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Ozet

Hepatosit biiylime faktorii / Skatter faktorii (HGF/SF)
hiicre motilitesini artiran, epitelyal yapraklarin dagilmasina ne-
den olan, selliiler matriksin invazyonuna etkisi olan ve anjio-
genezi indiikleyen bir faktdrdiir. C-met onkogeni bu faktdriin
reseptoriinii kodlamaktadir. Solid tiimérlerde yapilan bir ¢ok
calismada C-met ve HGF/SF'nin hastaligin ilerlemesi ile ilisg-
kili oldugu gosterilmistir.

Larinkste yass1 hiicreli karsinomu olan supraglottik yer-
lesimli 60 hastada C-met goriiniimii immiinohistokimya ile pa-
tolojik spesimen dokusunda calisilmistir. Bu hastalarin 30'un-
da boyunda lenf nodu metastaz1 varken 30'unda yoktur. TNM
evrelendirmesi, differensiyasyon, lenfovaskiiler ve perinoral
invazyon ve tiimoriin biiylime patterni ve lenf nodu metastazi
ile iligkileri incelenmistir.

C-met normalden fazla goriiniimii primer sahada %90 ve
lenf nodu metastazinda ise %83 oraminda goriildii. Istatiksel
olarak primer ve boyun metastazinda C-met boyanmasi ile be-
lirgin iliski oldugu goriildi (Wilcoxon Signed Rank Testi
p=0.005). Ayrica lenfovaskiiler invazyonla, N evresi lenf nodu
metastaziyla iligkili bulunurken diger degiskenler C-met artisi,
T evresi, perindral invazyon, biliylime paterni ile lenf nodu
metastazi arasinda iliski gosterilemedi. (Lineeer regresyonlu
Multivaryant analiz).

Bu bulgularla C-met normalden fazla goriiniimiiniin hem
primer sahada hem de boyun sahasinda oldukga yiiksek oranda
oldugunu goérdiik. Bu goériinim malignansinin gelismesinde
bunun rolii olabilecegini diigiindiirmekle beraber C-met
goriiniimii ile lenf nodu metastazi arasinda belirgin iligki bula-
madik.
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Summary

C-met oncogene encodes the receptor for hepatocyte
growth factor/scatter factor (HGF/SF), which is known to have
effects of stimulation of cell motility , dissociation of epithelial
sheets, invasion of cellular matrix, and induction of angiogen-
esis. Many studies in solid tumors have shown the role of C-
met and HGF/SF in progresssion of the disease. We have stud-
ied the role and relation of C-met overexpression in lymph
node metastases.

The expression of c-met in tissue specimens was studied
by immunohistochemistry on 60 patients with laryngeal squa-
mous cell carcinoma at supraglottic site. 30 of these patients
had lymph node metastases and the remaining 30 had none.
metastases. TNM staging, differentiation, lymphovascular,
perineural invasion and growth of pattern for tumor were also
recorded and their relation to lymph node metastases was
analysed.

Overexpression of c-met were observed in 90% of the
cases at the primary site and 83% of the cases with lymph node
metastases at the neck. There is statistically significant corre-
lation between C-met staining at primary and neck with
Wilcoxon Signed Rank Test. Lymphovascular invasion
(p=0.005) and N stage (p=0.001) is related with lymph node
metastases, but other variables; C-met overexpression, T stage,
perineural invasion, growth of pattern do not have relation with
lymph node metastases in multivariate analysis of the data with
lineer regression.

C-met overexpression is observed in both primary site
and neck in laryngeal squamous cell carcinoma. We think that
it may have a role during the progression of malignancy, but
we have been unable to find a definite relation with c-met ex-
pression and lymph node metastases.
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Larinks karsinomlarinda rejyonel lenf nodlari-
na yiiksek oranda metastaza rastlanir. Bu metastaz-
lar prognozla yakindan iligkili oldugundan larinks
karsinomlarinin tedavisinde oldukga biiyiik 6neme
sahiptirler. Lenf nodlarinin iyi degerlendirilmesi
metastaz yapabilecek lezyonlarin 6nceden bi-
linebilmesi ve tedavinin buna gore yonlendirilmesi
bu hastaligin ¢cok daha iyi tedavisini saglayacaktir

().

