. Jelatinaz A (MMP- 2):

Latent formu 72 kDa, aktif formu 66 kDa agirligindadir. Tip IV kollajeni, jelatini,
ek olarak tip V, tip VII, tip X, kollajeni, elastin ve fibronektini, laminini pargalar (5).

2.3.1.5. Jelatinaz B (MMP -9, 92kDa kollajenaz):

Jelatin ve tip IV bazal membran kollajeni i¢in substrat spesifiktir. Latent formu 92
kDa, aktif formu 84 kDa agirligindadir. Diger substratlari tip I, tip III, tip V kollajen,
elastin ve fibronektindir (5).

2.3.1.6. Stromelisin 1 (MMP- 3, Transin):

Latent formu 57 kDa, aktif formu 46 kDa agirligindadir. Substrat;
proteoglikanlar, laminin, fibronektin, tip III, tip IV, tip V, tip IX kollajen ve jelatinlerdir.
Stromelysin iiretimi fibroblast ve kondrositlerde growth faktorler, sitokinler ve timor
promoterleri ile indiiklenir (5).

2.3.1.7. Stromelisin 2 (MMP -10):

Latent formu 57 kDa, aktif formu 46 kDa agirligindadir. Substrat1 fibronektin,
Jelatinler, tip III, tip IV ve tip V kollajendir. Transin 2 olarak da bilinen ve insan
timorlerinden kopyalanan bu molekiiliin, aminoasid dizilimi, biiyiikliigli ve substrat
spesifitesi stromelysin 1 ile benzer Ozellikler tasimakla birlikte, aralarinda gen ayriligi
vardir (5).

2.3.1.8. Stromelisin 3 (MMP -11):
Stromelysin 1 ve stromelysin 2 ile aminoasit dizin benzerligi vardir ve al-proteaz

inhibitorleridir. Insanlarda goriilen stromal hiicre kaynakli gesitli kanser dokularinda
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varlig1 onaylanmis, ancak epitelyal hiicre ile iliskili kanserlerde saptanamamaistir. Ek olarak

uterus, plasenta ve insan embriyosunda bulunur (5).

2.3.1.9. Matrilisin (MMP -7, Putative matrix metalloproteinase 1; PUMP 1):

Ek metalloproteinaz olarak da bilinen bu molekiiliin latent formu 28 kDa, aktif
formu 19 kDa agirligindadir. Metalloproteinaz ailesinde stromelysinlerin bir alt grubu
olarak bilinir; jelatin, elastin, fibronektin, laminin ve entaktini parcalama 6zelligi nedeni ile

stromelisinlere benzer genis substrat spesifisitesi gosterir (5).

2.3.1.10. Metalloelastaz (MMP-12):

Elastin, fibronektin ve kazeini pargalar. Murin makrofajlarindan klonlanir (5).

2.3.2. Kanser gelisiminde MMP’lerin rolii

MMP diizeyi ve klinikopatolojik iliski konusunda pek ¢ok calisma yapilmis ve bu
caligmalar sonucunda MMP diizeyi ve tiimor grade ve agresifligi arasinda ve MMP
ekspresyonu ve aktivitesi ile rekiirrens ve metastaz riski arasinda baglanti oldugu
gosterilmistir. Timor invazyonu; hiicre ve ekstraselliiler matriks arasindaki etkilesim ile
ilgili multisept bir progestir. Sekil 8’de goriildiigii gibi invazyon sirasinda malign hiicre
primer tiimdrden ayrilarak bazal membran ve stromal ekstraselliiler matrikse dogru invaze
olur. Invaziv primer tiimor veya metastazinda MMP*lerin artmis ekspresyonu bildirilmistir
(49). Cogu malign tiimdrde stromal fibroblastlar MMP’lerin primer kaynagidir. Birgok
tiimorde belirgin bir 6zellik olan inflamatuar hiicre infiltrasyonu da MMP {iretimine neden
olur. Inflamatuar hiicreler ayn1 zamanda tiimor hiicreleri ve stromal hiicrelerde MMP’leri
arttiran sitokinleri de {iretirler. Timor hiicreleri ise fibroblastlar tarafindan MMP iiretimini

arttiran faktorleri tretirler (50).
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Sekil 8. Kanser hiicresi, stromal hiicreler ve MMP’ler arasindaki iligki (www.abcam.co.jp/index.)

2.3.3.Rekiirrens ve metastazlarda MMP’lerin rolii
Bir¢ok kanserde MMP’ler tiimor rekiirrensini belirleyen marker olarak
kulanilabilirler. Yiiksek preoperatif serum MMP-2 diizeyi ile ileri evre iirotelyal
karsinomda rekiirrens arasinda korelasyon gosterilmistir. Benzer olarak ovaryan
karsinomda tiimor hiicresindeki MMP-2 diizeyi ile timor rekiirrensi arasinda iligki

bulunmustur (51).
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2.4. METALLOPROTEINAZ DOKU INHIBITORLERI (TIMPs)

MMP’lerin proteolitik aktiviteleri hem non spesifik (a-2 makroglobilin, a-1
antiproteaz gibi) hem de spesifik inhibitorler (doku metalloproteinaz inhibitorleri —TIMPs)
ile engellenebilir (45,52). TIMP’ler bag dokusu metabolizmasinin diizenlenmesinde temel
olan proteinlerdir. Pek ¢ok dokuda ve viicut sivilarinda bulunurlar. MMP’lere irreversibl
ve non-kovalent bicimde baglanarak latent enzim formunun aktivasyonunu ve katalitik
aktivitenin siirdiiriilmesini de inhibe ederler. Boylece TIMP’ler MMP enzim aktivitesini ve
MMP/TIMP dengesini sik1 kontrol altinda tutarlar. insanlarda TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3
ve TIMP—4 olmak iizere bugiine dek tanimlanmis 4 TIMP tiirii bulunmaktadir. TIMP’ler
de MMP’ler gibi vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel hiicreleri, kan hiicreleri, bag dokusu
hiicreleri ve makrofajlar tarafindan sentez edilirler. TIMP’ler MMP aktivitesini inhibe
etme yoniinden benzerlik gostermekle beraber matriksteki lokalizasyonlar1 ve gen
ekspresyonunun diizenlenmesi yoniinden aralarinda farklar vardir. Ayrica degisik MMP
tiirlerine gore de ozgiilliik gosterirler. Ornegin; Jelatinaz A (MMP-2) tercihen TIMP-2 ile

Jelatinaz B (MMP-9) ise TIMP-1 ile inhibe edilirler (14).

