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TURKCE OZET

AKCIGER KANSERI VE SIGARA iCiMi ILE sHLA-G SEVIiYELERIi
ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Akciger kanseri 20. yiizyilin sonlarinda itibaren onlenebilir 6liimler arasinda
giderek artan bir orana sahip olmaya baslamistir (1). Global olarak akciger kanseri
erkeklerde en fazla tan1 konan ve en sik 6liime neden olan kanserdir. Bayanlarda ise
en sik tan1 alan dordiincii kanserdir ve en sik ikinci kanser kaynakli 6liim nedenidir.
(2). HLA-G ilk kez trofoblastlarda gosterilmistir. Immun sistemi baskilayic1 6zelligi
nedeniyle dolasimdaki formu sHLA-G bir¢ok arastirmaci tarafindan farkli
malignitelerde  biobelirteg¢  6zelligi  yoniiyle arastirma konusun olmustur.
Calismamizda gruplar arasinda sHLA-G seviyelerini karsilastirarak akciger kanseri
icin bir biyobelirteg olup olamayacagini ve sigara kullanimimin sHLA-G seviyeleri
tizerine etkisini belirlemeyi amacladik.

Calismaya kabul ve red kriterlerine gore akciger biyopsi materyali patolojik
olarak malign sonuglanan 62, benign sonuglanan 18 hasta ve sigara kullanan 40 ve
kullanmayan 31 saglikli birey dahil edilerek dort grup olusturulmustur. Gruplar
arasinda ve grup icinde sHLA-G seviyeleri ile hastlarin sigara igme aligkanliklari,
yaslar1 ve patoloji sonuglari ile iliskileri aragtirilmustir.

Yapilan analizler sonucunda sigara kullanmayan kontrol grubu ile malign tani
almis hasta grubu arasinda sHLA-G seviyeleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmustur. Diger degiskenler icin ise gruplar arasinda anlamli fark elde
edilememistir.

SHLA-G ile ilgili birgok malign hastalikta ¢alismalar yapilmis olup akciger
kanserleri lizerinde etkisi ile ilgili caligmalar kisithdir. Calismamiz sonucunda elde
ettigimiz verilere gore sHLA-G akciger kanseri tanisin1 kolaylastiracak bir

biyobelirteg olarak goriilmektedir ve seviyeleri sigara kullanimindan bagimsizdir.

Anahtar kelimeler: SHLA-G, sigara kullanimi, akciger kanseri



INGILIZCE OZET (ABSTRACT)

INVESTIGATION OF THE RELATION BETWEEN sHLA-G LEVELS TO
LUNG CANCER AND SMOKING

From the ends of 20th century lung cancers began to have an increasing ratio
on preventible deaths. Globally lung cancers is the most diagnosed and death caused
malign desase on men. On wonem it is the fourth in diagnosed malign desease and
the second in malign reasoned deaths. HLA-G was shown on trophoblasts firstly.
Cause of its immunsupressor capability the circulatiing form sHLA-G was focused 1n
many studies as a biomarker for malignancies. In our study we aimed to investigate if
SHLA-G is a prober biomarker for the diagnosis of lung cancers and the effect of
smoking on the levels of SHLA-G.

62 individual diagnosed as malign, 18 individuals diagnosed as benign, 40
individual having smoking habbit and 31 individual as non smoker are accepted to
the study according to the criterias of accaptance and formed four groups. It is tried
to nvastigate in the study the releation of smoking habbit, age, pathologic diagnose
and the sHLA-G levels between and in the groups.

As the result of statistical analyses sHLA-G levels found markedly higher on
patients groups when compared with non smoker controls. The was no differance
between groups on other criterias.

SsHLA-g levels was investigated on other malign diseases but only a few study
had been made on lung cancers. Based on the results of our study SHLA-G seems to
be a helpfull biomarker for diagnosis of lung cancers and its serum levels are

intependent from smoking habbit.

Key words: sHLA-G, smoking, lung cancer



SIMGE VE KISALTMALAR
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: Cluster of differantiation 4
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: Karsino embriyojenik antijen

: Cytotoxic T lymphocyte

: DNA indeks

: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay
: French-American-British

: Fleksible optic bronchoscopy

: Insan lokosit antijeni

: Insan 16kosit antijeni G

: Inhibitory receptors ig-like transcript
- Kronik lenfosittik 16semi

- Killing aktivating receptor

: Killing inhibiting receptor

: Leucosyt Ig-like receptor

: Major doku uyum kompleksi

: Major histocompatibility complex class I-related chain A
- Natural killer

: Polimeraz zincir reaksiyonu

: Soluble human leucocyte antigen G

. s faz1 farksiyonu

- Tumor necrosis factor

: Tumor Nod Metastaz

: Zeta-chain-associated protein kinase 70
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1. GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri 20. yilizyilin sonlarinda itibaren 6nlenebilir dliimler arasinda
giderek artan bir orana sahip olmaya baslamistir (1). Global olarak akciger kanseri
erkeklerde en fazla tan1 konan ve en sik 6liime neden olan kanserdir. Bayanlarda ise
en sik tan1 alan dordiincii kanserdir ve en sik ikinci kanser kaynakli 6liim nedenidir.
Akciger kanseri 2008 yilindaki toplam kanser vakasi sayisinin %13 (1,6 milyon)’iinii
ve oliimlerin %18 (1,4 milyon)’ini olusturmaktadir (2).

Immun sistemin mikroplara karsi savunmanin yaninda tiimérlerin gelisimi ve
elimine edilemesinde de rolii oldugu bilinmektedir. Bu siirece kanser immun
gozetimi denilmektedir. Kanser immun gézetimi, patojenlere benzer sekilde anormal
hiicrelerin (displastik ve neoplastik) taninmasini ve tiimoriin olusamamasini igerir
(3). lyi tanimlanmis immunojenik tiimdr antijenlerinin ve tiimdr-antijen-spesifik
sitotoksik hiicrelerin bulunmasina ragmen, bu antijen ve hiicreler immun sistem
malign hiicreleri eradike etmede c¢ok etkili gériinmemektedir. Tiimor hiicreleri farkh
yollarla degisime ugrayabilme ve konak¢inin immun sisteminden kagabilme
yetenegine sahiptirler (4).

HLA-G (insan I8kosit antijeni G) klasik olmayan bir klas 1 HLA (insan
lokosit antijen) molekiiliidiir ve kendisini selektif olarak eksprese eden
koryokarsinom hiicrelerinde ilk kez tanimlanmistir. HLA-G ekspresyonu oldukca
smnirhdir. Trofoblast gibi fetal dokulardan ekspresyonun yaninda, erigkin timik
medullasi, cornea, pankreas adaciklari, eritroit ve endotelial hiicre prekiirsorlerinde
esas olarak eksprese edilir. HLA-G ekspresyonu kanser, transplantasyon, multiple
sclerosis, inflamatuar hastaliklar ve viral enfeksiyonlar tarafindan etkilenebilir (3).
HLA-G tiimor hiicrelerinde ve immun kagigta nemli role sahiptir (4).

Insan yasaminimn uzamasi ile kansere bagl oliimlerin giderek artmasi
malignitelerin tanisi, tedavisi ve prognozunu etkileyen etmenler konusunda daha
fazla bilgiye ihtiya¢ olmasina neden olmaktadir. Bu nedenle bu calismada akciger
kanseri hastalarinda, sigara kullanicilarinda ve saglikli bireylerde HLA-G
seviyelerinin Olciilerek akciger kanseri tanisinda belirteg olarak kullanilip

kullanilamayacaginin ve akciger kanseri etiyolojisinde ¢ok Onemli bir yeri olan



sigara i¢ciminin HLA-G diizeyi tizerine etkisi olup olmadiginin arastirilmasi

amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. HLA Antijenleri ve HLA-G

2.1.1 HLA antijenleri

HLA antijenleri ilk kez lokositler iizerinde gosterildiklerinden bu ismi
tagimaktadirlar.  Cesitli doku ve organlar iizerindeki varliklar1  organ
transplantasyonlarinda uyum ve red gelisiminde ve bazi romatolojik hastaliklarin
tanilarinda 6nem arz etmektedir.

Kromozom haritasi iizerinde p21 noktasina denk gelen ve altinci kromozom
tizerinde bulunan MHC (major doku uyum kompleksi) gen region adli bolge
tarafindan kontrol altinda tutulmaktadir. Diinya saglik 6rgiitli kontrolii altindaki HLA
nomenklatiir komitesi tarafindan ti¢ alt gruba ayrilmaktadir. MHC siif 1 antijenleri
HLA A, B, C, E, F, G’den; MHC smif 2 antijenleri HLA DR, DP, DQ, DO,
DN’den; ve MHC sinif 3 antijenleri de HLA C2, C4A, C4B, PF, TNF(tumor necrosis
factor)-alfa ve B’dan olusmaktadir (5). HLA sinif 1 antijenlerden E, F, G antijenleri
non-klasik olarak bilinmektedirler ve daha az dokuda bulunmaktadirlar. MHC sinuf 2
antijenleri ise daha fazla dokuda bulunmaktadir. Yine MHC simuf 1 antijenlerine
benzer sekilde MHC smif 2 antijenlerinden HLA DR, DP, DQ antijenleri klasik
olarak gruplandirilir. Smif 2 molekiiller otoimmun hastaliklarda immunitenin
indiiklenmesinde role sahiptirler.

