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OZET

Hipoksi Ve Embriyonik Kok Hucre Genlerinin Larinks Kanseri Patogenezindeki
Roli

Larinks kanseri, bas boyun kanserlerinin ortalama %25’ini olusturmakta
ve genellikle orta yas ya da ileri yas erkeklerde gorulmektedir. Larinks
kanserlerinin %90’dan fazlas1 yass1 hicre kanserleridir. Solid timdrler bilinen
tim kanserlerin %90’ 1m olusturmaktadir. Solid timdrlerin en yaygin 6zelligi ve
onemli gevresel streslerden biri hipoksidir. Oksijen konsantrasyonunun fizyolojik
seviyenin altina dusmesi, in vitroda insan embriyonik kok hicrelerinin
devamlhihgin, spontan farkhlasmamn azalmasim saglamakta, kendini yenilemeyi
desteklemektedir. Kok htcre ve kanser hucreleri arasindaki benzerlikler her iki
grubun gen ekspresyonunun duizenlenmesinde ortak yolaklar olabilecegini
dustndurmektedir.

Cahsmamiza Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz
Anabilim Dali’nda skuamoz hicreli larinks kanser teshisi almis 26 hasta dahil
edildi. Dokulardan RNA izolasyonu yapilarak timoér ve normal dokularda
hipoksinin indukledigi faktorler ve embriyonik kok hicre genlerinin ekspresyon
dizeyleri karsilastinldi. Cahsmamizda tumor dokularinda HIF-1la, OCT4 ve
NANOG genlerinin ekspresyonunun normal dokuyla karsilastirnldiginda arttig
saptandi. Ayrica Hep2 larinks kanseri ve FaDu farenks kanseri hlcre serileri
hipoksiye maruz birakilarak, hipoksinin, HIF-1a, HIF-2a, SOX2, OCT4, NANOG,
CD133, ESRRA genleri Uzerindeki etkisi belirlendi. Cahsmamizda hipoksiye
maruz birakilan Hep-2 hucrelerinde HIF-1a, HIF-2a, SOX2, OCT4, NANOG,
CD133 ve ESRRA genlerinin mRNA ekspresyonlarinda artis gézlenirken, FaDu
hicrelerinde HIF-1a ve SOX2 mRNA ekspresyonunda azalma, HIF-2a, OCT4,
NANOG, CD133 ve ESRRA mMRNA ekspresyonlarinda artma gozlenmistir.
Hucreler ESRRA inhibitord XCT790 ile muamele edildiginde, hucrelerde
hipoksinin indiikledigi gen ekspresyon profilinin degistigi saptanmistir. Bu ¢alisma
sonunda larinks kanseri tedavisinde hipoksinin etkisini azaltilmasinda yeni
stratejiler gelistirilmesine yonelik bir yaklasim sunulmus oldu.

Anahtar kelimeler: Larinks kanseri, hipoksi, embriyonik kék hicre genleri,
Real Time-PCR
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ABSTRACT

The Role Of Hypoxia And Embryonic Stem Cell Genes In Laryngeal Cancer
Pathogenesis

Laryngeal cancer accounts for about 25% of head and neck cancers and
is usually seen in men of middle or older age. More than 90% of laryngeal cancers
are squamous-cell cancers. One of the most common features of solid tumors and
one of the major environmental stresses is hypoxia. The reduction of the oxygen
concentration below the physiological level, promotes maintanance and self-
renewal of the human embryonic stem cells, and reducing spontaneous
differentiation in vitro. Similarities between stem cell and cancer cells suggest that
both groups may use common pathways in the regulation of gene expression.

Twenty six patients with squamous cell laryngeal carcinoma who were
diagnosed at University of Cukurova Medical School, Department of
Otolaryngolgy were included in this study. RNA isolation from tissues was
performed to compare the expression levels of hypoxia inducible factors and
embryonic stem cell genes in tumor and normal tissues. In our study, it was
determined that the expression of HIF-la, OCT4 and NANOG genes were
increased in tumor tissues compared to normal tissues. Furthermore, for
determining the effect of hypoxia on HIF-la, HIF-2a SOX2, OCT4, NANOG,
CD133, ESRRA genes, Hep2 larynx cancer and FaDu pharynx cancer cell lines
were exposed to hypoxia. In our study, mRNA expressions of HIF-1a, HIF-2a,
SOX2, OCT4, NANOG, CD133 and ESRRA genes were elevated in hypoxia-
exposed Hep-2 cells, in hypoxia exposed FaDu cells, mRNA expression of HIF-1a
and SOX2 were decreased, HIF-2a, OCT4, NANOG, CD133 and ESRRA mRNA
expressions were increased. When cells were treated with the ESRRA inhibitor
XCT790, hypoxia-induced gene expression profiles were changed. Our study
provides a new approach to develop new strategies in reducing the effect of
hypoxia in the treatment of larynx cancer.

Key Words: Larynx cancer, hypoxia, embryonic stem cell genes, Real Time-PCR
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1. GIRIS

Kanser, genetik ve epigenetik degisiklkler ile olusan ve sonucta gen ekspresyon
profillerinin dizeninin degismesi ve molekiler aglarin bozulmas: ile sonuglanan bir
hastaliktir™?, Bag-boyun kanserleri, oral kavte, farinks, larinks, paranzal sinusler ve
nazal kavitenn epitelyal malignitelerini tanimlamaktadir. Bas-boyun kanserleri, tim
kanserlerin %6’s1n1 olusturmakta, kanserden 6limlerin ise %5’ine neden olmakta ve
sikliga gore tim kanserler arasinda 6. sirada yer almaktadir®*®.

Boyunda, 3-6 servikal vertebralar arasinda bulunan, konusma, solunum ve
koruma gibi temel fonksiyonlar: olan larinks, supraglottik, glottik, subglottik olarak Ug¢
kistmdan olusmaktadir®’.

Larinks kanseri diinya genelinde yeni tespit edilen malignitelerin yaklasik %
2.4°0Unu olusturmaktadir. Bas boyun kanserlerinin ortalama %25’i larinks kanseridir,
genellikle orta yas ya da ileri yas (5., 6. ve 7. dekadlarda) erkeklerde goriilmektedir®.

Larinks kanserinin ortaya ¢ikmasinda yas, sigara ve alkol tiiketimi, meslek,
beslenme sekli, ilaclar, radyasyon, genetik faktorler ve viral risk faktorlerinin yeri
oldugu dstinilmektedir’.

Larinksin, fonasyon ve alt solunum yollarinin korunmas: gibi 6nemli
fonksiyonlarinin devam ettirilebilmesi hastanin hayat kalitesinin de stirekliligi anlamina
geldiginden larinks kanserlerinde erken tan: cok 6nemlidir®.

Erken evre larinks kanserli hastalar 1sin tedavisi ya da cerrahi olarak tedavi
edilebilmektedir. Ancak hastalarin biyuk kismi ileri evrede oldugundan tedaviler de
yeterince etkili olamamakta ve total larenjektomi tercih edilmektedir®.

Solid timorler bilinen tim kanserlerin %90’1n1  olusturmaktadir. Tumor,
mutasyonlu tek bir hiicreden gelismekte, sonucgta morbidite ve mortaliteye neden
olmaktadir, ayrica normal dokuyu istila edebilmekte ya da uzak organlara metastaz
yapabilmektedir'®. Son yillarda genetik, epigenetik veya somatik degisimlere ek olarak
timor mikrogevresinin de, malign progresyon ve metastazda dnemli bir faktor oldugu,
geleneksel anti-timér tedavilerine cevabi etkiledigi diisiiniilmektedir'.

Hucresel mikrogevredeki degisimler, azalmig oksijen miktar: sonucunda hipoksi

ya da anoksi meydana gelmektedir’®. Solid timérlerin en yaygin 6zelligi olan ve en



onemli gevresel streslerden biri hipoksidir. Hipoksinin kanser gelisiminde 6nemli ve
kompleks bir rolii vardir',

Insan embriyonik kok hiicreleri, blastositin i¢ hiicre kitlerinden elde edilir,
vicuttaki tim hicrelere donusebilme (pluripotensi) ve kendini yenileyerek (self-
renewal) prolifere olma Ozelligine sahiptir, bu nedenle gelisim mekanizmasinin
incelenmesi ve dejeneratif hastaliklarin tedavisinde transplantasyon igin sinirsiz hiicre
kaynag: saglamasi bakimindan oldukga dnemlidir*®*2,

Pluripotent hticrelerle yapilan ¢alismalarda dustk oksijen seviyelerinde artmis
proliferasyon gozlenmektedir. Oksijen konsantrasyonunun fizyolojik seviyenin altina
dismesi, in vitroda insan embriyonik kok hicrelerinin devamliliginin saglanmasi,
spontan farklilasmanin azalmasini saglamakta, kendini yenilemeyi desteklemektedir. Bu
nedenle atmosferik oksijen seviyesinin altinda, proliferasyon miktar1 ve pluripotent
hiicre sayisi artmaktadir®®. Embriyonik kok hiicreler ve kanser hiicreleri birkac agidan
birbirine benzemektedir**. Kok hiicre ve kanser hiicreleri arasindaki benzerlikler her iki
grubun da gen ekspresyonun dizenlenmesinde benzerliklerin  olabilecegini
distindtirmektedir®.

Bu calismada, larinks kanseri hastalarinda hipoksinin indtkledigi faktorler olan
HIF-1o ve HIF-2a ile embriyonik kok hiicre genleri olan SOX2, OCT4, NANOG ile
CD133, ESRRA genlerinin ekspresyon duzeyini saptamak ve hastaligin klinik
Ozellikleriyle olas: iliskilerini ortaya ¢ikarmak ayrica Hep2 larinks kanseri ve FaDu
farenks kanseri hiicre serilerinde hipoksinin HIF-1a, HIF-2a, SOX2, OCT4, NANOG,
CD133, ESRRA genleri uizerindeki etkisininin belirlenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Larinks Anatomisi

Larinks cesitli stromal ve epitelyal dokulardan olusmus kompleks bir organdir™.
Larinks; boyunda, orta hatta dil koklyle trakea arasinda yer alan yanlarda ise buyik
damarlarla komsulugu olan kikirdak cati izerine membranlar, ligamanlar ve kaslarin
oturmasiyla olusmus bir organdir. Konusma, solunum ve koruma gibi temel
fonksiyonlar: vardir. Yeni doganlarda 1-4 servikal vertebralar arasinda yer alan larinks,
puberteye kadar asagiya iner. Puberte sonras: erkeklerde daha belirgin olmak kaydiyla
biiytiyerek 3-6 servikal vertebralar arasinda normal yerini alir®.

Larinks Ust tarafta hyoid kemik ile komsu olup alt tarafta trakea ile devam
ederken, arka tarafinda laringofarinks vardir, 6n tarafinda ise deri, Facia superficialis,
M. platysma ve Fascia cervicalis ile komsudur’.

Dil kemigi olarak bilinen hyoid kemik, anatomik olarak larinksten ayr: olsa da,
tirohiyoid membran ve ekstrinsik kaslarin tutunmasiyla fonksiyonel olarak larinksin bir
parcasi olarak caligir®.

Lariksin yapisinda U¢ cift, ¢ tek olarak dokuz tane kikirdak vardir. Cift
kikirdaklar; aritenoid, kornikulat, kuneiform; tek kikirdaklar ise epiglottis tiroid,
krikoid’dir®. Larinksin ana kikirdaklari olan tiroid, krikoid ve aritenoid hiyalin tip
kikirdak, epiglottis elastik tip kikirdaktir. Tiroid ve krikoid kikirdaklarin kalsifikasyonu
yasla artar, tiroid kikirdak ayni: zamanda ossifikasyona ugrarle.

Larinkste lenfatik kanallar mukozal (yiizeysel) ve submukozal sistem olarak
seyreder. Yuzeysel sistem, larinksin sag ve sol yarisi arasinda baglanti yapmaz. Derin
lenfatik sistem kanserlerde daha 6nemlidir. Larinksin supraglottik, glotik ve subglottik
bélgeleri submukozal bag dokuda yer alan bariyerlerle birbirinden ayrilmuslardir’.
Larinks kavitesi (endolarinks), farinksle iliskili olan larengeal giristen, trakea ile devam
eden krikoid kikirdak alt kenarina kadar devam eder. Endolarinkste kenarlardan
kaynaklanip, i¢ kisma dogru uzanan sagh sollu bir cift plika vardir. Ustteki plikalara
ventrikiler band, alttakine vokal kord denir. VVokal kordlar larinksi ¢ bolgeye ayirir
(Sekil 2.1)°.

Supraglottik Bélge: Epiglotisin ucundan gercek korda kadar uzanir, ariepiglottik

kivrim, yalanci vokal kordlari ve ventrikiilleri igerir.



Glottik Bolge: VVokal kordlar ve onlar: birlestiren anterior komissirden olusmaktadir.
Subglottik Bolge: Gercek vokal kordlarin alt siniriyla 1. trake kikirdag: arasinda yer alan

alandir'®.

Hyald Kemik —f)
Supraglottis

Tiroid Kartilar—

|||||||

Gerpek Vokal

Koed Gloltis

Tiwoid bezi = Subgloﬂl;

Sekil 2.1. Larinks Anatomisi'®.

2.2. Larinks Embriyolojisi

Solunum primordyumu, ilkel farinks ventral duvarin kaudal ucunda orta hatta
yaklagik 28. guniinde laringotrakeal oluk olarak bagslar. Laringotrekeal olugun
endodermal dosemesi, akciger epitelini, larinks, trakea ve bronglarin epitel ve bezlerini
olusturur. Bu yapilardaki bag doku, kikirdak ve duz kaslar 6n bagirsak gevresindeki
splanknik (i¢ organlar) mezodermden gelisir. Dordlnct hafta sonunda, laringotrekeal
oluk, 6n bagirsak kaudal ucunda ventralde yerlesik laringotrekeal divertikulumu
olusturur. Divertikulum uzadikca splanknik mezoderm tarafindan kusatilir ve distal ucu
yuvarlak solunum tomurcugunu olusturur. Laringotrekeal uzanti kisa zamanda
primordial farinksten ayrilir, ancak primordial laringeal giris ile baglantis1 devam eder.
Laringotrekeal diverticumda gelisen trakedzefegeal Kkatlantilar, trakedzefageal septum
olusturmak Uzere birlesir. Laringotrakeal tlbln farinkse acildigi yer, primordiyal
laringeal girisi olusturur.

Larinksin epitelyal désemesi endoderm, laringeal kikirdaklar ise mezensimden
gelisirler. Laringotrakeal tibtin kranial ucundaki mezensim hizla cogalarak aritenoid



siskinlik ciftlerini olusturur. Dile dogru gelisen bu siskinlikler, yarik seklindeki deligi T
harfi bigimli laringeal girise ve gelismekte olan laringeal limeni bir yariga donlsturdr.
Larengeal epitelin hizla ¢ogalmas: gegici olarak larengeal limenin tikanmasiyla
sonuclanir. Onuncu haftaya kadar larinks yeniden kanalize olur. Yeniden kanalize olma
islemi sirasinda larengeal ventriklller olusur. Larinks ve epiglottisin blyumesi

dogumdan sonraki ti¢ yilda hizlidir. Bu zaman icinde epiglottis yetiskin seklini alir™.

2.3. Larinks Histolojisi

Yenidogan larinksinde vokal kord haricindeki bolgeler silli kolumnar epitelle
doselidir. Skuamoéz epitel (yass: epitel) altinci aydan itibaren yalanci vokal kordlarda
gorilmeye baslar. Epiglottisin 6n yuzl cok katli yass: epitelle ortild, arka tarafinin tst
kismi ise ¢ok Kkatl yassi epitelle orttluyken, alt kisimda yass: epitelle silli kolumnar
epitel birlikte bulunur. Sigara i¢cmeyen vyetiskinlerde, supraglottik ve infraglottik
bolgelerde, skuamoz epitel, silli epitel ile bir arada bulunurken, glottik bolge ¢ok katl:
yass: epitel ile orthlidar. Sigara icenlerde larinksin silli solunum epiteli, skuaméz

epitele doniismustir.

2.4. Larinks Fizyolojisi

2.4.1. Sfinkter (koruma) Fonksiyonu:

Yutma sirasinda larinks kapanarak gidalarin girisinde akcigerleri korur’.

2.4.2. Solunum Fonksiyonu:

Solunum medulladaki merkez ile diizenlenmektedir. Larinks solunum yolunun
bir parcasi olup, akcigerlere hava giris ¢ikisini kontrol edebilecek bir yerlesime sahiptir.
Larinks inspirasyon ve ekspirasyon safhalarinda diger solunum yolu elemanlar: ile es
zamanh olarak hareket eder. Inspirasyon sirasinda diyafram asag1 dogru iner ve glottis

acihr®h,



2.4.3. Konusma Fonksiyonu:
Konusma agiz, dil, dudak, damak, farenks, larinks, akciger, diyafram, karin ve
boyun kaslarinin uyum iginde ¢alismasi ile saglanir. Larinks sesin temel dalga formunu

yaratir®,

2.5. Larinks Kanserleri

2.5.1. insidans ve Epidemiyoloji

Kanser, genetik ve epigenetik degisimler ile olusan bir hastalik olup ana 6zelligi
gen ekspresyon profillerinin diizeninin degismesi ve molekiler aglarin bozulmasidir.
Mutasyonlar ve genetik instabilite, timor hicrelerine uyum saglama ve prolifere
olabilme yetenegi kazandirirken epigenetik faktorler timorlere ek olarak farkl
avantajlar saglamaktadir'?.

Bas-boyun kanserleri, oral kavite, farinks, larinks, paranzal sinusler ve nazal
kavitenin epiteliyal malignitelerini tanimlamaktadir. Bas-boyun kanserleri, tim
kanserlerin %6’sin1 olusturmakta, kanserden oliimlerin ise %5’ine neden olmaktadir ve
siklik sirasina gore tim kanserler arasinda altinci sirada yer almaktadir. Her yil diinyada
yaklasik 650.000 yeni olgu gelistigi, ancak hastalarin %40-50 kadarinin 5 yil hayatta
kalabildigi tahmin edilmektedir®*°.

Larinks kanseri dunya genelinde yeni tespit edilen malignitelerin yaklasik
%2.4’0n0 olusturmaktadir. Bas boyun kanserlerinin ortalama %25’i larinks kanseridir,
genellikle orta yas ya da ileri yas (5., 6. ve 7. dekadlarda) erkeklerde gorulmektedir
7821 Diinya saglik 6rgutiinin GLOBOCAN projesi 2012 verilerine bakildiginda Kiba
yilda 7,6/100.000 insidans ile birinci sirada yer almaktadir. Kiba’y:r Macarsitan,
Ermenistan ve Glrcistan takip etmektedir. Hastaligin Turkiye insidansi ise
4/100.000°dir. Tarkiye’yi 3.9/100.000 ile Fransa, 3.8/100.000 Belarus ve Belcika takip
etmektedir®.

Saglik bakanliginin 2015 verilerine gore Turkiye ile gelismis Ulkeler arasindaki
en Onemli fark tatln drinlerinden kaynaklanan kanser sayisimn yuksekligidir.
Turkiye’de akciger kanserinin insidans1 37,5/100.000 ve larinks kanserinin insidansi
4,2/100.000 olarak saptanirken, bu oranlar AB Ulkelerinde sirasiyla yiizbinde 31,6 ve

3,3 olmaktadir®*,



Saghk Bakanhgi’nin 2013 yili verilerine gore Turkiye’de erkeklerde larinks
kanseri en sik goriilen 6. kanser olarak belirtilmektedir®. Larinks kanseri diinya
genelinde erkeklerde kadinlardan 6 kat daha fazla goriilmektedir®®.

Larinks kanserli bir hastalarin %10-24’unde ikinci bir kanser gelisebilmektedir.
Hastalarin %11-19’unda ikinci tumor tedaviden sonraki 5 yil iginde, %30’unda ise 10
yil icinde gelismektedir. Larinks kanserlerin %1’inde senkronize kanserler goruliirken,

9%5-10’unda farkli zamanlarda kanser goriilmektedir?’.

