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OZET

Eren, T.A. (2018). Larenks Kanserli Hastalarda SETD2 Gen Ifadesinin Arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Larenks kanseri, malign hiicrelerin larenkste veya girtlakta biiyiidiigii nadir bir
kanserdir. Sigara tiitlinii ve alkol tiikketimi, larenks kanseri i¢in temel risk faktorleridir.
Larenks vuciitta yerlesim bolgesi nedeniyle kisinin yasamsal fonksiyonlar: haricinde,
kisinin sosyal hayati yoniinden de onemlilik arz eden bir organdir. Bu nedenle tedavi
asamasinda kisinin sagkalim siiresinin yaninda cerrahi olarak larenksin rezeksiyona karsi
korunmasi da amaclanmaktadir. Hastaligin tanisinin zor yapilmasi ve cogunlukla ileri
evrelerde hastaligin belirlenmesi, larenks kanserinin erken tanisin1 saglayabilecek
calismalar1 hizlandirmistir. Tiim gelismelere karsin, niiks ve tedaviye direng halen tedaviyi
giiclestirmektedir. Larenks kanseri halen tedavisi zorlu yapilan kanserler grubunda yer
almaktadir. Bu sebeple, giiniimiizde erken teshiste kullanilabilecek biyomarkerlarin ve daha
efektif tedavi metodlarinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Larenks kanseri taramasi
ve erken evrelerde tespitini saglayacak onayli yiiksek duyarliligi ve ozgiilligii olan ve

malign dokularin tespiti yapan onayli test bulunmamaktadir.

Onkolojik ¢alismalarda tiimor hiicreleri ile normal hiicreler arasinda ekspresyon
diizeyinin karsilastirilabiliyor olmasi olduk¢a Onemlidir. SETD2 geni, cesitli tiimdrlerde
kopya sayis1 kaybiyla siklikla hedeflenen bir bolge olan kromozom 3'iin p21.31 sitogenetik
bandinda yer almaktadir. SETD2, DNA onarimi, kromozom segregasyonu ve RNA ekleme

isleminde rol oynamaktadir.

Tez calismamizda da larenks kanserinde, tanisinda ve izlenmesinde marker olarak
kullanilabilecek SETD2 geninin ekspresyon diizeylerinin arastirilmasi hedeflendi. Calisma
sonucunda hasta timor oOrnekleri, eslenik saglikli normal dokulari ve cerrahi Oncesi
toplanan serum Ornekleri SETD2 gen ekspresyonu acisindan karsilastirilldi  ve
degerlendirildi. Hastalarin %32’sinde (16/50) tiimor dokusunda eslenik normal dokuya
oranla, ekspresyon seviyesinde artis gozlenirken, hastalarin %26’sinda (13/50) timor
ekspresyon seviyesinde azalis gézlendi. Ekspresyon durumu ile hastalarin klinikopatolojik
verileri karsilastirildiginda sigara ve alkol kullanimi, niiks, anatomik tutulum bdlgeleri ve
metastaz ile anlamlilik bulunamadi (p>0,05). Sadece SETD2 genindeki ekspresyon artisi ile
lenf nodu tutulumu arasinda anlamh bir iligki gozlemlendi (p=0.048).

Anahtar Kelimeler:Larenks Kanseri, SETD2 geni, tiimor dokusu, ekspresyon analizi, biyobelirteg.

Bu galigma,istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.Proje No:17190
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ABSTRACT

Eren, T.A. (2018). Investigation of SETD2 Gene Expression in Laryngeal Cancer Patients.

Istanbul University Health Sciences Institute, Department of Basic Oncology. Master Thesis. Istanbul.

Laryngeal cancer is a rare type of tumor in which malignant cells grow in the larynx.
Cigarette and alcohol consumption are the main risk factors for laryngeal cancer. Apart from the
vital functions of the person it is also important for the social life of the person due to the
location of the larynx in the body. For this reason, it is aimed to protect the laryngeal resection
as well as the duration of the patient's survival. The difficulty of diagnosis and the determination
of the disease mostly in advanced stages have accelerated the studies that can provide early
diagnosis of laryngeal cancer. Despite all developments, recurrence and treatment of the disease
resistance still make treatment difficult. Laryngeal cancer is still in the group of cancer patients
who are difficult to treat. For these reasons, biomarkers and more effective methods of
treatment that can be used in the early stages of aging are needed nowadays. There are no
approved tests to detect malignant tissues and confirmed high specificity to detect early stage

detection for.laryngeal cancer.

It is very important that oncology studies can compare expression levels between tumor
cells and normal cells. The SETD2 gene is located on the cytogenetic band p21.31 of
chromosome 3, a region frequently targeted by loss of copy number in various tumors. SETD2

plays a role in DNA repair, chromosome segregation and RNA addition.

Therefore, we aimed to investigate the expression levels of the SETD2 gene which can
be used as a marker in larynx cancer, diagnosis and follow-up in our thesis study. As a result of
the study, patient tumor samples, conjugated healthy normal tissues and serum samples
collected before surgery were compared and evaluated in terms of SETD2 gene expression. In
32% of patients (16/50) there was an increase in the level of expression compared to the normal
tissue in the tumor,26% (13/50) of patients showed a decrease in tumor expression level. When
the expression status and the clinicopathological data of the patients were compared, no
significant difference was found between smoking and alcohol consumption, recurrence,
anatomic involvement zones and metastasis (p> 0.05). Only a significant correlation was
observed between expression increase in the SETD2 gene and lymph node involvement (p =
0.048).

Key words: Laryngeal Cancer, gene, tumor tissue, expression analysis, biomarker. This work was

supported by the Istanbul University Scientific Research Projects Unit. Project number:17190



1. GIRIS VE AMAC

Kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik rastlanan 6liim sebebi kanserdir [1].
Uluslararasi kanser ajansi (IARC) verilerine gore her yil ortalama 14 milyon kisi kanser
tanis1 almaktadir. Her yil ortalama 9 milyon insanin bu hastalik sebebiyle hayatini
kaybettigi bildirilmektedir [2]. Tiirkiye Kanserle Savas Daire Baskanligi’nin Tiirkiye
icin olusturdugu veri tabaninda da niifusa dayali yeni kanser tanilar1 ve kanser hastaligi
nedeniyle gergeklesen 6liim oranlart uyusmaktadir [3]. Larenks kanseri, Avrupa’daki en
yaygin malignitelerden biridir ve yilda yaklasik 52.000 yeni vaka tami almakta ve
bunlarin %901 erkeklerde goriilmektedir. Giiney ve kuzey Avrupa'daki erkekler i¢in
yillik insidans hizi, sirasiyla 100.000'de 18 ve 100.000'de 6'dir [4]. Tirkiye genelinde
ise 2014 y1l1 verilerine gore erkeklerde 100.000°de 6,2 kadinlarda ise 0,5 olarak oranlar
verilmigtir. 2010-2013 yillar1 aras1 erkeklerde 100.000 kiside 8 civarlarinda olan
insidans hizi 2014 yilinda diislis gostersede kadinlarda ki oran 2010-2014 yillar
arasinda 100.000 kiside 0.5 oranini korumustur [3]. Larenks kanseri, malign hiicrelerin
larenkste veya girtlakta biiyidiigii nadir bir kanserdir. Sigara tiitiinii ve alkol tiiketimi,
larenks kanser icin temel risk faktorleridir. Kanser hastaligi, hiicrelerde kalitimsal veya
cevresel etkenlerin olusturdugu genetik ve epigenetik mekanizmalardaki bozukluklarin
tiimiiniin olusturdugu yapidir. Gegtigimiz siirecte teknolojinin gelismesiyle birlikte elde
edilen veriler dogrultusunda kanser vakalarmim meydana gelmesi ve prognozunda
genetik faktorlerin yani sira kanser hiicrelerinde olusan epigenetik farkliliklarinda

biiyiik 6nem tasidigi vurgulanmistir [5,6].

Kanser olusumunda en sik karsilasilan epigenetik mekanizma ise tiimor siipresor
genlerin promotor bolgelerinde olusan DNA hipermetilasyonudur [7,8]. Sigaranin
promotor bolgelerdeki hipermetilasyonu nedeni oldugu agikg¢a belirtilmektedir [9]. Buna
benzer cevresel etkenlere bas ve boyun bdlgesinin siklikla maruziyeti genetik ve
cevresel faktorler arasindaki mekanizmanin kanser tizerindeki etkisini ortaya
koymaktadir [10,11]. Bas ve boyun kanserleri biitiin kanser vakalarinin %4 {ini
olusturmakla birlikte: farenks, larenks, paranazal siniisler, nazal kavite, oral kavite ve

tilkiiriik bezleri gibi bolgelere yerlesirler [12,13].



Larenks bolgesi en fazla kanser olusan 3. bas-boyun bolgesidir [4]. Larenks
vuciitta yerlesim bolgesi nedeniyle kisinin yasamsal fonksiyonlarini haricinde, kisinin
sosyal hayati yoniinden de Onemlilik arz eden bir organdir. Bu nedenle tedavi
asamasinda kisinin sagkalim siiresinin yaninda cerrahi olarak larenksin rezeksiyona
kars1 korunmasida amaglanmaktadir. Tedavi olarak kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi

miidahaleler birlikte kombine sekilde veya ayri olarak uygulanmaktadir [13,14].

SETD2 (Histone-lysine N-methyltransferase) bir histon metiltransferaz genidir.
SETD2, POLR2’nin fosforile olmasi ile onunla etkilesime girer ve transkripsiyon
sirasinda  kromatin yapisin1  degistirir. Ayrica promotor bolgeye baglanarak
transkripsiyonel aktivator olarak etki gosterebilir. SETD2, bir tiimor baskilayici gen
olan p53 ile etkilesime girerek onun traskripsiyon aktivitesini degistirir. 3. kromozomun
kisa kolunda yerlesmis SETD2’nin renal hiicreli kanserlerde tiimor baskilayict bir gen
oldugu diisiiniilmektedir. Son yapilan ¢aligmalarda kromozomun 3p bolgesinde goriilen
bir kayip bu bolgede yer alan timor baskilayict genlerin islev kaybi ile
iliskilendirilmistir [15-19]. Yapilan literatiir incelemesinde {rlinii bir histon
metiltransferaz olan SETD2 geni ile larenks kanserinde yapilmis ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu da calismanin 6zgilinliigiinii arttirmaktadir. Yapacagimiz tez
caligmamizda, larenks kanserli hastalarin tiimor ve saglikli normal doku ornekleri ile
serum materyalinde SETD2 gen ifadesi arastirilacak, elde edilecek bulgularla hastalara
ait klinik parametreler arasindaki iliski de arastirilacak ve gen profilinin kanserle

iligkisinin olup olmadig1 degerlendirilecektir.

