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OZET

ERKISI E.Z. (2008). AKCIGER KANSERLI HASTALARDA EPOKSID HIDROLAZ
HiS139ARG VE TYR113HIS GEN POLIMORFIZMLERININ INCELENMESI

Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip AD. Yiiksek Lisans.
[stanbul.

Mikrozomal epoksid hidrolaz, karsinojenlerin hem aktivasyonunda ve hem de
detoksifikasyonunda rol oynayan 6nemli bir faz I biyotransformasyon enzimidir. EPHX
polimorfizmlerinin akciger kanseri riski iizerinde etkili oldugu c¢esitli ¢alismalarla
gosterilmigtir. EPHX geninin ekzon 3 {izerinde Tyrl13His ve ekzon 4 {izerinde
His139Arg olmak iizere iki adet polimorfizm tasidigi bilinmektedir. Biz bu
calismamizda, PCR, RFLP ve agaroz jel elektroforezi yontemlerini kullanarak 56
akciger kanseri hastast ve 40 saglikli kontrol iizerinde EPHX polimorfizmlerini
aragtirdik. Caligmamizda, ekzon 4 varyantlarinin c¢alisma grubumuzdaki dagilimi ve
allelik frekanslar1 istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ancak ekzon 3
genotiplerinin dagiliminda 6nemli bulgular elde ettik. Ozellikle ekzon 3 Hisl13His
genotipi akciger kanserli hastalarda kontrollere kiyasla 2,551 kat artmus risk ile iliskili
bulunmustur. p=0,002. Sigara icen hastalarda His113 allelini tasima orani 1,641 kat
artarken, ailesinde birinci dereceden kanser hikayesi olan hastalarda risk orani 3,500
kata kadar ¢ikmaktadir. p=0,014. Sonug olarak bizim bulgularimiza gére EPHX ekzon 3
polimorfizminin akciger kanseri riskini etkileyebilecegi kanisindayiz..

Anahtar Kelimeler : epoksid hidrolaz, mikrozom, detoksifikasyon, polimorfizm, akciger

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T878/02062006
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ABSTRACT

Erkisi, E.Z.. (2008). Effects of Epoxide Hydrolase His139Arg and Tyrl13His
polymorphisms on Lung Cancer Risk.istanbul University, Institute of Health Science,
Molecular Medicine. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Microsomal epoxide hydrolase (EPHX) plays an important role in both activation
and detoxification of carcinogens.Two polymorphisms at exon 3 Tyrl113His and exon 4
His139Arg have been reported to be associated on lung cancer risk.We used PCR,
RFLP and gel electrophoresis techniques to detect these two polymorphisms on 56 lung
cancer patients and 40 controls. In our study we found statistically mean frequencies
and significiantly difference in the distribution of exon 3 polymorphic genotypes on
lung cancer patients and controls. We found OR 2,551 for distribution of exon 3
His113/His genotype among lung cancer patients. p=0,002.When patients have grouped
according to smoking habits, we found OR 1,641 for His 113 allele in smoking lung
cancer patients p=0,381. In the case of familial cancer background, in lung cancer
patiens OR increases to 3,5. p=0,014. However we could not find results same direction
for exon 4 polymorphic variants. The allel frequencies of exon 4 were not statistically
significantly diffferent in lung cancer and control groups.According to our results, for
two polymorphisms of EPHX only exon 3 Tyr113His polymorphism was related to high
risk in patients with lung cancer. In conclusion, we suggest that EPHX polymorphisms
may be a risk factor for lung cancer patients.

Key Words: epoxide hydrolase, microsomal, detoxification, polymorphism, lung

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T878/02062006



1. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri, biiyiik hiicreli farklilasmamis, skuamdz hiicreli, adeno ve kiiciik
hiicreli olmak {izere dért major histolojik tip altinda smiflandirilmistir.ilk ii¢ tip genel
olarak kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olarak bilinmekte ve kiigiik hiicreli
akciger kanserine (KHAK) oranla daha ge¢ metastaz yapip erken miidahele durumunda
tedavi edilebilmektedir.Kii¢iik hiicreli akciger kanseri, erkeklerde en sik metastaz yapan
timor tipi olup, 5 yillik sagkalim vakalarin %5’inden daha azinda miimkiin

olmaktadir(98).

Sigara ve akciger kanseri arasindaki iliski, diinya ¢apindaki epidemiyolojik caligmalarla
kanitlanmistir(19). Sigara, akciger kanserinin % 90’1indan sorumludur, ancak her sigara
icen kiside akciger kanseri gelismemektedir. Kimin kanser olacagini belirleyen baglica
faktor nedir? Bu sorularin yanitint bulmak, son yillardaki aragtirmalarin baglica
amacidir(15). Akciger kanseri molekiiler biyolojisine iliskin aydinlatilmamis pek ¢ok
nokta, son 20 yildaki gelismeler ile ¢oziilmeye baslanmistir. Bu gelismeler akciger
kanserini daha iyi anlamamiza ve yeni tedavi modalitelerinin gelistirilmesine olanak

saglar(49).

Kanser hiicresinin bilylime ve ¢ogalma siirecinde meydana gelen genetik degisiklikler
(onkogenler, timor siipresor genler), konakg1 faktorleri (enzim polimorfizmi) ve timor
konake1 etkilesimi (anjiogenez, invazyon, metastaz) sonucunda tiimoral kitle olusur (1,
49, 53).

Baz1 genlerin, 6zellikle de karsinojen metabolizmasi ile iligkili genlerdeki kalitsal
polimorfizmin ¢esitli ¢evresel maruziyetler ile sitiimiilasyonu sonucu bireyde akciger
kanseri gelisme olasiliginin arttigi gosterilmistir (3,49). Bu mekanizma ile iliskili
oldugu diisiintilen polimorfizmler, sitokromP-450 (CYP), N-asetiltransferazlar (NAT),
glutatyon  transferazlar (GSTs), mikrozomal epoksid hidrolaz  (EPHX),
NAD(P)H:quinone oksidoreduktaz (NQO1), myelopreksidaz (MPO) ve glutatyon
peroksidaz genleri polimorfizmleridir (27,67).

Akcigerler de dahil olmak iizere pek ¢ok organda eksprese edilen mikrozomal epoksid
hidrolaz enzimi viicuda g¢esitli yollarla alinan toksik ve karsinojenik bilesiklerin

metabolizmasinda rol oynayan faz I biyotransformasyon enzimidir (17,76, 89).



Mikrozomal epoksid hidrolaz ekzojen kimyasallarin detoksifikasyonunda ve hem de
aktivasyonunda rol oynamaktadir.

Bu enzimi kodlayan EPHX genindeki iki polimorfizmin enzim aktivitesini 6nemli
Olciide degistirdigi diistiniilmektedir. Bunlardan biri ekzon 3 {izerindeki Tyrl13/His
polimorfizmi digeri ise ekzon 4 iizerindeki His139/ Arg polimorfizmidir
(12,22,31,33,34,52,64,74,82).

Degisen enzim aktivitesi ve olusan genotipik varyantlarin akciger kanseri riski iizerine
etkisi cesitli caligmalarla gosterilmistir (5,9,25,40,56,66,86,87,95,101).

Yukarida ozetlenen bilgiler 15181 altinda, gergeklestirmis oldugumuz g¢alisma, Tirk
toplumunda klinik ag¢idan akciger kanseri tanist almis hastalarda EPHX genindeki ekzon
3 Tyrl13/His ve ekzon 4 His139/Arg polimorfizmlerinin sikligina bakarak, EPHX
geninin farkli enzim aktiviteleri ile iliskili oldugu diisliniilen bu genotipik varyantlarinin

akciger kanserindeki roliinii arastirmak amaciyla yapilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Akciger kanseri diinya genelindeki oliim nedenleri arasinda birinci siradadir(6).
Erkeklerde ikinci, kadinlarda ise ii¢lincii sirada goriilen bir tiimordiir. 1996 yilinda
177.000 yeni vaka, 159.000 6liim tespit edilmistir. Yeni kanser vakalarmin %15’ini,
tiim kanser dliimlerinin %18’ini olusturmaktadir. Akciger kanseri insidansi kadinlarda
erkeklere oranla daha hizli artig gostermektedir. On yillik bir donemde erkeklerde
%14,3 bir artisa karsilik, kadinlarda %81 artis olmustur. Bu sonuglarda sigara igme
aliskanliklarinda degismenin rolii oldugu diisiiniilmektedir. Insidans yasla artmaktadir.
Akciger kanseri kanser Oliimlerinde baslica faktér olmaya devam etmektedir.
Cogunlukla sigara kullanimu ile iligkili olmakla birlikte, akciger kanserinin altinda yatan
genetik yatkinlik siiphesi lizerine de yogunlagilmistir(85).

Akciger kanserlerinin %80-90° 1, sigara icenlerde ortaya ¢cikmaktadir. Sigara igenlerde
akciger kanseri gelisim riski, hi¢ sigara igmemis kisilere gore 10-65 kat artmaktadir.
Pasif sigara igicilerinde ise normal popiilasyona goére bu riskin % 20 arttig1
bilinmektedir(91).

Akciger kanseri gelisiminde sigaranin rolii goz Oniine alindiginda, akciger kanseri
onlenebilir kanserler arasindadir(19). Ulkemizde 1997 yilinda Saglik Bakanligi Kanser
Savas Dairesi’nin yayinladig1 raporda, akciger kanserinin, tiim kanserler iginde %17.6
oraniyla birinci siray1 aldig: saptanmustir. Ulkemize ait istatistiksel veriler ¢cok saglikli
olmamakla birlikte, yilda 30.000-40.000 arasinda akciger kanserine bagli 6liim oldugu
tahmin edilmektedir(7,47). Gelismis iilkelerde son yirmi yildaki sigara karsiti
kampanyalar ile, yillik sigara tiikketimi %?25-30 azalirken, iilkemizde %13.7 artis
gostermistir. 1997 yilina ait verilere gore, lilkemizde erkeklerin % 51’1, kadinlarinsa
%49’u giinliik diizenli sigara i¢icisidir(7). Arastirmalara gore, kadinlardaki sigara igme
aliskanligy, erkeklere oranla 2-3 kat kadar artmigtir. Sigara tiikketiminin bu derece yogun
oldugu iilkemizde akciger kanseri, dnemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam
etmektedir(7,47).

Sigara, akciger kanserinin % 90’1ndan sorumludur, ancak her sigara i¢en kiside akciger
kanseri gelismemektedir. Kimin kanser olacagii belirleyen baslica faktoér nedir? Bu

sorularin yanitin1 bulmak, son yillardaki arastirmalarin baglica amacidir. Yapilan



caligmalar, cevresel faktorlerin yanisira, genetik faktorlerin de kansere duyarlilikta
onemli rol oynadigmi ortaya koymustur. Uzerinde durulan konulardan biri ise,
karsinojenleri aktif metabolitlerine doniistiiren enzimler ile, bunlar1 detoksifiye eden
enzimlerde meydana gelen genetik polimorfizmlerdir. Yapilan ¢aligmalarda, bu
enzimlerdeki polimorfizmin akciger kanseri riskini ¢esitli oranlarda arttirdig
saptanmistir(15). Akciger kanserinin yani sira, sigara kullanimi oral, orafaryngal,
hipofaryngal, laryngal ve 6zofaryngal kanserler kadar pankreas kanseri, safra kesesi ve
renal pelvis kanserlerinin de baglica nedenidir(43) Bunun diginda sigara kullanimi,
burun, mide, karaciger, kolon, bobrek ve serviks kanserleri ile myeloid 16semi ile de

iliskili bulunmustur(10,14,79,84).

2.1 AKCiGER KANSERI TiPLERI

2.1.1. Epidermoid karsinom (Skuaméz karsinom): Akciger kanserlerinde en ¢ok
goriilen tiptir; %50 civarinda goriiliir. Etyolojisinde sigara i¢iminin, kullanilma miktari
ve siiresi ile orantili olarak 6nemi artmaktadir. Tiimor ¢ogunlukla ana brons kokenli ve
santral yerlesimlidir. In situ lezyon brons mukozasinda kabalagsma seklinde goriiliir.
Tiimdr parankim igerisine, lenf ganliyonlarina yayilabilir. Kitlenin ortasinda nekroz
siklikla goriiliir. Mikroskobik bulgularda keratin formasyonu, iyi gelismis interselliiler

baglantilar bulunur. lyi, orta ve az diferansiye sekilleri vardir. (85)

2.1.2. Adenokarsinom: Kadin ve erkeklerde esit oranda goriilen, sigara i¢imi ile daha
az baglantili ve akciger kanserlerinin %20-25’ini olusturan timér tipidir. Olgularin
%75’1 periferik yerlesimlidir. Yumusak, miksoid goriiniimlii olabilir. Nekroz
goriilebilir. Kavitasyon sik degildir. Periferik olanlar plevrayr g¢eker, kalinlastirir ve
invaze edebilir. Plevra ylizeyine yayilabilir. Bu makroskobik olarak malign
mezotelyoma ile karigabilir. Burada farkli hiicre kokenli oldugu diisiiniilebilecek degisik
morfolojik Ozellikleri olan tliimorler vardir. Diferansiyasyonu bu karisik grupta
belirlemek giictiir.

Tiimdr hiicreleri nukleoslar1 belirgin, vezikiiler niikleuslu, genis, soluk ya da eozinofilik
sitoplazmal1 hiicrelerdir. Miisin damlalar1 icerebilir. Diferansiyasyon diistiikce nukleus

biiylir, niikleolus ve niikleus membrani diizensiz hal alir.



Timorde degisik diizeylerde glanduler diferansiyasyon goriiliir. Adenokarsinomlarda
primer ve metastatik tiimor ayrimi sorun yaratabilir. Skar karsinomlar tartismalidir.
Ultrastriiktiirel bulgularda en 6énemli ger¢ek lumen olusumudur. Inter veya intra-selliiler

bosluklar, iyi gelismis desmosomal baglantilar mevcuttur. (85)

2.1.3.Bronkoalveolar karsinom: Akciger kanserlerinin %5’ini olusturur. Makroskobik
olarak solid periferik nodiiler, multipl nodiiler ya da pndomonik infiltrasyon seklinde
goriiliir. Mikroskobik olarak, sirt sirta gudde yapilari ile nukleoluslari belirgin, silindirik

ya da kiibik, mukus sekresyonu igerebilen hiicrelerden olusur. (85)

2.1.4. Biiyiik hiicreli karsinom: Morfolojik 6zellikleri yanmi sira, ultrastriiktiirel ve
immiinohistokimyasal olarak da daha ¢ok diger tiplerin az diferansiye bir tipi olarak
tanimlanir. Siklig1 %10-20 arasindadir. Dev hiicreli ve berrak hiicreli olarak iki alt
grupta tanimlanmistir.

Makroskobik olarak periferik, bazen santral yerlesimlidir. Nekroz igerebilir.
Mikroskobik bulgular belirgin pleomorfizm gosteren, belirgin, iri, diizensiz niikleoluslu;
oval, fusiform ya da poligonal, soluk ya da eozinofilik sitoplazmali hiicrelerden olusur.

Hiicrele solid kitleler, trabekiiler yapilar olusturur. Mitoz sik goriiliir. (85)

2.1.5. Kiigciik hiicreli karsinom: %20’sini olusturur. Kokeni en ¢ok tartisilan timor
tipidir. Tiimor hiicrelerinde nérosekretuvar graniiller vardir.Hiicrelerde noéroflamentlerin
gosterilmesi, NSE, bombesin, serotonin gibi néroendokrin programli hiicrelerden koken
aldigin1 gdstermektedir. Ancak hiicrelerde endodermel yiizey antijenleri de mevcuttur.
Timoriin  siniflandirilmasinda  farkli  goriisler vardir WHO = siniflamasini  izleyerek
WPL’nin (1982 yili Working Party for Therapy of Lung Cancer) diizenlemesi ile
akcigerin noroendokrin tiimorleri; karsinoid tiimor, atipik karsinoid, iyi diferansiye
noroendokrin karsinom kiiciik hiicreli ndroendokrin karsinom olmak {iizere ayni
spektrumda yer alan lezyonlar olarak tanimlanmistir. 1988’de International Association
for the Study of Lung Cancer (IASLC) mikst tipi biiyiik ve kii¢iik hiicreli olarak
tanimlanmistir. Proliferatif aktivite yoniinden incelendiginde, tipik karsinoidden kiiciik

hiicreli karsinoma uzanan spektrumda aktivitenin arttig1 goriilmektedir. (85)



Kiiclik hiicreli néroendokrin karsinom en sik goriilen tiptir. Cogunlukla santraldir,
nadiren periferik kitleler olugturur. Tiimor yiizeyindeki brons mukozasi saglamdir.
Mikroskobik bulgularda hiperkromatik nukleuslu, dar sitoplazmali, lenfositten iki kez
biiyiik diziler olusturan hiicreler goriiliir. Hiicreler birbirine yaslanmis fuziform,
poligonal hiicre sekilleri gibi goriilebilir. Ultrastriiktiirel bulgular dar sitoplazmali,
organelden fakir hiicrelerdir. Bol mitokondri ve poliribozomlar goriiliir. Ince
sitoplazmik uzantilar mevcuttur. Karakteristik ndrosekretuvar graniiller goriiliir.
Kombine kiiglik hiicreli karsinom, kiiglik hiicreli karsinom ile adenokarsinom veya
skuaméz karsinomun birlikte bulundugu durumlardir. Prognozlari kiigiik hiicreli
karsinomlardan daha iyidir (85).