2.4.1. TIMP’lerin Yapisi

2.4.1.1. TIMP-1: Primer gen iirlinii, X kromozomu {izerinde tanimlanmistir, 20
kDa agirliginda proteindir ve yapisinda konformasyonel mobiliteyi saglayan alti adet
disiilfid bag1 vardir. TIMP-1"in sematik yapisi sekil 9°da gosterilmistir. Glikozilasyon ile
aktive olur. Aktif formu 28 kDa agiliginda bir siyaloglikoproteindir. Ozellikle makrofajlar

olmak tizere pekcok hiicrede tiretilir ve salgilanir, trombositlerde rezidii olarak bulunur ve
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cesitli dokular ile amnion sivisi, sinovyal sivi gibi viicut sivilarinda yer alir. TIMP1
spesifik olarak metalloproteinazlara kars1 aktivite gosterir, diger metalloendopeptidazlar
lizerine inhibitér etkisi yoktur. TIMP-1 MMP’nin aktif formuna yiliksek afinite ile
nonkovalant baglarla, bire bir oraninda, irreversibl olarak baglanir. Bu oranda kiigiik bir
degisiklik oldugunda sonu¢ MMP aktivitesi lehinedir. Ek olarak jelatinaz B’nin
proformuna baglanabilir ve MMP-9 ile iliskili olarak salgilanir TIMP-1’in eritrosit
tiretimini arttiric1 etkisi vardir. Ayrica hiicre yiizey reseptorlerine baglanmasi ile ortaya

cikan direkt selliiler etkisi ile ¢esitli hiicre tiplerinde replikasyonu uyarir (5).

Sekil 10. TIMP-1’in sematik yapis1 (www.abcam.co.jp/index.)

2.4.1.2. TIMP-2: 21 kDa agirliginda glikozile olmamis bir proteindir. TIMP-1
ile homolog o6zellik gosteren 12 sistein rezidiisii vardir. TIMP-2, TIMP—1‘den farkli bir
sekilde regiile edilir, forbol esterleri ile iiretimi uyarilmaz, TGF-f ile inhibe olmaz. TIMP—
2’nin kan beyin bariyerinin proteolitik sizintisin1 azalttigr saptanmistir. Dagilimi iyi

bilinmemekle birlikte eklem kikirdaklarindan izole edilmstir. TIMP—1 ve TIMP-2 nin %40
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oraninda aminoasit dizin benzerligi vardir. Aktive olmus MMP’lere baglanma ydniinden

TIMP-1 ile benzerdir, ek olarak MMP-2’nin proformu ile birebir kompleks yapar (5).

2.4.1.3. TIMP=-3: 21 kDa agirliginda nonglikozile MMP inhibitoriidiir. TIMP—1
ve TIMP-2 den farkli olmakla birlikte, yapisal olarak benzerligi vardir. TIMP-3
ekstraselliiler matriksten transforme olmus hiicrelerin ayrilmasim1 kolaylastirir ve
morfolojik degisiklikleri baslatir. Son zamanlarda insan glioma hiicrelerinin kiiltiir
ortaminda ii¢ yeni MMP inhibit6rii daha tanimlanmistir. Bunlar da; IMP—1 (MA:22 kDa),

IMP-2 (MA:19 kDa), IMP-3 (MA:16.5 kDa) olarak adlandirilmistir (5).

2.5. AKCIGER KANSERI

2.5.1. Epidemiyoloji

Akciger kanseri, yirminci yiizyilin baslarinda ender olmasina karsin giiniimiizde
sikligr artan Onemli bir saglik problemidir. Genel O6liim nedenleri arasinda kalp
hastaliklarindan sonra ikinci sirayr alan akciger kanseri, kanser oliimlerinin %28’ini
olusturmaktadir. Akciger kanseriyle ilgili epidemiyolojik ¢alismalar ilk kez kirkl: yillarda
Amerika ve Avrupa iilkelerinde yapilmistir. Ellili yillarin baslarinda gerek sitogenetik
gerekse olgu-kontrol caligmalariyla akciger kanserinde etyoloji belirlenmeye calisilmistir.
Bu caligsmalarin 1s181nda akciger kanserinde en basta gelen nedenin sigara igiciligi oldugu
kesinlik kazanmigtir. Akciger kanseri, insidansi yasla artan bir hastalik olup, en sik 50-70
yaslarinda goriilmektedir (%95). Akciger kanseri hem diinyada hem de iilkemizde kansere
bagh dliimlerde kadinlarda ve erkeklerde birinci sirada yer almaktadir (57).

Amerika Birlesik Devletleri’nde 1994 yilinda toplam 170 000 yeni akciger kanseri
olgusu saptanmis olup, bunun 100 000’1 erkek, 70 000’1 kadindir. Ayn1 yil iginde 153 000
akciger kanseri O0liimii goriilmiistiir. Son 15 yil i¢inde Amerika Birlesik Devletleri’nde

akciger kanseri insidansi, %51, mortalitesi ise %57 artis gostermistir. Ayn1 donemde
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kadimlarda 6liim hiz1 %144 artmistir. Bes yillik sagkalim siiresi %10-13’tiir. Ulkemizde
akciger kanseri, yetmisli yillarda nedeni bilinen o6liimler arasinda dordiincii siradayken,
giinlimiizde kalp-damar hastaliklarindan sonra ikinci siraya yiikselmistir. Saglik Bakanligi
Kanser Savas Dairesi’nin (SBKSD) 1997 yilinda yayimlanan raporunda, akciger kanserleri
1994 yilinda tiim kanserler i¢inde %17.6 oraniyla birinci sirada yer almaktaydi. Tiirkiye’de
1994 yilinda genel kanser insidansit SBKSD raporuna goére 33.1/100 000’dir. Akciger
kanseri insidans1 Tiirkiye genelinde 5.9/100 000°dir. Olgularin ¢ogunda sigara Gykiisii
olmas1 ve sigara igme oranlarinda artis nedeniyle Tiirkiye’de akciger kanseri epidemisi

yasandigini sdylemek gercekei bir yaklasim olacaktir(53).

2.5.2. Histoljik tipler

Akciger kanseri, brong epiteli, salgi hiicreleri, ndéroendokrin hiicreler ve
alveollerin tip I, tipIl pnomositleri gibi birgok hiicreye farklilasabilen epitelyal kok
hiicrelerden gelismektedir. Boliinme yetenegi olan hiicreler hiperplastik veya neoplastik
degisikler gosterebilirler (54). Klinik ve tedavi agisindan, primer akciger kanserleri, kii¢iik
hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olmak
tizere ikiye ayrilmaktadir (55).

Son WHO smiflamasinda akciger ve plevranin tiimoér ve tiimor benzeri

lezyonlarini 8 ayr1 ana baglik altinda siniflamaktadir (Tablo 2).

