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OZET

Gebelikle iliskili plazma ptoteini-A (PAPP-A); Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF)
bagl IGF baglayici protein-4 (IGFBP-4)’e karsi proteolitik aktivite gostererek IGF
konsantrasyonlarinin diizenlenmesinde rol alan bir enzimdir. IGFBP-4 ortamdaki
serbest IGF’leri baglayarak tasinmasinda ve korunmasinda rol alirken aktivitelerini
simirlandirir. IGFBP-4’tin PAPP-A ile proteolizi sonrasi serbest kalan IGF’ler
biliylimeyi ve bir¢ok metabolik aktiviteyi diizenlemek {lizere reseptorlerine baglanir.
Son yillarda yapilan calismalar IGF ailesinin timor hiicrelerinin olusumunda ve
gelisiminde rol aldigin1 ve IGFBP-4 ve PAPP-A konsantrasyonlarinin g¢esitli timor
kaynakli hiicrelerde yiiksek diizeylerde oldugunu gostermistir. Giincel Kiiresel Kanser
Istatistikleri (Global Cancer Statistics, GLOBOCAN,2018) raporuna gore, akciger
kanseri en sik tani alan kanserdir ve kansere bagli 6liimlerin yaklagik 1/5’ini {stlenir.
Bu bilgiler dogrultusunda, PAPP-A’nin akciger kanserinde potansiyel bir biyobelirteg
olarak kullanilabilirliginin degerlendirilmesini amagladik. Akciger kanserinin farkli
tip ve evrelerine sahip 60 hasta ve 23 saglikli bireyin serumlarinda IGF-1 diizeyleri
kemiliiminesans, IGFBP-4 ve PAPP-A diizeyleri ELISA yontemi kullanilarak 6l¢tildii.
Hastalar tedavi alimina ve akciger kanserinin histolojik tipine gore gruplandirildi.
Analiz sonuglarina gore hasta ve kontrol gruplarinin IGF-1 diizeyleri arasinda bir fark
gozlenmedi. Yalnizca tedaviye baslamamis hastalardan olusan grubun PAPP-A
diizeyleri, kontrol grubundan yiiksek olarak 6l¢iildii ancak bu fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi. IGFBP-4 diizeyleri ise tiim hasta gruplarinda kontrol grubundan
anlamli derecede yiiksek olarak Olciildii. Bu calisma akciger kanserinde PAPP-A
diizeylerinin ylikseldigini desteklemekle birlikte, PAPP-A’ya kiyasla IGFBP-4’{in bir
biyobelirte¢ olarak kullanilmak iizere daha yiiksek potansiyele sahip olabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: IGF-1, IGFBP-4, Akciger kanseri, PAPP-A, Tiimor
biyobelirtegleri



SUMMARY

Evaluation of PAPP-A as a Potential Biomarker in Different Types and Stages
of Lung Cancer

Pregnancy associated plasma protein-A (PAPP-A); regulates the Insulin like growth
factor (IGF) concentrations through degredation of IGF dependent IGFBP-4. IGFBP-
4 binds to free IGFs and limits their activity. The IGFs released after proteolysis of
IGFBP-4 by PAPP-A; bind to their receptors to regulate growth and various metabolic
activities. IGF family has a role in the formation and development of tumor cells and
that IGFBP-4 and PAPP-A concentrations are high in various tumor-derived cells.
According to the recent Global Cancer Statistics (GLOBOCAN, 2018); lung cancer is
the most commonly diagnosed cancer and it causes nearly 1 out of 5 cancer deaths.
Based on this information, the research aimed to evaluate PAPP-A as a potential
biomarker for lung cancer. Serum IGFBP-4 and PAPP-A levels were measured by
using ELISA and serum IGF-1 levels were measured by the chemiluminescence
method of 60 patients with different types and stages of lung cancer and 23 healthy
individuals. Patients were divided into groups based on the treatment and histology of
lung cancer. According to our results, no significant difference was found between the
IGF-1 levels of the patient and control groups. PAPP-A levels of untreated patients
were higher than the control group, but the difference was not statistically significant.
IGFBP-4 levels were significantly higher for all patient groups than the control group.
This study corroborates the increased levels of PAPP-A in lung cancer, also indicates
that IGFBP-4 has higher potential to be used as a biomarker than PAPP-A.

Key Words: IGF-1, IGFBP-4, Lung Cancer, PAPP-A, Tumor biomarkers



1. GIRIS VE AMAC

PAPP-A, ilk olarak 1974 yilinda gebe kadinlarin plazmasinda bol miktarda
bulunan ancak biyolojik fonksiyonu bilinmeyen 4 proteinden biri olarak tanimlanmig
ve Gebelikle Iliskili Plazma Proteini-A (PAPP-A) olarak adlandirilmistir (1). Gebe
kadinlarin plazmasindaki degisken diizeyleriyle ilgili yapilan caligmalarla birlikte
PAPP-A, 1990’11 yillarda Down sendromu taramasinda kullanilmaya baglanmistir ve
giinimiizde de bu uygulama devam etmektedir (2). 1999 yilinda PAPP-A’nin IGF
bagli IGFBP-4’¢ kars1 proteolitik fonksiyonu kesfedilmis (3) ve ilerleyen yillarda,
insan osteoblast ve fibroblastlar1 gibi ¢esitli hiicre ve dokularda da sentezlendigi

gozlenmistir (4).

IGF ailesi; insiilin benzeri biiyime faktorleri, (IGF-1, IGF-2), IGF reseptorleri
(IGF-1R, IGF-2R), IGF baglayici proteinler (IGFBP 1-6) ve bu baglayici proteinlerin
proteazlarimi1 kapsayan genis bir biliylime faktorii ailesidir (5). IGF ailesinin
olusturdugu sistem genel olarak biiylimeyi ve metabolizmay1 kontrol etmekle birlikte
birgok hiicrede; proliferasyon, farklilasma ve migrasyonun diizenlenmesinde rol alir.
IGF’ler dolagimda 6 farkli baglayici proteinden birine bagli halde bulunurlar. Bu
baglayici proteinler IGF’lerin tasinmasinda, korunmasinda ve reseptorleri ile olan
iliskisinin kontrol edilmesinde rol alirlar (6). IGFBP’ler spesifik proteazlar tarafindan
parcalanana kadar IGF’ler reseptorlerine baglanamaz ve biiylimeyi uyaran
aktivasyonlarin1 gergeklestiremez. Dolagimdaki serbest IGF diizeyleri, IGF baglayict

proteinlere ve bu proteinlerin proteazlarina baglidir (5).

PAPP-A, cinko bagli bir metalloproteinazdir. IGFBP-4’lin baslica proteazi
olmakla birlikte IGFBP-2 ve IGFBP-5’¢ karsi proteolitik aktivite gostermektedir (7).
IGFBP-4 ilk kez insan osteosarkaom hiicrelerinde inhibitor islevileri olan bir IGFBP
olarak tanimlanmistir (8). IGF-1 biyoayarlanimimi ve anabolik etkilerini diizenler.

PAPP-A, IGFBP’leri tek bir noktadan béler; bu boliinme, IGFBP’lerin IGF’ler i¢in



baglanma afinitesinin kaybina ve dolayisiyla IGF’lerden ayrilmalarina neden olur (6).
Boylece serbest IGF diizeylerinde artis gozlenir. PAPP-A proteolitik aktivitesini hiicre
yiizeyine bagli olarak gerceklestirir. Bu aktivite merkezi IGF’lerin IGFBP’lerden
hiicre ylizeyine yakin bir noktada ayrilmasini ve diger baglayici proteinler tarafindan
tutulmadan reseptorlerine baglanmasini saglar (9). Reseptorlerine baglanan IGF’ler
proliferasyon ve migrasyon gibi biyolojik aktiviteler i¢in hiicre i¢i sinyal yollarimi
baslatir. IGF ailesinin olusturdugu sistem, gii¢lii bir etkilesim halindedir ve bu
etkilesimin herhangi bir asamasindaki diizenleme, birbirleriyle baglantili olarak
ilerleyerek patalojik durumlara yol agabilir (10). Son yillarda yapilan ¢alismalar; IGF
ailesinin c¢esitli timor tiplerinin olusumunda, gelisiminde ve metastazinda rol
oynadigini gostermektedir. IGF-1 (10), IGFBP-4 (11) ve PAPP-A (9) ¢esitli timor
kaynakli hiicreler tarafindan yiliksek diizeyde eksprese edilir. IGF’ler saglikli
hiicrelerde gosterdikleri etkilerini  timor hiicrelerinde de gostererek hiicre
proliferasyonu, klonal biiylime ve migrasyon gibi timor asamalarinin 6nemli
diizenleyicileri olarak aktivite gosterir (12). IGFBP-4; IGF aktivitelerini engelleyerek
(13), PAPP-A ise destekleyerek tiimor biiyiimesinin diizenlenmesinde rol alirlar (14).
Yapilan ¢aligmalar; PAPP-A’nin meme (15), bobrek (16), yumurtalik (17) ve akciger
(18) gibi gesitli kanserlerle olan ile iliskisini ortaya koymaktadir.

Diinya genelinde kanser degerlendirmesi yapan Uluslararasi Kanser Arastirma
Ajansi (International Agency for Research on Cancer, IARC)’ nin 2018 yilinda
yaymladigr giincel Kiiresel Kanser Istatistikleri (Global Cancer Statistics,
GLOBOCAN) raporuna gore; her iki cinsiyet bir arada incelendiginde akciger kanseri
en sik tani alan kanser olmakla birlikte (tiim vakalarin %11,6’s1), kansere bagl
oliimlerin 6nde gelen nedenidir (kansere baglh 6liimlerin %18,4°1) (19). Kiigiik hiicreli
olmayan (NSCLC) akciger kanserli hastalarin PAPP-A serum diizeylerinin saglikli
kontrol gruplarina gore kayda deger bi¢imde yiiksek oldugu saptanmistir (20). Bu
bilgiler dogrultusunda PAPP-A, test edilmeyi bekleyen potansiyel bir kanser

biyobelirteci olarak karsimiza ¢ikmaktadir.



Bu ¢alismada akciger kanserinin farkli histolojik tip ve evrelerinde PAPP-A’nin
tanisal ve Ongoriicii potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullaniminin degerlendirilmesi
amaciyla PAPP-A, IGFBP-4 ve IGF-1 diizeylerinin dlglilmesi planlandi. Bu ¢alismada
ayrica 3 parametrenin tim hasta ve kontrol gruplarinda birlikte Ol¢iilmesiyle

aralarindaki iligkinin farkli durumlarda incelenmesi amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biiyiime Hormonu

Insan biiyiime hormonu (GH), hem cocuklarda hem de yetiskinlerde viicut
bliylimesini ve metabolizmay1 kontrol eden bir hormondur. Dogum sonras1 dogrusal
biiylimeyi ve kas gelisimi kontrol ederek viicudun bir biitiin halinde biiylimesinde etkin
rol oynar (21). Biiylime hormonunun sentezlenmesi, Salgilanmasi ve bu
mekanizmalarin kontrol edilmesi igin bir¢ok merkezi ve ¢evresel faktor rol almaktadir.
Bunlardan bazilari; noropeptitler, serbest yag asitleri, viicuttaki protein ve
karbonhidrat diizeyleriyle birlikte; biiyiime hormonu salma hormonu (GHRH),
somatostatin (SRIF), ghrelin ve insiilin benzeri biiyiime faktorii-1(IGF-1)’dir (22).
IGF-1"in biiyiik ¢ogunlugu biiyiime hormonun uyarilmasina yanit olarak iiretilir ve
GH’1in metabolik fonksiyonlarmin bir kismina aracilik eder. GH hipofiz bezinden
dolagima salindiginda bir¢ok dokuda IGF-1 iiretimi artar. Dokularda IGF-1 tiretimi
artmasiyla dolasimdaki IGF-1 konsantrasyonu artar ve hipofizden daha fazla GH
salgilanmasini inhibe eden bir geri bildirim dongiisii devreye girer (23). Bu faktorlerin
disinda biliyiime hormonunun sentez ve salinimi; cinsiyet, yas, fiziksel egzersiz,

beslenme durumu gibi gesitli kosullardan etkilenmektedir (24).

2.2. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Ailesi

Insiilin benzeri bilyiime faktdrii ailesi; insiilin benzeri biiyiime faktorleri (IGF-1,
IGF-2), IGF reseptorleri (IGF-1R, IGF-2R) ve IGF baglayici proteinler (IGFBP 1-6)
ve bu proteinlerin proteazlarindan olusur (Tablo 1A). IGF ailesinin olusturdugu sinyal
sistemi ile bir¢gok dokunun biiylimesi, gelismesi ve pek ¢ok hiicrenin normal islevlerini
siirdiirebilmesi saglanirken ayni zamanda; hiicre proliferasyonu, farklilagmasi,

migrasyon ve apoptoz da diizenlenir (25).



Tablo 1A: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF) Ailesi

IGF
Reseptorler

Baglayic1 Proteinler

Proteazlar

IGF-1, IGF-2
IGF-R1, IGF-R2 (IGF2/M6P)
IGFBP-1, IGFBP-2, IGFBP-3, IGFBP-

4, IGFBP-5, IGFBP-6,
IGFBP-7*

**

*Kismi yapisal benzerlik nedeniyle dahil edilmistir. ** (Bakiniz: TABLO 1B)

Tablo 1B: Proteolitik aktivite gosterdikleri IGFBP gruplarina gore IGFBP

proteazlari

Proteazlar

Serin Proteazlar

Katepsinler

Metalloproteinazlar

Plazmin

Trombinler

Alt gruplan

Prostat spesifik antijen
(PSA)

y -nerve growth factor

Katepsin -D

Interstisyel kollajenaz
(MMPs-1)

Jelatinaz A (MMPs -2)

Jelatinaz B (MMPs-9)

Substratlar:

IGFBP-3 ve -5

IGFBP-4 ve -6

IGFBP (1-6)

IGFBP-2, -3, -4 ve -5

Stromelisin -1 (MMPs -3)

Disintegrin
metaloproteinaz

PAPP-A

PAPP-A2

a-thrombin

IGFBP-2, -4 ve -5
IGFBP-3 ve -5
IGFBP-2, -3 ve -4

IGFBP-3 ve -5




2.2.1. Insiilin benzeri biiyiime faktérleri (IGF)

Insiilin benzeri biiyiime faktdrleri (IGF-1, IGF-2), hem biiyiimeyi hem de
metabolizmay1 kontrol eden ¢ok islevli IGF ailesinin baglica tiyeleridir. Tek zincirli
polipeptit yapisindadirlar. A, B, C ve D islevsel bolgelerinden olusurlar. IGF’lerin A ve
B bdlgeleri sirasiyla, insiilinin A ve B bolgeleri ile homologtur ve reseptdrlerine bu
bolgelerden baglanirlar. Insiilinden farkli olarak IGF peptitleri prototip olarak
boliinmezler ve C bolgeleri ile olgun peptitlere baglanirlar ayrica insiilinde bulunmayan
bir D bolgeleri vardir. C ve D bolgeleri IGF’lerin reseptorlerine segici baglanmasinda

ve baglanma afinitelerinin belirlenmesinde rol alir (26).

IGF’lerin biiyiime iizerindeki aktiviteleri; embriyonik kok hiicrelerin ¢ogalmasini
destekleyerek baslar, bu hiicrelerin dokuya 6zgii farklilasmasini ve normal biiylimenin
veya yaralanmalarin bir sonucu olarak apoptoz veya nekrozu destekleyerek devam eder
(27). IGF’lerin biiyimeyi uyarmast; iskelet kasi ve kemik dokusundan, organlarin ve
damarlarin biiyiimesine kadar pek ¢ok alanda etkilerini gostermektedir (28). IGF’lerin
baslica sentez bolgesi karacigerdir ancak karaciger disinda ¢esitli doku ve organlarda da
sentezlenirler (27). IGF ekspresyonunda GH ile birlikte; Ostrojen ve FSH’1 igeren
birtakim hormon, trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), epidermal biiyiime
faktorti (EGF), fibroblast biiytime faktorii (FGF) gibi farkli biiytime faktorleri, cinsiyet,
yas ve beslenme de etkilidir. Aktiviteleri biiyiime hormonundan dogrudan etkilenen

IGF-1 ve IGF-2, organizmanin farkli alanlarinda farkli gorevler iistlenmektedirler (28).