Diinya Saghk Orgiitii'niin(WHO)1997°deki klasifikasyonu bugiin igin de gegerlidir.
1982°de “’Working Party for Theraphy of Lung Cancer ‘’¢alismasi 1s18inda
siiflandirma tablodaki sekildedir(Tablo 1.).

Tablo 2-1: Diinya Saghk Orgiitii’nin (WHO) 1982°deki Akciger Kkanseri
klasifikasyonu (85)

Skiiamoz karsinom
Iyi diferansiye
Orta diferansiye
Az diferansiye
Kiiciik hiicreli karsinoma
Kiiciik hiicreli tip (oat cell)
Intermedier hiicreli tip
Kombine kiigiik hiicreli tip
Adenokarsinom
Asiner tip
Papiller tip
Bronkoalveolar tip
Solid karsinom-mukus salgilayan
Biiyiik hiicreli karsinom
Dev hiicreli
Berrak hiicreli

Adenoskuamoz karsinom




2.2. AKCIiGER KANSERININ MOLEKULER BiYOLOJiSi

Karsinogenez ¢ok basamakli bir siirecte degisik karsinojenlerin(kimyasal, fiziksel ve
viral)etkisiyle olusan genetik ve epigenetik hasarlanmalarla gerceklesir. Kanserlerde
olusan genetik degisiklikler, kromozomal diizeyde (kromozom kayiplari) ya da tek

bir niikleotid diizeyinde (tek ya da multipl baz degisiklikleri ya da DNA promotor bolge
metilasyonu) olusabilir. Kanser hiicresinin biiylime ve c¢ogalma siirecinde meydana
gelen genetik degisiklikler(onkogenler, tiimor siipresor genler), konaker faktorleri
(enzim polimorfizmi) ve timor konakgi etkilesimi (anjiogenez, invazyon, metastaz)
sonucunda tiimoral kitle olusur(1,30,53). Bazi1 genlerin, ozellikle de karsinojen
metabolizmasi ile iligkili genlerdeki kalitsal polimorfizmin ¢esitli ¢evresel maruziyetler
ile stiimiilasyonu sonucu bireyde akciger kanseri gelisme olasiliginin arttig
gosterilmistir. Bunun disinda, DNA tamiri, hiicre biiylimesi, sinyal iletimi ve hiicre
siklus kontrolu ile iliskili genler deakciger karsinogenezisinin degislik asamalarinda
hasar gorebilir. Akciger kanserlerinde goriilen genomik dengesizlik; pek c¢ok
kromozomal (andploidi) ve yapisal sitogenetik anormallikleri (delesyon, amplifikasyon,
nonresiprokal translokasyonlari) igerir. Andploidi, mitotik checkpoint (kontrol noktast)
fonksiyonlarindaki kayip ile iligkilidir. Giiniimiizde genomik hibridizasyon, flérosan in-
situ hibridizasyon (FISH) gibi teknikler sayesinde bu genetik ve preneoplastik hiicresel
degisiklikler daha ayrintili incelemektedir. Klinik olarak akciger kanseri gelisene kadar

10-20 adet genetik hasarin olusmasi gerektigi bilinmektedir(1,20,37,53,60).

Akciger karsinogenezinde major genetik olaylar sdyle siralanabilir:

I. Onkogenlerin mutasyonel aktivasyonu

II. Timor siipresor genlerin inaktivasyonu

II1. Hiicre siklus regulasyonunda gorev alan genlerde ortaya ¢ikan degisiklikler
IV. DNA tamirinde gorev alan genlerde ortaya ¢>kan degisiklikler

V. Biiylime faktorleri ve reseptorlerine iliskin degisiklikler(19,45,49,53).



Tablo 2-2: Metabolik genlerin polimorfizmleri (78)

Gen Polimorfizm

CYP1A1

CYP1A2 CYP1A2*F
CYP2E1 Dral
Pstl
CYP3A4 CYP3A4*3
EPHX1*3
EPHX
(Epoksid hidrolaz)
GSTM1
GSTs
1 i{ 1
(Glutatyon transferazlar) GSTTI
UGTs
(UDP- UGT1A1*28
glucuronosyltransferazlar)
NATSs "
(N-acetyltransferazlar) NATI*10
ERCC2 XPD (NER)
XRCC1 BER
pS3 Kodon 72
MDR MDRI1

Mspl (CYPIA1*2A)

Kodon (SNP)

T6235C

C734A

T7668A

C1091T

Met445Treo

Tirl13His

teta delesyonu
pi delesyonu

Ile105Val
T1088A

C1095A
Lis751GlIn

Asp312Asn
Arg280GIn

Arg72Pro

C3435T

Protein Fonksiyonu

PAH Aktivasyonu

Nitrosamin, arylamin metabolizmasi

Prokarsinojenlerin Aktivasyonu

(4methylnitrozamin, aromatic aminler)

flag  metabolizmasi.  Prokarsinojenlerin
Aktivasyonu (PAHs)

Prokarsinojenlerin Aktivasyonu
(HAPs)

Hidrofobik, elektrofilik bilesiklerin
Glutatyon ilekonjugasyonu
Hidrofobik, elektrofilik bilesiklerin

glukoronik asit ile konjugasyonu

Aromatik aminlerin ve heterosiklik
aminlerin  asetilasyonu, aktivasyonu:

DNA tamiri
DNA tamiri
Hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi

TUmor supressor

ilag direnci




Akciger kanserlerinde goriilen baslica molekiiler degisiklikler(Tablo2-3), biiyiimeyi
uyaran otokrin halkalarin bozulmasi, onkogenlerin aktivasyonu, apoptozdan kagis,
tiimdr anjiyogenezi, timor baskilayici genlerin inaktive olmasi, kromozomal bolgelerde
olusan klonal delesyonlar, hiicre dongiisiiniin kontrol noktalarinin bozulmasi, sinyal
yolaklarinin bozulmasi, mikrosatellit degisimler, telomeraz aktivitesi, hatali metilasyon
ve ¢esitli i¢ ve dis faktorlerle tetiklenen polimorfizmler olarak siralanabilir(36).

Teorik olarak bireylerin kansere duyarliligi, inhale edilen prokanserojenleri aktive etme
kapasitesiyle (faz I enzimler) karsinojenleri detoksifiye etme kapasitesi (faz II enzimler)
arasindaki dengeden kismen etkilenebilmektedir. Giderek artan bir sekilde tanimlanan
toplumda yaygin olan genetik polimorfizmler, bu siireclerin her birini etkileyebilir.
Boylece bu kalitsal faktorlerle belirlenen bireyin akciger kanserine kalitsal duyarliligi
sigara dumanina maruz kalma ile ikiye katlanmaktadir.

Sigaraya bagl kanser riski bireyler arasinda onemli 6lglide degisim gostermektedir.
Metabolizmadaki enzimlerin genetik varyasyonlarinin, bireyin sigaraya bagl akciger
kanseri gelisme riskini yaklasik %50(nisbi riski yaklasik 1,5)artirdigr goriinmektedir.
Toplumda bu polimorfizmin sikliginin az olmasina ragmen buna baglanan akciger

kanseri sayisi oldukea fazla olabilmektedir(8, 55).
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Tablo 2-3: Akciger kanserinde 6nemli genetik degisimler ve biyolojik ozellikler (85)

Genetik degisimler

Ras mutasyonu
MY C amplifikasyonu
BCL-2 ekspresyonu

Olasi otokrin halka

P53 mutasyonu

P53’iin anormal ekspresyonu
Protein ekspresyonu olmayan RB
P16 mutasyonu

P16 ekspresyonunun olmamasi
Telomeraz aktivitesi

NE fenotip

KHAK

<%1
%15-30
%75-95
GRP/GRP reseptorii
SCF/KIT
%75-100
%40-70
%90

%1
%0-10
%100

%100

KHOAK

%15-20

%5-10

%10-35

HGF/MET

NDF/ERBB

%350

%40-60

%15-30

%10-40

%30-70

%80-85

LCNE ve karsinoidler

KHAK, kiiciik hiicreli akciger kanseri; KHOAK, Kkiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri; NE, néroendokrin;

LCNE, biiyiik hiicreli (large cell) néoroendokrin karsinoma.

2.3. RISK FAKTORLERI

2.3.1. Yas: Akciger kanseri yasla artmaktadir.45 yasindan sonra risk belirgindir. Taninin

kondugu ortalama yas 60 civarindadir.

2.3.2. Cinsiyet: Kadinlarda daha az goriiliir.Erkeklere gore 1/ 2,4 oranindadir.Sigara

igme aligkanliginin erkeklerde daha fazla olmasi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir.
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2.3.3. Irk: Zenci rkinda risk daha fazladir(1,4/1).

2.3.4. Genetik faktorler: Kalitsal predispozan faktorler ileri siiriilmesine ragmen diger
baz1 kanserlerdeki genetik faktorler ispat edilmemistir.Hastalarla birinci derecede
akrabalig1 olanlarda akciger kanseri veya diger sigara ile iliskisiz kanser riski 2.4 kat
artmaktadir.

Diger bir genetik 0Ozellik ise otokrin biiylime faktorlerinin olusturulmasidir.Birgok
olguda ve oOzellikle kiigiik hiicreli tipinde, tiimor hiicreleri, kalsiyum akimini arttiracak
ve tirozin kinazi aktive edecek biiyiime faktorlerini olusturur. Tiimdr suprese edici
genler ve onkogenler, son yillarda ¢alismalarin yapildigi genetik faktorlerdir.Akciger ve
renal hiicreli kanserlerde kromozomal 11p, 13q, 17p delesyonlarinin ve &zellikle 3p

delesyonunun onkogenezise neden oldugu belirtilmektedir.

2.3.5. Diyet: Vitamin A ve Beta karotenden fakir diyetin hayvan modellerinde ve
insanlarda akciger kanseri riskini artirdigi gosterilmistir.Vitamin E ve selenyumun
koruyucu etkisi oldugu iddia edilmis, ancak ispatlanmamistir(85).

Epidemiyolojik ¢aligsmalar gostermistir ki, sebze tiikketimi agirlikli beslenenlerde akciger

kanseri riski diismektedir(93).

2.3.6. Sigara: Sigara i¢ilmesi, tiim akciger kanserlerinin %90’1na yakininda sorumluluk
tasir. En 6nemli risk faktoriidiir.Her giin 1-20 sigara igen bir kadin hi¢ igmeyenden 10.3
kat fazla kanser riski tasir. Pasif sigara i¢imine bagl 6lim ABD’de her yil 500-5000
arasinda degismektedir. Sigara icmeyen ev halkinda akciger kanseri riski 1.41 ve 1.87
arasindadir. Bir ¢aligma, sigara igmeyenlerdeki akciger kanserinin yaklasik %17’ sinin

cocukluk veya adolesan donemde yiiksek diizeyde sigara icilen ¢evrede yagsamaya bagl
oldugunu gostermistir. Akciger kanserinin gelisim oranmi biiyiikk Olc¢lide sigara ile
karsilagma siiresi ile iligkilidir. 45,30 ve 15 yillik sigara i¢imi sonrasi insidans %0,5,
%0,1 ve %0,001 civarindadir. Kabaca, sigara kesildiginde risk aynm1 oranda
azalmaktadir. Sigara icilmesiyle bronsiyol epitelyumdeki progressif displastik
degisiklikler mukozal hiperplazi, metaplazi, atipi, karsinoma in situ ve daha sonra

invasiv karsinomaya doniismektedir.Yass1 epitel, adenokanser, kii¢iik hiicreli akciger
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kanseri olusumu tiitlin kullanim1 ile dogrudan iligkilidir.Bronkoalveolar kanser bu
grubun disinda tutulur(85).

Sigara dumanindaki oksidanlar, hem serbest radikaller hem de radikal olmayan
oksidanlardan olusur. Bunlar sigara dumaninin DNA, proteinler, ve lipidler {izerinde
olusturdugu biyolojik harabiyetten sorumludur. Sigara dumani partikiil faz (katran) ve
gaz faz olmak iizere iki faza ayrilabilmektedir. Her iki fazda ¢ok farkl tiplerde serbest
radikaller ve oksidanlar vardir.

Gaz faz1 yiliksek konsantrasyonlarda oksiradikaller ve nitrojen oksitleri (serbest
radikaller), ozellikle nitrik oksidi icermektedir. Bu fazdaki organik radikaller nitrik
oksidin (NO) yavas oksidasyonla nitrojenokside (NO?) déniisimiiyle olusur. NO?
organik bilesimlere kars1 daha reaktiftir. Gaz fazdaki radikaller kisa omiirliidiir. Oysa
katran fazda oldukg¢a stabil radikaller yiiksek konsantrasyonlarda bulunur.Katran
radikalleri suda erime 6zelligindedir, bu nedenle de akcigerlerin sivi yapisinda bu uzun
Omiirlii radikaller bulunmakta ve biyolojik tahrip olusturabilmektedir. Bu radikal sistem
yeterince uzun Omiirliidiir; akcigerin i¢ini kaplayan sivi boyunca yayilabilir, hiicrelere
ulagip penetre olabilir, hiicre i¢i organellere ve DNA’ya ulasabilir. Katran faz1 ayrica
oldukga fazla miktarda nikotin ve nitrosaminler igerir.Bunlar da katran fazda bulunan
diger radikaller gibi DNA’ya ulasabilmektedir. Katran fazindaki radikaller araciligi ile
dioksijenin rediiksiyonundan siiperoksit ve hidrojen peroksit olugsmakta, bunlar da DNA
harabiyetine neden olmaktadir.Hem gaz fazindaki radikaller(kisa Omiirli ve gecici
etkiye sahip)hem de katran fazindaki radikaller(uzun omiirli ve uzun siireli biyolojik
harabiyet etkili)DNA harabiyeti olusturabilmektedir(71). Bunlar ve bunlara benzer
sigara dumaninda bulunan yiizlerce madde(karsinojenler, karsinojenlere eslik edenler ve
tiimdr olusturucular)akciger kanserlerinin %85-90’1ndan sorumludur. Sigara dumaninin
karsinojenik etkisi, karsinojenlerin DNA’ya ulagsmasi, DNA’da bozuk tekrarlanim ve
mutasyonlarin  olugmasiyla baglantilidir. En 6nemli {i¢ karsinojen, polisiklik

hidrokarbonlar, nitrosaminler ve aromatik aminlerdir(83).

2.3.7. Tiiberkiiloz: Akciger kanseri tiiberkiiloz skarinda gelisebilir.Boyle lezyonlarin

teshisinde sikc¢a rastlanan akciger kanseri adenokarsinomadir.

2.3.8. Asbestos: Genel popiilasyonda asbestosla ¢alisanlarda 6-7 kat daha fazla akciger

kanseri riski vardir. Sigara bu orani arttirir. Sinerjik etki 53 kat fazla riske sebep
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olabilir.Tim asbest formlar1 akciger kanseri tiplerinin olusumundan sorumlu

tutulmustur.

2.3.9. Radyasyon: Radon ve bunun izotoplan ile karsilasma, uranyum madenlerinde
akciger kanseri sikliginda artmaya yol agmaktadir. Radon kimyasal olarak inert bir
gazdir, uranyumun artik triiniidiir. Uranyum toprak ve kayalarda bulunmaktadir.
Konsantrasyonu degisim gostermektedir. Akciger kanserlerinin 9000 kadarinin radona
bagli oldugu disiiniilmektedir. Gogiise radyoterapi alanlarda akciger kanseri riskini
arttig1 rapor edilmistir.

2.3.10. Cevresel faktorler: Gemi yapimi ve diger endiistrilerin oldugu yerlerde vakalar
daha fazladir. Radyoizotoplar, hardal gazi, asbestos, polisiklik hidrokarbonlar, nikel,
krom, inorganik arsenik, klormetil eter, kadmiyum ve formaldehidin kanser olusumu ile
ilgisi bildirilmistir. Hava kirliligi ile akciger kanseri arasindaki iligkiyi kurmak zor
olmakla birlikte, aromatik hidrokarbonlarin yogun oldugu bélgelerde akciger kanseri
orani yliksektir(85).

2.3.10.1. Karsinojenler, ksenobiyotikler

Giinliik yasam igerisinde insan viicudu, sigara ve alkol kullanimi gibi aliskanliklardan
kaynaklanan ve alinan gidalarda bulunan ¢ok cesitli sayida toksik ve karsinojenik
bilesiklere maruz kalmaktadir(2,11,39,70,77).