Siif 1 antijenler tiim ¢ekirdekli hiicrelerin membranlarinda bulunurlar ve
CD8(cluster of differantiation 8) T lenfositler ile koprii olusturarak MHC aracili
immun yanitin ortaya ¢ikmasini saglarlar. Bu antijenler yapilarinda 15. kromozom
tarafindan kodlanan ve hafif zincir 6zellikleri barindiran 3-2 mikroglobulin yapisinda
bir alt birime sahiptirler. Yapidaki diger bir zincir ise agir zincir yapisinda olan ve
altinci1 kromozom tarafindan kodlanan alfa zinciridir. Sinif 1 antijenleri arasindaki
islevsel farkliliklar agir zinciri kodlayan smif 1 genlerinden kaynaklanir. Smif 1
molekiillerinin esas gorevi hiicre icerisindeki peptidleri hiicre yilizeyine tagimaktir.
Boylece bireye ait olmayan bu molekiiller sitotoksik T lenfositler tarafindan alinirlar

ve bu hiicrelerin yok edilmesine giden siire¢ baslar (6).



Sinif 2 antijenler sadece antijen sunan hiicrelerde bulunurlar. Bu antijenlere
ait genler hem o hem de B zincirlerinin genleridir. Smnif 2 molekiillerinin gorevleri
siif 1 molekiilleri ile benzerlik gostermektedir. Smif 2 molekiilleri ekzojen kokenli
peptidleri baglayarak hiicre yiizeyine tasir. Iki simif molekiiliin yapilar1 arasindaki
farklardan dolayr da peptidlerin biiyiikliik ve kiiclikliklerine gore baglama
kapasiteleri ve affiniteleri farklilik gostermektedir. Siif 1 molekiiller daha kiigiik
peptidleri baglayabilirler. Monosit, B lenfositi gibi, smf 2 molekiilleri
sentezleyebilen hiicrelere fagositozla alinan ve lizozomlarda peptidlere parcalanan
proteinler HLA-DM molekiiliiniin yardimi ile sinif 2 molekiiliine baglanir. Olusan
MHC-peptid kompleksi ekzositozla hiicre membranina taginir. Burada devreye CD4
(cluster of differantiation 4) yardimci lenfositler girer. T lenfosit reseptorii ile sinif 2
molekiilii arasinda olusan koprii sonucunda yardimcr T lenfositlerinden interferon
sentezi baslar. Interferon ise uyarilan hiicreden daha fazla siif 2 molekiilii
yapilmasini, dolayisiyla daha giiglii bir immun yanitin ortaya ¢ikmasini saglar. Tim
sitotoksik T lenfositleri, hemen tiim sinif 1 antijenlerini tanimaktadirlar. Ancak BW4

antijeni dogal 6ldiiriicii hiicre reseptorlerine baglanabilmektedir (6).

212 HLA-G

Altinct kromozomun p21 bolgesinin kisa kolu itizerinde lokalize olmasina
ragmen HLA-G genetik farkliligi, yapisi, ekspresyonu ve fonksiyonu bakimindan
diger HLA sinif 1 molekiillerden ayrilir ve non-klasik olarak siniflanir (7). HLA-G
sadece 8 farkli protein ¢esidi ile ¢ok diisiik oranda polimorfizm gosterir ve normal
durumlarda c¢ok kisith dokularda bulunmaktadir. Trofoblastlar gibi fetal dokular,
timik medulla, kornea, pankreatik adaciklar ve eritroid ve endotelial hiicre
prekiirsorlerinde bulunmaktadir (3). HLA-G ekspresyonu bu fizyolojik durumlarin
disinda kanserler, transplantasyon, multiple scleroz, inflamatuar hastaliklar ve viral
enfeksiyonlar gibi patolojik durumlarda da etkilenmis seviyelere sahiptir (3).

HLA-G’nin dordii membrana baglh, iicli ¢ozliinmiis yedi izoformu
bulunmaktadir. Membrana bagli izoformlar HLA-G1, G2, G3 ve G4 iken, ¢oziinmiis
izoformlar HLA-G5, G6 ve G7’dir. HLA-G’nin immiinsiipresif etkisi ile kanser

immiinitesini olumsuz etkiledigi iddia edilmektedir (3,8-12). Bu etkiden sorumlu



major izoformlar HLA-G1 ve G5’dir. Bu izoformlar etkilerini CD85j (ILT(inhibitory
receptors ig-like transcript)2), CD85d (ILT-4), CD158d (KIR2DL4) ve CD160
(BY55) reseptorlerine baglanarak gosterirler. CD85j (ILT-2); B, NK(natural killer)
ve T hiicreleri tarafindan eksprese edilirken, CD160 (BYS55); endotelial, NKve T
hiicreleri tarafindan eksprese edilir. CD85d (ILT-4), sadece makrofajlardan CD158d
(KIR2DL4) ise sadece NK hiicrelerden eksprese olur (13).

Membrana bagli yapidaki HLA-G1 de ortamda proteolitik enzimlerin
bulunmasi1 durumunda ortama salinir ve sHLA-G1 halini alir. Primer transkriptin
alternatif kesilip yeniden birlestirmesi (alternatif splicing) HLA-G i¢in anahtar
oneme sahiptir ve hiicre tipine bagli olabilir. Elde edilen bilgilerin ¢ogu HLA-G1 ve
HLA-G5 molekiillerinin 6l¢limii ile elde edilmistir. Bu izoformlar ii¢ globuler alt
birimden olusmaktadir (o- 1, 2, 3). Bu alt birimler non-kovalent olarak -2
mikroglobuline ya da bir nonapeptide baglidir. Diger izoformlarin 1 ya da 2 alfa
birimi eksiktir. Ne B-2 mikroglobuline ne de mevcut peptidlere baghdirlar ve daha
kiigiiktiirler (7). Yiizeye bagl esdegerleri gibi sHLA-G’ler de immiinsupressif
ozelliklere sahiptir (13).

HLA-G’nin bu immunsupresif 6zellikleri gebelik, organ transplantasyonu ve
otoimmun hastaliklar gibi durumlarda embriyonun uterin implantasyonuna yardim
ederek, solid allograftlarin kabuliine katki saglayarak ve kisinin kendi bilesenlerine
kars1 gelistirdigi immuniteyi down-regule ederek yararli etkilere sahip olsa da, kanser
ve viral enfeksiyonlar gibi durumlarda ortaya ¢ikan anti-tiimor ve anti-viral etkiyi
azaltma 0zelligi ile zararli duruma diismektedir (14). HLA-G’nin immun baskilayici
etkisinin kanser hastalarinda gosterilmesi kendisine yeni bir belirte¢ olma beklentisi

kazandirmig ve ayrica yeni tedavi yontemleri i¢in hedef konumuna getirmistir.

2.1.3 HLA-G nin immun sistemi diizenleyici rolii

HLA-G’nin doku dagilimmin kisithh olmasi, timor hiicreleri iizerinde
ekpresyonunun varligmmin gosterilmesi, immun goézetim siirecinde Onemli bir
diizenleyici role sahip oldugunu isaret etmektedir. Tiimoriin yok edilmesini CTL ve
NK hiicrelerinin CD8 ve KIR (killing inhibiting receptor) molekiillerine baglanarak
inhibe eder. ILT-2 (LIR (leucosyt 1g-like receptor)-1), ILT-4 (LIR-2) ve KIR2DL4



olmak tizere 3 adet HLA-G taniyan KIR tanimlanmistir (15). Bu reseptorler NK
hiicrelerde tanimlanmalarina ragmen tiim T ve B hiicrelerinde (ILT-2), monosit ve
makrofajlarda (ILT-2 ve 4) ve dentritik hiicrelerde (ILT-2 ve 4 ) de bulunmaktadirlar
(16-17). HLA-G’nin oncii sekansi diger klasik olmayan HLA HLA-E gibi HLA
molekiillerinin hiicre yiizeyinde stabilizasyonunda etkili bulunmustur. Bu molekiiller
genisce cksprese edilmis olan KIR CD94/NKG2A reseptorleri ile etkilesim
halindedir (18). Bu KIR’ler haberlesen hiicreler arasinda lizisi inhibe edecek
sinyallerin iletimini saglayabilirler. Yapilan bir ¢alismada HLA-G1 ile transfekte
edilmis M8 melanom hiicre serilerinde hem NK hem de CTL (cytotoxic T
lenphocyte) lizisinde belirgin azalma gézlemlenmistir (19). Daha ileri ¢alismalarda
HLA-G’1nin maskelenmesi ve ILT-2 reseptorlerinin monokonal antibodyler ile
kapatilmasi ile inhibisyon geri donmiistiir (20). Yapilan bagka bir ¢alismada T-
hiicrelerinin sHLA-G ile 18 saat inkiibe edildikten sonra daha sonraki antijenik
uyarilara cevap vermedikleri gozlemlenmistir (21). NK hiicreler KIR reseptorlerine
sahip olduklar1 gibi NKG2D’ye benzer KAR (killing activating receptor)
reseptOrlerine de sahiptirler. Bu reseptorler hedefin yok edilmesi icin sinyal
aktiflemektedirler. Bu reseptorlere spesifik MICA (Major histocompatibility complex
class I-related chain A) gibi ligandlar birgok tiimorde upregule sekilde bulunmustur
(20). Transfekte M8 hiicre serileri ile yapilmis bir ¢alisma NK hiicre lizisinin HLA-G
aracilt saglanan inhibitor sinyalin MICA tarafindan ortaya konan aktivatdr sinyale
tistiin gelmesi ile saglandigini gostermektedir (22).