29



Tablo 2. Akciger ve plevra tiimorlerinin histolojik klasifikasyonu WHO 1999. (56)

1. Epitelial Tiimorler
a. Benign
b. Preinvaziv
c. Malign
2. Yumsak Doku Tiimorleri
3. Mezotelyal Tiimorler
4. Cesitli Tiimorler
5. Lenfoproliferatif Hastaliklar
6. Sekonder Tlimdrler
7. Siniflandirilamayan Tiimorler

8. Tiimor Benzeri Lezyonlar

Bu siniflamada akcigerin ensik goriilen tiimorleri olan akciger kanserleri malign
epitelyal tiimor basligr altinda yer almaktadir (Tablo 3). Bu baslik altinda 9 ayr1 alt baslik
ve ¢ok sayida farklilik bulunmakla birlikte tedavi i¢in en temel nokta kiiclik hiicreli
karsinoma ile kii¢lik hiicreli dig1 karsinomanin birbirinden ayrilmasidir. Dolayisiyla tiimor
dokusunun kisitlt oldugu ve spesifik bir diferansiasyonun goriilmedigi durumlarda "kiiciik
hiicreli dig1 karsinoma"tanis1 giivenilir ve klinik agidan yararl bir tan1 olacaktir. Akciger
kanserinin en sik goriilen tipleri yassi hiicreli karsinom, adenokarsinom, kii¢lik hiicreli

karsinom ve biiyiik hiicreli karsinomdur (56).
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Tablo 3. Akciger ve plevra tiilmorlerinin histolojik klasifikasyonu WHO
1999:Epitelyal Malign Tiimorler (56)

1. Yass1 Hiicreli Karsinoma
Varyantlar
a. Papiller
b. Seffaf (berrak hiicreli)
c. Kiigtik Hiicreli
d. Bazaloid

2. Kiiciik Hiicreli Karsinoma
Varyant
Kombine Kii¢iik Hiicreli Karsinom

3. Adeno Karsinoma
a. Asiner
b. Papiller
c¢. Bronkoalveolar karsinom
a. miisindz
b. Non- miisinéz
c. Karisik Miisinz non-miisindz ya da hiicre tipi
belirlenemeyen
d. Miisin bulunduran solid adenokarsinoma
e. Mikst adenokarsinoma
f. Varyantlar
a. Iyi diferansiye fetal adenokarsinoma
b. Miisindz kolloid adenokarsinoma
¢. Miisindz kistadenokarsinoma
d. Tash ytiziik hiicreli adeno karsinoma
e. Seffaf (berrak) hiicreli adenokarsinoma

4. Biiyiik Hiicreli Karsinoma
Varyantlar
a. Biiytik hiicreli ndroendokrin karsinoma
a. Kombine bilyiik hiicreli néroendokrin karsinoma
b. Bazaloid karsinom
c. Lenfoepitelyoma benzeri karsinom
d. Seffaf(berrak) hiicreli karsinoma
e. Rabdoid fenotipli biiyiik hiicreli karsinoma

9]

. Adenosukuaméz Karsinoma

[=))

. Pleomorfik, sarkomatoid ya da sarkomatoz elemanlar
iceren karsinomalar
a. [gsi ve/veya dev hiicreli karsinomlar
a. Pleomorfik karsinoma
b. 1gsi hiicreli karsinoma
c. Dev hiicreli karsinoma
b. Karsinosarkoma
c. Pulmoner blastoma
d. Digerleri

7. Karsinoid tiimor
a. Tipik karsinoid
b. Atipik karsinoid

=]

. Tiikriik bezi tipi karsinomalar
a. Mukoepidermoid karsinoma
b. Adenoid kistik karsinoma
c. Digerleri

9. Smiflandirilamayan karsinoma




2.5.2.1. Yassi hiicreli karsinom (Squaméz karsinoma, Epidermoid Karsinom)
Pek cok iilkede yassi hiicreli kanser en sik goriilen kanser tliriidiir. Amerika
Birlesik devletleri’nde biitiin akciger kanserlerinin yaklasik % 30 kadarini olusturur. Ancak

son yillarda bazi serilerde insidansinin degistigi ve ilk siradaki yerini adenokarsinomaya

birakmaya basladigi izlenmektedir (56).

2.5.2.2. Adenokarsinoma

Adenokarsinoma insidansi giderek artmakta ve bazi iilkelerde akciger kanserinin
yarisint  olusturmaktadir. Pulmoner adenokarsinomlarin ¢ogu periferiktir ve lokal
semptomlar nisbeten ge¢ gelisir. Bu yilizden dnemli bir kismi tesadiifen ortaya ¢ikar ya da

metastazlara bagli semptomlarla tani alir (56).

2.5.2.3. Kiiciik hiicreli karsinoma

Kiiclik hiicreli karsinoma, noroendokrin ozellikler gosteren endodermal kok
hiicrelerinden kaynaklandig: diisiiniilen, Avrupa ve ABD’de, tiim akciger kanserlerinin %
25’inden fazlasini olusturdugu bilinmekle birlikte uzakdogudaki insidansinin daha diisiik
oldugu bilinmektedir. Erkek kadin oraninin da yaklasik 4/1 oldugu ve sigara i¢imi ile

kuvvetli bir iligkisinin oldugu bilinmektedir (56).

2.5.2.4. Biiyiik hiicreli karsinoma

Biiyiik hiicreli karsinom ancak diger tanilar1 dislayarak ulasilabilecek bir tanidir.
Bir akciger kanseri kiiclik hiicreli karsinoma oOzelliklerini gostermiyorsa, glandiiler ve
squamdz yonde diferansiasyon da saptanmiyorsa biiylik hiicreli karsinoma olarak
degerlendirilir. Bu karsinomlarda erkek kadin orani ise 4/1, 5/1 kadardir ve bunlar daha

cok periferik yerlesimli timdrlerdir (56).
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2.5.3. AKCIGER KANSERi VE MATRIKS METELLOPROTEINAZLAR

Matriks metalloproteinazlar ve matriks metalloproteinaz doku inhibitdrleri birgok
kanserde oldugu gibi akciger kanserinde de teshis, prognoz ve tedavi ile iliskilidir (5,9,10).

Akciger kanserinde ileri evrelerde, yeni gelistirilen kemoterapetik ilaglara ragmen
tedavide yasam siliresinin uzatilmasina ve sifaya yoOnelik biiyiilk adimlarin halen
atilamamasi, akciger kanseri tedavisinde bilim adamlarini kemoterapide yeni tedavi
arayislarina yoneltmektedir. Bu yeni kemoterapatik arayislar arasinda ekstraselliiler

matriks yikimini engelleyen metalloproteinaz inhibitorleri de yer almaktadir (81).
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3. MATERYAL METOD

3. 1. Calismanin Planlama Asamasi

Calismamiz, Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Komisyonu tarafindan
30 Mayis 2008 tarih ve 2008/23 numarali karar1 ile tez projesi olarak onaylandi. Daha
sonra 08102020 numarast ile Selcuk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeler

Koordinatorliigii tarafindan desteklenmesine karar verildikten sonra calismaya bagslandi.