2.2.1.1. IGF-1

Insiilin benzeri bilyiime faktorii-1 ilk kez 1957 yilinda izole edilmistir (29). ilk
once ‘Siilfatyon Faktorii’, daha sonra ‘Somatomedin C’ olarak adlandirilmistir.
Gilinlimiizde ise insiiline benzer yapisal 6zellikleri nedeniyle insiilin benzeri biiyiime

faktorii 1 olarak adlandirilmaktadir (30). IGF-1 geni kromozom 12’ye yerlesmistir, 7,7



kDa molekiil agirligindadir ve yapisinda 70 aminoasit bulunur (26). IGF’ler
insiilinden daha cok proinsiilin ile benzerlik gostermektedirler. IGF-1 ile insiilin,
aminoasit dizilimi a¢isindan yalnizca %7,5 oraninda yapisal benzerlik gosterirken
IGF-1 ile pronsiilin arasindaki yapisal benzerlik oran1 %43’tiir (31). IGF-1’in dogum
oncesi ekspresyonu olduk¢a diisikk gozlenirken yetiskinlik doneminde oldukca
yiiksektir. Normal sartlar altinda IGF-1’in dolagimdaki seviyesi stabildir ve beslenme
gibi ¢evresel faktdrlerden etkilenmez. Insiilin gibi karbonhidrat alimu ile kisa siireli ve
ani degisiklikler gostermez (32). IGF’ler insiiline benzer olarak protein ve
karbonhidrat metabolizmasi iizerinde anabolik etki gostermektedirler. IGF-1; lipolizi
inhibe eder ve adipoz dokuda glukoz seviyelerini disiiriir, insiilin duyarliligini
artirarak insiilin direncine karsi etki gosterir (33). IGF-1’in lenfosit iiretimini uyararak
bagisiklik sisteminde de rol oynadig: bilinmektedir (34). Ilerleyen yasla birlikte IGF-
1’in dolagim diizeyleri bir miktar azalir; bu durum kas kiitlesinde azalmayla ve kemik

dokusunda deformasyonla sonuglanir (35).

IGF-1 normal biiyiime ve gelisimde oldugu kadar ¢esitli patolojik durumlarda,
ozellikle tiimor olusumunda ve ilerlemesinde de rol alir. Dolagimdaki yiiksek IGF
seviyelerinin prostat, meme, akciger kanseri gibi ¢esitli kanser tipleriyle iligkili oldugu

gozlenmektedir (36).

2.2.1.2. IGF-2

IGF-2; hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini diizenleyen bir biiyliime faktorii
olmasmin yaninda, biiyiime iizerindeki etkilerini agirlikli olarak fetal donemde
gosterdigi bilinmektedir (37). 7,4 kDa molekiil agirligindadir ve yapisinda 67
aminoasit barindirmaktadir (26). Embriyonik ve fetal donemde ekspresyonu oldukca
yiiksektir; gebeligin 2. yarisindan itibaren neredeyse tiim dokularda eksprese edilir ve
ekspresyonu dogum sonrasi giderek azalir. IGF-2 geni, kromozom 11’e yerlesiktir, bir

lokusun iki ana alelinden biri eksprese edilir, digeri ise baskilanmistir. Eksprese edilen



IGF-2 geni normal embriyonik biiyiime igin gereklidir. Baskilanmanin herhangi bir
nedenle gerceklesmemesi, asiri biiylimeyi ve g¢esitli timor gelisimlerini beraberinde

getirmektedir (37).

IGF’ler biiylimeyi uyaran ¢esitli aktivitelerini reseptorlerine baglanarak

gergeklestirir (37).

2.2.2. Insiilin benzeri biiyiime faktorii reseptorleri (IGFR)

IGF-1 ve IGF-2 islevlerini ii¢ tip farkli IGF reseptoriine baglanarak gerceklestirir.
Bunlar; IGF-1 reseptorii (IGF-1R), IGF-2/ mannoz-6-fosfat reseptorii (IGF-2R)
(IGF2/M6F) ve insiilin reseptortidiir (IR) (38). IGF-1R ve IR reseptorlerinin her ikisini
de eksprese eden hiicrelerde; IGF-1R’nin bir alfa ve bir beta altbirimiyle insiilin
reseptOriiniin bir alfa ve bir beta altbiriminin birlesmesiyle olusan, IGF-1, IGF-2 ve
insiilininin etkilerine aracilik edebilen hibrit bir reseptor tanimlanmistir. IGF-1R/IR

hibrit reseptoriin islevleriyle ilgili ¢alismalar devam etmektedir (39).
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IGE-2 IGF-1 Insulin

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

Tirozin kinaz
-— bdlgesi —_

“—— Fosforilasyon —*

IGF-2/M6PR IGF-1R bolgesi Insulin R
Protein isleme ve klirens Biiyilime aktiviteleri Metabolik aktiviteler
Lizozomal enzim hareketliligi ve lizozomal yikim Hucre cogalmasi G\‘uko‘z alimi ve taginmas
Endositoz Hiicre yasaminin sirdurilmesi Glikoliz
Blyime faktérleri ve sitokinlerin aktivasyonu RNA ve DNA sentezi G\lkOJ-en sente;\
IGF-2 sinyal iletimi Protein sentezi

Sekil 1. Insiilin benzeri biiyiime faktorii reseptdrlerinin yapisi ve biyolojik etkilerinden
ornekler. (EI-Shewy HM, Luttrell LM. Insulin-like growth factor-2/mannose-6 phosphate
receptors. Vitam horm 2009; 80:667-697.)

2.2.2.1. IGF-1R

IGF-I’in mitojenik ve metabolik aktivitelerinde esas araci IGF-2’ye de
baglanabilen IGF-1Rdir (38). Insan IGF-1 reseptdr geni 15. kromozomda bulunur.
IGF-1 reseptorleri hiicre disina yerlesik iki 6zdes o-altbiriminin ve iki 06zdes
transmembran B-altbiriminin disiilfit baglariyla bir araya gelmesiyle olusan
heterotetramer seklinde bir tirozin kinazdir ve yapisal olarak insiilin reseptdrlerine
benzerlik gostermektedir (40). Bu iki reseptor oldukca benzer bir yapiy1 paylasmakla
birlikte farkl islevler kazanmiglardir. IR esas olarak besin alimindan sonra pankreas
tarafindan salgilanan insiilin ile aktive olurken IGF-1R karaciger, fibroblastlar ve
timor hiicreleri dahil olmak iizere organizmanin bircok bdlgesinde firetilir ve
IGF’lerin baglanmasiyla aktive olur (41). Insiilin ve IGF-1 kendi reseptérlerine ¢ok

daha yiiksek baglanma afinitesi gostersede ¢apraz olarak birbirlerinin reseptdrlerine
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baglanabilirler. Plazmada IGF-1’in insiiline kiyasla daha yiiksek konsantrasyonlarda
bulunmasi teorik olarak IGF-1-IR etkilesimini anlamli kilar ancak IGF’lerin

dolasimda IGFBP’lere bagl olarak bulunmasi, bu iligskiyi sinirlandirir (42).

IGF-1 ve IGF-2; IGF-1 reseptoriiniin aracilik ettigi etkilerini gosterebilmek icin ilk
olarak IGF-1 reseptoriine baglanir. IGF’ler IGF-1 reseptoriine baglandiginda
reseptoriin kinaz bolgesinde tirozinlerin otofosforilasyonuna yol acar (43). Fosforile
olan tirozinler (insiilin reseptoér substrati-1)IRS-1, Shc gibi araci substratlarin
fosforilasyonuna, ardindan hiicre igi sinyal yollarinin baslamasina sebep olur ve
mevcut hiicresel duruma bagli olarak; ¢ogalma, farklilasma, hiicre gocii veya apoptoz

gibi gesitli cevaplarla sonuglanir (44).

IGF-R1 ekspresyonu neredeyse her doku ve hiicrede gerceklesir (43). IGF-1 ve
IGF-2’ye benzer olarak IGF-R1’de cesitli timor kaynakli hiicreler tarafindan asirt
eksprese edilmektedir. IGF-1 ve IGF-2’nin timor hiicrelerinin bolinmesinin uyarici
etkilerinin aracisi1 olan fonksiyonel bir IGF-R1 tiimor gelisimi ve ilerlemesi i¢in

gereklidir (44).

2.2.2.2. IGF-2R

Insiilin benzeri biiyiime faktorii-2nin etkilerine aracilik eden bir diger faktér IGF-
2R’dir. 1987 yilinda molekiiler klonlama yontemiyle yapilan ¢alismalarla birlikte,
daha 6nce tanimlanmis iki reseptoriin (mannose-6-fosfat ve IGF-2R) ayni1 molekiil
oldugunun ortaya cikmasindan sonra bu reseptdr IGF-2/M6P reseptorii olarak
adlandirilmigtir  (38). IGF-2R/M6P  reseptor geni 6. kromozom iizerinde
konumlanmistir ve ¢ok fonksiyonlu IGF-2R/M6P reseptoriinii kodlar (45). Bu reseptor
250 kDa’luk bir glikoproteini kapsayan, IGF-2, M6P ve lizozomal enzimleri
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baglayabilen birden ¢ok ligand baglama bdlgesi bulunan, hiicre zarina yerlesmis tek

zincirli bir polipeptiddir (38).

IGF-2’nin biiylimeyi uyaran aktiviteleri genel olarak IGF-1 reseptorii tarafindan
gerceklestirilirken, IGF-2R/M6P  reseptoric  IGF-2’nin  lokal  seviyelerinin
diizenlenmesinde rol alir. IGF-2R/M6P reseptorii IGF-R1’in sahip oldugu hiicreler

arasi sinyal iletim alanlarindan yoksundur (38).

2.2.3. Insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayic1 proteinler (IGFBFP)

IGF’ler, dolasimda ve hiicre kiiltiir ortamlarinda tanimlanmig 6 farkli baglayici
proteinden birine (IGFBP 1-6) bagh halde bulunurlar (7). IGFBP’ler, dolasimda
serbest halde bulunamayan protein yapili IGF’lerin taginmasinda ve korunmasinda rol
alirken reseptorleri ile olan iliskilerinin kontrol edilmesini saglar. IGFBP’ler, IGF’leri
proteazlarindan korur ve yar1 Omiirlerini uzatirlar. Dolasimda serbest IGF’ nin yari
omri 15 dakika iken IGFBP’lere bagl IGF’lerin yar1 6miirleri 12-15 saate kadar
uzamaktadir (46). Molekiil agirligi yaklasik 24-50 kDa arasinda degisir ve yapilarinda
216 ile 289 aras1 aminoasit bulunur (5).

Altt IGFBP’nin hepsi IGF’leri IGF-R1 reseptorlerinden daha yiiksek afinite ile
baglar. IGFBP bagli IGF’ler reseptorlerine baglanamaz ve hiicresel aktivitelerini
gerceklestiremez. Bu nedenle IGFBP’ler genel olarak IGF aktivitelerini inhibe edici
faktorler olarak tanimlanir. Ancak IGF’ler reseptorlerine tasinabilmeleri igin
IGFBP’lere ihtiya¢ duyar. IGF’ler hiicre yiizeyine tasindiginda ise bagli bulunduklari
IGFBP’ler spesifik proteazlar ile parcalanir ve IGF’ler reseptorlerine baglanir (6).
IGFBP-1, -3 ve -4, IGF-I ve IGF-II'yi benzer afinite ile baglarken IGFBP-2, -5 ve -6,
IGF-1I i¢in daha yiiksek baglanma afinitesine sahiptir (47).
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Bazi veriler IGFBP’lerin belirli aktivitelerinin 1GF’lerden bagimsiz olarak
gerceklesebildigini gostermektedir. Bu aktiviteler, IGFBP’lerin migrasyon ve apoptoz
gibi siirecleri diizenleyen hiicre dis1 matriks (ECM) bilesenleri ve integrinler gibi
bir¢ok molekiille etkilesim halinde olmalarindan kaynaklanir (6). Benzer yapilar1 ve
IGF baglayici ortak rollerinin yaninda her bir IGFBP farkli molekiillerle birlikte
calisarak hiicrede ve organizmada farkli sonuglara sebep olan bir¢ok farkli rol

iistlenmislerdir (5).

2.2.3.1. IGFBP-1

IGFBP-1’in baslica aktivitelerinden biri organizmanin IGF-I’in hipoglisemik
etkilerinden korunmasidir. Insiiline bagli olarak hepatik salgis1 diizenlenir. Aclik ve
diyabet gibi insanlarda insiilin seviyelerinin diisiikk oldugu durumlarda IGFBP-1
seviyeleri yiiksek olarak saptanmustir (5). IGFBP-1’in bir fibronektin reseptorii olan
as P1 integrine baglandiginda IGF-1’den bagimsiz olarak trofoblast hiicrelerinin

g6¢linii uyarmast gibi proapoptotik etkileri gozlenmistir (48).

2.2.3.2. IGFBP-2

IGF aracili fonksiyonlar {izerinde temel olarak inhibe edici etkilere sahiptir (25).
Dolagimdaki seviyeleri bebekler ve yashilarda yiiksek, yetiskinlerde ise diisiik
seviyelerde goriiliir (5). IGFBP-2, bir fosforilasyon bolgesine sahip olmasina ragmen
esas olarak fosforile olmayan formda bulunur (47). Sinir sistemi, periferik doku ve
organlardaki IGF aktivitesinin diizenlenmesinde rol alir. Dolasimdaki IGF’lere
baglanarak etkilerini diizenlemenin yami sira, hiicre dig1 matris bilesenleri ve hiicre

yiizeyi proteoglikanlari ve integrin reseptorleri ile de etkilesim igindendir (49).
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2.2.3.3. IGFBP-3

Dolasimdaki IGFBP’lerin yaklasik %75’ini IGFBP-3 olusturmaktadir. IGFBP-3
dolasimdaki bu yiiksek oraniyla, IGF’lerin biiyilk cogunlugunu baglayarak
reseptorlerine baglanmasini engellediginden ayni zamanda hiicre biiylimesinin
potansiyel bir inhibitériidiir. Dolasimda IGF 1 ve 2’nin biiyiik ¢cogunlugu IGFBP-3 /
ALS (acid labile subunit) / IGF’den olusan ti¢lii komplex halinde bulunur (1:1:1 molar
oran). ALS agirlikli olarak karaciger hiicrelerinde eksprese edilir ve ekspresyonu GH
tarafindan diizenlenir (50).IGFBP-3; IGF sinyallerinin etkilerinden bagimsiz olarak
proliferasyon, migrasyon ve apoptoza yatkinlik gibi etkiler gostermektdir. Cesitli
hiicre kiiltiirlerinde IGFBP-3’tin IGF olmadan DNA sentezini inhibe ettigi
gozlenmistir. IGFBP-3'iin antiproliferatif etkisinin p53 tiimor baskilayici geni
araciligiyla kontrol edilmektedir. P53 etkisi ile IGFBP-3 ekspresyonunun

indiiklenmesi IGF-I'in mitojenik etkisinin inhibisyonuna yol agmaktadir (51).

2.2.3.4. IGFBP-4

IGFBP-4 ilk kez insan osteosarkaom hiicre dizisinde inhibitor islevileri olan bir
IGFBP olarak tanimlanmistir (52). Gonadlar ve kemikler dahil olmak iizere cesitli
dokularda IGF sisteminin 6nemli bir bilesenidir. IGF-1 biyoayarlanimini ve anabolik
etkilerini diizenler (53). IGFBP-4 geni 17.kromozom iizerine yerlesmistir, 237
aminoasitten olusan protein tiim baglayici proteinler arasinda en kiigiigiidir (54).

Dolasimda glikozile edilmis veya glikozile edilmemis formda bulunabilir (55).

IGFBP-4; IGFBP-1,-2,-4 ve -5’e benzer olarak N bolgesinde 6 disiilfit bag1 ve
karakteristik GCGCC motifine, C bolgesinde ise 3 disiilfit bagina sahiptir. Diger IGF
baglayici proteinlerden farkli olarak merkezi baglanma bolgesinde fazladan 2 distilfit

bagina ve N-glikosilasyon alanina (ASN204) sahiptir ayrica C terminalinde konsensiis
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heparin baglanma alanindan (HBD) yoksundur (6,56). ALS ile kompleks olusturmaz.
ALS ile kompleks olusturmayan IGF/IGFBP-4 gibi kiiciik ikili kompleksler vaskiiler
epitel tabakasini gegebilir ve bdylece hedef dokulara IGF’leri ulastirabilir (57).
IGFBP-4 embriyonik dokularda, fibroblastlarda, prostat ve yumurtalik hiicrelerinde
yaygin olarak eksprese edilir. Konsantrasyonu IGFBP-3’iin serum konsantrasyonunun
%10’ undan daha azdir (58). Ostrojen, FSH, FGF, D vitamini ve retinoic asit gibi

faktorler IGFBP-4 ekspresyonunun diizenlenmesinde rol alirlar (53).