Calisma sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda larenks kanserinde SETD2
geninin ekspresyon diizeyinin belirlenmesi ve larenks kanserinin etiyolojisindeki
yerinin ne oldugunun arastirilmasi sonucu biyobelirteg olma potansiyelinin de

arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Larenks kanseri

2.1.1. Larenks Anatomisi ve Embriyolojisi

Larenks viicutta 3-6. boyun vertebralar1 arasinda bulunan solunum ve ses
olusumu gibi yasamsal faaliyetlerde gorev alan bir organdir. Cocukluk ¢aginda 1-4.
boyun vertebralar1 arasinda bulunan larenks ergenlikle birlikte asagi bolgeye inerek
olmas1 gereken seviyesine yerlesir. Genellikle Larenks, kadinlarda ve ¢ocuklarda daha
yiiksek bir seviyeye yerlesim gosterir. Larenksin biiytikliigi, ergenlik donemine kadar
erkek ve kizlarda ¢ok benzerdir. Puberteden sonra boyut erkeklerde iki katina ¢ikar.
Larenks, genis bir bosluk agiz boslugu ve daha kiigiik trakea arasinda yer alir. Bu essiz
konum, insanlar1 aspirasyona karsi uygun hale getirir. Larenks, daha genis olan hava
yolunun (orofarenks) korunmasinda belirli bir koruyucu rol oynamaktadir [20].
Epiglotun laringeal yiizii ile vokal kortlarin kenarlar1 yassi epitel, diger boliimleri ise

solunum yolu epiteli olan yalanci ¢ok katli silindirik epitelle doselidir [12].

Larenks kikirdak yapilardan olugmaktadir. Bunlardan biri Tiroid kikirdagidir.
Bu, laringeal iskeleti olusturan 9 kikirdaktan en biiyligiidiir. Bu kikirdak bir kalkan gibi
sekillendirilmistir. Laringeal kikirdaklarin en biiyligiidiir. Orta ¢izgide inferior olarak
karsilanan iki laminaya sahiptir. Tiroid, iki tiroid kikirdak laminasinin tamamlanmamig
fiizyonu ile olusur. Lamina arasindaki flizyon acis1 erkeklerde yaklagik 90 derece ve
kadinlarda 120 derecedir. Erkeklerdeki kaynasmis anterior sinirlar, Adem elmasi olarak
bilinen palpe edilmis bir yapiyr olusturur. Bebeklerde ise, intratroid Kkartilaj olarak
bilinen tiroid kartilaginin iki tabakasi arasinda kiigiik bir kikirdak seridi vardir. Tiroid
kikirdagmin laminalar1 arkadan farklidir. iki tabakanin arka kenari, superior ve inferior
olarak bilinen iki ince siire¢ olarak belirir. Superior tabaka uzun ve dardir, yukar1 dogru
kivrilir, geriye dogru ve konik bir medyal olarak sonlanir. Inferior tabaka, superior

tabakadan daha kisa ve daha kalindir [20].

Diger bir kikirdak yapisi ise krikoid kikirdaktir. Solunum yolunun tamamindaki
tek tam kikirdaktir. Bir isaret halkasi gibi sekillendirilmistir. Posterior derin dortgen
lamina ve anterior dar bir kemikten olusur. Kikirdagin kemer ve lamina bdlgesinde

tiroid kikirdaginin alt kornu bir eklem faseti mevcuttur [21].



Krikoid kikirdagin laminasinin omurgasi egimli ve aritenoid kikirdak
artikiilasyonu i¢in eklem yiizeyleri vardir. Krikoid kikirdaktaki bu eklemler
sinoviyaldir. Krikoid kikirdak, tiroid kikirdag: ile bu eklemler boyunca enine olarak

gecen bir eksen etrafinda eklem olusturur [22].

Aritenoid kikirdaklar ise krikoid laminanin iist ve yan kenarlarinda birbirine
yakin yerlestirilmis kiigiik ¢iftlenmis kikirdaklardir. Bu kikirdaklar piramit yapisindadir,
forward ve lateral olmak tizere iki ¢ikintis1 vardir. Forward ¢ikinti da vokal kord olarak
bilinir. Vokal kivrimlar vokal siiregte gorev alirlar. Lateral ¢ikint1 ise ayrica kas yapisi

olarak bilinir. Bu kaslara krikoaritenoid ve lateral krikoaritoid kaslar yapisir [21,22].

Kornikulat ve Kuneiform kikirdaklar ise kornea kikirdaklari, aritenoid
kikirdagin apsisleriyle eklemlenen kiiclik konik fibroelastik kikirdak nodiilleridir.
Wrisberg kikirdagir da denilen bu kikirdaklar, kornikulat kikirdaginin 6n bdlgesinde
ariepiglottik plika iginde destek gorevi goriirler [22].

Epiglot dilin ve hiyoid kemigin gdvdesinin arkasina uzanan yaprak sekilli
fibroelastik kikirdaktir. Onun dar sapi tiroitiglottik ligament tarafindan tiroid laminalar1
arasindaki tiroit altindaki bolgeye baglanir. Ust kismi genis, yukar1 ve geriye dogru
yonlendirilmistir. Epiglotun laringeal kisminda tiroepiglottik yapi ile smirlanan yastik
yapisi vardir ve yutkunma esnasinda epiglot yukart ve 6ne dogru hareket ederek
larenksin girisini kapatir. Anatomik bolgelere kanser acisindan bakildiginda, larinks ti¢
alt kisma ayrilir: supraglottis, glottis ve subglottis. Larinksin kanseri, bu alt gruplardan

birinde baglar, ancak baska bir alt bolgeye doniisebilir.

Supraglottis: Girtlagin bu kismi ses tellerinin {izerindedir. Supraglotis'in alt
bolgeleri, hiyoid kemigin TUstlindeki epiglotis, hiyoid kemigin altindaki epiglotis,
ariepiglottik kivrimlar, aritenoidler ve yanlis vokal kordlar1 (ayrica ventrikiiler kivrimlar

olarak da adlandirilir) igerir.

Glottis: Girtlagin bu kismi tiroid kikirdagimin arkasina saklanmis. Sesini
tiretmekten sorumludur. Gergek ses tellerinden olusur. Ses tellerinin bulustugu larenksin

oniindeki lokasyonu ifade eder.

Subglottis: Girtlagin bu kismi ses tellerinin dibinden trakea ile birlestigi bir

santimetre altina kadar uzanir [21-23].
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Sekil 2-1:Larenks Anatomisi

2.1.2. Larenks kanseri Insidans ve Epidemiyoloji

Giliney Avrupa'da, supraglottis karsinom, glottis kanserinden daha yaygin iken,
tersi kuzey-batt Avrupa i¢in dogrudur ve bunun, laringeal kanser hastalarinin genel
sagkalimi lizerinde bir etkisi vardir. Larenksin tiim kanserlerinin% 95'i skuamdz hiicreli
karsinomdur [24]. Kanada, italya, Danimarka, Avustralya ve ABD'den artan insidans
oranlar d6zellikle kadinlar i¢in bildirilmektedir. Finlandiya'da, 1970'lerin bagindan beri
erkeklerde genel olarak azalan bir insidans orani yasanmaktadir. Bu oranlar supraglottis
kanser vakalarinin azalmasiyla ortaya ¢ikmistir, muhtemelen Finlandiya'da sigara igme
yayginliginda azalmasiyla giiglii bir baglanti bulunmaktadir [25]. Avrupali erkek
popiilasyonunda larenks kanserinin insidansi yasla birlikte artmaktadir, ¢ogu karsinom
65 yas ve tzerindeki kisilerde (tlim vakalarin yaklasik% 45') ve 6. ile 7. dekadlarda en
yiiksek insidans seviyelerine ulasmaktadir [26]. 1992 yilinda insidans hizi 100.000'de
142'dir. Bunlarin ¢ogu (%76) uzun sagkalim saglanmis, tani tarihinden itibaren 5 yil
veya daha uzun bir siire yasamaktadirlar. Larenks kanserinin en yiiksek prevelansi,
Veneto bolgesinde (italyanin kuzeydogusundaki) yaklasik %2'dir. 1985-1989 yillari
arasinda Avrupa'da teshis edilen eriskinler i¢in larenks kanserinden 5 yillik sagkalim
orani %62’dir. Prognozda da genel bir ilerleme goriilmiistiir: 1978-1989 yillar1 arasinda

5 yillik sagkalim %58'den %63'e ¢ikmustir [27].



Larenks kanserli Avrupali hastalar i¢in 5 yillik sag kalimda tilkeler arasi biiyiik
farkliliklar vardir. Dogu Avrupa ve Fransa, diisiik sagkalim (% 55'ten az) ile karakterize
durumdadir. Hollanda, Isve¢ ve Almanya'da sag kalim oranlari genellikle daha
yiiksektir (%70'ten fazla) [27]. Larenks kanserinin prognozu, semptomlarin erken
gOriinlimiinii, tan1 agamasinda ve cerrahi radikal rezeksiyonun fizibilitesi ve tlimoriin
anatomik bolgesine gore biiyiik 6lgiide degisir. Glottis kanser, supraglottis, subglottis ve
nadir laringeal kikirdak tiimorlerinden daha iyi prognoza sahiptir [28,29]. Kanserle
Savas Dernegi’nin 2014 yili cinsiyete gore 100.000 kiside en sik goriilen 10 kanser

siralamasinda larenks kanseri, Tirkiye’de erkeklerde 8. sirada bulunmaktadir [3].
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Sekil 2-2: Cinsiyete bagl olarak en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis
hizlan (Tirkiye Birlesik Veri Tabani, 2014) (Diinya Standart Niifusu, 100.000 Kiside)



2.1.3. Larenks Kanserinin Etiyolojisi

Larenks kanseri, esas olarak icecegin tipine bakilmaksizin, tiitiin kullanimi ve
alkol tiikketiminden kaynaklanir. Larenksin farkli anatomik bolgeleri etiyoloji géz oniine
alindiginda ayirt edilmelidir. Tiitlin, vokal kord ve glottis kanserleri igin risk
olustururken, alkol supraglottis kanseri igin daha belirgindir [30]. Riskin biiyiik bir
kismu tiitiine atfedilebilir, ancak tek basma alkoliin azaltilmasi bile vakalarin dortte
birini hala 6nleyebilmektedir. Bunun yaninda tiitiin ve alkol tiiketiminin birlikte sinerji
iginde oldugu goriilmektedir [31]. Meyve ve sebzeler agisindan zengin bir diyetle iliskili
faktorlerinde koruyucu oldugu bulunmustur. Bir¢ok epidemiyolojik ¢alismadan elde
edilen kanitlar, karotenoidler, retinol ve C vitamini gibi vitaminlerin, larenks kanserini
gelistirme riskini azaltabilecegini ongormektedir [30]. Larenks kanseri ve asbest
arasindaki iliski halen tartismalidir. Akciger kanserine yakalanma riskinin 2 kattan
yiiksek oldugu asbeste maruz kalan iscilerin, larenks kanser riski de kaginilmazdir.
Goreceli riskler 1,14 ile 3,75 oranlar arasindadir [32]. Diger mesleki karsinojenik
ajanlar nikel, hardal gazi, izopropilalkol ve buharidir [33]. Larenks kanserinin
onlenmesinin en etkili yolu tiitiin igmekten kaginilmasidir [30]. Bas ve boyun kanserleri,
genetik yatkinlik olarak bu maruziyete karsi hassas olan kisilerde goriiliir. Kanser
gelisimi i¢in gercek riski tahmin etmede birka¢ faktor dikkate alinmalidir. Karsinojen
emilimini etkileyen herhangi bir faktdr bu mekanizmada bir rol oynayabilir. Sitokrom
p450, Cyplal geni, glutatyon-S transferazinin metabolik polimorfizmi ve diger genler

bu konuda arastirilmaktadir [4].