Molekiiler isaretleyicilerinin kullanilmasi bu
lenf nodu metastazlarinin gosterilmesinde, te-
davinin planlanmasinda yararli olabilir. Bu isaret-
leyicilerin transforme olan hiicrelerle direkt iligki-
lerinin olmas1 ve ¢ok az sayida hiicrenin bile gos-
terilmesinde yararli olduklarindan bunlarin saptan-
masi son derece yararl olabilmektedirler (2).

Bu onkojenlerden biri olan C-met HGF ve SF
'nin reseptdrii olan transmembran tirozin kinazi
kodlamaktadir (3). HGF/SFnin epitelyal hiicreler
iizerinde bir¢ok etkileri vardir. Mitojenik 6zellikleri
yaninda, hiicre motilitesini, epitelyal yapraklarin
ayrilmasii, ve selliler matriksin invazyonunu
stimiile etmektedir (4). C-met onkojeninin akti-
vasyonunun tiimor hiicrelerinin invazyonuyla ilis-
kisi hayvan modellerinde ve invitro hiicre kiiltiir-
lerindeki denemelere dayandirilarak gosterilmistir.

C-met'in normalden fazla goriinimii diferan-
siye tiroid (5) , meme (6), pankreas (7), renal hiicre
karsinomlar1 (8) gibi bir¢ok karsinomlarda bildi-
rilmistir. C-met'in normalden fazla goriinlimiiniin
bas,boyun karsinomlarinda gosterildigi birkag
caligma olmakla beraber lenf nodu metastaziyla
iligkiyi gosteren bir ¢caligma yoktur (9).

Biz galigmamizda larinks yassi hiicreli karsi-
nomunda C-met goriiniimiinii immiinohistokim-
yasal yontemlerle arastirdik ve lenf nodu metas-
tazindaki rolunii diger histopatolojik kriterlerle
(diferensiyasyon, lenfovaskiiler ve perindral in-
vazyon ve biiylime paterni gibi.) beraber deger-
lendirdik.

Materyel ve Metod

Hacettepe Universitesi KBB bdliimiinde
larinks yass1 hiicreli karsinomu tanisiyla tedavi
edilen hastalar arasindan supraglottik yerlesim
gosteren 60 hasta boyunda metastatik lenf nodu tes-
pit edilip edilmemesine gore iki grup olusturularak
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sec¢ilmis ve bu ¢alismaya dahil edilmistir. Bu hasta-
lar arasindaki birinci grupta 30 hastada boyunda
lenf nodu metastazi tespit edilmisken, ikinci grupta
yani diger 30'unda ise tespit edilmemistir. Hasta-
larin ortalama yas1 54, 56's1 erkek 4 ise kadindir.
Bu hastalarin hi¢birinde cerrahi dncesi radyoterapi
veya kemoterapi uygulanmamistir. TNM siniflan-
dirmas1 AJCC'ye gore yapilirken, diferensiyasyon
WHO siniflandirmasina gore yapilmistir. Hematok-
silen eozinle boyanmis olan preparatlarda ayrica
lenfovaskiiler invazyon, perindral invazyon ve
biiylime paterni de degerlendirilmistir.

Immiinhistokimya: Formaldehidde fikse
edilen parafin bloklardan 5 mikrometrelik dilimler
poli L-Lizin kapli slaytlara yerlestirilerek human
c-met ¢ 28 poliklonal antikorlariyla immiinhis-
tokimya i¢in  kullanilmistir (Santa Cruz
Biotechnology, Inc,Santa Cruz,CA).
Immiinhistokimya avidin-biotin kompleks peroksi-
daz yontemiyle yapilmigir. Kesitler deparafinize ve
rehidrate edilmis, endojen peroksidaz aktivitesi
%0.3'lik metanolde hidrojen peroksidle inkiibe
edilerek bloke edilmistir. Antijen elde edilmesi 10
mmol /L tampon i¢inde 6 pH'da mikrodalga firinda
2 kez 1sitilarak yapilmigtir. Kesitler primer antikor-
la oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Avidin
Biotin deteksiyon sistemi ikinci ve ti¢iincii adimlar-
da kullanilmigtir. Peroksidaz reaksiyonu 3.3 di-
amino -benzidine tetrahidroklorid H,O, (Santa
Cruz) kullanilarak gozlenilmis ve hematoksilenle
kars1 boyama yapilmustir.

