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OZET

Akciger Kanserli Hastalarda Apolipoprotein B ve Apolipoprotein E Gen

Polimorfizmlerinin Belirlenmesi

Amag: Diinya c¢apinda en sik goriilen ve en yiiksek 6liim oranina sahip kanser
tiplerinden biri akciger kanseridir. Apo B ve apo E gen polimorfizmleri ¢esitli
hastaliklarla iliskilidir. Ozellikle apo E polimorfizminin gesitli kanser tiirleriyle olan
iligkisi deneysel ¢aligmalarla gdsterilmistir. Bu ¢alismanin amaci akciger kanseri ile apo

B ve apo E gen polimorfizmleri arasinda iligki olup olmadigini arastirmaktir.

Materyal ve Metot: Bu ¢alisma akciger kanseri tanisi konulmus 100 hasta ile
saglikli 100 kisinin olusturdugu kontrol grubu arasinda yiiriitiildii. Polimorfizm

analizleri PZR-ters hibridizasyon yontemi ile tespit edildi.

Bulgular: Hasta ve kontrol grubu arasinda Apo B ve apo E gen polimorfizmleri
acisindan fark gozlenmedi. Fakat kiiciik hiicreli akciger kanserinde ve metastaz yapmis
hastalarda apo €4 polimorfizmlerinin, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserli hastalara

ve metastaz bulunmayan hastalara gore daha sik goriildiigii tespit edildi (p<0.001).

Sonuc: Akciger kanseri ile apo B ve apo E gen polimorfizmleri arasinda iligki
bulunmamaktadir. Fakat €4 alleli KHAK ve metastaz yapmis hastalarda daha sik

bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, apolipoprotein B, apolipoprotein E,

polimorfizm



ABSTRACT

The Investigation of Apolipoprotein B and Apolipoprotein E Gene

Polymorphhisms in Patients with Lung Cancer

Aim: Lung cancer is one of the most common and high mortality-rated cancer
type. Apo B and apo E gene polymorphisms are related to various diseases. Especially
the relationship between apo E polymorphism and various cancer types is shown. The
aim of this study was to determine the relationship between apo B and apo E gene

polymorphisms in lung cancer.

Material and Method: This study was conducted in 100 lung cancer patients
and 100 healthy controls. Polmorphism analysis was determined by PCR-reverse

hybridization method.

Results: As a result, no differences was determined between lung cancer and
apo B and apo E gene polymorphisms. But in small cell lung cancer and patient with

metastasis, €4 levels were higher (p<0.001).

Conclusion: In conclusion it can be said there is no relation between apo B, apo
E gene polymorphisms and lung cancer. €4 allel higher in small cell lung cancer and

patients with metastasis.

Key Words: Apolipoprotein B, apolipoprotein E, lung cancer, polymorphism
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1. GIRIS

Apolipoproteinlerin 6nemli fizyolojik fonksiyonlar1 vardir. Apolipoprotein B ve
apolipoprotein E’nin bazi hastaliklarla olan iliskileri belirlenmistir. Apo E geninin 3
yaygin alleli vardir, bunlar; €2, €3 ve €4’tiir. Bunlar da ii¢ farkli izoform olan apo E2,

apo E3 ve apo E4’1i kodlarlar. Apo E polimorfizmi kliniksel olarak anlamhdir.*

Apo E lipid transport ve metabolizmasinda 6nemli rol oynamasinin yaninda
neoplastik gelisim i¢in potansiyel 6nemi olan; hiicre ¢ogalmasi, immiinoregulasyon ve
anjiyogenesis gibi farkli fonksiyonlara da sahiptir.> Apo E4’iin basta Alzheimer
hastaligi olmak tizere norodejeneratif hastaliklarla iligkisi vardur.? Apo E4
polimorfizmine sahip kisiler, apo E3 polimorfizmine sahip kisilerle karsilastirildiginda
daha yiiksek kalp hastalig1 riski tasimaktadirlar.* €2 allelinin mide kanserinde koruyucu
etkisi oldugu gosterilmistir.” Diisiik kolesterol seviyesinin kanser riskini artirdigs,
dolayisiyla apo E2/apo E2 ve apo E2/apo E3 genotipli bireylerde diisiik kolesterol
seviyesi ile iliskisinden olay1 kanserde risk tasiyabilecegi diisiiniilmektedir.® Apo E
yiiksek afinite ile proteoglikan ve heparine baglanir, boylelikle lenfositleri ve tiimor
hiicrelerini igeren pek cok hiicre tipinin prolifersyonunu inhibe eder. Apo E’nin

antiproliferatif mekanizmasi halen tam olarak bilinmemektedir.’

Akciger kanseri, yirminci ylizyihin baglarinda az goriilen bir hastalik iken, sigara
icme aligkanligindaki artisla birlikte sikligi giderek artmig ve diinyada en sik goriilen
kanser tiirli haline gelrnisj.tir.8 Sigara kullanim1 basta olmak {izere hava kirliligi, mesleki
faktorler, genetik yatkinlik, gibi bazi1 etkenler akciger kanseri olusumuna sebep
olabilmektedir.® Akciger kanseri, klinik, tedavi ve prognoz ozellikleri dikkate almarak

kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)



olmak {izere iki ana gruba ayrilir. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserleri mevcut durumun

%80’ini olugturmaktadir.™

Biz de bu bilgiler 15181inda ¢calismamizda akciger kanserli kisilerden olugan hasta
grubu ile saglikli kisilerden olusan kontrol grubunda apolipoprotein B ve apolipoprotein

E polimorfizmlerini arasgtirmay1 amacladik.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Lipidler

Baslica karbon ve hidrojen atomlarindan olusan lipidler, suda ¢6ziinmeyen
ancak eter, kloroform ve aseton gibi organik c¢oziiciilerde ¢Oziinebilen
biyomolekiillerdir. Karbon ve hidrojene oranla ¢ok daha az miktarda bulunan oksijenin
yanm1 sira fosfor, azot ve kiikiirt ise ancak bazi1 lipid tilirlerinde bulunmaktadir.
Organizmanin en Onemli enerji kaynaklarini olusturan lipidler enerjinin baglica
depolanma seklidir. Hiicre membraninin 6nemli yapisal bilesenleri olan fosfolipidler ve
steroller, uyarilarin iletilmesinde gorev yapmaktadir. Baz1 lipid sinifi bilesiklerin enzim
kofaktorleri, elektron tasiyicilari, 151k emici pigmentler, hidrofobik baglayicilar,
emiilsifiye edici bilesikler, hormonlar ve hiicre i¢i haberciler gibi degisik fonksiyonlari

bulunmaktadir.™
2.2. Lipoproteinler

Diyetle alinan ve emilen lipidler ile karaciger ve apidoz dokuda sentezlenen
lipidler, ¢esitli dokular arasinda kullanilmak ve depolanmak iizere tasinmaktadirlar.
Suda c¢oziinmedikleri i¢in lipidlerin sulu ortam olan kan plazmasinda taginmalari
lipoproteinlerle olmaktadir. Apolar (triagilgliserol ve kolesterol esterleri) ve amfipatik
lipidler (fosfolipidler ve kolesterol) ile proteinlerin suda migel seklinde yapi

! Plazma lipoproteinleri

olusturmalar1 sonucu lipoproteinler ortaya ¢ikmaktadir.®
lipidlerin ve spesifik proteinlerin (apolipoproteinler veya apoproteinler) sferik
makromolekiiler komplekslerdir. Lipoproteinlerin partikiilleri silomikronlar, ¢ok diisiik

dansiteli lipoproteinler (VLDL), diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL) ve yiiksek

dansiteli lipoproteinler (HDL) seklinde siiflandirilir. Bu lipoprotein partikiillerin lipid



ve protein kompozisyonlari, biiylikliikleri ve dansiteleri birbirinden farklidir. ™

Lipoproteinler, lipid icerikleri ve oranlar1 Tablo 2.1.’de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Lipoproteinlerinin Icerigi

Lipoproteinler Kaynak Protein  Lipid Lipid icerigi  Apolipoprotein

Oram Oram
(%0) (%)
Silomikron Barsak 1-2 98-99 Triagilgliserol A-I, A-ll, A-1V
B-48, C-I, C-11
C-llIE
Silomikron Silomikron 6-8 92-94 Triagilgliserol B-48, E
Kalintilar fosfolipid
kolesterol
VLDL Karaciger 7-10 90-93 Triagilgliserol B-100, C-I, C-II
barsak C-1l
IDL VLDL 11 89 Triagilgliserol B-100, E
kolesterol
LDL VLDL 21 79 Kolesterol B-100
HDL Karaciger 32 68 Fosfolipid A-l, A-ll, A-IV
Barsak Kolesterol C-I, C-II, C-1ll
VLDL D, E

Silomikron

2.3. Apolipoproteinler

Apolipoproteinler lipoproteinlerin protein bilesenleridir. Lipoproteinlerin her bir
siifi sentez noktasiyla, lipit bilesimiyle ve apolipoprotein igerigiyle saptanan 6zgiil bir
isleve sahiptir. Insan plazmasindaki lipopreteinlerde en az dokuz farkli apolipoprotein
bulunur.*® Apolipoproteinlerin énemli fizyolojik fonksiyonlari vardir. Apolipoproteinler
ve gorevleri Tablo 2.2.’de gosterilmistir. Apolipoproteinler lipoproteinlerin metabolik
yollarinda Onemli enzimlerin aktivasyonu, lipoprotein kompleksinin yapisal
biitiinliigiinii koruma, 6zgiin hiicre yiizeyi reseptorlerinin taninmasi ve lipoproteinlerin

hiicre i¢ine alinmalar1 gibi islevleri vardr.**



Tablo 2.2 Apolipoproteinler ve Bilinen Gorevleri

Apolipoprotein ~ Molekiil Lipoprotein Kromozom  Diger muhtemel
Agirhg Icerigi fonksiyonu
A-l 29,016 HDL 11 HDL ’nin yapisina
Silomikronlar katilir, HDL
ligandi, LCAT
kofaktorii
A-ll 17,400 HDL 1 HDL nin yapisina
katilir, HDL
ligandi, LCAT
kofaktorii. LPL
ve HTGL aktivatorii
A-IV 46,000 VLDL 11 HDL ligandi, LCAT
HDL aktivatorii
B-48 241,000 HDL, VLDL 2 Silomikronlarin
Silomikronlar yapisina
katilir.
B-100 513,000 HDL, VLDL 2 VLDL, IDL ve
LDL’nin
yapisina katilir. LDL
reseptor
liganti.
C-l 7,600 Silomikronlar 19 LCTA ve LPL
HDL, VLDL aktivatorii.
C-ll 8,916 HDL, VLDL 19 LCTA ve LPL
Silomikronlar aktivatorii.
C-111 8,750 HDL 11 LPL inhibitorii.
D 33,000 HDL 3 LCAT aktivatorii
E 34,000 VLDL, HDL 19 LRP ve B/E
reseptorii liganti.
Doku remodelling,
Immiin
regulasyon, Hiicre
¢ogalmasi
F 28,000 HDL, LDL 12 Kolesterol transportu

2.3.1. Apolipoprotein B

Apolipoprotein B’nin, insanda B100 ve B48 olmak {iizere iki izoformu bulunur.