Timorler, spesifik genetik degisiklikler gegiren hiicrelerden Kklonal olarak
ortaya ¢ikar. Bag ve boyun tiimorlerinin 6nemli bir kismi p16, p53, PTEN, Rb veya
proto-onkogenler Cyclin D1, p63 ve EGFR gibi ortak onkogenlerin degisimlerini igerir.
Ozellikle, larenks kanserinde Rb, Cyclin D1 ve EGFR karsinogenez agisindan dnemli
rol oynamaktadirlar [34]. Ornegin, bir mutasyona bagli olarak p53 fonksiyonunun
kaybi, premalign lezyondan invaziv kansere dogru bir progresyon ile sonuglanir ve
sonugta daha fazla genetik progresyon olasiligini arttirir. Bag ve boyun kanserlerinde bu
genlerdeki degisikliklerin klinik olarak daha anlamli bir sekilde belirlenmesi i¢in biiyiik
hasta popiilasyonlar1 gerekecek bunun sonucunda bas ve boyun kanserleri agisindan

genetik risk faktorleri agikga belirlenmis olacaktir [4].



Tiim bas ve boyun bolgesi papillomalari, tip 6 ve 11'in insan papilloma viriisii
(HPV) genomik dizilerini igerir. Bu HPV tiplerinin, ayni zamanda orofarenksin
papillomalarina neden oldugu da bilinmektedir. Papillomalarin spontan olarak malign
dontigiimii, genital sistemde gozlenen riskten ¢ok daha az siklikta goriilen nadir bir
olaydir. Papilloma hastalarindan alinan o6rnekler, papillomalarda bulunan HPV tip 6
veya 11'in aymt HPV genomik sekanslarini barindirir, ancak molekiillerin, tiimdoriin
potansiyelini arttiran yeniden diizenlemelere maruz kaldigi gosterilmistir. Larenks
karsinomlarinin % 15 kadart HPV DNA i¢ermesine ragmen, HPV igermeyen tiimdrler
ile karsilastirildiginda genellikle diisiik bir p53 mutasyonu orani vardir. Bu 6zellik,
HPV'yi barindiran yass1 hiicreli karsinomlarin farkli bir kategoriyi temsil edebilecegi

fikrini desteklemektedir [35,36].

2.1.4. Larenks Kanserinin Histopatolojisi

Larenksin prekanserdz lezyonlari, invaziv karsinomaya meyilli artmig riskle iligkili
lezyonlar olarak tanimlanabilir. Onceki yillarda, keratinizasyon veya l6koplaki insidansi
degerlendirmede en biiyiik 6neme sahipti. Ancak daha yakin zamanda, siniflandirma
temel olarak atipinin derecesine dayanmaktadir, ¢linkii bu acgik¢a prognoz iizerinde bir
etkiye sahiptir [37]. Mevcut siniflandirmalar asagidaki gibi 6zetlenebilir;
Atipisiz, keratozlu veya skuamoz hiicreli hiperplazi
Keratoz olan veya olmayan, atipik veya displazi olan yass1 hiicreli hiperplazi.
In situ karsinom;
Mikro invaziv veya yiizeysel stromal invazyonlu karsinom.
Invaziv karsinom
Grup [, IT ve III hastalar, sirasiyla olgularin %10, %24 ve %58'inde invaziv karsinomlar

gelistirir [38].

Larenks’in anaplastik karsinomu, skuamdz veya glandiler hiicrelerden
yoksundur, yiiksek biyolojik agresiflik ile karakterizedir ve kotii prognozludur [39].
Larenks’in verriik6z karsinomlari, genellikle oral kavite mukozasindan kaynaklanan,
ancak larenkste bulunan diisiik dereceli skuamoz hiicreli karsinomlardir. Bu indolent
neoplazm, gercek invazyon belirtileri olmaksizin bazal membran disleksiyonu gibi
malign Ozellikleri gdsterebilir. Son zamanlarda bu tip tiimorlerde HPV’nin 16 veya 18

alt tipi ile giiglii iliskiler ortaya ¢ikmustir [40].



Skuamoz hiicreli karsinomlarin histolojik derecelendirilmesi, Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan larenks kanserleri i¢in yapilan siniflandirmaya dayanmaktadir. Bu
simiflandirmada keratinizasyona ve karsinomun normal skuamoz epitelyuma genel

benzerligine gbz oniine alinir. Buna gore;

G1:lyi diferansiye

G2:Orta derece diferansiye

G3: Koti diferansiye veya anaplastik olarak siniflandirilmaktadir.
Patolojik taninin dogrulugu ve giivenilirligi; Skuamoz hiicreli karsinom tanisi, 6zellikle
Iyi diferansiye karsinomlu hastalarda iyi egitimli patologlar i¢in 6zel problemler ortaya
cikarmamaktadir. In situ karsinomlar, daha az diferansiye formlar veya igsi hiicreli
karsinomlar gibi nadir tiimdrlerin tanis1 daha zor olmaktadir. Bu nedenle, taninin bas ve
boyun onkolojisinde saglam bir arka plana sahip deneyimli patoloji ekipleri tarafindan

dogrulanmasi gerekir [4].

2.1.5. Larenks Tanis1

Belirti ve bulgu olarak ses kisikligi, hastalarin tibbi konsiiltasyon aramasina
neden olan temel semptomdur. Bu, glottis lezyonlar: i¢in erken bir semptom olmasina
karsin supraglottis tiimorleri i¢in ge¢ bir donemdir. Geg¢ donemde disfaji, yabanci cisim
hissi ve oksiiriik sik goriiliir, ancak ses kisiklig1 sadece glottik diizlem istila edildiginde
ortaya ¢ikar. Subglottis tiimorleri sadece ses telleri infiltre oldugunda kendini belli
etmektedir [4].

Klinik degerlendirmede laringoskopi kullanarak tam bir kulak, burun ve bogaz
muayenesi larenks kanseri i¢in tanisal calismanin ilk adimi olmalidir. Fleksibl fiber
laringoskopi, daha 6nce larenksin gorsellestirilmesi zor olan hastalarda laringoskopi’nin
giivenilirligini arttirmistir. Vokal kord hareketliligi ve laringeal alt tiplere gore kesin

tiimor uzanimi dikkatle degerlendirilmelidir.

Goriintlilemede bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintiileme
(MR) gliniimiizde hastalifin evrelemesi i¢in tek yararli radyolojik prosediirlerdir. Her
iki goriintiileme bize tiimor hacmi (6zellikle biiyiik lezyonlarda), kikirdak tutulumu,
pre-epiglotis alanin invazyonu ve larenkS uzamasi hakkinda bilgi verebilir. Ayni

zamanda bas-boyun bolgesinde lenf nodlar1 hakkinda da ek bilgi elde edilebilir.
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Farkli merkezler arasinda BT kullaniminda biiyiik kaygilar olmasmna karsin
genel olarak, BT hastalarin yaklasik % 20'sinde daha ileri evre bir hastalik oldugunu
ortaya koymaktadir [41].

Kemoterapi veya radyoterapi tedavilerinden sonra tedaviye yanitin
degerlendirilmesi, organ koruma yaklasimlarinin artan popiilaritesi ile giderek daha
fazla irdelenir hale gelmistir. Bu olgularda, klinik karar vermede tiim6r hacminde
azalma orani genellikle biiylik 6nem tasir, ancak 6dem veya fibrozis resmi etkileyebilir.

Bu gibi durumlarda hem fizik muayene hem de radyolojik goriintiileme yetersiz olabilir.

2- (F-18) fluoro-2-D-glukoz aktivitesi ile pozitron emisyon tomografisinin
(PET), radyoterapiden sonra malign degisikliklerden benign formasyonlarin ayirt
edilmesinde ve timor yanitinin degerlendirilmesinde yararli oldugu gosterilmistir,
ancak kullanimi halen arastirict olarak kabul edilmelidir. Bireysel klinik kullanim igin

uygundur [42-44].

Endoskopik optik cihazlarin rutin kullanimi azalmaya egilimli olmasina ragmen,
dogrudan laringoskopi’nin direkt mikroskobik incelemeyle takip edilmesi yararli
olmaktadir. Patolojik dogrulama hem direkt laringoskopi hem de endoskopi ile
saglanabilir. Direkt laringoskopi’nin dezavantaji genel anestezi gerektirdiginden,
onceden trakeotomi yapilmadigi siirece biliylik stenotik lezyonlar igin yapilamaz.
Bununla birlikte, daha Onceki bir trakeotominin stomal niiks riskini arttirdig
gosterildiginden, endoskopi ve direkt laringoskopi yapilmasi arasindaki se¢im, son

cerrahi islemle ayn1 anda yapilmasi yoniindedir.

Kiigiik lezyonlarda direkt laringoskopi tercih edilir. Bu, bir mikroskop ile
kullanildiginda optimal tanim saglayabilir ve ayni zamanda tedavi prosediiriiniin

terapotik rezeksiyonun gergeklestirilmesine imkan tanir [4].

2.1.6. . Larenks Kanseri Evrelemesi

Amerikan Kanser Dernegi (AJCC) tarafindan 2010°da yenilenmistir. TNM
evrelemesi kullanilmaktadir. Timér biiyilikliigii ve anatomik invazyon T (Tablo 2-1),
lenf nodu tutulumu N (Tablo 2-2) ve metastaz durumu M (Tablo 2-3) TNM verilerine

gore klinik evreleme yapilir (Tablo 2-4) [45].
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Tablo 2-1: Amerikan Kanser Dernegi Larenks Kanseri T Evrelemesi.

Primer tiimor (T)

Tx: Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO: Primer tiimore ait herhangi bir bulgu yok.

Tis: In situ karsinom

Supraglottis

T1: Normal vokal kord hareketleriyle birlikte supraglottisin bir kesimine sinirl timér

T2: Larenks fiksasyonu olmadan supraglottisin birden fazla alt bolgesine veya glottise ya da supraglottis disinda bir
bolgeye (dil kokii, vallekula, piriform siniisiin mediyal duvar mukozasi vb.) invaze timor.

T3: Vokal kord fiksasyonu ile birlikte larenkse siirli ve/veya postkrikoid alanin, preepiglottik bosluk, paraglottik
bosluktan herhangi birine ve/veya tiroid kikirdagini¢ korteksine invaze tiimdr.

T4a: Orta diizeyde lokal ileri hastalik. Tiroid kartilaj ve/veya larenks disinda herhangi bir dokuya (trakea, dilin
ekstirinsik kaslar1 dahil boyun yumusak dokulari, strap kasi, tiroid veya 6zofagus) invaze timor.

T4b: Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik. Tiimér prevertebral bosluga invaze veya karotid arteri sarmus.
Glottis

T1: Normal vokal kord hareketleriyle birlikte vokal kord (lar)a sinirl1 (anterior posterior komissiirii tutabilir) timor.
T1la: Bir vokal korda sinirh tiimor

T1b: Her iki vokal kordu tutmus tiimor

T2: Supraglottise ve/veya subglottise uzanan timor ve/veya vokal kord hareketlerinde bozukluk

T3: Vokal kord fiksasyonu ile birlikte larenkse sinirli ve/ veya paraglottik bosluga invaze ve/veya tiroid kartilajin i¢
korteksine invaze tiimor.