Yukarida anlatilan hiicre aktivitesini inhibe etme 6zelliginin yaninda HLA-G
antijenlerinin NK hiicrelerinini Rolling ve endothelial migrasyonunu da inhibe ettigi
bilinmektedir (23-24). Yapilan bir ¢alismada HLA-G ekspresonunun domuz endotel
hiicrelerine etkisi adezyon galigmasi ile analiz edilmis ve HLA-G’nin aktive insan
NK hiicrelerinin yuvarlanma ve adezyonunu engelledigi gosterilmistir. Bu calisma
HLA-G molekiili ve ILT-2 etkilesiminin ve bazi bilinmeyen inhibitor NK
reseptoriiniin NK hiicrelerinde adezyon molekiillerinin ekspresyonunu inhibe ederek
bu etkiyi olusturdugunu one siirmektedir (23). Bagka bir ¢alismada da HLA-G ile
transfekte edilmis domuz endotelyal hiicreleri transmigrasyon deneyinde HLA-G nin
yiiksek oranda saflastirllmis NK hiicrelerinin erken gegisini inhibe ettigini

gostermistir (24).



Literatiirde SHLA-G diger klasik klas 1 sHLA antijenleri gibi CD8 pozitif T
hiicreleri ve NK hiicrelerinin apopitozisini CD8’e baglanmalarinin Fas ligand
upregulsyonu olusturmasi, soluble FasL sekresyonu ve aktive CDS8 hiicre
apopitozisinin Fas/sFasL aracis1 ile ger¢eklesmesine neden oldugunu belirten
yayinlar vardir (25). HLA-G1 inde CD4+ T lenfosit proliferasyonunun supresyonunu
arttirdigr gosterilmistir(26).

2.1.4 Malignitelerde HLA-G

HLA-G’nin maligniteler konusunda bir¢ok aragtirmacinin ilgisini ¢ekmis ve
arastirmacilar HLA-G’nin ¢esitli maligniteler igin tan1 biyobelirteci olup
olamayacagini, prognostik degerini ve eski biyobelirteclerle karsilastiriimasini

calismalarina konu etmislerdir (8,27-37).

2.1.4.1 Melanom ve HLA-G

Melanomda serum SHLA-G seviyeleri normal saglikli kontrollerle
kiyaslandiginda daha yiiksek bulunmustur. Yapilan analizler sonucunda
aragtirmacilar sHLA-G seviyelerinin tiimor yiikii ve hastaligin ileri evreleri ile dogru
orantili oldugunu saptamiglardir. Ayrica IFN-a ile tedavi de sHLA-G nin seviyelerini
arttirmaktadir. Bu durum hastaligin evresi ve timor yiikiinden bagimsizdir (27).
Yapilan baska bir calismada HLA-G5 izoformunu sekrete eden M8 melanom
hiicrelerinin kendilerini dogal oldiiriicii hiicre kaynakli sitotoksiteden korudugu
sonucuna varmis ve buradan yola ¢ikarak HLA-G5 kaynakli immuniteden kagisi

gostermislerdir (28).

2.1.4.2 Losemiler ve HLA-G

SHLA-G seviyelerinin akut losemili hastalarda saglikli bireylerden daha
yiiksek oldugu rapor edilmektedir (15). Bu artis FAB (french-american-british) M4
ve M5 gibi monositik ve lenfoid seriyi etkileyen alt tiplerde %79 seviyelerinde iken,
akut lenfoblastik losemide %489’lara kadar ¢ikmaktadir. T hiicreli ALL (akut
lenfosittik 16semi)’lerde B hiicrelilerden daha fazla siklikta yiiksek seviyelere



rastlanmistir. Akut 16semi hastalarinda hastaligin gidisati ve sHLA-G seviyelerinin
iligkisi, dncesinde myelodisplazi ve diger 16kositozis durumlarinin olup olmamasina
baglidir (29).

Primer kutandz lenfoma hastalar1 ile yapilan bir ¢alismada, PCR ve Immun-
histokimya vasitast ile HLA-G ve IL-10 ekspresyonu T ve B hiicre kdkenli tim
kutandz lenfomalarda tespit edilmistir. Kutanéz B hiicreli lenfomanin agrisiz tipleri
HLA-G pozitif iken, kutandz T hiicreli lenfomalarda HLA-G ekspresyonu hastaligin
ileri evreleri ve yliksek dereceli histoloji ile iligkili bulunmustur (30).

B-KLL (B hiicreli kronik lenfositik 16semi)’li hastalarda yapilan bir
calismada HLA-G ekspresyonu flow-sitometri ile tetkik edilmis ve hastalarda HLA-
G ekspresyonuna sahip 16semik hiicre oran1 %1 ila %34 arasinda bulunmustur. Yine
bu ¢alismada HLA-G pozitif ekspresyon ile progresyonsuz yasam arasinda belirgin
korelasyon tespit edilmigtir. Bunun yaninda HLA-G seviyeleri KLL’de kullanilan
Binet evreleme sistemine gore A,B ve C evrelerinde belirgin olarak farkli bulunmus
ve HLA-G ile pozitif korelasyon bulunmustur, fakat ZAP—70 (Zeta-chain-associated
protein kinase 70) ve CD38 arasinda iligki bulunamamuistir (31). Diger bir ¢alismada
ise HLA-G seviyeleri yine flow-sitometri ile 6lgiilmiis ve ekspresyonu real time-PCR
ile dogrulanmistir. Bu ¢alismada yine B-KLL’li hastalar tizerinde yapilmis ve ZAP—
70 VE CD38 gibi bilinen prognostik belirtecler arasinda iliski bulunamamistir. Bu
sonuglar dogrultusunda HLA-G eksprese eden B-KLL hiicrelerinde HLA-G’nin
immiin kacista rolii olduguna karar verilmistir (32). Baska bir ¢alismada ise sHLA-G
sikligi B-KLL hastalarinda %70, B hiicreli non-hodking lenfomalarda %53 ve T-

hiicreli non-hodking lenfomalarda %45 olarak bulunmustur (33).

2.1.4.3 HLA-G ve gogiis kanseri

HLA-G ekspresyonu immiin-histokimya ile SHLA-G (soluble human
leucocyte antigen G) 6l¢iimii ise ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) ile
belirlenmis primer goglis kanserli hastalarda yapilan bir c¢alisgmada HLA-G
ekspresyonunun gogiis kanserli hastalarin %70,7 (41/58)’inde pozitif oldugu ve
hastaligin ileri evrelerindeki gruplarda bu sikligin artti1 ortaya konmustur. Ayrica
yine bu ¢alismada normal kontrol grubu ile karsilastirildiginda sHLA-G seviyelerinin

hasta grubunda dramatik olarak arttig1 belirlenmistir ve bu sonuglarin sHLA-G’nin



pre-operatif donemde yararli bir tan1 araci olabileceginin gosterdigine isaret
edilmistir (34).

Yapilan baska bir ¢alismada HLA-G ekspresyonunun DNA indeks (DI) ve S
faz1 fraksiyonu (SPF) ile iliskisine bakilmis, ayrica sHLA-G seviyeleri saglikli
kisilerle karsilastirilmigtir. Malign 6rneklerin %40’ 1inda yiizeyel HLA-G ekspreyonu
saptanmis ve %?24,4’liinde sitoplazmik patern tespit edilmistir. Yapilan analizler
sonucunda sHLA-G seviyelerinin maligniteli hastalarda kontrollerden belirgin
seviyede yiiksek bulundugu, sitoplazmik HLA-G ile DI (DNA indeks) ve SPF (s fazi
farksiyonu) arasinda negatif korelasyon oldugu ve sHLA-G ve SPF ile de aym
sekilde korelasyonun varligi tespit edilmistir. Bunun da hastaligin gidisati ile iligkisi
bulunamamistir. Bu c¢alismada sonug¢ olarak HLA-G’nin yararli bir prognostik
belirte¢ olabilecegi ve sSHLA-G’nin gogiis kanserli hastalarda tiimor belirteci olarak

kullanilabilecegi ortaya konulmustur (35).