ApoB100, karacigerde iiretilir ve apo B48 bagirsakta sentezlenir. Apo B VLDL, IDL ve

LDL ig¢inde bulunur. Sekil 2.1.’de gésterilmistir.15 Bu lipoprotein partikiillerinin her

birinin i¢inde sadece bir apo B molekiilii bulunur. Bu ylizden toplam apo B degeri

potansiyel olarak aterojenik lipoproteinlerin toplam sayisin1 gosterir. Cogu durumda apo

B’nin %90’n1 kanda LDL i¢inde bulunur.™*’



Apo B’yi kodlayan gen kromozom 2'nin kisa kolunda bulunmaktadir ve 29
ekzondan olusmaktadir. Apo B100 gen kodu 4536 amino asitten olusur ve 550 kDa’dur
ve apo48 265 kDa’dur.'® 1° Apo B diyetle alinan triagilgliserol ve serbest kolesterol ile
kompleks olusturur. Sonra silomikron seklinde sindirim kanali liimeninden absorbe
edilir. Daha sonra bu yap1 dolasimda ve karacigerde metabolize olur. Apo B100; VLDL,

IDL ve LDL’nin basglica apoproteinidir. Apo B ve apo E reseptorii i¢in ligand gorevi

15,17

yapar.

Yiiksek aterojeniteye sahip LDL ile apo B100 yakindan iligkili olup birlikte
KAH icin risk belirtecleridirler.’ Serum apo B diizeyi yiiksek bulunan bireylerde
ateroskleroz gelisme potansiyeli artmig oldugundan, bu kisilerde fatal MI gecirme riski
yitksek olarak tespit edilmistir.!” ? Bu sebeple LDL diizeyleriyle kiyaslandiginda,
plazma apo B diizeyi, apo B/apo Al orani kardiyovaskiiler hastalik riskinin tespitinde
daha Gnemli bir gostergedir.!” Sekil 2.1.°de apo B’nin ve apo Al’in durumu

gosterilmistir.™

Karacigerden Gelen

| |
TG P '
@R RRYV.  «.
VLDL DL L wgo y

HDL

Karacigere Giden

JOyant donse LD
LDL

Sekil 2.1. VLDL, IDL HDL Apo B lliskisi

VLDL, IDL, LDL i¢inde sadece bir apo B bulunmaktadir. Apo B aterojenik
partikiillerin toplam sayisini gosterir. Yiiksek apo B/apo A orani yiiksek kardiyo

vaskiiler riski gosterir.



2.3.2. Apolipoprotein E

Apo E lipoprotein ve kolesterol metabolizmasinda gorev alir. Apo E
lipoproteinlerin kalintilarinin plazmadan uzaklastirilmasinda etkili bir glikoproteindir.
Silomikron ve VLDL ile taginan lipitlerin kalintilarinin plazmadan uzaklastirilmasinda
ligand olarak fonksiyon gérmektedir. Apo E igeren HDL, LDL reseptoriine baglanarak
plazmadan uzaklastirabilmektedir.”*> Apo E’nin 1970’li yillarda VLDL, silomikron
gibi trigliseridden zengin lipoproteinlerin yapisinda bulundugu kesfedilmis, sonra da

kolesterol metabolizmasinda 6nemli bir yeri oldugu bulunmustur.?

2.3.2.1. Apolipoprotein E’nin Viicutta Dagilim

Apo E'nin normal plazma araligi 3-7 mg/dL'dir. Plazma apo E miktarinin 2/3
kadar karaciger kaynaklidir, ikinci liretim yeri ise beyindir ve beyin omurilik sivisinin
(BOS) major apolipoproteinini olusturmaktadir. BOS' da kolesterol transportundan apo
E'nin sorumlu oldugu disiiniilmektedir. Ayrica akciger, diiz kas hiicreleri, dalak,
bobrek, over, gonadlar ve adrenal bez apo E'nin sentezlendigi diger dokulardir.?®%
2.3.2.2. Apolipoprotein E’nin Molekiiler Yapisi
Apo E karboksi u¢ kismi ve amino u¢ kismi olmak iizere iki yapisal kisimdan

%0 Amino ucu ve karboksi ucu Sekil 2.2.’de g(isterilmistir.31 Reseptor baglama

olusur.
bolgelerini bulunduran amino wucu 1-191 arasi amino asit igerir lizin ve arjinince
zengindir ve 22 kDa’dur. Baglanma boélgeleri 136.-150. amino asitler arasinda
bulunmaktadir.?® 225.-299. arasi amino asit igeren ve apo E’yi lipoproteinlere baglayan
onemli lipid baglama belirleyicilerini tasiyan karboksil ucu ise 10 kDa’dur.** LDL

reseptor baglama bolgesi (136.-150. aa) heliks 4’de bulunur.®

Apo E’nin asil
lipoprotein baglama unsurlar1 karboksi u¢ kismin 244.-272. amino asitlerinde

bulunmaktadir.®* Apo E’nin amino asit dizilimi Sekil 3°de gésterilmistir.35
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Sekil 2.2. Apo E yapisinin sematik gosterimi. Sistin ve arginin 112. ve 158.
pozisyondadirlar, Apo E polimorfizminden sorumludurlar ve kirmizi ile
gosterilmektedirler. Yarilanma bolgeleri oklarla gosterilmektedir. N-Terminal ucu mavi

ile gosterilirken, C-terminal ucu sar1 ile gosterilmektedir.



H2N-Lys-Val-Glu-GIn-Ala-Val-Glu-Thr-Glu-Pro-Glu-Pro - Glu - Leu - Arg - GIn -
GIn-Thr-Glu - Trp - GIn-Ser-Gly-Ghi-Arg-Trp-Glu-Leu-Ala-Leu-Gly-Arg-Phe-
Trp-Asp-Tyr-Leu-Arg-Trp-Val-GIn-Thr-Leu-Ser-Glu-GIn-Val-Ghi-Glu-Glu-Leu-
Leu-Ser-Ser-GIn-Val-Thr-GIn-Glu -Leu-Arg-Ala-Leu-Met-Asp- Glu -Thr-Met-
Lys-Glu-Leu-Lys-Ala-Tyr-Lys-Ser-Glu-Leu-Glu-Glu-GIn-Leu-Thr-Pro-Val-Ala-
Glu-Glu-Thr-Arg-Ala-Arg-Leu-Ser-Lys-Glu-Leu-GlIn-Ala-Ala-Gln-Ala-Arg-Leu-
Gly-Ala-Asp-Met-Glu-Asp-Val-Cys(112.aa)-Gly-Arg-Leu-Val-GIn-Thr--Arg-Gly-
Glu-Val-GIn-Ala-Met-Leu-Gly-GIn-Ser-Thr-Glu-Glu-Leu-Arg-Val-Arg-Leu-Ala-
Ser-His-Leu-Arg-Lys-Leu-Arg-Lys-Arg-Leu-Leu-Arg-Asp-Ala-Asp-Asp-Leu-Gln-
Lys-Cys(158.aa)-Leu-Ala-Val-Tyr-Gln-Ala-Gly-Ala-Arg-Glu-Gly-Ala-Glu-Arg-
Gly-Leu-Ser-Ala-lle-Arg-Glu-Arg-Leu-Gly-Pro-Leu-Val-Glu-GIn-Gly-Arg-Val-
Arg-Ala-Ala-Thr-Val-Gly-Ser-Leu-Ala-Gly-GIn-Pro-Leu-GIn-Glu-Arg-Ala-Gln-
Ala-Trp-Gly-Glu-Arg-Leu-Arg-Ala-Arg-Met-Glu-Glu-Met-Gly-Ser-Arg-Thr-Arg-
Asp-Arg-Leu-Asp-Glu-Val-Lys-Glu-Ghi-Val-Ala-Glu-Val-Arg-Ala-Lys-Leu-Glu-
Glu-GIn-Ala-GIn-GlIn-lle-Arg-Leu-GIn-Ala-Glu-Ala-Phe-GIn-Ala-Arg-Leu-Lys-
Ser-Trp-Phe-Glu-Pro-Leu-Val-Glu-Asp-Met-GIn-Arg-GIn-Trp-Ala-Gly-Leu-Val-
Glu-Lys-Val-Ghi-Ala-Ala-Val-Gly-Thr-Ser-Ala-Ala-Pro-Val-Pro-Ser-Asp-Ash-
His-COOH

Sekil 2.3. Apo E Amino Asit Dizilimi

Karboksi u¢ kisminin yapisi bilinmemektedir fakat ¢ogunlukla a-heliks oldugu
tahmin edilmektedir.*® Amino u¢ kisminn lipidsiz ¢ozeltideki ii¢ boyutlu yapist x-ray
kristalografi ¢alismalariyla belirlenmistir. 19, 28, 36, 35 aminoasit iceren dort heliksli
demet oldugu anlasilmistir. Anti paralel tarzda diizenlenmistir ve heliks 1 heliks 2 ile,
heliks 3 de heliks 4 ile ¢ift olusturmaktadir. Hidrofobik yiizleri demetin i¢ kismina

bakmaktadir.*’

Apo E’nin apo E2, apo E3 ve apo E4 olmak iizere 3 6nemli izoformu vardir.
Sekil 2.4.’de izoform farkliliklar1 3 boyutlu yapisiyla gosterilmistir. Bu izoformlar 112.
ve 158. pozisyonlar bakimindan farklilik gosterir. En yaygin izoform olan apo E3
sirastyla sistein ve arjinin igerir. Fakat apo E2 bu pozisyonlarda iki sistein igerirken, apo
E4 iki arjinin igerir." 112. pozisyondaki amino asit, arjinin yan zincirinin ii¢ boyutlu
yapisini etkilemektedir.** Apo E4’de 112. sirada bulunan arjinin, 61. Amino asit olan
arjinin yan zincirinin, dort heliksli demetten 6teye dogru yonlenmesine yol agmaktadir.
Yan zincirin konumundaki farklilik ile apo E4’deki arjinin 61, 255. pozisyondaki

glutamik asit ile etkilesime girerek muhtemelen tuz kopriisii olusturmaktadir.®®



Pozisyon 158’de bir arjinin amino asitinin sistein ile yer degistirmesinin, aspartik asit
154 ve arjinin 158 arasindaki bir tuz kopriisii olusumunu ortadan kaldirdigi ve arjinin
150 ile aspartik asit 154 arasinda yeni bir koprii olusumuna yol agtig1 diistiniilmektedir.
Boylelikle reseptor baglanma bélgesinin iic boyutlu yapisi degismektedir.30 Tablo

2.3.”de izoform farkliliklarina sebep olan amino asitler gosterilmistir.