Bir karsinojen, kansere neden olan veya kanserin insidansini arttiran herhangi bir
kimyasal, fiziksel veya viral ajandir. Sigaranin dumanindaki 4000 kimyasaldan 60’tan
fazlas1 International Agency for Research on Cancer adli kurulus tarafindan karsinojen
olarak tanimlanmistir(42). En etkili karsinojenler polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAHs), N-nitrozaminler ve aromatik aminlerdir. Bu bilesikler bir adet sigarada 5-200
ng gibi kiigiik miktarlarda bulunmaktadir. Daha sik rastlanan karsinojenler aldehitler ve
benzen, butadiene gibi diger kolay doniisebilen organik bilesiklerdir. Bu bilesikler bir
adet sigarada 10-100 ug miktarinda bulunmaktadir. Insan akciger kanseri ile iliskili
olarak Tlizerinde en ¢ok tartisilan en Onemli karsinojenler benzo(a)pyrene ve

nitrozaminketon (NNK) gibi polisiklik aromatik hidrokarbonlardir(38).
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Tablo 2-4: Sigara Dumanindaki Kanserle iligkili Kimyasal Maddeler (43)

Insanlarda kanserle nedensel iliskisi olan maddeler:

e 4-Aminobifenil Krom
e Arsenik Nikel
e Benzen Vinilkloriir

insanlarda olas1 Kanserojen maddeler:

e Benzo(a)piren Formaldehid
e Kadmiyum N-nitrozodietilamin
e Dibenz(a,h)antrasen N-nitrozodimetilamin

Insanlarda kanserojen olduguna dair yeterli ya da hi¢c veri olmayan, ancak deney

hayvanlarinda kanserojen olduklar: konusunda yeterli veri bulunan maddeler:

e Asetaldehid Kursun

e Benzo8b)floranten Dibenzo(a,h)piren

e Benzo(j )floranten Dibenzo(a,f)piren

e Benzo(k)floranten Dibenzo(a,i)piren

e Para-krezol Hidrazen

e DDT Ureten karbazol

e Dibenz(a,h)akridin N-Nitrozodietanolamin
e Dibenz (a,)) Orto- Toluidin

Kaynak : IARC (43)

Tiimor formasyonu, bu tip dis faktorler(karsinojenler)ve i¢ faktdrlerin(genetik)karsilikl
etkilesimi sonucu olusur. Bu olusum stirecinde faz I ve faz II detoksifikasyon enzimleri

onemli bir rol oynamaktadir(17).
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2.4. MIKROZOMAL EPOKSID HIDROLAZ (EPHX) ENZIMININ YAPISI VE
GOREVi

Epoksid hidrolazlar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi ekzojen kimyasallarin
detoksifikasyonunda ve hem de aktivasyonunda rol oynayan oOnemli bir enzim
ailesidir(E.C.3.3.2.3). Mikrozomal epoksid hidrolaz(EPHX1)bu enzim ailesinin bir
tiyesidir. Viicuda cesitli yollarla alinan toksik ve karsinojenik bilesiklerin
metabolizmasinda rol oynayan faz I biyotransformasyon enzimidir(17). Mikrozomal
epoksid hidrolaz bifonksiyonel bir proteindir. Sadece karsinojenlerin metabolizmasinda
degil ayn1 zamanda safra asitlerinin hepatositlere sodyum bagimli yoldan alinmasindan
da sorumludur(104). Mikrozomal epoksid hidrolazlar, genis bir substrat spesifitesine
sahiptir ve substratlar1 igerisinde polisiklik aromatik hidrokarbonlarin, antikonvulsant

ilaglarin ve steroidlerin epoksid derivelerini igerir(21).

Sekil 2-1: Benzo(a)pyrene’in EPHX ve CYP enzimleri ile metabolizasyonu(107)

e b S & o‘j‘j‘
9% C (L2
HO HO
“ OH OH

Benzo(a)pyrene Benzo(a)pyrene Benzo(a)pyrene Benzo(a)pyrene
7.8 epoxide 7.8 diol 7.8 diol-9.,10
epoxide

Sitokrom P450 ve diger faz 1 enzimleri tarafindan olusumu katalizlenen arenlerin,

alkenlerin ve alifatik bilesiklerin epoksidlerini dihidrodiollere hidrolize eder(64).
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Sekil 2-2: Sitokrom P450 enzimleri ve Epoksid Hidrolaz Enzim sisteminin Kanser

Olusturma Mekanizmasi (16)

Benzoia) pyrene
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EH: Epoksid Hidrolaz

GST: Glutatyon Transferazlar

GSH: Glutatyon

UGTS: Uridinglukoronil transferazlar
UDPGA: Uridin diphospho-glukoronik asid
CYP1A1: Sitokrom P-450 1A1

Tiim dokularda eksprese edilmekle birlikte en yliksek konsantrasyonlarda eseysel

bezler, bobrekler, akciger, karaciger ve bronsiyal epitel hiicrelerinde bulunur(62,76, 89).

Tiim bunlarin disinda epoksid hidrolazin fonksiyonlar1 arasinda,

safra asitlerinin

transportu vitamin K1 okside rediiktaz aktivitesindeki rolii ve steroid epoksidlerinin

endojen metabolizmasindaki iglevi siralanabilir(18, 28, 97).
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2.4.1. Mikrozomal Epoksid Hidrolaz EPHX Geninin Yapisi ve Ozellikleri

EPHX1 geni insan genomunda, kromozom 1g42.1 bdlgesinde lokalizedir(17, 32, 33,
57). EPHX1 proteini ve niikleik asit dizisi yiiksek derecede korunmustur(48).

Insan mikrozomal epoksid hidrolaz geninin(EPHX1)niikleotid dizisinin sigan
mikrozomal epoksid hidrolaz geni ile %82 homoloji gosteren 455 niikleotidden
olustugu belirlenmistir(44). Insan epoksid hidrolaz geninin ¢cDNA klonlarinin izole
edilerek niikleotid dizisinin belirlendigi bir bagka ¢alismada, insan epoksid hidrolaz
enzim dizisinin tavsan epoksid hidrolazinin dizisi ile %80, sican enzim dizisi ile %84
homoloji gosterdigi belirlenmistir. Northern analizi sonucunda 1.8 kb’lik tek bir mRNA
bandi tasidigi, Southern blot analizi sonucunda ise herbir haploid genomda genin
yalmzca bir kopyasmi tasidigi belirlenmistir. Insan EPHX1 cDNA ile yapilan
caligmalarda da pekgok RFLP (restriction fragment length polymorphism) bolgesi
bulunmustur(81).

EPHX1 geninin tiimiinii kodlayan klonlar izole edilmis ve dizilenmistir. Primer nuklear
transkriptin, transkripsiyon bolgesinden poly A boélgesine kadar uzanan alanda 20,271
niikleotid uzunlugunda oldugu belirlenmistir(35). EPHX proteini yaklasik olarak 49kDa
biiytikliigiindedir(96).

EPHX geni 8 adet intron ile ayrilmis 9 adet ekzon icermektedir.Intronlarin uzunlugu
335-6696 baz ¢ifti arasinda degismektedir .Intronlar ¢ok sayida tekrarli DNA bolgeleri
igermektedir ve intronlardan 4 tanesinde, herbiri 100 niikleotidden daha uzun olan 18

adet Alu dizisi bulunmaktadir(35).



Sekil 2-3: EPHX geni ve transkripti(105)

18

| EPHX1 2052 chr1:224079598-224099883 + 1 transkript
T
_ E |
— g E
- it
& =
- L
: Kb
. I | | | I
224000 224050 224100 224150 224200
_NM_DDD120(9) ‘ Hﬂ H H H |}
_ 1 2 3 15 6 7 a4
Kb
4 T T T T T
24075 224080 224085 224080 224095 224100
2.4.2. MIKROZOMAL EPOKSID HIDROLAZ (EPHX) ENZIM
POLIMORFIZMLERI

Insan EPHX1 geni iizerinde bugiine kadar 8 adet farkli polimorfizm belirlenmis ve bu

polimorfizmler NCI veritabaninda listelenmistir(106). Ancak bu polimorfizmlerin pek

cogu transkripsiyon {initesinin kodlanmayan bdlgesinde bulundugundan EPHXI

proteininin yapisini degistirmez. Bu polimorfizmlerden yalnizca iki tanesi protein

yapisin1 etkilemektedir(72,75,94). Bunlardan biri ekzon3 {iizerinde 113. niikleotidde

bulunan

Tyr/His polimorfizmi digeri ise 139. niikleotidde bulunan His/Arg

polimorfizmidir. Bu varyantlar posttranskripsiyonel aktiviteleri degistirerek sirasi ile

%40-50 oraninda azalmis ve %25 oraninda artmig aktiviteli enzim eksprese

etmektedir(5, 22, 24, 31, 33, 34, 57, 74, 82).
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Bu polimorfizmlerin, kolorektal kanser(31,73), akciger kanseri(33,54,57), over
kanseri(43, 51), Crohn hastaligi(13), farinks ve larinks kanserleri(46), hepatoseliiler
kanser(58, servikal kanser(80), nazofarinks skiiamdéz hiicre karsinomu(100) ile iliskisi
cesitli calismalarda gosterilmistir. Bir calismada da 3. ekzonun 119. kodonunda G-A
baz degisimine neden olan bir nokta mutasyonu daha belirlenmistir(101). EPHX geninin
3. ekzonu {izerindeki polimorfik varyantlarin oranlar1 cografi ve etnik populasyonlar
arasina olukga bliylik farkliliklar sergilerken 4.ekzon iizerindeki polimorfik varyantlarin

oranlarinin populasyonlarda arasinda ¢ok fazla farklilik sergiledigi sdylenemez(33, 90).

2.4.2.1. Mikrozomal Epoksid Hidrolaz EPHX Genindeki Ekzon 3 TYR 113 HiS
Polimorfizmi
EPHX geninin 3. ekzonunda 113. niikleotidde T-C baz degisimi sonucu Histidin

aminoasidinin Tirozin yerine gegmesi ile olusan bir nokta mutasyonudur(92).

Bu mutasyon sonucu enzim aktivitesi yaklasik olarak %40-50 oraninda azaldigi
distiniilmektedir(33).

EPHX’m TYRI113HIS polimorfizminde, Tyr/Tyr homozigot normal, Tyr/His
heterozigot mutant ve His/His homozigot mutant genotipler bulunmaktadir(92) Tyr 113
His polimorfizminin over kanseri(51), akciger kanseri(51), karaciger kanseri(58),
0zafagus skuamoz hiicre karsinomu(100), spontan diisiikler(90) gibi hastaliklarda risk
faktorii oldugu agiklanmistir. EPHX geninin Tyrl13His mutasyonunda, EPHX
aktivitesi, homozigot His113/His ve heterozigot Tyrl113/His mutant genotiplerinde,
homozigot normal Tyr113/Tyr genotipine oranla daha yiiksek bulunmustur(92).
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2.4.2.2. Mikrozomal Epoksid Hidrolaz EPHX Genindeki Ekzon 4 HIS 139 ARG
Polimorfizmi

EPHX geninin 4. ekzonunda 139. niikleotidde A-G baz degisimi sonucu Arginin
aminoasidinin Histidin yerine ge¢mesi ile olusan bir nokta mutasyonudur(61, 92). Bu
mutasyon sonucunda enzim aktivitesi yaklasik olarak %25 oraninda arttig1
diisiiniilmktedir.(33). EPHX1’m HIS139ARG polimorfizminde, His/His homozigot
normal, His/Arg heterozigot mutant ve Arg/Arg homozigot mutant genotipler
bulunmaktadir(92, 100).

His 139 Arg polimorfizminin akciger kanserinde risk faktorii olabilecegi agiklanmis

ancak bir kisim ¢alismada da akciger kanseri ile iliskisi dogrulanmamistir(57, 66, 103).

Tablo 2-5: Enzim aktivitesinin allelik varyantlara gore olas1 dagilimi (68).

EKZON 3 EKZON 4
His113/His113
Azalmis aktiviteli
His113/Tyr113 His139/His139
Tyr113/Tyr113 His139/His139
Normal aktiviteli
Tyr113/His113 His139/Arg139
Argl39/Arg139

Artms aktiviteli Tyr113/Tyr113 His139/Arg139
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. SECILEN ORNEKLERIN TANIMI

Calismada akciger kanserli ve kontrol olmak iizere iki farkli grup kullanilmigtir.
Akciger kanserli bireyler, Yedikule Egitim ve Arastirma Hastanesi Gogiis Cerrahisi
Bilim Dali’nda takip edilen 40-80 yaslar1 aras1 erkek ve 37-70 yaslar1 arasi kadin
hastalardan segilmistir.Kontrol grubu ise, herhangi bir akciger rahatsizligi olmayan,
tercihen sigara kullanmayan 40-70 yaslar1 aras1 erkek ve 40-65 yaglar1 aras1 kadinlardan
olusturulmustur. Hastalarin klinik parametrelerine gore yapilan ayrimlarla kanser
evrelendirmeleri, kan Orneklerinin saglandigi klinik tarafindan yapilarak, bu analize
gore hastalar ¢aligmaya dahil edilmistir. Buna gore, akciger grafisinde kitle tespiti
yapilmis, klinik olarak da akciger kanserine O6zgiin belirtiler veren hastalar ¢alisma
grubuna alinmistir. Hastalar hayatta kalmalar1 agisindan kanser evrelendirilmesine gore
de daha detayl takibe alinmistir. Diger taraftan, akciger kanserine yonelik herhangi bir
bulgusu olmayan, akciger grafisi temiz ¢ikan ve ailede bilinen bir kanser hastaligi
olmayan bireylere ait 6rnekler calismada kontrol grubu olarak kullanilmiglardir.

EPHX gen polimorfizmi i¢in, ¢calisma ve kontrol grubundaki bireylerden izin alinarak
alman kan ornekleri steril EDTA’l tliplere aktarilmistir. DNA’lar, en ge¢ bir giin

icerisinde calisilmak suretiyle elde edilmis ve oda 1sisinda saklanmustir.

3.2. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Agaroz(Promega MBG), Amonyum asetat(Sigma A-8920), Amonyum kloriir(Sigma A-
5666), Amonyum siilfat, Asetik asittMECK K-04134156),

Borik asit(Sigma B-6768), Bromfenol blue(Sigma B-6896), DNA marker(Fermentas),
EDTA(Merck K-90602121), Etanol(%99 Tekel), Etidyum Bromid(Sigma E-8751),
Hidroklorik asit(% 37 Merck K-13190114), izopropanol, Potasyum bikarbonat(Merck
K-126223552), Potasyum hidroksit(Sigma P 1767) Primerler(Fermentas), Proteinaz
K(Stratagene 300-141) Sodyum dodesil (lauryl) siilfat(Sigma L-5750), Sodyum
hidroksit(Merck C754962), Sodyum kloriir(Carlo Erba 368257), Trizma baz(Sigma T-
1503), Taqpolimeraz(Promega), Xylene blue(Fermentas)
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3.3. KULLANILAN GERECLER

Elektroforez i¢in giic kaynagi(Titan plus Helena Laboratories), Elektroforez
sistemi(LKB 2013  miniphor  electrophoresis, @ LKB 2012  maxiphor
electrophoresis),Hassas terazi (Mettler) , Isiticili manyetik karistirici(Elektromag) ,
Mikrodalga firin(Philco) ,Mikrosantrifiij(TDX ), PCR cihazi (MJ Research Techne) ,
pHmetre(Hanna), Pipet takimi(Brand), Santrifiij(Hereaus), Spektrofotometre(Shimadzu
UV-1208), Su banyosu (Elektromag) , UV transilluminator(Stratagene UV/White light

Transilluminator) ,Vorteks karistirici(Nuve mix).

3.4. COZELTILER

3.4.1. DNA iZOLASYONUNDA KULLANILAN COZELTIiLER

3.4.1.1.) Eritrosit Parcalama Tamponu (Lysis Buffer)

8.74 gram Amonyum Kkloriir, 1 gram Potasyum bikarbonat, 200 ul 0.5 M Etilen
diaminetetraasetat (EDTA)’1n tartimlar1 yapilarak erlen i¢ine alindi. 900 mililitre distile
su eklendi ve ¢ozeltinin pH’s1 1N NaOH ile 7.4’e ayarlandi.Daha sonra balon joje i¢ine
alinarak 1 litreye tamamlandi.Cozelti 1s1ya dayanikli cam siselere aktarilarak 120°C’de

15 dakika otoklavlandi ve +4°C’de saklandi.

3.4.1.2.) 0.5 M Disodyumetilendiaminteraasetat ( EDTA) (pH 8.0)

186.1 gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartilarak beher i¢ine alindi ve 800 ml
distile su eklendi.Manyetik karistirict yardimiyla ¢oziindiiriildii ve pH’s1 NaOH ¢6zeltisi
ile 8.0’¢ ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi.
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3.4.1.3.) 4 M Sodyum Kloriir (NaCl)

233.6 gram NaCl tartilarak erlene alindi. Uzerine 800 mililitre distile su ilave edildi ve
manyetik karistiric1 yardimiyla iyice ¢dziindiiriildii. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye

tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3.4.1.4.) Lokositleri Parcalama Tamponu (White Blood Cell Buffer-WBL)

25 mililitre 4 M NaCl ve 50 mililitre 0.5 M Etilendiaminasetat (EDTA) balon jojeye
konularak 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

Oda 1s1sinda saklandi.

3.4.1.5.)1 M Tris Tamponu ( Stok)

121.1 gram Tris baz tartilarak bir behere alindi. Uzerine 42 pl hidroklorik asit (HCI ) ile
yaklagik 800 mililitre distile su eklenerek manyetik karistiric1 yardimiyla ¢oziindiiriildi.
Daha sonra balon jojeye aktarildi ve 1 litreye tamamlandi. 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildi.

3.4.1.6.) 9.5 M Amonyum Asetat

73.22 gram amonyum asetat tartilarak beher igine alindi. Uzerine 80 mililitre distile su
eklenerek manyetik karistiricida ¢oziindiirtildii. Balon jojeye aktarild1 ve distile su ile
100 mililitreye tamamlandi. 0.22 mikronluk filtreden gecirilerek sterilize edildi ve

+4°C’de saklanda.