3.2. Olgu Secimi

Bu calismaya Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi Gogiis
Hastaliklar1 ve Gogiis Cerrahisi klinigi ile Konya Numune Hastanesi Gogiis Cerrahisi
Klinigine miiracaat eden; anamnez, klinik muayene, radyolojik, bronkoskobik ve patolojik
inceleme sonucu kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri tanis1t konmusg 28 hasta ile 21 saglikli
kisi dahil edildi. Hastalarin yas ortalamasi1 53,75, kontrol grubunun yas ortalamasi 51,
19°du. Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylere projenin amaci ve kapsamini

aciklayici bilgiler verildi ve kendilerinden yazili aydinlatilmis onam belgesi alindi.

3.3. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Bronkoskopi sonuglart KHDAK olan hastalardan ve saglikli bireylerden 8 saatlik
aclhig1 takiben sabah vendz kan Ornekleri herhangi bir koruyucu ve antikoagiilan madde
icermeyen tiiplere alindi. Bu kan 6rnekleri 4000 rpm’de 5 dk santriifiij edilerek serumlari

ayrildi ve analiz siiresine kadar -60 °C’ de ¢alisma gliniine kadar saklandi.
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3.4. Biyokimyasal Analizler

3.4.1. Matriks Metalloproteinaz—2 Diizeylerinin Olciimii

Bu parametrenin Ol¢iilmesi Quantikine human MMP-2 kiti (R&D Systems,
USA&Canada, Cat No; DMP200) kullanilarak sandvi¢g tip ELISA yontemi ile
gerceklestirildi. Yontemin ¢alisma i¢i % CV degerleri 5.94 ng/ml 17.4 ng/ml ve 35.5 ng/ml
konsantrasyonlarda sirasiyla %5.7, %3.4 ve %5.3 seklindedir. Calismalar arast % CV
degerleri ise 5.29 ng/ml, 16.4 ng/ml ve 33.7 ng/ml konsantrasyonlarda sirasiyla %8.2,
%7.4 ve %7.4 olarak belirlenmistir. Yontemin saptayabildigi en diisik MMP-2
konsantrasyonu ise 0.16ng/ml dir.

Prensip

Bu o6l¢iim tekniginde sandvi¢ ELISA metodu baz alinmaktadir. Serum ornegi
daha 6nceden MMP-2 antikorlar ile kaplanmis kuyucuklara pipetlenir ve inkiibe edilir. Bu
inkiibasyon sirasinda serum Ornegi i¢indeki MMP-2’nin kuyucuklardaki anti MMP-2
antikorlarina baglanmasi saglanir. Kuyucuktaki diger molekiiller yikama islemi ile
uzaklastirilir. Her kuyucuktaki antikor miktar1 TMB substrati eklenerek belirlenir. Olusan
renkli ¢ozeltinin absobanst 450 nm dalga boyunda okunur. Standart egrisi kullanilarak
MMP-2 konsantrasyonlari1 hesaplanir.

Reaktiflerin Hazirlanmasi

1. Yikama soliisyonu: Kit i¢indeki 20 ml yikama soliisyonu 480 ml deiyonize su
ile diliie edildi.

2. Substrat soliisyonu: Renk reaktifi A ve B kiti kulanimdan 15 dakika
oncesinde esit hacimlerde karistirildi.

3. MMP-2 standardi: 100 ng/ vial standart 1 ml deiyonize su ile diliie edilerek

stok standart ¢ozeltisi hazirlandi. Seri standart 6rneklerini hazirlamak i¢in 7 adet tiip alind1
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ve 1’den 7’ye kadar numaralandi. Her tiipe 200ul kalibrator diliient RD5-32 pipetlendi.
Hazirlanan stok kalibrator soliisyonundan 200 pl ilk tiipe eklendi. Bu tiipten 2. tiipe 200 ul
eklendi ve bu sekilde son tiipe kadar diliisyonlar yapildi. Elde edilen standart
konsantrasyonlar1 su sekildeydi: 50 ng/ml, 25 ng/ml, 12.5 ng/ml, 6.25 ng/ml, 3.12ng/ml,
1.56ng/ml, 0,78 ng/ml.

Cahisma Prosediirii

1. Her kuyucuga 6l¢iim diliienti RD1-74’ten 100 ul koyuldu.

2. Daha once hazirladigimiz standart ve kalibrator diluent RD-32 ile 10 kez diliie
edilen serumlar 50’°ser pl antikor kapli kuyucuklara pipetlendi. Plate parafilm ile kaplandi
ve oda sicakliginda 500 rpm’de calisan ¢alkalayicida 2 saat enkiibe edildi.

3. Inkiibasyondan sonra kuyucuklarin icerigi bosaltild1 ve 3 kez yikama soliisyonu
ile yikandi.

4. Her kuyucuga 200 pl MMP-2 karisimi eklendi. Uzeri tekrar parafilmle
kapland1 ve oda sicakliginda calkalayicida iki saat inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklarin igerigi bosaltild1 ve 3 kez yikandi.

6. Tiim kuyucuklara 200 pl substrat soliisyonu eklendi. Isiktan korunarak oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.

7. Tiim kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu eklendi.

8. Olusan renk 30 dk i¢inde 450 nm dalga boyunda okundu.

9. Calistigimiz standart absorbanslarindan elde ettigimiz standart egrisinden

yararlanilarak MMP-2 konsantrasyonlar1 ng/ml cinsinden belirlendi.
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3.4.2. Metalloproteinaz Doku inhibitérii -2 (TIMP-2) Diizeylerinin Ol¢iimii

Bu parametre de human TIMP-2 kiti ( RayBio, USA, Cat no; ELH-TIMP-001)
kullanilarak ELISA yontemi ile belirlendi. Yontemin ¢alisma i¢i % CV degerleri <%10
caligmalar aras1 % CV degerleri ise <%12 olarak belirlenmistir. Saptayabildigi en diisiik
TIMP-2 konsantrasyonu ise 10 pg/ml dir.