ApoE4
Helix 2 i Helix 2

Sekil 2.4. Apo E’nin iligboyutlu yapist izoform farkliliklariyla gosterilmektedir. A:
Kutu iginde helix 4’de yeniden tuz koprisii diizenlemesi. B: Apo E’nin dort-helix

sarmalinin diizenlenmesi.
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Tablo 2.3. Apo E izoform Farkliliklar:

Izoform 112. amino asit 158. amino asit LDL reseptor Lipoprotein

baglama tercihi
E2 Sistein Sistein Diisiik HDL
E3 Sistein Arginin Yiiksek HDL
E4 Arginin Arginin Yiksek VLDL, CM

2.3.2.3. Apolipoprotein E sentezi

Apo E geni dort exon ve li¢ introndan olusur. Kromozon 19 {izerindeki 19q13.2
bolgesinde yer almaktadir. 3,6 kb uzunlugundadir ve 1163 niikleotidden olusan bir
mRNA’y1 olusturur. Burada ortaya ¢ikan primer translasyon iriinii, cotranslasyonel
olarak boliinen 18 amino asitli sinyal peptidi igeren 317 amino asitli bir proteindir.
Olgun protein plazmaya salgilandiginda 299 amino asitten meydana gelir. Apo E
geninin diizenlenmesi olduk¢a karmasiktir. Cesitli organlarin degisik hiicre tiirlerindeki

Apo E olusumunu 6zgiil olarak diizenleyen 5 ve 3’ bolgeler bulunmaktadir.> %

2.3.2.4. Apolipoprotein E’nin Lipoprotein Metabolizmasindaki Rolii

Apo E lipoprotein metabolizmasinda Onemli bir rol oynamaktadir.
Lipoproteinlerin reseptorlerine baglanmasinda ligand goérevi yapmaktadir. Ligand
baglanma bolgesi Sekil 2.5.°de gosterilmistir. Apo E, VLDL’nin bir pargas1 olarak
karacigerden sentezlenir ve plazmada silomikronlarin yapisina tasinir. Silomikronlar
kapillerde apo E’den zengin hale gelir. Silomikronlar lipoprotein lipaz’in etkisiyle de
trigliserid igeriginin ¢ogunu kaybederler ve daha kiigiik ¢apli silomikron kalintilarina
doniistirler. Apo E besinsel trigliserid ve silomikronlarin ve endojen trigliserid ve
VLDL’nin metabolizmasinda gdrev alir. Bu yapilarin silomikron kalintilar1 araciligr ile
karacigere veya VLDL ve kalintilar1 aracilig ile ekstrahepatik hiicrelere dagitilmasinda

rol ahr.23, 35,41, 42
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Melix 2 s Helix 3

Molecular
Envelope

Sekil 2.5. Apo E Izoformlar1 ve LDL Baglanma Bélgesi

Apo E lipoprotein metabolizmasini, reseptore baglanma o6zelligi disindaki
etkileri ile de etkiler. Lipoproteinlerdeki trigliseridlerin lipazlar tarafindan yikilmasi

lipoproteinlerin yiizeyindeki apo E birikimi ile belirgin olarak yavaslatir.***®

Tiim apo E
izoformlar1 trigliseridlerin hidrolize olmasini inhibe edebilse de, lipoproteinlerde
bulunan apo E miktaria bagli izoforma 6zgii farkliliklar goriiliir. Karacigerde artan apo
E sentezi ve salinimi veya plazmada apo E birikimi, artan VLDL sentezi ve salinimi ile
iliskili oldugundan; apo E, plazma trigliserid ve VLDL seviyelerini dogrudan da

etkileyebilmektedir.** 474

Apo E, HDL alt siniflarinin bir pargasi olarak da, hiicrelerden kolesterol ¢ikis1 ve
girisini  etkilemektedir (ters kolesterol taginmasi). Ters kolesterol tasinmasinda,
hiicrelerdeki fazla kolesterol atilim i¢in karacigere tasiir. Apo E, HDL alt siniflarinin

yapisina katildiktan sonra karacigere kolesterol taginmasi i¢in ligand gorevi goriir.

12



HDL’ deki fazla kolesterol, kolesterol ester transfer proteini ile trigliseridden zengin

lipoproteinler ve LDL’ye taginarak karacigere taginur.**

Apo E, apo B100 ve apo C iceren VLDL’ ler, silomikron metabolizmasinda
oldugu gibi lipoprotein lipaz enziminin etkisiyle VLDL kalintilar1 olusturur. Bu
kalintilar apo E miktarina bagli olarak iki yol izleyebilir. Birincisi; daha kiiciik olan ve
daha az apo E iceren IDL molekiilleri LDL’ ye déniisiirler. Ikincisi; karacigerde hiicre

i¢cine aliirlar. Bu iki olayda da reseptdrler ile olan iliskide apo E aracilik eder. 25,28

Kolesterole gereksinimi olan hiicreler fazla miktarda LDL reseptorii
sentezleyerek, fazla kolesterol igeren hiicrelerden salinan kolesterol-apo E lipit

komplekslerini LDL reseptorii araciligiyla hiicre igine almaktadir.?® >

Apo E'nin ndronal hasar sonrasi onarimi etkilemektedir. Artmis mikroglial
aktivasyon MS’deki demyelinizasyonun temel 6zelligidir ve APO E €4 gen {irliniliniin
MS ve Alzheimer’da artmis mikroglial aktivasyonun belirleyicisi oldugu

belirlenmistir.52
2.3.2.5. Apolipoprotein E Polimorfizmi

Apo E3 izoformu en sik goriilen izoform oldugundan normal tip olarak kabul
edilirken, daha az goriilen E2 ve E4 varyant tipler olarak degerlendirilmektedir. izoform
farkliliklarina sebep olan amino asit farkliliklar: reseptére baglanma iyonik etkilesimi
degistirdiginden reseptore olan ilgi de degismektedir. Iki nedenle apo E polimorfizmi
gerceklesmektedir. Birincisi proteinin sentezinden sonra, 194. pozisyondaki treonine
sialik asitin eklenmesi sonucu glikozilasyon ger¢eklesmesiyle olusan post-translasyonel
polimorfizmdir. ikincisi; genetik polimorfizmdir. APO E gen lokusu polimorfiktir. Stk

goriilen iic homozigot (E2/E2, E3/E3, E4/E4) ve li¢ heterozigot (E2/E3, E2/E4, E3/E4 )
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fenotipin ortaya ¢ikisindan €2, €3 ve €4 allelleri sorumludur. Bu ii¢ allelin protein liriinii

apo E2, E3 ve E4 olmak iizere ii¢ major apo E izorformu olusmaktadir.”
2.3.2.6. Apolipoprotein E Polimorfizminin Lipid Diizeyleri Uzerine EtkKisi

Apo E’nin plazma lipidleri iizerindeki roliinii esas alan toplum calismalari,
izoformlara 6zgli 6nemli etkileri ortaya c¢ikarmistir. Bu calismalar, apo E3’iin serum
lipid seviyelerindeki degiskenliklere ¢cok az katkida bulundugunu ortaya koymustur.
Buna karsilik apo E2 ve apo E4’lin serum lipid ve lipoprotein seviyeleri {lizerinde
onemli etkileri vardir. Apo E4 izoformu igeren silomikronlarin ve VLDL kalintilarinin
reseptore baglanma aktiviteleri yiiksektir ve karaciger tarafindan daha hizli hiicre igine
almir. VLDL kalintilarinin LDL’ ye doniisiim hiz1 apo E4 izoformu icerenlerde yiiksek
oranda artmaktadir. Bdylece LDL diizeyi yiliksek olurken silomikron ve VLDL
kalintilarinin diizeyi diisiik olmaktadir. Apo E2 izoformunun reseptore baglanma hizi
diisiik oldugundan katabolizmalar1 daha yavastir. E2 formu igeren VLDL’ lerin LDL’

ye donisiim hizi yavastir. E2 izoformuna sahip bireylerde LDL diizeyleri diisiik

olurken, silomikron ve VLDL kalintilarinin diizeyleri daha yiiksektir.54 >

2.3.2.7. Apolipoprotein E ve Alzheimer Hastalig

Apo E4’iin basta Alzheimer hastalig1 olmak iizere ndrodejeneratif hastaliklarla
iliskisi vardir.®> €4 alleli Alzheimer gelisiminde temel risk faktorii, €2 alleli ise
Alzheimer i¢in koruyucu o6zellik tasidigi goriinmektedir. Apo E4 Alzheimer hastaligi
icin 6nemli bir risk faktorii olup hastalik i¢cin gozlenen genetik degiskenligin biiyiik bir

bolimiinii agiklamaktadir. €4 alleli varligi sadece riski arttirmaz, ayni zamanda

56
hastaligin ortaya ¢ikma yasini da disiiriir.
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2.3.2.8. Apolipoprotein E4 Ve Artmus Kalp Hastah@ Riski

Apo E4 polimorfizmine sahip kisiler, apo E3 polimorfizmine sahip kisilerle
karsilagtirildiginda daha yiiksek kalp hastaligi riski tasimaktadirlar. Apo E4 ciddi kalp
hastalig1 riski olustururken, en yararli apo E izoformu apo E2’dir. Normolipidemik
toplumda yapilan bir ¢alismada apo E4’{lin; artmis total ve LDL-kolesterol, artmis apo B
ile iligkisi gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalar apo E4’lin hem hiperlipidemik hem de kalp

hastalig1 olanlarda normalden fazla saptandigin gbstermektedir.4’ 54,5759

2.3.2.9. Apolipoprotein E ve Kanser

Apo E lipid transport ve metabolizmasindaki gorevlerinin yaninda hiicre
cogalmasi, immiinoregulasyon ve anjiyogenesis gibi farkli fonksiyonlara da sahiptir.
Apo E lenfositleri, diiz kas hiicreleri, endoteliyal hiicreleri ve tiimdr hiicrelerini iceren
pek ¢ok hiicre tipinin prolifersyonunu yiiksek afinite ile proteoglikan ve heparine
baglanarak inhibe eder.” €2 genotipli bireylerde kolesterol seviyesi diisiiktiir. Diisiik
kolesterol seviyesinin kanser riskini artirdigi bilinmektedir, bu yiizden €2 genotipinin

kanser icin risk tagiyabilecegi goriisii ileri siiriilmiigtiir.®

Apo E €4 allelini tasiyan bireylerde kolesteroliin intestinal absorbsiyonunda artis
ve deoksikolik asitin safra salinnminda diisiis gézlenir. Luminal kolesterol iletimi ve
fecal safra asit seviyesindeki degisimler, proksimal adenomalar ve kanserlerle Apo E €4
alleli arasindaki olas1 koruyucu iligki altindaki biyolojik mekanizmay:1 agiklamakta
kullanilmaktadir.”* Apo E polimorfizmi ve kolorektal kanser (CRC) riski arasindaki
iligki {lizerine yapilan ¢alismalarda Apo E geninin €4 allelinin varliginin proksimal
kolonda adenom ve karsinom (distal olanlarda degil) gelisimine karsi koruyucu roli
oldugu diisiiniilmektedir.? Apo E €4 alleline sahip bireylerde safra asidinin iiretiminde

bir azalmanin goézlenmesi bu durumun agiklanmasinda kullanilmaktadir. Baska bir
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calismada ise Apo E genotipleri, serum lipidleri ve kolorektal adenomalar arsindaki
iliski incelenmis, Apo E &4 alleli tasiyanlar arasinda proksimal kolon adenoma riskini
azalmas1 yoniinde istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir. Distal
adenomalar kontrollerle Kkarsilastirildiginda serum trigliserid konsantrasyonunun
ozellikle €4 alleli olmayan alt gruplarda anlamli derecede yiikseldigi gosterilmistir.®!
Yapilan ¢alismalara gore; gastrointestinal sistemdeki makrofaj ve endokrin hiicrelerinin
Apo E’nin baslica kaynagi oldugunu gosterilmistir ve makrofaj kaynakli Apo E’nin

epitel integritesinde ve hiicre biiylimesinde etkili oldugu ileri stirilmiistiir.”