IGFBP-4’1in asir1 ekspresyonu uterus, mesane, kas ve kemik gibi ¢esitli dokularda
biiylimenin azalmasina (59), omurga ve kalgada yasa bagli osteroporotik kiriklara
neden olabilir (60). IGFBP-4’{in IGF’den bagimsiz anti-anjiyojenik ve antitiimorjenik
etkilere sahip oldugu bilinmektedir (61). Insan prostat kanseri, kolon kanseri ve
glioblastoma hiicreleri gibi histolojik olarak farkli tiimor tipleri iizerinde, timor
olusumunu geciktirici veya inhibe edici etkileri gosterilmistir (13). IGFBP-4 ayrica
kardiyak rejenerasyon ile ilgili IGF’den bagimsiz fonksiyonlara sahiptir. IGF’den
bagimsiz olarak kalp dokusu olusumu ve kalp hasarlarinin onarilmasinda inhibe edici
bir yol olan wnt/B-katenin sinyal yolunun bir 6nleyicisi olarak ¢alisir (62). IGFBP-
4’lin engelledigi Wnt sinyallerinin ayn1 zamanda ¢esitli kanser hiicrelerinde hiicre
sagkalimint ve ¢ogalmasini desteklemektedir (63). IGFBP-4’tin IGF bagimli veya
bagimsiz etkileri spesifik IGFBP-4 proteazlar1 tarafindan engellenir. IGFBP-4’i
parcalama fonksiyonu en iyi tanimlanmis proteaz PAPP-A’dir (53).

2.2.3.5. IGFBP-5

IGFBP-3'e benzer sekilde dolasimdaki IGFBP-5, hem IGF ve ALS ile igli
kompleks hem de yalnizca IGF'lerle birlikte ikili kompleks halinde bulunabilir. ALS
ile olusturdugu tiglii kompleksler, vaskiiler epitel tabakasini1 gegemez ve dolagimda bir
IGF rezervuar1 olusturur (64). IGF-1’e kars1 kiigiik bir afinite farkiyla IGF-2 ye

baglanmay1 tercih eder (46). Hiicre disi proteinler ve proteoglikanlarla etkilesime
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girerek IGF sinyallerinin etkilerinden bagimsiz olarak proliferasyon, migrasyon ve

apoptoza yatkinlik gibi etkiler gosterebilir (65).

2.2.3.6. IGFBP-6

IGFBP-6nin baskin etkisi, IGF-2 aktivitelerinin inhibisyonudur. Yaklasik 50 kat
daha diigiik baglanma afinitesine sahip oldugu IGF-1 aktiviteleri iizerinde etkisi yok
denebilecek kadar azdir. Dolasimdaki seviyeleri yasla birlikte kademeli bir artis
gosterir. IGF'ye bagli veya bagimsiz mekanizmalar tarafindan hiicre proliferasyonunu

ve apoptozu diizenler (66).

2.2.3.7. IGFBP-7

Son yillarda yapilan ¢alismalarda bilinen 6 farkli IGFBP ile baglantili birgok
protein tanimlanmustir. Bunlardan bir tanesi, IGFBP’lere gosterdigi %30-40 benzerlik
orant ve tim IGFBP’lerde bulunan Kkarakteristik GCGCC motifine sahip olmasi
nedeniyle IGFBP-7 olarak adlandirilmistir. IGFBP-7’nin IGF-1’e olan baglanma
afinitesi diger baglayic1 proteinlere oranla 100 kat daha diisliktliir ve yapisal ve
fonksiyonel farkliliklari, diger IGFBP’lerden ayrilmasina neden olur (67). IGFBP-
7’nin farkli kanser tipi hiicrelerinde artmis ekspresyonu olumlu prognoz ile
iligskilendirilmistir ve hiicre proliferasyonunu diizenleyen bir tiimdr baskilayici oldugu
one slirlilmektedir. Farkli islevlerinin ve molekiiller mekanizmasinin agikliga

kavusmasi i¢in ¢alismalar devam etmektedir (68).
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2.2.4. Insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayic1 proteinlerin proteazlari

Dolasimdaki serbest IGF diizeyleri, IGF baglayic1 proteinler ve bu proteinleri
pargalayabilme fonksiyonuna sahip proteazlar ile dogrudan iliskilidir (5). IGF’ler
mitojenik ve metabolik etkilerini gosterebilmek i¢in dolasimda genel olarak bir arada
bulunduklar1 baglayici proteinlerinden ayrilmis durumda olmalidir. Bu ayrilma,
aralarindaki yiiksek baglanma afinitesinin azalmasi yoluyla gerceklesir. Her ne kadar
IGFBP’lerin hiicre dist matriks molekiillerine baglanmast ve IGFBP’lerin
fosforilasyonu bu molekiillerin IGF’ler i¢in baglanma afinitesini azaltsa da IGF-
IGFBP ayrilmasi icin 6 farkli baglayici proteinde de tanimlanmis genel mekanizma

IGFBP’lerin proteolitik olarak par¢alanmasidir (69).

Farkli potansiyel ve spesifite ile IGFBP proteolizine sebep olan IGFBP proteazlari
farkli proteaz inhibitorleri kullanilarak bir¢ok biyolojik sivi igerisinde tanimlanmistir
(Tablo-1B) (5). Tanimlanan ilk IGFBP proteazlarindan biri, yapisinda reaktif bir serin
zinciri bulunan bir serin proteaz olan ve seminal plazmada IGFBP-3 ve -5’i
pargalayan, prostat spesifik antijen (PSA)’dir (70). IGFBP’leri parcalama aktivitesi
bulunan ve yapisal olarak PSA’ya %65 benzerlik gosteren diger bir serin proteaz olan
‘y-nerve growth factor’ bu etkisini IGFBP-4 ve IGFBP-6 iizerinde gosterir.
Katepsinler ¢esitli dokularda bulunan lizozomal proteazlardir, pH’1n 4 ile 5.5 arasinda
oldugu ortamlarda daha aktiflerdir ve bir¢ok fizyolojik ve patolojik siiregte rol
oynarlar. Tanimlanan 6 baglayici preotein (IGFBP (1-6))’e kars1 da aktivite gosteren
‘Katepsin D’nin pargalayici etkisi insan prostat kanseri hiicrelerinde gosterilmistir (5).
Metalloproteinazlar katalitik aktiviteleri i¢in metal iyon gerektiren peptit
hidrolazlardir. Hepsi birer metalloproteinaz olan; Interstiyel kollajenaz (MMPs-1),
Jelatinaz A (MMPs-2), Jelatinaz B (MMPs-9), Stromelisin-1(MMPs-3) ve Disintegrin
metalloproteinaz etkilerini IGFBP-2,-3,-4 ve -5 iizerinde gosterir (10). IGFBP-4
proteazlardan bazilari, bir veya birka¢ IGFBP’yi digerlerinden daha yiiksek parcalama
potansiyeline sahip spesifik proteazlardir. Tanimlanan ilk spesifik proteazlardan biri,
insan gebeliklerinde aktif olarak bulunan ve secici olarak IGFBP-4’ii pargalayan
gebelikle iliskili plazma proteini-A (PAPP-A)’dir (71). PAPP-A ¢inko bagli bir
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metalloproteinazdir, IGFBP-4’e ek olarak IGFBP-2 ve -5’¢ kars1 da proteolitik aktivite

gosterir. PAPP-A’nin ayrintili incelemesine ilerleyen sayfalardan ulasilabilir.

PAPP-A2: PAPP-A’nin homologudur ve %45 sekans benzerligi gosterir. PAPP-A
ile birlikte metalloproteinazlarin metzincin siiper ailesinin, pappalysin alt ailesini
olusturur. PAPP-A2 bu benzerlige ragmen IGFBP-4’e kars1 aktif degildir, IGFBP -3
ve -5’¢ karsi proteolitik aktivite gosterir (72). PAPP-A2’nin insan gebeliklerinde ve
farelerin viicut biiylikligiiniin diizenlenmesinde rol aldigi gdzlenmistir ancak
fizyolojik rolii ve 6nemi tam olarak aydinlatilamamistir (73). Ek olarak; plazmin ve a-

thrombin’inde IGFBP’ler iizerinde proteolitik aktivite gosterdigi gézlenmistir (5).

2.3. Gebelikle iliskili Plazma Proteini-A (PAPP-A)

PAPP-A, 1974 yilinda gebe kadinlarin plazmasinda bulunan 4 proteinden biri
olarak tanimlanmig ve “gebelikle iliskili plazma proteini-A” olarak adlandirilmistir
(1). 1999 yilinda ise IGFBP-4’¢ kars1 secici ve IGF bagimli proteolitik aktivitesi
kesfedilmistir (3).

PAPP-A Down sendromlu gebeliklerin taranmasinda aktif olarak kullanilmaktadir.
PAPP-A maternal serum diizeyi, down sendromlu bebek gebelerinde birinci
trimesterde oldukga disiiktiir (2). Diger kromozom anomalileri, preeklampsi, gelisme
geriligi ve diisik dogum agirligi gibi durumlar da PAPP-A’nin diisiik diizeyleriyle
iligkilidir (4). Gliniimiizde PAPP-A hala IGFBP-4’iin birincil ve en 6nemli proteazi
olarak kabul edilmekle birlikte, PAPP-A’nin gebelik disinda da insan osteoblast ve
fibroblastlari dahil olmak iizere, ¢esitli dokularda eksprese edildigi ve IGFBP-4’e ek
olarak IGFBP-2 ve IGFBP-5’¢e kars1 da proteolitik aktivite gosterdigi bilinmektedir

(7).
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2.3.1. Yapisi

Insan PAPP-A geni 9.kromozom iizerinde bulunur (74) ve bu gen 1547
aminoasitten olusan 200 kDa’luk monomer yapida bir polipeptidi kodlar (75). PAPP-
A, metalloproteinazlarin metzincin siiper ailesinin bir tiyesidir (75). Metzincin siiper
ailesinin tiim tiyelerinde ortak goriilen ¢inko baglayict motif (-HEXXHXXGXXH) ve
metiyonin doniisii PAPP-A’da da goriilmektedir. Bu ortak yapisal ozelliklere ek
olarak; ¢inko baglayict motifi takiben goriilen kalsiyum baglayici 3 Lin-nocht motifi
(LNR1-3), 5 kisa konsensiis tekrar1 (SCR1-5) (Sekil 1) ve hidrofobik valin kalintisi
PAPP-A’y1 diger metzincin alt ailelerinden ayirmis ve bu farkli 6zelliklerden dolay1
PAPP-A, pappalysin alt ailesinin tiyesi olmustur (75). Bu grubun diger liyesi %45
yapisal benzerlik gosterdigi kendi homologu olan PAPP-A2’dir (72).

U‘@Q SCR1-5 LN_R3

., 1T 2Zn 1 i
100 500 1000 1500

Sekil 2. PAPP-A’nin monomer yapisi (Boldt HB, Overgaard MT, Laursen LS, Weyer K, Sottrup-
Jensen L, Oxvig C. Mutational analysis of the proteolytic domain of pregnancy-associated plasma
protein-A (PAPP-A): Classification as a metzincin. Biochem J, 2001, 358.2: 359-367)

Proteolitik olarak aktif PAPP-A, iki 6zdes PAPP-A monomerinden olusan
homodimer yapidadir. Gebelik serumunda genel olarak (=%99) iki PAPP-A
monomeri, iki proMBP (proform of eosinophil major basic protein) ile disiilfat bagi
kurarak (2:2) komplex heterotetramerik yapida bulunur. Bu komplex olusumu
altbirimler aras1 spesifik baglarin yeniden diizenlenmesini i¢gerdiginden PAPP-A tiim
Substratlarina kars1 geri doniisiimsiiz bir sekilde inaktif hale gelir (76). Dolasimdaki
PAPP-A seviyesi insan gebeliklerinde yaklasik 10.000 kat artmis durumdadir (77)
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ancak PAPP-A aktivitesi proMBP ile komplex hélde bulunmayan bir miktar aktif
PAPP-A’dan kaynaklanir (76).

2.3.2. Diizenlenmesi

PAPP-A; insan osteoblastalar1 ve fibroblastlar’1 ile birlikte plasental doku akciger

hiicreleri ve graniiloza hiicreleri dahil olmak tizere, bir¢ok hiicre ve dokuda eksprese

edilir (4).

Makrofaj

Kmm
o Y

TNFo ~

//\

Endotel hiicre Stromal hiicre

Sekil 3. PAPP-A’nin sentez ve salmimmiin diizenlenmesi. Makrofajlar, PAPP-A
ekspresyonunu uyaran proinflamatuar sitokinleri salgilar. Proinflamatuar sitokinler endotel ve
stromal hiicrelerden PAPP-A sentezini uyarir. PAPP-A, iiretildigi hiicrelerde otokrin,
makrofajlar tarafindan baglanarak parakrin etkilerini gosterir.

(Conover CA. Key questions and answers about pregnancy-associated plasma protein-A. Trends
Endocrinol Metab 2012; 23(5):242-249.9)

PAPP-A ekspresyon seviyeleri makrofajlar tarafindan salgilanan cesitli
proinlamatuar sitokinler tarafindan diizenlenir. Makrofajlar tarafindan salgilanan

sitokinlere yanit olarak bdlgesel endotel ve stromal hiicreler tarafindan salgilanan
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PAPP-A, iiretildigi hiicrelerde otokrin ve yine makrofajlar tarafindan baglanarak
parakrin etkilerini gosterir (4) (Sekil 4). Insan fibroblastlarinda, insan koroner arter ve
diiz kas hiicrelerinde PAPP-A ekspresyonunun en gii¢lii uyaricilari, hasar onariminda
yer alan proinflamatuar sitokinler olan tiimdr nekroz faktorii (TNF)-a ve interloktin
(IL)-1p ’dir. Bir bagka proinlamatuar sitokin olan IL-6, transforme edici biiylime
faktorii-b (TGF-P) ve hiicre i¢i siklik AMP'yi arttiran ajanlar (forskolin, prostaglandin
E2) oksidatif stres ve doku hasarma karsi PAPP-A ekspresyonunu uyarir (4).
Genellikle stres tepkileriyle iliskili olan niikleer faktér (NF)kB ise bu sistemde
sitokinler ile uyarilan PAPP-A gen ekspresyonunun diizenlenmesine aracilik eder (78).
Buna karsilik anti-inflammatuar 6zelliklere sahip olan interferon-y (INF- y ) (79),
kardiyovaskiiler sistem tizerinde yararl etkileri oldugu iddia edilen ve yine bir anti-
inflamatuar ajan olan resveratol ve bir antioksidan olan N-asetil sistein, PAPP-A

ekspresyonu tizerinde inhibe edici etkiler gosterir (7).

2.3.2.1. Enzimatik aktivitesi

PAPP-A, 3 farkli IGF baglayici proteini tek bir noktadan (IGFBP-4’ii Met135-
Lys136, IGFBP-2’yi GIn165-Met166, IGFBP-5’1 Ser143-Lys144 aminoasitleri
arasindan) bolerek proteolitik aktivitesini gergeklestirir (6). Bu bolinme IGFBP’lerin
N- ve C- terminal bdlgelerinin IGF’ler icin afinitesini azaltarak IGF’lerin

IGFBP’lerden ayrilmasini saglar (80).

PAPP-A, biyolojik rolii ve konumuna bagli olarak biiyiimeyi uyaran bir enzim
olarak calisir (80). PAPP-A, IGBFBP’ler lizerinde proteolitik aktivitesini hiicre
ylizeyine bagl bir sekilde gergeklestirir ve IGF’leri yine hiicre ylizeyine bagli halde
bulunan IGF reseptorlerine yakin bir noktada serbest birakir. Bu durumda hiicre
yiizeyi, IGF’lerin reseptorlerine dogrudan baglanmasini saglayan ve reseptor
aktivasyonunu artiran bir merkez goérevi goriir. Boylece aktif ve serbest IGF’ler

reseptorlerine hizli bir baglanma gercgeklestirebilir (9). Aymi zamanda IGF
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reseptOrlerine yakin olarak gergeklesen boliinme, diger IGFBP’lerin devreye girip

IGF’leri baglama potansiyelinden dolay1 ayri bir 6nem tasir (80).