Sitoplazmik boyanma pozitif olarak kabul
edilmistir.Sitoplazmik boyanma yogunlugu; Nega-
tif (0), hafif (1), orta (2), kuvvetli (3) ve ¢ok
kuvvetli (4) olarak degerlendirilmistir (Sekil 1,2).
Preparatlarin degerlendirilmesi hasta bilgilerini
bilmeyen bir patolog tarafindan yapilmistir.

Istatistik analizi "Statistical Package for Social
Sciences Release 9.05 (SSPS 9.05)" bilgisayar
yazilimi kullanilarak yapilmistir. Primer bolgeyle
boyun c-met immiinreaktivitesinin arasindaki kore-
lasyonu degerlendirmede Wilcoxon Signed Ranks
testi kullanilmistir. Boyun metastazi iizerindeki
klinik, immiinolojik, ve histopatolojik paramet-
relerin etkisi Lineer regresyon testiyle multi-
varyant analiz kullanilarak degerlendirilmistir.
Analizde lenf nodunun durumu bagimli, differen-
siyasyon, lenfovaskiiler invazyon, perinoral in-
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Sekil 1. Primer bolgede orta derecede c-met boyanmasi,.
Immunoperoksidaz X460.

vazyon, biiyiime paterni, T ve N evresi, primer sa-
hada C-met boyanmas1 bagimsiz degisken olarak
secilmistir.

Sonuclar
C-met ekspresyonu

Biitlin primer lezyonlarda c-met boyanmasi
sitoplazmada goézlenmistir. Boyanmanin dagilim
asagidaki gibidir. 6 vakada hafif boyanma, orta 31
vakada, kuvvetli 21 vakada, ¢ok kuvvetli 2 vakada
gbzlenmistir. Boyanma homojen olup fokal boyan-
ma gozlenmemistir (Tablo 1).

Metastatik lenf nodlarinda c-met ekspresyonu

Biitiin lenfatik metastatik odaklarda c-met bo-
yanmasi gozlenmistir, boyanmanin dagilimi sdyle-
dir; Hafif 5, orta 16 ve kuvvetli boyanma 9 vakada
gOrilmusgtiir (Tablo 1).

Lenf nodu metastazi ve perinéral invazyon,
lenfovaskiiler invazyon, diferensiyasyon, biiyiime
paterni ve TNM smiflandirmasiyla iliskisi
(Tablo 2)

Diferansiyasyon-lenf nodu metastazi: az dife-
ransiye 5, orta derecede diferansiye 15 ve iyi dife-
ransiye 10 hastada lenf nodu metastazi mevcuttur.

Lenfovaskiiler invazyon-lenf nodu metastazi;
lenfovaskiiler invazyonu olan 13 hastada lenf nodu
metastazi mevcutken, 2 hastada yoktur.

Perindral invazyon- lenf nodu metastazi: peri-
noral invazyonu olan 5 hastada lenf nodu metastazi
varken, 3 hastada yoktur.
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Sekil 2. Primer bolgede ¢ok kuvvetli c-met boyanmasi,.
Immunoperoksidaz X460.

Biiylime paterni- lenf nodu metastazi;
Metastaz1 olan 21 hastada "pushing " tarzinda
bliylime paterni mevcutken, 9 hastada "infiltratif "
tarzda biiylime sekli mevcuttur.

T evresi -lenf nodu metastazi;T1 4 hastada, T2
21 hastada, T3 3 hastada ve T4 2 hastada lenf nodu
metastazi mevcuttur.