T4a: Orta diizeyde lokal ileri hastalik. Tiroid kartilajin dis korteksine ve/veya larenks disinda herhangi bir dokuya
(trakea, dilin ekstirinsik kaslar1 dahil boyun yumusak dokulari, strap kasi, tiroid veya dzofagus) invaze timor.

T4b: Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik. Tiiméor prevertebral bosluga invaze veya karotid arteri sarmis.
Subglottis

T1: Timor subglottiste siirl

T2: Tumor vokal kord(lar) a uzanmus, kord hareketleri normal ya da bozulmus.

T3: Vokal kord fiksasyonu ile birlikte larenkse sinirli timor.

T4a: Timdr tiroid kikirdagi invaze etmis ve/veya larinks dig1 tutulum yapmig (trakea, boyun derin dokulari, tiroid,
0zofagus)

T4b: Timdr prevertebral boslugu tutmus, karotid arteri sarmig, mediyastinal yapilara invaze olmus

Tablo 2-2: Amerikan Kanser Dernegi Larenks Kanseri N evrelemesi.

Nx  Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

NO  Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

N1  Ayni tarafta en biiyiik boyutu < 3 cm olan tek lenf nodu metsatazi.

N2a Ayni tarafta, tek, >3cm ve < 6 cm lenf nodu metastazi

N2b  Ayni tarafta, ¢ok sayida < 6¢m lenf nodu metastazi

N2c Tki tarafli ya da karsi tarafta en biiyiik boyutu < 6 cm lenf nodu metastaz(lar)1

N3  >6cm metastatik lenf nodu metastaz(lar)

Tablo 2-3: Amerikan Kanser Dernegi Larenks Kanseri M evrelemesi.

Mx  Uzak metastaz varhg belli degil

MO0  Uzak metastaz yok

M1  Uzak metastaz var.
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Tablo 2-4: Amerikan Kanser Dernegi Larenks Kanseri klinik ve prognostik evreleme.

Evre 0 Tis NO MO
Evre | T1 NO MO
Evre Il T2 NO MO
Evre 111 T3 NO MO
T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO
Evre IVA T4a NO MO
T4a N1 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO

Evre IVB T4b Herhangi N MO
Herhangi T N3 MO
Evre IVC Herhangi T HerhangiN M1

2.1.7. Larenks Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Kansere neden olan molekiiler degisiklikler, bircok 16semi ve lenfomada
bulunanlar ~ gibi  biiyiilk  kromozomal  translokasyonlar,  delesyonlar  ve
amplifikasyonlardan kaynaklanabilir. Bas ve boyun kanserlerinde, progresyona
anoOploidinin de artarak eslik ettigi vurgulanmaktadir[46]. Laringeal premalinansilerde
yapilan bu caligmalar, displastik ve in situ karsinom lezyonlarda tetraploidizasyon
gosterir, ancak normal epitelyumda ve nadiren hiperplastik lezyonlarda goriiliir [47].
Bas ve boyun tiimor 6rneklerinde kayip veya kazanca egilimli genomun belirli bolgeleri
tanimlanmistir. Spesifik olarak, ¢alismalar 3p, 5q, 8p, 9p, 18q ve 21q iizerinde biiyiik
kromozomal delesyonlar ve 3q, Sp, 7p, 8q ve 11q'de kayip alanlarini belirlemistir [48-
52]. Bir caligma, larenksin metastatik tiimorlerinin daha yiiksek ortalamaya sahip
oldugunu gostermistir. Primer tiimorlere gore kromozomal degisikliklerin sayis1 ve
metastazlarin 13, 8p ve 9q kromozomlarinda daha fazla kayip gostermesidir [53]. Bas
ve boyun kanserlerinde histopatolojik siddetin artmasi ve kromozom degisiminin
metastatik fenotip ile belirgin artis gostermesiyle birlikte kromozomal anormalliklerin
birikmesi, premalign lezyonlarda genomu stabil olarak koruyamayan kusurlu kromozom
mekanizmalarmin olabilecegini diisiindiirmektedir. Knudson’un hipotezi, malign
fenotipe yol agan bir tiimor baskilayic1 gen inaktivasyonu ve allelik kayip icin her iki

ebeveyn allelinin kayb1 mevcuttur [54].
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Sporadik tiimorlerde, timor slipresor gen inaktivasyonu ve allelik kaybinin, bir
allel mutasyonu ve diger mekanizmalarla diger allellerin kaybi ile ortaya cikabilir.
Gergekte, bu islem, her iki alelin ekspresyon kaybina esittir, bu da, tiimor baskilayict
gen inaktivasyonu ve allelik kayip iirlinlinlin fonksiyonel bir eksikligine yol agar. Bu
nedenle, bir veya her iki allelin delesyonu, tiimor baskilayic1 gen inaktivasyonuna ve
allelik kaybin yasayabilecegi potansiyel varsayimlar i¢in bir tanimlayici bir faktordiir.
Bununla ilgili bir caligmada aragtirmacilar kolon kanserinde kromozom 17p'nin siklikla
delesyona ugradigini tespit etmislerdir. Lokus daha fazla haritalandiginda, p53, 17p13
kaybmin hedefi olarak karakterize edilmistir ve daha sonra, tiim insan maligniteleri

arasinda en yaygin mutasyona ugramis genlerden biri olarak karakterize edilmistir [55].

Kromozomal alterasyonu acgiklayan analizler, biliylik kayip veya kazang
bolgelerini tanimlamaktadir. Allelik kayip arayan daha spesifik deneyler, mikrosatelit
isaretleyicileri tanimlamak ic¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) analizlerinin
kullanimin1 igerir. Mikrosatellitler, ¢o§u zaman insan genomuna dagilmis olan
kodlamayan bdolgelerdeki tekrarlayan dizilerdir. Deneysel olarak amplifikasyon sonrasi
eslestirilmis normal dokuda bulunan maternal ve paternal allellerin dengesi timor veya
lezyonunki ile karsilastirilir. Bu sekilde, kaybolan veya kazanilan aleller, ilgili
orneklerde tanimlanabilir. Bu allelik kayip ayni zamanda heterozigosite (LOH) kayb1
olarak bilinir. Bu mikrosatellit tekrarlart genom boyunca yer aldigindan, ilgilenilen geni
bulunduran bdlge, bolgeyi cevreleyen mikrosatellit isaretleyicileriyle o bolgeyi
cevreleyen kayip modeline bakilarak ince bir sekilde haritalanabilir. Dahasi, tiimdrler

ortak mikrosatellit kaybi paternleri ile karakterize edilebilir ve tanimlanabilir.

Bir calismada 29 primer tiimor numunesi lizerinde 58 mikrosatellit belirteg
kullanilarak, her bir kromozomal kolda bulunan allelik dengesizlik oranmni

detaylandiran kapsamli bir bag ve boyun kanseri allelotipi yapildi [56].

3p (% 67), 11q (% 61), 17p (% 52) ve 13q (% 54) gibi bircok hotspot bolge
tespit edildi. En sik goriilen kayip ise 21 kromozomunda (% 70) meydana gelmistir
[57]. Bu noktalardan biri de tiim&r baskilayici gen inaktivasyonu ve allelik kaybina yol
acan pl6'dir. P16 geni, hiicrelerin siklin CDK4 ve CDKG6'y1 inhibe ederek hiicre
dongiisiine girmesini engeller, bdylelikle Rb'nin fosforilasyonunu engeller ve hiicrenin

G1 biiyiime fazin1 S-fazina gegmesini 6nler [58].
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Bu hiicre dongiisii ilerlemesinin inhibisyonu, hiicrenin biiyiimesini durdurur. Bu
diizenleyici mekanizma bozulursa, hiicre boliinmesinin durduruldugu mekanizmalardan
birini kaybeder. Bununla birlikte, pl6'daki birkag mutasyon, bas-boyun tiimdorlerinde
tanimlanmis olup, gen susturucu alternatif mekanizmalarin meydana geldigi
diistiniilmektedir [59].

Her ne kadar allelik kayip kesinlikle kazangtan daha yaygin olsa da, normal ya
da mutasyona ugramis bir gen iriiniiniin amplifikasyonu iizerine baz1 genler, hiicrenin
biliylimesi ve boliinmesi i¢in artan bir uyaran saglar. 11q13'lin amplifikasyonu, bas-
boyun kanserlerinin yaklasik ti¢te birinde meydana gelir. Siklin D1 (ayni zamanda
PRAD1 veya CCND1 olarak da bilinir) geni bu lokusta bulunur. Siklin D1, Rb'yi
fosforilleyerek onu aktive eder ve hiicre dongiisii boyunca, G1'den (biiyiime) fazdan
S'ye (sentez) faza ilerlemeye yol acar. P16'nin normal fonksiyonu, siklin D1'i inhibe
ederek Rb'min fosforilasyonunu azaltmaktir. Bu ilgili ve karsit fonksiyonlara ragmen,
pl6 kaybimin ve siklin D1 kazancinin hiicre dongiisii diizensizligine yol acan bagimsiz
mekanizmalar oldugu gosterilmistir [60]. Ayrica kromozom 3q'nin amplifikasyonu da
gosterilmistir. Fonksiyonu hala arastirilmakta olmasina ragmen, birkag ekleme
varyantina sahip bir p53 homologu tanimlanmistir. Bu proteinler p40 / p51 / p63,
mikrosatellit isaretleyicileri kullanilarak 3q distal bolgesine tanimlandirilarak
haritalanmistir. Bu lokustaki, p53 homolojisi goz Oniine alindiginda alel kaybindan
ziyade, bu genlerin bir amplifikasyonu saptanmistir. Primer bag ve boyun tiimorlerinin
%541 bu bolgedeki allelik dengesizligi gostermektedir. Floresan in situ hibridizasyon
(FISH) teknikleri, bircok kanser hiicresinin bu lokusun artan bir kopyasma sahip
oldugunu gostermistir, bu da bu boélgenin bag boyun kanseriyle iliskili oldugunu
diistindiirmektedir [61]. Bu nedenle, bu p53 homologlarinin iglevi tamamen belli
olmamakla birlikte, bunlarin skuaméz hiicreli karsinomlarda tiimor baskilayicr bir rol
yerine onkogenik bir role sahip olduklart agiktir. Genetik amplifikasyon, RNA ve
protein asir1 ifadesinin temelidir, ancak asir1 ekspresyonun ortaya ¢ikabilecegi tek
onemli mekanizma degildir. Artmig DNA kopyalar1 ve translasyonu, artan sayida gen
kopyalarinin yoklugunda meydana gelebilir. Kanser progresyonunda birka¢ gen {iriinii

tespit edilmistir.

Bu f{irtinler kanser teshisi ve olas1 terapotik miidahaleler i¢in anlamli hedefler
saglayabilir. Epidermal biiyiime faktorii (EGF), bir tirozin kinaz yolag: ile, hiicre

bolinmesini, gocl, yapismayi, farklilasmayi ve apoptozu etkiledigi bilinmektedir [62].
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Ayn1 zamanda EGF'nin yiiksek diizeyde ekspresyonunun, bas ve boyun
kanserinde rekiirrens ve kotii prognozun bir gostergesi oldugu gosterilmistir [63]. EGFR
proteininin asir1 ekspresyonu erken bir olaydir, ¢iinkii EGFR ifadesi premalign

lezyonlarda displazinin siddetiyle artmaktadir [64].