2.1.4.4 Kolorektal kanserler ve HLA-G

SHLA-G seviyelerinin kolorektal kanserlerdeki durumunu ve benign/malign
kolorektal kitlelerin ayriminda kullanilabilirliginin arastirildigi bir calismada ELISA
yontemi ile SHLA-G seviyeleri 6l¢iilmistiir. Bu ¢alismada sHLA-G seviyelerinin
kolorektal kanserlerde normal kolon/rektum, hiperplastik polip, inflamatuar bagirsak
hastaliklar1 ve adenomlarindan istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu saptanmistir.
Yine ayni ¢alismada bu ayrim konusunda CEA (carsinoembrionic antigen) ve
SHLA-G karsilastirilmis ve sHLA-G’ nin daha {istiin oldugu istatistiksel olarak ortaya
konmustur (36).

2.2 Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi ve Etyolojisi

Akciger kanseri en sik goriilen kanserdir ve kanser Oliimlerinin en sik
nedenidir. Diinyada her yil yaklasik bir milyondan fazla kisi akciger kanserinden
Olmektedir. Global olarak akciger kanseri erkeklerde en fazla tan1 konan ve en sik
6liime neden olan kanserdir. Bayanlarda ise en sik tani alan dordiincii kanserdir ve en
sik ikinci kanser kaynakli 6liim nedenidir. Akciger kanseri 2008 yilindaki toplam

kanser vakasi sayisinin %13 (1,6 milyon)’iinii ve dliimlerin %18 (1,4 milyon)’ini



olusturmaktadir(2). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada insidans erkeklerde 100 000 de
52,73, kadinlarda ise 100 000 de 7,20 olarak tespit edilmistir (38).

Sigara akciger kanserinde sorumlu baslica faktordiir. Akciger kanseri
hastalarinin yaklasik %90°1 sigara kullanmaktadir. Akciger kanseri goriilme riski
sigara kullananlarda 24-36 kat daha fazladir (39). Pasif sigara i¢iminde de akciger
kanseri riski 2-4 kat artmaktadir (40). Sigaranin kanser yapict etkisinden organik
bilesiklerin tam olarak yanmasi ile ortaya ¢ikan polisiklik aromatik hidrokarbonlar en
fazla sorumludur. Kanser yapici etkisi, tiiketilen miktara, filtre durumuna, baglama
yasina ve kullanilan kagidin cinsine baglidir.

Asbest, zeolit, nikel, kadmiyum, radyasyon maruziyeti, genetik yatkinlik, yas,
siyah 1k, meslek, gecirilmis akciger hastalig1 sekeli, A vitamininden fakir diyet de

diger sayilabilecek akciger kanseri etyolojik faktorleridir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismaya Diizce Universitesi Tip Fakiiltesi Gogilis Hastaliklar
Poliklinigi’nde Mart 2012— Nisan 2013 tarihleri arasinda degerlendirilen klinik
muayene ve goOriintileme sonucu ile malignite tanisi amagli fleksible optik
bronkoskopi (FOB) yapilan ve patoloji sonucu malignite yoniinde menfi bulunan
hastalar (n=62), benign olarak raporlanan (n=18) hastalar ve hastanemize farkli
saglik sorunlar1 ile bagvurmus sigara kullanan (n=40) ve kullanmayan (n=31)

bireyler ¢alisma kabul kriterlerine uyumlu olmalar sartiyla kabul edilmistir.

3.1. Cahsmaya Alinma Kriterleri

Calisma Grubuna bronkoskopi metaryalinden yapilan patolojik inceleme

sonucu primeri akcigerden kaynaklanan malignite tanili hastalar dahil edilmistir.

3.2. Calismadan Dislanma Kriterleri

Bronkoskopi materyal sonucu farkli organ malignitelerinden metastaz olarak
sonu¢lanmis olmak, steroid tedavisi aliyor olmak, akciger dis1 malignite hastasi
olmak, daha 6nce maliginite nedenli opere olmus olmak ve organ nakli gecirmis
olmak tiim gruplar i¢in diglanma kriteri olarak alinmistir. Tiim bu olast durumlar

hastalardan alinan anamnezlerle ve tibbi kayitlarin incelenmesi ile belirlenmistir.

3.3. Calisma gruplarinin olusturulmasi
Yatigimiz ¢aligmada bireyleri patolojik olarak akciger kanseri tanisi almis

grup, patolojik olarak benign kitle tanis1 almis grup, sigara kullanan erigkin grubu ve

sigara kullanmayan erigkin grubu olmak tizere dort gruba ayirdik.
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3.4. Bronkoskopi
Hastalarin bronkoskopi islemi deneyimli gogiis hastaliklar1 uzmanlar

tarafindan yapildi. Bronkoskopi sirasinda sitolojik inceleme ig¢in lavaj 6rnegi ve

patolojik inceleme i¢in biyopsi 6rnegi alindu.

3.5. Malignite Tanisinin Patolojik Olarak Konulmasi
Alman bronkoskopi materyalleri hastanemiz Patoloji Laboratuvar’inda
incelenerek hastalarin patolojik tanilart konuldu. Tanilar kii¢iik hiicreli ve kiiciik

hiicreli dis1 olarak siniflandiktan sonra, kiiglik hiicreli dis1 akciger kanserleri

belirlenebildigi oranda alt gruplara ayrildu.

3.6 Hastalarin Evrelerinin Belirlenmesi

Hastlarin evreleri TNM(tumor,nod,metastaz) sistemine gore asagidaki tabloya

uygun olarak yapilmustir.

Tablo 1: Akciger kanserinde TNM evreleme sistemi

Primer Tiimor Biytkligi (T)

Tx Balgam ya da brons lavajinda malign hiicrelerin tespit edilip goriintiileme
tetkikleri ya da bronkoskopi ile tiimoriin gosterilememesi

Tis Primer tiimor belirtisi yok
T0 Karsinoma in situ
T1 En genis ¢ap1 <3 cm,akciger ya da visseral plevra ile ¢evrili, bronkoskopide

lop brongundan daha proksimale invazyon gdstermeyen, ana
bronsun proksimaline uzanan bronsial duvara sinirli invazyon gosteren
herhangi bir biiyiikliikteki nadir yiizeyel timor

T2 Timor asagidakilerden en az birine sahip olacak:

e En genis cap1 >3 cm
e  Ana brons invaze ancak karinaya uzaklik >2 cm
e  Visseral plevra invazyonu

e Hiler bolgeye ulasan ancak tiim akcigeri kapsamayan atelektazi ya

da obstriiktif pndmoni
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T2a en biiylik ¢apin >3 cm fakat <=5 cm olmasi

T2b en biiyiik ¢apin >5 cm fakat <=7cm olmast

T3
Tlimoériin ¢ap1 7cm den bilyiik yada asagidaki durumlardan birine sahip
e  Gogiis duvari(siiperior sulkus tiimdrleri dahil), diyafragma,frenik
sinir,mediastinal plevra,parietal perikard invazyonu
e  Timor ana brongda karinay1 tutmadan 2 cm den daha yakin
mesafede
e Akcigerin tamamini kapsayan atelektazi yada obstriiktif pndmoni
e Tiimorle ayni lobda satellit nodiil
T4

Tiimo6riin herhangi bir biiyiikliikte olup mediasten, kalp, biiyiik

damarlar, trakea, dzefagus, vertebral kolon, karina gibi yapilardan herhangi
birini invaze etmesi; veya malign plevral veya perikardial sivi1 ile birlikte
olan tiimor; tiimorle ayni lop i¢inde satellit timor nodiil ve nodiilleri

Lenf Nodu Tutulumu (N)

Nx Bolgesel lenf nodlarinin degerlendirilememesi

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

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

N2 Ayni taraf mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz

N3 Kars1 taraf mediastinal,hiler; ayn1 veya karsi taraf supraklavikular veya
skalen lenf bezi metastazi

Uzak Metastaz varligi

MO Uzak metastaz yok.

M1 Uzak metastaz var.

M1a :kars1 akcigerde metastatik nodiil: malign plevral veya perikardiyal
effiizyon veya plevrada tiimor nodilleri.

MIb : uzak organ metastazi

3.7. Hastalarin ve Kontrol Gruplarmin Klinik Ozellikleri ve Laboratuvar

Ol¢iimleri

Calismaya alinacak olan hastalarin Oykiileri alinip, rutin fizik muayeneleri
gogiis hastaliklart uzmanm tarafindan yapilmistir. Hastalardan bronkoskopi tetkiki
yapilmadan 6nce sHLA-G seviyelerinin 6l¢iilmesi igin 8cc’lik jell seperatorlii pihti

aktivatorii igeren serum tiipiine numune alimmistir. Kontrol grubu hastalarinin
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anamnezleri alindiktan sonra numune toplama islemi uygulanmistir. 4 cc kan tiipte
30 dakika bekletilip pihtilastiktan sonra, 3000 rpm’ de 15 dakika santrifiij edilerek
elde edilen hastalara ve kontrol grubuna ait serum Ornekleri ti¢ ayr1 eppendorf tiipe
paylastirilarak ¢calisma yapilacak zamana kadar -20°C de saklanmustir.