Apo E polimorfizminin CRC’deki muhtemel rolii halen agik degildir. Meme
kanseri ve Apo E arasindaki iliski; meme kanserli hastalarda olgiilen yiikselmis
trigliserid seviyesi ile kurulmustur. Apo E €4 trigliseridin temizlenmesini azaltarak total
plazma trigliserid seviyesini yiiksek tutmaktadir. Artmis trigliserid seviyesinin globulin
bagli seks hormonu seviyesinde azalma ile iliskili oldugu bununda serbest estradiol
seviyesini yiikselterek meme kanseri riskini artirdigr diistiniilmektedir. Caligmalarda
yiiksek trigliserid seviyesi ve meme kanseri arsinda ki iliskiyi €4 allelinin etkiledigi
gosterilmistir.® Benign meme kanserli ve benign prostat kanserli hastalarla yapilan
calismalarda; Apo E allelik frekanslarinin meme, benign meme ve kontrol gruplar
arasinda anlamli bir degisim bulunamamustir. Prostat kanserli gruplar, benign prostatl
gruplar ve Kkontroller arasinda da allelik frekans bakimindan bir degisim
gtjzlenmemis,tir.64 Apo E’nin meme kanseri iizerine olan etkisini hiicre proliferasyonu
ve kliniksel sonuglar1 acisindan inceleyen bir ¢alismaya gore de; Apo E’nin tlimor
biiylime oranini ve kliniksel sonuglar1 etkilemedigi gésterilmistir.65 Ileri yastaki Apo E
€4 tastyan merkezi sinir sistemi neoplasmli hastalarda nispeten hastaligin daha iyi

seyrettigi gé’)zlenmi§‘[ir.66
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2.4. Akciger Kanseri

Akciger kanseri tim diinyada kanser kaynakli o6liimlerin baglica sebebidir.
Akciger kanseri diinya genelinde erkeklerde sik goriilen bir kanser tiirtidiir. Kadinlarda
ise akciger kanseri son yillarda artis gdsterme egilimindedir. Iki ana tipi vardir: kiigiik
hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK).
KHDAK’lar tiim akciger kanserlerinin %80’ini olusturur. Cerrahi yontemlerdeki
yeniliklere, radyoterapi ve kemoterapideki gelismelere ragmen, akciger kanserinin

sagkalim stiresi %16 *dr. %" 98

2.4.1. Epidemiyoloji

Akciger kanseri erkeklerde goriilen kanser tiirleri arasinda ilk sirada yer
almaktadir, yeni kanser vakalarmmin %17’sini ve kanser sebepli Oliimlerin %23 ilinii
olusturmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde kadinlarda akciger kanserinden kaynakli
Oliimlerde artis vardir. Akciger kanseri kaynakli 6liim oran1 %11 dir.% Yaklagik olarak
her y1l 1.200.000 kisinin bu hastalik nedeniyle 6ldiigii bilinmektedir." Akciger kanseri
erkeklerde 2008 yilinda tiim diinyada en ¢ok teshisi konulan ve en ¢ok oliime sebep
olan kanser tiirii olmustur. Kadinlarda ise en sik teshisi konulan dérdiincii kanser tiirii
olmustur ve kanser sebepli 6liimlerin ikinci sirasinda yer almustir.” Sekil 2.6.” da yillara
gore kadin ve erkeklerden akciger kanserine yakalanma ve akciger kanserinden 6lme
oranlari g(')sterilmistir.7l Akciger kanseri gelismis llkelerde, gelismekte olan iilkelere
oranla 2-5 kat daha fazla goriilmektedir. 2013 yilinda kadinlarda akciger kanseri sebepli
Oliimlerin tiim kanser 6liimlerinin %26’s1n1, erkeklerde ise %28’ini olusturacag: tahmin

edilmektedir.”
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Sekil 2.6. Yillara Gore Erkek ve Kadinlarda Akciger Kanseri Oliimleri
2.4.2. Etiyoloji
2.4.2.1. Sigara

Akciger kanserlerinin %80-90’1, sigara igenlerde ortaya ¢ikmaktadir. Sigara
icenlerde akciger kanseri gelisim riski, hi¢ sigara igmemis kigilere gore 10-65 Kat
artmaktadir. Pasif sigara i¢icilerinde ise normal popiilasyona gore bu riskin % 20 arttig1
bilinmektedir.”” Sigara dumanina maruz kalan dokularda gesitli morfolojik degisiklikler
ve DNA hasar1 meydana gelir. DNA’daki bu hasar neoplastik siireci tetikler. Bu
asamadaki degisiklikler erken lezyonlardir ve geri doniisiimlii olabilir. Neoplastik
slirecin bagladig1 hiicrelerde ¢esitli antijenler salgilanir ve hiicre proliferasyonu ve
timoral olusum ile sonlanan bir siire¢ ortaya cikar. Bu slirecte kisiye ait genetik

faktorler de 6nemli rol oynar.73

Sigara; Kkarsinojenler, kokarsinojenler ve tiimor promotorlart olmak iizere

binlerce substrat igerir. Sigara dumanindaki major karsinojenler; polisiklik
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hidrokarbonlar, aromatik aminler, nitrozaminler, piridin alkaloidler ve radyoaktif
bilesenlerdir. Bunlarin iginde nitrozamin 4—(metilnitrozamin)-1-(3 piridil)-1-butanon
(NNK) en potent ve mutajen karsinojendir ve nikotinin nitrozasyonundan olusur.
Sigaradaki substratlar, DNA’da dogrudan hasar olusturabilecekleri gibi, enzimler
tarafindan aktif metabolitlerine doniiserek de etki gosterebilirler. Kokarsinojenlerin ve

tiimdr promotorlarmin da kanser gelisiminde énemli rol oynadig ortaya konmustur.”

Sigaranin birakilmasi 5. yildan itibaren riski azaltir. Vaka kontrollii ¢alismalar
sigara birakilmasini takip eden 15. yildan itibaren bu kisilerde, riskin halen igenlere

gore %80 — 90 olarak azaldigini gdstermistir.” 7

2.4.2.2. Hava Kirliligi

Hava kirliliginin akciger kanseri riskini arttirdigi calismalarla belirlenmistir.
Ozellikle sigara kullanimi ve mesleki maruziyetle birlikte hava kirliligi akciger kanseri
riskini artirmaktadir.”” ® Ayrica kentlerde yasayan kisilerde akciger kanseri mortalitesi
kirsal alanda yasayanlara kiyasla %30-40 daha fazladir. Dizel partikiilleri, karbon ve
sigara dumani gen promotor bolgelerinde metilasyonu artirarak, poliaromatik

hidrokarbonlar DNA hasarina yol agarak akciger kanseri riski olasiligini artirmaktadir.”
2.4.2.3. Genetik Faktorler

Epidemiyolojik calismalar akciger kanserinde aile Oykiisiiniin 6nemli
olabilecegini de vurgulamaktadir. Birinci derece akrabalarinda akciger kanseri bulunan
bireylerde akciger kanseri riski artmaktadir. Akciger kanserinin sigara i¢enlerin %10-20
sinde gelismesi genetik yatkinliga isaret etmektedir. Akciger kanserli hastalarin hem
sigara igmeyen hem de sigara igen akrabalarinda akciger kanseri riski 2,5 kat

artmlstlr.so’ 8l
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2.4.2.4. Mesleki Faktorler

Radonun yeraltt maden iscilerinde akciger kanserine sebep oldugunun
tanimlanmast muhtemelen akciger kanseri i¢in bildirilen ilk mesleki faktordiir. 82 Asbest,
krom, polisiklik aromatik hidrokarbon, nikel, klorometil eter mesleki karsinojenlerdir.83
Radona maruz kalanlarin sigara igmeleri halinde akciger kanseri gelistirme riski daha da

artmaktadir.®®
2.4.2.5. Diyet

Kanser ve diyet iistiine yapilan ¢ogu arastirmada yiiksek miktarda antioksidan
iceren besinlerin tiiketilmesinin DNA hasarini azaltacagi ve kansere kars1 koruyucu etki
gosterdigi belirtilmektedir.2® 2000°li yillardan beri yapilan ¢aligmalar yiiksek miktarda
meyve ve sebze tiikketen bireylerin, tiiketmeyen bireylere oranla daha diisiik akciger

kanseri riskine sahip oldugunu gostermistir.®®
2.5. Akciger Kanserinin Siniflandirmasi

Akciger kanseri kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik hiicreli dis1

akciger kanseri (KHDAK) olarak iki ana grup olarak incelenmektedir.®*
2.5.1. Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri

Histolojik olarak tiim akciger kanseri tipleri epitel kokenlidir ve iki alt gruba
ayriimaktadir. KHAK tiim akciger kanseri hastalarinin yaklasik olarak %15-20’sini
olusturmaktadir.®® Kiigiik hiicreli karsinom néroendokrin hiicrelerden kéken almakta ve
bu yonde farklilagsma gostermektedir. Diger histolojik tiirlere gére daha hizli seyrederek

erken metastazlara yol agmaktadir. 8
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2.5.2. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri
KHDAK ise akciger kanserlerinin %80-85’ini olusturmaktadir. Kiigiik hiicreli

olmayan herhangi bir malign epitelyal akciger tiimorii olarak tanimlanmaktadir.®’
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Tablo 2.4. Malign Akciger Tiiméorlerinde Histolojik Siniflama