HEDEF HUCRE
IGF/IGFBP-4

(inaktif)

9

Sinyalizasyon IGF-1R

i\

SCR 1-5

(O IGF (aktif)

. / IGFBP-4 fragmanlan

PAPP-A

proteolitik —
bolge

Sekil 4. PAPP-A’nin IGFBP-4’e karsi proteolitik aktivitesi. PAPP-A, SRC3 ve SRC4
modiilleri araciligiyla, hiicre yiizeyindeki glikozaminglikanlara (GAG) baglanir. Hiicre
ylizeyine baglanan PAPP-A proteolitik olarak aktiftir. IGFBP-4 tarafindan tutularak tasinan
inaktif IGF, PAPP-A’nin IGFBP-4’ii par¢alamasindan sonra serbest kalir ve aktif hale gelir.
Aktif IGF hiicre yiizetindeki reseptorlerine baglanarak hiicre igi sinyal yollarmi baslatir.
(Oxvig, C. The role of PAPP-A in the IGF system: Location, location, location. Journal of cell
communication and signaling 2015; 9(2):177-187)

PAPP-A, IGFBP-4’1in proteolizinden sorumlu olan enzim olarak tanimlanmistir.
PAPPA’nin IGFBP-4 proteazina sebep olarak lokal IGF seviyelerini artirdig:
gozlenmistir (81). IGFBP-4’tin PAPP-A ile degredasonu birgok yoniiyle kendine
Ozgudiir. IGFBP-4’iin PAPP-A ile boliinebilmesi i¢cin IGF-1 veya IGF-2’ye bagl
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olmalidir. IGFBP-4/IGF kompleksine karsi PAPP-A yiiksek kinetik afiniteye sahiptir.
IGF yoklugunda ise PAPP-A ile IGFBP-4 boliinmesi igin kinetik afinite yok sayilabilir
diizeydedir. Bu siki IGF bagimliligt PAPP-A’nin IGFBP-4’e¢ karsi aktivitesine
Ozgidiir (80). Bu boliinme igin PAPP-A’nin 3 LNR modiiliiniin hepsi kalsiyum baglar.
Bu kalsiyum baglantilarindan biri bozuldugunda IGFBP-4’e kars1 aktivite tamamen
kaybolurken IGFBP-5’¢ kars1 aktivite degismez (82).

2.3.2.2. Enzimatik aktivitesinin inhibisyonu

Pappalysinler matriks  metalloproteinazlarin ~ bir alt grubudur ancak
metalloproteinazlarin doku inhibitorleri PAPP-A’ya karsi inhibe edici etki gostermez
(83). Yakin zamanda PAPP-A aktivitesini inhibe edici o0zelligi kesfedilen
stanniocalcin (STC)’lerden 6nce PAPP-A’nin bilinen tek fiziksel inhibitorii proMBP
idi. STC-2 (84) PAPP-A ile kovalent bir yap1 olusturarak, STC1(85) ise baglanma
afinitesine etki ederek PAPP-A’nin IGFBP-4’¢ kars:1 aktivitesini inhibe etmektedir.
STC-2/PAPP-A kompleksinin artmasi lokal olarak IGF sinyallerini azaltir. STC-2
knockout farelerin digerlerinden %15 daha biiyiik oldugu (84) ve STC-2’nin asiri
ekspresyonunun fare biiyiikliiklerinde %45 azalmaya neden oldugu (86) gézlenmistir.
Ayrica PAPP-A’ya kars1 gelistirilen monoklonal ve poliklonal antikorlar IGFBP-4
boliinmesini inhibe edebilir (14).

Substrat spesifitesinin bdliinme bdlgesini ¢evreleyen aminoasitler tarafindan hatta
boliinme bdlgesine uzak bazi aminoasitler tarafindan etkilendigi diistiniilmektedir.
IGFBP-4’¢ yapisal benzerlik gosteren peptitlerin PAPP-A substrati olabilmesi i¢in
lizin-20 (Lys-20) dahil olmak iizere, boliinme alaninin N-terminal bolgesinde en az

16-17 kalint1 barindirmasi gerekir (87).
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2.3.4. Biyokimyasal etkileri

PAPP-A ekspresyonunun insanlarda basta saglikli plasental gelisimde olmak iizere
(88); yaralarin iyilesmesi siirecinde (89), kirik onariminda (90), dejenere olmus
intervertebral disklerde (91), stabil olmayan aterosklerotik lezyonlarda ve tiimor
hiicrelerinde arttig1 bildirilmistir (74). PAPP-A’nin asir1 eksprese edilmesinin iskelet
kasinda kiitle ve kemik olusumunda artigina neden oldugu gozlenmistir (4, 92). PAPP-
A knockout fareler biiyiime eksikligi gostermektedir (93). PAPP-A’dan yoksun fareler
yagsamlarini siirdiirebilir ancak IGFBP-4 konsantrasyonlarinda artisa ve dolayisiyla
serbest IGF seviyelerinde azalmaya yol acar ve bu durum biiyiime eksikligiyle

sonug¢lanmaktadir (94).

PAPP-A, normal biiyiimeyi destekleyen etkilerini hastalikli doku ve hiicrelerin
biiylimesinde de gosterir (74). Son yillarda PAPP-A, ilerleyen yasla ve yasa bagl
hastaliklarla iliskilendirilmistir (95). Yapilan ¢alismalar PAPP-A’nin diyabet, astim,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser patolojisindeki yerini ve Onemini

vurgulamaktadir (74).

PAPP-A ilk kez patolojik olarak ateroskleroz ile iliskilendirilmistir ve PAPP-
A’nin artmis ekspresyonu stabil olmayan insan plaklarinda gosterilmistir (74). Insan
aterosklorotik plaklarda asirt PAPP-A ekspresyonunun gosterilmesinden sonra akut
koroner sendromlu hastalarda da benzer PAPP-A seviyeleri gézlenmistir (96). PAPP-
A’nim aterosklorotik plaklarda endotelyal hiicreler tarafindan bolca eksprese edilmesi,
makrofajlar tarafindan eksprese edilen TNF-a VE IL-1 seviyeleri ile iligkilidir (95).
Immun hiicreler tarafindan salgilanan proimflammatuar sitokinler, PAPP-A iiretimini
uyararak IGF aktivitesinin artmasina ve makrofaj istilasini artirarak aterosklorotik
plak olusumuna katkida bulunur (Sekil 5A) (74). PAPP-A’nin plak olusum ve ilerleme
siirecini hizlandirmasi, PAPP-A’nin islevini hiicre yiizeyine yakin bdlgelerde

gerceklestirmesi ile iligkilidir. Bu iligkiyi incelemek i¢in olusturulan bir modelde; asir1
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PAPP-A eksprese eden farelerde, PAPP-A’nin hiicre yiizeyine baglanma kabiliyetinin
ortadan kaldirilmis ve lezyon gelisiminin etkili bir sekilde zayiflamistir (97).
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Sekil 5A. PAPP-A’nin aterosklorotik plak olusumuna etkisi. IGFBP-4’iin PAPP-A ile
proteoliziyle serbest kalan IGF-1 reseptorlerine baglanarak sinyal yollarini uyarir. Damar
duvarma dogru siirekli yeni hiicrelerin ilerlemesi ve yerlesik hiicrelerin yetersiz apoptozu
nedeniyle hiicreler damar duvarinda birikir. Immiin Monositler doku igerisine almarak
makrofajlara doniisiir ve ¢ok sayida lipid damlacigini igerisine alarak makrofaj kopiik
hiicrelerini olusturur. Hiicrelerin PAPP-A iiretimini uyaran pro-inflammatuar sitokinleri
salgilamas1 makrofaj akimin1 daha da artiran IGF aktivitesini artiir. Bu siire¢ plak
destabilizasyonu ve arter tikanikligiyla sonuglanir. (Hjortebjerg R. IGFBP-4 and PAPP-A in
normal physiology and disease. Growth Horm IGF Res 2018; 41:7-22.)

Sekil 5B. PAPP-A’nin tiimor gelisimine etkisi. PAPP-A aktivitesi sonucu serbest kalan aktif
IGF-1 timor biiylimesinin gesitli fazlarint uyarir. PAPP-A’nin kaynagi dolasimdaki PAPP-A
veya komsu hiicreler olabilecegi gibi, tiimor hiicreleri tarafindan lokal olarak da tiretilebilir.
Damar olusumu tiimor biiylimesine katkida bulunur. Timoér hiicreleri komsu dokulara

yayilabilir veya uzak bolgelere metastaz yapabilir. (Hjortebjerg R. IGFBP-4 and PAPP-A in
normal physiology and disease. Growth Horm IGF Res 2018; 41:7-22.)

2.4. IGF-1, IGFBP-4 ve PAPP-A’nin Kanserle iliskisi

Son yillarda yapilan biyokimyasal ve epidemiyolojik ¢alismalardan elde edilen
veriler; IGF ailesinin (ligandlar, reseptorler, baglayici proteinler ve proteazlar) gesitli
timor tiplerinin baslangicinda, gelisiminde, ilerlemesinde ve metastazinda rol
oynadigimi gostermektedir (98). IGF ailesinin etkileri gii¢lii bir sekilde birbirine

baglidir ve aralarindaki etkilesimin herhangi bir asamasindaki herhangi bir diizenleme,
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kanser olusumuna neden olan patolojik duruma yol agabilir (12). Normal hiicrelerin
malign tiirevlere doniisiimii temel olarak onkojenik mutasyonlarla baslatilsa da
IGF’lerin hiicre proliferasyonu, klonal biiyiime, gb¢ ve hiicre zarlarindan istila dahil
olmak tizere, tiim timdr asamalarinin 6nemli diizenleyicileri oldugu gosterilmistir
(12). Cesitli tiimor kaynakli hiicreler tarafindan yiiksek diizeyde eksprese edilen IGF-
1 ve IGF-2; IGF-R1 aktivitesi yoluyla hiicre boliinmesinin otokrin uyaricilar: olarak
islev goriir (10). IGF ailesini kanserle iliskilendiren ilk ¢alismalardan biri IGF-R1’den
yoksun fare embriyo fibroblastlarinin malign transformasyona karsi direncgli
oldugununu gostermektedir. Fonksiyonel bir IGF-IR'nin varliginin tiimoér olusumu igin
gereklidir (99).

IGFBP-4 (11) ve PAPP-A (9)’nin da gesitli tiimor kaynakli hiicreler tarafindan
yiiksek diizeyde eksprese edildigi bilinmektedir. IGFBP-4, IGF aktivitelerini inhibe
ederek tiimor bitylimesi resgiilasyonunda rol alir. PAPP-A ve kanseri iliskilendiren
calismalarda PAPP-A, potansiyel bir onkojen olarak karsimiza ¢ikmakta ve bazi
kanserlerde gegici olarak artis gosterirken bazilarinda siirekli olarak eksprese
edilmektedir (100). Insanlarda PAPP-A’nin meme (15), bobrek (16), yumurtalik (17)
ve akciger (101) gibi gesitli kanser tiirleriyle iliskili oldugu gozlenmistir. PAPP-A
immiin boyamasi ile PAPP-A’nin evre 1 meme kanserinin bagimsiz bir belirteci
olabilecegini one sliren ve PAPP-A ile kanser arasindaki baglantiyr gosteren ilk
calisma, PAPP-A’nin proteolitik aktivitesinin kesfinden 6nce yaymlanmistir (102).
PAPP-A serum seviyeleri akciger kanserli hastalarda yiikselmektedir (18). Insan
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre hatlarinin (NSCLC) PAPP-A ekspresyonu,
saglikli insan brongiyal epitel hiicre hatlarindan (HBE) onemli 6lgiide yiiksek olarak
Olgiilmiistiir (20). PAPP-A ekspresyonu kosullu olarak disiiriildiigiinde tiimor
bliylimesinin azaldigt ve PAPP-A’ya karsi inhibe edici monoklonal antikor
uygulandiginda IGFBP-4 proteolizini azaldigi ve tiimor biiylimesini inhibe oldugu
gozlenmistir (14). Asirt PAPP-A eksprese eden akciger kanserinde, mitotik hiicrelerde

artma ve apoptozda azalma gozlenmektedir (20).
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PAPP-A’nin kanser patolojisine olan etkisinin pek ¢ok ¢alismayla desteklenmesiyle

bu alandaki ¢alismalar artarak devam etmektedir.

2.5. Kanser

Kanser, dogal seyri 6ltimciil olan neoplastik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir
(103). Diizensiz hiicre biiyiimesi ve hiicrelerin kaynak noktasindan viicudun diger
bolgelerine yayilmasi ile karakterize olmus bir hastalik grubudur. Bu hastalik grubu
100°den fazla kanser cesidini barindirmaktadir. Diinya Saghk Orgiitiiniin (WHO)
tahminlerine gore 2015 yilinda kanser, 172 iilkenin 91’inde 70 yasindan 6nce birinci
veya kardiyovaskiiler hastaliklari takiben ikinci 6lim nedenidir (103). Kanser
insidans1 ve mortalite diinya ¢apinda hizla artmaktadir. Popiilasyonun artmasi ve
yaslanmasi, sosyoekonomik gelismelere bagli olarak kanser icin temel risk
faktorlerinin yayginlagsmasi (obezite, kadinlarda sigara kullaniminin artmasi,
endiistriyel olarak karsinojen kullaniminin artmasi vb.) kanser insidansi ve
mortalitedeki artigin altinda yatan sebeplerden bazilaridir (104). Tirkiye kanser
insidansi, erkeklerde diinya insidansinin {lizerinde seyrederken kadinlarda bir miktar
daha diistiktiir (105). Genellikle hiicrede normal olarak meydana gelen bazi kimyasal
reaksiyonlarin veya sigara kullanimi, radyasyona maruz kalma gibi dis etkenlerin bir
sonucu olarak edinilen DNA mutasyonlarinin sebep oldugu kanser genetik bir
hastaliktir (106). Bu mutasyonlar, kanserin karakteristigi olan bir dizi 6zelligin
kazanilmasina sebep olur. Hanahan ve Weinberg (107) 2000 yilinda neredeyse tim
kanser tipleri i¢in gecerli olan ve viicutta kanser gelisimine sebep olan karakteristik
ozellikleri belirli bagliklar altinda toplamislardir. 2011 yilinda ise bu o6zelliklere
bagisiklik sisteminden kacis ve viicudun enerji metabolizmasinin kanser gelisimine
uygun olacak sekilde yeniden programlanmasini ve bu 6zelliklerin kazanilmasina da
genom karasizli§1 ve tiimorii uyaran inflamasyonlarin neden oldugunu ekleyerek

konseptlerini genisletmislerdir (108).
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Sekil 6. Kanser gelismesine neden olan karakteristik 6zellikler. ( Hanahan D, Weinberg RA.
Hallmarks of cancer: the next generation. Cell 2011;144(5):646.)

Kanserin kaynagi viicuttaki herhangi bir doku veya organ olabilir. Kanserler ortaya
ciktigi doku tipine veya birincil bolgelerine (kanserin ilk gelistigi bolge) gore
simiflandirilirlar.  Kanser histolojik olarak 6 ana kategoride gruplandirilmistir:
karsinom, sarkom, miyelom, 16semi, lenfoma ve karigik tipler. Kanserler ayrica
kanserin gelistigi birincil bolgelerine gore adlandirilirlar. Bu siniflandirmalar, kanseri
yalnizca belirli gruplar altinda toplamaktadir (109). Kanserlerin detayli olarak
simiflandirilmas: i¢in diinya genelinde biiyliik o6l¢iide kullanilan ‘Onkoloji igin

Uluslararas1 Hastaliklar Siniflandirma sistemi’ (ICD-O) gelistirilmistir (110).

2.5.1. Akciger kanseri

Akciger kanseri, diinya genelinde yilda 2.1 milyon yeni tani ile (tiim vakalarin
%11.6’s1) en yaygin kanser tiirii olmakla birlikte, yilda 1.8 milyon 6liimle kansere

bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenidir (tim vakalarin %18.4°11). Akciger kanseri icin
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en yaygin etiyoloji; bat1 popiilasyonlar1 ve ABD gibi gelismis iilkelerde vakalarin
%80’den fazlasina neden olan tiitiin kullanimidir (103). Pasif igicilik de dahil olmak
lizere, tiitliin maruziyetinin yogunlugu ve siiresi, sigaralarin tiirli ve soluma derecesi
tiitlin maruziyetinin diizeyini belirler. Risk genel olarak sigara igme orani ve siiresi
(paket/yil) ile belirlenir (111). Sigara igmeyenlere gore agir sigara igicilerinde risk 60
kata kadar artar. Akciger kanseri gelisme riski sigarayr tamamen birakmay: takiben
10-20 y1l i¢inde hi¢ igmeyenlerin diizeyine yaklasir. Sigara kullanimini takiben; ¢evre
kirliligi, hava kirliligi, mesleki karsinojenler, beslenme, viral enfeksiyonlar ve diger
akciger hastaliklari, akciger kanseri gelisiminin altinda yatan diger faktorlerdendir.
Evlerde yakit olarak komiir kullanilmasindan kaynaklanan emisyonlar dahil olmak
tizere; dizel egzoz gazi, radon, asbest, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin karigimi,
silika ve iyonize radyasyona maruziyetin akciger kanseri ile iligkili oldugu
bilinmektedir (112).