2.5.2. Etyoloji

Larinks kanserinin ortaya ¢ikmasinda yas, sigara ve alkol tiiketimi, meslek,
beslenme sekli, ilaclar, radyasyon, genetik faktorler ve viral risk faktorlerinin yeri
oldugu distniilmektedir’. Son dénemde yapilan calismalarda kahve tiiketiminin de
larinks kanser riskini arttirdigini géstermistir®.,

Larinks kanseri olan hastalarin yaklasik %95’inin ge¢cmisine bakildiginda
tumorin ortaya cikisindan 6nce sigara ve alkol tiketimi oldugu gorilmektedir. Bas
boyun kanserli hastalarin kii¢iik bir grubu hig sigara ya da alkol tiiketmemis Kisilerdir Ki
bu bireylerde kanser lokasyonu genellikle larinks olmamaktadir. Sigara gecmisi
olmayan hastalarda bas boyun tlimorlerinin en sik gelistigi yerler oral kavitede 6zellikle
dildir. Sigara igmeyen hastalarin blyik kismi kadindir ve bu grupta 80 yasin tzerinde
ve 40 yasin altinda bireyler bulunmaktadir. Sigara ve alkol tuketim ge¢cmisi olmayan
Kisilerde larinks kanserinin gorilmesi cevresel maruziyet, gastrotzafagal refli, virts
enfeksiyonu, beslenme sekli, radyasyon ve bireysel Ozellikler gibi cesitli faktorlere
baghdir. Sigara ve alkol kullanmayan larinks kanser hastalari ev ya da is ¢evrelerinde
pasif olarak sigara dumanina maruz kalabilmektedir®®.

Katt yag kullannmina bagh ev ici hava Kkirliligi genel olarak hastaliklarin
%2,6’sindan sorumludur. Yapilan ¢alismalarda bu durumun servikal neoplazi, oral,
nazofarenks, farinks ve larinks kanseri ile iliskili bulundugu saptanmustir™.

Gastroozafageal reflii nedeniyle larinkste olusan kronik inflamasyon kronik
larenjit ve kanser icin risk faktort olusturdugunu belirten makaleler yaninda, reflliniin
larinks kanserine neden olduguna dair yeterince kanit olmadigin: belirten makaleler de

bulunmaktadir?®=L.



HPV’nin (Human Papiloma Virus) bazi serotipleri epitelyal neoplazilerin
gorilmesi ile iligskilendirilmistir. Bas boyun boélgesinde yuksek riskli HPV serotipleri
skuamoz hicre karsinomlarinda gortlmektedir, ancak HPV enfeksiyonunun larinks
kanseri ile iligkisi netlesmemistir?3%33,

Vitamin C, likopen ve flavinoid gibi antioksidanlari igceren sebze ve meyvelerin
larinks kanserine kars1 koruyucu roli olabilecegi belirtilmektedir. Larinks kanser riski
kirmizi et, islenmis gidalar ve seker tiiketimi ile artmaktadir®®. Tipik bir Akdeniz diyeti,
zeytinyagi gibi doymamis yag asidi tuketimi, sebze, meyve, bitkisel proteinler, tam
tahillilar, balik, az miktarda alkol ve disik kirmizi et tiketimi ile karakterizedir.
Italya’da yapilan bir calismada Akdeniz diyeti uygulayan bireylerde oral kavite, farinks
ve larinks kanser riskinin azaldig: saptanmustir®®.

Radyoterapi tedavisi tiroid ve bas boyun sarkomlari icin risk faktoridir ancak
radyoterapinin skuamoz hicreleri bas boyun kanseri ile direk bir iliskisi saptanmamustir.
Radyoterapi sadece laringeal papilamatoz tedavisinde larinks skuam0dz hicre
karsinomuyla iliskili bulunmustur®.

Biyuk ailelerle yapilan calismalarda bas boyun kanserli hastalarin 1. dereceden
akrabalarinda bas boyun kanserinin gorildigi saptanmistir. Bu durumda DNA tamir
sistemindeki kalitimsal farkliliklar, karsinojenleri metabolize eden sistemlerin etkinligi,
hicre dongust kontrol sistemi gibi faktorlerin tek tek ya da birlikte etkisi gorilmektedir.
Sigara karsinojenleri ve alkol metabolizmasindaki cesitli genlerin polimorfizmlerinin
bas boyun kanserlerinin ortaya ¢ikisinda etkili oldugu saptanmistir®®. Son yillarda NER
yolagindaki tamir genlerinin bazi varyantlarinin®® ve CYP1AL1 geninin varyantlarinin
larinks kanseri ile iliskili olabilecegi gosteren calismalar®® olmakla birlikte bu konudaki
sonuglar tartismalidir®”.

Gecmis yillarda yapilan calismalarda bas boyun kanserlerinde ras, myc, erbB-2,
EGFR, siklin D1 gibi cesitli pro-onkogenlerin aktivasyon kazandigi, p16, TP53 gibi
cesitli timor supresor genlerin inaktive oldugu gdsterilmistir®,

Kodlama yapmayan RNA’larin  bir simift  olan miRNA’larin  hiicre
proliferasyonu, metastaz, invazyon ve apoptoz gibi yolaklar aracilig: ile larinks kanser

patogenezine katki sagladig; ile ilgili cahismalar bulunmaktadir®.



2.5.3. Patoloji

Larinks kanserlerinin %90’dan fazlas: yass1 hiicre kanserleridir. Bununla birlikte
bu organ: olusturan tim doku gruplarindan kaynaklanan, kondrom (kikirdak orijinli
benign timor), adenokanserler, néroendokrin tumorler, mindr tukrik bezi tumorleri,
indiferansiye karsinom gibi benign ya da malign neoplazilere rastlamak miimkiindir®.

%90-95’i yassi hiicre karsinomu olan larinks kanserlerinin % 60-65’i glottik
bolgede, %30-35’i supraglottik bolgede, %5°ten az kismi subglottik bolgede ve %5’den
az1 da transglottik bolgede yerlesmektedir™.

Glottik Tumarler: On, arka komisiirde ve vokal kordlarda lokalize olurlar. Bu
bolge embriyolojik olarak orta hatta birlesmis c¢ift yapilardan olusmustur ve ¢ok seyrek
lenfatik dolasima sahiptir. Glottik timérlerin temel yayilim yolu lokal invazyondur®’.

Supraglottik Tumdrler: Cogunlukla epiglot larengeal yizeyden koken alir ve
lokal invazyonla ariepiglottik pilikalara bandlara ve ventrikillere yayilir. Bu bolge
embriyolojik olarak glottik ve subglottik bolgelerden farkli sekilde tek yapi olarak
gelismistir ve lenfatikleri superior larengeal arterleri takip ederek tirohyoid membran
icine gecer ve boyunda lenf nodlarina drene olur. Bu zengin lenfatik ag, klinikte
supraglottik timarlerin tim T evrelerinde %25-75 siklikla gorilen unilateral ve bilateral
servikal metastazlarin sebebidir®.

Subglottik Tumorler: Primer timorleri nadirdir. Bu tlmorler inferiora dogru
yayilim gosterir. Tumor mukozada sinirliysa yayilim (st trakeaya, konus elastikus
barriyeri asildiysa krikotiroid membran yoluyla larinks disina olur®.

Transglottik Tumorler: Larengeal kompartmanlarin en az ikisinde tutulum
yapan tiimorlerdir. Kikirdak invazyonu ve paraglottik bélgeye yayilim yaparlar®’

Kanserin derecelendirilmesi (grade), mikroskop altinda kanser hicrelerinin
normal hicrelere ne kadar benzedigini tanimlamaktadir. Larinks kanseri icin 3 derece
vardir.

Gradel (Dusuk Grade) Kanser hucreleri normal larinks hiicrelerine oldukca
benzemektedir (iyi diferansiye).

Grade 2 (Orta Grade) Kanser hiicreleri normal larinks hiicrelerine benzemektedir (orta
derecede diferansiye).

Grade 3 (Yuksek Grade) Kanser hicreleri normal larinks hicrelerine

benzememektedir (az diferansiye)®.



Yapilan calismalarin bir kisminda histolojik farklilasmanin derecesinin, niks
oranini ya da sagkalim: etkilemedigi gbzlenmistir. Baz1 calismalarda ise G3 tiimérlerin,
G2 ve G1 tumorlere gore daha yiksek proliferasyona sahip oldugunu ve tumor
niiksiinden sorumlu oldugunu gostermistir®.

Epidermoid kanserler, larinksin en fazla gorulen neoplazmlaridir. Ortalama %95
oraninda gorltrler. Larinksi doseyen yassi epitelden gelisirler. Indifferansiye ve
verrikoz (epidermoid karsinomun seyrek rastlanan iyi diferansiye bir formudur)
kanserler daha azdir. Larinksin prekansertdz lezyonlari cogunlukla yass: epitel kanserine
donebilir. Larinksin yassi epitel dist timorleri %1-2, epitel kokenli olanlari %98
oranindadr’.

Larinkste skuamdz hucreli karsinom disinda; verriik6z karsinom, kiguk hucreli
(ndroendokrin) karsinom, bazaloid skuam6z karsinom, lemfo-epitelioma - benzeri
karsinom, adenokarsinom, sarkomatoid karsinom gériilebilmektedir™.

Larinksin bening timarleri, tum larinks timorlerinin %5’ini olusturmaktadir. En
sik karsilagilan papillomadir. Diger tipler arasinda kondromlar, hemanjiomlar,

miyoblastomlar, lipomlar, fibroma ve norofibromlar sayilabilir®.

2.5.4. Tam

Larinksin, fonasyon ve alt solunum yollarinin korunmasi gibi 6nemli
fonksiyonlarinin devam ettirilebilmesi, hastanin hayat kalitesinin de surekliligi anlamina
geldiginden larinks kanserlerinde erken tani gok onemlidir®.

Larinks kanser tanmsinda hastanin dykistinde semptomlarin siresi, sigara ve
benzer karsinojenlere maruz kalma, aile 6ykusi ve tibbi gegmisi sorgulanir. Tan: igin
fiziksel muayene, radyolojik degerlendirme, endoskopi ve biyopsi yapilmaktadir®.

Larinks kanser olgularinda, semptom ve bulgular arasinda seste kabalasma,
yutma zorlugu, boyunda kitle, bogaz agrisi, kulak agrisi, solunum problemleri ve
aspirasyon bulunmaktadir. Glottik timaorlerde, vokal kordlarda olusan kalinlik ve sekil
degisikliklerine bagli vibrasyon bozuldugu icin ses kabalasir ve bu hastalar erken
dénemde doktora basvururlar. Supraglottik timorlerde genelde tumor buyik boyutlara
ulastiginda ses kisikhigindan 6nce, yutma gucligt, solunum problemleri ve aspirasyon
sikayetleri goralir. Bu hastalar genelde ileri evrelerde basvururlar. Supraglottik

kanserler erken donemde metastaz yaptiklari i¢in hastalar boyunda sislik sikayeti ile de
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basvurabilirler. Subglottik tlimorler de supraglottik timdrlerde oldugu gibi ge¢ bulgu
verirler ve genelde solunum sikintisi ya da tlimorin kordlar: tutmasiyla yine disfoni ile

basvururlar?.

2.5.5. Evreleme

Tan aninda kanserin evresi, 6nceki, benzer evrede hastalarin deneyim ve tedavi
sonuglarina gére uygun tedavinin secilmesinde prognozu etkileyen kritik unsurdur.
Bunun yaminda, dogru evreleme, tedavi sonuglari ve Klinik arastirmalar
degerlendirmek, merkezler aras1 bilgi ahsverisi ve karsilastirmay: saglamak, klink ve
urtine donustirebilecek kanser arastirmalarina temel olusturmak igin 6nem tagimaktadir.
Dunyada farkli evreleme sistemleri kullaniimaktadir. Bunlar arasindaki fark,
uygulayicilarin ama¢ ve ihtiyaclari ile toplum go6zlemlerine dayanmaktadir. En
kullanisl: evreleme sistemi “American Joint Committee on Cancer” (AJCC) ve “The
International Union for Cancer Control” (UICC) tarafindan gelistirilen timdor-nod-
metastaz (TNM) sistemidir. TNM sistemi kanserleri, primer timoér boyut ve uzanimi
(T), bolgesel lenf nodu tutulmu (N) ve uzak metastazin olup olmamasina (M) gore
siniflandirmaktadir (Cizelge 2.1)*
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Cizelge 2.1. TNM evreleme sistemi®*®

Primer TUmor (T)

Tx: Primer timor icin degerlendirilme yapilamamaktadir.
TO: Primer tumor gosterilememektedir.

Tis: Karsinoma in situ

Supraglottis

T1: Tumor tek bir supraglottik alt bolgesiye sinirlidir, vokal kord hareketleri
normaldir.

T2: Tumor supraglotisin birden fazla alt bélgesini, glottisi veya larinks fiksasyonuna
yol agmaksizin supraglottik bolge disindaki anatomik yapilar: tutmustur.

T3: Tumor larinks icinde sinirli olmakla birlikte vokal kord hareketi sinirl: ve/veya
postkrikoid, preepiglotik, paraglottik bosluga ve/veya tiroid Kartilaj i¢c korteks
tutulumu mevcuttur.

T4a: Tam kat tiroid Kkartilaj destriksiyonu ve/veya boyun yumusak dokulari, tiroid,
trake, 6zefagus, dil kokl tutulumu mevcuttur.

T4b: Prevertebral boslugu, karotid artri veya mediastinal yapilarin tutulumu
mevcuttur.

Glottis

T1: Tumor vokal kordlar ile sinirlidir, kord hareketleri normaldir

Tla: Tumor tek vokal kordda bulunur.

T1b: Her iki vokal kordda timor mevcuttur.

T2: Tumor supraglotis ve/veya subglotise uzanmakta ve/veya kord hareketlerinde
kisitlilik mevcuttur.

T3: Tumor larinks icinde sinirlidir ve vokal kord hareketlerinde kisitlilik vardir
ve/veya tiroid Kartilaj i¢ korteks destriiksiyonu vardir.

T4a: Tam kat tiroid Kartilaj destriksiyonu ve/veya boyun yumusak dokulari, tiroid,
trake, 6zefagus, dil koki tutulumu mevcuttur.

T4b: Prevertebral boslugu, karotid arteri veya mediastinal yapilarin tutulumu
mevcuttur.

Subglottis

T1: TUmOr subglottise sinirhidir.

T2: Tumor vokal kordlara uzanim mevcuttur. Kord hareketleri kisitlanmis da olabilir.
T3: Timor larinks iginde sinirlidir ve kord fiksasyonu vardir.

T4a: Tam kat tiroid Kartilaj destriksiyonu ve/veya boyun yumusak dokulari, tiroid,
trake, 6zefagus, dil koki tutulumu mevcuttur.

T4b: Prevertebral boslugu, karotid arteri veya mediastinal yapilarin tutulumu
mevcuttur.

Bolgesel Lenf Nodlari (N )

Nx: Bolgesel lenf nodlar: degerlendirilememektedr.

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi bulunmamaktadir..

N1: Ayni tarafta en blylk boyutu <3 cm olan tek lenf nodu metastazi vardir.

N2: Ayni tarafta en buyik boyutu >3 cm ancak <6 cm tek lenf nodu metastaz: veya
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ayni tarafta en buyik boyutu <6 cm tek lenf nodu metastazi veya iki tarafl: ya da karsi
tarafta en blylk boyutu <6 cm lenf nodu metastaz(lar): vardir.

N2a: Ayni tarafta en buyiuk boyutu >3 cm ancak <6 cm tek lenf nodu metastazi
vardir.

N2b: Ayni tarafta en buyuk boyutu <6 cm tek lenf nodu metastazi vardir.

N2c: iki tarafli ya da kars: tarafta en blyiik boyutu <6 cm lenf nodu metastaz(lar):
vardir.

N3: En biyuk boyutu >6 cm olan lenf nodu metastaz(lar): vardir.

Uzak Metastaz (M)
MO: Uzak metastaz yoktur
M1: Uzak metastaz vardir

Anatomik Evre / Prognostik Gruplar

Evre 0 Tis NO MO

Evre | T1 NO MO

Evre 2 T2 N1 MO

Evre 3 T3 NO MO
T1 N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO

Evre 4a T4a NO MO
T4a N1 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO

Evre 4b T4b Herhangi N MO
Herhangi T N3 MO

Evre 4c Herhangi T Herhangi N M1
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2.5.6. Metastaz

Larinks kanseri metastazlari daha cok lenfatik yolla oldugundan boyunda lenf
bulunusu prognozda 6nem kazanir. Boyun metastazlar: larinksin anatomik bélgelerine
gore degisir. Servikal metastaz riski tumorin diferansiyasyonu, evresi, lokalizasyonuna
baglhdir. Larinks kanserler %24-49 oraninda boyun metastazi yapar.

Supraglottik kanserler kisa surede boyun metastazi yaparlar. Bu bolge
lenfatiklerden ¢ok zengindir, boyuna metastaz orant %25-50 arasinda degisir. Glottik
kanserlerin lenfatik yayilim: daha gec¢ olur. VVokal kord disina tasan kanserlerde yayilim
riski artar. Glottik lezyonlarda metastaz oran %5-7, ileri evrelerde %14-15"e ulasir.

Larinks kanserlerinde uzak metastaz %50 oraninda ilk 9 ayda ve %90 oraninda
ilk iki yil icinde gorilir. ileri evre T3-T4 timorlerde ve boyun metastazi olan veya

rekiirensli hastalarda daha sik ortaya ¢ikar’.

2.5.7. Tedavi

Erken evre larinks kanserli hastalar yiiksek bolgesel kontrol orani ile 1sin
tedavisi ya da cerrahi olarak tedavi edilebilmektedir. Ancak hastalarin biyuk kismi ileri
evrede oldugundan tedaviler de yeterince etkili olamamaktadir. SEER (Surveillance,
Epidemiology, and End Results) verilerine gore Larinks kanser hastalarinin %45’i
kanser heniiz primer bolgesindeyken saptanirken, %47°sinde lenf nodlarina yayildiktan
sonra ya da primer bolgenin disinda saptanmaktadir. Turkiye’de ise yiuksek sigara
kullanim: ve semptomlarin ge¢ fark edilmesinden dolay: ilerlemis evre kanserleri
gorilmektedir®®. Lokal ileri evre timérlerinde kemo-radyoterapi ile birlikte organ
koruma tedavilerindeki ilerlemeye ragmen; Turkiye gibi gelismekte olan Ulkelerde bu
yontem standart tedavi olarak uygulanmamakta, bu tlkelerde genellikle kemoterapi ile
birlikte ya da kemoterapisiz radyoterapi ile cerrahi tedavi birlikte uygulanmaktadir.
Cerrahi sonras1 yardimci radyoterapi yiksek riskli hastalarda loko bolgesel niiks riskini

azaltmak icin bagvurulan ana tedavidir**.