Tim Ornekler toplandiktan sonra SHLA-G diizeyleri, Human soluble
leucocyte antigen G1 ELISA kit (Eastbiopharm co.ltd. Cin Halk Cumbhuriyeti)
kullanilarak Diizce Universitesi Hastanesi Biyokimya Anabilim  Dali

Laboratuvarinda ¢alisildi.

3.7.1 Serum sHLA-G Diizeyi Ol¢iimii

Serum sHLA-G diizeyleri Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
yontemiyle ¢alisildi. Bu yontem klinik analizde yaygin olarak kullanilan heterojen
bir tekniktir. ELISA’da kullanilan antijen ve antikorlar steril kosullarda yillarca
saklanabilir. Ozgiil antijen-antikor baglanmasmin antikorlara alkalen fosfataz veya
horseradish peroksidaz gibi bir enzim baglanmasi ve bu enzim substratinin renkli
tirinlere doniistiiriilmesi suretiyle gosterilmesi esasina dayali immiinokimyasal
Ol¢iim teknigidir. ELISA yonteminde 6zgiil antikor kullanilarak 6rnekteki antijenin
miktarini, 6zgiil antijen kullanarak oOrnekteki antikorun miktar1 olgiilebilmektedir.
Hastalarin sHLA-G seviyelerinin Ol¢limiinde Eastbiopharm firmasma ait human
soluble HLA-G aragtirma kiti kullanilmis ve direktiflere gore asagidaki adimlar

uygulanmistir:

e Tiim numuneler ve kit materyalleri oda sicakligina getirildi.

e Standart reaktifi farkli oranlarda diliie edilerek alti adet standart
solusyonu elde edildi.

e Kor icin ayrilan kuyucuklara sadece kromojen A ve B solusyonu ile
stop solusyonu eklendi.

e Standartlar i¢in ayrilan kuyucuklara 50 ml standart solusyonu ve 50
ml streptavidin-HRP eklendi.

e Omnekler i¢in ayrinla kuyucuklara 40 ml 6rnek, 10 ml sHLA-G
antibody ve 50 ml streptavidin-HRP eklendi.
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e Daha sonra plate 37 °C 60 dakika shaker iizerinde inkiibe edildi.

¢ Yikama solusyonu 30 kat distile su ile diliie edildi ve her kuyucuk i¢in
0,350 ml kullanilacak sekilde otomatik ELISA plate yikama cihazi ile
bes kez yikand1

e 50 ml kromojen solusyon A ve 50 ml kromojen solusyon B tiim
kuyucuklara eklendi ve plate 37 °C de 10 dakika boyunca 1sik
gormeyecek sekilde inkiibe edildi.

e Tim kuyucuklara stop solusyonu eklendikten sonra kuyucuklardaki
maviden yesile olan renk degisimi gozlemlendi ve biotek epoch
(A.B.D) marka elisa plate okuyucu ile 450 nm dalga boyunda kore
kars1 okutuldu.

e Standartlarin absorbasnlar1 ile elde edilen grafik vasitasi ile

numunelerin seviyeleri hesaplandi.

3.8. istatistiksel Analiz:

Verilere ait tanimlayici degerler ortalama, standart sapma, sayr ve %
frekanslar olarak tablo ve grafikler halinde verilmistir. Gruplarda yas, sigara adedi ve
SHLA-G arasindaki iligkiler Pearson korelasyon analizi ile incelenmistir. Ayrica
gruplar arasi ve patoloji sonuglar1 arasinda yas, sigara adedi ve SHLA-G bakimindan
gozlenen farkliliklar tek yonli varyans analizi ile degerlendirilmistir.
Hesaplamalarda PASW (ver. 18) programi kullanilmis ve 1. Tip hata yapma olasilig1

%S5 olarak alinmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Hasta Grubuna Ait Kategorik Degiskenlerin Tanimlayici

Istatistikleri

Hasta grubunu olusturan bireylerin patoloji

sonuglarinin  dagilimlari;

adenokarsinom (AC) tanisi alan hasta sayisi 10 (%16,1), non small cell karsinom (alt

tipi belirlenememis) tanis1 alan hasta sayist 27 (%43.,5), squamoz cell karsinom tanis1

alan hasta sayis1 17 (%25,8) ve small cell karsinom tanisi1 alan hasta sayis1 8 (%12,9)

dir (Tablo 2). Hasta grubuna ait diger kategorik degiskenler asagidaki tablolarda

gosterilmistir. Kategorik degiskenler sadece hasta grubu i¢in mevcuttur. Hastalarin

27 tanesinin evreleme islemi yapilabilmistir.

Tablo 2: Kanser alt tipi kategorik degiskeni i¢in tanimlayici istatistikler

Alt tip Say1 %
adenocarsinom 10 16,1
non small (alt tipi 27 43,5
belirsiz)
squamoz cell 17 27,4
small cell 8 12,9
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Tablo 3: Evre kategorik degiskeni i¢in tanimlayici istatistikler

Evre Say1 %
1A 2 7.4
1B 3 11,1
2A 1 3,7
3A 1 3,7
3B 6 22,2
4 14 51,9
Toplam 27 100,0

4.2 Sigara kullanan kontrol grubuna ait istatistikler

Bu grup i¢in bireylerin sigara aliskanliklari, yaslari ve sHLA-G diizeyleri
arasindaki iliski analiz edilmistir. Higbir degisken arasinda anlamli bir iliski
bulunmamaktadir. (sigara adedi-sHLA-G p=0,203; sigara adedi-yas p=0,646; sHLA-
G-yas p=0,488). Degiskenler arasindaki iligki tablo 4 ve sekil 1-3’de gosterilmektedir

Tablo 4: Sigara kullanan kontrol grubunda degiskenlerin iligkisi

SHLA-G Yas
Sigara ply r 0,205 0,075
p 0,203 0,646
N 40 40
SHLA-G r 0,113
p 0,488
N 40
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Sekil 1: Sigara kullanan kontrol grubunda sHLA-G ve sigara kullanimi arasindaki

iliski

100 4

Sigara kullanimi (p/y)
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Sekil 2: Sigara kullanan kontrol grubunda yas ve sigara kullanim1 arasindaki iligki
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Sekil 3: Sigara kullanan kontrol grubunda yas ve sHLA-G iligkisi

4.3 Sigara kullanmayan kontrol grubuna ait istatistikler

Sigara kullanmayan bireylerden olusan kontrol grubunda bireylerin yas ve

SHLA-G seviyeleri arasinda istatistiki iliski bulunamamistir (p=0,742) (Tablo 5,
Sekil 4).

Tablo 5: Sigara kullanmayan grupta SHLA-G ve yas iliskisi

Yas

r 0,065

SHLA-G 0 0.742
N 31
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Sekil 4: Sigara kullanmayan grupta SHLA-G ve yas iliskisi

4.4 Hasta grubunda yas, SHLA-G ve sigara kullanimi arasindaki iliskinin

degerlendirilmesi

Hasta grubu i¢in sigara adedi ve yas ile SHLA-G seviyeleri arasinda anlaml
bir iliski bulunamadi (sirastyla p=0,886 ve 0,803) (Tablo 6, sekil 5-7). Yas arttikca,
sigara igme adedinin de anlamli derecede arttigi goriilmektedir (p=0,001) ve bu
artisin derecesi de 0,422°dur.
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Tablo 6: Hasta grubunda yas, sHLA-G ve sigara kullanim1 arasindaki iliski

SHLA-G Yas
r 0,019 0,422"
Sigaraply |p 0,886 0,001
N 62 62
r 0,032
SHLA-G p 0,803
N 62
100+ o
80+ o
’>“ o}
~ o]
o
é 60 o8 o
g OGDO o o
= o0 O (o] o o
3 404 o oo @ (¢} (o)
© (o]
o o @ w o o
2
v 204 )
o] o]
o
0 - o o o
0 10 20 30 40 50 60
sHLA-G (U/ml)

Sekil 5: Hasta grubunda SHLA-G ve sigara kullanimi arasindaki iliski
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Sekil 7 : Hasta grubunda sHLA-G ve yas arasindaki iliski

22



4.5 Patoloji sonucu benign olan kontrol grubuna ait istatistikler

Patoloji sonucu benign olan kontrol grubunda degiskenler arasinda anlamli
iliski bulunamamustir (sigara adedi-SHLA-G p=0,228; sigara adedi-yas p=0,152;
SHLA-G-yas p=0,27). Tablo 7’de sigara adedi, sHLA-G ve yas degiskenleri

arasindaki iliskiler verilmektedir.