3.4.1.7.) %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

10 gram Sodyum dodesil siilfat tartildi. Beher i¢ine alinarak {izerine 80 mililitre distile
su eklendi. Manyetik karistirict yardimi ile ¢oziindiiriildii ve pH’s1 7.2’ye ayarlandi.

0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edildi ve oda 1sisinda saklandi.
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3.4.1.8.) Proteinaz K (20 mg/ml)

20 miligram Proteinaz K tartilarak steril bir tiip i¢inde steril distile su ile 1 mililitreye

tamamlandi. -20 °C’de saklandi.

3.4.2. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZINDE KULLANILAN COZELTILER

3.4.2.1.) Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5X)

20 gram Ficoll 400, 1 gram SDS, 0.2 mililitre 0.5 M ,etilendiamintetraasetat, 1 mililitre
IM Tris (pH 8.0), 200 miligram Bromfenol blue, 200 miligram xylene cyanol tartilarak

steril distile su ile 100 mililitreye tamamlandi. Oda 1s1sinda saklanda.

3.4.2.2.) Etidyum Bromiir (10 mg/ml)

1 gram Etidyum bromiir tartilarak steril distile su ile 10 mililitreye tamamlandi.

3.4.2.3.) 5X Tris-Borik Asit-Etilendiamintetraasetat (TBE)

54 gram Tris baz ve 27,5 gram borik asit tartilarak beher icine aktarildi. Uzerine 20
mililitre 0.5 M EDTA (pH 8.0) ve 800 ml. distile su ilave edilerek manyetik karistiricida
¢ozlindiiriildi.Cozelti balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamland:r ve 120°C°de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Oda 1sisinda saklandi.
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3.5. KULLANILAN YONTEMLER

3.5.1. PERIFERIK KANDAN DNA iZOLASYONU

10 ml periferik kan 6rnegi steril EDTA’l1 tiiplere alindiktan sonra ¢alisma i¢in falkon
tiipiine aktarildi. Uzerine 1:3 oraninda (30 ml) eritrosit par¢alama ¢ozeltisi eklenerek
karistirildi ve +4°C’de 15 dakika bekletildi. +4°C’den ¢ikarilan 6rneklerin 1500 rpm’de
10 dakika santrifiij edilerek slipernatant kisimlar1 atildi ve pelletleri tamamen siispanse
edilerek iizerlerine tekrar 15-20 ml. eritrosit par¢alama ¢ozeltisi eklendi. Ornekler
+4°C’de 15 dakika bekletildikten sonra 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve
sliparnatantlar1 atilarak siispanse edildi. Siispanse olan pellet {izerine 500 pl %10’luk
SDS, 75 ul proteinaz K (20mg/ml) ve 9.4 ml Iokosit parcalama ¢ozeltisi (WBL)
eklenerek 56 °C su banyosunda 1 gece inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi her 1 ml.
ornek basia 0.37 ml. olacak sekilde 9.5 M Amonyum asetat ¢ozeltisi eklendikten sonra
yavagca karistirildi ve 3000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilerek proteinler
coktiirildi(59).

3.5.1.1. Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Elde edilen DNA orneklerinde konsantrasyon ve miktar tayini yapmadan once her
ornekten 20ul alinarak iizeri 380ul 0,5X TE tamponu ile tamamlandi ve bu sekilde 1/20
diliisyonu saglandi. Bu diliisyon 6rneklerinin daha sonra spektrofotometrede 260 nm ve

280 nm dalga boylarinda OD o6l¢timleri yapildi.

Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan 6l¢iimlerle DNA’nin
saflig1 ve konsantrasyonu belirlendi. 50ug/ml cift iplik¢ikli DNA igeriginin 260 nm
dalga boyunda 1 optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir.260 nm’deki 6l¢iim

degeri asagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu: OD;¢p X 50pug/ml X Sulandirma orani
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DNA orneklerinin safligt ODjgo/ OD,go orani kullanilarak belirlendi. Yeterince iyi
saflikta kabul edilen DNA’nin OD,g/ ODagp degeri yaklasik 1.8’dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1.8’den kiiclik olacaktir. OD,g0/ ODygy degeri 2’den

biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.

3.5.2. EPHX GENININ UCUNCU EKZON BOLGESININ POLIMERAZ CHAIN
REACTION (PCR) YONTEMI iLE COGALTILMASI

3.5.2.1. EPHX Geni Uciincii Ekzon Bélgesinin Cogaltilmasi i¢in Kullanmilan Primer

Dizileri

EPHX geninde Tyr113/ His 113 polimorfizminin goézlendigi {igiincii ekzon bdlgesini
cogaltmada kullanilan primerlerin niikleotid dizisi asagida verildigi sekildedir.Bu

primerler uluslar aras1 yayinlarda dogrulanmis primer dizileridir(100).

Ileri primer: 5°- GAT CGA TAA GTT CCG TTT CAC C-3’
Geri primer: 5’-ATC CTT AGT CTT GAA GTG AGG AT-3’

3.5.2.2. EPHX Geni Dordiincii Ekzon Bélgesinin Cogaltilmasi I¢in Kullanilan

Primer Dizileri

EPHX geninde His139/ Arg 139 polimorfizminin gozlendigi dordiincii ekzon bolgesini
cogaltmada kullanilan primerlerin niikleotid dizisi asagida verildigi sekildedir.Bu

primerler uluslararasu yayinlarda dogrulanmis primer dizileridir(29).

[leri primer: 5°-GGG GTA CCA GAC CCT GAC CGT-3’
Geri primer: 5’-AAC ACC GGG CCC ACC CTT GGC-3’
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3.5.2.3. PCR’da Kullanilan Kimyasal Maddeler ve PCR’1n Hazirlanis::

DNA Tag polimeraz enzimi (5U/ul) (Fermentas EP0O402)

PCR reaksiyonundaki son konsantrasyonu 1 unite olacak sekilde 25 pl lik PCR

reaksiyonuna eklendi.

dNTP’ler (100 umol/ml) (Fermentas R0171)

100 mM' lik ANTP' lerden (dATP, dTTP, dCTP, dGTP ) 10’ ar pl alinip (toplam 40 pl)
1 pul’ lik tiipe kondu ve tlizerine 960 pl distile su eklenerek (d;H,O) 1000 pl 1mM ‘lik
dNTP karigimi hazirlandi ve -20 °C derin dondurucuda saklandi. PCR reaksiyonuna bu
stoktan alinan ANTP karisimi kullanildi.

3.5.2.4. PCR ( POLIMERASE CHAIN REACTION) Karisiminin Hazirlanisi :

Toplam reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde, tablo...’deki bilesenler sirasi ile 0,5
ml’lik steri tiipe konuldu. 10 6rnek caligilacak ise pozitif ve negatif kontrol icin birer
tane ve pipetleme hatalar1 i¢in de bir tane olmak {izere toplam 13 {izerinden reaksiyon
karisimi hazirlandi.PCR karisiminin hazirlanma islemlerinin hepsi buz lizerinde sogukta

ve steril kabin icerisinde yapildi.




Tablo 3-1 : PCR Kkarisiminin hazirlanmasi
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Malzemeler ilk konsantrasyon Son konsantrasyon

PCR Tamponu 10 X

dNTP ImM

Ileri primer 100pmol/pl

Geri primer 100pmol/pl

MgCl, 25 mM

Taq polimeraz  5U/ pl

Distile su -

DNA -

1X

200 pM

4 pmol/pl

4 pmol/pl

1U

150-200 ng.

Kullanilan hacim

2.5 ul

2 ul

2 ul

2 ul

1,5 pl

0,5 ul

12,5ul

10 + 3’ liik

reaksiyon

32.5 ul

26 ul

26 pul

26 ul

19.5ul

6.5 ul

162,5 pl

Taq polimeraz eklendikten sonra hi¢ vakit kaybetmeden tiip icine konan bilesenlerin

iyice karismasi igin pipetleme islemi yapildi. Ornek sayisi kadar 0,2 ml’lik tiiplere 23 pl

reaksiyon karisimi dagitildi. Daha sonra her tiipe 2 pl DNA eklenerek yeniden

pipetleme yapildi ve daha 6nceden 95 °C sicakliga cikarilmis PCR cihazina(Techne

Mini Termal Cycler)ornekler yerlestirildi ve PCR islemi baslatildi.



3.5.2.5. PCR Sartlan
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Ekzon 3 bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan annealing derecesi optimize edilerek

(56 °C sicaklik ) kullanildi.

Tablo 3-2 : Ekzon 3 bélgesi PCR reaksiyonu icin termal profil sartlar

94 °C

94 °C

56 °C

72°C

72°C

5 dakika

30 saniye
20 saniye 38 dongii

20 saniye

5 dakika

Tablo 3-3 : Ekzon 4 bolgesi PCR reaksiyonu icin termal profil sartlar

94 °C

94 °C

62 °C

72°C

72°C

5 dakika

30 saniye
30 saniye 35 dongii

45 saniye

5 dakika

3.5.2.6. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZINDE KULLANILAN KiMYASAL
MADDELER VE GERECLER :

5X TBE ( Tris Buffer EDTA) Stok Tampon Hazirlanisi :

54gr Tris base (Sigma, T-8524) ve 27,5 gr. Borik asit (Sigma, B-6768) tartilarak 800 ml
distile suda ¢oziildii. Uzerine 20 ml 0,5 M EDTA (pH :8,0) ilave edildikten sonra 1000

ml’ye tamamlandi .Elektoforezde stok 5X TBE tamponundan hazirlanan 1 X TBE

kullanildi.
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Yiikleme Tamponu (Loading Buffer : 6X)

Yiikleme tamponu (loading buffer) olarak %40 siikroz + %0,25 bromfenol mavisi

karigimi1 kullanildi.

%2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasai:

4 gr. agaroz (Sigma) tartilarak erlen igine konuldu. Uzerine son hacim 200 ml.
olacak sekilde 1X TBE tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma yolu

ile ¢oziindiiriildii.

Erlenin sicakligi elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde (50-55°C) ¢ozlinmiis
agaroz jel i¢ine 4,5 ul etidyum bromiir (10mg/ml) ilave edildi.

Hazirlanan jel yatay jel yatagi i¢ine dokiilerek, ylikleme kuycuklarinin olugmasi

i¢in tarak yerlestirilerek donmaya birakildi.

Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel 6rnek yiiklenmesi i¢in hazir

duruma geldi.

3.5.2.6.1. PCR Uriinlerinin %2’lik Jel’e Yiiklenmesi:

%?2’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu igeren jel tanki i¢ine uygun

sekilde konuldu.

Agaroz jelin tizerine 2-3 ml gececek sekilde 1X TBE tamponu jel {izerine

eklendi.

7 ul PCR iiriiniine, 3 pl yiikkleme tamponu (6X) eklenip pipetleme yapilarak
karigtirildi. 10 pl’lik 6rnek karigimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi.

Yiikleme isleminden sonra jel tankinin kapagi kapatildi. Gii¢ kaynagi (E-C
apparatus Corporation, E-C4000P) 250 miliamper 120 volt elektrik gliciine

ayarlanarak elektroforez jel yiiriitiilmesi gerceklestirildi.

3.5.2.6.2. PCR Uriinlerinin Kontrolii:

Ekzon 3 ve ekzon 4 bélgelerinin PCR iiriinlerinin olusup olusmadigint kontrol etmek

amaci ile PCR tiiplerinden alinan 7 pl 6rnek 3 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak

yukarida tanimlanan elektroforez sisteminde yiiriitiildi. Yiiriitme isleminden sonra jel

UV 151k altinda (304 nm dalga boyunda) PCR iiriinleri incelendi ve fotografi UV
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transilliiminator diizeneginde ¢ekildi. PCR reaksiyonlar1 sonucu ekzon 3 bolgesinde 162

bp lik bir iirlin ve ekzon 4 bolgesinde 357 bp lik bir {iriin elde edilmesi beklendi.

3.5.3.EPHX GENi EKZON 3 BOLGESININ PCR URUNLERINDE ECOR V
ENZIM KESiMi

3.5.3.1. Eco RV Enzim Kesiminde Kullanilan Enzimler ve Kimyasal Maddeler:

Eco R V Kesim enzimi (10 U/ul): (Fermentas ERO301) Eco R V enzimi 10X Buffer R

ile birlikte kullanildi. Eco R V enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri:

5...GAT lATC...3’

5°...CTA T TAG...3

3.5.3.2. Eco RV Enzim Kesimi

PCR firiinii saptanmis Orneklerden toplam hacmi 15 pl olacak sekilde restriksiyon
enzim kesimi tabloda belirtilen ¢bzeltilerin ve Eco R V enziminin sirastyla eklenmesi

ile gerceklestirildi.

Tablo 3-4 : Eco RV enzim kesiminde kullanilan kimyasal maddeler ve miktarlari

Malzemeler IIk konsantrasyon Son konsantrasyon Eklenen hacim

PCR iiriinii 10 pl

Distile su 2,5 ul

10X Buffer R
10 X 0,8 X 2 ul
Tamponu

Eco R V enzimi 10 U/ul 5U/ul 0,5 pl

Toplam : 15 pl
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3.5.3.3. Eco R V Enzim Kesim Uriinlerinin Degerlendirilmesi ve Kontrolii

%?2’lik agaroz jel hazirlandi.

e Eco R V kesim enzimi ile kesilen PCR f{iriiniinden 8 pl ve yiikleme
tamponundan 2 pl alinarak karistirilip %2’lik agaroz jeldeki kuyulara yiikleme
yapildi.

e Kesim iirlinleri (Fermentas PUC 19, 50 bp marker veya 100 bp marker) DNA

molekiiler marker ile birlikte yiiriitiildi.

e Yiirlitme sonrsi jel lizerindeki bantlar, UV 151k (304 nm) altinda incelendi.

3.5.3.4. Eco RV Enzim Kesimi Degerlendirilmesi

Tyr 113/His mutasyonu varliginda Ekzon 3 bolgesinde Eco R V kesim bolgesi
olusur.Tyr113/ His mutasyonu icermeyen PCR {iriinleri 162 bp biiytikliigiinde tek bant
verirken, Homozigot His113/His mutasyonu i¢ceren PCR iirlinleri, enzim kesimi sonrasi
140 bp ve 22 bp olmak iizere iki bant verir.Heterozigot Tyrl13/His mutasyonu i¢erme
durumunda ise PCR firiinleri 162, 140 ve 22 bp olmak {iizere her ii¢ bandi da
igerir.Dolayistyla Eco R V enzim kesim reaksiyonu sonucunda gozlenen 162 bp’lik tek
bant Tyr 113/His mutasyonu tagimadiginin kanitidir.162, 140 ve 22 bp’lik {i¢ bant
heterozigot Tyr 113/His mutasyonun kaniti iken, 140 ve 22 bp’lik iki bant ise
homozigot His113/His mutasyonun kanitidir(Sekil3-1 ve Sekil3-2).



Sekil 3-1 : EPHX Geni Ekzon 3 bélgesinin PCR iiriinii ve Eco R V enzim kesimi sonrasi

verdigi bantlarin sematik goriintiisii

Ekzon 3 PCR iiriinii

162 be

Ekzon 3 Tyr113/Tyr alleli (mutasyon tasimayan-yabanil tip)

162 be

Ekzon 3 Tyr113/His alleli (heterozigot mutant)

140 be 22 be

162 bg

Ekzon 3 His113/His alleli (homozigot mutant)

140 be 22 be
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Sekil 3-2: Eco R V enzim kesimi sonrasi olusabilecek DNA parcalarinin %2 agaroz jelde

cikabilecek bant seklinin sematik goriintiisii

Yiiriime yonii Tyr113/Tyr Tyr113/His His113/ His
Yiikleme kuyusu I [ 1 L]
162 bg [ [ ]
140 be — —
v
22 be I ]

3.5.4. EPHX GENi EKZON 4 BOLGESININ PCR URUNLERINDE RSA I
ENZIiM KESiMi

3.5.4.1. RSA 1 Enzim Kesiminde Kullanilan Enzimler ve Kimyasal Maddeler:

Rsa I Kesim Enzimi (10U/ pl) : (Fermentas ER1121) Rsa I kesim enzimi 10X Buffer

Tango ile birlikte kullanildi. Rsa I enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri:

5. .GT l AC..3

5..CA TTG...S’
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3.5.4.2. Rsa I Enzim Kesimi

PCR iiriinii saptanmisg Orneklerden toplam hacmi 15 pl olacak sekilde restriksiyon
enzim kesimi tabloda belirtilen ¢ozeltilerin ve Rsa I enziminin sirasiyla eklenmesi ile

gergeklestirildi.