2.6. Kanser Olusumu
Timor olusumu, asamali bir surectir ve bu surecte genetik degisimlerle normal
hicreler malign hale donisur. Kanser hiicreleri kendi bliyime sinyallerini olusturabilir,

anti-blytme sinyallerine duyarsizdir, apoptozdan kacabilir, sonsuz replikatif
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potansiyele sahiptir, anjiyogenezi devam ettirir, sonugta doku invazyonu ve metastaz
yapar. Bu fizyolojik degisimlerin her biri timor gelisimi slrecinde kazanilan yeni
Ozelliklerdir. Normal hiicreler sessiz durumdan, aktif proliferatif duruma gecmek icin
mitojenik blylime sinyallerine ihtiya¢c duymaktadir. Bu sinyaller transmembran
reseptorleri araciligr ile hucrelere aktarilir. Normal hiicreler biyume sinyali yoklugunda
prolifere olmaz. Normal dokuda cesitli antiproliferatif sinyaller, hucrenin dinlenme
halini ve doku homeostazini: devam ettirir. Bu sinyaller soliibl biyime inhibitorleri veya
ekstraselliler matriks ya da komsu hiicre yuzeyindeki inhibitorler olabilir. Bu anti
biylme sinyalleri de transmembran hiicre yiizey reseptort tarafindan hicre icine
aktarilir. Kanserlesme sirecinin  basindaki hiicre bu antipoliferatif sinyallerden
kagmaktadir. TUmor hiicre populasyonunun artis1 sadece hicre proliferasyonu ile degil
ayn1 zamanda hcre 6lim ile de kontrol edilmektedir. Yapilan ¢alismalarda kazanilmis
apoptoz direncinin tim kanser tiplerinde goruldugl belirtilmektedir. Hayflick yaptigi
calismalarda kulttre hucrelerin belirli bir replikatif potansiyeli oldugunu, hiicrelerin
belirli sayida bolinmeden sonra senesense girdigini belirlemistir. TUmor hicreleri,
timor progresyonu sirasinda limitisiz bir replikatif potansiyel kazanarak Oliimsiiz
olmaktadir, bu durum da malign biyume durumunun devam igin oldukga 6nemlidir.
Oksijen ve besin takviyesi, hucre fonksiyonu ve canlilig: igin oldukga dnemlidir. Bir
dokudaki hiicreler kilcal kan damarlarina yaklasik 100 um mesafededir, organ olusumu
sirasinda bu mesafe damarlarin koordineli biyumesi ile korunmaktadir. Damarlara
yakinliktan dolayr doku iginde prolifere olan hicrelerin, kan damari buyumesini
destekleyecek yetenegi oldugu dislnllse de anormal proliferasyon gdsteren
lezyonlardaki hiicrelerde anjiyogenik kabiliyet, biylmelerini kisitlamak icin ilk
baslarda gorilmemektedir. Daha buyuk boyuta ulasabilmek icin yeni olusan neoplaziler
anjiyogenik yetenekler gelistirmelidir. TUmor gelisimi  sirasinda anjiyogenezi
indlkleyip devamini saglama yetenegi hiicreler tarafindan kazanilmaktadir. Kanser
gelisimi slrecinde, primer timor kitlesindeki bazi hiicreler, komsu dokuyu istila ederek, uzak
bolgelere hareket eder ve oralarda yeni koloniler kurar. Bu metastazlar kanserden éliimlerin
biyiik kismindan sorumludur. invayon ve metastaz kabiliyeti, kanser hiicrelerinin primer timor

dokusundan kagarak, viicutta en azindan ilk asamalarda besin ve alan kisitlamas: olmadan yeni

bir bolgede kolonize olmasini saglar®
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2.7. Hipoksi ve Kanser

Solid timorler bilinen tim kanserlerin %90’1n1  olusturmaktadir. Tumor,
mutasyonlu tek bir hiicreden gelismekte, sonucgta morbidite ve mortaliteye neden
olmaktadir, ayrica normal dokuyu istila edebilmekte ya da uzak organlara metastaz
yapabilmektedir'®.

Tumor olusumu hiicre dongusu kontrol noktalarinda, genomik instabilitenin
artmasiyla genetik, epigenetik veya somatik degisimlerin neden oldugu hasarlar sonucu
olusmaktadir. Bu degisimler, kanser hicrelerinin normal hicrelerden farkli olarak,
blylme inhibitorlerine karsi duyarsizlasmasina, ekzojen biuyume faktorleri yoklugunda
proliferasyona devam etmesine, apoptozdan kagmasina, telomeraz yeniden aktivasyonu
ile limitsiz bolinme 0Ozelligi kazanmalarina, anormal anjiyogeneze, immun sistemden
kagma, invazyon ve metastaz yetenegi kazanmalarina neden olmaktadir. Son yillarda
genetik, epigenetik veya somatik degisimlere ek olarak timor mikrogevresinin de,
malign progresyon ve metastazda 6nemli bir faktor oldugu, geleneksel anti-timor
tedavilerine cevabu etkiledigi diistintilmektedir.

Tumor progresyonu, timor hicre mikrogevresindeki degisimlerin eslik ettigi
hizli hiicre bolinmesi ile karakterizedir. Hiicresel mikrogevredeki degisimler, azalmis
oksijen miktar1 ve sonucta hipoksi ya da anoksiye neden olmaktadir. Yeni olusan
timorler yaklagik 1mm’lik biylme icin yeni kan damarlari olusturmalidir. Ancak
olusan bu yeni damar agi, dilatasyon, tamamlanmamis endotel duvari ve membrani,
sizdirma gibi anomaliler ile normal dokulardakinden fonksiyonel ve yapisal olarak
farklilik gostermektedir. Bu anomaliler timdor hicrelerine diizensiz kan akisina ve
bozulmus O, ve besin tasinimina, sonucta da hipoksik ve anoksik bdlgeler olusmasina
neden olmaktadir. Hipoksi timor hicre proliferasyonunu ve malign progresyonu
etkileyen 6nemli bir faktordur'®. Solid timorlerin en yaygin Ozelligi olan ve en 6nemli
cevresel streslerden biri hipoksidir. Hipoksinin kanser gelisiminde dnemli ve kompleks
bir rolii vardir (Sekil 2.2)%°.
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Genomik Glikoliz
instabilite

Anjiyogenezin

indiiklenmesi Apoptozdan Kagma

Sekil 2.2. Hipoksinin kanser gelisimindeki rol*®

Anti-proliferatif Sinyallere Direnc-Bilyiime Faktorlerine Fhtiyag Duymama: Hiicre
proliferasyonunun pro-proliferatif ve anti-proliferatif sinyallerle kontrol edildigi
bilinmektedir. Hucreler, hiicre disindaki mikrocevre degisimlerine cevapta ve stres
sirasinda hiicre blyimesinin kontroliinde cesitli sinyal yollarina sahiptir. Hipoksik
durumlarda buyimenin devam ettirilmesi icin, kanser hucreleri, eksojen mitojenik
blytme sinyali yokluguna adapte olur ve anti proliferatif sinyallere direncgli hale gelir.
Hipoksik mikrocevrede kanser htcreleri, mitojenik buyime sinyallerini kendileri
arttirarak ya da bu buyume faktorlerinin down stream yolaklarini siirekli aktif halde
tutarak eksojen mitojenik buyime sinyallerinden bagimsiz cogalirlar. Hipoksi, kanser
hicrelerinin, hicre proliferasyonunu arttiran EGF, insulin, IGF-1, IGF-2 ve PDGF gibi
biiytime sinyallerini eksprese etmesini tetikler®.

Apoptoz: Tumorler hiicre proliferasyonu ve o6lim arasindaki dengesizlik sonucu
kontrolstiz olarak biyimektedir. Tumor olusumunda apoptozdaki dizensizlikler
oldukga komplekstir ve tlmor olusumu ile sonucglanan birbiriyle baglh genetik ve
epigenetik olaylar ile iliskilidir. Normal hiicrelerin aksine, kanser hiicrelerinde pro-

apoptotik ve anti-apoptotik faktorler arasindaki dengenin bozulmasi, hipoksik stres,
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radyasyon veya kemoterapi gibi cevresel kosullarda hicre canliligini tetiklemektedir.
Hipoksi kosullarinda apoptoz mekanizmasi tam olarak anlasiimis degildir ancak hipoksi
aracili apoptozda ana mekanizmanin mitokondriyal gegirgenligin degismesi oldugu
dustnilmektedir. HIF-1a’nin  mitokondriden stoplazmaya sitokrom ¢ saliniminm
tetikledigi ve Apaf-1 ve kaspaz 9 araciligi ile p53- bagimli apoptozun gerceklestigi,
buna Kkarsilik Bcl-2 gibi anti apoptotik genlerin bu yolagi inhibe ettigi
diistintlmektedir®®.

Replikatif Potansiyel: Insan somatik hticrelerinin belirli bir replikatif potansiyeli vardur.
Belirli sayidaki hiicre bollinmesinden sonra hiicreler senesense gider. Hiicre senesensi,
malign transformasyon riski olan hasarli ya da strese maruz kalmis hicrelerde
proliferasyonu baskilayarak kanser gelisimini inhibe eder. Calismalar kanser
hiicrelerinin senesense girmeyip 6lumsiz hale girdigini gostermektedir. Olumsiizlik
kanser hiicre olusumunda gerekli kosullardandir. insan kanser hiicreleri 6liimsuizlig,
ya telomeraz enzim aktivitesini arttirarak telomer uzunlugunu devam ettirerek ya da
telomerleri alternatif yollarla uzatarak kazanmaktadir. hTER, insan telomerazi hicre
senesensinde anahtar faktorlerden biridir. Hipoksik cevrede kanser hicrelerindeki
telomeraz aktivitesi artar ve hiicresel 6ltimslzluk tetiklenir, artan telomeraz aktivitesi
MAPK aktivasyonu araciligi ile gerceklesir®.

Anjiyogenezin Indiiksiyonu: Malign timérlerin biyik kisminda metastaz ve lokal
biylme yeni kan damarlarinin olusumuna baglidir. Solid tiimorlerde timor ¢apinin 1-2
mm artmasi icin besin ve oksijen saglayacak kan destegine gereksinim vardir. TUmor
gelisimi, mikrovaskiler densite ve timor icinde hipoksik mikrocevre olusumu ile
iliskilidir. Doku hipoksisi, VEGF, IL-8, angiogenin, FGF ve PDGF gibi anjiyogenezi
arttiracak anjiyogenik faktorleri indukler. VEGF fizyolojik kan damar: olusumunda ve
timor blylmesinde patolojik anjiyogenezde ana role sahiptir. Hipoksi HIF-1a
aktivitesini arttirarak VEGF’yi arttirir aym zamanda anjiyogenik inhibitor olan
thrombospondin aktivitesini diigtiriir®.

Immun Sistemden Kagma: Timér mikrogevresi, kanser hiicreleri disinda endotel
hlcreler, immun hcreler ve stromal elemanlar ile diizenlenmektedir. Kanser hucreleri
ve anti-timoér immun hicrelerin bir arada bulunmasi uzun siredir Gzerinde dustnilen
bir paradokstur. Kanser hucreleri gesitli degisimler gegirerek immun gézetimden kagma

Ozelligi kazanmaktadir, ancak hipoksik mikrogevrede kanser hucrelerinin immin
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sistemden nasil kactigi tam olarak anlasilamamistir. Olasiliklardan bir tanesi kanser
hicrelerinin immiin hasardan kagmak igin HIF-1a bagimli ya da bagimsiz yolaklar
araciligi ile cesitli immin baskilayict faktorler salgilamasidir. Kanser hicrelerinin
yaninda, immun hcreleri de siklhikla distk oksijen seviyelerine maruz kalmakta ve
timorlerde ya da kan damarlarindan uzak bolgelerdeki diger mikrogevrelerde fonksiyon
gosterebilme adina hipoksiye adapte olmak zorundadir. Monositler surekli olarak timor
icinde toplanip, timor aracili makrofajlara farklilasmakta ve hipoksik boélgelerde
birikmektedir. Hipoksi, timor iliskili makrofajlarin, mitojenik faktorler, proanjiyogenik
sitokinler ve HIF-1 ve HIF-2 gibi transkripsiyon faktorlerini indukleyerek immun
sistemi baskilayici ajanlar salgilamasint stimile etmektedir. Hipoksi ayn1 zamanda
makrofajlarin 6lu ya da 6lmekte olan hiicreleri fagosite etme ve T hcrelere antijen
sunma Ozelligini inhibe etmekte ve makrofajlarin anti-tumor etki gdstermesini
engellemektedir. TUmor hucreleri, anti-tumor T hucrelerinin inhibisyonuna bagli olarak
hipoksik kosullarda immin sistemden korunabilmektedir. HIF-1lo aracili anti-
inflamatuar yolak ve hipoksinin indukledigi ekstraselluler adenozin, timor hipoksisinin
timor koruyucu immunsuprasif etkisine katkida bulunmaktadir.

Doku invazyon ve Metastaz:: Invazyon ve metastaz kanserin indikledigi en yaygin
mortalite ve morbidite sebebidir. Hipoksik ortamda kanser hucreleri sadece canlilig
sirdirme ve blylme icin degil ayn1 zamanda invazyon ve metastazi arttiracak
degisimlere de ugrar. Klinik ¢alismalar timdr hipoksisinin timor hiicre yayilimi igin en
o6nemli faktorlerden biri oldugunu gostermektedir. HIF-1a’nin transgenik modellerde
kanser baslama ve progresyonunda ana dizenleyici oldugu calismalarda
gosterilmektedir. Metastazin baslama asamasinin epitelyal mezensimal transisyon
(EMT) oldugu disuntlmektedir. Hipoksiyle birlikte HIF-1o’nin artan ekspresyonunun
EMT’yi ve metastatik fenotipi arttirdigi gosterilmistir. Hipoksinin indikledigi HIF
aktivasyonu E-kaderin kaybiyla iliskilidir, invazyon ve EMT icin doniim noktasidir®.
Genomik Instabilite: Genomik instabilitenin kanser hiicrelerinde transformasyona
neden olan htcresel degisimlerden sorumlu oldugu bilinmektedir. Genotoksik stres,
hicre dongusu kontrol noktalarini aktive ederek, DNA hasar tamirine izin verecek
sekilde hiicre donglisu progresyonunu ertelemektedir. DNA tamir mekanizmas: ve
hiicre dongust kontrol noktalarindaki genetik defektler genomik instabilite ve kansere

yatkinliga neden olmaktadir. Tumor mikrogevresi stresi olan hipoksinin de, artan
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kromozomal yeniden dizenlenme, gen amplifikasyonu ve hipoksik hicrelerde
kromozomlardaki frajil bolgelerin indlksiyonu aracilig: ile genomik instabiliteye neden
oldugu belirtilmektedir. Hucrelerin hipoksik kosullarda kultiire edilmesinin nokta
mutasyonu frekansim yaklasik 3 kat arttirdigi g6zlenmektedir. Caligmalar hipoksinin
DNA vyanlis onarim genlerinin ekspresyonunu baskilayarak mutagenezi arttirdigini
gostermektedir®®.

Hipoksik Hucrelerde Glikoliz: Hipoksi ve HIF-1 yolaginin direk ya da indirek olarak
kanserle ilgili ana olaylar1 diizenledigi gosterilmistir. Bu yolaklarin yaninda hipoksi
altinda kanser hicrelerinin aerobik metabolizmadan anaerobik metabolizmaya adapte
olmasi da énemlidir. Normal doku ve hiicreler ATP sentezi icin oldukca etkili aerobik
metabolizmaya sahiptir. Hipoksik durumda ise kanser hicreleri hiicresel fizyoloji ve
metabolizmalarini  yeni kosullara adapte etmek igin oksijen bagiml oksidatif
fosforilasyon yerine oksijen bagimsiz glikolizi kullanmaktadir. Hipoksik kanser
hicreleri ATP sentezi icin glikolizi kullanir, bu yolakta ana regulatér HIF’ lardir. HIF-1,
trikarboksilik asit dongusi aktivitesini ve privat dehidrojenaz inhibisyonu ile
mitokondriyal oksijen tiiketimini azaltarak hipoksiye adaptasyona aracilik etmektedir.
Genel olarak hipoksik timor dokusundaki oksijen seviyesinin, normal dokulardan daha

az oldugu ve yaklasik % 1-2 ve altinda oldugu kabul edilmektedir (Cizelge 2.2)%,

Cizelge 2.2. Cesitli dokularin fizyolojik ve hipoksik kosullardaki O, miktar1*’.

Doku/Organ Fizyolojik (ort %0,) Kanser Hipoksi (ort %0,)
Beyin 4.6 Beyin TUmori 1,7
Meme 8,5 Meme Kanseri 15
Serviks 55 Serviks Kanseri 1,2
Bobrek korteksi 9,5 Renal Kanseri 1,3
Karaciger 4,0-7,3 Karaciger Kanseri 0,8
Akciger 5,6 KHDAK 2,2
Pankreas 7,5 Pankreatik TUmor 0,3
Rektal Mukoza 3,9 Rektal Karsinom 1,8
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2.7.1. Hipoksinin Indukledigi Faktorler

Kanser hucreleri bu hipoksik gevreye uyum saglamak icin adaptasyon gelistirir.
Hipoksiye adaptif cevap, hipoksik gen ekspresyonunun ve oksijen homeostazinin ana
dizenleyicisi olan HIF’lar ile saglanir. HIF, oksijenle regiile olan alfa (HIF-1a ve HIF-
2a), surekli eksprese olan, stabil HIFB alt Unitelerinden olusan PAS ailesine (PER,
AHR, ARNT and SIM) dahil olan heterodimerik bir transkripsiyon faktoruddr (Sekil 2.3
ve Sekil 2.4)%,

T
HIF-10 U A B
E;HLH PAS P{C\‘DDD C-DDDE
\ ODDD

Sekil 2.3. HIF-1a geninin yapisi®.

ODD domain

1 fr— aro
}um.u A Pas B | | : Bl HIF-20

Sekil 2.4. HIF-2a geninin yapisi®.

HIF o alt Unitelerinde N-terminal bolgedeki “basic heliks-loop-heliks” bolgesi,
spesifik DNA tanima bolgesidir. HIF’in hedef genlerinde HRE (Hypoxia Response
Element) hipoksi cevap elementi denen belirli DNA bolgeleri bulunmaktadir. Hipoksi
durumunda HIFa-HIFB heterodimeri HRE iceren hedef genleri aktive etmektedir. RNA
polimeraz, HIFa genleri Uzerindeki TAD denen transkripsiyon aktivasyon bélgelerine
baglanir. Hicrelerin HIFler aracilig: ile oksijeni algilayip cevap verme mekanizmasi
2000’lerin basinda ortaya ¢ikarilmistir. Oksijen varliginda, dioksijenazlar protein
hidroksilazyonunu katalizleyerek, HIFa proteinlerinde -OH grubu olusumuna neden
olur. Bu HIF-hidroksilazlar; HIFa (zerindeki PHD denen prolil hidroksilaz bdlgesini
tercih eden HIF-prolil hidroksilazlar ve FIH denen HIF-1 inhibe edici faktor olarak 2
gesittir. PHD bolgeleri HIFa proteininde oksijen bagimli degredasyon bdélgesi olan
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ODD bdlgelerinde bulunmaktadir. Bu ODD bdlgeleri hidroksillendiginde, E3 ubikuitin
ligaz komponenti olan ve VHL olarak adlandirilan von Hippel-Lidau proteinine gucli
afinite gosterir. Sonucta HIFa altlinitesi poli ubikuitine olur ve proteazom tarafindan
degrade edilir (Sekil 2.5)*.

ﬁ'.\lﬁmteamm
|naktlvasyon
(Il
Normoxia /—> PHD1-3 FIH-1
N- ‘I‘AD C-TAD
| —

HIF-1o A B
bHLH PAS

Hypoxia

148

Sekil 2.5. HIF ¢alisma mekanizmasi-

HIFa Gzerindeki ikinci oksijen sensorii olan FIH, ortamda oksijen bulundugunda
C-terminal TAD bdlgesindeki aspajin hidroksilasyonunu katalizler, bu durumda HIFa
C-TAD bélgesi ve koaktivator p300/CBP arasindaki interaksiyon bozulur®.

HIF hidroksilasyonu 2 farkli sistemle kontrol edilmektedir. Normoksik
kosullarda HIF aktif PHD ile degrade edilebilir fakat eger bu durumdan kacan HIF

olursa, o zaman devreye FIH girer ve FIH tarafindan inaktive edilir (Sekil 2.6)*.
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Sekil 2.6. HIF calisma mekanizmasi-2*°

Oksijen yoklugunda veya demir selator ya da kobalt iyonlarinin verilmesi ile
hidroksilaz aktivite baskilanir, HIFa. VHL-aracil: yikimdan kurtulur, birikir ve HIF ile
dimerize olur. HIFa-HIFp transkripsiyonel koaktivator p300/CBP ile bir arada hipoksi
cevap elementine baglanir ve hipoksik genlerin ekspresyonuna yardimci olur. HIF’in
yonettigi transkripsiyonel program glikolitik mekanizma, anjiyogenez, tumor hcre

canliligi, invazyon ve metastaz gibi adaptif mekanizmalardan sorumludur®.

2.8. Kok Hucreler

Kok hucreler, vicutta kendini yenileme ve farkli hiicre tiplerine farklilasma
kapasitesine sahip hucrelerdir. Bu hticreler mitozla cogalarak farkli 6zellesmis hucre
tiplerine donusebildikleri gibi, kendilerini yenileyerek daha fazla kok hicre
olusturabilirler. Farklilasma kapasitesi ve kendini yenileme kabiliyetine gore kok
hiicreler birkag tipte bulunabilir. Kok hticreler kaynaklarina gére embriyonik, eriskin,
kanser kok hicresi ve induklenmis pluripotent hiicreler olarak ayrilirken, farklilasma
kapasitelerine gore totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent olarak
ayrilmaktadr.

Insan embriyolar: fertilizasyondan 4-5 giin sonra 50-150 hiicre igeren blastosist

asamasina ulasir. Embriyonik kok hticreleri, blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilir.