Malign epitelyal Tiimorler Mezenkimal timorler
Skuamoz hiicreli karsinom e epiteloid hemanjioendotelyom
o papiller e anjiosarkom
e  berrak hiicreli e ploropulmoner blastom
e  kiiciik hiicreli e kondrom
e bazaloid e  konjenital peribronsiyal
Kiigiik hiicreli karsinom myofibroblastik timor
e kombine kiigiik hiicreli karsinom e  diffiiz pulmoner lenfanjiomatoz
Adenokarsinom e inflamatuar myofibroblastik timor
e adenokarsinom, mikst subtip e lenfanjioleiomyomatozis
e  asiner adenokarsinom e snovyal sarkom
o papiller adenokarsinom monofazik/bifazik
¢ bronkioloalveolar adenokarsinom e pulmoner arteryal sarkom
Nonmiisindz e pulmoner ven sarkomu
Miisindz
Miisindz ve nonmiisindz karisik, ara Benign Epitelyal Tiimérler
e  miisin iireten solid adenokarsinom Papillomlar
Fetal adenokarsinom e  skuaméz hiicreli papillom
Miisindz (kolloid) adenokarsinom ekzofitik/diiz
Miisinéz kistadenokarsinom e glandiiler papillom
Tash yiiziik hiicreli adenokarsinom e skuaméz hiicreli ve glandiiler
Berrak hiicreli adenokarsinom mikst karsinom
Biiyiik hiicreli karsinom Adenomlar
e bilyiik hiicreli néroendokrin karsinom e alveolar adenom
Kombine biiyiik hiicreli néroendokrin karsinom o papiller adenom
o bazaloid karsinom e salgi bezi adenom tipleri
e lenfoepitelyoma benzeri karsinom mukoz bez adenomu
e  Dberrak hiicreli karsinom pleomorfik adenom
e rabdoid fenotipli bilyiik hiicreli digerleri
karsinom e  misindz kistadenom
Adenoskuamoz karsinom Lenfoproliferatif Tiimorler
Sarkomatoid karsinom MALT tip mantle zon B hiicreli
e pleomorfik karsinom lenfoma
e igsi hiicreli karsinom Diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma
e dev hiicreli karsinom Lenfomatoid graniilomatoz
e  karsinosarkom blastom Langerhans hiicreli histiositoz
e pulmoner Diger Tiimorler
Karsinoid timér Hamartom
e tipik karsinoid Sklerozan hemanjiom
o atipik Karsinoid Berrak hﬁcrgli timor
Salg1 bezi tiimérleri Germ hiicreli tiimorler
e mukoepidermoid karsinom * teratom, matiir
e adenoid kistik karsinom ¢ Immatur
e epitelyal-myoepitelyal karsinom e diger germ hiicreli timorler
Preinvaziv lezyonlar Intrapulmoner timoma

Melanom
Metastatik Tiimorler

e skuamdz karsinom in situ

e atipik adenomat6z hiperplazi

o  diffiiz idyopatik pulmoner néroendokrin
hiicre hiperplazisi
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2.6. Akciger Kanserinde Evreleme

Akciger kanserinde evreleme uygulanacak tedavinin belirlenmesi ve hastalarin
evrelerine gore hastalarin prognozlarmin belirlenmesi i¢in 6nemlidir.®® Giiniimiizde
akciger kanseri evrelendirmesinde kullanilan TNM evreleme sistemi AJCC (American
Joint Committe on Cancer) ve UICC (Union Internationale Contre le Cancer) tarafindan
1997°de diizenlenen ve 2002’de yayimlanan 6. evreleme sisteminin revize edilen sekli

olan ve 2009’da yayinlanan 7. evreleme sistemidir.
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Tablo 2.5. Akciger Kanseri Evrelemesi

PRIMER TUMOR (T)

TX Primer tiimoriin belirlenememesi veya balgam ya da brons lavajinda
malign hiicrelerin saptanmasina karsin bronkoskopi ya da
goriintiileme yontemleri ile timoriin gosterilememesi

TO Primer tiimor belirtisi yok

Tis Karsinoma insitu

T1 En genis ¢ap1 < 3 cm, akciger ve visseral plevra ile ¢evrili,
bronkoskopik olarak lob brongundan daha proksimale invazyon
gostermeyen tumor
T1la: timor ¢ap1 <2 cm
T1b: tiimdr ¢ap1 >2 cm ve <3 cm

T2 Tiimoriin en genis ¢cap1 > 3 cm ve < 7cm veya ana bronsa invaze
fakat ana karinaya uzaklig1 >2 cm veya visseral plevra invazyonu var
veya hiler bolgeye uzanan ancak tiim akcigeri kapsamayan atelektazi
veya obstriiktif pndmoni var ise
T2a: timor ¢cap1 >3 cm ve <5 cm
T2b: tlimdr ¢ap1 > 5 cm ve <7 cm

T3 Tiimor ¢apt > 7 cm veya tiimoriin herhangi bir biiyiikliikte olup gogiis
duvar1 (superior sulkus tiimorleri dahil), diyafragma, mediastinal
plevra, pariyetal perikard gibi yapilardan birine direkt invazyon
gostermesi veya karinaya 2 cm®“den daha yakin olup karinay1
tutmayan ana bronstaki tlimor veya biitiin bir akcigeri kapsayacak
atelektazi veya obstriiktif pnomoni ile birlikte olan tiimdr

T4 T{imoriin herhangi bir biiyiikliikte olup mediasten, kalp, biiyiik
damarlar, trakea, 6zafagus, vertebral kolon, karina gibi yapilardan
birini invaze etmesi veya malign plevral ya da perikardial eflizyon ile
birlikte olan tiimdr ya da tiimorle ayni lob iginde olan satellit nodiil ya
da nodiiller

BOLGESEL LENF BEZLERI (N)

NXx Bolgesel lenf bezlerinin degerlendirilememesi

NO Bolgesel lenf bezi metastazi yok

N1 Ayni taraf peribronsiyal ve/veya ayni taraf hiler lenf bezlerine
metastaz ve primer tiimoriin direkt yayilmasi ile intrapulmoner
bezlerin tutulmasi

N2 Ay taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz

N3 Kars1 taraf mediastinal ve/veya hiler, ayn1 veya karsi taraf
supraklavikiiler veya skalen lenf bezlerine metastaz

UZAK METASTAZ (M)

Mx Uzak metastaz varliginin degerlendirilememesi

MO Uzak metastaz yok

M1 Uzak metastaz var(tiimoriin oldugu lob disindaki nodiiller metastaz olarak

degerlendirilir.)

M1a: konturlateral lobda ayrilmig tiimoral nodiil, malign plevral veya
perikardiyal efiizyon, plevral nodiil varlig

M1b: uzak metastaz var
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3. MATERYAL VE METOT

Bu caligmaya Atatiirk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii etik kurulu
08.05.2012 tarih ve 2012.2.56 numarali karar1 ile onay raporu alindiktan sonra

baslanmustir.
3.1. Materyal
3.1.1. Hasta ve Kontrol Grubunun Se¢ilmesi

Calismamiza, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Hastanesi Gogiis
Hastaliklart Anabilim Dali poliklinigine basvurup patolojik ve radyolojik tetkiklerden
sonra akciger kanseri tanisi konmus ve yatarak tedavi alan 100 akciger kanserli hastay1
(Erkek:78, Kadm:22) dahil ettik. Bu hasta grubunun akciger kanseri siniflandirilmasi
Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan yapilmistir.
Hastalarin sigara igme durumlari, cinsiyetleri ve yaslari hasta dosyalarindan temin

edilmistir.
3.1.2. Numunelerin Toplanmasi

Hasta ve saglikli kontrol grubundan bir kereye mahsus olmak iizere polimorfizm
tespiti icin 6 mL vendz kan alinarak 3’er mL olacak sekilde antikoagulan olarak EDTA
ve sodyum sitrat igeren tiiplere aligotlandi. Aligotlanan numuneler ¢aligma gliniine

kadar -80 °C’de saklandu.
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3.1.3. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

Tablo 3.1. Calismada Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Alet/Cihaz Marka

Derin Dondurucu (-80 °C), Sanyo Ultra Low, Sanyo Electric Co Ltd, Argelik,
Derin Dondurucu (-20 °C) Tiirkiye

Spektrofotometre Cecil CE 304 UV ve Beckman DU 500
Laminar Flow Kabin Niive LN 120, Tirkiye

Mikrosantrifiij Mikro 200 Hettich, Germany

Mikro Otomatik Pipetler Eppendorf, Finnpipette, Medispes plus
Termomikser Thermomixer Comfort Eppendorf, Germany
Elektroforez Sistemleri Biometra Agagel Midi

-Tank

Transliiminator Biometra BDA Digital

Gii¢ Kaynagi Biometra High Voltage Power Pack P30
Vorteks Yellov Line TTS2 IKA, USA

Farkli Boyutlarda Filtreli Pipet Uglari Biosphere filter tips, Niimbrecht, Germany
PZR Tiipleri (DNAaz ve RNAaz free) Axygen, Union City, USA

Pudrasiz Tek Kullanimlik Eldivenler Aldrich, Malasia

UV Kiivetler Plastbrand, Germany

Otoklav Hmc-Hirayama, Japan.

Olympus BX51 floresan mikroskobu Olympus Europa, Germany

Hassas Terazi Denver Instrument, Germany

Saf Su Cihazi Mes mp minipure, Tiirkiye

Su Banyosu Kotterman, Germany

Magnetik Karistirict Fisher, USA ve Yellowline MSH Basic, Germany




Tablo 3.2. Kullanilan Kit ve Kimyasal Maddeler

Kimyasal Malzeme veya Reaktif Adi

Temin Edildigi Firma

CVD StripAssay A Kiti
Lysis Solution
GENXTRACT Resin
Taq Dilution Buffer
DNAT

Typing Trays

Test Strips
Hybridization Buffer
Wash Solution A
Conjugate Solution
Wash Solution B

Color Developer
EUROIMMUN Immunfluorescence test Kiti
Etanol (%96-100)

Agaroz

ViennalLab Diagnostics
ViennalLab Diagnostics
ViennalLab Diagnostics
ViennalLab Diagnostics
ViennalLab Diagnostics
ViennalLab Diagnostics
ViennalLab Diagnostics
ViennalLab Diagnostics
ViennalLab Diagnostics
ViennalLab Diagnostics
ViennalLab Diagnostics
ViennalLab Diagnostics
Euroimmun, Germany
Merck

Sigma

3.2. Metotlar

Hasta ve kontrol grubundan alinan kan oOrneklerinden apolipoprotein B ve
apolipoprotein E tespiti yapildi. Polimorfizm analizleri igin ticari olarak elde edilen
CVD stripAssay A kiti ( Viennalab Diagnostics; Vienna, Austria) kullanildi. Bu kitte
polimorfizm analizi i¢in {i¢ asama bulunmaktadir; DNA izolasyonu, biotinlenmis
primerlerin kullanildigr polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve amplifikasyon ve

amplifikasyon iiriinlerinin revers—hibridizasyonu.



3.2.1. Polimorfizm Analizi
3.2.1.1. DNA izolasyonu
DNA izolasyonu icin daha once -80 °Cde depolanmis olan EDTA’l1 vendz kan
ornekleri kullanildi. Calismaya baslamadan bir giin 6nce numuneler -20 OC’lik dolaba
transfer edildi ve caligma giinii +4 °C ik dolapta ¢6ziindii. Daha sonra numunelere
sirastyla asagidaki islemler uygulandi;
1. 100 pL tam kan 6rnegi 1.5 mL ‘lik steril mikrotiiplere alind.
2.  Numunelerin iizerine 1 mL lizis ¢0zeltisi eklendi ve tiiplin agz1 kapatilarak.
karistirildi, daha sonra 15 dk oda sicakliginda bekletildi.