Prensip

Bu 6l¢iim de sandvig ELISA metodunu baz almaktadir. Serum o6rnekleri daha
onceden anti TIMP-2 antikorlar1 ile kaplanmis kuyucuklara inkiibe edilir. Serum 6rnegi
icinde bulunan TIMP-2 molekiilleri kuyucuklardaki antikorlara baglanir, diger bilesenler
aspirasyon ve yikama islemi ile uzaklastirilir. Kuyucuklara biyotinize TIMP-2 antikoru
eklenir. Yikanmadan sonra baglanmayan biyotinize antikorlar uzaklastirilir ve HRP-
streptavidin konjugat1 eklenir. Kuyucukta bulunan TIMP-2 konsantrasyonuna bagli olarak
renk degisimi meydana gelir. Kuyucuklara stop soliisyonu eklenir olusan renk 450 nm
dalga boyunda okunur. Standart egrisinden faydalanilarak serum ornegi i¢inde bulunan

TIMP-2 konsantrasyonu hesaplanir.

Reaktiflerin Hazirlanmasi

1. TIMP-2 Standardi: Kit i¢cindeki standarta 200 pl diliient A eklenerek standart
soliisyonu elde edildi. Hazirlanan standardin 40 pl’sine 626,7 ul diliilent A eklendi.
Boylece 6000 pg/ml stok standart soliisyonu hazirlandi. Seri standart Orneklerini
hazirlamak i¢in 7 adet tiip alind1 ve 1’den 7’ye kadar numaralandi. Her tiipe 400 pl diliient
A’dan koyuldu. Stok standart soliisyonundan 200 ul alinarak birinci tiipe eklendi. Her biri

ayni sekilde diliie edilerek son tlibe kadar diliisyon islemine devam edildi. Bu standartlarin
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konsantrasyonlar1 su sekildeydi: 2000 pg/ml, 666.7 pg/ml, 222.2 pg/ml, 74.07 pg/ml, 24.69
pg/ml, 8.23 pg/ml, 0 pg/ml (diliient A).

2. Yikama tamponu: 20 ml yikama soliisyonu 400 ml deiyonize su ile diliie
edildi.

3. TIMP-2 antikoru: TIMP-2 antikor sisesine 100 pl 5 kez diliie edilmis diliient
B eklendi, bdylece konsantre antikor soliisyonu elde edildi. Bu konsantre antikor
soliisyonu yine diliient B ile 80 kez diliie edildi.

4. HRP-Streptavidin: HRP-Streptavidin, diliient B ile 25 000 kez diliie edildi.
Bunun i¢in 2 pl konsantre HPR-Streptavidin soliisyonu bir tiipe alind1. 198 pl diliient B ile
dilie edildi. Boylece 100 kez diliie edilmis bir HPR-Streptavidin elde edilmis oldu. Bu
hazirladigimiz 100 kez diliie HPR-Streptavidin’den 60 pl baska bir tiipe alindi 15 ml
diltient B ilave edildi. Bu sekilde 25 000 kez diliie HPR-Streptavidin elde edilmis oldu.

Cahisma Prosediirii

1. Standart ve numunelerden 100’er pl kendileri i¢in ayrilmis kuyucuklara
konuldu. Uzerleri parafilmle kapatilarak oda 1sisinda 2.5 saat inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklarm icerigi bosaltilarak daha 6nce hazirladigimiz
yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

3. Yikamanin ardindan kuyucuklara 100°er pl hazirlamis oldu§umuz biyotinize
TIMP-2 antikoru eklendi ve oda 1sisinda bir saat inkiibasyona birakild:.

4. Yikama tamponu ile 4 kez yikandi.

5. Her bir kuyucuga 100’er pl daha 6nce hazirladigimiz HRP-streptavidin eklendi.
Oda 1s1sinda 45 dakika enkiibe edildi.

6. Kuyucuklarin igerigi bosaltilarak yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

7. Kuyucuklara 100’er ul TMB ilave edildi. Oda 1sisinda ve karanlikta 30 dakika

inkiibe edildi.
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8. Inkiibasyonun ardindan 50’ser pl stop soliisyonu eklendi ve olusan renk vakit
kaybedilmeden 450 nm dalga boyunda okundu.
9. Calistigimiz standart absorbanslarindan elde ettigimiz standart egrisinden

faydalanilarak 6rneklerdeki TIMP-2 konsantrasyonlar1 pg/ml cinsinden hesaplandi.

3.4.3. MMP-2*TIMP-2 Kompleks Diizeylerinin Ol¢iimii

Bu parametrenin 6l¢iimii i¢in Human MMP-2*TIMP-2 kompleks ELISA kiti
(R&D SYSTEMS, USA&Canada Cat No: DY 1497) kullanilarak reaktifler hazirlanip, bos
plate antikorla kaplanarak ELISA yontemi ile 6l¢iildii.

Kitin icinden cikan reaktifler:

1. Yakalama antikoru

2. Tesbit antikoru

3. Standart

4. HRP-streptavidin

Kitte bulunmayip plate hazirlanmasi icin temin edilen reaktifler:

1. Yikama tamponu

2. Substrat soliisyonu

3. Stop soliisyonu: 2 N H,SO4

Reaktiflerin Hazirlanmasi

1. Fosfat tamponu (PBS): 137 mM, NaCl, 2,7 mM, §,1 mM Na,HPO,4 1,5 mM
KH,POy4, pH 7,2-7,4

2. Blok Tamponu: %0.05 NaN; ile PBS’de %1 BSA

3. Reaktif Diliienti: 50 mM Tris, 10 mM CaCl,, 0,15 M NaCl, %0.05 Brij 35, pH

7,45-7,55
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4. MMP-2*TIMP-2 Kompleks Standardi: Standart vialinden reaktif diliientle
130 ng/ml konsantrasyonda stok soliisyonu hazirlandi. Bundan seri diliisyonlarla 1300
ng/ml, 650 ng/ml, 325 ng/ml, 130 ng/ml, 65 ng/ml, 0 ng/ml konsantrasyonlarda 6 farkl
standart ¢Ozeltisi hazirlandi.

Plate’in Hazirlanmasi

1. Son konsantrasyon 0.8 pg/ml olacak sekilde PBS ile diliie edilen yakalama
antikorundan her kuyucuga 100 pl pipetlendi ve gece boyunca inkiibasyona birakildi.

2. Inkiibasyon sonrasi kuyucuklarm icerigi aspire edilerek yikama tamponu ile 3
kez yikandi.

3. Her kuyucuga 300 pl blok tamponu eklendi ve oda sicaklifinda 1 saat
inkiibasyona birakildi.

4. Kuyucuklarin igerigi tekrar aspire edilip 3 kez yikandi ve bu sekilde plate
MMP-2*TIMP-2 kompleks 6l¢iimii i¢in hazirlanmis oldu.

Cahisma Prosediirii

1. Standart ve 1/200 oraninda diliie edilen numunelerden kuyucuklara 100’er ul
pipetlendi ve oda 1s1sinda 2 saat inkubayona birakildi.