23



Bu hicreler ic germ tabasindan kaynaklanan tim hicrelere donisebilme kapasitesinin
yaninda, sinirsiz béltinme kapasitesine sahiptir.

Eriskin kék htcreler olgun dokulardan elde edilen kok hicrelerdir. Gelisimin
hangi basamaginda olduklarina bagl olarak, embryodan elde edilen kok hcrelerle
karsilastirildiklarinda bu hucrelerin kendini yenileme ve farklilasma potansiyeli daha
stnirhidir. Erigkin kok hicrelerin biyuk kismi multipotenttir ve koken aldiklari dokuya
gore adlandirilir. Bu hiicreler lokal doku tamiri ve rejenerasyonda énemli role sahiptir.

Kanser kok hiicre teorisi kok hiicre biyolojisi ile kanser ¢alismalarini bir araya
getiren bir alandir. Kanser kok hticreleri tumor kitlesi igindek kok hticrelerdir. Teoriye
gore orjinal timar, bu kanser kok hucrelerinden koken alip geliserek, kendini yenileme
ve farklilasma ile farkl: hiicre tiplerine dontismektedir. Kanser kok hiicre populasyonlari
tumor Kkitlesi iginde kiglk bir orana sahiptir ve diger hiicrelerden 6zel hicre ylzey
antijenleri ile ayrilmaktadir. Kanser kok hicreleri farkliasma ve kendini yenileme
kapasitesi bakimindan normal kok hiicrelere benzeseler de buyiime kontroliinin ortadan
kalkmasi ve kontak inhibisyon kaybi gibi 6zelliklere sahiptir. Geleneksel kanser
tedavilerinde farklilasmis ya da farklilagsmakta olan hiicreler hedef alindigindan, kanser
kok hucreleri tedaviden kagarak canliligini devam ettirmektedir. Bu nedenle de kanser
niks ve metastazindan sorumlu olduklart disunulmektedir. Kanser kok hcrelerinin
kaynagina dair cesitli hipotezler mevcuttur. Hipotezlerden bir tanesi, bu hcrelerin
progenitor veya erigkin kok hicrelerin mutasyonu sonucu olustugunu ileri sirmektedir.
Bir diger teori ise bu hucrelerin, kok hicre benzeri 6zellikler kazanmis kanser
hicrelerinin koken aldigini, kanser hicrelerinin geriye farklilasma ile kok hticre benzeri
oOzellikler kazanabilecegini iddia etmektedir.

Induiklenmis pluripotent hiicreler (IPS), pluripotent 6zellige sahip olmayan
eriskin  somatik htcreden, spesifik genlerin indiklenmis ekspresyonu ile elde
edilmektedir. Bu hcreler, belirli kok hiicre gen ve proteinlerini eksprese etme,
kromatin metilasyon paterni, bolinme siresi, teratoma olusturma ve farklilasma

kapasitesi gibi 6zellikleri bakimindan dogal kok hucrelere benzemektedir*.
2.8.1. Embriyonik Kok Hucre Cekirdek Transkripsiyon Faktorleri

Insan embriyonik kok hiicreleri, blastositin i¢ hiicre kitlerinden elde edilir,

vicuttaki tim hicrelere donusebilme (pluripotensi) ve kendini yenileyerek (self-
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renewal) prolifere olma Ozelligine sahiptir, bu nedenle gelisim mekanizmasinin
incelenmesi ve dejeneratif hastaliklarin tedavisinde transplantasyon igin sinirsiz hiicre
kaynagi saglamasi bakimindan oldukca onemlidirt*®®. Ancak bu hiicrelerin spontan
farklhilasmaya egilimlerinden dolayr uygun olmayan kultir sartlarinda kok hicre
oOzelliklerini devam ettirmesi oldukga gugtlr. In vivoda preimplante embriyolar, insan
ve sigir gibi tirler de dahil olmak Gzere %1.5-8 gibi dislik oksijen ortaminda gelisirler.
Atmosferik oksijene gore %2’lik oksijen seviyesinin altinda, trophectoderm hiicreleri ile
karsilastirildiginda ICM (Inner Cell Mass=I¢ Hiicre Kitlesi) oran:1 anlamli olarak
artmaktadir. Pluripotent hiicrelerle yapilan calismalarda disiuk oksijen seviyelerinde
artmig proliferasyon gdzlenmektedir. Oksijen konsantrasyonunun fizyolojik seviyenin
altina dusmesi, in vitroda insan embriyonik kok hicrelerinin devamliligin1 ve spontan
farklilasmanin azalmasini saglamakta, kendini yenilemeyi desteklemektedir. Bu nedenle
atmosferik oksijen seviyesinin altinda proliferasyon miktari ve pluripotent hiicre sayisi
artmaktadir™.

Embriyonik kok hicreler ve kanser hucreleri birkac acidan birbirine
benzemektedir. Ornegin immun sistemi baskilanmis farelere verildiginde her iki hiicre
tipi de malign ve bening timor olusturabilmektedir. Her iki hicre tipi de hizl hiicre
dongusune sahiptir ve sonugta hizli bir proliferasyon gerceklesmektedir. Her iki hiicre
tipinde telomeraz aktivitesi fazladir. Her iki hiicre tipi ilaglarin disari atilmasin
saglayan “side population cells” denen hiicrelere sahiptir. Ayrica cesitli sinyal yolaklar
da embriyonik kok hicrelerde kendini yenileme icin kullanilirken kanser hicrelerinde

ise biiytime icin kullanilmaktadir (Sekil 2.7)*.
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E.K. hicrelerdeki kendini Kanser Hucrelerindeki
yenileme faktorleri onkogenler
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Sekil 2.7. Embriyonik kok hiicre ve kanser hiicrelerinin kullandig: ortak genler™.

Kok hicre ve kanser hicreleri arasindaki benzerlikler her iki grubun da gen
ekspresyonun duzenlenmesinde benzerliklerin olabilecegini dustindurmektedir. Ayrica
somatik hucrelerin yeniden programlanmasi, IPS hicreleri ve kanser hicreleri
arasindaki benzerligi gostermektedir™.

Son yillardaki arastirmalar timor icindeki kuglk bir hiicre populasyonunun
timord baslattigi, timorin devamliligini sagladig ve tedaviye karsi direng olusumuna
neden oldugunu 6ne stirmektedir. Kanser kok hiicreleri ya da timor baslatict hiicreler
eriskin  kok veya progenitor hicrelerden ya da somatik hicrelerin
dediferansiyasonundan kéken almaktadir®’.

Embriyonik kok hicrelerde, farklilasmamis durum OCT4, SOX2 ve NANOG
cekirdek transkripsiyon faktorleri ile devam ettirilir. Calismalar, bu kor transkripsiyon
faktorlerinin bircok embriyonik kok hiicre geninin promotor boélgesine birlikte
baglandigini géstermektedir™.

Homeodomain transkripsiyon faktorleri olan OCT4 ve NANOG erken embriyo
gelisimi ve embriyonik kok hticrelerin pluripotensisinin devam ettirilmesi icin gerekli
oldugu saptanan ilk proteinlerdir. Insan embriyonik kok hiicrelerinde saptanan bir diger
protein  HMG-box transkripsiyon faktéri olan SOX2’dir. SOX2’nin OCT4 ile
heterodimer olusturarak fare embriyonik kok hucrelerinde cesitli genleri regule ettigi
bilinmektedir. OCT4, SOX2 ve NANOG hedef genlerinin biyiik bir kismi ortaktir'2.
Kor transkripsiyon faktorleri, hem Polycomb grubu proteinlerin soyunun spesifik
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transkripsiyon faktorlerini baskilarken, diger pluripotensi faktorlerini aktive ederek,
hem de kendilerinin veya birbirlerinin ekspresyonlarini aktive ederek pluripotensiyi
devam ettirir. Dolayisiyla oto-regulatuar ve ileri besleme (feed forward) ile OCT4,
NANOG ve SOX2, embriyonik kok hticre transkripsiyonel agini surekli sekilde devam
ettirmektedir (Sekil 2.8)'>%.
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Sekil 2.8. Cekirdek Transkripsiyon faktorleri'®

2.8.2. SOX2

SOX ailesi transkripsiyon faktorleri gelisim ve kok hiicre biyolojisinde
onemlidir. 1990 yilinda 6nemli bir arastirma sonucunda memeli testis belirleyici faktor
ve Y kromozomu Uzerindeki lokasyonuna itafen, Sry (Sex-determining region on the Y
chromosome) olarak adlandirilan bir gen kesfedilmistir. Sry, DNA’y1 tanimaya ve
baglanmaya izin veren bir adet high-mobility group (HMG) bolgesi igermektedir.
Sry’nin HMG domaini ile %50 ya da daha fazla amino asit benzerligi tasiyan HMG
bolgesi iceren proteinlere SOX (Sry-related HMG box) denmektedir. Bu proteinin
bilinen fonksiyonlar1 arasinda embryonik gelisimin dizenlenmesi, kok hiicre
devamlilig: ve eriskin dokularda homeostasi gelmektedir®. 1994 yilinda SOX ailesi
uyelerinden SOX2 geni insanlarda tanimlanmigtir. SOX2 geni 3926.2-q27 kromozomal
bolgesinde bulunmaktadir, SOXB1 grubuna dahildir ve 317 amino asit kodlamaktadir.
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SOX2, N-terminal, HMG ve transaktivasyon olarak 3 ana bolgeden olusmaktadir (Sekil
2.9)%,

C-Teerminal Domain P‘_"'_d'l__ Krormaeomal

o2 [T ] S

Sekil 2.9. SOX2 geninin yapisi™

SOX2 arastirmalari, kok hicre devamliligi, hilicre soyunun kaderinin
belirlenmesi ve somatik hucrelerin pluripotensiye donebilmesi icin gerekli faktor olmasi
alaninda yogunlasmasina ragmen, hastaliklarda SOX2 degisimlerinin gelisimsel
anomalilere (SOX2 heterozigot mutasyonu AEG sendromuna neden olmaktadir) neden
oldugu gosterilmistir. Gelisimsel hastaliklarin yaninda yapilan aragtirmalar SOX2’nin
kanserle iliskili oldugunu goOstermektedir. Bir hiicrede genetik degisimler birikip,
normal hicre dongusini modifiye ettiginde kanser gelisimi meydana gelmektedir.
Genetik degisimler, delesyon ve gen amplifikasyonlarini kapsamaktadir. Gen
amplifikasyonu belirli bir kromozom bolgesinde kopya sayis1 artist olarak
tanimlanmaktadir. SOX2 amplifikasyonu, 3026.3 gen lokusunun cogalmasiyla
gerceklesir ve glioblastom, kiguk hicre akciger kanseri gibi gesitli kanserlerde
gorulmektedir®.

Kanser; guclenmis proliferatif sinyal, invazyon ve metastaz aktivasyonu,
olimden kagis gibi 6nemli 6zellikleri olan bir hastaliktir. SOX2’nin meme, prostat,
pankreas ve serviks kanserlerinde hiicre proliferasyonunu arttirdigi, prostat, mide ve
kiicuk hticre dis1 akciger kanserilerinde apoptotik sinyallerden kagmay: sagladigi,
melanoma, kolorektal, glioma, mide, yumurtalik ve karaciger kanserlerinde invazyon,
migrasyon ve metastazi arttirdigi gosterilmistir (Sekil 2.10).

SOX2 ekspresyonu sonucunda tek bir transktipt olussa da, SOX2 aktivitesi
translasyonel ve post translasyonel modifikasyonlara gore cesitlilik gostermektedir.
Cesitli calismalarda translasyonel seviyede miRNA’larin SOX2’yi inhibe ettigi
g()'sterilmistir(53). Yapilan calismalarda, farkli kanser turlerinde, mir-145, microRNA-
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371-5p, mir-590-5p, mir-126, mir-9 gibi cesitli MiRNA’larin SOX2 ifadesini 3’-
untransle bélgeye baglanarak inhibe ettigi bildirilmistir*>’.

Translasyonel diizenlenmenin yaninda posttranslasyonel modifikasyonlar da
SOX2 protein aktivitesini etkilemektedir. SOX2 317 amino asitten meydana
gelmektedir ve birgok bolgesi fosforilasyon, asetilasyon, ubikuitinasyon, metilasyon ve
sumolasyon (histon proteinine sumo= small ubiquitin-like modifier proteinin kovalent
olarak baglanmasidir) ile modifiye olabilmekte, bu modifikasyonlar sayesinde SOX2
farkl1 aktiviteler gosterebilmektedir®’. Kiicik ubikuitin iliskili modifiye edici (SUMO)
molekdller niikleer proteinleri modifiye ederek birlikte galistiklari molekillerle olan
interaksiyonlarini ve hcresel lokalizasyonlarini etkilemektedir. Yapilan calismalarda
SOX2’nin  lizin247 sumolanmasiyla, DNA’ya baglanma o6zelligi degisebildigi
gosterilmistir®. Bagka bir calismada SOX2’nin DNA baglanma bolgesinde bulunan
nikleer c¢ikis sekansindaki (nuclear export signal) lizin 75 aminoasitinin
asetillenmesinin, SOX2'nin niikleusdan disar1 cikmasimi diizenledigi saptanmistir®.
Farkli bir calismada ise Akt’nin, treonin 118’den fosforilleyerek, SOX2’nin stabilitesini
ve transkripsiyonel aktivitesini arttirdig: belirtilmistir®. Lizin metilasyonu katalitik SET
domaini iceren metiltransferazlarla gergeklestirilmektedir. Set7, SOX2’yi K119’dan
monometiller ve SOX2 transkripsiyonel aktivitesini inhibe eder. E3 ligaz1 olan WWP2
K119’u metillenmis SOX2 ile HECT domaini aracilig: ile interaksiyon verir, SOX2’nin
ubikuitine olmasini ve degredasyonunu indikler®.

SOX2’nin kanser progresyonuna etkisini arastiran calismalarda, SOX2’nin
cesitli kanser tiplerinde ekspresyonunun arttigi bildirilmesine ragmen bu konuda celiski
sonuglar mevcuttur. Farkli kanser tipleriyle yapilan c¢ahismalarda artmis SOX2
ekspresyonunun kemoterapi cevabinda apoptoza diren¢ olusumuna neden oldugu
gosterilmistir®.  Mide kanserinde vyapilan calismalarda ise celigkili sonuclar
bulunmaktadir®*®. Bazi celiskili sonuglara ragmen, genel olarak insan kanserlerinde
SOX2’nin anti apoptotik bir faktor oldugu gosterilmistir, ancak farkli kanser
modellerinde SOX2 farkli hedef genleri etkilemektedir®®. SOX2 susturularak kiiciik
hicre dis1 akciger kanseri ile yapilan bir calismada, p53 aktivasyonu, TNF-a, Bax,
Bad’in artan ekspresyonu, mitokondriden sitozole sitokrom c salinimi, survivin
ekspresyonunun azalmasi ve prokaspaz 3 ile 8’in kesimlenmesi ile icsel ve dissal

apoptotik yolaklarin aktive oldugu gosterilmistir®.  Yapilan calismalarda, SOX2
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ekspresyonunun ortadan kaldirildigi durumlarda p21 ve p27°nin transkripsiyonel
induksiyonu araciligi huicre biyimesinin inhibe oldugu, artan SOX2 ekspresyonunun
siklin D3 transkripsiyonel indiksiyonu aracilig: ile hiicre proliferasyonunu arttirdigi,
SOX2'nin hiicresel migrasyon ve invazyon uzerindeki etkisini, MMP-2 aracilig1 ile
gerceklestirdigi saptanmustir (Sekil 2.10)".
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Sekil 2.10. SOX2 geninin kanserdeki roli®
2.8.3. NANOG

NANOG homeodomain-igeren transkripsiyon faktoridir, POU-domaini iceren
OCT4 ve HMG domaini iceren SOX2 ile birlikte farklilasmamis embryonik kok
hiicrelerde kendini yenileme ve pluripotensinin devam ettirilmesinde énemlidir. insan
Nanog proteini 305 amino asitten meydana gelir, N-terminal, homeobox ve C terminal
olarak 3 bolgeye ayrilir. N terminal bolge, serin, treonin, prolince zengindir ve
transkripsiyonel aktivite icin yapisal motif saglar, C-terminal bdlge, 2 transaktivasyon
altdomaini icermektedir. Merkez bolgedeki Homeobox domain ise DNA-baglanma
motifine sahiptir. Homeobox domainin N ve C uclar1 niiklear lokalizasyon sekanslarina
sahiptir, orta bolgesinde ise niklear eksport sinyali vardir, bu sekilde Nanog proteini
niikleus ve stoplazma arasinda hareket eder. Nanog ayn1 zamanda somatik fibroblastlari,

IPS (induced pluripotent stem cells) denen embriyonik hiicre benzeri pluripotent
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hiicrelere yeniden programlayan transkripsiyon faktorlerinden biridir®. Nanog 12p13.31

kromozomal bélgesinde bulunmaktadir (Sekil 2.11)%".
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Transaktivasyon Bislgesi Dimerizesyon Balpesi Trardakthwaryon Biiges

[#% Baplanme Balgesi

Sekil 2.11. NANOG geninin yapisi®®

Nanog ekspresyonu OCT4/SOX2 heterodimeri ile dizenlenmektedir.
OCT4/SOX2, Nanog proximal promotor bolgesinde octomer/Sox elemanina baglanir ve
Nanog transkripsiyonu induklenir. Embriyonik kok hiicrelerde NANOG, OCT4, SOX2,
Lin28 gibi transkripsiyonel faktorlerle birlikte pluripotensi ve farklilasma arasindaki
dengeyi saglar. Kanser hicrelerinde, 6zellikle malign, high grade ve zayif farklilasmis
olanlarda NANOG genelde fazla miktarda eksprese olur. Anormal ya da bozulmus
NANOG ekspresyonu hiicreyi yeniden programla benzeri surece sokar ancak hicreleri
kok hicre durumunda tutamaz ve hicrede tumoér olusumuna neden olan cesitli
sinyallerin artmasiyla sonuglanir.

Embriyonik kok hucre dizenlenme yolaginda gorevli OCT4 ve SOX2 disinda,
mikroRNAlar, transkripsiyon faktorleri ve kinazlar gibi farkl regulatérler de NANOG
ekspresyonunun baskilanmasi ya da artmasiyla ilgilidir. Dolayisiyla bu regulatorler kok
hiicre durumunun devam ettirilmesi ve malign transformasyonun olusumuna katkida
bulunmaktadir (Sekil 2.12).

p53 stresin aktive ettigi bir transkripsiyon faktorudur ve genetik olarak hasarh
hiicrelerde proliferasyonu engeller. P53 apoptoz ve hiicre déngisi yolaklarinda
anahtar molekilerden biridir. Hicre dongusi kontrol noktas: aktive oldugunda
hlicreyi senesense yonlendirir ve timor baskilanmasinda 6nemli role sahiptir.
Fare ES hcreleri ile yapilan ¢calismalarda p53’in NANOG promotorundaki p53
baglanma motifine baglandigt ve DNA hasarina cevapta NANOG
transkripsiyonunu baskiladigi gosterilmistir. NANOG’un baskilanmas: araciligi
ile farklilasmanin indiklenmesinde, p53 EK hiicrelerinde genetik stabiliteyi
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saglar. P53- NANOG regulatuar yolag: 6zellikle beyin CSC’de gorulmektedir.
NANOG, p53-hasarli olgun fare astrositlerinde CSC-benzeri fenotipi
indiklerken, p53 hasar1 olmayan astrositlerde bu etkiye sahip degildir. Ayrica
calismalar IPS hiicrelerinin olusturulmasinda p53 baskilanmasinin - gerekli
oldugunu, p53-p21 vyolaginin IPS ve tiimoér olusumu agisindan engel
olusturdugunu gostermektedir®®.

Nanog ve Hedgehog embriyonik gelisimin erken safhalarinda ve kanserde
ES’lerin  kendini yenilemesinin desteklenmesinde gerekli regulatorlerdir.
Hedgehog aktivitesinin downstream efektorleri olan Glil ve GLI ailesi ¢inko
parmak 2, fare ve insan noral koék htcrelerinde NANOG’un cis-regilator
sekansina baglanmakta ve NANOG transkripsiyonunu aktive etmektedir®.
STAT3 embryonik koék hiicrelerin pluripotensisi icin gerekli olan LIF yolaginin
ana efektorudur. Bazi calismalar fare embriyonik kok hicrelerinde
farklilasmama durumunun devam ettirilmesinde STAT3 ve Nanog’un birlikte
calistigin1 goOstermekte, bazi calismalar ise LIF’in indikledigi STAT3
fosforilasyonunun, STAT3’un Nanog geninin enhancer dizilerine baglanmasin:
sagladigi bu sekilde embriyonik kok hicrelerde NANOG ekspresyonunu
arttirdigini gostermektedir®®.