Primer akciger kanserlerinin biiyiilk cogunlugu brons epitelinden koken
almaktadir. Asamali olarak gelisen genetik ve molekiiler degisikliklerin bir sonucu
olarak benign brong epitelinin neoplastik dokuya transformasyonu gozlenir (113). Bu
degisikler genel olarak tahmin edilebilir bir siralamayla gerceklesmektedir. Akciger
kanserinin ¢ok erken doneminde gergeklestigi varsayilan kromozom 3p’de materyal
kayb1 ve tiimor baskilayict gen inaktivasyonu akciger kanseri olan kisilerin kanserli
dokular1 haricindeki dokularda veya akciger kanseri olmayip tiitiin maruziyeti yiiksek
olan kisilerin brons epitellerinde gézlenmistir (114). Akciger kanseri olusumuna
zemin hazirlayan bu erken donem mutasyonlari suskun bir sekilde yillar boyunca var
olabilir. Kanser gelisimine elverisli hale gelmis bu gibi dokularda ilave mutasyonlarin
gelismesi akciger kanserine neden olur (112). Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi
akciger kanseri olusumunda da onkogenlerin aktivasyonu ya da tiimor baskilayici
genlerin inaktivasyonu rol oynamaktadir. Akciger kanser hiicreleri ayni1 zamanda;
mutasyon, amplifikasyon, insersiyon, delesyon ve translokasyon gibi pek ¢ok

kromozomal anomaliler de barindirmaktadir (115).
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Akciger kanserinde genel olarak uygulanan tanisal islemler; semptom ve
bulgularla birlikte, fiziksel muayene, radyolojik incelemeler, balgam sitolojisi, biyopsi
ve bronkoskopidir. Akciger kanseri sessiz ve sinsi bir sekilde ilerler ve hastalarin
cogunlugu ancak hastaligin ileri evrelerinde teshis edilebilmektedir. Akciger kanseri,
cogunlukla gbgiis radyografisinde anormal bir gélgelenmeyle ya da yeni ortaya ¢ikan
veya karakter degistiren klinik bulgular ve semptomlar ile teshis edilir (112).
Semptomlar genel olarak kanserin gégiis duvarina veya lenf yoluyla sinirler ve diger
organlara tutulumuyla ortaya c¢ikar ve semptomlar ortaya ¢ikmadan once hastalik
cerrahi yollarla ¢ikarilamayacak sekilde yayilmis olur. En sik goriilen klinik bulgu ve
semptomlardan bazilari; 6ksiiriik, kilo kaybi, hemoptizi, nefes darlig1, gogiis agrisi ve
kuvvet kaybidir (116). Akciger kanseri, hiicre i¢i heterojenlige yol acan farkli
molekiler oOzellikteki hiicrelerden olusan bir hastaliktir. Tumor iginde artmus
heterojenite, timor gelisimi sirasinda erken donemde metastaz egilimine sebep olur
(117). Akciger kanserli hastalarin yaklasik olarak yarisinda tani aninda uzak
metastazlar,1/4’tinde ise lenf nodlarina metastaz gézlenir (118). Uzak metastazlarin en
sik oldugu bolgeler kemikler, karaciger, beyidir (119). Akciger kanserinin tiim evreleri
birlikte degerlendirildiginde 5 yillik sag kalma orani yaklasik olarak %20, metastaz
yapmamis olgularda ise 5 yillik sag kalma orani yaklasik %45’tir (120).

Mevcut tan1 yontemlerine ek olarak kullanilabilecek biyobelirtecler hastaligin
erken donemde tanisi, timoriin metastaz durumu ve prognozun tayini i¢in onem
tasimaktadir (121). Bu molekiillerin iiretimi saglikli hiicrelerde de bir miktar
goriilmekle birlikte ¢esitli kanserlerde artmaktadir. Bu artis spesifik kanserlere 6zgii
degildir ancak serum, plazma ve tiikiirik gibi viicut sivilarinda Ol¢limlerin
yapilabilmesi Klinik olarak kullanimimi kolaylastirmaktadir (121). Bu belirteglere
ornek olarak; Noron Spesifik Enolaz (NSE)’1n kiigiik hiicreli akciger kanseri, CYFRA-
21-1’in  kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC), CA-125’in ise

adenokarsinom hastalarinda serum diizeylerinin yiikseldigi bildirilmistir (122).
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2.5.2. Akciger kanserinin histolojik olarak siiflandiriimasi

Akciger kanseri histolojik olarak farkli hiicre diizenleri ve tedavi stratejileri
nedeniyle kii¢iik hiicreli akciger kanseri (SCLC) ve kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanseri (NSCLC) olmak iizere iki ana gruba ayrilmistir. Biiyiime hizi, kemoterapi ve
radyoterapiye verilen yanitlar bu siniflandirmada dikkate alinmistir. Akciger
kanserleri, akciger timorogenezini harekete gegiren ve siirdiiren farkli genetik ve

molekiiler degisikliklere gore alt gruplara ayrilmaktadir (109).

2.5.2.1. Kiiciik hiicreli akciger kanseri

Kiiciik hiicreli akciger kanserleri diinya genelinde tiim akciger kanserlerinin
yaklasik olarak %15’ini olusturur. Akciger kanserlerinin kii¢iik bir oranini temsil etse
de daha hizli biliylimesi, daha erken metastaz yapmasi ve hastaligin tekrarlama
ihtimalinin yiiksek olmasi sebebiyle en agresif olanidir (123). Santral lokalizasyonlu
kitleler olup lenf nodlarina erken tutulum gosterirler. Nekroz yaygindir ve mitotik hiz
tipik olarak yiiksektir. Tiimor hiicreleri kii¢iik boyutu, yetersiz sitoplazmasi ve niikleol
yoklugu ile kii¢iik biyopsilerde ve sitoloji 6rneklerinde belirgin sekilde teshis edilebilir
(109). Kiigiik hiicreli akciger kanserlerinin tamamina yakininda Rb mutasyonlari
gozlenir. Rb'nin hipofosforile edilmis aktif formu, G1 /S faz ge¢isi boyunca ilerlemek
icin gerekli olan transkripsiyon faktorlerini ve diger hiicresel proteinleri diizenler.
TP53 inaktivasyonu, histon modifikasyonlarina yol agan CREBBP ve multipl
endokrin neoplazisi 1 (MEN) mutasyonlari gézlenir (124, 125).

Tiitiin kullanimiyla ile en giiglii birliktelik skuamoz hiicreli akciger kanseriyle birlikte
kiiciik hiicreli akciger kanserlerinde goriiliir. Neredeyde tim SCLC (kii¢iik hiicreli
akciger karsinomu)’ler tani sirasinda metastaz yapmistir ve dolayisiyla cerrahi
miidahale ile tedavi elde edilemez. Kemoterapi tek basina veya radyoterapi ile birlikte

uygulanir (126).
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2.5.2.2. Kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri

Kiictlik hiicreli olmayan akciger kanserleri akciger kanserlerinin yaklasik olarak
%80’ini olusturmaktadir. Genel olarak ii¢c ana grupta toplanmistir. Bunlar;
adenokarsinom, skuamoz (yassi) hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli karsinomdur
(127). Kiugiik hiicreli olmayan akciger karsinomlari ilk evrelerinde kemoterapiye
yetersiz yamit verir ve cerrahi miidahale ile daha iyi tedavi edilir. ileri evrelerde

kemoterapi ve radyoterapi uygulanir (128).

Tablo 2: Akciger kanserinin histolojik tiplerinin dagilim ortalamalari

Histolojik tip %
Kiiciik hiicreli 15
Kiiciik hiicreli dis1 80
Skuamoz hiicreli karsinom 30
Adenokarsinom 40
Biiytik hiicreli karsinom 10
Diger* 5
Toplam 100

* Malign epitelyal tiimor, malign epitelyom, mukoepidermoid karsinom, sarkom, malign
soliter fibréz tiimor, karsinosarkom

2.5.2.2.A. Adenokarsinoma

Akciger adenokarsinomlart genellikle periferik yerlesimlidir. Genel olarak diger
tiplerden daha yavas biiyiir ve daha kiigiik kitleler olusturur. Erken evrede metastaz
yapma egilimindedir (112). Kadinlarda, sigara igmeyenlerde veya eskiden ¢ok hafif

tiitiine maruz kalan kisilerde en sik goriilen akciger kanseridir (129).
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Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii (EGFR) ve kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog (KRAS) mutasyonlari, iki bagimsiz onkojenik yolun varligini
gosteren, Ozlellikle akciger adenokarsinomlarinda siklikla gozlenen mutasyonlardir
(130). EGFR aktivasyonu, RAS /RAF/ mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)
ve fosfatidilinositol-3-kinaz gibi hiicre sinyal yollarinin aktivasyonuyla proliferasyon,
apoptozun bloke edilmesi, farklilasma ve istila sinyallerine neden olur (131).
Adenokarsinomlarda gozlenen diger mutasyonlardan bazilari; Insan epidermal
biiyiime faktorii reseptorii 2 (ERBB2), Mezenkimal epitelyal gegis geni (MET) (132)
mutasyonlart ile anaplastik lenfoma kinaz (ALK) ve ROS1 (133) genini igeren
kromozomal degisikliklerdir.

2.5.2.2.B. Skuaméz hiicreli akciger kanseri

Skuamdz hiicreli karsiomlar bronglardaki metaplastik skuaméz epitelden kdken
alirlar ve santral lezyonlar olarak belirirler. Squamdz inci olusumu ve hiicre
keratinizasyonuyla morfolojik olarak diger tiplerden ayirt edilirler (134). Skuaméoz
metaplazi veya displazi bronsiyal epitelde olustuktan sonra yillar boyunca karsinoma
in situ seklinde kalabilir; ardindan kii¢iik bir neoplazi hastaligi semptomatik evreye
tagir (112). Hastalarin biiyiik gogunlugu hastalik teshis edildigi esnada mevcut olarak
veya heniliz yeni birakmis agir sigara igicileridir. Kanser Genom Atlast (TCGA),
skuamoz hiicreli akciger kanserini genetik olarak tiitiin karsinogenezinden beklenen
genomik goriintli ve yiikksek mutasyon oraniyla karakterize eder. Akciger
adenokarsinomuyla karsilagtirildiginda squaméz  hiicreli  karsinomun genomik
gorlintiisi, tiitlin maruziyetiyle iligkili kiigiik hiicreli akciger kanserine daha fazla
benzemektedir. Skuaméz hiicreli akciger kanseri %90’ iizerinde yogun tiitiin

maruziyetine sahip hastalardan olusmaktadir (135).
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Skuaméz hiicreli akciger kanseri vakalarinda en sik goriilen genomik degisiklikler
TP53 ve CDKN2A delesyonlart ile PI3K / AKT sinyallerinde rol oynayan bir veya
daha fazla gende somatik degisikliklerdir (136).

2.5.2.2.C. Biiyiik hiicreli akciger kanseri

Akciger kanserlerinin skuamoz veya glandiiler farklilagma gostermeyen bir
tirtidiir (137). Akciger kanserlerinin arasinda en nadir goriilen histolojik tipidir.
Periferik yerlesim gosteren biiyiik hacimli timoérlerdir. Belirgin niikleollii biiyiik
hiicrelerden olusurlar. Sitoloji numunelerinde teshis edilmesi zordur. Ileri taramalar
gerektirir. Erken metastaz gosterdiginden prognozu katiidir (138). Yaygin olarak
gorillen molekiiler degisikliklerden bazilari; TP53 mutasyonu, C-MYC

amplifikasyonu ve p16 promoter hipermetilasyonudur (139).

2.5.3. Akciger kanserinde evreleme

Akciger kanserinde tiimoriin evresi hastalara yaklagimi belirleyen en 6nemli
faktorlerden biridir. Evreleme sistemi, kanserin anatomik 6zellikleri hakkinda bilgiler
vererek tedavinin planlanmasina ve prognozun belirlenmesine yardimer olur. Tiim
diinyada ortak olarak kullanilan bir evreleme sistemi, klinik ¢alismalarda hastaligin
derecelerinin  karsilagtirilabilmesi ve belirli hasta gruplar1 hakkinda iligki
kurulabilmesi i¢in gereklidir. Ayn1 zamanda yeni tedavi stratejileri gelistirilmesine ve
tedavilere beklenen yanitlarin Ongoriilmesine olanak saglar (140). Giiniimiizde,
Uluslaras1 Akciger Kanseri Caligma Derneginin (IASLC), Uluslaras1 Kanser Kontrol
Birligi (UICC) ve Amerikan Kanser Komitesi (AJCC) ile birlikte hazirladig: giincel 8.

TNM evreleme sistemi kullanilmaktadir.
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TNM evreleme sistemi tiimoriin anatomik kapsamini belirleyen {i¢ bilesenden
olusur (T, N, M). Her bir bilesen hastaligin artan siddetine gore farkli kategorilere
ayrilarak hastaliga dahil olan 6zellikleri belirtir (141). T faktorii timoriin boyutunu,
cevre yapilarla iligkisini ve iligkili nodiilleri kapsayarak primer tiimoriin 6zelliklerini
belirtir. Hastadan alinan Orneklerde malign hiicrelerin goriildigii ancak primer
tiimdriin saptanamadigir durumlar Tx, herhangi bir tiimor bulgusu olmayan durumlar
TO, karsinoma in situ tiimor ise Tis olarak olarak tanimlanmaktadir. Timaor boyutunda
tomografi sonuglarinin aksiyal kesitlerindeki uzun ¢ap dikkate alinarak 5 santimetreye
kadar olan tiimorler birer santimetre arayla T1a, T1b, Tlc, T2a, T2b, 5 ve 7 santimetre

arasindaki tiimorler T3, 7 santimetreden biiyik timarler ise T4 olarak belirlenir (142).

N faktorii, bolgesel lenf nodlarindaki tiimoriin genel durumuna gore tanimlanir.
Nodal tutulum pozitif lenf nodlarinin sayisi ve spesifik bolgesel nodal gruplarin
tutulumu ile kategorize edilir. Bolgesel lenf bezlerinin degerlendirilemedigi durumlar
NX, bolgesel lenf bezi metastazinin olmadigir durumlar NO olarak degerlendirilirken,

lenf bezlerine metastazin artmasi giderek artan nod numaralariyla ifade edilir (143).

M faktorii, tiimoriin uzak organlardaki metastatik durumunu tanimlamaktadir. Alt
kategorileri uzak organ metastazi olmamasi durumundan (MO) baslayarak bir veya
birden ¢ok organda coklu ekstratorasik metastazlara (M1c) kadar siniflandirilmastir.
En sik metastaz goriilen bolgeler; beyin, kemikler, adrenal bezler, karsi akciger,
karaciger, perikard, bobrekler olsa da herhangi bir organ metastatik hastaligin tutulum
bolgesi olabilir (144).