Larenks kanserinde oOzellikle arastirmacilar, EGF reseptor diizeylerinin
metastazsiz ve genel sagkalim agisindan 6nemli bagimsiz belirleyicileri oldugunu
kesfetmislerdir, ancak bu seriler sinirli sayida hasta icermekteydi ve biiyiik ¢caligmalarda

cogaltilmamislardir [65,66].

EGFR'nin hedeflerinden biri tespit edilmistir. Sinyal iletici ve transkripsiyon
aktivatorleri (STAT), EGFR'nin tirozin kinaz bolgesi tarafindan fosforile edilir ve aktive
edilir. Bu STAT 'lar daha sonra DNA promotdorlerine baglanabilir ve gen ekspresyonunu
diizenleyebilir [67]. STAT3'lin ekspresyonunun bas ve boyun karsinogenezinde erken
bir olay oldugu ve bas boyun-boyun ksenogreft modelinde antiapoptotik bir role sahip

oldugu ve bunun kanser progresyonunda énemli oldugunu gosterilmistir [68].

Matriks metalloproteinazlar (MMP) ailesinin genleri ve gen {riinleri, kolajenleri
pargalayabilme yeteneklerinden dolayi, bu hiicreleri bazal membrani ve metastazlari
istila etmek i¢in teorik kabiliyetleri vererek metastaz igin potansiyel belirtegler olarak
calisilmistir. Basg-boyun hiicre hatlar1 ve tlimoér dokusu iizerinde yapilan calismalar,
MMP protein diizeylerinin gercekten yiikseldigini ve tiimor yayilimi igin

mekanizmalarindan birini agiklamaya yardimci olabilecegini diisiindiirmektedir [69,70].

Bas ve boyun kanseri hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada, EGF seviyelerinin
MMP-9 ekspresyonuna yol actigi, EGFR sinyal yolunun tiimdr invansiyonunda rol
oynayabilecegini ve MMP yollarinin yani sira bilinen tirozin kinaz yolaklarindan
yayilabilecegini gostermektedir, sekil2-3’de larenks kanserinde rol oynayan molekiiler

mekanizmalar ve etkileri gosterilmistir [71].
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2.1.8. Tedavi yontemleri

Tedavinin amac1 kesin olarak kiir elde etmektir. Iyilesme veya tedavi olasilig
hastaligin lokal (bolgesel) genislemesine baglidir. T1/T2 tiimorleri gibi erken evre
timorler % 80/90 oraninda iyilesme olasiligina sahipken, daha ilerlemis tiimorler igin
bu yaklasik% 60'tir. Literatiirde farkli terapotik yaklasimlar hakkinda az sayida
kargilagtirmali ¢alisma oldugu igin larenksin tedavi endikasyonlar1 genellikle
tartigmalidir [72]. Cerrahi ve radyoterapi yaygin olarak kullanilmaktadir ve bu iki
prosediir arasindaki se¢im, alinmasi gereken en yaygin terapotik karardir. Fonksiyon
koruma son on yilda daha fazla agirlik kazanmistir ve bu bakis agisindan kemoterapinin

kullanim1 yeni bir 6nem kazanmustir [73,74].

2.1.9. SET Domain iceren Protein 2 Geni (SETD2)

2.1.9.1. SETD2 geninin yapisi ve islevi

SETD2 geni, cesitli tiimorlerde kopya sayist kaybiyla siklikla hedeflenen bir
bolge olan kromozom 3'iin p21.31 sitogenetik bandinda yer almaktadir [19]. SETD2,
147Kb genomik bir bolgeyi kapsar ve 21 ekzondan olusur. SETD2 proteini 2.564 amino
asitten olusur ve molekiiler agirhigi 287.5kd'dur. SETD2 proteini, histon 3 (H3K36me3)
tizerinde lizin 36'min trimetillenmesini spesifik olarak katalize eden bir histon
metiltransferazdir [18]. SETD2, DNA onarimi, kromozom segregasyonu ve RNA
ekleme isleminde rol oynamaktadir [15-17].

Insan hiicrelerinde, berrak hiicreli bobrek karsinomu (yaklasik % 20) ve yaklasik
%5-%10 mesane kanseri[75], akciger kanseri, melanoma ve endometrial kanseri[76]

dahil olmak iizere SETD2 mutasyonu veya silinmesi yaygindir.
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Arastirma SETD2'nin fare modellerinde intestinal tiimor olusumunu inhibe
etmek i¢in alternatif ekleme modiile ettigini bildirmistir [77]. Ayrica, mide kanserinde
diisiik SETD2 ekspresyonu zayif prognozla korelasyon gostermistir [78].

Bununla birlikte, regiile edilen tiimdrogenez ve hedef sinyal yollarindaki rolii
bliyiik oranda belirlenememistir. SETD2 proteininde ii¢ korunan fonksiyonel domain
tanimlanmastir: Bunlar ticli AWS-SET-PostSET domaini, bir WW domaini ve bir Set2
Rpbl etkilesimli (SRI) etki domainidir.

2.1.9.2. Protein yapisindan biyolojik fonksiyona

Yukarida belirtilen fonksiyonel alanlar, SETD2'nin biyolojik fonksiyonunu
tanimlar. AWS-SET-PostSET alanlar1 sayesinde SETD2, H3K36'nin trimetilasyonuna
aracilik eder [79].

In vitro olarak, insan SETD2 H3K36min mono-,di-ve tri-metilasyonunu
gerceklestirebilir ancak in vivo olarak senaryo farklidir [80]. ySET2, H3K36’nin tiim
metilasyon seviyelerini Kkatalize ederken, SETD2 sadece memelilerde H3K36me3'i
modiile eder. SETD2'nin demonte edilmesi H3K36mel ve H3K36me2 seviyelerini
bozmadan H3K36me3'liin tam yoklugunu indiikler [18].

Insanda, H3K36'nin trimetilasyonu, bir kompleks tarafindan gergeklestirilir ki
bunlardan SETD2 ve Heterojen Niikleer Riboniikleoprotein L (hnRNPL) ana alt
birimlerdir [81].

Bu calismalara dayanarak, SETD2'nin bu degisiklikten tek basina sorumlu
oldugu ortaya ¢cikmustir. Katalizor H3K36 trimetilasyon simdi SETD2'nin ana islevi
olarak kabul edilir. H3K36me3, belirli histon modifikasyonlar1 ile ilgili efektor
proteinleri tarafindan tanimmakta ve bu modifikasyonlarin fonksiyonel sonuglarini
belirlemektedir [82].

H3K36'min SETD2 aracili-trimetilasyonunun cesitli biyolojik islemlere nasil
dahil edildiginin sematik bir temsili Sekil 2-4'de gosterilmistir.
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Sekil 2-4: H3K36'min SETD2 aracili trimetilasyonunun sematik gosterimi ve ¢esitli
biyolojik siirecglerdeki roliinii tanimlayan H3K36me3 okuyucularina genel bir
bakis

2.1.9.3. Kanserde SETD2 Geninin Rolii

Kanserdeki SETD2 mutasyonlar1 hakkindaki ilk rapor, Dalgliesh ve ark. 2010'da
ccRCC'de inaktivasyon mutasyonlarini tanimladiklar tarihte ortaya ¢ikmustir [75]. Ayni
zamanda, “Anlamsiz-aracili mRNA ciirime Inhibisyonu (GINI)” stratejisi ile gen
tanimlamasi kullanilarak, 10 ccRCC-tiirevli hiicre hattindan 5'inde SETD2 mutasyonlari
inaktive edilmistir [83]. 10 primer ccRCC tiiméoriinden 2'sinde SETD2 mutasyonlari
gorilmiistiir [84]. SETD2'in bu iki allelik inaktivasyonu, genin bir tiimor baskilayict
gen olabilecegine dair ilk ipucuydu. Tki biiyiik kohort ¢alismasi, ccRCC'de yaklasik %
11'lik bir SETD2 mutasyonu sikligini ortaya koymustur [85,86]. ccRCC'de kesilen
mutasyonlarin orani, Hakimi ve ark. [87] yapmis olduklar1 ¢aligmada %50'den fazla
bulunmustur ve COSMIC'de %57’dir. Bu da ccRCC olmayan tiimorlerde (%32,
COSMIC) kesisen mutasyonlarin fraksiyonundan onemli 6l¢iide daha yiiksektir. Yine
de, tim ekzom dizileme calismalari, c¢esitli kanser tiirlerinde somatik SETD2
mutasyonlarin1 ortaya ¢ikarmistir. (Tablo 2-5 mutasyonlar gosterilmistir.) SETD2

inaktivasyonunun, diger tiimdrlerin gelisiminde de rol oynadiginin bir gostergesi olarak
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goriilebilir. Birgok ¢alismada, mutasyonun SETD2'nin iki allelik inaktivasyonuna yol
acip agmadig acik degildir. Dahasi, somatik SETD2 mutasyonlarinin ¢ogu, fonksiyonel
sonuglarin genellikle belirsiz oldugu yanlis mutasyonlardi.

Zhu ve ark.nin [88], 16semi (134x akut miyeloid 16semi (AML) ve 107x akut
lenfositik 16semi (ALL)) vakalarinin incelenmesiyle gosterilmis olup, bu ¢alismada 15
hastada saptanan 19 somatik SETD2 mutasyonunun sadece 8'i tanimlanmistir. Bi-allelik
mutasyonlar sadece 4 hastada tespit edildi. Diger tiimorlerde de, SETD?2
haploinfesitesinin bir hastalik fenotipine yol agtig1 goz ard1 edilemez.