Kanser hucrelerinde Nanog artmis ekspresyonunun in vitroda proliferasyon ve in
vivoda timor blyumesiyle iligkili oldugu saptanmistir. NANOG knockdown
calismalarinda siklin D1, D2, D3 ve E1 ile siklin bagimh kinazl ve 6’nin ve
p53-ilisgkili sinyal yolaginda bazi genlerin ekspresyonlarinin azaldigi saptanmis
dolayisi ile  NANOG’un hiicre dongisi ve canliliginda roli oldugu
diistintilmektedir®®.

Cesitli kanser tiplerinde NANOG’un artan ekspresyonunun timor metastazi ile
iliskili oldugu gosterilmistir. Yumurtalik kanseri hucre serilerinde NANOG
ekspresyonunun knockdown edilmesiyle FOXO1, FOX0O3a, FOXJ1 ve FOXB1
MRNA seviyelerinin arttigi, NANOG’un ektopik artan ekspresyonu ile bu
genlerin ekspresyonunun azaldigi saptanmistir. Dolayist ile NANOG aracili
hiicre migrasyon ve invazyonu FOXJ1 ve E-caderin ile iliskilidir. NANOG ve
OCT4’un birlikte ekspresyonunun akciger adenokarsinomu htcrelerinde Slug

ekspresyonunu arttirarak hicre motilitesine ve tumdr metastazina neden oldugu
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saptanmistir. NANOG’un tek basina da epitelyal mezensimal transisyonda ve
timor  invazyonunda Onemli olan Slug transkripsiyonunu arttirdig:
belirtilmektedir®.

Kanser kok hicrelerinin  kemoterapi direncinin OCT4 ve NANOG qgibi
faktorlerin  ekspresyonu ile iliskili oldugu dusunulmektedir. Akciger
adenokarsinom hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda NANOG ve OCT4’(in ektopik
olarak ekspresyonunun artmast ABCB1 gen ekspresyonunu arttirmakta bu
durum da akciger adenokarsinom hucrelerini cisplatine yiiksek toleransli hale
getirmektedir (Sekil 2.12)%.
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Sekil 2.12. NANOG geninin kanser sinyal yolaklarindaki roli®.

2.8.4.0CT4

Memeli embriogenezi sirasinda, embriyonik hucreler pluripotent durumdan
farklilasarak, farkli hiicre soylarina doniismekte, boylece gelisimsel potansiyellerini
kaybetmektedirler. Pluripotensi, preimplante embriyonun i¢ hicre kitlesindeki
hlcrelerinin karakteristik 6zelligidir ve bir hicrenin organizmadaki tim hicrelere
donisebilme yetenegini tanimlamaktadir. Pluripotensi biylk bir transkripsiyonel ag
tarafindan kontrol edilmekte ve ayrica farklilasmis somatik hicreler cesitli



transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu arttirarak pluripotent bir duruma yeniden
programlanabilmektedir®®.

OCT3/4 proteini, 3 farkli grup tarafindan izole edilmistir. OCT1 ve OCT2 daha
once tanimlandigindan, iki grup izole edilen yeni proteine OCT3, diger grup ise OCT4
adin1 vermis, protein oct3/4 olarak tanimlanmistir. OCT3/4 transkripsiyon faktéri POU
ailesine dahildir ve 6p21.31 kromozom bolgesindeki POUSF1 geni tarafindan
kodlanmaktadir. Proteinin N-terminal, POU (Pit-Oct-Unc) ve C terminal olarak 3
domaini vardir. N ve C terminal boélgeler transaktivasyon, POU domain ise, POU
spesifik bolge ve POU homeodomain olarak iki parcali DNA baglanma bolgesi
icermektedir (Sekil 2.13)**7°.

Insanlarda OCT4, OTF3 geninin Grtintidir, OCT4A, OCT4B ve OCT4B1 olarak
3 Urtind vardir. Bu izoformlar arasinda sadece, fare OCT4 ile %87 oraninda amino asit
sekans homolojisi gosteren OCT4A izoformu pluripotent kok hiicrelerde “stemness’’
ozelliginin devamindan sorumludur®.

Octomer-binding transkripsiyon faktort 4 (OCT-4), Pit-Oct-Unc (POU) ailesinin
homeodomain iceren ve pluripotent kok hicrelerin  kendini yenilemesi ve
pluritensisinden sorumlu en Onemli transkripsiyon faktorlerinden biridir. OCT4
proteinleri, alternatif splicing ve alternatif translasyon baslamasi ile 3 ayr transkript
(OCT4A, OCT4B ve OCT4B1) ve 4 protein izoformu (OCT4A, OCT4B-190, OCT4B-
265 ve OCT4B-164) olusturabilen POU5SF1 geni tarafindan kodlanir. Insan OCT4A
(genellikle OCT4 olarak adlandirilir) 360 aminoasit igerir. Bu protein OCT4A’ya 0zgl
137 amino asitlik bir N-transaktivasyon domaini, 152 amino asitlik POU domaini ve 71
aminoasitlik bir C-transktivasyon domaini icermektedir. POU domaini, birbirlerine 17
amino asit ile baglanan NHy-terminal ucunda 75 amino asitlik bir POUs ve COOH-
terminal ucunda 60 amino asitlik bir POUy olarak adlandirilan yapisal olarak bagimsiz
iki DNA baglanma domaini icermektedir (Sekil 2.13)"%"*.

' 138 T3 28 . 0
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Sekil 2.13. OCT4 geninin yapisi’.
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POUs ve POUy domainleri, hedef genlerin promoter ya da enhancer bolgelerine
karakteristik oktomer motifine (ATGC/TAAT) yan yariya bagimsiz ve esnek sekilde
baglanir. Bu esneklik OCT4’(n diger transkrispsiyon faktorleri ile heterodimer
olusturmasina izin verir’®.

Fare gelisimde OCT4 faktoriin eksikligi i¢ hicre Kitlesinin kaybina neden
olmaktadir. OCT4’Un knock out yapildigi embronik kok hcreler trophektoderm
hicrelerine farklilasmaktadir, dolayisiyla OCT4’(n ES’lerin kendini yenilemesinde
o6nemli oldugu anlasiimaktadir. Son caligmalar, OCT4’Gn IPS hicrelerinin
olusturulabilmesi icin gerekli faktorlerden oldugunu géstermektedir®.

Embryonik kok hiicre kimliginin devam edebilmesi icin OCT4 ekspresyonu siki
sekilde denetlenmektedir. OCT4 ekspresyonundaki degisimler farklilasmay: tetikler,
ektodermal, endodermal, ezodermal ve primitif progenitorlere 6zellesmeye yol acar.
OCT4’un doza bagimh olarak timor buyumesini arttirdigi ve farkl insan timaorlerinde
eksprese oldugu gosterilmistir’.

Hucrede OCT4 ekspresyonunun kontrolli cesitli yollarla gerceklesir. OCT4
ekspresyonu icin kromatin durumu o6nemlidir. Farklilasmamis embriyonik kok
hicrelerde, OCT4 lokusu hipometile durumdadir, farklilasmanin indiklenmesi ile
OCT4 ekspresyonunun baskilanmast icin gesitli epigenetik modifikasyonlar gergeklesir.
Transkripsiyonel seviyede kontrolde ise OCT4 lokusuna baglanan trans acting
regulatorler 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica pluripotensi faktorleri otoregulator ve geri
bildirim donguleri ile de OCT4 ekspresyonunu dizenler. Bunun disinda cesitli
miRNA’larin da OCT4 ekspresyonunun post transkripsiyonel diizenlenmesinde rolu
vardir®®.

Eriskin insan dokularinda OCT4 ekspresyonu germ htcreleriyle sinirlidir diger
dokularda ¢ok dustuk miktarda bulunmaktadir. Buna karsin prostat, meme, oral, mesane
ve seminoma gibi bazi insan kanserlerinde eksprese oldugu gosterilmis, dolayis: ile
kanser gelisiminde ©nemli bir transkripsiyon faktori olabilecegi distunulmistar.
OCT4’un meme, akciger ve kemik sarkomunda koék hucre benzeri hiicrelerde yuksek
miktarda eksprese edildigi, ayrica nazofarengal karsinomlu hastalarda ekspresyonunun
arttig ve diisiik sag kalimla korelasyon gosterdigi saptanmistir'®.

Yapilan ¢alismalarda OCT4’ln direk ya da indirek olarak apoptoz inhibitori

olan Survivin ekspresyonunu diizenledigi’*, OCT4’iin susturulmasinin, TGF-B ailesi
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genleri olan ELF, Smad3, Smad4 ve WNT/b-catenin ailesi Uyeleri wnt10b ve B-catenin
ekspresyonlarini azalttigi’”®, WNT sinyal yolag Lenfoid Enhancer Faktor 1 (LEF1) ve
Twist ailesi BHLH taranskripsiyon faktor 1’in OCT4 tarafindan arttirildigi, kaderin
2’nin ise azaldigir saptanmistir. Sonugta da OCT4’Gn LEF1’i duzenleyerek LEF1/B-
catenin bagimli WNT sinyal yolagint ve epitelyal mezensimal transisyonu arttirdig:
belirtilmistir’®. Farkli arastrimacilar tarafindan yapilan calismalarda OCT4’(in AKT
yolag: aracilig: ile hiicre canlihigini arttirdigi, mezensimal markerlar: arttirip, epitelyal
markerlart azaltarak epitelyal mezensimal transisyonu tetikledigi, antiapoptotik
proteinler ve ila¢ direnci iliskili genlerle pozitif korelasyon gostermesinin de ilag
direncine neden oldugu gosterilmistir (Sekil 2.14)™.
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Sekil 2.14. OCT4 geninin kanserde diizenlenmesi ve rolii™.

2.9.CD133

CD133 insan hematopoietik kok hucre ve fare noroepitelyal hicrelerinde
saptanmis pentaspan membran proteinidir. Birgok ¢alisma bu proteinin ekspresyonunun,
progenitor/kbk hicre, tumor, rejenerasyon, farklilasma ve metabolizma ile ilgili
oldugunu ileri surmektedir. CD133 kok hiicrelerden izole edilen anahtar
biomarkerlardan biridir, ancak son calismalar sadece biomarker olarak degil, hiicre

bliytimesi, gelisim ve timor biyolojisinde de gorevli oldugunu géstermektedir’”’.
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Prominin-1 olarak da adlandirilan CD133, insanda 4. kromozomda (4p15.33)
bulunan tek kopya bir genin Griintidiir. insan CD133 865 amino asitlik, 120kDa’luk bir
transmembran proteinidir. Protein, bir N-terminal ekstraselliler domain, iki biyuk
ekstraselltler dongusi olan 5 transmembran domain ve 59 amino asitlik stoplazmik
kuyruktan olusmaktadir’”.

CD133 ekspresyonu birgok ekstraselliller ve intraselltler faktor tarafindan
duzenlenmektedir. Hipoksi, mitokondriyal fonksiyon bozluklugunun, CD133
ekspresyonunu geri dondurulebilir sekilde arttirabildigi calismalarda gosterilmistir.
Hipoksinin indiikledigi CD133 ekspresyonu akciger, pankreas kanserleri ve glioma
hiicrelerinde  saptanmistir.  Artan  HIF-1a’nin CD133"  hiicreleri  cogalttig:
belirtilmektedir. Farmakolojik olarak mTOR inhibisyonunun CD133" hiicre
popiilasyonunu ve kok hiicre benzeri genlerin ekspresyonunu arttirdig: belirlenmistir’”.

Farkli kanser hiicre serilerinde yapilan cahsmalarda CD133" hiicre
populasyonunda Akt, MAPK, Ras, ERK, JNK, PI3K, p38K ve RalA yolaklarinin aktive
oldugu saptanmistir. Akciger kanseri hiicre serilerinde OCT4 vel/veya SOX2
transkripsiyon faktorlerinin CD133 P1 promotor dizisine baglandig: ve ekspresyonunu
arttirdig1 belirtilmistir. Buradan yola cikarak da CD133 ekspresyonunun belirli hiicre
tiplerinde kendini yenileme ve tiimér olusumunda gerekli oldugunu gostermektedir’”.

Erken evre karaciger metastaz: yapan kolorektal kanserlerde CD133 ve CD44
ekspresyonunun erken metastaz yapmayanlara gore daha yiksek oldugu saptanmistir.
Hepatokarsinom hticre serilerinde CD133’Gn knock down edilmesinin matriks
metalloproteinaz-2, disintegrin ve metalloproteinaz 9 ekspresyonunu azalttig
saptanmistir’”.

CD133" hiicrelerde kemoterapi direnci yiiksektir. Bu hiicrelerde ATP-binding
cassette transporter ekspresyonu artmaktadir. Bu hicreler ayn1 zamanda TGF B ve

TNF-iliskili apoptoz ve TRAIL’in indikledigi apoptoza da direnclidir””.

2.10. ESRRA

Cok hucreli organizmalarda huicresel fonksiyonlar genlerin kontrolu altindadir.
Hicresel fonksiyonlari yoneten genlerin ekspresyonu, organizmanin homeostazini
optimal seviyede tutmak ic¢in doku/hiicre spesifik transkripsiyon faktorler ile kontrol

altinda tutulmaktadir. Niklear reseptorler (NR), cesitli fonksiyonlarla ilgili genleri
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duzenleyen transkripsiyon faktor ailesidir. NR’ler insanda 48, farelerde 49 farkh
reseptore sahip bir super ailedir. Bu ailenin birgcok tyesi hormon/ligand’in aktive ettigi
reseptorlerdir, ancak insanlarda 48 reseptorin 24’Gnin dogal engojen ligandi
saptanmamistir. Dolayisiyla bu reseptorlere 6ksiiz (orphan) NR’ler denmektedir.
Yapilan arastirmalar sonucunda ONR’lerden bazilarinin endojen ligandi saptanmis ve
bunlar evlathk (adopted) NR adin almistir’.

Orphan NR’lerin 6nemli bir ailesi NR3B alt ailesi olarak da adlandirilan estrojen
related reseptorlerdir (ERR). Bu ailenin estrojen related olarak adlandirilmasinin sebebi
ERa ile ylksek sekans homolojisi gostermesi ve hormon olmayan sinyallerle aktive
olabilmesidir. ERa ile yakin homoloji gdstermesine ragmen, ERR’ler Ostrojen ya da
dogal agonistlerine baglanmaz. ERRa hem represér hem de aktivator olarak fonksiyon
gosterir ve diger ONR’ler icinde en iyi bilinen ve anlasilmis olandir. ERRa
polipeptidinin, N-terminal domain (NTD), DNA baglanma domaini (DBD) ve ligand
baglanma domaini (LBD) olarak 3 fonksiyonel domaini bulunmaktadir. NTD; en az
korunmus olan ve posttranslasyonel kovalent modifikasyonlarin oldugu bélgedir. DBD;
2 ¢inko parmak motifi icerir ve  ERRa’nin DNA (zerinde hedef genin regilator
bolgesindeki spesifik sekansi tamimasint ve baglanmasini saglar. Yuksek oranda
korunmus LBD; ligand baglanma cebi igerir ve reseptor dimerizasyon bolgesidir.
LBD’ninde bulunan AF2 bolgesi koaktivator ve korepresorlerle fonksiyonel
interaksiyon verilen bolgedir. ERRa,, DNA’da konsensus sekanst TNAAGGTCA olan
estrojen related response elemanlara (ERRE) baglanir. ERRa’nin fizyolojik ligand:
bilinmediginden basal aktivite ile konstitltif olarak aktif oldugu distnulmektedir, ancak
optimal gen regulasyonu, PGC-la veya PGC-1B ve RIP140 ile fonsksiyonel
interaksiyona baghdur (Sekil 2.15)®,
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Sekil 2.15. ESRRA geninin yapis1”®
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Estrogen related receptor alpha 11g13.1 gen bdlgesinde bulunmakta ve 13.5
kb’lik genomik DNA’y1 kapsamaktadir. Genin 7 ekzonu vardir ve 423 amino asit
uzunlugunda 46kDA’luk protein kodlamaktadir, bobrek, kalp ve iskelet kasi gibi enerji
gereksinimi fazla olan dokularda yiksek miktarda ekprese olmaktadir. Transkripsiyon
faktoru olarak, hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu ile iliskili OPN
(osteopontin) ve WNT11 (wingless-type MMTYV integration site family member 11)
genlerini pozitif olarak diizenlemektedir. ESRRA proteini estrojen reseptor a ile ylksek
derecede benzerlik gostermekte, hem 6strojen cevap elementine (5’-TCAAGGTCA-3’)
hem de kendi cevap elementine (5’-GGTCANNNTGACC-3’) baglanabilmektedir’.

Hizli sekilde blyiyen solid timorler disiik oksijen seviyesine sahip bolgelerde
oksijen ve besin takviyesini kan damarlar1 araciligi ile saglar. Kanser hucreleri bu
hipoksik cevreye uyum saglamak icin adaptasyon gelistirir. Kanser hucreleri enerji
ihtiyaglari siklikla glikolizle saglanmaktadir. Glikolizde glukoz priivata pargalanir.
Privat daha sonra laktat dehidrojenaz (LDH) enzimi ile laktik asite ya da oksijen
varliginda, pruvat dehidrojenaz (PDH) ile astil co-A’ya oksidize olur. Bu asama
hiicresel enerji metabolizmasinda Onemli bir asamadir. Clnki PDH, privat
dehidrojenaz kinazlar (PDK) tarafindan kontrol edilmektedir. Asetil co-A daha sonra
krebs dongustine girip oksidatif fosforilasyonla ATP (retimi gergeklesir. Hipoksi
durumunda, oksidatif fosforilasyon icin gereken substrat olan oksijen yoklugunda,
hicreleri ATP dretimi i¢cin mitokondriyal solunum yolagint kullanamaz. TUmor
hlcrelerinin enerji ihtiyacint karsilamak igin hipoksinin indukledigi faktorler (HIF),
glukoz alimini ve anaerobik glikolitik ATP Uretimini arttirmak icin glukoz transporter
ve glikolitik enzimleri (LDH) kodlayan genlerin ekspresyonunu uyarmaktadir. Ayrica
HIF, PDK1 ile interaksiyon vererek krebs dongisii ve oksidatif fosforilasyonu azaltarak
tumor hicrelerinin - hipoksik cevrede hayatta kalmasina ve biylmesine izin
vermektedir®.

Tumor hipoksisi ve HIF’in artan ekspresyonu agresif timor davranisina, azalan
tedavi yanitina ve sporadik kanserlerin blylk kisminda artan hasta mortalitisine neden
olmaktadir. Genetik ve farmakolojik olarak HIF aktivitesinin deneysel olarak
azaltilmas: ksenograft ve transgenic modellerde timér boyutunun azalmasini
saglamaktadir. Bu calismalar HIF’in timor blylmesi ve progresyonunda roll oldugunu

gostermektedir. Solid timorlerin blyldk kisminda hipoksinin  gérilmesi ve HIF
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yolagininda merkezde yer almasindan dolayr HIF inhibisyonu tedavide dikkat
cekmektedir®.

Nukleer reseptorler disindaki transkripsiyon faktorleri, enzimler gibi aktif
bolgelerine 6zgl inhibitér saptanmasinin olasi olmamasindan dolay: ila¢ tasarimina
uygun hedefler degildir. ERR’ler HIF aracili hipoksik cevapta 6nemli kofaktor olarak
tanimlanmistir. ERR’ler fonksiyonel HIF heterodimerlerini tanimaktadir. HIF’lerin
ilacla bloke edilmesi zor olmasindan dolayi, ERR inhibisyonu ile hipoksinin indikledigi
gen ekspresyonu ve malign fenotip ortadan kaldirilabilecegi dustinilmektedir®.