Tablo 3-5: Rsal enzim kesiminde kullanilan kimyasal maddeler ve miktarlari

Malzemeler ilk konsantrasyon Son konsantrasyon Eklenen hacim

PCR iiriinii 10 pl

Distile su 2,5 ul

10X Buffer R
10 X 2 ul
Tamponu

Rsa Tenzimi 10 U/ul 5 U/ul 0,5 ul

Toplam : 15 pl

3.5.4.3. Rsa I Enzim Kesim Uriinlerinin Degerlendirilmesi ve Kontrolii
o %2’lik agaroz jel hazirlandu.

e Rsa I kesim enzimi ile kesilen PCR iirliniinden 8 pl ve yiikleme tamponundan 2

ul alinarak karigtirilip %2’°lik agaroz jeldeki kuyulara yiikleme yapildi.

e Kesim iirlinleri (Fermentas PUC 19, 50 bp marker veya 100 bp marker) DNA

molekiiler marker ile birlikte yiiriitiildi.

e Yiirlitme sonrasi jel lizerindeki bantlar, UV 151k (304 nm) altinda incelendi.
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3.5.4.4. Rsal Enzim Kesimi Degerlendirilmesi

His 139/ Arg mutasyonu varlifinda Ekzon 4 bdlgesinde birden fazla Rsa I kesim bolgesi
olusur.His 139/ Arg mutasyonu icermeyen PCR iirlinleri tek kesim bolgesi ile 295 bp ve
62 bp biiylikligiinde iki bant verirken, Homozigot Arg 139/ Arg mutasyonu iceren PCR
tirlinleri, enzim kesimi sonrasi 174, 121 ve 62 bp olmak iizere {i¢ bant verir.Heterozigot
His 139/ Arg mutasyonu icerme durumunda ise PCR iiriinleri 295, 174 , 121 ve 62 bp
olmak tizere her dort bandi da igerir.Dolayisiyla Rsa I enzim kesim reaksiyonu
sonucunda gozlenen 295 ve 62bp’lik iki bant His 139/ Arg mutasyonu tasimadiginin
kanitidir.295, 174, 121 ve 62 bp’lik dort bant heterozigot His 139/ Arg mutasyonunun
kanit1 iken, 174, 121 ve 62 bp’lik ili¢ bant ise homozigot Arg 139/ Arg mutasyonun
kanitidir.(Sekil3-3 ve Sekil3-4)

Sekil 3-3 : Rsa I enzim kesimi sonrasi olusabilecek DNA parcalarinin %2 agaroz jelde

cikabilecek bant seklinin sematik goriintiisii

Yiiriime yonii His 139/His  His 139/Arg Arg 139/Arg
Yiikleme kuyusu L] L] L]
295 bg I I
174 be ] ]
v
121
b¢ — —
62 bg I I I
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Sekil 3-4: Ekzon 4 bolgesinin PCR iiriinii ve Rsa I enzim kesimi sonrasi verdigi bantlarin

sematik goriintiisii

Ekzon 4 PCR iiriinii
357 be

Ekzon 4 His 139/His alleli (mutasyon tasimayan-yabanil tip)

295 be 62 be

Ekzon 4 His139/Arg alleli (heterozigot mutant)

295 be 62 bg
I |
174 be 121 bg

Ekzon 4 Arg 139/Arg alleli (homozigot mutant)

174 bp 121 bp 62 bp
. m N
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4. BULGULAR

4.1. PCR URUNLERININ KONTROLUNE AiT BULGULAR

4.1.1. EPHX Geni Ekzon 3 bélgesi PCR Uriinii ile ilgili Bulgular

Ekzon 3 bolgesinin PCR firiinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi.Agaroz
jelde 162 be¢’lik 6zgiil PCR iirliniine ait bant elde edildigi gozlendikten sonra Eco R V
enzim kesimi gergeklestirildi(Sekil 4-1).

Sekil 4-1: EPHX Geni Ekzon 3 primerleriyle ¢ogaltilan 162b¢’lik PCR iiriinlerinin

%?2’lik agaroz jeldeki goriintiisii. (Marker: Fermentas 50 b¢ marker.)

150 bg — 162 b

Fermentas 50 be.
marker
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4.1.2. EPHX Geni Ekzon 4 bélgesi PCR Uriinii ile ilgili Bulgular

Ekzon 4 bolgesinin PCR f{iriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edildi. Agaroz
jelde 357 bg’lik 6zgiil PCR iiriiniine ait bant elde edildigi gozlendikten sonra Rsa I
enzim kesimi gergeklestirildi (Sekil 4-2).

ekil 4-2: EPHX Geni Ekzon 4 primerleriyle ¢ogaltilan bélgenin %2’lik agaroz jeldeki
P y g g g J

goriintiisii. (Marker: Fermentas 50 b¢ marker)

b
th th
oo
[=l=a
e
L
th
-1
=2
]

Fermentas 50 be marker

4.2. KESIM URUNLERINE AiT BULGULAR:
4.2.1. Eco RV Enzim Kesimi ile Tyr113/His Mutasyon Taramasi Bulgular:

EPHX geni ekzon 3 bolgesinin {iriinlerine Eco R V enzim kesimi uygulandi ve kesim
tiriinleri %2’lik agaroz jelde elektroforezde yiiriitiildii. Eco R V enzim kesimi sonrasi
agaroz jelde yiiriitillen Orneklerde 162 bg¢’lik tek bant elde edilenler Tyrl13/His
mutasyonu bakimindan EPHX geni homozigot normal-yabanil tip (Tyrl113/Tyr)
degerlendirildi. Eco R V enzim kesimi olan ve agaroz jel elektroforezde 140 bg ve 22
b¢’lik iki bant veren oOrneklerde Tyrl13/His mutasyonu yoniinden EPHX geni
homozigot mutant (His113/His) olarak degerlendirildi.162 bg, 140 b¢ ve 22 bg olmak
tizere li¢ bant veren Ornekler ise heterozigot mutant (Tyr113/His) olarak degerlendirildi.
22 be¢’lik kesim iirlinleri c¢ok kiiclik oldugundan %?2’lik agaroz jelde daha hizli
yiirliyerek jelden ¢iktt ve bant goriilemedi. Agaroz jelde bu nedenle 162 b¢ ve 140
be’lik iki bant goriilebildi (Sekil 4-3).
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Sekil 4-3: Eco RV enzim kesimi sonucunda iiriinlerin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii.
( 1. kuyu 162 bg, Tyr113/Tyr-homozigot normal/yabanil tip, 2.,3.,4. ve 5. kuyu 140 b¢ ve 22
b¢, His113/His-homozigot mutant, 6. kuyu 162bg, 140 bg, 22 bg¢, Tyr113/His heterozigot

mutant.)

162 b

150 be

140 be

4.2.2. Rsa Il Enzim Kesimi ile His 139/Arg Mutasyon Taramasi Bulgulari

EPHX ekzon 4 bdlgesinin PCR iiriinlerine Rsa I enzim kesimi uygulandi ve kesim
irlinleri %2’lik agaroz jelde elektroforezde yiiriitiildii. Rsa I enzim kesimi sonrasi
agaroz jelde yiiriitiilen 6rneklerde 295 bg ve 62 bg’lik ik bant elde edilenler His139/Arg
mutasyonu bakimindan EPHX geni homozigot normal-yabanil tip (His139/His)
degerlendirildi. Rsa I enzim kesimi sonras1 agaroz jel elektroforezde 174 bg ,121 bg ve
62 bg’lik ii¢ bant veren Orneklerde His139/Arg mutasyonu yoniinden EPHX geni
homozigot mutant (Arg 139/Arg) olarak degerlendirildi. 295bg, 174bg , 121 bg ve 62 bg
olmak {izere dort bant veren Ornekler ise heterozigot mutant (His139/Arg) olarak

degerlendirildi (Sekil 4-4).
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Sekil 4-4: Rsa I enzim kesim iiriinlerinin %?2’lik agaroz jeldeki goriintiisii.
(Marker:Fermentas 100 b¢ marker. Her ii¢c kuyuda goriilen 6rnek kesim sonrasi 295 b¢ ve

62 b¢ olmak iizere iki bant veren His139/His homozigot normal-yabanil tip.

300 be 295 be

62 be
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Sekil 4-5: Rsa I enzim kesimi sonucunda iiriinlerin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii.
(Marker:Fermentas 50 b¢ marker.1., 3., 4. ve 5. kuyudaki 6rnekler 295 bg, 174 b¢, 121 bg
ve 62 b¢ olmak iizere dort bant veren His139/Arg heterozigot mutant. 2. kuyudaki 6rnek

295 be ve 62 be¢’lik iki bant veren His139/His homozigot-normal/yabanil tip.

.q
300 be LoD

174 be
121 be
62 be
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Sekil 4-6: Rsa I enzimi Kkesim iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii.
(Marker:Fermentas Puc 19 marker. 4. 5. 6. kuyulardaki érnekler 174 b¢, 121 bg¢ ve 62 bg

olmak iizere ii¢c bant veren Argl39/Arg homozigot mutant.

190 be 174 be
147 be
121 be
110 be
67 be
.62 b

Puc 19 Marker

Sonuglarin Degerlendirilmesinde Kullanilan Istatistiksel Hesaplar

Bu calismanin istatistiksel analizleri SPSS 7.5 paket programi kullanilarak yapilmistir.
Istatistiksel anlamlilik smir1 p<0.05 olarak alinmis olup EPHX Ekzon 3 ve EPHX
ekzon 4 genotip ile allellerinin goriilme sikliginin, gruplar arasi farkliliklarla beraber

degerlendirilmesinde Ki kare (*)testi kullamlmustir.
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4.3. ISTATISTIKSEL ANALiZ SONRASINDA ELDE EDIiLEN BULGULAR

Calismamiza dahil edilen akciger kanserli hasta ve kontrol grubuna ait yas ve cins
Ozellikleri Tablo 4-1 ‘de verilmistir. Buna gore akciger kanserli hastalar ile kontrol
grubu arasinda yas parametresi agisindan istatistiksel anlamlilik mevcut degildi

(p>0.05).

Tablo 4-1: Calisma gruplarina ait bilgiler

AKCIGER
KONTROL .
KANSERLI
n=40
HASTALAR
n= 56
Ornek Sayis1 (Kadin/Erkek) 20/20 6/50
Yas Ortalamalan (yil) 50.66+15.48 58,72+10.73

Tablodaki degerler X+SD olarak verilmistir. Gruplararasi 6nemlilik derecesi student t testi ile
incelenmigtir

Akciger kanserli hastalarin tumor tiplerinin sigara igme durumuna goére dagilimini
yaptigimizda; gecmiste veya bugiin sigara igen hastalarin %96,2’sinde skuamdz hiicre
kanseri ve %73,3’linde skuamoz hiicre dis1 kanser tipi goriiliirken, asla sigara igmemis
olan hastalarda skuamoz hiicre kanseri oran1 %3,8’¢ diiserken skuamoz hiicre dis1 tumor
orant %26,7’e diismiistiir.Bu bulgular bize skuamoz hiicreli tumor tipinin sigara i¢imi
ile iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Sonuglar istatistiksel olarak da anlamliliga
yakindir (Tablo 4-2) (p=0,051 , (risk katsayis1) odds ratio :1,311 , %95 giivenilirlik
araligr (CI) 0,957-1,796).
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Tablo 4-2 .Akciger kanserli hastalarda sigara icme durumuna gore tumor tipi dagilimu.

Sigara icme

Gecmis
Tiimor tipi Asla icmemis Toplam
veya bugiin iciyor

Skuamoz hiicre kanseri 1 %3.,8 25 %96,2 26 %100
Skuamoz hiicre disi 4 %26,7 11 %73,3 15 %100
Toplam 5 %12,5 36 %87,3 41 %100

Tablodaki degerler 6rnek sayist ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

() testi ile gosterilmistir (y* = 4,626 ; p=0,051 ,OR 1,311 ). %95 CI 0,957-1,796.

EPHX Ekzon 3 (E3) ve Ekzon 4 (E4) genotiplerinin akciger kanserli hastalarda timor
tipleri tlizerindeki dagiliminda istatistiksel olarak anlamli ve dikkat ¢ekici bir bulguya
ulagilamamistir. EPHX gen polimorfizmi sonuglar1 g6z dniine alinarak, genotip dagilimi
acisindan ¢alisma grubumuz incelendiginde, ekzon 3 genotiplerinin dagiliminda kontrol
grubu ve akciger kanserli hastalar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur.
(p<0.001).Buna gore akciger kanserli hastalarda. Ekzon 3 genotip analizinde, kontrol
grubuna gore diger genotiplere kiyasla en fazla oranda goriilen genotip His113/His
genotipidir (Tablo 4-3).

Calisma grubumuzdaki EPHX genotiplerinin allel frekansini belirlemek i¢in gen sayim
metodunu kullandik. Buna gore, ¢alisma grubumuzdaki EPHX Ekzon 3 ve ekzon 4
allelik frekanslar1 akciger kanserli hasta ve kontrol grubunda sirasiyla su sekildedir: Tyr
113 %33,93, His113 %66,07; Tyr 113 %67.5, His113 %32.5; His 139 %74,10 ve Arg
139 %25,89; His 139 %72.5, Arg 139 %27.5. (Tablo 4-3 ve 4-4’de gosterilmistir.)
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Tablo 4-3: EPHX Ekzon 3 genotip dagihmmnin Akciger kanserli hasta grubunda

kontrol grubuna gore karsilastirilmasi

Tyr113/Tyr Tyr113/His His113/His Toplam

Akciger 7 (%12,5) 24(%42.,9) 25 (%44.,6) 56(%100,0)
kanserli

hastalar

Kontrol 21 (%52,5) 12 (%30) 7 (%17,5) 40 (%100,0)
Toplam 28 (%29,2) 36 (%37,5) 32 (%33,3) 96(%100,0)

Tablodaki degerler 6rnek sayis1 ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir (X*= 18,986 ; p<0,001 ).

EPHX Ekzon 4 genotiplerinin akciger kanserli hastalardaki dagiliminda  kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak anlamliliga ulagilmamistir (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: EPHX Ekzon 4 genotip dagihmmnin Akciger kanserli hasta grubunda

kontrol grubuna gore karsilastirilmasi

His139/His His139/Arg Argl39/Arg Toplam

Akciger 30(%53,6) 23 (% 41,1) 3(%5.4) 56(% 100,0)
kanserli

hastalar

Kontrol 21(%52,5) 16 (% 40) 3 (%7,5) 40(% 100,0)
Toplam 51(%53,1) 39(%40,6 ) 6(%6,3 ) 96 (%100,0 )

Tablodaki degerler 6rnek sayisi ve yiizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare
testi ile gosterilmistir (X*=0, 183 ).

EPHX Ekzon 3 gen polimorfizmine ait, His113 alleli tagima agisindan c¢alisma
grubumuz incelendiginde, akciger kanserli hastalarda (%87,5) kontrol grubuna (%52,5)
gore, Tyrl113/Tyr genotipine kiyasla istatistiksel anlamli olarak 1,667 kat artmis risk
saptanmistir(p<0.001) (Tablo 4-5).
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Tablo 4-5: EPHX His113 allelini tasimanin, akciger kanserli hasta grubunda kontrol

grubuna gore karsilastirilmasi

Akciger
hastalar
Kontrol
Toplam

His113/His

homozigot

Tyr113/His
kanserli 49(%387.,5)

21(%52,5)
70(% 72,9)

Tyr113/Tyr

homozigot

7(%12,5)

19(% 47,5)
26(%27,1)

Toplam

56(%100)

40(%100)
96(%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayisi ve yiizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gdsterilmistir (X2=:l4,474; p<0.001; OR 1,667; %95 CI 1,221-2,275).

Ekzon 3 iizerinde His113/His genotipi tasima orani, akciger kanserli hasta grubunda

(% 44,6) kontrol grubuna (%]15) gore, Tyr/His ve His/His genotiplerine kiyasla 2,551

kat artmis olup,

(p=0,002) (Tablo 4-6).

(% 95 CI 1,225- 5.311) istatistiksel olarak anlamliliga ulagsmistir.
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Tablo 4-6: EPHX E3His/His genotipinin, akciger kanserli hasta grubunda kontrol

grubuna gore karsilastirilmasi

Tyr113/Tyr Toplam
homozigot + His113/His
Tyr113/His homozigot
Akciger kanserli 31 (%55,4) 25 (%44,6) 56 (%100)
hastalar
Kontrol 33 (%82.5) 7 (%17.5) 40(%100)
Toplam 64 (%67,7) 32 (%33,3) 96 (%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayisi ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir (X2=7.736; p=0,005; OR 2,551; %95 CI 1,225- 5.311)

Ekzon 4 His139/His ve His/Arg genotiplerinin dagilim orani akciger kanserli hasta
grubunda (%94,6) kontrol grubuna (%92,5) gore, Argl39/Arg genotipine kiyasla 1,023
kat oranda artmis olup sonug istatistiksel olarak anlamliliga ulasmamistir(p=0,691)

(%95 CI 0,918-1,140) (Tablo 4-7).

Tablo 4-7: Ekzon 4His139 allelininin ¢caliyma grubu iizerindeki dagilim

His139/His Argl39/Arg Toplam
homozigot+
His139/Arg
Akciger kanserli 53 (% 94,6) 3(%5,4) 56 (% 100,0)
hastalar
Kontrol 37(% 92,5) 3(%7,5) 40 (% 100,0 )
Toplam 90 (%93.8 ) 6 (%6,3 ) 96 (%100,0)

Tablodaki degerler 6rnek sayis1 ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir (X2=:0,183; p=0,691; OR 1,023 , %95 CI 0,918- 1,140)

Ekzon 4 His139/His genotiplerinin dagilim orami akciger kanserli hasta grubunda
(%53.6) kontrol grubuna (%52.5) gore, Arg alleli tasima durumuna gore 1,020 kat
oranda artmis olup sonug istatistiksel olarak anlamliliga ulasmamistir. (p=0,691) (%95

CI0,918-1,140) (Tablo 4-8).
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Tablo 4-8: Ekzon 4His139 allelininin calisma grubu iizerindeki dagilim

His139/Arg His139/His Toplam
heterozigot+
Argl39/Arg
Akciger kanserli 26 (% 46.4) 30 (% 53.6) 56 (% 100,0)
hastalar
Kontrol 19(% 47.5) 21 (% 52.5) 40 (% 100,0)
Toplam 45 (%46.9 ) 51 (%53.1 ) 96 (9%100,0)

Tablodaki degerler 6rnek sayis1 ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile g(’isterilmistir(X2=:O,01 1; p=0.917; OR 1,020, %95 CI 0,696- 1,496).