Tablo 2-5: COSMIC veritabanina dayah bir dizi timoérde SETD2 mutasyon sikhigina
genel bakis (Subat 2016)

Tissue/tumour subtype Percentage of samples with mutation cases
tested
truncating missense
Kidney 4.19 3.10 2197
ccRCC 5.43 4.14 1473
Lung 1.26 1.42 1826
Adenocarcinoma 3.51 3.51 550
Skin 1.08 2.65 1017
Liver 0.74 1.55 1611
Hepatocellularcarcinoma 0.78 1.12 893
Soft tissue 0.70 4.67 428
Biliary tract 0.66 0.66 152
Adenocarcinoma 0.67 0.67 150
Endometrium 0.63 3.49 631
Endometrioid carcinoma 0.74 4.08 539
Large intestine 0.59 3.05 1345
Adenocarcinoma 0.62 3.10 1298
Breast 0.58 0.94 1378
Central nervous system 0.47 0.38 2128
Pancreas 0.46 0.33 1521
Ductal carcinoma 0.40 0.57 1240
Stomach 0.34 2.04 587
Urinary tract 0.30 0.90 666
Haematopoietic and lymphoid 0.24 0.87 2519

Acute lymphoblastic B cell 1.54 2.32 258
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leukaemia

Acute lymphoblastic T cell 0.97 0.97 207
leukaemia

Diffuse large B cell lymphoma 0.00 3.20 250
Ovary 0.24 0.59 843
Serous carcinoma 0.31 0.78 641
Bone 0.20 0.60 496
Prostate 0.10 0.88 1019
Adenocarcinoma 0.12 0.48 827

ccRCC'de, SETD2, bu tiimér tipindeki spesifik roliine gore en yaygin olarak
mutasyona ugramis 5. gen (COSMIC, rank 4) olarak siralanir. Tiimorportalda, SETD2
mutasyonlart ccRCC ve glioblastoma multiformda “oldukca anlamli” olarak belirtilir ve
mesane kanserinde “anlamli derecede” olarak belirtilir. Kombine edilen tiim
kanserlerde, SET alani ile ortiisen yaklagik 200 amino asit segmentinde (p.M1468'den
p.Q1668'e kadar) hafif bir SETD2 missense mutasyonu kiimelenmesi vardir. Ayni
bolge, normal popiilasyonda missense varyantlarindan yoksundur (ExAC veritabani,
http://exac.broadinstitute.org, Ocak 2016, bu domaindeki missense mutasyonlarinin
genellikle zarar veren mutasyonlardan daha fazla olabilecegini gostermektedir.
Fonksiyon kaybina yol agan SETD2 missense mutasyonlar tiim gen boyunca bulunabilir
(Sekil2-5 cosmic verisi bulunmaktadir). SETD2 missense mutasyonlarinin timor
gelisimi ve/veya progresyonunda potansiyel fonksiyonel sonuglari ile ilgili rollerini

belirlemek i¢in daha ileri ¢aligmalar gereklidir.
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Sekil 2-5: SETD2'nin sematik gosterimi ile fonksiyonel alanlarin yeri ve
isimsiz(nonsynonymous) mutasyonlar ve varyantlar.
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Nonsynonymous mutasyonlarin yeri ExAC (~ 120000 allelde Germline
varyantlari; Ocak 2016) ve COSMIC (23,249 vakada somatik varyantlar; Ocak 2016)
ile elde edilmistir. Intronik bélgeler ve 3'- ve 5'-¢evrilmemis bolgeler gdsterilmemistir.
Kirmizi, inaktive edici varyantlarin konumu; Mavi, missense degiskenlerinin konumu.
COSMIC verileri i¢in, ¢ubugun yiiksekligi mutasyonlarin sayisina goredir. ExAC
verileri icin, ¢ubuklarin yliksekligi iiclii bagina 1, 2-5, 6-10 veya> 10 degiskenleri

gosterir.

2.1.9.4. SETD2 Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Veri tabanlar incelendiginde, SETD2'nin tiim dokular olmasa da, ¢ogunda her
yerde ifade edildigi goriilmistiir. Bu, H3K36'nin trimetilasyonundan sorumlu olan tek
gen iglevi nedeniyle sasirtict degildir. Bununla birlikte, kanserle iligkili ¢aligmalarda,
kanser hiicrelerinde SETD2 diizeyini modiile edebilen ve kanserli olmayan hiicrelerde
de bunu yapabilen iki faktor tanimlanmistir (Sekil2-6). Karaciger kanseri ile ilgili yeni
bir ¢aligma, SETD2 ve HOX transkript antisens RNA'sinin (HOTAIR) ifadesi arasinda
negatif bir korelasyon oldugunu gostermistir [89]. HOTAIR ifadesi birka¢ kanserle
iligkilendirilmistir ve onkojenik uzun kodlayici olmayan bir RNA oldugu gosterilmistir
[90]. HOTAIR, SETD2'nin transkripsiyonunu bastirdigt ve H3K36me3 seviyesini
diisiirdiigii ve bu nedenle, HOTAIR asir1 ifadesinin, H3K36me3 okuyucularinin aracilik

ettigi ¢esitli hiicresel islemlere baglandig1 goriilmiistiir.

SETD2 gene |
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Sekil 2-6: SETD?2 ifadesinin diizenlenmesi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Materyal

2017/889 dosya numarali calismamiz, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurul’unda 11/08/2017 giin ve 13 sayili toplantida goriisiilerek
onaylanmistir. Calismamiza 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz
Hastaliklari, Bas-Boyun Cerrahisi Anabilim Dali’na 01.01.2016 - 01.01.2018 arasinda
basvuruda bulunmus hekim tarafindan bilgilendirilerek ve goniillii onay formu
imzalatilarak bilgilendirilmis ve arastirmaya katilmay1r kabul etmis ve Oncesinde
herhangi bir tedavi uygulanmamis larenks tiimorii tanist konmus 50 hastanin (yas
ortalamasi: 57+10) cerrahi miidahale oncesi serum Ornekleri ve cerrahi miidahale
esnasinda da bu hastalara ait tiimor ve komsu normal doku ornekleri toplandi. Biitiin
deneysel calismalar 1.U. Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD Arastirma

Laboratuvarlari’nda gergeklestirildi.

Tablo 3-1: Kullanilan Cihazlar

o Agaroz Jel Elektroforez Tanki (BRL Life Tecnologies, ABD)

e Ultra Derin Dondurucu (-80 °C) (Sanyo, Japonya)

e El homojenizatorii (Qiagen, Almanya)

o Etiiv (Hereaus, Almanya)

e Gii¢ Kaynagi (Bio- Metra, Almanya)

e Hassas Terazi (Chyo, Japonya)

e Jel Dokiimentasyon Sistemi (Vilber- Lourmat, Almanya)

o LightCycler 480 Real Time cihazt (ROCHE, Almanya)

o Mikropipetler (Thermo, Isveg)

e Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD)

e Otoklav (Hiramaya, Japonya)




Sogutmal1 Santrifiij (Hettich, Almanya)

Vorteks (Snijders, Hollanda)

Tablo 3-2: Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Agaroz (Wisent MultiCell, Kanada)

Borik asit (Wisent MultiCell, Kanada)

Orange G (Merck, Almanya)

Deoksiriboniikleotid trifosfat (Fermentas, Litvanya)

Ethanol (Riedel De Haen, Almanya)

Etilen-diamin-tetraasetik-asit (Sigma, Almanya)

Etidyum Bromiir (Sigma, Almanya)

Taq Polimeraz (Thermo Scientific, Almanya)

[sopropanol (Riedel De Haen, Almanya)

Magnezyum Kloriir (Thermo, Litvanya)

Proteinaz K (Roche, Almanya)

Riboniikleaz A (Sigma Aldrich, ABD)

Sodyum Dodesil Siilfat (Merck, Almanya)

Tris (Applichem, Almanya).

23
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Tablo 3-3: Kullanilan Kimyasal Karisimlar

Parcalama Tamponu (1 L): 155 mM NH.CI

10 mM KHCO;

0.1 mM EDTA (pH: 8,0)

SE Tamponu (1 L): 75 mM NaCl

25 mM EDTA

30 mM Tris-HCI (pH: 8,0)

TE Tamponu (1 L): 20 mM Tris-HCI (pH: 8,0)

1mMEDTA (pH: 8,0)

Fenol icin TE Tamponu (0,5mL): 0,25 mM Tris (pH:8,0)

0,5 mM EDTA (pH:8,0)

Fenol/Kloroform/isopropanol: (1:1) (Fenol/Kloroform) / Isopropanol
Proteinaz K: 20 mg/ mL

Riboniikleaz A: 10 mg/ mL

SDS(1L) 100 g sodyumdodesilsiilfat (%10; pH:7,2)

3.2. YONTEMLER
3.2.1. Materyal Toplama ve Eldesi

3.2.1.1. Serum eldesi

Cerrahi miidahaleden once, saglikli ve hasta kisilerden 8-10 mL kuru tiipe
periferik kan ornekleri toplandi. Akabinde laboratuvara teslim edildi. Sonrasinda 1950
RPM’de 30 dakika siiresince santrifiij edildi. Tiipiin en iist kisminda kalan serum

kriyotiiplere 1 mL olarak esit sekilde dagitildu.

3.2.1.2. Doku eldesi

Larenks tiimorii tanist konan 50 hastadan 0,5 cm ¢apinda biiyiikligii olan primer
timor ve normal doku ile malignite harici bir nedenle cerrahi miidahale yapilmasi
ongoriilen hasta olmayan kisilerden uvulopalatofaringoplasti (UPPP) yontemi ile 0,5 cm
cap biiyilikliigiinde normal mukoza alindi. Akabinde buz i¢inde muhafaza edilerek

laboratuvara verildi. RNA izolasyonuna kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.1.3. RNA lzolasyon islemi

mRNA’da ekspresyon baskilanmasinin arastirilmasi sebebiyle hasta ve normal
bireylerden alinan dokulardan RNA izolasyonunda, SV Total RNA izolasyon
Kiti(Promega, ABD) kullanildi.
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RNA iZOLASYONU

500 uL TriPure Isolation
Reagent eklendikten
sonra el homojenizatoru
ile homojenizasyon

islemi gerceklestirildi

——)

Ust faz toplandi. .
| — T

100 uL kloroform eklendi.

12000 g’de 10 dk santrifiij edildi.

200 pL %95 / v

[ —

Etanol
eklendi.
b —.
Karisim kolonlu tiipe aktarilda. [ -1 600 uL RWA
1‘ ; | <« -! eklendi.
600 uL RWA - - - f -
eklendi. : :I
L-p ,’ 12000 g’de 1 dk santrifiij edildi (Alt siv1 dokiildii.)
E 1
[ )
- 1
i 1
| 1
e 1
1 ——
12000 g’de 1 dk santrifiij edildi (Alt siv1 dokiildii.) I’ —r |
. ; [ - 250 pL RWA
50 uL DNaz Il eklendi.
. . | |
Inkiibasyon | / ’
I
kanigimi L = ,I 12000 g’de 1 dk santrifiij edildi. (Alt siv1 dokiildii.)
eklendi. [ ,’
|-: )
| 1
e I
1
15 dk oda sicakhiginda inkiibasyon ,’ 100 pL dH,0
) " | eklendi.
I '-u—il-' < -

200 pL DNaz
Stop Solution -~ —,
I

I
eklendi. :

12000 g’de 1 dk santrifiij edildi (Alt siv1 dokiildii.)

Sekil 3-1: RNA izolasyon semasi.

12000 g’de 1 dk santrifiij edildi.
Alt siv1 total RNA icerir.
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[k olarak 1,5 mL’lik tiiplere konulan doku 6rneklerinin iistiine 500 pL TriPure
Isolation Reagent (Roche, Almanya) ilave edildi. Sonrasinda el homojenizatorii
(QIAGEN, Almanya) yardimiyla homojenize edilmis olup tstiine 100 pL kloroform
ilave edildi. Elde edilen karisima vorteks islemini uygulandi. Akabinde 12000 g’de 10
dk boyunca santrifiij edildi. En yukarida yer alan seffaf faz alimip farkli bir tiipe
konuldu. Sonrasinda iizerine 200 pl %95 etanol ilave edilip pipetaj uyguland: ve kitin
protokoliinde bulunan asamalar takip edilerek RNA izolasyonu yapildi. Toplanan RNA
orneklerinin miktar ve saflik derecesi (A260/A230) Nanodrop cihazinda hesaplandi.
Boylece kalite kontrolii tamamlanmis oldu (Sekil 3-1).