XCT790 ERRa’nin spesifik invers agonistidir. XCT790 secicidir, 10 uM’1in
altindaki konsantrasyonlarda ERRy veya ERo gibi nuklear reseptorler Uzerinde
antagositik etki gostermez. XCT790’nin biyokimyasal ve hiicre tabanl: ¢alismalarda
ERRa’nin konstitiitif aktivitesini inhibe ettigi bilinmektedir®.

Bu calismada; larinks kanseri hastalarinda hipoksinin indukledigi faktorler olan
HIF-1o ve HIF-2a ile embriyonik kok hiicre genleri olan SOX2, OCT4, NANOG ile
CD133, ESRRA genlerinin ekspresyon dizeyini saptamak ve hastaligin klinik
Ozellikleriyle olas: iliskilerini ortaya ¢ikarmak ayrica Hep2 larinks kanseri ve FaDu
farenks kanseri hucre serilerinde hipoksinin HIF-1a, HIF-2a SOX2, OCT4, NANOG,
CD133, ESRRA genleri uizerindeki etkisininin belirlenmesi amaglanmaktadir.

40



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Orneklerin Eldesi

Larinks skuamdz hicreli karsinom teshisi konulmus ve gonilli olarak ¢alismaya
katilmay: kabul ederek onam formu imzalayan 26 hasta ¢alismaya dahil edildi ve
Cukurova Universitesi Saghk Bilimleri Enstitisii tarafindan onaylanan Cukurova
Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurul Raporu alinarak ¢alismalar yapildi. Tanist konulan
bireylerden total larenjektomi sonrasinda alinan skuamdéz hiicreli Larinks kanseri timor
doku 6rnekleri ve tiimore komsu saghkl: larinks doku 6rnekleri Cukurova Universitesi
Tip Fakiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’ndan temin edildi. Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda dokularin patolojik incelemesi

yapilarak skuamoz hicreli karsinom olduklar: dogruland.

3.1.2. Hep-2 Hucrelerin Temini
Hipokisinin etkisinin belirlenmesi deneyinde kullaniimak Uzere, Hep-2 hiicre

hatt: Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig: Sap Enstitiust’nden temin edildi.

3.1.3. FaDu Hucrelerinin Temini
Hipokisinin etkisinin belirlenmesi deneyinde kullanilmak (zere, FaDu hiicre

hatt: Ege Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ndan temin edildi.
3.1.4. Gereg ve Cihazlar
3.1.4.1. Cahsmada Kullanilan Ekipman ve Sarf Malzemeleri
Yapilan arastirmada Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji

Anabilim Dali ve Cukurova Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisi’niin sahip oldugu

olanaklardan faydalanild: (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Ekipman ve Sarf Malzemeler

Adi/Modeli Kullanim Amaci

Is1 dongi cihazi / Thermal Cycler cDNA sentezi

Gercek-Zamanh PZR Gen ekspresyonlarinin belirlenmesi

Elektroforez aletleri, gui¢ kaynaklar RNA kalitesinin tespiti

Vortex RNA izolasyonu

Laminar guvenlik kabini Hicre kulttr ¢calismalar

Derin dondurucu -20 Analizlerde kullanilacak reaktif, sollisyon, kit ve

orneklerin saklanmasi

Derin dondurucu -80 Analizlerde kullanilacak RNA 6rneklerinin saklanmasi

Kit saklama dolab1 +4 °C Analizlerde kullanilacak reaktif ve soliisyonlarin
saklanmasi

Spektrofotometre RNA drneklerinin konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Sogutmali Mikrosantrif(j RNA izolasyonu

Otoklav Kullanilacak malzeme ve soliisyonlarin

sterilizasyonu

T25, T75 flask Hiicre kulttru galigmalart igin
well plate Hucre kulttra calismalari icin
Hiicre kaziyici Hiicre kulttrd galigmalart igin

3.1.4.2. Gerekli soliisyonlar ve malzemeler

Hucre Kulttra icin gerekli solisyonlar
DMEM (Lonza, Verviers, Belcika)
Tripsin (0.05 % Trypsin/0.53 mM EDTA, Wisent Inc., Saint-Jean-Baptiste, Kanada)
Fetal Bovine Serum (FBS) (Multicell, Wisent Inc., Saint-Jean-Baptiste, Kanada)
Penisilin-Streptomisin (Multicell, Wisent Inc., Saint-Jean-Baptiste, Kanada)
L-Glutamine (L-Glu) (Multicell, Wisent Inc., Saint-Jean-Baptiste, Kanada)

Q 8 Q 8 W
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@ Phosphate Buffered Saline (PBS) 1x (Multicell, Wisent Inc., Saint-Jean-Baptiste,
Kanada)

RNA izolasyon icin gerekli soliisyonlar

@ TRIzol (Sigma, ABD)

@ Kloroform (Sigma-Aldrich, ABD)

@ izopropanol (Sigma-Aldrich, ABD)
@ Etanol (Merck, Darmstadt, Almanya)

cDNA Sentez Kiti (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit - Thermo
Fisher Scientific)

Es Zamanh PZR (Applied Biosystems® 7500 fast and 7500 Real-Time PCR
System)

3.2. Yontem

3.2.1. Hep-2 Hicre Kulturu

Temin edilen Hep-2 hiicreleri %1 PS, %10 FBS ve %1 L-Glu DMEM besi yeri
icerisinde ve %5 CO; iceren inkibatorde 37°C’de kultlir edilerek cogaltildi. Yeterince
pasajlama yapilarak ¢ogaltilan hicreler %10 DMSO igeren FBS sollisyonunda -80°C’de

saklanmak (izere stokland (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Hep-2 hiicrelerinin invert mikroskopta elde edilmis goriintist (x40)

3.2.2. FaDu Hiucre Kalturi

Temin edilen FaDu hiicreleri %1 PS, %10 FBS ve %1 L-Glu DMEM besi yeri
icerisinde ve %5 CO, iceren inkubatdrde 37°C’de kultir edilerek gogaltildi. Yeterince
pasajlama yapilarak ¢ogaltilan hiicreler %10 DMSO igeren FBS sollisyonunda -80°C’de
saklanmak tizere stoklandi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. FaDu hiicrelerinin invert mikroskopta elde edilmis goriintisi (x10)
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3.2.3. Hicre Cozulmesi ve Pasajlanmasi

Hucre Cozulmesi

Hicreler dondurma vasati (%10 DMSO-FBS) icersinde -80’de saklanmaktadir.
Stok hiicre ¢ozildukten sonra icinde 5 ml kiltir medyumu bulunan santrifij
tlplne konur.

Pipetaj yapilarak hucre ile kiltiir vasatinin karismasi saglanir.

Hucreler 1000 rpm’ de 5 dk santriftj edilir.

Santriflyj tipdndn icindeki stipernatant pipetle atilir.

Santriflyj tlpinin icine 1 ml medyum konulup pipetaj yapilir ve hiicreler flask

icine aktarilir.

Hucre pasajlanmasi

Hicreler CO; inkubatoriinden alinir ve mikroskopta incelenir.

Hicre tabakasinin degmeyecek sekilde pipet yardimi ile medyum
flasktan uzaklastirilir.

Flaska PBS eklenir, yizey yikanir ve PBS pipet yardimi ile uzaklastirilir.
Flaska Tripsin eklenir ve flask 2-3 dakika CO, inkibat6riinde tutulur.
Mikroskopta hticrelerin flask tabanindan kalktigi kontrol edilir.
Flaska medyum eklenir ve santrifiij tipune aktarilir.

Hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifij edilir.

Supernatant 1 mL kalacak sekilde uzaklastirilir.

Hucre pelleti medyum pipet ile karistirilir.

Hucreler icinde taze medyum bulunan flasklara aktarilir.

Flasklar CO, inklbatorune yerlestirilir

3.2.4. Hipoksi Muamelesi
Hicrelerin hipoksi muamelesinde Anaerogen compact sistemi (Anaero Gen

Compag ANO0010C, Oxoid, Cambridge, UK) kullanildi. Hicreler Thoma laminda
sayilarak her plate’e 100.000 huicre gelecek sekilde dnce ekilip kilttrleri yapilarak %75

confulenceye (yogunluga) ulasmas: beklendi. Her plate, hipoksiyi tetikleyecek bir torba

ile birlikte Uretici firma tarafindan saglanan plastik posetlere konarak agzi hizlica
kapatildi. Hicreler 37 °C %5 CO; inkibatorde 6, 12, 24, 48, 72 saatlik slrelerde
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hipoksiye maruz birakildi. Hipoksiye maruz birakilmayan kontrol grubu hiicreleri 37 °C
%5 CO; inkubatorde inkiibe edildi. Test iki kez tekrarland:. Inkiibasyon sonras: real

time PCR icin hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi.

3.2.5. XCT790 muamelesi

Hep-2 hicreleri 72 saat ve FaDu hiicreleri 48 saatlik strelerde hipoksik
kosullarda 5uM, 10puM ve 20uM’lik XCT790 konsantrasyonalarina maruz birakildh.
Test iki kez tekrarlandi. inkiibasyon sonrasi real time PCR icin hiicrelerden RNA

izolasyonu yapildi.

3.2.6. Dokudan RNA izolasyonu

RNA izolasyonu TRI Reagent kullanilarak yapilmistir.
50-100 pg doku Ornegi buz uzerinde bisturi yardimiyla kiiglk parcalara
ayrilmis, Gzerine 1ml Tri Reagent soliisyonu eklenerek ependorfa aktarilmastir.
Oda sicakliginda 5 dakika inklibasyondan sonra drnek tzerine 200ul kloroform
eklenmis ve vorteks tzerinde 15 saniye karismasi saglanmis ve oda
sicakliginda 15 dakika inktbasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda 6rnek +4°C’de 13500rpm 15 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifuj sonrasinda ependorfta 3 faz gozlenmis, en Ustte saydam olarakgdrilen
RNA yeni bir ependorfa aktarilmastir.
RNA Uzerinde 500ul isopropanol eklenmis, 10 dakika oda sicakliginda
inkibasyona birakilmastir.
10 dakikalik inkiibasyon sonunda 6rnek +4°C’de 13500rpm 15 dakika santrif(j
edilmistir.
Santrifuj sonrast RNA, pelet halinde ependorfun duvarnda gérilmektedir.
Slpernatant uzaklastirilarak RNA peleti %75 Etanol-DEPC su eklenerek,
vorteks yapilmistir, daha sonra +4°C’de 13500rpm 15 dakika santrifuj
edilmistir.
Santriflij sonrasinda supernatatnt uzaklastirilarak RNA 5-10 dakika kurumaya
birakilmistir.
Sire sonunda pelet miktarina gére DEPC’li su eklenerek, 6rnek -80’ne

kaldirilmastir.
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3.2.7. Hucre Serisinden RNA izolasyonu
Platette bulunan hiicrelerden ilk olarak medyum uzaklastirilir.
Hucrelerin Uzerine 500ul Tri Reagent eklenir ve hicrelerin plateden ayrilmasi
saglanir. Pipet yardimiyla lizat homojenize edilir.
Oda sicakliginda 5 dakika inkubasyondan sonra drnek tizerine 200ul kloroform
eklenmis ve vorteks Gzerinde 15 saniye karismasi saglanmis ve oda
sicakhiginda 15 dakika inktbasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda 6rnek +4°C ‘de 13500rpm 15 dakika santrifilj edilmistir.
Santrifuj sonrasinda ependorfta 3 faz gbzlenmis, en Ustte saydam olarakgoriilen
RNA yeni bir ependorfa aktarilmastir.
RNA (zerinde 500ul isopropanol eklenmis, 10 dakika oda sicakliginda
inkibasyona birakilmastir.
10 dakikalik inkiibasyon sonunda 6rnek +4°C *de 13500rpm 15 dakika santrifij
edilmistir.
Santriflij sonras1t RNA, pelet halinde ependorfun duvarnda gortlmektedir.
Slpernatant uzaklastirilarak RNA peleti %75 Etanol-DEPC su eklenerek,
vorteks yapilmistir, daha sonra +4°C ‘de 13500rpm 15 dakika santrifij
edilmistir.
Santrifllj sonrasinda supernatatnt uzaklastirilarak RNA 5-10 dakika kurumaya
brrakilmistir.
Slre sonunda pelet miktarina gére DEPC’li su eklenerek, 6rnek -80’ne

kaldirtlmastir.

3.2.8. RNA Kantitasyonu

RNA miktarinin 6l¢timi Implen marka Nano fotometre yardimiyla yapilmstir.

3.2.9. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

izole edilen RNA’lardan cDNA izolasyonu igin The High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak total 1ug RNA’dan
kantitatif RT-PZR icin standart prosedir uygulanarak cDNA sentezi yapildi. Revers
transkripsiyon (RT) kit bilesenleri buz Uzerinde ¢ozduruldiukten sonra RT master mixi

yine buz lzerinde hazirlandi (Cizelge 3.2). cDNA revers transkripsiyon reaksiyonunu
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hazirlamak cDNA reaksiyonunun gerceklesebilmesi icin Cizelge 3.3’de belirtilen
program kullanildi.

Cizelge 3.2. RT Master Mix Hazirlama

2x RT Master Mix Kullanilan miktar
10X RT Buffer 2.0 ul
25XdNTPkarisimi 0.8 ul
10X RT Random Primer 2.0 ul
MultiScribeTM Reverse Transcriptase 1.0 ul
Nikleaz icermeyen Su 4.2 ul

Cizelge 3.3. cDNA sentezi protokol

1. Asama 2. Asama 3. Asama 4. Asama
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Zaman 10 dakika 120 dakika 4 dakika 0

3.2.10. Real Time PCR

Ilgili genlerin mRNA ekspresyonlarinin belirlenmesi icin, Applied Biosystems
7500 cihazinda Tagman Gene Expression Assayler kullanilmigtir. Her 6rnek duplike
calisiimagtur.
HIF1A, Hs00153153 m1l
HIF2A, Hs01026149 m1l
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SOX2, Hs01053049_s1
NANOG, Hs04260366_g1
OCT4, Hs00999632_g1
CD133, Hs01009250_m1
ESRRA, Hs01067166_g1
ACTB, Hs99999903 ml

Real Time PCR karnisimi Cizelge 3.4’teki gibi hazirlanmistir.  Applied
Biyosistem 7500 Real time- PCR cihazinda program Cizelge 3.5°teki gibi ayarlanmistur.

Cizelge 3.4. Real Time RT- PCR reaksiyonunun bilesenleri ve miktarlar
PCR Reaksiyon karisim bilesenleri 1X (20 pl)

20X TagMan Gene Expression Assay 1.0 pl

2X TagMan Gene Expression Master | 10.0 pl

Mix
cDNA 0Ornegi 4.0 pl
RNAaz- icermeyen su 5.0 ul

Cizelge 3.5. Applied Biosystems 7500 real -time RT-PCR igin kullanilan Program

Is1t Dongusu Kosullart
Asama Sicaklik (°C) Zaman (dd: ss)
Hold 50 2:00
Hold 95 10:00
Dongu (40 Dongl) 95 0:15
60 1:00
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3.2.11. istatistiksel Analiz

RT-PZR igin normalizasyonda B-aktin geni kullanildi. Hedef gen ekspresyon
seviyesi analizleri yapilan genler ACt degerleri hesaplanarak rolatif kantitasyon
yontemleri kullanilarak incelendi. Timor ve kontrol gruplarin karsilastirilmasinda esli
karsilastirma testi uygulanmistir. Tumorli dokularda genler arasindaki korelasyon
analizi Pearson Korelasyon Katsayisi’na gore yapilmistir (r: korelasyon katsayisinin
degeridir, iligskinin ytzdesini ifade eder). Gen ekspresyonu ve klinopatolojik 6zellikler
arasindaki iliski student t testi ile saptanmustir. Hipoksiye maruz kalma sureleri ve XCT-
790 uygulamasi bakimindan her bir genin ekspresyon degerleri arasindaki farklilik
kruskal wallis testi ile arastirilmistir. p<0.05 anlaml: olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Bilgileri

Cukurova Universitesi Tip Fakiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’nda
opere edilen ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Bolimii tarafindan
skuamoz hicreli karsinom olduklar: dogrulanan 26 Larinks Kanseri timor 6rneginin
patolojik inceleme sonuglar: ve hastalara ait bilgiler Cizelge 4.1°de verilmektedir. 26
erkek hastadan saglanan timaor dokularinin hepsi total larenjektomi ile elde edilmistir.
Patolojik incelemeler sonucunda histolojik grade, 14 hastada I, 11 hastada Il, 1 hastada
Il olarak tespit edilmistir. Tumor yerlesimi agirlikli olarak glottik bélge olan hasta
grubunda yas ortalamas: 63,2 bulunmustur. Hastalara ait klinik ve patolojik bilgileri
Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de 6zetlenmistir. Hastalardan Tri REagent kiti kullanilarak
yapilan izolasyon sonucu elde edilen toplam 52 adet RNA’ya ait konsantrsyon ve saflik

degerleri ¢izelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.1. Cukurova Universitesi Tip Fakultesi K.B.B Anabilim Dali’nda opere edilen larinks kanseri

tiumaor érneklerine ait bilgiler.

Ameliyat T . N
Ornek Adh \C@s/. Tamor Gapr TNM Histolojik Yerlesim Patolojik Tam
insiyet | T4 (cm) evresi Grade
Total Diferansiye | Subglottik | Skuamdz
1.BK E/63 . . | 1,5cm TIN1 hiicreli
larenjektomi Grade | bolge Karsinom
Total Diferansiye Skuamdz
2AS E/ 65 . . | 3x0.7cm Stoma cevresi| hicreli
larenjektomi Grade | Karsinom
Diferansiye Skuamdz
3HK e | ol [ LOXLOXOS g hiicreli
larenjektomi | cm Grade | Karsinom
Total Diferansiye | peristomal | S<UaM0z
4HK E/57 . .| 12X11 mm T1NO - hicreli
larenjektomi Grade | Bolge Karsinom
Orta .
Total derecede . Sk”a"?oz
55D E/54 . .| 25cm T4NO . . Glottik bolge | hicreli
larenjektomi differansiye Karsinom
Grade 1l
Az .
; . . Skuamoz
6AG |Ema | o8 e T4n2 | Diferansiye | Sol glottik o
larenjektomi bélge Karsi
Grade Il arsinom
Total (?errtzcede Sag glottik Skuamoz
7.AK E/67 . .| 3x3x3cm T2N2 : . a8 hicreli
larenjektomi differansiye | bolge Karsinom
Grade Il
Total doerrt:cede Skuamoz
8.RA E/58 . .| 5cm T2NO ; . Glottik bolge | hucreli
larenjektomi differansiye karsinom
Grade Il
. . - . Skuamoz
9.CcY e | 1@ osem ToNg | Differansiye | Sagglottik | oo
larenjektomi Grade | bolge karsinom
Total doerrt:cede . Sk”a”?"jz
10DE E/50 . .| 3cm T4N2 . . Glottik bolge | hicreli
larenjektomi differansiye Karsinom
Grade 1l
Total Diferansiye Skuamoz
11EB E/60 | oktomi 4x3 cm T4NO Glottik bolge | hicreli
arenjektomi Grade | Karsinom
Orta i
. Skuamdéz
12HiY |Ee2 |10 | 35em T4 |derecede ) Subglottik | p oo
larenjektomi differansiye | bolge Karsinom
Grade 1l
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Tablo 4.1. Devamu

Total Diferansiye Sag Skuamoz
13SS | El67 | 2em TINO Y® | aryepiglottik | hiicreli
larenjektomi Grade | .. .
bolge karsinom
Total (?errt:cede Skuamoz
14.AD E/65 . .| 3.5cm T4N2 . . Glottik bolge | hicreli
larenjektomi differansiye .
karsinom
Grade Il
. . Skuamoz
i5yA  |Eag | TO% lisasem | Tino | DRV oikik bolge | hicreli
larenjektomi Grade | .
karsinom
. . Skuamoz
16Ns | Ema | TO® o Tang | Diferansive | o ik bolge | hiicrels
larenjektomi Grade | .
karsinom
Total (?errt:cede Skuamoz
17.M K E/ 57 . .| 5x4x2,5cm | T3NO . . Glottik bolge | hicreli
larenjektomi differansiye .
karsinom
Grade Il
Orta Skuamoz
18iT Eles | 10 3OS gy, | derecede ik bolge | hicreli
larenjektomi | cm differansiye .
karsinom
Grade Il
Total Differansiye | Subglottik | SKUamOZ
19.Y K E/58 . . | 4.5cmx3cm T4NO 4 i g hicreli
larenjektomi Grade | bélge .
karsinom
Orta Skuamoz
20DMA |E76 | OB e Tany | derecede | Arvepiglottik|
larenjektomi differansiye | bolge .
karsinom
Grade Il
. . Skuamoz
ANO | Emo | TR g Tang | Differansiye | o ik bolge | hicrels
larenjektomi Grade | .
karsinom
Ort
Total derr:cede Skuamoz
22N T E/62 . . | 5em T4NO . . Glottik bolge | hicreli
larenjektomi differansiye .
karsinom
Grade 1l
Skuamoz
Total Diff i . .
23.SZT | E/59 ota_ .| 5cm T3NO ITieransiye Glottik bolge | hucreli
larenjektomi Grade | .
karsinom
. . Skuamoz
2a.M0 | Eea | OB g Tang | Diferansive | o ik bolge | hicrels
larenjektomi Grade | .
karsinom
Total doerrt:ce de Glottik ve Skuamoz
25.DB E/ 58 . . | 3cm T2NO . . Aryepiglottik | hicreli
larenjektomi differansiye bélae Karsinom
Grade Il g
. . Skuamoz
ik | Ee9 | °® g Tang | Diferansive | o ik bolge | hicrels
larenjektomi Grade | .
karsinom
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Cizelge 4.2. 26 skuam6z hiicreli larinks kanseri hastasina ait klinik ve patolojik ézellikler.