2. Kuyucuklarin igerigi aspire edilip 3 kez yikandi.

3. Her kuyucuga 100 pl tesbit antikoru pipetlendi ve oda 1sisinda 2 saat inkiibe
edildi.

4. Kuyucuklarin igerigi aspire edilip 3 kez yikandu.

5. Her kuyucuga 100 pl streptavidin-HRP pipetlendi ve direk 1siktan korunarak
20 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

6. Kuyucuklarin igerigi aspire edildi ve 3 kez yikandi.

7. Her kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu eklendi ve direk 1siktan korunarak 20

dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
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8. Her kuyucuga 50 pul stop soliisyonu ilave edilerek olusan renk ELISA
cihazinda 450 nm’de okutuldu ve Calistifimiz standart absorbanslarindan elde ettigimiz
standart egrisinden faydalanilarak numunelerdeki MMP-2*TIMP-2 kompleks

konsantrasyonlar1 pg/ml olarak hesaplandi.

3. 5. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler icin " SPSS 13 for Windows " paket programindan
yararlanildi. Hasta ve kontrol grubunda 6l¢iilen parametelerin dagilim analizi i¢in Shapiro
Wilk testi kullanildi. Parametrelerin ii¢ii de nonparametrik dagilim gosterdigi icin iki
grubun karsilastirilmasinda nonparametrik testlerden " Mann-Whitney U testi " kullanildi.
Sonuglar Ortalama +SD olarak verildi. Tiim istatistiksel analizler i¢in anlamhilik diizeyi

p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

KHDAK ile kontrol grubu karsilastirildiginda MMP-2, TIMP-2 ve MMP-
2*TIMP-2 kompleks diizeyleri hasta grubunda belirgin olarak artmis bulundu
(p<0.05).Hasta grubunun MMP-2,TIMP-2, MMP-2*TIMP-2 kompleks degerleri sirasiyla
17.9940.68 ng/ml, 6926.89+108.42 pg/ml, 773.01+40.94 pg/ml, kontrol grubunun MMP—
2,TIMP-2, MMP-2*TIMP-2  kompleks degerleri sirasiylal4.96+0.76 ng/ml,
6574.44+181.69 pg/ml, 773.01+40. pg/ml olarak 6l¢iildii. Bu verilere iliskin sonuglar
Tablo 5’te 6zetlenmistir. Hasta ve kontrol gruplarinin serum MMP-2, TIMP-2 ve MMP—

2*TIMP-2 kompleks diizeyleri ayr1 ayr1 Grafik 1, 2 ve 3’te gosterilmistir.

Tablo 5. Serum MMP-2, TIMP-2, MMP-2* TIMP-2 kompleks diizeyleri

Test Ad1 n Hasta Kontrol p
(Hasta/Kontrol) (Ort+SD) (Ort£SD)

MMP-2 28/21 17.99+0.68 14.96+0.76 0.018
(ng/ml)
TIMP-2 28/21 6926.89+108.42 6574.44+181.69 0.041
(pg/ml)
MMP-2%* 28/21 926.86+57.23 773.01+40.94 0.034
TIMP-2
Kompleks
(pg/ml)
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MMP-2 (ng/ml)

Gruplar

Grafik 1. Hasta ve kontrol gruplarinin serum MMP-2 diizeyleri

Gruplar

Grafik 2. Hasta ve kontrol gruplarinin serum TIMP-2 diizeyleri
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Hasta ve kontrol gruplarinin serum MMP-2*TIMP-2 kompleks
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda serum MMP-2, TIMP-2 ve MMP-2*TIMP-2 kompleks
diizeylerinin KHDAK’li hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigini
gordiik. Bu ¢alisma kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinde MMP-2, TIMP-2 ve MMP-2*
TIMP-2 kompleks serum diizeylerinin arastirildigi ilk c¢alismadir. Bulgularimizda
hastalarin, kontrole goére hem serbest hem de doku inhibitdrii ile kompleks yapmis MMP—
2, hem de onun doku inhibitérii olan TIMP-2 diizeylerindeki artma bu kanser tiiriinde
tiimor hiicrelerinin ekstraseliiler matriksi parcalayarak, invazyon ve metastaz yaptiklari
yoniindeki bilgilerimizle (5,9,10) uyumludur.

Kanser hiicrelerinde invazyon ve metastaz yeteneginin bir¢ok faktére bagh
oldugu ve ekstraselliiler matriks pargalanmasinin bu olaylarda ilk ve en 6nemli basamak
oldugu ortaya konmustur. Matriks metalloproteinazlar da bu asamalarda sorumlu en
onemli enzim grubunu olusturur (49). Bunlarin proteolitik aktiviteleri spesifik doku
inhibitorleri tarafindan kontrol altinda tutulmaktadir. Matriks metalloroteinaz enzim
ailesinin iiyesi olan MMP-2, 6zellikle bazal membran bilesiminde yer alan tip IV kollajene
ilgi duymakta ve dolayisi ile bazal membran yikimini1 gerektiren patolojik olaylarda énemli
bir yer tutmaktadir. Nitekim yapilan bazi ¢caligmalarda bu enzimin bazal memebran hasari
olan boélgelerde lokalize oldugu gosterilmistir (58,59). Bircok c¢alismada, bazal hiicreli
karsinom, bas- boyun, kolon, akciger, meme, tiroid, prostat, mide, serviks, endometrium ve
over gibi organlarin malign tiimoérlerinin invaziv ve metastatik potansiyelleri ile
MMP’lerin ekspresyonu arasinda pozitif bir iliski oldugu gosterilmistir (60-67).
Immiinhistokimyasal, insitu hibridizasyon, RT-PCR (Reverse transcriptase —polimerase
chain reaction) ve zimografi gibi yontemler kullanilarak tiimoral dokularda ve ELISA
yontemi kullanilarak da periferik kan orneklerinde tiimorii olan hasta gruplarinda artmis

MMP diizeyleri tesbit edilmistir (60,61 ).
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Biz calismamizda "Enzyme- linked immunosorbent assay" (ELISA) metodunu
kullandik. ELISA metodunu segmemizin amaci, bu yontemin diger yontemlere gore daha
ucuz, daha kolay, daha kisa siirede sonug¢ veren, daha basit teknik alt yap1 gerektiren ve
rutin analizlerler olarak gergeklestirebilme imkanina sahip olan bir yontem olmasidir.

Literatiirde akciger kanserinde MMP ve doku inhibitorleri ile ilgili yapilmis az
sayida caligma vardir. Bunlardan Michael ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada (68) 46
kii¢iik hiicreli akciger kanseri hastasinda MMP-1, MMP -2, MMP -3, MMP -9, MMP -11,
MMP -13, MMP -14 ve TIMP-1, TIMP -2, TIMP -3 ve TIMP -4 ekspresyonlari
immiinhistokimyasal olarak degerlendirilmis ve iiretimlerinin degisen oranlarda timor
dokusunda arttig1 gosterilmistir. Ayrica TIMP-1 ile timor evresi arasinda anlamli bir
korelasyon bulunmustur. Hayatta kalma siiresine MMP-3, MMP-11 ve MMP-14’iin
ekspresyonlarinin etkisinin oldugu goriilmiistiir.