3.2.2. cDNA Sentezi

Dokulardan alinan total RNA’dan ¢cDNA’ya doniisiim isleminde RevertAid First
Strand ¢cDNA Sentez Kiti (Thermo Scientific, Almanya) kullanildi. Tablo 3-1’de
gosterilen reaksiyon karisimi hazirlandi. Reaksiyon Tablo 3-2°deki gosterilen sartlarda

olusturuldu.

Tablo 3-4: cDNA sentezindeki reaksiyon karisim igerigi.

Total RNA (100 ng) Degisken

dH.0 11pL — totalRNA hacmi
Random primer 1 pL

5X RT Reaksiyon tampon 4 uL

RNaz Inhibitorii 1 pL

10 mM dNTP mix 2 uL

Reverse Transkriptaz 1 uL

Toplam hacim 20 uL

Tablo 3-5: cDNA sentezi reaksiyon sartlari

Sicaklik Siire

25°C 5dk

42°C 60dk

70°C 5dk
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3.2.3. Primer Tasarlanmasi ve Sentezi

Ekspresyon deneylerinde kullandigimiz SETD2 geninin inceleyecegimiz
bolgeye 6zgii primer dizilerini mRNA dizisine gore tasarladik. Referans genimiz olan
ACTB’nin primerleri de ayn1 sekilde tasarlandi. Arastirmamizda ekspresyon
deneylerinde kullanilan oligoniikloeotid dizileri IDT (Integrated DNA Technologies)

tarafinca sentezlendi. Asagida primer dizileri verilmistir.

SETD2 Forward Primer: 5 GTTGCTTCTAGTCGATTTTTGC ‘3
SETD2 Reverse Primer: 5 TGGAGGGTTTGGAGTATCACTT ‘3
ACTB Reverse Primer: 5’ GTCTTCCCCTCCATCGTG ‘3

ACTB Forward Primer: 5’ AGGGTGAGGATGCCTCTCTT ‘3

3.2.4. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)
Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR), DNA’nin ya
da mRNA 6rneklerinin ¢ogaltimini ve Uriinlerinin miktarini tek bir tlipte tespit edebilen
bir yontemdir. “PCR” ¢ogaltimin1 goriiniir hale getiren ve monitdrize edebilen floresan
isaretli prob ve boyalarin kullanildig, floresanin olugan DNA ile dogru orantili olarak
arttig1 bir gogaltma yontemi olmasi dolayisiyla “Kantitatif Ger¢ek Zamanli — Polimeraz
Zincir Reaksiyonu® olarak isimlendirilmistir. Floresan isaretli boya veya molekiiller
vasitastyla amplikon miktarinin ger¢ek zamanl olarak relatif ve kantitatif olacak sekilde
belirlenmesine firsat tanimaktadir. Arastirmamizda ekspresyon deneylerinde biitiin

orneklerin incelemesinde LightCycler 480 (ROCHE, Almanya) kullanild:.

3.25.SETD2 Geninin Ekspresyon Seviyelerinin  QRT-PCR Yéntemi Ile
Belirlenmesi.

SETD2 geninin mRNA ekspresyon diizeyleri SYBR Green temelli kantitatif
gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ile analizi yapildi. Yapilan
deneysel ¢aligmalarda, PCR sartlar1 ile birlikte reaksiyon sonuna erime egrisi programi

eklendi. Reaksiyon karisimi ve sartlar1 Tablo 3-6 ve 3-7°de verilmistir.

QRT-PCR reaksiyonunda, floresan seviyesinin 0l¢iilebilir esik degerini gegtigi

dongii Ct (cycle treshold) olarak isimlendirilmektedir. Hedef ve referans gen arasindaki
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ayrimi ACt belirler. ACt hastalarin tiimor ve normal doku 6rnekleri ile kontrol grubunun
saglikli doku 6rneklerinin hepsi igin belirlenip 2-AACt metodu ile relatif olarak hesabi
yapildi (Denklem 3-1).

Denklem 3-1

AACt=Ct(Hedef gen-Referans gen)tiimor— Ct(Hedef gen-Referans gen)normal

Tablo 3-6: Ekspresyon deneylerinde kullanilan reaksiyon sartlari.

Denatiirasyon 95°C 30s

Baglanma 40 siklus 95°C 15s

60°C 1dk

Reaksiyon Sartlart | Erime egrisi (Melting curve) 95°C 10s
60°C 20s

95°C cont.

Soguma 40°C 30s

Tablo 3-7:Ekspresyon deneylerinde kullanilan reaksiyon karisim icerigi.

Reaksiyon Karisim 1 6rnek i¢in hacim
10X LightCycler 480 DNA Master SYBR Green Master Mix 10 uL

100 uM Primer (Forward) 0,2 uL

100 uM Primer (Reverse) 0,2 uL

dH.O (PCR grade) 6,6 uL
cDNA 3uL

3.2.6. Veri Analizi

[statiksel analizlerin, IBM SPSS Statistics 2.0 kullanilarak hesaplamalar1 yapildi.
Klinik veriler ile ekspresyon durumu kiyaslamalarinda ki-kare testleri ile hesaplamalar
gerceklestirildi. Istatiksel anlamlilik, kabul goriilebilir iis seviyesi 0,05 seklinde
degerlendirildi. Timorli ile saglikli  Orneklerin  SETD2 ekspresyon diizeyleri

kiyaslanirken Wilcoxon Rank testine bagvuruldu.
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4. BULGULAR

4.1. Larenks Kanserli Hastalara Ait Klinik Ozellikleri

Larenks kanser tanisi almig 50 hastaya ait tiimor/eslenik normal doku ve serum
ornekleri kullanildi (Tablo 1). Larenks kanser grubunun yas ortalamasi 57+10 olup;
yaglarin medyani 56 olarak bulundu. Larenks kanser grubunda erkek hasta sayisi (%98)
kadinlara (%2) gore fazla, kullanim oran1 %95,7 (45/50), alkol tiiketimi n %36,2’inde
(17/50) gorildi.

Larenks kanser hasta grubu TNM evrelerine gore degerlendirildi ve %4’{ (2/50)
evre I, %18’1 (9/50) evre 11, %34°1 (17/50) evre 111, %44 iniin (22/50) evre IV oldugu
tespit edildi. Anatomik tutulum bolgelerine gore glottis %24 (12/50), supraglottis %60
(30/50), subglottis %6 (3/50) vetransglottis %10 (5/50) olarak gbzlendi. Larenks kanser
hastalarinin %38,3’tinde (18/50) lenf nodu tutulumu goriiliirken; %19,1’inde (9/50)
uzak organ metastazina rastlandi. Larenks kanser hastalarinin %96,2’si yassi epitel
hiicreli (YEH) karsinom oldugu goriildii.(Tablo4-1)

Tablo 4-1: Larenks kanseri tanis1 almis hastalara ait klinik parametreler

Hasta Yiizde
ortalama
sayl1 (%)
Yas 57
o kadin 1 %2,0
Cinsiyet
erkek 49 %98,0
glottis 12 %24,0
Anotomik Tutulum supraglottis 30 %60,0
Bolgesi subglottis 3 %6,0
transglottis 5 %10,0
1 2 %4,0
2 9 %18,0
TNM
3 17 %34,0
4 22 %44,0
] . YEH dis1 2 %4,0
Histopatoloji
YEH 48 %96,0
(-) 29 %61,7
LNT
(+) 18 %38,3
(-) 2 %4,3
Sigara kullanim
(+) 45 %95,7
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(-) 38 %80,9
Metastaz

(+) 9 %19,1

(-) 30 %63,8
Alkol kullanim

(+) 17 %36,2

az 12 %25,0
Differansiyasyon

] orta 35 %72,9

Derecesi —

ileri 1 %2,1

(-) 24 %70,6
Niiks Takibi

(+) 10 %29,4

Bilinmiyor 18 %36,0
Metastazla Geri

(-) 24 %48,0
Doniis Takibi

(+) 8 %16,0

4.2. SETD2 Geninin Ekspresyon Analiz Sonuclari

Calismamizda Larenks kanser tanist almis 50 hastaya ait timoér ve eslenik
normal doku ile serum Ornekleri kullanildi. Hastalara ait tiimor, eslenik normal ve
serum Orneklerinin ekspresyon seviyeleri Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (QRT-PCR) teknigi kullanilarak incelendi. QRT-PCR sonrasinda hedef gen
ve referans (ACTB) genlerinin ekspresyon sonuglarindan elde edilen Ct degerleri
kullanilarak 2ACt degerleri tim Ornekler i¢in normalize edildi. Sonuglarin analizi
LightCycler 480 yazilimindaki Temel Relatif Ol¢iim (Basic Relative Quantification)
programu ile yapildi. Tiimdr dokusunun 2ACtdegerlerinin eslenik normal dokunun 2ACt
degerlerine gore kat degisimleri(fold change) 2-AACt formiilii ilehesaplandi. Buna gore
2’nin {izerinde olan degerler tiimoér dokusunda eslenik normal dokuya oranla ekspresyon

artig1, 2’ nin altindaki degerler ise ekspresyon azalisi olarak degerlendirildi.

Fluorescence History

E0LH]
S0.0H]
A0, H]
300
20,H]

Fluorescence (465-510)

10.0H
0.0

12 4 & = 10 13 18 19 Iz a5 2 gl 34 a7 40 43
Cycles

Sekil 4-1: Tiimér dokusunda eslenik normal dokuya oranla SETD2 ekspresyon seviyesi.
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Sekil 4-2: Larenks kanseri hastalarimin tiimor, eslenik normal 6rneklerinin ekspresyon
diizeyleri normalize edilerek 2ACt metodu ile relatif olarak degerlendirilmesi

O iae 1 1 1 seed 1 1 1 B0 sdl

10

serum

Sekil 4-3: Larenks kanseri hastalarina ait serum érneklerindeki ekspresyon diizeyleri
normalize edilerek 2ACt metodu ile relatif olarak degerlendirildi.

SETD2 geninin ekspresyon diizeyleri referans genin larenks kanseri hastalarinin
tiimor ve eslenik normal dokudaki ekspresyon diizeyleri 2ACt metodu ile relatif olarak
hesapland1 (Sekil 2). Ayrica larenks kanseri hastalarina ait serum Orneklerinin

ekspresyon diizeylerinin relatif olarak hesapland: (Sekil 3).