<60 10

Cinsiyet

Erkek 26

Var 26

Alkol

Yok

N
N

Supraglottik

Glottik 18
Diger 4

TlveT2 9

Histolojik grade

N
[ERN
[ERN

TUmOor capi

>2cm3 20
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Cizelge 4.3. Hastalarin tumoér ve normal dokusundan elde edilen RNA’larin konsantrasyon ve saflik

degerleri

Ornek ng/ul (Tumor doku/Normal | A260/A280 (TUmMOr
Numarast | Doku) doku/Normal Doku)
1 63,2/178 1,82/1,85
2 836,1/338 1,89/1,96
3 128,6 /72,4 1,78/1,86
4 168/ 186 1,79/1,97
5 2471762,1 1,81/1,89
6 256,41 62,6 1,89/2,06
7 978,5/94,2 1,81/2,07
8 612 /338 1,9/1,77
9 434194,8 1,81/19
10 188 /69,6 1,91/1,82
11 618 /874 1,79/1,9
12 128 /120 1,81/1,81
13 106 / 668 1,81/1,79
14 3771748 1,95/1,94
15 352/328 1,93/1,94
16 66,8 / 205 1,83/1,9
17 69,2 /168 1,81/1,93
18 187,3/127,6 191/1,81
19 239,2/54,8 1,82/1,95
20 289,2 /69,6 1,86/1,87
21 270,1/178 1,94/1,94
22 168/197,8 1,84/1,92
23 375/91,6 1,88/1,89
24 223,1/46,4 1,92/1,9
25 96,6 /130,3 1,78/ 1,87
26 128,9/242,3 1,88/1,91
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4.2. Larinks Kanserli Hastalarin Timoér ve Normal Dokularinda HIF-1a,

HIF-2a, SOX2, OCT4, NANOG, CD133, ESRRA Genlerinin Ekspresyon

Degerlendirilmesi

Tumor dokusunda her gen icin rolatif gen ekspresyon degerlendirilmesi igin
RQ=2"" metodu kullanildi. 0.5<RQ degerleri azalan ekspresyon, 0.5<RQ<2 degerleri
normal ekspresyon, RQ>2 degerleri artmis ekspresyon olarak degerlendirildi®.

4.2.1. Larinks Kanserli Hastalarin Timor ve Normal Dokularinda HIF-1a,

ve HIF-2a Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

Calismalar HIF-1a ve HIF-2a ekspresyonlarinin genelde post transkripsiyonel
seviyede duzenlendigini gosterse de hipoksiye maruziyette, mRNA dulzeyinde
duzenlenme oldugunu gosteren ¢alismalar da bulunmaktadir.

Calismamizda 26 larinks kaseri hastasinin tumor ve normal dokularinda HIF-1a
gen ekspresyonu Kkarsilastirildiginda hastalarin 14 tanesinde timoér dokusundaki
ekspresyonun normal dokuya gore arttigi, 3 hastada ekspresyonun normal oldugu, 9
hastada ise normal dokuya gore azaldigi saptanmistir. Normal doku ile timorli doku
arasinda HIF-1o ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak onemli bir fark vardir
(p<0.05, p=0.044, t=-2.135) (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. 26 Larinks kaseri hastasimin timér ve normal dokularinda HIF-1a gen ekspresyonu
HIF-1a
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26 larinks kanseri hastasimin timor ve normal dokularinda HIF-2a gen
ekspresyonu karsilastirildiginda hastalarin 6 tanesinde timor dokusundaki ekspresyonun
normal dokuya gore arttigi, 6 hastada ekspresyonun normal oldugu, 14 hastada ise
normal dokuya gore azaldigi saptanmistir. Normal doku ile timaorli doku arasinda HIF-
20, ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur (p>0.05, p=0.067,
t=-1.914) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. 26 larinks kaseri hastasinin timér ve normal dokularinda HIF-2a gen ekspresyonu
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4.2.2. Larinks Kanserli Hastalarin Tamér ve Normal Dokularinda SOX2

Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

26 larinks kanseri hastasinin tumoér ve normal dokularinda SOX2 gen
ekspresyonu karsilastirildiginda hastalarin 9 tanesinde timor dokusundaki ekspresyonun
normal dokuya goére arttigi, 6 hastada ekspresyonun normal oldugu, 11 hastada ise
normal dokuya gore azaldigi saptanmistir. Normal doku ile tumorli doku arasinda
SOX2 ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur (p>0.05,
p=0.095, t=-1.739) (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. 26 Larinks kaseri hastasinin timdr ve normal dokularinda SOX2 gen ekspresyonu
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4.2.3. Larinks Kanserli Hastalarin Tumér ve Normal Dokularinda OCT4

Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

26 Larinks kanseri hastasinin tumoér ve normal dokularinda OCT4 gen
ekspresyonu karsilastirildiginda  hastalarin 14 tanesinde tumor  dokusundaki
ekspresyonun normal dokuya goére arttigi, 5 hastada ekspresyonun normal oldugu, 7
hastada ise normal dokuya gore azaldig: saptanmistir. Normal doku ile timérli doku
arasinda OCT4 ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak énemli bir fark vardir
(p<0.05, p=0.006, t=-3.012) (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. 26 larinks kaseri hastasinin timor ve normal dokularinda OCT4 gen ekspresyonu

OCT4
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4.2.4. Larinks Kanserli Hastalarin Timoér ve Normal Dokularinda NANOG

Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

26 Larinks kanseri hastasinin timor ve normal dokularinda NANOG gen
ekspresyonu karsilastirildiginda  hastalarin = 13 tanesinde  tumor  dokusundaki
ekspresyonun normal dokuya goére arttigi, 4 hastada ekspresyonun normal oldugu, 9
hastada ise normal dokuya gore azaldig: saptanmistir. Normal doku ile timérli doku
arasinda NANOG ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak énemli bir fark vardir
(p<0.05, p=0.026, t=-2.386) (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. 26 larinks kaseri hastasinin timor ve normal dokularinda NANOG gen ekspresyonu
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4.2.5. Larinks Kanserli Hastalarin Timor ve Normal Dokularinda CD133

Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

26 Larinks kanseri hastasinin timor ve normal dokularinda CD133 gen
ekspresyonu karsilastirildiginda hastalarin 5 tanesinde timor dokusundaki ekspresyonun
normal dokuya gore arttigi 5 hastada ekspresyonun normal oldugu, 15 hastada ise
normal dokuya gore azaldig1 saptanmistir. 1 hastanin timor dokusunda gen ekspresyonu
tespit edilememistir. Normal doku ile timorli doku arasinda CD133 ekspresyonu
bakimindan istatistiksel olarak Onemli bir fark yoktur (p>0.05, p=0.304, t=-1.050)
(Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. 26 Larinks kaseri hastasinin timér ve normal dokularinda CD133 gen ekspresyonu
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4.2.6. Larinks Kanserli Hastalarin Timor ve Normal Dokularinda ESRRA

Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

26 Larinks kanseri hastasinin timor ve normal dokularinda ESRRA gen
ekspresyonu karsilastirildiginda hastalarin 5 tanesinde timor dokusundaki ekspresyonun
normal dokuya gore arttig1 saptanmis, 5 hastada ekspresyonun normal oldugu, 8 hastada
ise normal dokuya gore azaldigi saptanmistir. 1 hastanin timor dokusunda, 6 hastanin
normal dokusunda, 1 hastanin ise hem timo6r hem de normal dokusunda gen
ekspresyonu tespit edilememistir. Normal doku ile timorli doku arasinda ESSRA
ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak énemli bir fark yoktur (p>0.05, p=0.170,
t=-1.434) (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. 26 larinks kaseri hastasinin tumér ve normal dokularinda ESRRA gen ekspresyonu
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4.2.7. Tumorli  Dokularda  Genler arasindaki  Korelasyonun
Degerlendirilmesi

Tumorli dokularda;

HIF-1a geni ekspresyonu ile diger genlerin ekspresyon degerleri arasinda
korelasyon yoktur (p>0.05).

HIF-2a geni ile CD133 (r=0.70, p<0.05, p=0.001) ve ESRRA (r=0.67, p<0.05,
p=0.004) genlerinin ekspresyon degerleri arasinda pozitif korelasyon vardir ve
istatistiksel olarak énemlidir.

CD133 ile ESRRA geni ekspresyonlari arasinda da pozitif yénde bir korelasyon
vardir ve istatistiksel olarak énemlidir (r=0.734, p<0.05, p=0.001).

Nanog ile OCT4 arasinda 0.07 énem seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli olan

pozitif bir korelasyon vardir (p=0.07, r=0.423).

4.2.8. Gen ekspresyonlarimin klinikopatolojik parametrelerle iliskisi

Bu calismada tumoér dokularinda tespit edilen gen ekspresyon seviyeleri ile
TNM siniflandirmasi, histolojik grade, yas, timor cap: ve timor bolgesi durumu
arasindaki iliski degerlendirilmistir.

- HIF-10 gen ekspresyon seviyesi;

& Erken evre (T1+T2) ve ge¢ evre (T3+T4) tumorlerde Karsilagtirildiginda;
istatistiksel olarak énemli bir fark gostermemektedir (p>0.05, p=0.531, t=0.654).

@ Tumorli  dokuda, tmor yeri bakimindan istatistiksel olarak farklilik
gostermemektedir (p>0.05, p=0.089, t=1.794).

@ Grade 1 ve grade 2 arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark yoktur (p>0.05,
p=0.192, t=-1.356).

@ Yas gruplar arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark yoktur (p>0.05, p=0.279,
t=1.158).

@ Tumor capina gore gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0.05, p=0.005, t=-3.302).
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HIF-2a gen ekspresyon seviyesi;

Erken evre (T1+T2) ve ge¢ evre (T3+T4) tumorlerde Karsilastirildiginda;
istatistiksel olarak énemli bir farklilik yoktur (p>0.05, p=0.328, t=1.049).

Tumorli dokuda, tumor yeri bakimindan glottik bélge ve diger bolgeler arasinda
istatistiksel olarak farklilik gostermektedir (p<0.05, p=0.014, t=2.838).

Grade 1 ve grade 2 arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark yoktur (p>0.05,
p=0.129, t=-1.654).

Yas gruplar: arasinda HIF-2a ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak 6nemli
bir fark yoktur (p>0.05, p=0.257, t=1.215).

Tumor g¢apina gore gruplarin HIF-2a ekspresyonu karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulunmustur (p<0.05, p=0.009, t=-2.985).

SOX2 gen ekspresyon seviyesi;

Erken evre (T1+T2) ve ge¢ evre (T3+T4) tumorlerde Karsilagtirildiginda;
istatistiksel olarak énemli bir farklilik vardir (p<0.05, p=0.048, t=-2.173).
Tumorlli  dokuda, tumor yeri bakimindan SOX2 geni ekspresyonlar:
istatistikselolarak 6nemli bir farklilik gostermektedir (p<0.05, p=0.034, t=2.324).
Grade 1 ve grade 2 arasinda SOX2 ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak
o6nemli bir fark yoktur (p>0.05, p=0.684, t=0.415).

Yas gruplar arasinda SOX2 ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak 6énemli
bir fark yoktur (p>0.05, p=0.441, t=0.804).

Tumor capina gore gruplarin SOX2 ekspresyonu Karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulunmamistir (p>0.05, p=0.354, t=0.955).
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OCT4 gen ekspresyon seviyesi;

Erken evre (T1+T2) ve ge¢ evre (T3+T4) tumodrlerde Karsilagtirildiginda;
istatistiksel olarak énemli bir farklilik vardir (p<0.05, p=0.023, t=-2.497).
TUmorlt dokuda, tumor yeri bakimindan OCT4 geni ekspresyonlar: istatistiksel
olarak 6nemli bir farklilik gostermektedir (p<0.05, p=0.008, t=3.072).

Grade 1 ve grade 2 arasinda OCT4 ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak
onemli bir fark vardir (p<0.05, p=0.038, t=-2.384).

Yas gruplan arasinda OCT4 ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak énemli
bir fark yoktur (p>0.05, p=0.218, t=1.321).

Tumor capina gore gruplarin OCT4 ekspresyonu Karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulunmamistir (p>0.05, p=0.124, t=-1.601).

NANOG gen ekspresyon seviyesi;

Erken evre (T1+T2) ve ge¢ evre (T3+T4) tumorlerde Karsilagtirildiginda;
istatistiksel olarak énemli bir farklilik vardir (p<0.05, p=0.023, t=-2.497).
Tumorli dokuda, tumor yeri bakimindan NANOG geni ekspresyonlari istatistiksel
olarak 6nemli bir farklilik gostermemektedir (p>0.05, p=0.147, t=-1.629).

Grade 1 ve grade 2 arasinda NANOG ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak
o6nemli bir fark yoktur (p>0.05, p=0.085, t=-1.913).

Yas gruplari arasinda NANOG ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak
onemli bir fark yoktur (p>0.05, p=0.168, t=1.516).

Tumor capina goére gruplarin  NANOG ekspresyonu Karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05, p=0.546, t=0.675).
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CD133 gen ekspresyon seviyesi;

Erken evre (T1+T2) ve ge¢ evre (T3+T4) tumorlerde Karsilastirildiginda;
istatistiksel olarak énemli bir farklilik vardir (p<0.05, p=0.014, t=-2.790).
Tumorlt dokuda, tumor yeri bakimindan CD133 geni ekspresyonlar: istatistiksel
olarak 6nemli bir farklilik gostermektedir (p<0.05, p=0.007, t=3.124).

Grade 1 ve grade 2 arasinda CD133 ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak
onemli bir fark vardir (p<0.05, p=0.024, t=-2.766).

Yas gruplar: arasinda CD133 ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak énemli
bir fark yoktur (p>0.05, p=0.867, t=-0.170).

Tumor ¢apina gore gruplarin CD133 ekspresyonu karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml bir fark bulunmustur (p<0.05, p=0.015, t=-2.698).

ESRRA gen ekspresyon seviyesi;

Erken evre (T1+T2) ve ge¢ evre (T3+T4) tumorlerde Karsilagtirildiginda;
istatistiksel olarak énemli bir farklilik vardir (p<0.05, p=0.032, t=-2.478).
Tumorli dokuda, tumor yeri bakimindan ESRRA geni ekspresyonlar: istatistiksel
olarak 6nemli bir farklilik gostermektedir (p<0.05, p=0.026, t=2.531).

Grade 1 ve grade 2 arasinda ESRRA ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak
o6nemli bir fark yoktur (p>0.05, p=0.925, t=0.096).

Yas gruplar arasinda ESRRA ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak 6nemli
bir fark yoktur (p>0.05, p=0.225, t=1.510).

Tumor caplar: arasinda ESRRA geni ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak
6nemli bir fark yoktur (p>0.05, p=0.689,khi-kare degeri=0.16).
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4.3. Hipoksi Muamelesi

Hicrelerin hipoksi muamelesinde Anaerogen compact (AnaeroGen Compaq
ANO0010C, Oxoid, Cambridge, UK) kullanildi. Hucreler 6nce plate’e ekilip kultirleri
yapilarak %75 confulenceye (yogunluga) ulasmas: beklendi. Her plate, hipoksiyi
tetikleyecek bir torba ile birlikte Gretici firma tarafindan saglanan plastik posetlere
konarak agzi hizlica kapatildi. Hicreler 37 °C %5 CO, inkibatorde 6, 12, 24, 48, 72
saatlik surelerde hipoksiye maruz birakildi. Hipoksiye maruz birakilmayan kontrol
grubu hticreleri 37 °C %5 CO; inkibatorde inkiibe edildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Hipoksi Muamelesi

67



4.3.1. Hep-2 Hucreleri Hipoksi Muamelesi

6, 12, 24, 48, 72 saatlik sirelerde hipoksiye maruz birakilan Hep-2 hiicrelerinde
HIF-1a mRNA seviyesinin degisimi Cizelge 4.11°de gosterilmistir. Hipoksi
uygulamas ile HIF-1a gen eksresyonu arasinda istatistiksel olarak énemli bir
fark vardir (p<0.05)

Cizelge 4.11. Hep-2 hiicrelerinde HIF-1a. mRNA seviyesinin 6, 12, 24, 48, 72 saatlik strelerde hipoksiye

MRNA ekspresyon
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maruziyet sonucu degisimi.
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Hipoksi maruziyet siresi

6, 12, 24, 48, 72 saatlik sirelerde hipoksiye maruz birakilan Hep-2 hiicrelerinde
HIF-2o mRNA seviyesinin degisimi Cizelge 4.12°de gosterilmistir. Hipoksi
uygulamasi ile HIF-2a gen eksresyonu arasinda istatistiksel olarak énemli bir
fark vardir (p<0.05).

Cizelge 4.12. Hep-2 hiicrelerinde HIF-2a mRNA seviyesinin 6, 12, 24, 48, 72 saatlik siirelerde hipoksiye

MRNA ekspresyonu
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maruziyet sonucu degisimi.
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Hipoksi maruziyet suresi
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6, 12, 24, 48, 72 saatlik sirelerde hipoksiye maruz birakilan Hep-2 hiicrelerinde
SOX2 mRNA seviyesinin degisimi Cizelge 4.13’te gosterilmistir. Hipoksi
uygulamasi ile SOX2 gen eksresyonu arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark
vardir (p<0.05).

Cizelge 4.13. Hep-2 hiicrelerinde SOX2 mRNA seviyesinin 6, 12, 24, 48, 72 saatlik strelerde hipoksiye

maruziyet sonucu degisimi.
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Hipoksi Maruziyet Stiresi

6, 12, 24, 48, 72 saatlik sirelerde hipoksiye maruz birakilan Hep-2 hiicrelerinde
OCT4 mRNA seviyesinin degisimi Cizelge 4.14’te gosterilmistir. Hipoksi
uygulamasi ile OCT4 gen eksresyonu arasinda istatistiksel olarak énemli bir fark
vardir (p<0.05).

Cizelge 4.14. Hep-2 hiicrelerinde OCT4 mRNA seviyesinin 6, 12, 24, 48, 72 saatlik surelerde hipoksiye

maruziyet sonucu degisimi.
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6, 12, 24, 48, 72 saatlik sirelerde hipoksiye maruz birakilan Hep-2 hiicrelerinde
NANOG mRNA seviyesinin degisimi Cizelge 4.15’te gosterilmistir. Hipoksi
uygulamasi ile NANOG gen eksresyonu arasinda istatistiksel olarak énemli bir
fark vardir (p<0.05).

Cizelge 4.15. Hep-2 hucrelerinde NANOG mRNA seviyesinin 6, 12, 24, 48, 72 saatlik siirelerde
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hipoksiye maruziyet sonucu degisimi.
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6, 12, 24, 48, 72 saatlik slrelerde hipoksiye maruz birakilan Hep-2
hiicrelerinde CD133 mRNA seviyesinin degisimi Cizelge 4.16’da
gosterilmistir. Hipoksi uygulamas: ile CD133 gen ekspresyonu arasinda

istatistiksel olarak énemli bir fark vardir (p<0.05).