N evresi-lenf nodu metastazi; NO 6 hastada,N1
15 hastada, N2 7 hastada, N3 2 hastada lenf nodu
metastazi mevcuttur.

Hicbir hastada uzak metastaz yoktur.

Mindr tiikrikk bezlerinde ve vaskiiler en-
dotelyal hiicrelerde de hafif c-met immiinoreak-
tivitesi gdzlenmistir.

istatiksel analiz

Primer ve boyunda c-met boyanmasinda kore-
lasyon Wilcoxon Signed Ranks testine gére dnem-
lidir (p<0.05).

Boyun metastazina etki eden parametrelerin
cok degiskenli analizi yapildiginda buna etkili olan
faktorlerin lenfovaskiiler invazyon ve preoperatif
N evresinin oldugu goriilmiistiir. (Lenfovaskiiler
invazyon i¢in p=0.005, N i¢in P=0.001) Diger para-
metrelerle lenf nodu metastaz1 arasinda 6nemli bir
iligki bulunmamustir.

Tartisma

Larinks kanserlerinde prognozu belirleyen en
onemli faktdriin lenf nodu metastazi oldugu
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Tablo 1. C-met boyanmasi ve lenf nodu metastazi
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Primer Bolgede C-Met Boyanma Derecesi Toplam
1 2 3 4
Lenf Nodu - 1 15 12 2 30
Metastazi + 5 16 9 0 30
Toplam 6 31 21 2 60

diisiiniilmektedir. Boyunda metastazi belirleyecek
bir prognostik faktorii ortaya ¢ikarmak amaciyla
bir¢ok calismalar yapilmig ve boyun disseksiyonu
yapilacak hastalarin se¢imi i¢in bir kriter belirlen-
meye calisiimistir (10). Ozellikle No hastalarda
boyun disseksiyonu gerektirecek hastalarin se¢imi
icin spesifik testlere ihtiya¢ bulunmaktadir.
Radyolojik goriintiileme tetkikleri bu konuda
yardimci olmakla beraber bazen yeterli olmamak-
tadirlar (11).

Cesitli histopatolojik parametreler; timor
diferansiyasyonu, perindral ve vaskiiler invazyon,
biliylime paterni gb. birgok caligmalarda arastiril-
mistir (12,13). Kiigiik sinirlerin perindral invazyo-
nu bazi ¢aligmalarda kotii prognostik faktor olarak
ortaya cikarken, bazi ¢aligmalarda ise 6nemli bu-
lunmamistir (14).

Bunlar1 aragtiran diger calismalarda differen-
siyasyonla, "pushing " tarzdaki biiyiime paterni ile
boyun metastazlar1 arasinda ters iliski oldugu
gorilmiistiir (15,16).

Molekiiler belirleyiciler son yillarda oldukca
fazla oranda ¢alisilmistir ve oldukga yararli olabile-
cek sonuglar vaat etmektedirler.

Hepatosit biiytime faktorii/Scatter faktori
(HGF/SF) epitelyal hiicrelerin biiylimesinde ve
dagiliminda promoter gorevi gdrmektedir.
Fibroblastlar tarafindan firetilen bu faktor inaktif
bir polipeptid olarak salgilandiktan sonra iirokinaz
tipinde plazminojen aktivatorii tarfindan kesilerek
aktive hale getirilmektedir (17). Aktive hale gelen
formu c-met protoonkogen tarafindan kodlanan
tirozin kinazla etkilesime girerek etkilerini olugtur-
maktadir (3). Bu etkilesim sonucunda motilite
artig1, proteaz iiretimi ve anjiyogenez artigi olmak-
tadir (18). Bu etkilerin normal embriyolojik

Tablo 2. TNM evresi, differensiyasyon, perinoral,
lenfovaskiiler invazyon, biiyiime paterni ve lenf
nodu metastazinin karsilastirilmasi