Tablo 7: Benign kontrol grubunda degiskenlerin iliskisi

SHLA-G YAS
r 0,299 0,352
Sigara ply p 0,228 0,152
N 18 18
r 0,271
SHLA-G p 0,277
N 18
80 -~ o
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Sekil 8: Benign kontrol grubunda sigara i¢cimi ve sHLA-G seviyelerinin iliskisi
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Sigara kullanimi (p/y)

sHLA-G (U/ml)

Sekil 10: Benign kontrol grubunda yas ve sHLA-G seviyelerinin iligkisi
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4.6 Farkh patoloji sonucuna sahip gruplarda degiskenlerin iliskisi

Hastalar patoloji sonuglarina gore gruplandirilarak her grup i¢in degiskenler
arasindaki iliski incelenmistir. sHLA-G, yas ve sigara kullanimi degiskenleri
bakimindan, hastalarin patoloji sonuglart arasinda anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (SHLA-G i¢in p=0,918; Yas i¢cin p=0,193, Sigara adedi i¢in
p=0,369). Veriler Tablo 8 ve 9’da sunulmustur. Patoloji sonuglarinin small cell
karsinom ve diger karsinom tiirleri olarak ayrilmasi ile olusturulan iki grup arasinda
SHLA-G seviyelerinin farki olup olmadigi arastirilmistir ve iki grup arasinda

istatistiksel fark bulunamamistir (Tablo 8).

Tablo 8: Small ve non small cell gruplarinin sHLA-G yoniinden degerlendirilmesi

Grup N Mean Std. sapma P degeri
SHLA-G Diger 54 15,86363 8,563890 0,518
Small cell 8 18,02213 10,105731
Tablo 9: Farkli patoloji sonucuna sahip gruplarda degiskenlerin iligkisi
Degisken | Grup N Mean Std. Minimum | Maksimum P
sapma
. adenocarsinom 10 35,0000 15,63472 0,00 50,00 0.369
Sigara
non small(alt
ply 27 | 40,7407 | 17,90486 0,00 80,00
tipi belirsiz)
squamoz cell 17 46,1765 10,68431 30,00 70,00
small cell 8 46,7500 29,02093 5,00 100,00
adenocarsinom 10 59,5000 10,25508 42,00 76,00 0.193
non small(alt
Yas S 27 | 605185 | 11,62349 28,00 81,00
tipi belirsiz)
squamoz cell 17 67,4118 10,89185 49,00 88,00
small cell 8 62,6250 10,95364 44,00 74,00
adenocarsinom 10 16,05360 7,402120 6,880 29,741 0.918
non small(alt
SHLA-G | ( 27 | 16,13141 | 9,910048 7,534 50,739
(U/ml) tipi belirsiz)
squamoz cell 17 15,32659 7,216619 7,399 34,237
small cell 8 18,02213 10,10573 8,980 36,796
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4.7 Calisma gruplar arasinda degiskenlerin karsilastiriimasi

Calisma gruplar1 arasinda sHLA-G, yas ve sigara kullanimi degiskenleri
bakimindan karsilastirilmistir. Sigara igmeyen kontrol grubunun sHLA-G ortalamasi,
hasta grubunun sHLA-G degeri ortalamasindan anlamli derecede diisiik ¢ikmistir
(p=0.04). Yas degiskeni bakimindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik
gorilmemistir (p=0,813). Sigara adedi bakimindan gruplar arasinda anlamli bir
farklilik goriilmemektedir (p=0,756). Tanimlayici istatistiklere bakildiginda; sigara
icen kontrol grubu i¢in sSHLA-G degiskeninin ortalamasi 12,45; standart sapmasi
7,59; minimum degeri 5,16; maksimum degeri 42,20°dir. Veriler tablo 11°de
sunulmustur. Sigara kullanan ve kullanmayan kontrol gruplar birlestirilerek yapilan
analizde yeni kontrol grubu ile hasta grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

elde edilmistir (Tablo 10).

Tablo 10: Yeni kontrol grubu ile hasta grubunun sHLA-G seviyeleri arasindaki fark

N Mean Std. Deviation Minimum Maksimum P
Yeni <0,0001
71 11,33 6,01 5,163 42,400
kontrol
Hasta 62 16,142 8,71 6,880 50,739
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Tablo 11: Gruplarin sHLA-G, yas, sigara kullanim1 degiskenleri bakimindan

karsilastirma sonuglari

N ortalama Standart Minimum Maksimum p
sapma
SHLA- sigara icen 40 12,45 7,586 5,163 42,400
G kontrol
(U/ml) sigara icmeyen 31 10,21 4,774 5,496 25,186
kontrol 0,04
hasta 62 16,14 8,716 6,880 50,739
benign 18 14,66 8,073 8,409 41,580
Yas sigara icen 40 62,85 8,624 47,00 84,00 0,813
kontrol
sigara icmeyen 31 60,92 7,448 42,00 72,00
kontrol
hasta 62 62,51 11,310 28,00 88,00
benign 18 63,50 9,751 48,00 84,00
Sigara sigara icen 40 40,32 21,689 13,00 100,00 0,756
ply kontrol
sigara icmeyen 0
kontrol
hasta 62 42,08 17,772 0,00 100,00
benign 18 38,33 21,420 0,00 80,00
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5. TARTISMA

HLA-G normal kosullarda viicutta sadece trofoblastlar gibi fetal dokular,
timik medulla, kornea, pankreatik adaciklar ve eritroid ve endotelial hiicre
prekiirsorlerinde bulunmaktadir(3). Bu 6zelligi kanser tanisinda spesifite yoniinden
arti bir Ozelliktir. Fakat HLA-G; kanserler, transplantasyon, multiple scleroz,
inflamatuar hastaliklar, steroid kullanimi ve viral enfeksiyonlar gibi patolojik
durumlarda da etkilenmis seviyelere sahiptir(3). Biz ¢alismamizin red kriterleri
arasina tan1 konmus otoimmun hastaligi olmak, tanili akciger dist malign hastaligi
olmak, herhangi bir organ transplantasyonu geg¢irmis olmak ve steroid kullaniyor
olmayr dahil ederek analizlerimizin spesifitesini arttirmayi hedefledik. Yapilan
deneysel bir ¢alismada Lin ve ark(37) akciger adenokarsinomlu hiicre serilerine
HLA-G1’i transfekte etmisler ve NK-92 hiicrelerinin sitoliz kapasitesinin belirgin
oranda distiglinii tespit etmislerdir. Yapilan baska bir calismada T-hiicrelerinin
SHLA-G ile 18 saat inkiibe edildikten sonra daha sonraki antijenik uyarilara cevap
vermedikleri gozlemlenmistir(21). Literatiirde de HLA-G’nin immiin sistem {izerinde
baskilayict etkisinin bulundugu da birgok kez belirtilmistir. Bizim ¢aligmamizdaki
amacimiz akciger kanseri hastalarinda sHLA-G’nin immun sistem baskilayici
ozelligini gosteriyor olmasinin bir tan1 belirteci olarak kullanilip kullanilamayacagim
belirlemektir. Literatiirde akciger kanseri hastalarinda HLA-G’nin dolagimda
bulunan formlarmin incelendigi ¢aligmalar sinirli sayida bulunmaktadir. Bu
calismalardan Schiitt ve ark(8) yaptiklar1 c¢alismada akciger kanseri hastalarinda
SHLA-G seviyelerini saglikli kontrollere gore anlamli derece yliksek bulmuslardir.
Yine Cao ve ark(41) kolorektal, gastrik, 6zefagial ve akciger kanserli hastalarda
SHLA-G nin biyobelirteg olarak degerini belirlemeye c¢alistiklart ¢aligmalarinda
SHLA-G seviyelerinin kontrol grubundan istatistiksel olarak anlamli sekilde ytliksek
bulduklarin1 bildirmislerdir. Ayni sonuglar nonsmall cell karsinom hastalar1 ile
yaptiklar1 ¢alismada Lin ve ark.(37) tarafinda da yaymlanmistir. Bizim ¢alismamizda
da gruplar arasinda sHLA-G, yas ve sigara kullanimi1 degiskenleri bakimindan
karsilagtirilmistir.  Sigara igmeyen kontrol grubunun sHLA-G ortalamasi, hasta
grubunun sHLA-G degeri ortalamasindan anlamli derecede diisiikk ¢itkmistir (p=0.04).

Yas degiskeni bakimindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmemistir
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(p=0,813). Sigara adedi bakimindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik
goriilmemektedir (p=0,756). Bizim g¢aligmamizda olusturdugumuz gruplar arasinda
yaptigimiz istatistiksel degerlendirmelerde sigara kullanmayan kontrol grubu ile
hasta grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p=0,04). Bizim
calismamizdaki sigara kullanan ve kullanmayan iki kontrol grubunun birlestirilerek
istatistik analizin tekrarlanmasi ile de hasta grubunda sHLA-G seviyelerinin daha
belirgin sekilde anlamli hale geldigi gériilmiistiir (p<0,001).

Primer tiimorler olusmakta iken daha az invaziv ve metastatiktirler. Kanserin
immum sistem tarafindan diizenlenmesinde hastanin immiin sistemi tiimdriin
elimine edilmesinde ve immiiniteye dire¢li formlarmin ortaya ¢ikisimni
kolaylastirmada rol alir. Her kanser hiicresinin genetik degisim kapasitesi vasitasi ile
primer tiimorde bulunmayan genetik, fenotipik ve biyolojik karakterleri farkli olan
metastatik hiicreler gelisir (42). Bu degisimlerin &tesinde MHC simif 1
antijenlerindeki kismi1 ya da tam kayip tiimdr progresyonunda sik gerceklesen bir
hadisedir. Insan tiimérlerinde birgok degisime ugramis HLA fenotipi tanimlanmustir.
Bunlara HLA’nin total kaybi, HLA haplotip kaybi, HLA ya 6zel lokusun down
regulasyonu, HLA’nin allelik kaybi1 ve bunlarin kombinasyonlar1 6rnek verilebilir
(43). HLA ekspresyon anormallikleri sadece sitotoksik T- lenfositlere 6zel HLA smif
1 antijenlerin varligini degil ayn1 zamanda NK hiicrelerininde timorii pargalama
hassasiyetini etkiler (44,45).