E3 Tyr/Tyr(+) ve E4 His/His (+) genotip kombinasyonunun dagilimi akciger kanserli
hasta grubunda %10,7 iken, kontrol grubunda %30 bulunmus, bdylece akciger kanserli
hasta grubunda E3 Tyr/Tyr (+) ve E4 His/His (+) kombine genotipli bireyler, kontrol
grubuna gore diisiik oranda saptanmistir. E3 Tyr/Tyr (+) genotipi tastyip E4 His/His (-)
tasimama durumu ise akciger kanserli hasta grubunda (%89,3) kontrol grubuna (%70)
kiyasla 1,276 kat artmis orandadir ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. p=0.017
(Tablo 4-9).

Tablo 4-9: E3 Tyr/Tyr + E4 His/His kombine genotipinin ¢alisjma grubu iizerindeki

dagilimi.
E3 Tyr/Tyr (+)  E3 Tyr/Tyr (+)
E4His/His (+) dis1 E4His/His(+) Toplam
genotipte olanlar genotipi tasiyanlar
Akciger kanserli hasta N % 50%(89,3) 6(%10,7) 56(%100,0)
Kontrol N % 28 (%70) 12(%30) 40(%100,0)
Toplam N % 78(%81,3) 18(%18,8) 96(%100,0)

Tablodaki degerler 6rnek sayis1 ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir (X2=5,697; p=0,017; OR 1,276 , %95 CI 1,021- 1,593).
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E3 Tyr/His(+) ve E4 His/Arg(+) kombine genotipinin dagiliminda akciger kanserli
hasta grubunda (%80,4) kontrol grubuna (% 90) gore artmis oran saptanmamis olup
(%95 CI 0,674-5,727) istatistiksel olarak anlamlilifa da ulasilamamistir. p=0,200
(Tablo 4-10).

Tablo 4-10: E3 Tyr/His + E4 His/Arg genotipinin ¢calisma grubu iizerindeki dagilimu

E3 Tyr/His (+)
E3 Tyr/His (+)

E4His/Arg(+)
E4 His/Arg(+) dis1 Toplam
genotipi
genotip tasryanlar
tastyanlar
Akciger kanserli hasta N % 45(%80,4) 11(%19,6) 56 (%100,0)
Kontrol N % 36 (% 90) 4 (%10) 40 (%100,0)
Toplam N % 81(% 84.,4) 15 (%15,6) 96(%100,0)

Tablodaki degerler 6rnek sayis1 ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir (X2=1,646; p=0,200; OR 1,964 %95 CI 0,674- 5,727).

E3 Tyr/His (+) ve E4 His/His(+) genotipi, akciger kanserli hasta grubunda ( %21,4)
kontrol grubuna (%15) gore bu genotip kombinasyonu tasimayanlara gore 1,429 kat
artmig oranda olup,fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. (p=0,426; % 95 CI
0,585-3,486) (Tablo 4-11)
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Tablo 4-11: E3Tyr/His(+) ve E4His/His(+) genotipinin caliyma grubu iizerindeki dagilimi.

E3 Tyr/His(+)
E3 Tyr/His(+)

E4His/His(+) Toplam
E4 His/His (+)
dis1  genotipte

olanlar
Akciger kanserli hasta N % 44(%78,6) 12(%21.,4) 56 (%100)
Kontrol N % 34 (%85) 6 (% 15) 40 (%100)
Toplam N % 78(%81,3) 18 (% 18,8) 96 (%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayist ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir (X*=0,633 p=0.426; OR 1,429 %95 CI 0,585-3,486)

Son olarak yine E3 Tyr/Tyr (+) ve E4 His/Arg (+) genotipinin ¢alisma grubumuz
tizerindeki dagilimina baktigimizda, bu genotipin dagilim orani akciger kanserli hasta
grubunda %1,8 kontrol grubunda ise %20 olmak iizere diisiikk saptanmis olup, E3
Tyr/Tyr (+) ve E4 His/Arg(+) dis1 genotip tasima akciger kanserlii hastalarda 1.228 kat
daha ytiiksek olarak saptanmis ve bu bulgu istatistiksel olarak da anlamliliga ulasmistir.

p=0,004; %95 CI 1,047-1,439..(Tablo 4-12)

Tablo 4-12: E3 Tyr/Tyr (+)E4 His/Arg(+) genotip kombinasyonunun ¢alisma grubu

iizerindeki dagilimi.

E3 Tyr/Tyr (+)  E3 Tyr/Tyr (+) ve
E4His/Arg(+) dis1 E4His/Arg(+) Toplam

genotipte olanlar genotipi tasiyanlar

Akciger kanserli hasta N % 55(%98,2) 1 (%1,8) 56(%100)
Kontrol N % 32 (%80,0) 8 (%20,0) 40 (%100)
Total N % 87(%90,6) 9(%9,4) 96 (%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayisi ve yiizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gdsterilmistir (X2=9,1 11 p=0,004; OR 1,228 %95 CI 1,047-1,439.
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Calisma grubumuzda, E3 Tyr/Tyr ve E4 His/His genotipinin dagilimini, bu kombine
genotipi tagimayanlarla kiyasladigimizda, bu genotipin akciger kanserli hastalarda
(%10.7) kontrol grubuna (%12) gore diisiikk oldugu , akciger kanserli hastalarda bu
combine genotipe sahip olamamanin ise kontrole goére 1.276 kat arttigin1 belirledik.Bu

bulgu istatistiksel olarak da anlamlidir. p=0,017.(Tablo 4-13)

Tablo 4-13: E3 Tyr/Tyr (+) E4 His/His(+) Genotiplerin ¢calisma grubu iizerindeki

dagilimi.
E3Tyr/Tyr (+
yriyr () E3 Tyr/Tyr (+)
E4His/His(+) dis1 Toplam
E4His/His(+)
genotipi
genotipi tasiyanlar
tasryanlar
Akciger kanserli hasta N % 50 (%89.3) 6 (%10.7) 56(%100)
Kontrol N % 28 (%70) 12 (%30) 40 (%100)
Toplam N % 78 (%81.3) 18 (%50) 96 (9%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayist ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir (X*=5.697 p=0,017; OR 1.276 %95 CI 1.021-1.593)

E3 Tyr/His ve E4 His/Arg genotipinin dagilim oranimm1i bu kombine genotipi
tasimayanlarla kiyaslandiginda akciger kanserli hasta grubunda 11 (%19.6) kontrol
grubuna gore 4 (%10) 1.964 kat artmis oranda saptanmustir. X’=1.646 p=0.200; odds
ratio 1.964 %95 CI 0.674- 5.727(Tablo 4-14).
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Tablo 4-14: E3 Tyr/His ve E4 His/Arg Genotiplerinin ¢calisma grubu iizerindeki dagilimi.

E3 Tyr/His( +)
E3 Tyr/His (+)

E4His/Arg(+)
E4His/Arg(+) Toplam
genotipi
genotipi tasiyanlar
tasimayanlar
Akciger kanserli hasta N % 45 (%80.4) 11(%19.6) 56 (%100)
Kontrol N % 36(%90) 4 (%10) 40 (%100)
Toplam N % 81 (%84.4) 15 (%15.6) 96 (%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayist ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir (X*=1.646 p=0.200; OR 1.964 %95 CI 0.674- 5.727.

E3 Tyr/His ve E4 His/His combine genotipinin dagilim oranin1 bu genotip
kombinasyonunu tasimayanlarla kiyasladigimizda akciger kanserli hasta grubunda
(%21.4) kontrol grubuna kiyasla (%15) 1.429 kat artmis bulunmus olup istatistiksel
olarak anlamh degildir. X*=0.633 p=0,426; odds ratio 1.429 %95 CI 0.585- 3.486.
(Tablo 4-15)

Tablo 4-15: E3 Tyr/His (+) ve E4 His/His(+) kombine genotipin ¢alisma grubu iizerindeki

dagilinm

E3 Tyr/His (+)

E4His/His(+) E3 Tyr/His (+)

Toplam

genotipi E4 His/His(+)

tasimayanlar
Akciger kanserli hasta N % 44 (%78.6) 12(%21.4) 56(%100)
Kontrol N % 34 (%85) 6 (%15) 40 (%100)
Toplam N % 78(%81.3) 18 (%18.8) 96 (%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayisi ve yiizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir. X*=0.633 p=0,426; OR 1.429 %95 CI 0.585- 3.486.
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Calisma grubumuzdaki akciger kanserli hastalarin cinsiyete gore genotip dagilimi
sonucunda ekzon 3 genotiplerinin dagilimi kadinlarda; % 16,7 Tyr/Tyr, %50 Tyr/His,
%33,3 His/His; erkeklerde %12 Tyr/Tyr, %42 Tyr/His, %46 His/His seklindedir. Ekzon
4 genotiplerinin dagilimi kadinlarda; % 100 His/His, erkeklerde; %48 His/His, %46
His/Arg ve %6 Arg Arg seklindedir(Tablo 4-16).

Tablo4-16: Akciger kanserli hasta grubumuzda cinsiyete gore EPHX Ekzon 3 ve Ekzon
4 genotip dagilimi

GENOTIP KADIN ERKEK
N % N %

Ekzon 3

Tyr113/Tyr 1 (%16,7) 6 (%12)

Tyr113/His 3 (%50) 21 (%42)

His113/His 2 (%33,3) 23 (%46)

Ekzon 4

His 139/His 6 (%100) 24 (%A48)

His139/Arg 0 (%0) 23 (%A46)

Argl39/Arg 0 (%0) 3 (%6)

Toplam 6 (%100) 50 (%100)

Calisma grubumuzdaki kadinlar1 E4His/His genotipi tasimak bakimindan erkeklerle
kiyasladigimizda bu oran kadinlarda %100 iken erkeklerde %48 bulunmustur.
Kadinlarda oran 2,083 kat artmustir, istatistiksel olarak anlamlidir. %95 CI 1,561-2,780.
p=0,025(Tablo 4-17).
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Tablo 4-17: Calisma grubumuzdaki cinsiyetler iizerinde E4 His His genotipinin dagilmu.

E4Arg/Arg homozigot +
E4 His/His Toplam
E4 His/Arg
Kadin N % 0 (%0) 6 (%100) 6 (%100)
Erkek N % 26 (%52) 24 (%48) 50 (%100)
Toplam N % 26 (% 46,4) 30 (%53,6) 56 (%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayist ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare
testi ile gosterilmistir (X°=5,824, p=0,025; OR 2,083 %95 CI 1,561-2,780

Calismamiza dahil edilen akciger kanserli hastalara ait klinik parametrelere gore EPHX
E3 ve E4 genotip analizi sonuglar1 Tablo 4-18’de verilmistir.

Tablo 4-18: Akciger kanserli hasta grubunun EPHX E3 ve E4 genotip dagilimlarinin

klinik parametrelere gore degerlendirilmesi.

E4His139Arg E4Argl39 EH3Tyr113  TyrHis

Egg:)szllzg t n(%) heterozigot homozigot homozigot heterozigot HisHis
n(%) n(%) n(%) n(%)

Cinsiyet
Kadin 6(100) - - 1(16.7) 3 (%50) 2(33.3)
Erkek 24(48) 23(46) 3(6) 6(12) 21(42) 23(46)
Gecmiste akciger
hastahg: hikayesi
Var 1(50) 1(50) - 1(50) - 1(50)
Yok 6(37.5) 10 (62.5) - - 12(75) 4(25)
Ailedel.derece ca
hikayesi
Var 3(37.5) 5(62.5) - 1(12,5) 1(12,5) 6 (75)
Yok 6(42.9) 8(57.1) - - 11 (78.6) 3(21.4)
Sigara
Var 18 (47.4) 19 (50) 1(2,6) 4 (10,5) 19 (50) 15 (39.5)
Yok 4 (80) 1 (20) - 1(20) 2 (40) 2 (40)
Sigara paket/yil
50 den fazla 9 (36) 16 (64) - 2(8) 14 (56) 9 (36)

50 den az 10(71.4) 3(21.4) 1(7.1)  2(143) 5(35.7) 7 (50)

homozigot n(%)
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E3 Tyr/His(+) ve E4 His/His (+) genotipi, kadinlarda (%50) erkeklere gore (%18) , bu
kombine genotip disindaki genotiplere kiyasla 2,778 kat artmis orandadir. %95 CI
1,027-7,514. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamliliga ulasamamaigtir. p=0,105.
Calisma grubumuzdaki kadinlar1 E4His/His genotipi tagimak bakimindan erkeklerle
kiyasladigimizda bu oran kadinlarda %100 iken erkeklerde %48 bulunmustur.
Kadinlarda oran 2,083 kat artmustir, istatistiksel olarak anlamlidir. %95 CI 1,561-2,780.
p=0,025.(Tablo 4-19).

Tablo 4-19: Calisma grubumuzdaki cinsiyetler iizerinde E4 His His genotipinin dagihmu

E4Arg/Arg

homozigot + E4 His/His Toplam

E4 His/Arg
Kadin N % 0 (%0) 6 (%100) 6(%100)
Erkek N % 26(%52) 24 (%A48) 50 (%100)
Toplam N % 26(% 46,4) 30 (%53,6) 56 (%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayisi ve yiizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gdsterilmistir (X2=5,824, p=0.025; OR 2,083 %95 CI 1,561-2,780.

Calisma grubumuzdaki akciger kanserli hastalarda tiimor histolojik alt tiplerine gore
genotip dagiliminda , tiimor alt tiplerini skuamoz hiicreli ve skuaméz hiicre dis1 seklinde
siniflandirdik.Buna gore genotip dagilimi tabloda verilmistir. EPHX E3 ve E4
genotiplerinin akciger kanserli hastalarda timor tipleri tizerindeki dagiliminda

istatistiksel olarak anlamli ve dikkat gekici bir bulguya ulasilamamustir. (Tablo 4-20 ).
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Tablo 4-20: Akciger kanserli hastalarda skuamoz hiicreli ve skuaméz hiicre dis1 tumor

tiplerinde EPHX Ekzon 3 ve ekzon 4 genotip dagilimlar

Skuamoz Hiicreli N % Skuamoz Hiicre dis1 N %

E3 Tyr/ Tyr 2(%7,4) 2 (%12,5)

E3 Tyr/His 14(%51.9) 7 (%43,7)

E3 His/His 11(%40,7) 7 (%A43,7)

Toplam 27(%100) 16 (%100)

E4 His/His 12(%44.,4) 10 (%62,5)

E4 His/Arg 14 (%51,9) 6(%37.5)

E4 Arg/Arg 1 (%3,7) 0(%0)

Toplam 27 (%100) 16( %100)

Calisma grubumuzdaki akciger kanserli hastalarin E3 genotip dagilimlarini ailede 1.
dereceden kanser hikayesi var/yok parametresine gére degerlendirdigimizde ailesinde 1.
dereceden kanser hikayesi olan hastalarin  %75’inin His/His, %12,5’inin Tyr/His ve
%12,5’inin Tyr/Tyr genotipi tasidigini, ailesinde 1. dereceden kanser hikayesi olmayan
hastalarin ise %78,6’sinin Tyr/His ve %21,4’{inlin His/His genotipine sahipti ve arada

istatistiksel olarak fark bulunmamaktaydi(Tablo 4-21).

Tablo 4-21: Ailede 1.dereceden kanser hikayesi varliginda hasta grubu icerisindeki ekzon

3 genotip dagilimi.

E3 Tyr/Tyr  E3 Tyr/His E3 His/His Toplam

Ailede 1. derece var N % 1(%12,5) 1(%12,5) 6 (%75) 8 %100
Ailede 1. derecde yok N % 0(% 0) 11(%78,6) 3 (%21,4) 14 %100
Toplam N % 1(%4,5) 12 (%54,5)  9(%40,9) 22 %100

Tablodaki degerler 6rnek sayist ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir (X*=9,396 )
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Akciger kanserli hasta grubunda E3 genotipi iizerinde Tyr alleli tasimak agisindan
ailesinde 1. dereceden kanser olan ve olmayan iki grup karsilastirildiginda, ailesinde 1.
derceden kanser hikayesi olanlar (%75) olmayanlara (%21,4) gore 3,500 kat artmis
oranda His/His homozigot genotipi tasimakta olup ( %95 CI 1,189-10,305) ,sonug
istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur (p=0,026) (Tablo 4-22).

Tablo 4-22: Ailede 1.dereceden kanser hikayesi varliinda hasta grubu icerisinde ekzon 3

Tyr alleli tasima durumuna gore genotip dagihimi.

E3Tyr/Tyr
E3His/His
homozigot + Toplam
homozigot
E3 Tyr/His
Ailede 1. derece var N % 2(%25) 6 (%75) 8 (%100)
Ailede 1. derecde yok N % 11(%78,6) 3 (%21,4) 14 (%100)
Toplam N % 13( %59,1) 9 (%40,9) 22 (%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayist ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir (X*=6,044 , p=0,026, OR 3.5, %95 CI 1,189-10,305)

E3 Tyrl13/His ve E4 His139/His kombine genotipi tasimanin orani ailesinde 1.
derecede kanser hastasi olan akciger kanserli hasta grubunda 1,400 kat azalmistir.