Garbisa ve arkadaglar1 da (69) MMP-2 diizeylerini 87 akciger kanseri hastasinin
serumlarinda 6lgmiisler ve timor evresi ilerledik¢e serum diizeylerinin arttigin1 ve Evre
4’teki hastalarda ise kontrol hastalarina gore cok daha anlamli bir artis oldugunu
belirtmislerdir. Ishihara ve arkadaslar1 ise (70) deneysel olarak silikozis olusturulan
farelerde metastatik odak sayisinin arttigini ve akciger tiimorii geligsmis silikotik farelerde,
timor gelismis normal fareler ve silikaya maruz birakilmis normal farelerde MMP-9
diizeylerinin anlamli olarak yiiksek oldugunu gdstermislerdir. Bu ¢aligmada da RT-PCR
teknigi kullanilmistir.

Eren ve arkadaslar1 (71) 33 kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserli hasta {izerinde
gerceklestirdikleri calismada ise MMP-2 ve TIMP-2’ nin dokudaki ekspresyonlarini
immiinhistokimyasal olarak incelemisler ve tiimdr dokusunda diizeylerinin artmis

oldugunu gostermisledir. Bu sonug da bizim bulgularimizi desteklemektedir.
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Kiictik hiicreli dis1 akciger kanserinde Suemitsu ve arkadaslarinin (72) yapmis
olduklar1 bir baska calismada ise 54 kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserli hasta ve 25 saglikl
bireyin serumlarinda TIMP-1 ve TIMP-2 diizeyleri 6l¢iilmiis ve TIMP-1 diizeylerinin
kanserli hastalarda kontrole gore artmig, TIMP-2 diizeylerinin ise azalmis oldugu
belirtilmistir.

Suzuki ve arkadaslarinin (73) yaptigi calismada ise TIMP-2 ekspresyonunun
akciger kanserli hastalarda artmis oldugu bulunmustur.

TIMP-2 diizeyleri ile ilgili bulgularimiz bu konudaki yapilan g¢alismalar ile
(68,71,73) uyumludur. Sadece bunlardan Suemitsu ve arkadaslar1 (72) TIMP-2
diizeylerinin kanserde kontrole gore azalmis oldugunu belirtmistir. Bu caligsma ile benzer
bir sonug¢ da Iniesta ve arkadaglarinin ¢alismasindan elde edilmistir. Iniesta P. ve ark. (74)
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserli hastalarin tiimor dokular ile normal doku 6rneklerinde
MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 diizeyleri ELISA ve jelatin zimografi metodu ile
Olemiiglerdir. Bu c¢aligmalarinda MMP-2, MMP-9 ve TIMP-1 diizeyleri hasta grubunda
kontrol grubuna goére artmis olarak bulunurken; TIMP-2 diizeylerinin ise hasta grupta
kontrol grubundan daha diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Akciger kanserlerinde MMP-2 ve TIMP-2 diizeyleri ile ilgili yapilan
arastirmalarin ¢ogu doku diizeylerine ait bulgular verilmektedir (68,70,71). Literatiirde
akciger kanserli hastalarin serumlarinda MMP-2 ve TIMP-2 diizeylerinin 0l¢iildiigi
sadece bir ¢alisma vardir. Bu da Ylisirn16 ve arkadaslarinin (75) gergeklestirdigi ¢calisma
olup, calismalarinda serum MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 diizeyleri ozellikle
prognostik a¢idan incelenmis ve MMP-2 *TIMP-2 kompleks diizeyi de ol¢iilerek MMP—
2’nin hem serbest hem de doku inhibitorii ile yaptig1 kompleks diizeyleri belirlenmistir. Bu
caligma sonucunda kanserli hastalarin serumlarinda hem TIMP-2 hem de MMP-2*TIMP—

2 kompleks diizeyleri anlamli olarak diisiik bulunmustur (75). Bu calisma bizim
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caligmamiza c¢alisma gruplari, 6lciilen parametreler ve kullanilan 6l¢iim yontemi yoniinden
en yakin ¢alismadir. Ancak MMP-2 ile ilgili sonucglar1 bizim ¢alismamizin sonugclar ile
uyumlu degildir. Ancak literatiirdeki bir¢ok calismanin sonuglar1 (69,71,73,74) bizim
sonuglarimiz ile uyumludur ve teorik degerlendirmede beklenen sonuclardir. Strongin ve
arkadaglar1 1995 yilinda yaptiklar1 deneysel arastirmada az miktardaki TIMP-2’nin
membran aracili  proMMP aktivasyonunu kolaylastirirken  yliksek  miktarlarin
aktivasyonunu inhibe ettigini gdstermislerdir (76). Bunun sonucunda TIMP-2’nin
membran aracili proMMP aktivasyonunda bifonksiyonel rol aldigini agiklamiglardir. Bizim
caligmamizda buldugumuz TIMP-2’nin yiliksek degerleri Strogin ve ark.’larinin yaptigi
caligma ile desteklenmektedir. Daha sonra yapilan bircok c¢alisma da proMMP
aktivasyonundaki TIMP-2’nin roliinii agiklayan bu c¢aligmalar1 desteklemektedir
(77,78,80,81). Ciinki, metastatik olaylar dizisi ancak bu sekilde gergeklesebilir. Dolayisi ile
bulgularimizi1 savunup bundan sonraki ¢aligsmalarla desteklenecegini diisiiniiyoruz.

Bizim ¢alismamizda akciger kanserli hastada yiiksek buldugumuz MMP-2
degerleri bu molekiiliin ekspresyonunun buna bagli olarak da iiretiminin artmis oldugunu
dolayli olarak gostermektedir. Caligmamizda TIMP-2’nin de kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttigin1 gordiik. Fakat TIMP-2’nin doza bagl olarak
bifonksiyonel rol oynamasi géz oniinde bulundurulacak olursa, yani diisiik miktardaki
TIMP-2’nin MMP-2 aktivasyonunu kolaylastirirken yiiksek miktarlarinin inhibitor etki
gostermesini gdz oniinde bulundurdugumuzda bu bulgular olduk¢a anlamlidir. Buna bagh
olarak akciger kanserli hastalarda az miktarda yiikselmis olarak buldugumuz TIMP-2
degerlerinin MMP-2 aktivasyonunu kolaylastirdig: diistiniiyoruz.