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hastalarinda yapilan c¢aligmalarda
HLA smf 1 ekspresyonunun down regule edilme sikligi %25 ila 90 arasinda
bulunmustur(46-49). HLA sinif 1 antijenlerinin ekspresyonunun her zaman sitotoksik
T lenfositlerin tiimdrii pargalama hassasiyetlerindeki azalma ile beraber olmadigini
hatirlamak gerekir(50). Fakat HLA siif 1 defektli tiimdr varyantlari ortaya ¢iktiktan
sonra, T hiicreleri bu hedefleri tantyamaz ve bu durum tiimdre biiylime avantaji
saglar, bu avantaj varyantin diger timor topluluklarina HLA-G gibi immiim
baskilayic1 melekiillerin ekspresyonu ile sayisal iistiinliik kurmasini saglar (51).

1998 de HLA-G ekspresyonunun tiimor hiicrelerinde ilk kez gosterilmesinden
sonra kolorektal kanserler, retinablastom, over kanserleri, goglis kanserleri,
hematopoetik sistem tlimorleri, renal hiicreli karsinom ve akciger kanseri gibi timor

tirlerinde HLA-G’nin insitu ekspresyonunu gosteren calismalar yapilmistir (4).
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HLA-G ekspresyonunun insitu varliginin yaninda belli bazi kanser tiirlerinde sHLA-
G molekiillerinin dolasimda yiiksek miktarda bulunduklari belirlenmistir. Bunlara
gliobastome multiforme, gégilis ve over kanserleri, lenfoblastik ve monositik akut
l6semi, malign melanom, noroblastom ve akciger kanseri 6rnek verilebilir
(8,13,15,27,34).

Yaptigimiz ¢alismada bireyleri patolojik olarak akciger kanseri tanist almig
grup, patolojik olarak benign kitle tanis1 almis grup, sigara kullanan erigkin grubu ve
sigara kullanmayan eriskin grubu olmak iizere dort gruba ayirdik. Yapilan calismada
gruplar arasinda ve gruplar iginde sHLA-G molekiiliiniin sigara kullanimi ve
patolojik tanilari ile iligkisini arastirdik. Gruplar arasinda yas ortalamalarini denk
tuttuk. Gruplar arasin istatistiklerde de yasin gruplar arsinda farklilik gdstermedigi
goriilmektedir. Bu durum bize sHLA-G’nin yastan etkilenebilme olasiligini elimine
etme sans1 verdi.

Calismamizda hasta grubunu olusturan bireylerin patoloji sonuglarinin
dagilimlan soyleydi: Adenokarsinom tanis1 alan hasta sayis1 10 (%16,1), non small
cell karsinom tanisi1 alan ve alt tipi belirlenemeyen hasta sayis1 27 (43,5),squamoz
cell karsinom tanist alan hasta sayis1 17 (%25,8) ve small cell karsinom tanis1 alan
hasta sayist 8 (%12,9) idi. Bu dagilimda squamoz cell karsinom ve small cell
karsinom oranlarmin literatiir verileri ile uyum iginde oldugu goriilmektedir (52).
Fakat adenokarsinom oraniminiz %16,1 olarak goriinmektedir. Bu uyumsuzlugun
nedeninin ¢alismamizda nonsmall cell karsinom olarak tanimlanmis hastalarin
oranindaki (%43,5) yiikseklige bagliyoruz.

Calismamizda sHLA-G diizeyi olgimlerimizi ELISA metodunu kullanarak
yaptik. sSHLA-G oOl¢limlerimizde sadece G1 alt tipine 6zel antikorlar iceren bir elisa
kiti kullandik. G1 alt tipi normalde HLA-G’nin membrana bagli bulunan bir
formudur. Bu form sadece ortamda proteolitik enzimlerin varliginda dolagima
gecebilir yani sSHLA-G1 halini alir. immun sistemin kanser hiicreleri ile miicadelesi
sirasinda ortama salinan proteolitik enzimler sHLA-G1 in dolagimda varligina neden
olabilirler. Polakova ve ark(53) B-Hiicreli lenfosittik 16semi hastalarinda hem total
olarak G1 ve G5 formlarini beraber 6lgmiisler hem de G5 formunu tek basina
Olcmiislerdir. Caligmalar1 sirasinda hastalarin ¢cogunda G1 ve G5 formunun yapildigi

Olciimde sHLA-G’yi yiiksek bulmuslar ve sadece G5 formu ile yapilan dlglimde ise
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sadece birkac hastada ylikseklige rastlamislardir. Sonug olarak B-Hiicreli lenfosittik
16semi hastalarinda bulduklart sHLA-G yiiksekliginin proteolitik enzimler vasitasi ile
membrandan koparak dolagima gecen G1 formundan kaynaklandigi kanisina
varmiglardir. Konu ile ilgili yapilan ¢alismalarda kullanilan test kitleri G1 ve G5 (37)
formlarina kars1 antikorlar1 kullanarak dl¢tim yapmislardir. Biz G1 formunun sadece
proteolitik enzimlerin varliginda dolasima gegiyor olmasinin sHLA-G 6l¢limiimiiziin
kansere spesifitesini arttirdigini diisiiniiyoruz.

Hasta grubundaki evreleme islemi yapilmis hastalarin evreleri incelendiginde
%51.9 (n=14)’lnilin evre 4 ve %22.2 (n=6)’sinin evre 3B oldugu goriilmektedir. Bu
dagilim hastalarin tanilarinin ilerleyen evrelerde konulabildiginin gostergesidir. Bu
durumun nedeni hastalarin biiylik ¢ogunlugunun sigara kullaniyor olmas1 ve akciger
kanserinin erken bulgular1 olan oOksiiriik ve nefes darligi gibi semptomlar1 sigara
kullanimina baglayarak normal karsilamalaridir. Bu tablo akciger kanserinin erken
teshis edilmesi i¢in bir biyobelirtege olan ihtiyacin da gostergesidir.

Sigara kullanan kontrol grubumuz toplamda 40, Sigara kullanmayan kontrol
grubumuz toplamda 31 bireyden olugsmaktaydi. Yaptigimiz analizlerde sigara
kullanim miktar1 ve yas ile sHLA-G arasinda herhangi bir istatistiki iliski
bulunamadi. sHLA-G seviyelerinin grup icinde sigara kullanim miktar
degiskeninden etkilenmiyor olmasi biyobelirteg olarak kullanilabilirlik degerini
arttirmaktadir. Bu 06zelligin belirteclerin kullanilabilirligi i¢in son derece Onemli
oldugunu diisiliniiyoruz.

Hasta grubumuz (n=62) icinde yas, sigara kullaniomi1 ve sHLA-G arasindaki
iliski incelendiginde sadece yas ile sigara i¢iminin arttigini gosteren istatistiksel
olarak anlamli bir iligki tespit edildi (P=0,001). Bu iliski sigaranin yliksek bagimlilik
yapici 0zelligi nedeniyle bireylerin yillar i¢inde siirekli daha fazla kullanma ihtiyaci
sonucu olugmaktadir. Yine bu grupta da sigara kullanimi ile sHLA-G seviyeleri
arasinda iligki bulunamadi. Diger gruplarda da aym iligkinin bulunamamas1 sHLA-
G’nin sigara kullanim miktarindan etkilenmedigini kesin olarak kanitlamaktadir. Bu
0zellik, hastalarinin ve hasta adaylarmin biiylik cogunlugu sigara kullanicist olan bir
hastalikta sHLA-G’ye biyobelite¢ olma yoniinde avantaj saglamaktadir. Gruplarin
olusturulmasinda yasin guruplar arasinda hasta gurubuna gore denk olusturuldugu