X?=2,794; %CI 1.005-1.950). Ancak istatistiksel olarak anlamli degildir(p=0,254).

E3 Tyr/His (+) E4 His/Arg (+ ) genotip kombinasyonunun ailesinde 1. dereceden kanser
olan ve olmayan akciger kanserli hasta grubundaki dagilimina baktigimizda,bu kombine
genotipi tasimayan bireylerin, ailesinde 1. dereceden kanser vakasi olan grupta (%87,5)
ailesinde 1.dereceden kanser olmayanlara (%50) goére 1,750 kat artmis oranda
bulundugu belirlenmistir. Ancak istatistiksel olarak anlamli degildir.p=0,167. %95 CI
0,974-3,143(Tablo 4-23).
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Tablo 4-23: Ailede 1.dereceden kanser hikayesi varhiginda hasta grubu igerisinde

E3 Tyr/His (+) E4 His/Arg (+) genotip kombinasyonunun dagilimi.

E3 Tyr/His(+) E3Tyr/His(+)
E4His/Arg(+)  E4His/Arg(+)

Toplam
dis1 genotipi genotipi
tasiyanlar tastyanlar
Ailede 1. derece var N % 7 (%87,5) 1 (%12,5) 8(%100)
Aillede 1. derecde yok N % 7(%50) 7 (%50,0) 14 (%100)
Toplam N % 14 (% 63.6) 8 (%36,4) 22 (%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayisi ve yiizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare
testi ile gdsterilmistir. (X2=3,094 , p=0,167. OR 1,750 %95 CI1 0,974-3,143.

Caligma  grubumuzdaki  akciger  kanserli  hastalarin  genotip  dagilimim
degerlendirdigimiz klinik parametrelerden bir digeri sigara igme aliskanligidir.

Sigara i¢en akciger kanserli hastalarda sigara igcmeyenlere oranla E4 genotipinde en az
bir Arg alleli tasima ( His/Arg veya Arg/Arg) oran1 2,051 kat artmis bulunmustur. %95
CI10,366-11,510) Ancak istatistiksel olarak bu sonu¢ anlamli degildir.p=0,607 (Tablo 4-
24).

Tablo 4-24: E4 genotipinde Arg alleli tasima durumunun akciger kanserli hastalarda

sigara icme durumuna gore dagilimi

E4 His/Arg+
E4 His/His Toplam
E4 Arg/Arg
Sigara var N %
20 (%51,3) 19 (%48,7) 39(%100)
Gecmis/bugiin
Sigara yok N %
1( % 25) 3(%75) 4 (%100)
Hicg
Toplam N % 21(% 48,8) 22 (% 51,2) 43(%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayisi ve yiizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gdsterilmistir (X2=1,003 , p=0,607, OR 2,051 %95 CI 0,366-11,510).

Akciger kanserli hasta grubu igerisinde sigara i¢en hastalar E3 genotipinde en az bir His

alleli tasima yoniinden degerlendirildiginde, sigara icenlerde Tyr/His veya His/His alleli
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tasima orani sigara igcmeyenlere gore Tyr/Tyr homozigot genotpine kiyasla 1,197 kat
artmis bulunmustur. %95 CI 0,673-2,128)Ancak sonug istatistiksel anlamliliga
ulagamamistir.p=0,402(Tablo 4-25).

Tablo 4-25: E3 genotipinde His alleli tasima durumunun akciger kanserli hastalarda

sigara icme durumuna gore dagihim

E3 Tyr/His+
E3 Tyr/Tyr Toplam

E3 His/His

Sigara var N %

35 (%89,7) 4 (%10,3) 39 (%100)
Ge¢mis/bugiin
Sigara yok N %

3 (%75) 1 (%25) 4 (%100)

Hicg
Toplam N % 38 (% 88,4) 5(%11,6) 43 (%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayist ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare
testi ile gosterilmistir (X*=0,767 , p=0,402
OR 1,197 %95 CI 0,673-2,128).

Akciger kanserli hasta grubu igerisinde sigara igen hastalar E3 genotipinde His
homozigot genotip tagima yoniinden degerlendirildiginde, sigara igenlerde His113/His
genotipi tagima orani sigara igmeyenlere gore Tyr alleini tastyanlara kiyasla 1,641 kat
artmis bulunmustur. %95 CI 0,288-9.336) Ancak sonug istatistiksel anlamliliga
ulagamamistir.p=0,999 (Tablo 4-26).
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Tablo 4-26: E3 genotipinde His alleli tasima durumunun akciger kanserli hastalarda

sigara icme durumuna gore dagihim

E3 Tyr/His+

E3 His/His Toplam
E3 His/Tyr

Sigara var N %

23(%59) 16 (%41) 39 (%100)
Ge¢mis/bugiin
Sigara yok N %

3 (%75) 1 (%25) 4 (%100)

Hicg
Toplam N % 26 (% 60.5) 17(%39.5) 43 (%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayisi ve yiizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gdsterilmistir (X2=0,390 , p=0,999. OR 1,641 %95 CI 0,288-9.336).

E3 Tyr/His(+) E4 His/Arg (+) diistiniildiigiinde, bu genotipin sigara icen akciger kanseri
hastalarindaki orant %71,8 iken sigara icmeyen akciger kanserli hastalardaki orani
%100 olarak bulunmustur.Bu sonuglara gore yine sigara i¢cenlerde igmeyenlere gore bu
genotipi tagimak bakimindan artmig bir orandan s6z edemezken sonuglari da

istatistiksel olarak anlamli bulamadik. p=0,558 CI 0,590-0,874(Tablo 4-27).

Tablo 4-27: E3 Tyr/His (+) E4 His/Arg (+) genotip kombinasyonun sigara i¢cme

durumuna gore akciger kanserli hasta grubundaki daghmu.

E3Tyr/His(+)  E3 Tyr/His(+)
E4 His/Arg (+) E4 His/Arg (+)

Toplam

genotipi dis1 genotipi

tasiyanlar tastyanlar
Sigara var N %

28 (%71,8) 11(% 28,2) 39(%100
Gecmis/bugiin
Sigara yok N %
4 (%100) 0 (%0 ) 4(%100)

Hic
Toplam N % 32 (%74,4) 11 (%25,6) 43(%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayis1 ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir (X2=1,516 , p=0,558 OR 0,718 %95 CI 0,590-0,874).
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E3 His/His genotip dagiliminin sigara i¢en akciger kanseri hastalarindaki oran1 (%41)
sigara igmeyen hastalara (%25) oranla 1,641 kat artmustir. %95 CI 0,288-9,336 ancak
istatistiksel anlamlilik yakalanamamistir.p=1.

E3 Tyr/His (+) ve E4 His/His (+) genotip kombinasyonunun akciger kanserli hasta
grubunda sigara icenler ve igmeyenler arasindaki dagilimina bakildiginda, bu genotipin
dagilim oranlart sigara igenlerde %20,5 iken sigara i¢meyenlerde %50 olarak
bulunmustur.Bu sonuglara bakilarak sigara i¢cenlerde bu genotipi tasima oraninda artmis

bir risk s6z konusu degildi (Tablo 4-28).

Tablo 4-28: E3 Tyr/His (+) ve E4 His/His (+) genotip kombinasyonunun akciger kanserli

hasta grubunda sigara icenler ve icmeyenler arasindaki dagilim

E3Tyr/His(+)
E3Tyr/His(+)
E4His/His(+)
E4His/His(+)
dist genotipi Toplam
genotipi
tastyanlar
tastyanlar
Sigara var N %
31(%79,5) 8 (%20,5) 39 (%100)
Gecmis/bugiin
Sigara yok N %
2 (%50) 2 (%50) 4% (100)
Hicg
Toplam N % 33 (%76,7) 10 (%23,3) 43%(100)

Tablodaki degerler 6rnek sayis1 ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir (X>=1,767 , p=0,226, OR 1,590 %95 CI 0,589-4,291).



63

E4 Arg/Arg genotipinin sigara igen akcigerli hasta grubundaki orani %2,6 iken sigara
icmeyen hasta grubunda %0 bulunmustur ve istatistiksel olarak anlamli degildir. p=1.
Calismamiza katilan akciger kanserli hasta grubunu sigara pkt/yil sayilarina gore sigara
pkt.y1l >50 ve sigara pkt.y1l < 50 seklinde iki gruba ayirarak bunlarin {izerinde genotip
dagilimin arastirdik(Tablo 4-29).

Tablo 4-29: Akciger kanserli hastalarda Sigara pkt.y11>50 ve <50 durumuna gore genotip

dagilim

GENOTIP Sigara pkt.yil >50 Sigara pkt.y1l <50
N % N %

Ekzon 3

Tyr113/Tyr 2 (%14,3) 3 (%10,3)

Tyr113/His 5(%35,7) 16 (%55,2)

His113/His 7 (%50) 10 (%34,5)

Ekzon 4

His 139/His

10 (%71,4)

12 (%41,4)

His139/Arg 3 (%21,4) 17 (%58,6)
Argl39/Arg 1 (%7,1) 0 (%0)
Toplam 14 (%100) 29 (%100)

Bu smiflandirmaya gore anlamlilifa yakin sonuca ulastigimiz tek veri E4 His/His
genotipinin dagilimi acgisindan saptanmistir.Buna gore, yilda 50 paketten fazla sigara
icen akciger kanserli hastalarda E4 His/His genotipini tasima oran1 yilda 50 paketten az
icen hastalara gore diger E4 genotiplerine kiyasla 1,726 kat artmig oranda
bulundu.istatistiksel olarak anlamhiliga yakin bulundu.p=0,065. X*73,412. %95 CI
1,001-2,978(Tablo 4-30).



64

Tablo 4-30: E4 His/His genotipinin sigara icenlerde ve igmeyenlerde dagilim

E4Arg139+His/Arg heterozigot E4 His/His (+) Toplam

Sigara var N % 14

4 (%28.6) 10 (%71.4)
Gecmis/bugiin (%100)
Sigara yok N % 29(%

17 (% 58.6) 12 (% 41.4)
Hic¢
Toplam N % 21 (%48.8) 22(% 51.2) 43(%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayisi ve yiizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gdsterilmistir (X2=3,412 , p=0,065 OR 1,726 %95 CI 1,001-2,978)

Akciger kanserli hasta grubundan yilda 50 paketten fazla sigara igen hastalarda, E3
Tyr113/Tyr ve E4His139/His genotip kombinasyonunu tagiyan bireyler, tasimayanlara
gore , 1,381 kat daha yiiksek orandaydi (p=0,706. X2:O,143,Odds ratio:1.381 %95 CI
0,260-7,348. (Tablo 4-31).

Tablo 4-31: Sigara pkt.y11>50 ve <50 durumuna gore E3Tyr/Tyr veE4 His/His kombine

genotip dagilhim

E3Tyr/Tyr ve E3Tyr/Tyr ve

E4His/His E4His/His
Toplam
genotipi genotipi
tasimayanlar  tasiyanlar
Sigara >50 pkt/yil N %
12 (%85.7) 2 (%14.3) 14 (%100)
Sigara < 50 pkt/yil N %
26 (% 89.7) 3 (% 10.3) 29 (%100)
Toplam N % 38 (%88.4) 5(% 11.6) 43 (%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayist ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir (X*=0,143 , p=0,706 OR 1,381 %95 CI 0,260-7,348.
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Sadece E3 iizerinde Hisl13/His homozigot genotipini tagimak bakimindan akciger
kanserli hastalarda bir degerlendirme yaptigimizda, yilda 50 paketten fazla sigara icen
hastalarda bu genotipi tasima orani yilda 50 paketten az icen hastalara gore 1.450 kat

artmustir (p=0,329 , ods ratio 1,450, %95 CI 0,702-2,995) (Tablo 4-32)

Tablo 4-32: Sigara pkt.y11>50 ve <50 durumuna gore E3 His/His genotip dagilimi

E3 His/His sadece
Toplam
olmamak E3 His/His
Sigara >50 pkt.yil N %
7 (%50) 7 (%50) 14 (%100)
Sigara <50 pkt.yll N %
19(% 65.5) 10 (%35.5) 29(% 100)
Toplam N % 26 (%60.5) 17( %39.5) 43 (%100)

Tablodaki degerler 6rnek sayis1 ve ylizde olarak verilmistir. Gruplar arasindaki farklilik Kikare

testi ile gosterilmistir (X*=0,951 , p=0,329 OR 1,450 %95 CI 0,702-2,995).

Calisma grubumuzdaki akciger kanserli hastalar1 tlimor tipine goére skuamdz ve
skuamo6z dis1 olarak smiflandirmistik.Yilda 50 paketten fazla sigara icen hastalarda
skuamoz hiicreli tiimor oran1 % 75, skuamdz disi tiimorlere gore %53,8 yiiksek oranda
goriilmektedir.Skuamdz hiicreli tiimor tipi goriilen akciger kanserli hastalarin %96,2’si
gecmiste/bugiin sigara igen, yalnizca %3,8’1 ise hi¢ sigara igmemis hastalardir.Skuaméz

dis1 tiimdr tipi goriilen hastalarda bu oranlar sirast ile %73,3 ve %26,7 dir.
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5. TARTISMA

Akciger kanseri diinya genelindeki kanserden o©liim nedenleri arasinda birinci
siradadir(6). Erkeklerde ikinci, kadinlarda ise {igiincii sirada siklikla goriilen bir
timordiir. 1996 yilinda 177.000 yeni vaka, 159.000 6lim tespit edilmistir. Yeni kanser
vakalarinin %15’ini, tiim kanser liimlerinin %18’ini olusturmaktadir(85). Ulkemize ait
istatistiksel veriler ¢ok saglikli olmamakla birlikte, yilda 30.000-40.000 arasinda
akciger kanserine bagli Oliim oldugu tahmin edilmektedir(7,47). Sigara, akciger
kanserinin %90’indan sorumludur, ancak her sigara icen kiside akciger kanseri
gelismemektedir(15). Sigara igenlerin  %10-20’sinde akciger kanseri gelisimi
gbozlenmektedir(41). Karsinojenleri aktif metabolitlerine doniistiiren enzimler ile,
bunlar1 detoksifiye eden enzimlerde meydana gelen genetik polimorfizmlerin bireylerin
karsinojenlere duyarliligini etkiledigi dusiiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda, bu
enzimlerdeki polimorfizmlerin akciger kanseri riskini c¢esitli oranlarda degistirdigi
saptanmistir(9,15,95). Akcigerler de dahil olmak {izere pek ¢ok organda eksprese edilen
mikrozomal epoksid hidrolaz enzimi viicuda g¢esitli yollarla alinan toksik ve
karsinojenik bilesiklerin metabolizmasinda rol oynayan faz I biyotransformasyon
enzimidir(76,92). EPHX, zenobiyotiklerin, karsinojenlerin, epoksidlerin ve endojen
steroidlerin metabolizmasinda, lipid peroksidasyonu da dahil olmak iizere cesitli
oksidatif hasarlarin tamirinde goérev almaktadir, bu yonden diisliniildiigiinde genis bir
substrat spesifitesine sahiptir(76). PAH’lar da dahil olmak iizere tiitiin kaynakli
karsinojenlerin EPHX aktivitesini indiikledigi bilinmektedir(23, 69). EPHX, arenlerin,
alkenlerin ve alifatik epoksidlerin daha az reaktif ve suda daha kolay coziinebilen
formlara doniistimiinii katalizleyen dort ayri epoksid hidrolazdan bir tanesidir(33, 63,
76,77). Bu hidroliz olay1 genel anlamda bir detoksifikasyon reaksiyonu gibi
goriinmekle birlikte bazi metabolik iirlinler giren iiriinlerden ¢ok daha toksik ve
karsinojenik olabilirler.

Bu nedenle mikrozomal EPHX, sitokrom P450 enzimleri ile koordineli bir sekilde
calisarak(26)prokarsinojenlerin hem detoksifikasyonunda ve hem de aktivasyonunda rol
oynadig1 diisliniilebilir. Buna gore karsinogenezdeki rolii ise karsilastig1 substrata baglh
olarak degismektedir(92). EPHX biyoaktivasyon mekanizmasi dahilinde PAH’lar gibi

molekiillerin sitokrom P450 aracili reaksiyonlarla ¢ok daha reaktif ve mutajen diol
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epoksidlerine doniisiimiinli katalizlerken, detoksifikasyon mekanizmasinda ise epoksid
tiirevi bilesiklerin suda daha kolay ¢oziinebilen ve daha az reaktif dihidrodiollere
hidrolizini gerceklestirir. Insan genomunda EPHX geni, kromozom 1g42.1 bdlgesinde
lokalizedir(17, 33, 57). EPHX proteini yaklasik olarak 49kDa biiyiikliigiindedir(96).
EPHX proteini ve niikleik asit dizisi yiiksek derecede korunmustur(48) ve sican
mikrozomal epoksid hidrolaz geni ile %82 homoloji gosteren 455 niikleotidden
olusmustur(44). Gen bolgesi 8 adet intron ile ayrilmis 9 adet ekzon igermektedir(35).
EPHX geni tlizerinde bulunan polimorfizmlerden {izerinde en fazla durulan iki
polimorfizm, ekzon3 bolgesindeki Tyrl13/His mutasyonu ve ekzon4 bolgesindeki
His139/Arg mutasyonudur. Bu polimorfizmlerin enzim aktivitesini 6nemli oranda
etkiledigi, ekzon3 polimorfizminin enzim aktivitesini %40-50 oraninda diisiirlirken
ekzon4 polimorfizminin ise aktiviteyi %25 oraninda arttirdig1 diisiiniilmektedir(5, 24,
31, 33).