Bu degerler kullanilarak hastalarin tiimoér ve eslenik normal dokularindaki
ekspresyon diizeyleri 2-AACt metodu ile relatif olarak hesaplandi (Sekil 4). Hastalarin
%32’ sinde (16/50) tiimor dokusunda eslenik normal dokuya oranla, ekspresyon

seviyesinde artis gozlenirken; hastalarin %26’sinda (13/50) tiimdr ekspresyon
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seviyesinde azalis gozlendi. Hastalarin 21’inde tiimér dokusunda eslenik normal dokuya

gore ekspresyon seviyesinde degisiklik gézlenmedi.

e
O O

L

2 S

< 5 ©

T 3 © ° 8 o ©

a ™ | © o O

-

o

L

Sekil 4-4: SETD2 ekspresyon diizeyleri ile referans genin (ACTB) tiimor (T) ve eslenik
normal (N) doku érneklerindeki ekspresyon diizeyleri 2-AACt metodu ile relatif
olarak hesaplandi. (mavi: ekspresyon seviyesinde artis gozlenen drnekler; yesil:
ekspresyon seviyesinde azalis gézlenen érnekler)

Ayni zamanda, threshold degerini 2 yerine 1,5 olarak secildiginde 1,5’un
tizerinde olan degerler tiimér dokusunda eslenik normal dokuya oranla ekspresyon
artisi, 1,5’un altindaki degerler ise ekspresyon azalisi olarak yeniden degerlendirildi.
Buna gore hastalarin  %52’sinde (23/50) tiimor dokusunda eslenik normal dokuya
oranla, ekspresyon seviyesinde artis gozlenirken; hastalarin %28’sinda (14/50) timor
ekspresyon seviyesinde azalis gozlendi. Hastalarin 13’{inde tiimor dokusunda eslenik

normal dokuya gore ekspresyon seviyesinde degisiklik gézlenmedi.

Timor dokusunda eslenik normal ekspresyon azalisi veya artisi ile hastalara ait
klinikopatolojik bilgilerin istatistiksel olarak karsilastirilmasi IBM SPSS Statistics 20
programi ile yapildi. Ekspresyon durumu ile hastalarin klinikopatolojik verileri
karsilagtirildiginda sigara ve alkol kullanimi, niiks, anatomik tutulum bdlgeleri ve
metastaz ile anlamlilik bulunamadi (p>0,05). Sadece SETD2 genindeki ekspresyon artisi

ile lenf nodu tutulumu arasinda anlaml1 bir iliski gozlemlendi (p=0.048).
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5. TARTISMA

Larenks kanseri, Avrupa’daki en yaygin malignitelerden biridir ve yilda yaklagik
52.000 yeni vaka tani almakta ve bunlarin% 90" erkeklerde goriilmektedir. Gliney ve
kuzey Avrupa'daki erkekler i¢in yillik insidans hizi, sirasiyla 100.000'de 18 ve
100.000'de 6'dir [4]. Tirkiye genelinde ise 2014 yili verilerine gore erkeklerde
100.000°de 6,2 kadinlarda ise 0,5 olarak oranlar verilmistir. 2010-2013 yillar1 arasi
erkeklerde 100.000 kiside 8 civarlarinda olan insidans hizi 2014 yilinda diisiis
gostersede kadinlarda ki oran 2010-2014 yillar1 arasinda 100.000 kiside 0,5 oranini

korumustur [3].

Larenks, viicutta yerlesim bolgesi nedeniyle kisinin yasamsal fonksiyonlarinin
haricinde, kisinin sosyal hayati yoniinden de 6nem arz eden bir organdir. Bu nedenle
tedavi asamasinda Kkisinin sagkalim siiresinin yaninda cerrahi olarak larenksin
rezeksiyon’a kars1 korunmasida amaglanmaktadir. Hastaliin tanisinin zor yapilmasi ve
cogunlukla ileri evrelerde hastaligin belirlenmesi, larenks kanserinin erken tanisini
saglayabilecek calismalari hizlandirmigtir. Larenks kanseri tedavisi evrelere gore
degismekte olup erken teshis organ koruma bakimindan Onemlidir. Bundan dolayi,
giiniimiizde erken teshiste kullanilabilecek biyomarkerlarin ve daha efektif tedavi
metodlarinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Larenks kanseri taramasi ve erken
evrelerde tespitini saglayacak yiiksek duyarlilikta ve oOzgiilliikte olan ve malign
dokularin tespiti yapan onayli test bulunmamaktadir. Bu caligmada larenks kanseri
tanisinda ve takibinde marker olarak kullanilabilecek SETD2 geninin ekspresyon

diizeylerinin arastirilmasi hedeflendi.

Onkolojik ¢aligmalarda tiimor hiicreleri ile normal hiicreler arasinda ekspresyon
diizeyinin karsilastirilabiliyor olmasi olduk¢a oOnemlidir. SETD2, DNA onarimi,
kromozom segregasyonu ve RNA ekleme isleminde rol oynamaktadir [15-17]. SETD2
geni, ¢esitli tiimorlerde kopya sayisi kaybiyla siklikla hedeflenen bir bdlge olan
kromozom 3'lin p21.31 sitogenetik bandinda yer almaktadir [19].

Renal hiicreli karsinom [75] , mesane kanseri [76] , akciger kanseri [78], malin
melanom [91] ve endometrial kanserde SETD2 mutasyonu veya silinmesi yaygindir
[92].
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Yapilan galismalarda, mide kanserinde diisiik SETD2 ekspresyonunun koti
prognoz ile iliskili oldugu gosterilmistir [78]. Literatiirlere baktigimizda bizim

calismamiza benzer ¢alismalar oldugu goriildii.

2018 yilinda Chen ve ark. [78] yaptig1 ¢alismada; bu ¢alismaya benzer olarak
mide kanserli hastalarda diisiik SETD2 ckspresyon seviyesinin tiimoér boyutu, TNM
evresi ve lenf nodu metastaz1 gibi bazi1 klinikopatolojik parametreler ile istatistiksel
olarak anlamli oldugunu gosterilmis olup, SETD2'nin hasta prognozunda ¢ok énemli bir

rol oynadig1 belirtilmistir.

Liu ve ark. [93] 2015 yilinda yaptig1 bir diger ¢alismada ise non-metastatik
berrak hiicreli renal karsinomlu hastalarda diisik SETD2 ekspresyonunun kotii
prognostik faktor ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismanin cerrahi oncesi risk
belirlemede onemli olabilecegi ve gelecekte tedavi planlamasinda kullanilabilecegi
diisiniilmektedir. Ayrica bu ¢alismada SETD2 ekspresyonu 192 non-metastatik ccRCC
orneklerinde immun-histokimyasal boyama yontemi ile calisitlmistir. SETD2’nin
sitoplazma ve c¢ekirdek boyunca boyandigi gozlemlenmistir.SETD2 eksrepsyonunun
papiller RCC hastalarindaki ekspreyonundan daha diisiik oldugu bulunmustur. IRS
kriterine gére SETD2 diisiik ekspresyon gdsteren genler grubuna girmistir.

2009 yilinda Al Sarakbi ve ark. [76] yaptig1 bir diger ¢alismada da progresyon
saptanan meme kanserli hastalarada SETD2 gen diizeyi seviyesinde diisme saptanmig

olup bu genin meme kanserinde tiimor siipressor rol oynadigi diisiintilmiistiir.

Kopya sayisi kaybinin yani sira SETD2’deki mutasyonlar non-Sense yada
framshift trunkasyonlar gostermektedir ve her zaman protein iiriiniiniin ve fonsiyonunun
kaybina neden olurlar. SETD2 mutasyonu bulunmayan tiimoérlerde ise SETD2
ekspresyon degerlendirilmeleri yapildiginda ekspresyonda diisiis oldugu goriilmiistiir.

miRNA’lar gibi epigenetik susturmalarin rolii olabilecegi diisiiniilmektedir [94,95].

Chen ve ark. [78] gastrik kanserlerde yapmis olduklari ¢alismada SETD2’nin
MRNA ve protein ekspresyon diizeylerini imuno-histokimya, qPCR, RT-PCR ve immun
isaretleme yontemleri kullanilarak arastirmiglardir. Gastrik kanser hiicrelerinde SETD2
fonksiyonunu MTT ve transwell assayleriyle belirlemislerdir. Calisma sonucunda
SETD2 mRNA ve protein diizeylerinin tiimor 6rneklerinde tlimore komsu dokulara gore

daga diisiik diizdeyde oldugu gézlemlemislerdir.
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153 primer doku Orneginin 122’sinde (%79,7) SETD2 mRNA ekspresyon
diizeyinde diisiis belirlenmistir.Genel sagkalim analizi yapildiginda SETD2’nin diisiik
ekspresyonunun kotii prognoz ile iliskili oldugu goriilmiistiir. Cok degiskenli sag kalim
analizi SETD2’nin gastrik kanserli hastalarda agik bir prognostik faktor oldugunu
gostermistir. Gastrik kanser hiicre soylarinda SETD2 asir1  ekspresyonu hiicre
proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonunu inhibe ettigi gériilmiistiir. Caligma sonunda
SETD2 ekspresyon diizeyinin klinik onemi vurgulanmigtir, SETD2 ‘nin bu kanser

tiiriinde negatif prognostik ve progresyon markeri olabilecegi vurgulanmastir.

Yuan ve ark. [77] kolorektal kanserli kisilerde RT-qPCR analizi ile SETD2
ekspresyon diizeylerini incelemislerdir. Analiz sonuglarina gore mRNA diizeyi normal
biyopsi Ornekleri ile karsilastirildiginda tiimorlerde Onemli derecede azaldig
bulunmugtur. Ayrica Western-Blot analizinde SETD2 protein diizeyinin normal
dokulara karsmn tiimoér materyalinde diistiigii goriilmiistiir. Immiin-kimyasal analizler
sonucu SETD2 protein diizeyinde normal kolonlara gére kolorektal tiimorlerde 6nemli
bir derece diigis goriilmistiir. Yapilan korelasyon c¢aligmalart sonucu timor
hiicrelerinde SETD2 ekspresyonunun hastalik progresyonunun evresiyle iligkili oldugu
goriilmiistiir. Ayrica SETD2 ekspresyon diizeyleri hastalarin genel sag kalim ve

metastazsiz sag kalim riski i¢in bagimsiz bir belirte¢ olabilecegini vurgulamislardir.

Benzer calismalardan yola ¢ikarak bu g¢alismada SETD2 geninin larenks
kanserinde etkili olabilecegi Ongoriisiiyle 50 larenks kanseri tanili hastanin timor
hiicreleri, eslenik saglikli normal dokular1 ve cerrahi operasyon oncesi serum ornekleri
toplanarak yapilan ekspresyon ¢alismasi sonrasi Veriler elde edildi. Calisma biitgesinin
kisith olmasi nedeniyle ¢alisma diisiik 6rnek sayisi ile yapildi. Buna karsin timor
dokular1 ile saglikli normal dokular1 arasinda ekspresyon farkliliklar1 saptandi. Bu
farkliliklarin threshold degerinin 2 ve 1,5 olarak belirlenmesi sonucu yiizdelik dilimler
degismesine kargin p degerinin anlamli ¢ikmamasi nedeni ile ekspresyon durumu ile
sigara ve alkol kullanimi, niiks, anatomik tutulum bolgeleri ve metastaz ile istatistiksel
anlamlilik bulunamadi (p>0,05). Buna karsin, sadece SETD2 genindeki ekspresyon
artist ile lenf nodu tutulumu arasinda anlamli bir iliski gozlemlendi (p=0.048). Bu
caligmanin ileride daha yiiksek hasta sayili kohort galismalar yapilarak daha etkili
sonuglar alinacagini  diistinmekteyiz. SETD2 geninin  biyopsi materyalinde

kullanilabilecek olmas1 biiyiik avantajlar saglayacaktir. Larenks tiimoriine 06zgi
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patolojik  bir biyobelirte¢  potansiyeli olabilecegi ileriki ¢alismalarla da

degerlendirilecektir.
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