3. 3000 rpm ( yaklasik 1000 g) 5 dk santrifiij edildikten sonra tstteki.

siipernatant kisimdan 1 mL alinarak atildi.
4. Tipiin altinda kalan pellet kismina 1 mL lizis ¢ozeltisi eklenerek birkag kez

karistirildi
5. Karigim 12000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant kismi atildu.

6. Pellete 200 pL GEN*TRACT resin ¢ozeltisinden eklenerek 10 sn.
vortekslendi.

7. 56 °C’de 20 dakika, 98 °C’de 20 dk inkiibe ettikten sonra 12000 rpm de 5 dk
santrifiij edildi. PZR’da kullanilacak DNA’y1 iceren siipernatant PZR
islemine kadar 2-8 0C’de saklandi.

DNA Saflik Tayini ve Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

DNA konsantrasyonlar1 ve saflik dereceleri, quartz kiivette, 195 uL saf su + 5 pL
slipernatant olacak sekilde, 260 ve 280 nm dalga boylarinda absorbans Ol¢timleri
yapilarak belirlendi. Azgo/Azgo oraninin 1.7-1.8 olmasi PZR analizinde kullanilabilecek
saflik derecesi olarak kabul edildi. DNA konsantrasyonu formiile gore hesaplandi:

DNA konsantrasyonu (ng/pL)= Ao X 50 x seyreltme faktorii

28



3.2.1.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR isleminde, termal siklus programi baslayincaya kadar, tiim basamaklar buz
tizerinde yapildi ve PZR reaktifleri ile DNA ornekleri donmus halde tutuldu. Taq
Diliisyon Buffer’de Taqg DNA Polimeraz’in taze bir diliie 6rnegi hazirland1 (0.2 U/uL).

Amplifiye edilecek her bir 6rnek i¢in bir reaksiyon tiipii, buz iizerine yerlestirildi.
PZR reaksiyon karisimi su sekilde olusturuldu:

e 15 uL Amplifikasyon Mix

e 5L diliie Tag DNA Polimeraz (1 U DNA polimeraz + 4 mL diliient)

e 5 uL DNA Template

Thermocycler 94 0C’ye isitildi.  Reaksiyon tiipleri bolmelere yerlestirildi ve

asagidaki PZR programi uygulandi:

e Pre-PZR : 94 °C/2 dakika

e Thermocycling: 94 °C/15 saniye, 58 °C/30 saniye, 72 °C/30 saniye (35 siklus)
e Final ekstansiyonu: 72 °C/3 dakika

Elde edilen amplifikasyon iiriinleri 2-8 °C’de sakland.

3.2.1.3. Amplifikasyon Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde Analizi

%?3’liik agaroz jel hazirlandi. Mikrodalga firinda 1sitilarak hazirlanan agaroz jele,
0.5 pg/mL olacak sekilde, etidyum bromiir eklendi ve elektroforez tepsisine dokiildii.
Uygun disli tarak jele yerlestirilerek 24 saat boyunca +4 °C’de tutuldu. Bu sekilde
donmasi saglanan jel, yiikleme noktasi (-) kutba yakin olacak bi¢imde elektroforez
sistemine konuldu. 2 x TBE (Tris, Borik asit, EDTA) tamponu, jelin iistlinii kapatacak
sekilde elektroforez tankina eklendi. 6X yilikleme tamponu ile DNA belirteci ve
amplifikasyon {irtinleri jel lizerinde bulunan kuyucuklara sirasi ile yerlestirildi. Sisteme

5 volt/cm voltaj, 2 saat boyunca verildi ve numuneler jel iizerinde yiirtitildi.
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3.2.1.4. Hibridizasyon
Hibridizasyon isleminden Once; su banyosunun su yiiksekligi Typing Tray’in
yiiksekliginin yarisi1 olacak sekilde ayarlandi ve sicaklik 45 OC’ye getirildi, daha sonra
hibridizasyon tamponu ve yikama ¢ozeltisi A’nin sicakliklar1 45 0C’ye getirildi boylece
2-8 °C’de olugan presipitantlarin ¢oziinmesi saglandi. Test stripleri, renk olusturucular
yikama ¢ozeltisi B, DNAT ve konjugat ¢ozeltilerinin oda sicakligina gelmesi beklendi.
Son olarak her bir 6rnek i¢in test stripi ¢ikarildi ve etiketlendi.
Hibridizasyon islemi i¢in agsagidaki prosediir uygulandi:
1. 10 uL DNAT, striplerin yerlestirildigi pleytte bulunan kuyucuklarin
koselerine pipetlendi
2. 10 puL amplifikasyon firiinii eklendi ve karistirildi. Karisim 5 dk oda
sicakliginda bekletildi
3. Karigim, 6nceden 45 0C’ye yiikseltilmis hibridizasyon tampondan 1 mL
eklendi ve mavi renk kaybolup solusyon homojen bir hal alincaya kadar
yavasca calkalandu.
4. Striplerin isaretlenmis yiizeyleri yukar1 bakacak sekilde kuyucuklara
yerlestirildi ve 45 °C’lik su banyosunda 30 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyondan ~ sonra  hibridizasyon  tamponu  kuyucuklardan

vakumlanarak uzaklastirildi.
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3.2.1.5. Yikama islemi

1. Kuyucuklara 1 mL yikama ¢ozeltisi A dan eklendi ve 10 sn. hafifce
karigtirildi. Yikama ¢ozeltisi vakumla uzaklagtirilarak tekrar 1 mL eklendi
ve 15 dk 45 °C’de inkiibe edildi.

2. Yukaridaki islem aynen tekrarlandi ve bu asamadan sonraki tiim islemler
oda sicakliginda gergeklestirildi.

3.2.1.6. Renklendirme Islemi

1. Kuyucuklara 1 mL konjugat ¢ozeltisi eklendi ve oda sicakliginda 15 dk
orbital karistiricida inkiibe edildi.

2. Konjugat cozeltisi vakumla uzaklastirildi ve bos kuyucuklara 1 mL
yikama ¢ozeltisi B eklendi. Bu iglem bir kez daha tekrarlandiktan sonra 5
dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

3. Yikama ¢ozeltisi vakumla uzaklastirildi ve yeniden yikama ¢ozeltisi B
eklenerek 5 dk daha inkiibe edildi.

4. Yikama c¢ozeltisi tekrar vakumla uzaklastirildi ve 1 mL renklendirici
¢oOzelti eklendi.

S. Karanlikta 15 dk inkiibe edildi. Stripler kuyucuklardan c¢ikarilarak

kurutma kagidi ile kurutuldu ve striplerin degerlendirme islemi yapildu.

3.2.1.7. Striplerin Degerlendirilmesi

Renklendirme islemlerinin ardindan, striplerde wild tip ve/veya mutasyon
bantlar1 ortaya ¢ikti (Sekil 3.1). Striplerde yalnizca wild tip bandinin olugmasi normal;
hem wild tip hem de mutasyon bandinin olusmasi heterozigot; sadece mutasyon

bandinin olugmasi ise homozigot genotip olarak degerlendirildi.
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[ Genotipler ]

Autasyon hatt 1

Wild tip hatt (|

Normal Heterozigot Homozigot

Sekil 3.1. Striplerde Olusan Wild Tip ve Mutasyon Bantlar1

Sekil 3.2. Strip Degerlendirilmesine Ornek

3.3. istatistiksel Analiz

Calismamizda verilerin istatistiksel analizi IBM-SPSS 19.0 istatistik programi
kullanilarak yapildi. Degiskenlerin dagilimlarina Kolmogorov Smirnov testi ile bakildi.
Kategorik verilerin analizin X? (Chi-square) test kullamldi. P<0.05 degeri istatistiksel

olarak anlaml: fark kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda yer alan hasta grubu ve saglikli kontrol grubuna ait yas, sigara

icme durumlar ve cinsiyetleri gibi 6zellikler, ayrica hasta grubunun metastaz yapma

durumu ve akciger tiimorlerin histopatolojik tiplemesine ait bilgiler Tablo 4.1.” de

verilmistir.

Tablo 4.1. Hastalarm Demografik Ozellikleri

Akciger Kanserli Saghkh Kontrol P Degeri
Hasta Grubu Grubu
N=100 N=100
Yas (y1l) (X£SD) 63.66+8.1 62.08+9.34 0.204
Sigara i¢me durumu
19miyor 6 (%6) 27 (%27) 0.01
I¢tyor 94 (%94) 73(%73) 0.01
Cinsiyet
Erkek 78 (%78) 66 (%66) 0.59
Kadin 22 (%22) 34 (%34) 0.59
Simiflandirma
KHAK 24 (%24.49)
KHDAK 74 (%75.51)
Metastaz Yapma
Durumu
Metastaz Yapmamis 44 (%66.7)
Metastaz Yapmis 22 (%33.3)

Akciger kanserli hastalarda ve saglikli kontrol grubunda yapilan apo E gen

polimorfizm analizi Tablo 4.2.°de verilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda

hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi

(p=0.814).

33



Tablo 4.2. Hasta Ve Kontrol Grubunda Apo E Genotip Dagilimlari

Apo E genotip dagilim Akciger Kanserli Saghkh Kontrol Grubu
Hastalar N=100
N=100

E2/ E2 1(%1) 1(%1)

E2/ E3 9 (%9) 11 (%11)

E2/ E4 - 1(%1)

E3/E3 76 (%76) 75 (%75)

E3/ E4 13 (%13) 12 (%12)

E4/ E4 1 (%1) -

&4 allelinin hasta ve kontrol grubundaki dagiliminin karsilagtirilmasi Tablo
4.3.’te verilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda hasta ve kontrol gurubu

arasinda €4 allel goriilme siklig1 acisindan istatistiksel bir fark olmadigini gézlenmistir

(p=0.836).

Tablo 4.3 Hasta Ve Kontrol Grubundan €4 Alleli Goriilme Sikligi.

&4 Alleli Akciger Kanserli Hastalar Saglikli kontrol Grubu
N=100 N=100
E4 alleli igerenler 14 (%14) 13 (%13)
(E2/ E4, E4/ E4, E3/ E4)
&4 alleli icermeyenler 86 (%86) 87 (%87)

(E2/ E2, E2/ E3, E3/ E3)

Akciger kanserli hastalar1t KHDAK ve KHAK olarak iki smifa ayirip apo E
genotip dagilimlariin istatistiksel analizi yapildiginda bu iki grup arasinda anlamh fark
oldugu tespit edildi (p<0.001). KHAK ve KHDAK gruplar1 arasindaki apo E genotip

dagilimlar1 Tablo 4.4.’de verilmistir.
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Tablo 4.4. KHAK ve KHDAK hastalarda Apo E Genotip Dagilimlari.

Apo E genotip dagilim KHDAK KHAK
N=74 N=24

E2/ E2 1 (%1.4) -
E2/ E3 9 (%12.2) -
E2/ E4 - -
E3/E3 64 (%86.5) 11 (%45.8)
E3/E4 - 12 (%50)
E4/ E4 - 1 (%4.2)

KHAK ve KHDAK’li hastalarda €4 allel dagilimi istatistiksel olarak
incelendiginde, iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu tespit edildi

(p<0.001). Bu veriler Tablo 4.5.’de verilmistir.