Akciger kanserinin T, N ve M derecelerinin ayr1 ayr1 belirlenmesinin ardindan bu
ti¢ bilesenin kombinasyonu hastaligin TNM evresini tanimlar ve hastaligin en erken
evrelerinden en ileri evrelerine kadar kategorilere ayrilir. Evre | genellikle kiigiik
boyutu ve negatif lenf nodu ile karakterize kanseri tanimlarken, Evre 2-3 artan timor

veya nodal yayilimi, evre 4 ise tan1 aninda metastazi olan hastalar1 tanimlamaktadir.
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Bunlara ek olarak evre 0, metastatik potansiyeli olmayan tiimorii (karsinoma in situ)

tanimlamak igin kullanilir (141).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Bu calisma Acibadem Universitesi Arastirma Laboratuvarinda ve Acibadem
Labmed KIlinik Laboratuvarlarinda gergeklestirildi. Calisma grubu Siireyyapasa
Goglis Hastaliklart ve Gogiis Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesinde tedaviye
baslayacak olan veya tedavi gormekte olan akciger kanserli hastalardan olusturuldu.
Calismaya katilan tiim hastalara ve kontrol grubundaki kisilere calisma Oncesi
aydnlatilmis onam formu bireysel olarak okundu ve kisilerin goniilliilik esasina
dayanarak imzali onaylar1 alindi. Orneklerin ¢alismada kullamlabilmesi igin
Acibadem Universitesi ve Acibadem Saghik Kuruluslari Tibbi Arastirma Etik
Kurulundan (ATADEK) etik onay alindi (etik onay karar numarasi: 2016-16/15).
Hastalar i¢in ¢alisma dis1 birakma kriterleri; hastanin gebe olmasi, bilinen bir
kardiyovaskiiler hastaligi olmasi, akciger kanseri harici bir kanser hastaligi olmasi,
bobrek yetmezligi olmasi, astim ve diyabet hastasi olmasi olarak belirlendi. Kontrol
grubu saglikli bireylerden olusturuldu. Kontrol grubu ic¢in calisma digi birakma
kriterleri; kisinin gebe olmasi ve sigara kullanmasi olarak belirlendi. Hastalardan ve
kontrol grubundan alinan kan 6rnekleri
1500 x g’de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek, elde edilen serum 6rnegi iki ayri
ependorf tlipline aktarilarak c¢aligmanin yapilacagi giine kadar 80°C’de muhafaza
edildi.

3.2. Calisma Gruplarmmin Olusturulmasi

Calismaya 60 akciger kanserli hastayla birlikte 23 saglikli goniillii katildi.
Caligmaya katilan 24 hasta, Orneklerin alindigi esnada heniiz tedavi gérmeye

baslamamisti. Calismaya katilan 36 hasta ise Orneklerin alindigr esnada tedavi
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(kemoterapi ve/veya radyoterapi) gormekte idi. Caligma icin hasta popiilasyonu

akciger kanserinin farkli histolojik gruplarina ve farkli evrelerine sahip hastalardan

olusturuldu. Hastalarin histolojik gruplar1 Siireyyapasa Gogilis Hastaliklart ve Gogiis

Cerrahisi Egitim ve Arastirma Hastanesi tarafindan belirlendi. Hastalarin evreleri

akciger kanserinin giincel TNM evreleme sistemine gore belirlendi. Calismaya katilan

hastalarin demografik bilgileri Tablo-3’te verilmistir.

Tablo 3: Demografik Bilgiler

1.GRUP 2.GRUP
(kontrol grubu) (tedavi almus)

N 23 36

Yas: medyan (min-max) 48 (40-74) 60 (41-78)
Cinsiyet

Erkek (%) 12 (%52,2) 28 (%77,8)
Kadm (%) 11 (%47,8) 8 (%22,2)

Histolojik gruplar

Adenokarsinoma 8 (%22,2)
Skuamé6z Hiicreli Karsinom 15 (%41,7)
Kiigiik Hiicreli Karsinom 10 (%27,8)
Diger 3 (%8,3)

Evre gruplan

Evre IV 20 (%55,6)
Evre 111 11 (%30,6)
Evre 1l 2 (%5,6)
Evre | 3 (%8,3)
Sigara iciciligi - 24 (%67,7)

3.GRUP
(tedavi almams)

24

62,5 (46-75)

21 (%87,5)

3 (%12,5)

9 (%37,5)
6 (%25)
8 (%33,3)

1 (%4,2)

14 (%58,3)
6 (%25)
2 (%8,3)

2 (%8,3)

16 (%67,7)
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3.3. Gerecler

3.3.1. Kitler

Calismada; Total IGFBP-4 ELISA Kkiti (AnshLabs, TX, USA), ultrasensitive
PAPP-A ELISA kiti (DRG Instrumens, Germany) ve IMMULITE 2000 IGF-1 Kiti
(Siemens Medical Solutions Diagnostics, CA, USA) kullanildi.

3.3.2. Cihazlar

Calismada; sentrifiij (Niive NF 1200, Ankara, TR), mikroplaka yikayict (Tecan
HydroSpeed, Minnedorf, Isvicre), mini calkalayict (BioSan PSU-2T, Riga,
Letonya), otomatik mikropipetler (Axygen single channel, Axygen multichannel, CA,
USA), vorteks (Benchmark Benchmixer, NJ, USA), spektrofotometre (BioTek
Synergy HT, VT, USA) ve otoanalizér (IMMULTE 2000 Immunoassay System,

Siemens Healtcare Diagnostics Products, Berlin, Almanya) cihazlar1 kullanildi.

3.4. Yontemler

3.4.1. IGF-1 diizeylerinin kemiliiminesans yontemi ile él¢iimii

Hastalardan ve kontrol grubundan alinan numunelerin IGF-1 diizeyleri, otoanalizér
kullanilarak (Immulite 2000, Siemens), IGF-1 kati faz, enzim isaretli kemiliiminesan
immiinometrik analizi ile tayin edildi. Bu c¢alismada kullanilan Kemiliiminesans

immiinometrik analizi (CLIA), kemiliiminesans teknigini immiinokimyasal
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reaksiyonlarla birlestiren bir testtir (145). Testin CV degeri 60.32 ng/mL igim %3,77
olup tespit limiti (LOD) 13.3 ng/mL’dir.

3.4.2. ELISA yontemi

Hastalardan ve kontrol grubundan alinan 6rneklerin serumlarinda PAPP-A ve
IGFB-4 diizeylerinin olglimii i¢in Sandwich tipi Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) yontemi kullanildi. ELISA yontemi, antikor ve antijen
reaksiyonlarinin saptandigi bir yontemdir. Bu yontemde kati faz olarak kullanilan
ELISA plakalarinin her bir kuyucuguna antikorlar gémiiliidiir. Plakalara antijen iceren
viicut sivilar1 eklenerek antikor-antijen baglantis1 gerceklesir. Ilk inkiibasyon ve
yikama islemlerinden sonra ortama eklenen biyotinle isaretli antikorlar antijenlere
baglanir. ikinci inkiibasyon ve yikama islemlerinden sonra ortama Horseradish
Peroksidaz (HRP) Konjugat: eklenir. Ilke olarak antikor-biyotin konjugat: kat1 faz
antikor-antijen kompleksine baglanir ve bu da HRP konjugatina baglanir. Ugiincii
inkiibasyon ve yikama islemlerinden sonra ortama eklenen TMB (Tetremetilbenzidin)
kromojen soliisyonu HRP enzimi katalizorliigiinde mavi renge doniisiir. Bu renk
degisikligi reaksiyonlarin diizgiin bir sekilde gerceklestiginin ve numunelerde antijen
varliginin gostergesidir. Kisa bir inkiibasyondan sonra ortama, reaksiyonlari durduran
Stop Soliisyonu eklenerek sar1 renk olusumu gozlenir. Spektrofotometrede belirlenen
dalga boylarinda olusan renklerin optik yogunluklar: 6l¢iiliir ve optik yogunluklara

bagli olarak konsantrasyon tayini yapilir (146).

3.4.2.1. IGFBP-4 diizeylerinin 6l¢iimii

IGFBP-4 diizeylerinin 6lgiilmesinde TOTAL IGFBP-4 ELISA kiti (AnshLabs,
TX, USA) kullanildi. Uretici verilerine gére bu testin CV degeri 122.33 ng/mL igin
%1,68 olup tespit limiti (LOD) 4.735 ng/mL’dir.
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Calismaya baslamadan once ¢aligmada kullanilacak tiim materyaller kullanima hazir

hale getirildi. TOTAL IGFBP-4 ELISA kiti prosediirii sirastyla uygulandi:

10.

11.
12.

13.

14.
15.

16.

17.

Tim reaktifler ve numuneler oda sicakliina (21°C) getirildi.

Kalibratdrler ve kontroller 0.5 mL deiyonize su ile seyreltildi.

Seyreltilen kalibrator ve kontroller 10 dakika vorteks yardimiyla hafif bir
sekilde karistirildi.

Kalibratorler, kontroller ve numuneler mikroplakanin uygun
kuyucuklarina pipetlendi (25uL).

Test tampon ¢ozeltisi tiim kuyucuklara pipetlendi (100 pL).

Mikroplaka, oda sicakliginda (21°C) mikroplaka calkalayicida hizl bir sekilde
calkalanarak (600-800 rpm) 60 dakika inkiibe edildi.

Total IGFBP-4 Biyotin konjugat konsantrasyonu, protokolde belirtilen
oranlarda test tamponunda seyreltilerek Total IGFBP-4 Antikor-Biyotin
konjugat sollisyonu hazirlandi.

Tiim kuyucuklar yikama soliisyonu ile (350 pL) 5 kez yikandi.

Hazirlanan Antikor-Biyotin konjugat soliisyonu tiim kuyucuklara pipetlendi
(100 pL),

Mikroplaka, oda sicakliginda (21°C) mikroplaka ¢alkalayicida hizl bir sekilde
calkalanarak (600-800 rpm) 60 dakika inkiibe edildi.

Tim kuyucuklar yikama soliisyonu ile (350 pL) 5 kez yikanda.

Tim kuyucuklara Streptavidin -HRP (Horseradish Peroksizdaz) Enzim
Konjugati pipetlendi (100 pL).

Mikroplaka, oda sicakliginda (21°C) mikroplaka calkalayicida hizli bir sekilde
calkalanarak (600-800 rpm) 30 dakika inkiibe edildi.

Tiim kuyucuklar yikama soliisyonu ile (350 pL) 5 kez yikandu.

Tiim kuyucuklara TMB (Tetremetilbenzidin) kromojen soliisyonu
pipetlenerek (100 puL), mavi renk olusumu gozlendi.

Mikroplaka, oda sicakliginda (21°C) mikroplaka ¢alkalayicida hizli bir sekilde
calkalanarak (600-800 rpm) 10 dakika inkiibe edildi.

Tiim kuyucuklara Stop Solution (Siilfirik asit) pipetlenerek (100 pL) sar1 renk

olusumu gozlendi.
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18. Plakalardaki soliisyonlarin optik yogunluklari spektrofotometre kullanilanarak
450 nm ve 630 nm ¢ift dalga boyunda 6lgiildii.

_—

FI N

j//‘gyi}* )i

Resim 1. IGFBP-4 diizeylerinin Total IGFBP-4 ELISA kiti kullanilarak 6lgiilmesi sirasinda
tiim kuyucuklara TMB soliisyonu pipetlendikten sonra gzlenen mavi renk olusumu. Al ve
F1 (yukaridan asagiya ilk 6 kuyucuk) arasindaki kuyucuklara kalibratorler, G1 ve HI
kuyucuklarina kontroller, diger tiim kuyucuklara serum 6rnekleri pipetlenmistir.
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Resim 2. IGFBP-4 diizeylerinin Total IGFBP-4 ELISA kiti kullanilarak dlglilmesi sirasinda
tiim kuyucuklara Stop soliisyonu pipetlendikten sonra gézlenen sar1 renk olusumu.

3.4.2.2. PAPP-A diizeylerinin ol¢iimii

PAPP-A’nin dlgiilmesinde Ultrasensitive PAPP-A ELISA kiti (DRG Instrumens,
Germany) kullamldi. Uretici verilerine gore bu testin CV degeri 11.96 ng/mL icin
%6,86 olup tespit limiti (LOD), 0.023 ng/mL’dir.

Calismaya baslamadan once ¢aligmada kullanilacak tiim materyaller kullanima hazir

hale getirildi. Ultrasensitive PAPP-A ELISA Kiti prosediirii sirasiyla uygulandi:

1. Tiim reaktifler ve numuneler oda sicakligina ( 21°C ) getirildi ve hafif bir
sekilde karigtirildi.

2. Tim standartlar 1 mL distile su eklenerek diliie edildi.

3. Diliie edilen standartlar ve tiim numuneler mikroplakanin uygun kuyucuklarina

pipetlendi (100 pL).
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

Oda sicakliginda (21°C) 60 dakika kapagi agik bir sekilde inkiibe edildi.
Yikama soliisyonu protoklode belirtilen oranda distile su ile seyreltilerek
otomatik yikama cihazina baglanda.

Mikroplaka hizlica c¢alkalandi.

Tiim kuyucuklar otomatik mikroplaka yikayicida seyreltilen yikama soliisyonu
ile (400 uL) 5 kez yikandi.

Mikroplaka kurutma kéagidina sertge vurularak kalinti damlaciklarinin
giderilmesi saglandi.

Tim kuyucuklara Konjugat soliisyonu (biyotinlenmis PAPP-A antikoru)
pipetlendi (100 pL).

Mikroplaka 10 saniye boyunca karistirildi.

Oda sicakliginda (21°C) 60 dakika kapagi agik bir sekilde inkiibe edildi.
Mikroplaka hizlica ¢alkalandi.

Tiim kuyucuklar otomatik mikroplaka yikayicida seyreltilen yikama soliisyonu
ile (400 pL) 5 kez yikandi.

Mikroplaka kurutma kagidina sertce vurularak kalinti damlaciklarinin
giderilmesi saglandi.

Tim kuyucuklara enzim kompleksi (Horseradish peroksidaz) pipetlendi (100
ul).

Oda sicakliginda (21°C) 30 dakika inkiibe edildi.

Mikroplaka hizlica ¢alkalandi.

Tim kuyucuklar otomatik mikroplaka yikayicida seyreltilen yikama soliisyonu
ile (400 puL) 5 kez yikandi.

Mikroplaka emici kagida sertce vurularak kalinti damlaciklarinin giderilmesi
saglandi.

Tiim kuyucuklara substrat soliisyonu (TMB) pipetlenerek (100 pL) mavi renk
olusumu gozlendi.

Oda sicakliginda (21°C) 15 dakika inkiibe edildi.

Tiim kuyucuklara Stop Solution (Siilfirik asit) pipetlenerek (100 pL) sar1 renk
olusumu gozlendi.

Plakalardaki soliisyonlarin optik yogunluklar1 spektrofotometre kullanilanarak

450 nm’de ol¢ildii.
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Resim 3. PAPP-A diizeylerinin Ultrasensititve PAPP-A ELISA kiti kullanilarak 6lgiilmesi
sirasinda tiim kuyucuklara TMB soliisyonu pipetlendikten sonra gézlenen mavi renk olusumu.
Al ve El (yukaridan asagi ilk 5 kuyucuk) kuyucuklarina kit standartlari, diger tiim

kuyucuklara serum ornekleri pipetlenmistir.
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Resim 4. PAPP-A diizeylerinin Ultrasensititve PAPP-A ELISA kiti kullanilarak 6l¢iilmesi
sirasinda tiim kuyucuklara Stop soliisyonu pipetlendikten sonra gézlenen sar1 renk olusumu.

3.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz yapilabilmesi igin oncelikle hastalar tedavi almis ve tedavi
almamis hastalar olmak iizere ve akciger kanserinin histolojik tipine gore
adenokarsinoma, skuamoz (yassi) hiicreli karsinom ve kii¢iik hiicreli karsinom olmak
iizere gruplara ayrildi. Olusturulan hasta gruplar1 kendi aralarinda ve olusturulan

kontrol grubu ile karsilagtirilarak istatistiksel analizleri yapildu.

Veriler analiz edilirken ilgili yontemin belirlenmis 6l¢im sinirlar1 disinda kalan
veriler ¢alismadan ¢ikarildi. Verilerin normal dagilima uygunluklarinin test edilmesi

i¢in Shapiro-Wilk testi kullanildi.
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Normal dagilim gosteren gruplar arasindaki farkin anlamlilik diizeyini belirlemek
icin ANOVA testi uygulandi. Analiz edilecek gruplarin sayilari 2’den fazla olmasi
sebebiyle her grubun diger bir grupla arasindaki farkin anlamlilik analizi PostHoc
Tuckey testi kullanilark yapildi. Normal dagilim gostermeyen gruplarda gruplar arasi
anlamlilik analizi non parametrik testler (Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U)

kullanilarak yapildi. Tiim testlerde anlamlilik diizeyi p <0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Hastalardan ve kontrol grubundan alinan numunelerin IGF-1, IGFBP-4 ve PAPP-

A diizeylerinin istatistiksel analiziyle gruplarin bir kisminin normal dagilim

gostermedigi belirlenmis ve gruplarin IGF-1, IGFBP-4 ve PAPP-A diizeyleri Tablo-

4A ve Tablo-4B’de verilmistir.