Cesitli calismalarda ekzon3 ve ekzon4 lizerindeki EPHX genotiplerine bagl olarak
enzim aktivitesi, diisiik, normal ve yiiksek enzim akivitesi seklinde siniflandirilmistir(5,
57, 68, 102). Biz de calismamizda bu iki polimorfizmi esas aldik ve farkli genotipik
varyantlarin enzim aktiviteleri ve detoksifikasyon/biyoaktivasyon metabolizmasi
tizerine etkilerinden yola ¢ikarak akciger kanseri riski iizerindeki muhtemel etkisini
arastirdik.

EPHX {izerindeki polimorfizmlerin farkli hastalik tiirlerine yatkinlikta artmis risk
faktorii oldugu disiiniilen pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Los Angelas’ta %96’s1 sigara
icen 182 hasta ile yapilan bir ¢calismada ve Ingiltere’de sigara igen 50 hasta ile yapilan
bir ¢alismada EPHX genotipi ile akciger kanseri riski arasinda dnemli bir iliskiye
rastlanmamustir.

EPHX geninin ekzon 4 His139/Arg polimorfizminin genotipik varyantlarinin ¢alisma
gruplan iizerindeki dagilimi her ¢aligmada birbirinden farklilik sergilemektedir. Buna
gore, Wu ve ark(95) Meksikali-Amerikali ve Afrikali-Amerikalilardan olusan bir
populasyonda Meksikali-Amerikal1 56 akciger kanseri hastas1 ve 73 kontrolden olusan
birinci ¢aligma grubunda, E4 Argl39/Arg genotipini akciger kanserli hastalarda tam
5,00 kat daha fazla saptamistir. Afrikali-Amerikal1 75 akciger kanseri hastasi ve 71
kontrolden olusan ikinci ¢alisma grubunda ise yine E4 Argl39/Arg genotipini akciger
kanserli hastalarda 6.6 kat artmis oranda bulmuslardir. Salazar ve ¢alisma ark(9) benzer

bir sekilde akciger kanseri iizerine beyaz irkta 110 hasta ve 119 kontrol iizerinde
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yaptiklar1 bir calismada yine E4 Argl39/Arg genotipini kontrol grubuna gore 6,26 kat
artmis bulmuslardir. Zhao ve ark(102) Amerikali beyaz irktan 166 akciger kanseri
hastas1 ve 157 kontrol {izerinde yaptiklar1 ¢alismada ise Argl39/Arg genotipi akciger
kanserli hasta grubunda 1,86 kat artmis oranda bulunurken benzer sekilde Avusturya’da
Gsur ve ark(25) 277 akciger kanseri hastasi ve 496 kontrol ile yaptiklari bir ¢aligmada
Argl139/Arg orami 1,83 kat artmis olarak belirlenmistir. Akciger kanseri disinda, Baxter
ve ark (4) Ingiltere’de 291 over kanserli hasta ve 257 kontrol ile yaptiklar1 ¢alismada,
ekzon 4 allellerinin ne kontrol grubunda p=0.99 ne de over kanserli hasta grubundaki
dagilimlarinda  istatistiksel ac¢idan anlamliliga ulasan farkli bir dagilim
saptamamiglardir(p=0,41). Yiiksek enzim aktivitesine neden olan E4 Argl39/Arg
genotipinin over kanserli hastalar ile kontrol grubuna gore anlamli bir fark
goriilmemistir. Biz de benzer sekilde E4 Arg139/Arg genotipinin ¢aligma grubumuzdaki
dagiliminda akciger kanserli hastalarda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamh farkli bir dagilim olmadigim1 goézlemledik. Bunun bir nedeni de calisma
grubumuzdaki Argl39/Arg genotipinin frekansinin ¢ok diisiik olmasi olabilir. Lin ve
ark(56). Tayvan’da 145 6zafagus kanserli hasta ve 352 kontrol {izerinde yiiriittiikleri bir
calismada da bizim ¢aligma grubumuzda oldugu gibi Argl39/Arg genotipinin frekansi
oldukea diisiik bulunmustur. Baxter ve ark(4) Ingiltere’de 291 over kanserli hasta ve
257 kontrol ile yaptiklar1 calismada, ekzon4 allellerinin dagiliminda anlamlilig
yakalayamamislardir. Bir baska ¢alismada ise, %26’s1 sigara igen 76 hastada ekzon4
heterozigot His139/Arg genotiplerinin artmis akciger kanseri riski ile iligkili oldugu

bulunmustur(66).

Bulgularimizda, E4Arg139/Arg genotipinin ¢alisma grubumuzdaki dagiliminda akciger
kanserli hastalarda kontrol grubuna kiyasla 1,023 kat diisiik bir oran belirledik. Ancak
E4 genotiplerinin akciger kanserli hasta ve kontrol grubu {iizerindeki dagiliminda
anlamli bir fark yakalayamadik.Yukarida goriildigli iizere bu genotip ¢esitli
calismalarda farkl etnik gruplar {izerinde c¢ok farkli dagilim gdstermektedir(50,65).
Dolayisiyla bu genotipin dagilim oranindaki varyasyonun etnik farkliliklardan

kaynaklandig: diistiniilebilir.

EPHX geninin ekzon 3 iizerindeki Tyrl13/His polimorfik genotipin varyantlarinin
cesitli ¢aligmalardaki dagilimi oldukca farklilik sergilemektedir.Yin ve ark(99) Cin

populasyonunda 84 akciger kanserli hasta ve 84 kontrol {lizerinde yiiriittiikleri
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calismada, E3 His113/His genotipinin akciger kanserli hastalardaki orani kontrol
grubuna gére 1,71 kat artmis orandadir.Yine akciger kanseri iizerine Isveg’te Persson ve
ark(66) 74 hasta ve 122 kontrol iizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada, E3 His113/His
genotipi akciger kanserli hastalarda 1,76 kat oraninda artmistir. Smith ve ark(82)
Ingiltere’de 50 akciger kanserli hasta ve 203 kontrol {izerinde yiiriittiikleri calismada da
benzer sekilde His113/His genotipi akciger kanserli hasta grubunda 1.6 kat oraninda
artmustir. Baxter ve ark(4), over kanserli hastalarda ekzon3 genotipinin hem kontrol ve
hem de hasta grubundaki dagiliminda istatistiksel olarak anlamli farklilik
yakalamiglardir(siras1 ile p=0,007 ve p=0,01). Benzer seckilde bizim c¢alisma
grubumuzdaki ekzon 3 genotiplerinden E3 His/His genotipinin dagilimi da anlamli bir

diizeyde farkli bulunmustur (risk katsayisi (OR)= 2,551 p=0,005).

Tayvan’da Lin ve ark(56)145 oOzafagus kanserli hasta ve 352 kontrol {iizerinde
yuriittiikleri bir ¢aligmada, sigara i¢en hastalarda kontrollere kiyasla, E3 Tyr113/Tyr
genotipinde 3,52 kat, heterozigot Tyrl13/His genotipinde 5,26 kat artmis risk
bulunmustur. His113/His genotipli hasta grubunda ise sigara i¢cimi 6zafagus kanseri igin
onemli bir risk faktorii degilken aksine sigara icenlerde Ozafagus kanserine karsi
koruyucu bir etki yaratmaktadir. Ayni c¢alisma grubunda sigara igen hastalarda
kontrollere kiyasla E3Tyrl113/Tyr genotipinin oram1 1,00 kat artmistir. Bizim
bulgularimizda sigara igenlerde i¢meyenlere oranla Tyrl137Tyr genotipinin
dagiliminda onemli bir artis saptanmamustir. Ancak calismamizda sigara pkt.yil
miktar>50 olan hasta grubunda, yilda 50 paketten az sigara igen hasta grubuna gore
E3His113 His genotipi oran1 1,45 kat artmistir. Birka¢ calismada da diisilk enzim
aktivitesine ait oldugu diisiiniilen E3His113 His genotipinin, metabolizasyon hizini
yavaglatarak ROS tiirevleri gibi karsinojenlerin olusum hizin1 diisiirdiigiinden daha az
diizeyde DNA ve serum albumin adduktlar1 olusturdugu ve daha az oranda liriner
mutajeniteye yol actig1 ve ¢ok fazla sigara icenlerde akciger kanseri riskini diisiirdiigii
diisiiniilmektedir(50,65). Biz ¢alisma grubumuzdaki akciger kanserli hastalarda
His113His genotipinin yaklagik 3 kat artmis oranda risk tasidigini belirledik (2,551 kat
p=0,002). Sigara i¢enlerde E3 His113/His genotipi tagima orani ise igmeyenlere gore
1,641 kat artmastur.

Calisma grubumuzda E4 His/His genotipini degerlendirdigimizde, akciger kanserli olup

toplam 50 pkt.yi1l’dan daha fazla sigara i¢en hastalarda, bu genotipin oraninin 1,726 kat
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artmis oldugunu belirledik (p=0,065). Zhou ve ark(103) beyaz irktan 974 akciger
kanseri hastas1 ve 1142 kontrol ile yaptiklar1 ¢alismalarinda, akciger kanserli hasta
grubunda sigara pkt.yll miktarn arttikca, cok diisiik enzim aktivitesi tasidiginm
diistindiikleri E3 His113/His+ E4 His139/His+ kombine genotipinin frekansinin
azaldigimi, kontrol grubunda ise aksine sigara miktar1 arttik¢a bu genotipin frekansinin
diger genotiplere oranla arttigim1 belirlemislerdir. Zhou ve ark.’min c¢alismalarinda
akciger kanserli hastalarda pkt.yi1l miktari=0 iken, risk orani 1,89(%95 Giivenilirlik
araligi, 1,08-3,28), sigaray1 toplam 80 ve daha fazla pkt.yil igenlerde risk katsayisi, 0,65
(%95 Giivenilirlik araligi, 0,42-1,00) bulunmustur(103). Bu bulgudan yola ¢ikarak
Zhou ve ark(103) bu genotipin ¢ok fazla sigara icenlerde akciger kanserine karsi
koruyucu bir faktor olabilecegi hipotezini 6ne siirmiislerdir. Ancak EPHX genotipleri
ile akciger kanseri riski arasinda bir iligki belirleyememislerdir. Biz bulgularimizi
irdeler iken bdyle bir genotip kombinasyonunu aragtirmadik. Ancak farkli bir genotip
kombinasyonunun, diisiik aktiviteli oldugu diisiiniilen E3 Tyr/Tyr ve E4 His/His
kombine genotipinin dagiliminin akciger kanserli hastalarda kontrol grubuna kiyasla
dikkat ¢ekici sekilde 1.276 kat artmigs oranda oldugunu belirledik (p=0.01,%95
Giivenilirlik aralig1 1,021- 1,593).

Zhou ve ark(103) caligmasindaki dikkat c¢ekici bir bagka bulgu ise sigara ig¢im
miktariin EPHX genotiplerinin dagilimi {izerine etkisinin sadece skuamoz hiicreli hasta
grubunda istatistiksel olarak 6nemli bulunurken adenokarsinomlu hastalarda istatistiksel
olarak anlamli olmayan bir farkin saptanmis olmasidir(p=0,18). Bizim ¢alismamizda da,
dikkat ¢ekici bir sekilde, sigara icenlerde skuamoz hiicre karsinom, skuaméz disi olarak
siiflandirilan diger gruba kiyasla sigara i¢gmeyenlere gore daha yiiksek oranda
bulunmustur (katsayr 1,311, p=0,031). EPHX’in, adenokarsinomdan ¢ok skuamoz
hiicreli  karsinom olusumu ile iliskili oldugu disiiniilen karsinojenlerin

metabolizasyonunda rol oynadigi hipotezi bu bulguyu bir sekilde agiklayabilir.

Akciger kanseri ile EPHX iligkisi tizerine bir Cin populasyonunda yapilan bir ¢alismada
EPHX polimorfik genotipleri, skuamoz hiicreli akciger kanseri ile iligkili bulunmustur.
Tayvan’da %57’si sigara icen 132 hasta ile yapilan bir ¢alismada yiiksek aktiviteli
EPHX genotipinin skuamdéz hiicreli akciger kanseri agisindan yiiksek risk tasidigi
belirlenmistir(56). Akciger kanserinin farkli histolojik alt tiplerinin EPHX

polimorfizmleri ile farkl iligkiler sergiledikleri diisiiniilebilir.
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Sonug olarak, bulgularimizda E4 genotipi tasimak bakimindan akciger kanserli hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda oOnemli bir farklilik saptayamazken, E3 Hisl113/His
genotipinin, akciger kanserli hastalarda kontrol grubuna kiyasla oranmin 2.551 kat
artmis oldugunu, sigara igen akciger kanseri hastalarinda bu genotipin oraninin
icmeyenlere gore 1.641 kat artmis oldugunu, yilda 50 paketten fazla sigara igen akciger
kanserli hastalarda His113His homozigot genotipinin oraninin 1,450 kat oraninda
artigin1  gosterdik. Ailesinde 1.dereceden kanser hikayesi olan akciger kanserli
hastalarda ise E3 His113/His genotipinin oraninin dikkat c¢ekici bigimce 3,500 kat

arttigini bulgularimiz arasinda saptadik.

EPHX ekzon3 ve ekzon4 polimorfizmleri ile ilgili yapilan caligmalarda farkl
populasyonlarda farkli bulgularin bulunmasinda, irklara baglh farklilklar ve dolayisi ile
farkli onkogen ve anti-onkogenlerin polimorfik dagilimlart etkin olabilecegi gibi, farkli
toplumlardaki farkli sigara igme oranlari da rol oynuyor olabilir. Ulkemizdeki gibi
ylksek sigara i¢giminin goriildiigii populasyonlarda, EPHX 1n detoksifikasyon islevinin
karsinogenezde daha once diisiiniilmesi gerektigi ortaya atilabilir. Bu konunun daha iyi
aydinlanabilmesi i¢in, c¢ok farkli sigara i¢cme aligkanliklarima sahip farkh

populasyonlarin katildig1 genis calismalara gerek bulunmaktadir.

Biz bu calismamizda, temel parametre olarak sigara kullanimini baslica risk faktorii
olarak belirledik. Sigara kullanimi disinda allellerin dagilimindaki etnik farkliliklar, diet
aliskanliklari, ve de posttranskripsiyonel faktorler gibi diger faktorler de g6z oniinde
bulundurularak bir c¢aligma yapildiginda ortaya daha ileri yonde bir hipotez
konulabilir.(88)

Kanser etyogenezinin tek bir risk faktorl ile aciklanamayacak kadar kompleks bir
yapiya sahip olmasindan dolayr EPHX polimorfizmleri de akciger kanseri riskini
etkileyen tek faktdr olarak diisiiniilmemelidir. Karsinogenezin olusumundaki ¢ok
basamakli siiregte farkli metabolik genlerin veya diger genlerin EPHX ile etkilesimi ve
cevresel faktorler géz oniinde bulundurularak yukarida c¢esitli calismalarda elde edilen
bulgular ve bizim bulgularimiz risk faktorii olabilecegi diisiiniilen ancak bu konuda

kesinlik arz etmeyen bulgular olarak degerlendirilmelidir.
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EK-7 Cahsmanimn niteligine gore hazirlanacak hasta takip formu rnegi-1
AKCIGER TUMORU ARASTIRMA FORMU

Form No:

Protokol No :

Tarih ;

‘Adi Soyadr ;.
Yas-:
'M'e-g}ék :

Oykiisii:

Yakinmanin baglangie zaman::

Oz gegmigi:
Sigara toketimi (sire, miktar) var( yok( )
llag kullanim: - : var( yok( )
Transfizyon var( yok( )
Karsinojene maruz kalma var( ) yok( )
Iskemik kalp hastalig: ) Diabetes Mellitus ()
Kronik Bobrek Yetersizligi ) Malign hastalik ¢ )
Steroid kullanim: ) Kemoterapi { )
Kronik Karaciger Hastalig: G Radyoterapi L)
Diger
Meyve tioketimi az(<i00g/gun) orta(100-200 g) bol(> 200g)
Sebze tiketimi az orta bol
Oz gegmisinde akcifer ile ilgili yakinma / hastalik: .
KOAH: var( ). yok( )
Toberkitloz: var( ) yok( )
Diger akciger problemi: var( ) yok( )
Soy gecmisi:
Herhangi bir kanser tiirg : var( ) yok( )
Akciger kanseri ; ! var( ) yoké )
Diabetes Mellitus: var( ) viok()
Kronik Akeciger Hastaligi var( ) yok( )
Ameliyat 6ncesi Kan Biyokimyasi: ;
Glukoz’ BUN, Prot Alb
ALT AST ALP GGT
LDH T Kolest Trig
LDL HDL Ca P
Hb Htc Loko Tromb

Ameliyat dncesi tant :
Yapilan Ameliya! )
Tamsrin diferansiasyonu ( Iyi / o

Metastz durnumur (adet, boyut)
Lenf Nodu metastaz: (yerlegim, ad

Tiémdriin Evresi:

rta / kiti )

et, boyut)
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