Tablo 4.5. KHAK ve KHFAK’l1 Hastalar €4 Alleli Goriilme Siklig.

&4 Alleli KHDAK KHAK
N=74 N=24
&4 alleli i¢erenler 0 13 (%54.2)
(E2/ E4, E4/ E4, E3/ E4)
&4 alleli icermeyenler 74 (%100) 11 (%45.8)

(E2/ E2, E2/ E3, E3/ E3)

Apo E’nin antioksidan 6zelliginin allelere bagli oldugu diistiniildiiglinde (€2>
€3> &4), en diisiik antioksidan etkiye sahip €4 alleinin KHAK’l1 hastalarda daha sik
rastlandig1 goriilmektedir. Tablo 4.5.’de goriildiigii gibi akciger kanserli hastalarda €4
alleli tespit edilen toplam 13 kisinin hepsi KHAK’li hastalardir. Ayrica nispeten daha
yiiksek antioksidan etkiye sahip olan €2 ve &3 allelerinin dagiliminin KHDAK’li
hastalarda daha sik oldugu tespit edilmistir.

Akciger kanserli hastalar1 metastaz yapmis ve yapmamis olarak gruplandirip
Apo E genotip dagilimlarinin istatistiksel analizi yapildiginda yine iki grup arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark oldugu gozlendi (p<0.001) (Tablo 4.6.).



Tablo 4.6. Metastaz Yapmis Ve Yapmamis Olan Akciger Kanserli Hastalarda Apo E
Genotip Dagilimlar

Apo E genotip dagilim Metastaz Yapmis Metastaz Yapmamis
N=22 N=44

E2/ E2 - 1 (%2.3)

E2/ E3 - 4 (%9.1)

E2/ E4 - -

E3/E3 10 (%45.5) 38 (%86.4)

E3/ E4 11 (%50) 1(%2.3)

E4/ E4 1 (%4.5) -

Metastaz yapmis ve yapmamis gruplarda €4 allel dagilimi incelendiginde her iki

grup arasinda istatistiksel olarak fark oldugu bulunmustur (p<0.001) (Tablo 4.7.).

Tablo 4.7. Akciger Kanserli Hastalarda Metastaz Bulunma Durumlarina Goére €4 Allel
Dagilimlari

&4 Alleli Metastaz Yapmis Metastaz Yapmamis
N=22 N=44
&4 alleli igerenler 10 (%45.5) 1(%2.3)
(E2/ E4, E4/ E4, E3/ E4)
&4 alleli icermeyenler 12 (%54.5) 43 (%97.7)

(E2/ E2, E2/ E3, E3/ E3)

Yukardaki veri incelendiginde daha diisiik antioksidan etkiye sahip olan €4 alleli

tasiyanlarin %71.42 metastaz bulunan akciger kanserli hastalarda tespit edilmistir.

Apo B polimorfizim analizleri sonucunda hem akciger kanserli hastalarda hem
de saglikli kontrol grubundan yalnizca wild tipe genotip tespit edildigi i¢in istatistiksel

inceleme yapilmamustir.
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5. TARTISMA

Kanser normal hiicrelerden farklilasma ile olusan, hiicre boliinmesi DNA
replikasyonu, hiicre oOliimi ve gen ekspresyonu gibi hiicresel olaylarin yeniden
diizenlenmesi ile iliskili bir hastaliktir. Genlerde spontan veya kalitimsal olarak
meydana gelen mutasyonlar, hiicre proliferasyonu ve/veya hiicre farklilagsmasi ile
iliskilidir.®

Kansere sebep olan davraniglarin artmasiyla kanser artarak devam etmektedir.
2008 yilinda tahminen 12,7 milyon kanser vakasi bildirildi ve 7,6 milyon kanser sebepli
olim gerceklesti. Tiim diinyada kanser kaynakli oliimlerin baslica sebebi akciger
kanseridir. Akciger kanseri diinya genelinde erkeklerde sik goriilen bir kanser tiiriidiir.

Kadinlarda ise akciger kanseri son yillarda artig gdsterme egilimindedir.®

2013 yilinda Amerika’da yaklagik 1.660.290 yeni kanser vakasi ve 580.350
kanser Olimiinlin gergeklesmesi beklenmektedir. Akciger kanserinin bu dliimlerin

kadinlarda %26’°sin1 erkeklerde ise %28’ini olusturacagi diistiniilmektedir. ™

Tiirkiye’de de benzer durum vardir. Akciger kanseri 6liim oran1 en yliksek olan
ve en sik goriilen kanser tipidir. Akciger kanserinin bu kadar sik goriilmesi ve 6lim
oranin yiiksek olmasi, bu hastalifin nedenlerinin, nasil olustugunun ve nasil tedavi
edilebileceginin arastirilmasi kanser ¢alismalarinda 6nemli bir yer tutmaktadir.”

Apolipoprotein B, 4536 aminoasit iceren biiyilk bir proteindir ve LDL
reseptorleri i¢in ligand olarak gorev goriir. Apo B geni birkag sekil ve mutasyonlar
icermektedir. Bu mutasyonlardan biri de R3500Q mutasyonudur. Bu mutasyon,
mutasyona ugramis LDL’nin reseptdriine baglanma aktivitesini azaltmakta ve

hiperlipidemiye neden olmaktadir.™® *°
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Apo E’nin kolesterol tasinmasinda, metabolizmasinda ve Alzheimer
hastaligindaki islevleri bilinmektedir.” Apo E’nin antioksidan 6zelliginin oldugu ve bu
Ozelliginin allellere 6zgiin (€2> €3> &4) oldugu belirtilmistir. Pham ve ark. yaptiklari
deneysel calismada, apo E allellerine 6zgii antioksidan 6zelligin apo E izoformlarinin
yapilarindaki sistein amino asidi ile ilgili oldugunu ortaya ¢ikarmislardir. Yapisinda
112. ve 158. amino asit dizilerinde sistein amino asiti igeren €2 allelinin en yiiksek,
yapisinda 112. ve 158. amino asit dizilerinde sistein amino asiti icermeyen €4 allelinin
ise en diisiik antioksidan etkiye sahip oldugu belirtilmistir.’> ®* Bu bilgilerden yola
cikilarak yapilan caligmalarda, €4 allelinin azalmis antioksidan kapasitesinin cesitli
hastaliklara neden oldugu diisiiniilmektedir.

Apo E, trigliserid metabolizmasinda 6nemli yere sahiptir. Silomikronlarin ve
VLDL’nin plazmadan uzaklastirilmasinda ligand olarak gorev alir. Apo E
kardiyovaskiiler hastaliklar ve nérodejeneratif hastaliklarin risk faktorii olarak oldukca
fazla aragtinlmistir. Apo E ayrica platelet agregasyonu, antioksidant, immiin aktivite ve
hiicre c¢ogalmasia etkileri gibi lipid metabolizmas: haricinde pek c¢ok hiicresel
mekanizmaya katildig1 yapilan ¢aligmalarla gbsterilmistir.23’ 92,93

Apo E’nin kolesterol metabolizmas: haricindeki diger rollerinin kanserlesme
mekanizmasinda; timor gelisimi, metastazis ve anjiyogenezis gibi olaylar
etkileyebilecegi yaygin bir goriistiir.>* Apo E gen polimorfizminin genel olarak kanser
patojenezisindeki rolii hakkindaki bilgilerimiz halen tam olarak ortaya konulmus
degildir. Yapilan pek ¢ok g¢alisma farkli tip neoplazmalar ve Apo E polimorfizmi
arasindaki iliskiyi ortaya koymaya caligmaktadir, buna ragmen bu c¢alismalara ait
bulgular halen kesin etki mekanizmasini géstermemislerdir.

Insan apolipoprotein E geni polimorfiktir. £2, €3, €4 allellerinin kodladig1 E2 E3

E4 izoformlar1 vardir. Izoformlardaki amino asit farkliigi, apo E reseptdrlerine
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baglanma ilgilerinin farkli olmasina sebep olur. insan plazma apo E 299 aminoasitten
olusur. Yapisi ilk olarak VLDL’den saflastirilarak belirlenmistir daha sonra tiim
mRNA’nin niikleik asit diziliminden konfirme edilmistir. Apo E’nin {i¢ ana izoformu
vardir, bunlar apo E2 E3 E4’tiir. Apo E3 en sik rastlanan izoformdur. Apo E3 112.
pozisyonda sistin ve 158. Pozisyonda arjinin bulundurur. Apo E2 112. ve 158.
Pozisyonda sistin bulundurur. Apo E4 ise bu iki konumda arjinin bulundurur. Bu
polimorfizim 6 farkli fenotip meydana getirir. Bunlarin 3 tanesi homozigot olan E3/E3,
E2/E2 ve E4/E4’tiir ii¢ tanesi heterozigot olan E2/E3, E2/E4 ve E3/E4 tiir.? 34 3#

Apo neoplastik gelisim i¢in potansiyel Onemi olan; hiicre c¢ogalmasi,
immiinoregulasyon ve anjiyogenesis gibi farkli fonksiyonlara da sahiptir.> Apo E
yiiksek afinite ile proteoglikan ve heparine baglanir, bdylelikle lenfositleri, diiz kas
hiicreleri, endoteliyal hiicreleri ve tiimor hiicrelerini iceren pek cok hiicre tipinin
proliferasyonunu inhibe eder. Apo E’nin antiproliferatif mekanizmasi halen genis
Olciide tam olarak bilinmemektedir. Bazi son bulgular apoptotik hiicre 6limiinii

arttirdigini ileri siirmektedir.”