Tablo 4A: Kontrol grubu ve tedaviye gore olusturulan gruplarin PAPP-A, IGFBP-4

ve IGF-1 diizeyleri

(ng/mL)

IGFBP-4 104.6, (81.8-128.1)
(ng/mL)

PAPP-A 2.89, (1.84-4.39)
(ng/mL)

149.4*, (114.4-186.9)

2.7, (1.36-4.98)

Kontrol TV TY
M, (Q1-Q3) M, (Q1-Qs) M, (Q1-Qs)
N 23 36 24
IGF-1 125, (101-140) 141, (117-158.5) 125, (90.3-151.5)

161.6*, (107,8-206,2)

4.04, (2.31-5.84)

M, (Q1, Q3): Medyan, (1.¢eyrek, 3.ceyrek), TV; tedavi alan hasta grubu, TY; tedavi

almayan hasta grubu

*Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p <0.005).
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Tablo 4B: Kontrol grubu ve akciger kanserinin histolojik alt tipine gore olusturulan

gruplarin PAPP-A, IGFB-4 ve IGF-1 diizeyleri

Kontrol AK SHK KHK

M, (Q:1-Qs) M, (Q:1-Qs) M, (Q1-1Q3) M, (Q1-Qs)
N 23 17 21 18
IGF-1 125, 130, 143, 119.5,
(ng/mL) (101-140) (97.5-170.5) (123-175) (88.3-144.2)
IGEFBP-4 104.6, 131.9%, 163.6%, 148.5%,
(ng/mL) (81.8-128.1) (106.2-231.6) (124-195) (118.7-187)
PAPP-A 2.89, 3.32, 3.28, 2.57,
(ng/mL) (1.84-4.39) (2.50-5.39) (1.56,6.76) (1.83,4.86)

M, (Q1, Q3): Medyan, (1.¢eyrek, 3.ceyrek), AK; Adenokarsinoma, SHK; Skuaméoz

(yasst) hiicreli karsinom, KHK; Kiigiik hiicreli karsinom

*Kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p <0.005).

Calismada diizeyleri dlgiilen 3 parametrenin birbirleri

arasindaki iligki

incelendiginde, kontrol grubunun IGF-1 diizeyleri ile IGFBP-4 diizeyleri arasinda

negatif korelasyon tespit edilmistir (r=-0.570, p<0.005) (Grafik-1).
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Sekil 7. Kontrol grubunun IGF-1 ve IGFBP-4 diizeyleri arasindaki iliski

Kontrol grubunun PAPP-A diizeylerii ile diger parametreler arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iligki bulunmadi1 (p>0.05). Tedavi alan ve tedavi almayan hasta
gruplarinin IGF-1, IGFBP-4 ve PAPP-A diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir iliski bulunmamustir (p>0.05).
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4.1. IGF-1

Akciger kanserli hastalarin tedavi durumuna gore olusturulan gruplardan ve
kontrol grubundan alinan numunelerin IGF-1 diizeyleri karsilastirildi. Tedavi alan
hasta grubu, tedavi almayan hasta grubu ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark bulunmadi (p>0.05).

Akciger kanserli hastalarin histolojik alt tiplerine gore gruplandirildig istatistiksel
calismalarda adenokarsinoma (AHK), skuamoéz hiicreli karsinom (SHK), kiigiik
hiicreli karsinom (KHK) gruplarinin ve kontrol grubunun IGF-1 diizeyleri arasinda da

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

Hastalar ayrica histolojik alt gruplarinin evrelerine gore tekrar alt gruplara
ayrilarak istatistiksel analiz yapildi. AK, SHK ve KHK histolojik tiplerinin 4.evresine
sahip hastalarin IGF-1 diizeyleri 4. evreden kiiclik bir evreye sahip diger hastalarin
IGF-1 diizeyleriyle karsilastirildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p>0.05).

Tim hasta ve kontrol gruplarimin IGF-1 diizeyleri ile IGFBP-4 ve PAPP-A
diizeyleri arasinda bir iliski olup olmadig1 olusturulan korelasyon grafikleriyle gorsel
olarak degerlendirildi. Gruplarin IGF-1, IGFBP-4 ve PAPP-A diizeyleri arasinda

anlamli bir iligki gozlenmedi.
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4.2. IGFBP-4

Tim numunelerin IGFBP-4 diizeylerinin ELISA yontemi ile dlgiilmesi sirasinda

olusturulan kalibrasyon egrisi Grafik-2’de verilmistir.

y = (0.0305-2.13)/(1+(x/2560.2)"L.77)"7.46+2.13
1,400 R?=1
1,200
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Sekil 8. IGFBP-4 6l¢iimii i¢in kalibrasyon egrisi

Akciger kanserli hastalarin tedavi durumuna gore gruplandirildig: istatistiksel
caligmalarda; tedavi alan ve tedavi almayan hasta gruplariin her ikisinin IGFBP-4
diizeylerinin kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek oldugu
tespit edildi (p<0.005) (Grafik-3). Tedavi alan ve tedavi almayan hasta gruplarinin
IGFBP-4 diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).
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Sekil 9. Tedavi alimina gore gruplandirilan akciger kanseri hastalarinin ve kontrol grubunun

IGFBP-4 diizeyleri. (TY: Tedavi yok, TV: Tedavi var)

Hastalar akciger kanserinin sahip olduklar1 histolojik alt tiplerine gore

gruplandirilarak kontrol grubuyla karsilastirildiginda IGFBP-4 diizeyleri arasinda

anlaml bir fark bulundu. Istatiksel degerlendirmeler yapildiginda hastalarm AK, SHK

ve KHK gruplarimin tamaminin IGFBP-4 diizeylerinin kontrol grubunun IGFBP-4

diizeylerinden anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.005).

Akciger kanserinin AK, SHK ve KHK histolojik alt gruplari kendi aralarinda

incelendiginde IGFBP-4 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadi (p>0.05).

Hastalar ayrica histolojik gruplarinin evrelerine gore alt gruplara ayrilarak

istatistiksel analiz yapildiginda; AK, SHK ve KHK histolojik tiplerinin 4. evresine
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sahip hastalar ve 4. evreden kiigiik bir evreye sahip diger hastalarin IGFB-4 diizeyleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

4.3. PAPP-A

Tim numunelerin PAPP-A diizeylerinin ELISA yontemi ile Olglilmesi sirasinda

olusturulan kalibrasyon egrisi Grafik-4’te verilmistir.

y = (0.112-4.69)/(1+(x/407)"1.09)+4.69
R%=1
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Sekil 10. PAPP-A 6l¢iimii icin kalibrasyon egrisi

Akciger kanserli hastalarin tedavi durumuna gore olusturulan gruplardan ve
kontrol grubundan alinan numunelerin PAPP-A diizeyleri karsilastirildiginda; tedavi
almayan akciger kanseri hasta grubunun PAPP-A diizeylerinin, kontrol grubundan
yiiksek oldugu tespit edildi. Yapilan analizler ile bu farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadigi belirlendi (p>0.05) (Grafik-5). Tedavi alan akciger kanseri hasta grubu ile

kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmadi (p>0.05).
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Sekil 11. Tedavi alimina gore gruplandirilan akciger kanseri hastalarinin ve kontrol grubunun
PAPP-A diizeyleri. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yok (p>0.05). (TY:
Tedavi yok, TV: Tedavi var)

Hastalar akciger kanserinin sahip olduklar1 histolojik alt tiplerine gore
gruplandirilarak (AK, SHK ve KHK), kendi aralarinda ve kontrol grubuyla
karsilastirildiginda PAPP-A diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

Hastalar histolojik gruplarinin evrelerine gore alt gruplara ayrilarak istatistiksel
analiz yapildiginda, AK, SHK ve KHK histolojik tiplerinin 4.evresine sahip hastalarin
ve 4. evreden kiiciik bir evreye sahip diger hastalarin PAPP-A diizeyleri arasinda
anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

56



5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, akciger kanserinin farkli tip ve evrelerindeki hastalardan alinan
numunelerde PAPP-A, IGFBP-4 ve IGF-1 diizeyleri olgiilerek hastaligin fakli tip ve
evreleri ile olan iliskileri incelenmistir. Bu ¢alismada, ayn1 zamanda tiim hasta ve
kontrol gruplarinda PAPP-A, IGFBP-4 ve IGF-1 diizeyleri birlikte dlgiilerek kendi

aralarindaki iligki incelenmistir.

Insan viicudunda biiyiimenin onemli bir diizenleyicisi olan IGF-1’in hiicre
proliferasyonu, klonal biiyime ve migrasyon gibi timér asamalarinin
diizenlenmesinde de rol aldigi bilinmektedir (34). IGF-1’in dolasimda yiiksek
diizeylerde bulundugu prostat, meme ve akciger kanseri dahil olmak {izere cesitli
kanser hastalarinda gosterilmistir (34,44). IGF-1’in kiiciik hiicreli ve kii¢iik hiicreli
olmayan akciger kanseri hiicrelerinde saglikli dokulardan daha yiiksek diizeyde
eksprese edildigi gozlenmistir (147).

Bu ¢alismada, akciger kanserinin farkli tip ve evrelerinin IGF-1 diizeyleri (125
ng/mL) kontrol grubuyla (125 ng/mL) karsilastirildiginda bir fark olmadig1 goriildi.
Her ne kadar pek ¢ok c¢alisma IGF-1 diizeylerinin akciger kanseri hastalarinda
yiikseldigini gosterse de sonuglarimiza benzer olarak akciger kanseri hastalarinin IGF-
1 diizeylerinin saglikli bireylerden farkli olmadigini gdsteren ¢aligmalar mevcuttur
(148,149). IGF-1 akciger kanseri prognozu ve tiimor dereceleriyle degisken bir sekilde
iligkilendirmistir. Baz1 ¢alismalar, IGF-1’in akciger kanserinin erken evrelerinde roli
oldugunu ileri siirmektedir (150). Calismamizda akciger kanserli hastalari evrelerine
gore gruplandirarak IGF-1 diizeylerini karsilastirdigimizda 4. evre akciger kanseri
hastalariin IGF-1 diizeyleri ile 4. evre disinda kalan (evre-3, 2, 1) hastalarin IGF-1
diizeyleri arasinda bir fark gézlenmedi. Bu ¢aligmada, tedavi (kemoterapi/radyoterapi)
almis ve tedavi almamis akciger kanseri hastalarinin IGF-1 diizeyleri arasinda bir fark

goriilmedi.
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Izycki ve ark. (151) kiigiik hiicreli ve kiigiik hiicreli olmayan akciger hastalarinin
kemoterapi oncesi ve kemoterapi sonrasi IGF-1 diizeyleri incelenmis ve saglikli
bireylerle karsilastirildiginda kemoterapi Oncesi tliim hastalarin IGF-1 diizeyleri
kontrol grubundan olduk¢a yiiksek olarak Ol¢lilmiistiir. Yine ayni ¢alismada akciger
kanseri hastalarinin kemoterapi oncesi ve kemoterapi sonrasi IGF-1 diizeylerinde ise

bir fark gézlenmemistir.

Dolagimda IGF-1 diizeyleri dogum Oncesi oldukga diisiikken ergenlikte artar ve
yetigkinlikte en yiiksek diizeylerine ulasir (32). Baz1 ¢alismalar, IGF-1 diizeylerinin
yasa bagimli oldugunu (152,153) ve ozellikle 60 yas ve sonrasinda azalmaya
basladigini ileri siirmektedir (154). Calismamizda hasta grubunun medyan yasi 61.5,
kontrol grubunun medyan yasi ise 48°dir. Bu fark, dolasim diizeyleri yasa bagli olarak
degisen IGF-1’in karsilastirilmasini giiclestirmektedir. Akciger kanseri hastalarinda
yiikselen IGF-1 diizeyleri, 60 yas ortalamasi nedeniyle diiserek kontrol grubuna
yaklagmis olabilir. Bu diisiinceler ancak ¢alismanin benzer yasta hasta ve kontrol

gruplariyla tekrarlanmasiyla desteklenebilir.

IGF’ler dolagimda 6 farkli baglayici proteinden birine bagli halde bulunurlar (7).
IGFBP-4 bu baglayict proteinlerden biridir ve neredeyse tiim c¢aligmalar IGF
aktivitelerini inhibe ettigini gostermektedir (13,74). IGFBP-4’iin asir1 ekspresyonunun
IGF-1 etkilerini inhibe ederek biiylimenin yavaslamasina neden oldugu cesitli
dokularda gozlenmistir (59,61). IGFBP-4 her ne kadar biiyiime {izerinde inhibe edici
rollere sahip olsa da IGF ailesinin olusturdugu sistemin ve bilylimenin vazgecilmez bir
tiyesidir. IGFBP-4 knockout fareler, dogum 6ncesi donemde %10-15 gelisim geriligi
gostermektedirler ve her yasta normal yabani tiplerden kiiciiktiirler (81). IGFBP-4,
IGF’leri yiiksek afinite ile baglarayarak etkilerini sinirlandirirlar ancak bu baglanma
IGF’lerin islev gorecegi dokulara taginmasi ve bu dokularda PAPP-A gibi proteazlarin
yardimiyla aktif olarak salinmasi ve reseptorlerine baglanarak aktivitelerini

gerceklestirmeleri i¢in de gerekli olup ¢ok yonlidiir (53).
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IGFBP-4 ¢esitli tiimor hiicreleri tarafindan yiiksek diizeyde eksprese edilmektedir
ve IGF aktivitelerini sinirlandirarak tiimor biiylimesini diizenler. IGFBP-4’iin anti-
anjiyojenikve anti-tiimorjenik etkilere sahip oldugu bilinmektedir (61). IGFBP-4
ekspresyonu kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde (NSCLC) gosterilmistir
(14). IGFBP-4"iin pek ¢ok kanserde oldugu gibi akciger kanserinde de yiiksek diizeyde
eksprese edildigi gozlenmistir (11). Bizler de yapmis oldugumuz bu galismada,
tedaviye gore olusturulan gruplarda (tedavi alan ve tedavi almayan) dahil olmak iizere,
akciger kanserinin tiim histolojik alt gruplarinin (AK, SHK, KHK) IGFBP-4
diizeylerinin kontrol grubundan oldukc¢a yiiksek oldugunu gordiik. Calismamizda,
tedavi gormeyen akciger kanseri hasta grubunun IGFBP-4 diizeyleri 161.6 olarak
Olciildii benzer sekilde akciger kanseri hastalarinin dolasiminda IGFBP-4 diizeylerini
Olgen diger bir ¢alismada, hasta grubunun IGFBP-4 diizeyleri 208 ng/mL olarak
Ol¢tilmistiir (101).

Akciger kanserinin farkli histolojik tip ve evrelerindeki gruplar kendi aralarinda
karsilagtirildiginda ise IGFBP-4 diizeyleri agisindan bir fark bulunmadi. Bu bulgular
destekleyen bir calismada, skuamoz hiicreli akciger kanseri hastalarindan olusturulan
grubun IGFBP-4 seviyeleri ile akciger kanserinin skuamoéz hiicreli olmayan diger

histolojik alt tiplerinden olusturulan grup arasinda bir fark gézlenmemistir (155).

Adenokarsinoma hiicrelerinde yapilan bir ¢alisma, epigenetik olarak baskilanmis
IGFBP-4’iin azalan IGF inhibisyonuyla sonuglandigini gdstermektedir (156). insan
prostat kanseri, kolon kanseri ve glioblastoma hiicreleri gibi histolojik olarak farkli
tiimor tipleri iizerinde yapilan ¢alismalarda IGFBP-4, tiim6r olusumunu inhibe edici
etkiler gostermistir (61). Malign prostat epitel hiicre hattinda yapilan bir ¢aligmada,
asirt eksprese edildigi gozlenen IGFBP-4, diger hiicrelere transfer edilmis ve bu

farelerde tiimor gelisimini geciktirdigi gozlenmistir (157).
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Kanser hiicrelerinin  karakteristik  ozelliklerinden biri, viicudun enerji
metabolizmasinin kanser gelisimine uygun olacak sekilde yeniden programlanmasidir
(108). Yapilan bir ¢alisma IGFBP-4’tin akciger kanseri hiicrelerinde, hiicre
bliylimesinin bir promotorii olarak tanimlamis ve enerji metabolizmasinin kanser

gelisimine gore diizenlenmesinde kilit rol oynadigini ileri siirmiistiir (158).