g0z Oniine alindiginda ve gruplarin farkli SHLA-G seviyeleri ortalamalarina sahip
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oldugu diisiiniildiigiinde SHLA-G’nin farkli seviyelerinin yas ile iligkisiz oldugu da
anlagilmaktadir. Ayni durum sigara kullanim miktart degiskeni icin de
gortlebilmektedir. Ayrica sHLA-G seviyeleri arasindaki farkin sigara kullanmayan
ve kullanan kontrol gruplarindaki farkin anlamli seviyelere ulasamamasi bu
bulgumuzu desteklemektedir. Boylece istatistiksel analizlerimizin sonuglarina gore,
gruplar arasindaki sHLA-G seviye farkliligi sadece malignite varhigr ile
aciklanabililir. Calismamizda hastalarin patolojik tanilari ile alt gruplar olusturarak
aralarinda sHLA-G seviyeleri yoniinden anlamli fark bulunup bulunmadigim
degerlendirmeye ¢alistik. Yaptigimiz istatistik analizlerde ne hasta grubu small cell
ve nonsmallcell karsinom olarak ayrildiginda nede tiim alt gruplar (small cell,
nonsmall cell (alt tipi belirlenememis), squamose cell, adenocarsinom)
incelendiginde gruplar arasinda fark bulamadik. Fakat istatistiksel olarak anlamli
olmasa da small cell karsinomlu hasta grubunda sSHLA-G seviyelerinin diger
gruplardan daha yiiksek oldugunu tespit ettik. Yine Schiitt ve ark (8) yaptiklar
calismada bizim calismamiza zit olarak sHLA-G seviyelerinin nonsmall cell
karsinom tanil1 hastalarda small cell karsinom tanili hastalara gore istatistiksel olarak
yiiksek oldugu sonucuna varmiglardir. Bizim ¢alismamiz ile Schiitt ve ark (8)’nin
caligmas1 arasinda birbirine zit sonuglar elde edilmesi Schiitt ve ark (8)’nin
calismasinda ¢alismaya dahil edilen hastalarin tamaminin yeni tanili olmamasindan
ve bir kismmin kemoterapi almis olmasindan kaynaklandigini diisinmekteyiz.
Schiitt ve ark (8) calismasinda hangi hasta grubundan kag¢ hastanin hangi siireler ile
kemoterapi aldig1 bildirilmemistir. Kemoterapi almis olmanin farkli kanser alt
tiplerinin farkli hastalarda farkli seviyelerde yanit verebilecek olmasi nedeni ile
SHLA-G seviyelerinde de degisiklige neden olabilecegini diisiiniiyoruz. Ornegin
kemoterapi sonrasi small cell karsinomlu bir hastanin tiimér boyutu diger alt tiplere
gore daha hizli bir diisiis gosterebilir ve bu durum sHLA-G seviyelerinde azalmaya
neden olabilir. Bizim calismamiza dahil ettigimiz hastalarin ise tamami yeni tam
almis ve hi¢ kemoterapi almamis bireylerden olusmaktadir. Bu durumun sHLA-G
seviyelerinin hastaligin progresyonu ile de artabilecegi géz oOniline alinan aym
calismada (8) hastalar izlenmis ve seviyede progresif artis oldugu goriilmistiir. Lin
ve ark (37) ise nonsmall cell karsinomlu hastalarin alt tipleri arasinda sHLA-G

seviyeleri bakimindan istatistiksel bir farklilik elde edememislerdir. Biz de
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calismamizda tan1 anindaki sHLA-G seviyelerinin patolojik alt tipler arasinda
farklilik gostermedigini istatistiksel olarak ortaya koyduk.

Calismamizda ayrica sHLA-G seviyelerinin akcigerde radyolojik olarak tespit
edilen goriintiiler arasinda malign ve benign ayriminda kullanilabilip
kullanilamayacagini1 da arastirdik. Bu amagla patoloji sonucu benign olan hastalarla
malign olan hastalarin sHLA-G seviyelerini karsilastirdik. Analizimiz sonucunda iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka ulagsamadik (tablo 11). Calismamiz
bu yonde akciger kanseri igin yapilmis literatiirdeki tek calismadir. Benzer sekilde
Zhu ve ark (36) kolorektal kanserlerinde endoskopi ve kanser cerrahisi yapilan
hastalarin sHLA-G diizeylerini patoloji sonuglarmma gore degerlendirmislerdir.
Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda sHLA-G‘nin kolorektal kanserler i¢in benign/malign
ayriminda kullanilabilecegi sonucuna varmislardir. Ancak calismamizin sonuglarina
gore bu durumun akciger timorleri i¢in gecerli olmadigini sdyleyebiliriz. Bu sekilde
bir sonug elde etmis olmamiz, benign kitlelerde olusabilecek enflamasyon ile sHLA -
G seviyelerinin artmis olmasina baglanabilir.

Calismamizin bazi kisitlamalari bulunmaktadir. Bunlarin basinda hastalarin
tamaminin evrelemelerinin yapilamamis olmasi gelmektedir. Merkezimizde onkoloji
klinigi yoktur. Bu durumda ¢aligmaya baslarken arastirmak istedigimiz konulardan
olan “sHLA-G seviyelerinin hastaligin farkli evrelerindeki hastalarda degisim
gosterip gostermedigi” konusunu tam olarak arastiramadik. Evreleme islemini
yapabildigimiz hastalarin (n=27) evreleri ve sHLA-G diizeyleri arasindaki iligkiyi
analiz etmeye calistik. Yaptigimiz analizler sonucunda ne evre 1/2 olan hastalar ile
evre 3/4 olan hastalar arasinda ne de evre 1/2/3 olan hastalar ile evre 4 olan hastalar
arasinda anlamli sonuca ulasamadik (sirasiyla p degerleri 0,561 ve 0,383). Benzer
degerlendirmeyi 91 nonsmall cell karsinomlu hasta iizerinde yaptiklari calismada Lin
ve ark (37), degerlendirmisler ve evre 4 olarak degerlendirilen hastalar ile evre 1
olarak degerlendirilen hastalar arasinda sHLA-G seviyeleri arasinda anlaml farka
ulagsmiglardir. SHLA-G i¢in bizim ¢alismamiza benzer sekilde evreler arasin farkin
olmadigini raporlayan schiitt ve ark (8) ulagmiglardir. Ug evreleri karsilagtiramamizin
ve benzer bir sonug elde edememis olmamizin sebebinin evre degiskeni ile olusan
gruplarin veri dagilimlarinin ¢ok diisiik olmas1 oldugunu diisiiniiyoruz. Bu durumun

nedeninin TNM evreleme sistemi ile iliskili oldugu ve bu evreleme sistemi
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kullanilarak aranacak sHLA-G-evre iliskisinin daha genis gruplar {izerinde yapilmasi
gerektigi kanisindayiz. Ayrica SHLA-G nin tiimor hiicrelerinden dolagima gectigi
goz online alindiginda asil olarak tiimoér boyutu ve yiki ile iligkili olabilecegini
diistinmekteyiz. Ugurel ve ark (27) melanom hastalari ile yaptiklari ¢alismada sHLA-
G seviyelerinin belirlenebilen tiimor yiikii ile iligkili oldugunu ortaya koymuslardir.
TNM sistemi bizlere tiindr boyutu veya yiikii degiskenleri i¢in hassas bir Ol¢ii
olamamaktadir. Ornegin evresi 4 olan bir hastanin tiimoér boyutu evresi 1 olan
hastadan daha kiiciik olabilmektedir.

Calismamizin bir diger kisitlamasi ise 6rnek sayimizin diisiikligii olmustur.
Bu durum calismamizin baginda tasarladigimiz hasta grubu icinde sigara
kullanmayan bireyler ile kullanan bireylerin SHLA-G degerlerini karsilastirma
amacimiza ulagamamamiza neden olmustur. Merkezimizin bulundugu ilin toplam
niifusunun disiik olmasi1 (346 493 kisi) ve ililkemizin biiylik sehirlerine yakinligi
hastalarin dis merkezlere basvurabilmeleri ile bu duruma neden olmustur. Bazi
kisitlamalar1 olsa da yapilan bu 6nemli ¢aligmanin verileri 1s18inda sHLA-G’nin tan1
amagh bir belirteg olarak kullanilabilecegini fakat degerinin daha genis ve ¢ok

merkezli ¢caligmalarla kesin olarak belirlenmesi gerektigini diisiiniiyoruz.
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6. SONUCLAR

Akciger kanseri diger birgok kanser gibi tanisi invazif tetkiklerle konulabilen
ve toplumda goriilen malign hastaliklar arasinda en ©6nde bulunan hastaliktir.
Hastalarin daha erken ve kolay tani almalarin1 amaglayan c¢aligmalar bulunmaktadir.
Biyobelirteclerin ortaya konmasi ile ilgili olan ¢alismalar ayni zamanda hastaligin ya
da progresyonunun patofizyolojisinin aydinlatilmasina katki saglamaktadirlar.

Yaptigimiz ¢alismada asil olarak akciger kanseri i¢in sHLA-G isimli klasik
olmayan lokosit antijeninin bir biyobelirteg olup olamayacagini arastirdik.
Analizlerimiz sonucunda ise SHLA-G’nin bu hastalik i¢in bir biyobelirteg olarak
kullanilabilecegine fakat hastalik icin benign/malign ayrimi yapamadigi sonucuna
vardik. Ayrica kontrol gruplarimiz arasinda yaptigimiz degerlendirmede sHLA-G
seviyelerinin sigara kullanimindan etkilenmedigini istatistiksel olarak ortaya koyduk.

Sonu¢ olarak sHLA-G seviyelerini belirlenmesi akciger kanseri tanisi
kolaylastirmada kullanilabilecek bir biyobelirte¢ olarak goriinmektedir. Fakat bu
belirtecin degeri daha genis calismalarda farkli fizyolojik ve klinik durumlar ile

beraber degerlendirilerek kesinlestirilmelidir.
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