Apo E €4 allelini tagiyan bireylerde kolesteroliin intestinal absorbsiyonunda artis
ve deoksikolik asitin safra saliniminda diisiis gézlenmistir. Luminal kolesterol iletimi ve
fekal safra asit seviyesindeki degisimler, proksimal adenomalar ve kanserlerle Apo E
€4 alleli arasindaki olas1 koruyucu iliski altindaki biyolojik mekanizmay1 agiklamakta
kullanilmaktadir. Deoksikolik asit gibi ikincil safra asitlerinin siganlarda kimyasal
olarak indiiklenmis kolon karsinogenesisini artirdigi bilinmektedir.”*

Stengard ve ark. yaptigi1 bir diger c¢alismada, dokuz popiilasyonda E3/E3
genotipi veya €2 alleli tasiyicilar ile €4 tasiyicilar karsilastirildiginda; CHD igin 6lim

riskini €4 allelinin yaklasik %40 artirdigini gostermislerdir.*
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Song ve ark. yapmis olduklar1 ¢alismada ise kontrol gruplarindaki Apo E allel
frekanslarinin gesitliligi dikkat ¢ekicidir. €3 alleli %67°den %90’lara ¢ikabilmektedir.
Yine aym sekilde €2 ve &4 alleli dagiliminda cografik ve etnik farkliliklar
gozlenmektedir. Apo E3/Apo E3 genotipi ile €4 alleli tasiyicilar1 karsilastirildiginda
CHD igin bu allelin riski %42 arttirdigi, €2 allelinin ise herhangi bir etkisinin olmadigi
ortaya konmustur. Apo E polimorfizmi ve CHD arasindaki iligkisi tam olarak ortaya
cikarilmamigsa da €4 allelinin yiiksek LDL ve diisiik HDL ile iliskili olmas1 bu etkide
onemli rol oynadig1 one siiriilmektedir. % Tirkiye’de yapilmis olan bir ¢calismada MI
geciren kisiler ve saglikli kontrollerdeki Apo E genotiplerinin dagilimi incelenmistir.
Allel dagilimlar1 hasta grubunda E3 %91, E2 %7, E4 %2 ve kontrol grubunda E3
9%87,5, E2 %6,7, E4 %5,8 bulunmustur.97

Apo E polimorfizmi ve kolorektal kanser riski arasindaki iliski {izerine
Finlandiya’da kolorektal adenomali ve kolorektal karsinomali hasta grubu ile kontrol
grubunun arastirlldigi ¢alisma sonucunda Apo E geninin €4 allelinin varliginin
proksimal kolonda adenom ve karsinom (distal olanlarda degil) gelisimine kars1
koruyucu rolii oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu durum Apo €4 alleline sahip bireylerde safra
asidinin liretiminde azalmanin gozlenmesi ile a(,'lklanmlstlr.62

Apo E, beyin gelisimi, sinaps onarimi, ndronal hasara yanit, lipit transportu ve
kolesterol homeostazinda gorev yapmaktadir. Ayrica MS’de demyelinizasyon
patolojisinde rol oynayan mikroglial aktivasyonu baskiladigi, hidrojen peroksit
toksisitesinin yani sira nitrik oksit yoluyla serbest oksijen radikal hasar1 lizerinde etkili
oldugu, lenfosit aktivasyonunu baskiladigi, TNF-a salinimini baskiladigi gosterilmistir.
MS’de apo E’nin BOS’daki yogunlugunun ve intratekal sentezinin azaldigi, Apo E
&€4’lin ¢cok daha hizli yetmezlik ilerleyisi ile ilgili oldugu ve daha yogun doku yikimi,

daha az etkin doku tamiri ile iliskili oldugu belirtilmektedir.*® %
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Apo E’yi anlamak sadece lipid-protein etkilesimini anlamak igin degil aymi
zamanda trigliserid ve kolesterol metobolizmasini anlamak i¢in de 6nemlidir. Bazi
caligmalar apo E’nin yapisinin ¢evresel farkliliklarla degisebilecegini belirtse de bu
konu hakkinda detayli bilgi bulunmamaktadir. Biitiin bu bilgiler 1s1ginda yapmis
oldugumuz tez ¢alismasinda akciger kanseri tanist konulmus 78 (%78) erkek, 22 (%22)
kadindan olusan 100 kisi ile 66 (%66) erkek, 34 (%34) kadindan olusan kontrol
grubunun apo E ve apo B polimorfizmleri incelenmistir. Apo B R3500Q polimorfizm
analizleri sonucunda hem akciger kanserli hastalarda hem de saglikli kontrol grubundan
yalnizca wild tipe genotip tespit edilmistir. R3500Q mutasyonunu Avrupa’da en diisiik
1:1250 en yiiksek 1:71 seviyesindedir. R3500Q mutasyonun goriilme sikliginin
Avrupa’nin merkezinde yiiksek oldugu ve dogudan batiya gidildik¢e azaldig1 Ispanya,
Tiirkiye gibi Akdeniz iilkelerinde tamamen ortadan kayboldugu gozlenmistir.
Calismamiz1 gerceklestirdigimiz Erzurum boélgesinde de yaygin olmamasi literatiir

arastirmalart ile uyumludur.

Kiiresel olarak apo E allelinin dagilimi biiyiik varyasyon gosterir. E3 normal tip
allel ve % 60-90 frekansindadir.'® *® Bu dagilim popiilasyonlar ve cografi bélgeler
aras1 farklilhik gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda, beyaz popiilasyonlarin % 65’inin
E3/E3 homozigot, % 19’unun E3/E4, % 10’unun E2/E3, % 4’inilin E2/E4, % 2’sinin
E4/E4 ve % 0,5-1’inin E2/E2 oldugunu belirtmiglerdir. Tiirk toplumunda yapilan bir
calismada popiilasyonun % 74,2°sinin E3/E3, % 12,9’unun E3/E4, % 10,6’smnin E2/E3,
% 1,I’inin E4/E4, % 0,8’inin E2/E4 ve % 0,4’iniin E2/E2 oldugu tespit edilmistir.
Ayrica E3 allellerinin frekansinin % 86, E4’tin % 7.9 ve E2’nin ise % 6,1 oldugu
g(jzlenmistir.lo2 Bizim g¢alismamamizda da benzer sonuglar ¢ikmistir. Calisgmamizda

kontrol grubu apo E genotip dagilimlar1 E2/ E2 (%]1), E2/ E3 (%11), E2/ E4 (%1), E3/
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E3 (%75), E3/E4 (%12), E4/ E4 (%0) olarak tespit edildi. Tiirk toplumunda yapilan

calisma ile bizim ¢alismamizin genotip dagilimlari uyumludur.

Hasta grubunun apo E genotip dagilimin1 E2/ E2 (%1), E2/ E3 (%9), E2/ E4 (0),
E3/ E3 (%76), E3/ E413 (%13), E4/ E4 (%1) olarak tespit ettik. Kontrol grubu apo E
genotip dagilimimi ise E2/ E2 (%1), E2/ E3 (%]11), E2/ E4 (%1), E3/ E3 (%75), E3/ E4
(%12), E4/ E4 (%0) olarak tespit ettik. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda hasta ve

kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0.814).

Akciger kanserli hastalart KHDAK ve KHAK olarak iki sinifa ayirip Apo E
genotip dagilimlarinin istatistiksel analizi yapildiginda bu iki grup arasinda anlamli fark
oldugu tespit edildi (p<0.001). KHDAK’de E2/ E2 (%1.4), E2/E3 (%12.2), E2/E4 (%0),
E3/E3 (%86.5), E3/E4(%0), E4/E4%(0) iken, KHAK de E2/E2 (9%0), E2/E3 (%0), E2/

E4 (%0), E3/ E3 (%45,8), E3/ E4(%50), E4/ E4 %(4,2) olarak tespit edildi.

KHAK ve KHOAK’li hastalarda €4 allel dagilimi istatistiksel olarak
incelendiginde, iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu tespit edildi
(p<0.001). KHOAK Kkisilerde €4 alleli iceren genotipler (E2/E4, E4/E4, E3/E4) %0
bulunurken, €4 alleli icermeyenler (E2/ E2, E2/ E3, E3/ E3) %100 bulunmustur. KHAK
kisilerde €4 alleli igeren genotipler (E2/E4, E4/ E4, E3/ E4) %54.2 bulunurken, €4 alleli
icermeyenler (E2/ E2, E2/ E3, E3/ E3) %45.8 olarak tespit edildi.

Apo E’nin antioksidan 6zelliginin allelere bagli oldugu diisiiniildiigiinde (€2>
&3> €4), en diisiik antioksidan etkiye sahip €4 alleinin KHAK’l1 hastalarda daha sik
rastlandig1 goriilmektedir. Tablo 4.5.’de goriildiigii gibi akciger kanserli hastalarda €4
alleli tespit edilen toplam 13 kisinin hepsi KHAK’li hastalardir. Ayrica nispeten daha
yiiksek antioksidan etkiye sahip olan €2 ve &3 allelerinin dagilimmnin KHDAK’li

hastalarda daha sik oldugu tespit edilmistir.
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Akciger kanserli hastalar1 metastaz yapmis ve yapmamis olarak gruplandirip
Apo E genotip dagilimlarinin istatistiksel analizi yapildiginda yine iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark oldugu gozlendi (p<0.001). Metastaz yapmis kisilerde
E2/E2 (%0), E2/E3 (%0), E2/E4 (%0), E3/E3 (%45,5), E3/E4 (%50), E4/E4 (%4,5)
olarak bulunurken, metastaz yapmamus kisilerde E2/E2 (%2,3), E2/E3 (%9,1), E2/E4
(%0), E3/E3 (%68,3), E3/E4 (%2,3), E4/E4 (%0) olarak belirlenmistir.

Metastaz yapmis ve yapmamis gruplarda €4 allel dagilim1 incelendiginde her iki
grup arasinda istatistiksel olarak fark oldugu tespit edildi (p<0.001). Metastaz yapmis
kisilerde €4 alleli igerenler (E2/E4, E4/E4, E3/E4) %45,5 bulunurken, €4 alleli
icermeyenler (E2/E2, E2/E3, E3/E3) %54,5 bulunmustur. Metastaz yapmamus kisilerde
€4 alleli igerenler (E2/E4, E4/E4, E3/E4) %2,3 bulunurken, €4 alleli igermeyenler (E2/
E2, E2/ E3, E3/E3) %97,7 olarak bulunmustur.

Yukardaki veriler incelendiginde daha diisiik antioksidan etkiye sahip olan €4
alleli tagiyan kisilerin %71.42’sinin metastaz bulunan akciger kanserli hastalarda oldugu

tespit edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak 100 akciger kanserli hasta ve 100 saglikli kontrol grubunda
yaptigimiz ¢alismada apo B ve apo E gen polimorfizmlerini degerlendirdigimizde iki
grup arasinda istatistiksel olarak fark tespit edilmedi. Bu bilgi bize apo B
polimorfizminin hem apo E gen polimorfizmlerinin akciger kanseri i¢in bir risk faktorii

olarak degerlendirilemeyecegini gdstermektedir.

Hasta grubunu kendi icinde KHAK ve KHDAK olarak gruplandirip
inceledigimizde Apo E genotip dagilimlarinin ve €4 allel dagiliminin istatiksel olarak
anlamli oldugunu tespit ettik. Hasta grubunu metastaz yapmis ve metastaz yapmamis
olarak gruplandirip inceledigimizde ise yine Apo E genotip dagilimlarinin ve €4 allel
dagiliminin istatiksel olarak anlamli oldugunu tespit ettik. Sonuglarimiza gére olan €4
alleli tasiyan kisilerin %71.42’sinin metastaz bulunan akciger kanserli hastalarda oldugu

tespit edilmistir.

Yapisinda 112. ve 158. amino asit dizilerinde sistein amino asiti icermeyen &4
allelinin ise en diisiik antioksidan etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Yaptigimiz
caligmada €4 allelinin KHAK’l1 hastalarda ve metastaz yapmis hastalarda daha sik

rastlanmasi €4 allelinin diisiik antioksidan kapasitesine baglanabilir.

Hasta sayis1 artirilarak, farkli gen bolgeleri de incelenerek daha detayli bilgiler

elde edilebilir.
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