PAPP-A ile IGFB-4 arasindaki iliski oldukca sikidir. PAPP-A, IGFBP-4-IGF
kompleksine kars1 yiiksek afiniteye sahiptir ve IGFBP-4"tin proteolizinden sorumludur
(81). PAPP-A ve IGFBP-4 arasindaki iliski IGFBP-4 knockout, PAPP-A knockout ve
bunlarin kombinasyonlariyla yapilan ¢alismalarla aydinlatilmaya calisilmistir. PAPP-
A knockout fareler, IGFBP-4 knockout farelerle benzer biiytime eksikligi gosterir (93).
PAPP-A’dan  yoksun fareler yasamlarin1  siirdiirebilir ancak IGFBP-4
konsantrasyonlarinda artisa ve dolayisiyla serbest IGF seviyelerinde azalmaya yol
acar. Bu durum, yapilan arastirmalarda farelerde %40-%60 biiyiime eksikligiyle
sonuclanmustir (94). PAPP-A, biiylimeyi uyaran aktivitelerini hastalikli dokular ve

timor hiicrelerinde de gostermektedir (74).

Cesitli ¢alismalar PAPP-A’nin timor kaynakl hiicrelerde asir1 eksprese edildigini
gostermektedir (20,161). PAPP-A ve kanseri iligkilendiren caligmalarda PAPP-A,
potansiyel bir onkojen olarak karsimiza ¢ikmakta ve bazi kanserlerde gegici olarak
artig gosterirken bazilarinda siirekli olarak eksprese edilmektedir (100). PAPP-A
knockout farelerde spontane tiimorlerin insidansi belirgin olarak azalmistir ve bu
fareler diger yavrulara kiyasla medyan ve maksimum omiirde %20-%40'l1ik bir artisa
sahiptirler (159). Insan yumurtalik kanseri hiicrelerinde yapilan ¢alismalar PAPP-
A’nin agirt ekspresyonunun timor agresifligini artirdigini, PAPP-A ekspresyonunun
azalmasinin yumurtalik kanseri hiicrelerinin biiyiimesini ve migrasyonunu azalttigini
gostermektedir (17,160). Diisiik tiimorjenik potansiyele sahip SKOV3 yumurtalik
kanser hiicreleri kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, hiicrelerin bir kismina PAPP-A bir

kismina ise bos vektorler transfekte edilerek karsilastirma yapilmis, PAPP-A’y1 asir1
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eksprese eden hiicrelerde timor olusma siiresi kisalirken tiimdr biiylimesi onemli

oOl¢iide artmistir (160).

Bulut ve ark. (18) ilk kez akciger kanseri hastalarinda serum PAPP-A diizeylerinin
yiikseldigini goOstermis, sonrasinda yapilan caligmalar ise PAPP-A’nin akciger
kanserindeki roliinii aydinlatmaya baslamistir. Mikkelsen ve ark. (14) normalde
yiiksek PAPP-A ekspresyonu gosterdigi bilinen akciger kanseri A549 hiicre hatlarinda
PAPP-A ekspresyonunu azaltarak tiimor biiyiimesinin azaldigini ve timdr biiytimesini
uyaran sistemin IGF sinyalleri oldugunu gostermistir. Bu hiicrelere PAPP-A’ya kars1
inhibe edici bir monoklonal antikorun haftalik olarak uygulanmasi, IGFBP-4
proteolizini azaltmis ve tiimor bilylimesini inhibe etmistir. Salim ve ark. (161) PAPP-
A’y1 kiigtik hiicreli dis1 akciger kanseri (NSCLC) hiicrelerinde metastazi dngdren bir
biyobelirte¢ olarak tanimlamistir ve farkli histolojilerde NSCLC tiimor hiicrelerinin

PAPP-A’y1 asir1 eksprese etigini desteklemistir.

Bu c¢alismada, akciger kanserinin farkli tip ve evrelerindeki hastalarin PAPP-A
diizeylerini kontrol grubuyla karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gormedik. Hasta gruplar1 tiim tip ve evreler bir arada olacak sekilde tedavi alimina
gore smiflandirildiginda, tedavi gérmeyen akciger kanseri hastalarinin PAPP-A
diizeyleri (4.04 ng/mL), kontrol grubunun PAPP-A diizeylerinden (2.89 ng/mL) bir
miktar yiiksek olarak Ool¢iildii ancak bu yiikseklik istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi. Akciger kanseri hastalarinda dolasimda PAPP-A diizeylerini arastiran

baska bir ¢aligmada hasta grubunun PAPP-A diizeyleri 1.0 ng/mL olarak dl¢iilmiistiir.

PAPP-A’nin enzimatik olarak aktif ve inaktif formlarinin bulundugu
bilinmektedir. Dolasgimda PAPP-A’nin bir kism1 proMBP ile kompleks olusturur ve
bu formu aktif degildir (74). Ayrica PAPP-A aktivitesinin ¢esitli molekiiller tarafindan
inhibe edildigi bilinmektedir (101). Yakin zamanda kesfedilen STC-2 (101) PAPP-A
ile kovalent bir yap1 olusturarak, STC-1 (85) ise baglanma afinitesini etkileyerek
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aktivitesini inhibe eder. Calismamizda tedavi gormeyen akciger kanseri hastalarinda
kismen yiiksek olarak dlciilen PAPP-A diizeyleriyle birlikte, IGFBP-4 diizeylerinin
oldukga yiiksek olarak Ol¢iilmesi dolasimda bulunan PAPP-A inhibit6rlerinin (101)

bir sonucu olabilir.

Pan ve ark. (20) akciger kanseri hastalarinda gézlenen serum diizeylerindeki artigin
akciger kanseri hiicrelerinden kaynaklanip kaynaklanmadigini tespit etmek igin,
saglikli insan bronsiyal epitel hiicre hatlar1 (HBE) ile insan kiiglik hiicreli dis1 akciger
kanseri hiicre hatlar1 (NSCLC), PAPP-A salgist ve protein icerigi bakimindan
karsilastirilmis ve akciger kanseri hiicre hatlarindan salgilanan PAPP-A 6nemli 6l¢iide
yiiksek olarak 6l¢lmiistiir. Yine aynmi ¢alismada, PAPP-A’nin aktif olup olmadigim
tespit etmek icin serum IGFBP-4 seviyeleri dlgiilmiis ve akciger kanseri hiicre
hatlarinda PAPP-A aktifken HBE hiicre hatlarinda IGFBP-4 pargalanmasi
saptanmadigindan PAPP-A’nin aktif olmadigi goézlenmistir. Bu calismadan elde
edilen sonuclar, tiimor olusumunda ve ilerlemesinde PAPP-A’nin aktif durumda

olmasinin PAPP-A seviyesinden daha 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Espelund ve ark. (101) akciger kanseri hastalarmin patolojik plevral sivilari ve
serumlarinda PAPP-A konsantrasyonlarini 6lgmiis, PAPP-A seviyelerinin ¢alismada
yer alan tiim plevral sivilarda serumdan yaklasik 47 kat yiiksek oldugunu
gozlemlemistir. Yine bu ¢alismada, bulgularimiza benzer sekilde akciger kanserinin
plevral sivisinda PAPP-A ve IGFBP-4’lin her ikisinde yliksek diizeylerde oldugu
gozlenmistir ve ¢alismaya STC-2’de dahil edilmistir. Bu hastalarda IGFBP-4 ve STC-
2 diizeylerinin pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmigtir. Sonuglar STC-2
diizeylerindeki artisin PAPP-A inhibisyona ve dolayisiyla IGFBP-4 diizeylerinde

artisa neden olabilecegini desteklemektedir.

Tedavi goren (kemoterapi ve/veya radyoterapi) akciger kanseri hasta grubu ile

kontrol grubunun PAPP-A diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
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bulunmadi. Nispeten beklenebilecek bu sonuglar; tiimdr hiicrelerini hedef alan, timor
bliylimesini baskilayic1 tedavilerin; insan viicudunda biiylimenin Onemli bir
diizenleyicisi olan IGF ailesinin bir iiyesi olan PAPP-A gibi timdr gelisimini uyaran

diger mekanizmalarla etkilesiminden kaynaklaniyor olabilir (162).

Bu ¢aligma incelenen 3 parametrenin akciger kanseri ile olan iligkisini incelemekle
birlikte, kendi aralarindaki iliskinin incelenmesine olanak saglamistir. PAPP-A’nin,
IGFBP-4’ii pargalamasi IGF’lerin serbest kalmasini saglar. Aralarindaki bu temel
calisma prensibi dikkate alindiginda, PAPP-A ile IGFBP-4 arasinda negatif, PAPP-A
ile IGF-1 arasinda pozitif, IGFBP-4 ile IGF-1 arasinda yine negatif bir korelasyon
beklenir (4). Calismamiz kapsaminda kontrol grubunun PAPP-A, IGFBP-4 ve IGF-1
diizeyleri arasindaki iliski incelendiginde IGFBP-4 ile IGF-1 arasinda beklenen
negatif korelasyon tespit edilmistir. Hasta gruplart incelendiginde ise bu iliski
goriilmemistir. Hasta ve kontrol gruplarinin PAPP-A ve IGFBP-4, IGF-1 diizeyleri

arasinda bir iligki tespit edilmemistir.

IGF-1, IGFBP-4, PAPP-A iliskisi biyokimyasal olarak kismen aydinlatilmis olsa
da IGF-IGFBP-4-PAPP-A iligkisine bir sekilde dahil olan diger molekiiller ve
aktiviteleri, IGFBP-4 proteininin IGF bagimsiz aktiviteleri, IGFBP-4’iin PAPP-A ile
proteolizi sonrasi ortaya ¢ikan IGFBP-4 fragmanlariin sahip olabilecegi biyolojik
aktiviteler, PAPP-A ekspresyonunun diizenlenmesinin altinda yatan mekanizmalar,
heniiz tam olarak aciklanamamistir. Hiicresel diizende kilit rol oynayan bu
molekiillerin ¢aligma sistemi hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi, 6zellikle kanser
hastaliginin potansiyel bir biyobelirteci olarak PAPP-A’nin tiimor patolojisine nasil

dahil edildiginin a¢iklanmasina yardimc1 olacaktir.

PAPP-A ve IGFBP-4’ii kanserle iliskilendiren ¢aligmalar, bu molekiillerin timor
hiicrelerinin diizenlenmesi iizerine olan pek c¢ok farkli etkisine dikkat ¢cekmektedir

(163). Ozellikle kanser hastalarinda gozlenen yiiksek diizeyleri goz ard: edilemez.
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Bizler de caligmamizda, akciger kanseri hastalarinda PAPP-A diizeylerinin
yiikseldigini ifade eden tiim ¢alismalarla benzer dogrultuda sonuglar elde ettik, ancak
gozlenen yiikseklik akciger kanseri hastarmin tanisal bir biyobelirteci olarak
kullanilmasinin desteklenmesi igin yeterli degildir. Calismamizda her ne kadar PAPP-
A hedeflenmis olsa da akciger kanseri hastalarinin IGFBP-4 diizeyleri saglikli
bireylerde oldukg¢a yiiksek olarak Ol¢iilmiistiir. Bu sonuglar IGFBP-4’lin kanser
patolojisindeki yerini desteklemele birlikte bir kanser biyobelirteci olarak

kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
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6. LIMITASYONLAR

Kontrol grubunun yas ortalamasi hasta grubuna gore daha disiiktiir. Kontrol
grubunun olusturulmasi i¢in dislama kriterleri belirlenmistir. Bu dislama kriterlerinin
icerdigi hastaliklara sahip olmayan, yas olarak hasta grubuna benzer saglikli bireyler

bulunamamastir.

Baz1 ¢aligmalara gore serum PAPP-A diizeyinde artisa neden olabilecegi
diistiniilen KOAH hastaligi, ¢alismamizda yer alan akciger kanseri hasta grubunun bir
kisminda bulunmaktadir. Akciger kanseri olup yine bir gogiis hastaligi olan KOAH

hastas1 olmayan birey bulunmasinda zorluk yasanmistir.

Calismada elde ettigimiz sonuglarin bir kismi1 gruplar arasinda nispeten farkli olsa
da istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu durum, 6zellikle tedavi gérmemis
akciger kanseri hasta grubundaki veri yetersizliginden kaynaklaniyor olabilir. Veri
sayist artirildiginda tespit edilen yliksekligin istatistiksel olarak anlamli bir diizeye

ulagsmas1 muhtemeldir.

Tiim numune sayis1 83 olan ¢alismamizda, Ultrasensitive PAPP-A ELISA Kkiti
kullanilarak PAPP-A diizeylerinin 6lgiilmesi sirasinda 21 deger kitin okuma sinir1

altinda kaldigi i¢in 6l¢iilememistir.
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EK 1. Galigma kapsaminda elde edilen veriler

Akciger
Kanserinin 8.TNM Sigara IGF-1 IGFBP-4 PAPP-A

KODU | Cinsiyet | Yag | Histolojik Tipi | Evresi Kullammi | Tedavi | (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
H1 E 46 | AK IVA + - 171 96 2,30
H2 E 62 | AK 11B + - 171 107,8

H3 E 66 | SHK IVA + - 82,8 3,28
H4 E 59 | AK IVA + - 130 159 3,04
H5 E 63 | KHK IVA 3 - 155 175 4,48
H6 13 78 | AK IVA - - 100 252 4,73
H7 K 52 | AK IVA = = 61,7 227 18,6
HS8 E 69 | KHK IVA i - 73,2 52,8 4,98
H9 E 72 | KHK 111B + - 125 180,5

H10 K 71 | KHK IVA - - 90,6 206 2,04
HI11 E 49 | KHK 11C + - 135 122 2,17
H12 E 41 | SHK IVA + - 117 161 5,97
H13 E 73 | KHK IVA - - 90,3 107,8 2,30
H14 E 45 | AK IVA + - 95 129 5,48
H15 E 65 | AK IVA + - 67,2 352,5 5,23
H16 E 49 | KHK 1A + - 182 147 8,87
H17 E 71 | SHK 111B + - 139 165,6 1,77
H18 E 69 | SHK IVA + - 51,7 228,6 27,6




HI19 59 | AK 111B 141 102 3,60
H20 61 | SHK 11B 189 194 16,5
H21 77 | AK 1A 130 188,8 2,83
H22 60 | KHK 111B 114 208 0,65
H23 54 | SHK 1A 161 104,5

H24 65 |D IVA 125 105,6

H25 59 |D 1B 116 165 3,22
H26 56 | KHK IVA 127 179,6

H27 56 | KHK IVA 83,8 | 149 3,09
H28 55 | SHK IVA 152 161,6 2,30
H29 64 | SHK 1A 120 257,5

H30 55 | AK IVA 144 137,4 2,96
H31 75 | SHK 1A 194 170,4 8,4
H32 52 | SHK 11B 217 90,6 2,57
H33 75 | SHK IVA 126 152,4

H34 57 | AK IVA 129 132 0,5
H35 62 | SHK IVA 159 181,3 3,85
H36 68 |D 1A 60 172

H37 57 | SHK IVA 143 87 3,47
H38 60 | KHK IVA 108 145,5

H39 66 | KHK 111B 82,8 135,6 2,83




H40 70 | SHK IVA 131 118,3

H41 56 | KHK IVA 86,2 103,4 7,32
H42 70 | KHK 1A 144 237,18

H43 65 | SHK IVA 162 217 0,94
H44 46 | AK IVA 170 100 0,65
H45 66 | SHK IVA 137 141 6,22
H46 62 | SHK IVA 188 195,4 2,04
H47 70 | D 1A 142 126

H48 52 | AK IVA 61 104,5 8,27
H49 62 | SHK IVA 157 188,8 7,31
H50 48 | AK 111B 127 112 2,57
H51 63 | AK 111B 142 407,3

H52 54 | SHK IVA 133 159 0,79
H53 68 | KK 111B 145 149,8 1,36
H54 54 | KHK 111B 140 148,1

H55 71 | SHK 1A 85 83,09 0,94
H56 59 | KHK 1A 145 107,8 1,77
H57 48 | AK 1A 172 113

H58 60 | AK IVA 226 235,8 5,35
H59 67 | KHK 1A 89,1 284

H60 56 | SHK IVA 294 244 1,36
K1 58 138 111,5 4,17




K2 47 145 86,9 4,48
K3 47 101 111

K4 45 85,4 114 1,32
K5 74 95,7 138,3 11,1
K6 40 136 104,5 5,851
K7 44 138 67,689 1,9
K8 48 174 64,6 2,96
K9 44 136 79,1 2,57
K10 48 107 112 3,85
K11 74 104 172,8

K12 44 148 89,43 2,17
K13 53 130 96,63 5,11
K14 64 115 129 2,57
K15 48 105 142 3,34
K16 46 85,5 56,36

K17 48 140 94,2

K18 46 125 81,7 4,36
K19 51 86,3 160 1,63
K20 50 156 97,8 0,94
K21 48 110 128 2,83
K22 50 142 77,75 1,36
K23 50 93,5 126
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