Lenf Nodu Metastazi
- +
Perinéral invazyon (+) 3 5
Diferansiyasyon Az 5
Orta 15
Iyi 10
Lenfovaskiiler
Invazyon (+) 2 13
Pushing 9
Infiltratif 21
Tl 4
T2 21
T3 3
T4 2
NO 6
N1 15
N2 7
N3 2

gelisimde ve yara iyilesmesinde sorumlu oldugu
bulunmustur (19). HGF/SF receptorii hiicre fizyo-
lojisinde dokunun gelisim ve rejenerasyonunda
onemli bir rol oynamakta ve bir¢ok normal
epitelyal hiicrede eksprese olmaktadir. Fakat bu re-
septdriin aktivasyonu ayni zamanda hiicrelerin kon-
trolsiiz ¢ogalmasina da neden olmaktadir.

HGF/SF ve reseptorii c-met'in tumor gelisi-
minde invazyon ve metastazda bir¢ok rolii oldugu
gosterilmistir. Gastrik, prostat, pankreas, tiroid ve
hepatoselliiler karsinomlarda artis1 bildirilmistir (5-
8). Bas boyun karsinomlarinda da larinks ve oral
kavite karsinomlarinda artmis oldugu gosterilmistir
(9,20).
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Marshall ve ark (9) c-met'in oral kavitenin yassi
hiicreli karsinomlarinda normal ve displastik
hiicrelere gore normalden fazla goriiniimiin oldugunu
gostermislerdir. Diferansiyasyonla boyanma arasinda
bir iliski olmadigimi s6ylemekte, ayrica boyanmanin
sitoplazmik oldugunu belirtmektedirler. Calis-
malarmin 6nemli bir bulgusu da kontrol vakalarinda
boyanma goriilmemesi, dolayisiyla da c-met boyan-
masinin oldukca spesifik oldugudur. Calismalarinda
c-met boyanmasiyla boyun lenf nodu metastazlari
arasindaki iligki hakkinda bir bilgi yoktur.

Bu konudaki bir diger ¢alismada larinks karsi-
nomlarinda c-met normalden fazla goriiniimiine
bakilmistir. Belirgin boyanma oramm %55 olarak
verdikleri bu g¢alismada minor tiikriik bezlerinde ve
vaskiiler endotel hiicrelerinde de hafif boyanma
oldugunu belirtmislerdir. Lenf nodlarinin durumu ile
korelasyon oldugunu ancak yas, histolojik tip, T evre-
si, uzak metastaz v evre arasinda iliski bulamadiklarini
soylemiglerdir. Serilerinde 82 larinks hastasinin 10'un-
da lenf nodu metastazi mevcuttur ve bunlarin 9'unda
metastatik bolge c-met pozitif boyanmustir (20).

Galeazzi ve ark.(21) ¢aligmalarinda bag,boyun
kanseri olan hastalarin %70'inde c-met goriintimiiniin
2 ila 50 kat arttigim gostermislerdir. Normal lenfoid
dokuda hiicrelerin c-met ile boyanmadigmi, ancak
metastatik lenf nodlarmda kuvvetle pozitif boyanma
oldugunu bildirmislerdir. C-met'in normalden fazla
goriilmesinin bas boyun kanserlerinde metastaz gelisi-
minde gorev alabilecegini 6ne stirmiislerdir.

Biz c¢alismamizda lenfovaskiiler invazyon ve
preoperatif N evresinin larinks yassi hiicreli karsi-
nomlarinda lenf nodu metastazi agisindan Onemli
oldugunu gosterdik. C-met goriiniimiiniin yassi
hiicreli karsinomda oldukga spesifik oldugu 6zellik-
le metastaz olan lenf nodlarinda yalnizca metastatik
odagin boyandig1 goriilmiistiir.Vakalarm %90'mda
c-met'in normalden fazla goriilmesiyle beraber,
c-met pozitifligi ile boyun metastazi arasinda bir
iliski ortaya koyamadik. C-met tiimdr gelisiminde
onemli bir rol oynuyor goziikse bile spesifik olarak
metastazi olanlarda gdriilmemesi nedeniyle ne
yazik ki bize boyun metastazin1 gosterecek bir fak-
tor olarak ortaya ¢ikmamaktadir.
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