Calismamizda degerini yiiksek buldugumuz MMP-2’nin; kanserli hiicrelerin
cogalabilmesi ve cevre dokulara yayilabilmesi i¢in ekstra selliiler matriks elemanlarini

parcaladigint gostermektedir. TIMP-2, MMP-2’yi inhibe ederek kanser hiicrelerinin
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cogalmasi ve yayilmasini1 engellemektedir. MMP-2’ye gore daha az oranda artmis olarak
buldugumuz TIMP-2 degerleri MMP-2’nin kanser gelisimindeki etkisini 6nlemede yetersiz
kaliyor olabilir. MMP-2 ile kompleks halindeki TIMP-2 ise aktif MMP-2’yi inhibe eden
TIMP-2’yi yansitmaktadir. Bu fraksiyonun da yiliksek olarak bulunmasi TIMP-2’nin
anlamli miktarda artmis olan MMP-2 diizeylerini inhibe etmek i¢in yetersiz kaldigini

diisiindiirmektedir. Bu bulgular dengenin proteoliz yoniinde kaydigini gosterir.

Akciger kanserinde molekiiler onkolojik hedefe yonelmis tedaviler adli bir
derlemede akciger kanserinde ileri evrelerde, yeni gelistirilen kemoterapetik ilaglara
ragmen tedavide yasam uzatilmasina ve sifaya yonelik biiyiik adimlarin halen atilmadigini
bu olumsuz goriiniimiin akciger kanseri tadavisinde bilim adamlarin1 kemoterapide yeni
tedavi arayislarina yoneligini ifade etmektedir. Bu yeni kemoteraptik arayislari arasinda
immunoterapi, antisens tedavi, antianjiogenik tedavi ve ekstraselliiler matriks yikimini
engelleyen metalloproteinaz inhibitorleri yer almaktadir (79).

Biz de calismamizda akciger kanserinin patogenezinde rol alan MMP-2, TIMP-2
ve bunlarin kompleksi olan MMP-2*TIMP-2 kompleks diizeylerini degerlendirdik. Bu
bulgularimiz 1518inda akciger kanserinde MMP-2 diizeyleri artarken; MMP-2*TIMP-2
kompleks diizeyleri de artmakta, bu da MMP-2‘y1 inhibe etmeye yonelik doku savunma
mekanizmasindan MMP-2*TIMP-2 kompleks olusumunun arttigini1 géstermektedir.

Sonug olarak; bulgularimiza dayanarak kiiclik hiicreli dis1 akciger kanserinde
hastalarin sadece akciger dokularinda degil hasta serumlarinda da MMP-2, TIMP-2 ve
MMP-2*TIMP-2 kompleks diizeylerinin arttigini sdyleyebiliriz. Bu parametrelerin bir ya
da birden fazlasinin serumda Olglimiiniin bu hastaligin tanisinda ve izleminde

kullanilabilecegini diisiiniiyoruz.

49



6. OZET

Kanserler yiiksek mortalite riski ve hastanin tetkik ve tedavi maliyetinin
yiiksekligi nedeni ile dnemli bir saglik problemidir. Akciger kanseri ise her iki cinste de
kanserden &liim nedenleri arasinda ilk siradadir. Matriks metalloproteinazlar ve matriks
metalloproteinaz doku inhibitorleri bir¢ok kanserde oldugu gibi akciger kanserinde de
teshis, prognoz ve tedavi agisindan arastirllmistir. Biz bu calismada serum MMP-2,
TIMP-2, MMP-2*TIMP-2 kompleksi diizeylerini belirleyerek; akciger kanserli hastalarin
teshis, takip ve tedavisinde hastalara faydali olabilecegini diistindiik.

Bu calismaya 28 kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserli hasta ile yas ortalamalari
hasta grubu ile benzer saglikli 21 kisi dahil edildi. Hasta ve kontrol grubunun serum
orneklerinde MMP-2, TIMP-2 ve MMP-2* TIMP-2 kompleks diizeyleri ELISA metodu
kullanilarak ol¢iildii.

KHDAK hastalarinda kontrol grubu karsilagtirildiginda MMP-2, TIMP-2 ve
MMP-2*TIMP-2 kompleks diizeylerinin anlamli olarak daha yiiksek oldugu bulundu
(p<0.05). Hasta grubunun MMP-2,TIMP-2, MMP-2*TIMP-2 kompleks degerleri
sirastyla  17.99+£0.68 ng/ml,  6926.89+108.42 pg/ml, 773.01+40.94 pg/ml, kontrol
grubunun MMP-2, TIMP-2, MMP-2*TIMP-2 kompleks degerleri sirasiylal4.96+0.76
ng/ml, 6574.44+181.69 pg/ml, 773.01+40. pg/ml olarak 6l¢iildii

Kiictik hiicreli dis1 akciger kanserinde hastalarin sadece akciger dokularinda degil,
hasta serumlarinda da MMP-2, TIMP-2 ve MMP-2*TIMP-2 kompleks diizeyleri
artmaktadir. Bunlardan bir ya da birden fazlasinin serumda 6l¢timii bu hastaligin tanisinda

ve izleminde kullanilabilir kanaatindeyiz.
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7. ABSTRACT

Cancers are important health problems because of high mortality rates and high
costs of diagnosis and therapy modalities of the disease. Lung cancer is the major cause of
cancer associated deaths in both sexes. Matrix metalloproteinases and their tissue inhibitors
were investigated in lung cancer as well as some of the other cancer types for diagnostic,
prognostic and therapeutic purposes. In this study by determination of serum levels of
MMP-2, TIMP-2 and MMP-2*TIMP-2 complex we thought that these tests will be
helpfull in diagnosis and investigation of lung cancer patients

28 patients with non small cell lung cancer and 21 healthy individuals age
matched with the patient group were contributed to this study. MMP-2, TIMP-2 and
MMP-2*TIMP-2 complex levels were measured in sera of the patient and control groups
with ELISA technique.

MMP-2, TIMP-2 and MMP-2*TIMP-2 complex levels were significantly increased
in patients with non small cell lung cancer compared with the control group (p<0.05).
MMP-2, TIMP-2 and MMP-2/TIMP-2 complex levels were respectively 17.99+0.68
ng/ml, 6926.89+108.42 pg/ml, 773.01+40.94 pg/ml in lung cancer patient and MMP—
2,TIMP-2, MMP-2*TIMP-2 complex levels were respectively 14.96+0.76 ng/ml,
6574.44+181.69 pg/ml, 773.01+40. pg/ml in control groups.

MMP-2, TIMP-2 and MMP-2*TIMP-2 complex levels increase in sera of the
patients with non small cell lung cancer as well as their lung tissues. Measurement of one
or more of these parameters in sera of the patients will be used for diagnosis and

management of the disease.
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