Cizelge 4.16. Hep-2 hiicrelerinde CD133 mRNA seviyesinin 6, 12, 24, 48, 72 saatlik siirelerde hipoksiye
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6, 12, 24, 48, 72 saatlik slrelerde hipoksiye maruz birakilan Hep-2
hicrelerinde  ESRRA mRNA seviyesinin degisimi Cizelge 4.17°de
gosterilmistir. Hipoksi uygulamas: ile ESRRA gen eksresyonu arasinda
istatistiksel olarak dnemli bir fark vardir (p<0.05).

Cizelge 4.17. Hep-2 hiucrelerinde ESRRA mRNA seviyesinin 6, 12, 24, 48, 72 saatlik siirelerde hipoksiye
maruziyet sonucu degisimi.
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4.3.2. FaDu Hucreleri Hipoksi Muamelesi
6, 12, 24, 48, 72 saatlik slrelerde hipoksiye maruz birakilan FaDu
hiicrelerinde HIF-1a. mRNA seviyesinin degisimi Cizelge 4.18’de
gosterilmistir. Hipoksi uygulamas: ile HIF-1a gen eksresyonu arasinda

istatistiksel olarak 6nemli bir fark vardir (p<0.05).

Cizelge 4.18. FaDu hiicrelerinde HIF-1a. mRNA seviyesinin 6, 12, 24, 48, 72 saatlik siirelerde hipoksiye
maruziyet sonucu degisimi.
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6, 12, 24, 48, 72 saatlik slrelerde hipoksiye maruz birakilan FaDu
hicrelerinde HIF-200. mRNA seviyesinin degisimi Cizelge 4.19°da
gosterilmistir. Hipoksi uygulamas: ile HIF-2a gen eksresyonu arasinda
istatistiksel olarak dnemli bir fark vardir (p<0.05).

Cizelge 4.19. FaDu hiicrelerinde HIF-2oo mMRNA seviyesinin 6, 12, 24, 48, 72 saatlik stirelerde hipoksiye
maruziyet sonucu degisimi.
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6, 12, 24, 48, 72 saatlik surelerde hipoksiye maruz birakilan FaDu
hicrelerinde SOX2 mRNA seviyesinin degisimi Cizelge 4.20°de
gosterilmistir. Hipoksi uygulamas: ile SOX2 gen eksresyonu arasinda
istatistiksel olarak énemli bir fark vardir (p<0.05).

Cizelge 4.20. FaDu hiicrelerinde SOX2 mRNA seviyesinin 6, 12, 24, 48, 72 saatlik surelerde hipoksiye

maruziyet sonucu degisimi.
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6, 12, 24, 48, 72 saatlik slrelerde hipoksiye maruz birakilan FaDu
hicrelerinde OCT4 mRNA seviyesinin degisimi Cizelge 4.21°de
gosterilmistir. Hipoksi uygulamas: ile OCT4 gen ekspresyonu arasinda

istatistiksel olarak énemli bir fark vardir (p<0.05).

Cizelge 4.21. FaDu hiicrelerinde OCT4 mRNA seviyesinin 6, 12, 24, 48, 72 saatlik surelerde hipoksiye

maruziyet sonucu degisimi.
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6, 12, 24, 48, 72 saatlik surelerde hipoksiye maruz birakilan FaDu
hicrelerinde  NANOG mRNA seviyesinin degisimi Cizelge 4.22°de
gosterilmistir. Hipoksi uygulamasi ile NANOG gen eksresyonu arasinda
istatistiksel olarak énemli bir fark vardir (p<0.05).

Cizelge 4.22. FaDu hiicrelerinde NANOG mRNA seviyesinin 6, 12, 24, 48, 72 saatlik sturelerde hipoksiye
maruziyet sonucu degisimi.
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6, 12, 24, 48, 72 saatlik slrelerde hipoksiye maruz birakilan FaDu
hicrelerinde CD133 mRNA seviyesinin degisimi Cizelge 4.23’te
gosterilmistir. Hipoksi uygulamas: ile CD133 gen eksresyonu arasinda
istatistiksel olarak énemli bir fark vardir (p<0.05).

Cizelge 4.23. FaDu hiicrelerinde CD133 mRNA seviyesinin 6, 12, 24, 48, 72 saatlik surelerde hipoksiye

maruziyet sonucu degisimi.
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6, 12, 24, 48, 72 saatlik slrelerde hipoksiye maruz birakilan FaDu
hicrelerinde  ESRRA mRNA seviyesinin degisimi Cizelge 4.24’te
gosterilmistir. Hipoksi uygulamas: ile ESRRA gen eksresyonu arasinda
istatistiksel olarak dnemli bir fark vardir (p<0.05).

Cizelge 4.24. FaDu hiicrelerinde ESRRA mRNA seviyesinin 6, 12, 24, 48, 72 saatlik siirelerde hipoksiye
maruziyet sonucu degisimi.
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4.3.3. HEP2 Hucreleri XCT790 Muamelesi

XCT790 muamelesinden 6nce HEP-2 hicreleri 72 saat hipoksiye maruz
birakilarak genlerin ekspresyon degisimleri saptanmistir (Cizelge 4.25). Farkh
konsantrasyonlarda XCT-790 uygulamalari arasinda genlerin  ekspresyonlar:
bakimindan istatistiksel olarak énemli bir fark vardir (p<0.05) (HIF-1a p=0.02, HIF-2a
p=0.03, SOX p=0.02, OCT4 p=0.02, NANOG p=0.02, CD133 p=0.02, ESRRA p=0.02)
(Cizelge 4.26).

Cizelge 4.25. XCT790 muamelesi dncesi Hep-2 hiicrelerinde hipoksinin neden oldugu gen ekspresyon

degisim ¢izegesi.

GENLER
8
6
4
2 i
o, Hm mE = IIII o H ]
HIFLA HIF2A SOX2 OCT4 NANOG CD133 ESRRA

m Hep-2 Kontrol  m Hipoksi

ESRRA inhibitori olan XCT790’nin farkli dozlarda uygulanmas: sonucunda genlerin

MRNA ekspresyonlarindaki degisim Cizelge 4.26’da gosterilmistir.

Cizelge 4.26. Farkl dozlarda XCT790 uygulamas: sonucu gen ekspresyonlarindaki degisim.

GENLER
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4.3.4. FaDu Hucreleri XCT790 Muamelesi

XCT790 muamelesinden o6nce FaDu hucreleri 48 saat hipoksiye maruz
birakilarak genlerin ekspresyon degisimleri saptanmistir (Cizelge 4.27). Farkh
konsantrasyonlarda XCT790 uygulamalar: arasinda genlerin ekspresyonlar: bakimindan
istatistiksel olarak énemli bir fark vardir (p<0.05) (Tum genler i¢in p=0.0001) (Cizelge
4.28).

Cizelge 4.27. XCT790 muamelesi éncesi FaDu hicrelerinde hipoksinin neden oldugu gen ekspresyon

degisimi.
GENLER
40
30
20
10
0 — — — — — — —
HIF1A HIF2A SOX2 OCT4 NANOG CD133 ESRRA
m Fadu Kontrol Hipoksi

ESRRA inhibitéri olan XCT790’nin farkli dozlarda uygulanmasi sonucunda
genlerin amRNA ekspresyonlarindaki degisim Cizelge 4.28’de gosterilmistir.

Cizelge 4.28. Farkli dozlarda XCT790 uygulamas: sonucu gen ekspresyonlarindaki degisim.
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5. TARTISMA

Calismamizi, larinks kanser patogenezinde hipoksi ve embryonik kok
hlcrelerinin etkisini ve hastaligin klinopatolojik 6zellikleri ile iligkisini aydinlatabilmek
icin skuamoz hucreli karsinom olduklar: patoloji raporu ile dogrulanan 26 larinks kanser
hastasindan alinan doku 6rnekleri ile yaptik. Aldigimiz 6rneklerin patolojik incelemeler
sonucunda timor evresi, 14 hastada grade I, 11 hastada grade Il, 1 hastada grade Il
olarak tespit edilmistir. Tamor yerlesimlerinin agirlikli olarak glottik bdlge oldugu
tespit edilmis olup hasta grubunda yas ortalamasi 63,2 bulunmustur. TNM evresi
(TUmor-Nod-Metastaz) 9 hastada T1-T2, 16 hastada T3-T4 olarak saptanmistir. Bir
hastanin ise bilgisine ulasilamamistir.

Calismamizda ayrica hipoksinin, larinks kanser hiicrelerinde embriyonik kok
hiicre genleri Uzerindeki etkisini belirlemek amaciyla Hep-2 larinks ve FaDu farinks
hicreleri hipoksiye maruz birakilmis ve gen ekspresyonlarindaki degisim Real Time
PCR ile degerlendirilmistir.

5.1. Hipoksi Muamelesi

Hipoksi, organ, doku ya da hicrelerde oksijen azalmasi veya eksikligi olarak
tamimlanmaktadir. Bu azalma, yetersiz kan damar agi, anormal kan damarlari veya
anemi kaynakl olarak oksijen saglanmasinda azalma ya da yiiksek hiicre proliferasyonu
nedeniyle oksijen tiketiminin artmasina bagli olabilir. Hipoksi fizyolojik olabilecegi
gibi kanser, romatoid artrit, ateroskleroz gibi durumlarda patolojik de olabilir. Hipoksik
ortam memeli hiicre kiltirlerinde genellikle CoCl, solisyonu ya da hipoksi
inkiibatorleri ile saglanmaktadir®

Son yillarda daha hesapli ve basit olan ayrica ¢zel gaz kombinasyonlarina
ihtiyac duymamasi sebebiyle, klinik mikrobiyolojide anaerobik canlilarin Gretiminde
rutin olarak kullanilan alternatif bir metot, memeli hicrelerini hipoksiye maruz
birakmak icin kullaniimaktadir. Bu metotta hipoksik ortam olusturmak igin, plastik bir
torba icerisine, oksijen seviyesini yarim saat icinde %1 seviyesine dislrecek askorbik
asit iceren bir paket koyulup agzi kapatilmakta, posetin icine yerlestirilen anaerobik

indikattrle deney kosullar1 kontrol edilmektedir. Diger yontemlerle karsilastirildiginda
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benzer sonuglara ulasildigindan hipoksi muamelesinde bu yéntemin kullanildig: cesitli
tez calismalar ve yayinlar bulunmaktadir®%,
Biz de calismamizda “Anaerogen W-Zip Compact’’ sistemi kullanarak hticreleri

hipoksiye maruz biraktik. Indikator yardima ile de hipoksinin devamlihigin: takip ettik.

5.2. HIF-1a ve HIF-2a

Solid tlmorlerin en yaygin 0zelligi olan ve en 6nemli cevresel streslerden biri
hipoksidir. Hipoksinin kanser gelisiminde O6nemli ve kompleks bir roli vardir™V.
Kanser hcreleri bu hipoksik cevreye uyum saglamak icin adaptasyon gelistirir.
Hipoksiye adaptif cevap, hipoksik gen ekspresyonunun ve oksijen homeostazinin ana
diizenleyicisi olan HIF’lar ile saglanir’.

Calismamizda Hep-2 ve FaDu hiicrelerini 6-12-24-48 ve 72 saatlik surelerde
hipoksiye maruz biraktigimizda her iki hiicre serisinde gruplar arasinda HIF-1a ve HIF-
2a’nin MRNA ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml:i degisim saptandi
(P.0,000; P<0,005). HIF-1a ve HIF-20 ekspresyonlarinin genelde post transkripsiyonel
seviyede dizenlendigi bilinse de hipoksiye maruziyette, mRNA dizeyinde de
diuzenlenme oldugunu gosteren hicre kultiri ve vaka-kontrol calismalar
bulunmaktadir.

Insan pulmoner arter diiz kas hiicrelerine hipoksinin etkisinin arastirildig: bir
calismada, bizim Hep-2 hicrelerimizle yaptigimiz ¢alisma sonuglarimizla uyumlu
olarak hipoksiye maruz birakilan farelerin akciger dokusunda, ex vivo olarak hipoksiye
maruz birakilan akciger doku drneklerinde ve pulmoner arter diiz kas hiicrelerinde HIF-
1o mMRNA’sinda artis saptanmistir®

Akciger kanser hucreleri kullanilarak yapilan bir caligmada hipoksiye
maruziyette, Hep-2 hucreleri ile yaptigimiz ¢alismanin sonuglari ile uyumlu olarak
HIF-1o mRNA ekspresyonunun arttigi, ancak bizim sonucumuzdan farkli olarak HIF-
20. mMRNA ekspresyonunun degismedigi, hiicrelere anti proliferatif etkisi olan
2-methoxyestradiol uygulandiginda her iki genin mRNA ekspresyonunda anlaml
derecede disus gozlendigi belirtilmistir®.

Glioma kok hiicreleri ile yapilan bir galismada hicreler hipoksiye maruz
birakildiginda bizim calismamizdan farkli olarak HIF-1o mRNA’sinda anlamli bir
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degisim gozlenmezken, Hep-2 ve FaDu hicrelerindeki sonuclarimizla uyumlu olarak
HIF-20 mMRNA’sinda anlamli derecede artis gézlenmistir®.

NoOroblastomada HIF-1a ve HIF-2a’nin regulasyonunun arastirildigr  bir
calismada bizim hcre kilturiinde Hep-2 ve FaDu hcreleri ile yaptigimiz ¢alisma ile
uyumlu olarak hipoksinin HIF-2a mRNA ekspresyonunu arttirdig: saptanmustir™.

Insan embriyonik kok hicre kaltiri ile yapilan bir calismada, bizim
sonuclarimizdan farkli olarak fizyolojik ve dislik oksijen seviyelerinde HIF-1a ve
HIF-2a. mRNA ekspresyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
saptanmamistir, ancak protein ekspresyonuna bakildiginda HIF-2a’nin dusiik oksijen
seviyelerinde anlaml: bir artig gosterdigi belirtilmistir™.

Calismamizda 26 larinks kanseri  hastastnin normal  dokusu ile
karsilastirildiginda timor dokusunda, HIF-1o gen ekspresyonunun anlamli diizeyde
arttigi (p<0.05, p=0.044, t=-2.135) saptanirken, HIF-2a ekspresyonu bakimindan
istatistiksel olarak o6nemli bir fark saptanmamstir (p>0.05, p=0.067, t=-1.914).
Calismamizda timaor evresi, timor yeri, grade, yas ile HIF-1a ve HIF-20 arasinda bir
iliski saptanmazken, her iki genin timor cap ile de arasinda iliski saptanmstr.

Pankreas kanseri ile yapilan farkli bir ¢alismada ise bizim sonuclarimizla
uyumlu olarak pankeratik timoér dokusu ile timoér cevresinden alinan doku
karsilastirildiginda HIF-1a ve HIF-2a mRNA ekspresyonlarinin timor dokusunda daha
fazla oldugu saptanmistir, ancak bizim ¢alismamizda timor ve normal dokular arasinda
HIF-2a mRNA ekspresyonu bakimindan anlamli bir fark saptanmamustir®”.

Kigik hucre dis1 akciger kanseri ile yapilan bir ¢alismada bizim sonuglarimizla
benzer sekilde HIF-1a tumor dokusunda, komsu normal dokuya gore daha yiiksek
bulunmus, calisma sonucunda HIF-1la mRNA seviyesinin kuclUk hiicre dis1 akciger
kanserinde hastalik progresyonu ile iliskili oldugu ve terapatik ajan ya da hastalik
belirteci olabilecegi vurgulanmustir™.

Mide kanserinde yapilan bir ¢alismada HIF-1o ve VEGF mRNA seviyelerinin
normal doku ve primer timoér dokusunu peritoneal metastaz dokulart ile
karsilastirildiginda, peritoneal metastaz dokularinda daha yuksek oldugu, primer timaor
dokusu ve normal dokularin ise bizim sonuglarimizdan farkli olarak, benzer

ekspresyona sahip oldugu saptanmustir™.
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Lenf nodu metastazi ile farkli organlara olan metastaz ve normal kolon
dokusunda HIF-1a, CXCR4 ve VEGF mRNA ekspresyonlarinin karsilastirildigi bir
calismada CXCR4 ve VEGF ekspresyonlari, timor dokularinda daha yiiksek
saptanirken, bizim ¢alismamizdan farkli olarak HIF-1o ekspresyonu gruplar arasinda
anlamli bir farklilik géstermemistir'®.

CGalismamizin sonuglarina gore larinks kanserinde HIF-1o ve HIF-2o nin etkili
olabilecegi disunulmektedir ancak literatur bilgilerine baktigimizda HIF’lerin genel
olarak post transkripsiyonl seviyede dlzenlendigi gortlmektedir. Dolayis: ile ileride
yapilacak caligmalarda mRNA ile protein miktarlarinin da belirlenmesi daha kesin

sonuglara varilmasini saglayacaktir.

5.3. SOX2

SOX2 arasgtirmalari, kok hicre devamliligi, hicre soyunun kaderinin
belirlenmesi ve somatik hiicrelerin pluripotensiye donebilmesi icin gerekli faktor olmasi
alaninda yogunlasmasina ragmen, hastaliklarda SOX2 degisimlerinin gelisimsel
anomalilere (SOX2 heterozigot mutasyonu otozomal dominant gecisli AEG
sendromuna neden olmaktadir) neden oldugu gosterilmistir. Gelisimsel hastaliklarin
yaninda yapilan arastirmalar da SOX2’nin kanserle iliskili oldugunu da gosterilmistir.

Calismamizda 26 larinks kanseri hastasinin timor ve normal dokularinda SOX2
gen ekspresyonu karsilastirildiginda normal doku ile timorlt doku arasinda istatistiksel
olarak énemli bir fark saptanmamistir (p>0.05, p=0.095, t=-1.739). Calismada ileri
timor evresi ve glottik bolgede bulunma ile SOX2 ekspresyonu anlamli bulunsa da
grade, yas ve timor cap1 bakimindan anlamli bir farklilik gozlenmemistir (p>0.05). Bu
konuda yapilan c¢alismalar incelendiginde, calismalarin biyuk bir kisminda SOX2
MRNA ekspresyonunun, bizim verilerimizden farkl: olarak, farkli kanser tirlerinde,
timor dokularinda saglikli dokuya gore arttigi saptanmstir.

Lundberg ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada; kolorektal kanserinde
SOX2’nin, bagirsak hicrelerinin farklilasmasini saglayan CDX2 ana duzenleyici genin
ekspresyonunu etkiledigi, SOX2 ekspresyonunun, azalmis CDX2 ekspresyonlu insan
kolorektal kanserinde kok hicre durumunu indikledigi, CDX2’nin azalan
ekspresyonunun kolorektal kanserli hastalarda kot prognozla sonuglandigi, SOX2’nin
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prognostik  6neminin  CDX2'nin azalan ekspresyonu araciligi ile sagladigi
diistintilmektedir'®.

Kolorektal kanser hastalariyla yapilan bir baska calismada; 441 kolorektal
kanser hastasinin %11’inde immunohsitokimyasal olarak SOX2 ekpsresyonu saptanmus,
BRAFY*®F mutasyonuna sahip orneklerde SOX2 ekspresyonunun pozitif olmasinin
hastalarda distk sag kalimla iliskili oldugu bulunmustur. Karaciger metastazi yapmis
kolorektal kanserlerinde SOX2 ekspresyonuna bakildiginda metastaz yapmis kolorektal
dokularinda ve karaciger dokularinda SOX2 ekspresyonu pozitif bulunmus, SOX2
artmis ekspresyonuna sahip hucrelerde karaciger metastazi ile korelasyon gdsteren
FGFR1 ekspresyonunun da arttigi gozlenmistir. Calismanin sonucuna gore SOX2
ekspresyonunun BRAF sinyali ile dizenlendigi ve artan SOX2 ekspresyonunun
kolorektal kanserlerde karaciger metastazina ve kot prognoza neden olabilecegi
belirtilmistir'®.

Chou ve arkadaslarinin akciger kanserinde yaptiklari galismada; SOX2’nin
akciger kanserinde eksprese oldugu, proliferasyon, survival ve ilag¢ direncinin SOX2
sinyaline bagli oldugu gosterilmistir. SOX2’nin artan ekspresyonunun akciger kanser
hicrelerinde onkojenik fenotipi destekledigi, SOX2’nin susturulmas: ile hcre
proliferasyonunun yavasladigi gozlenmistir. Ayrica SOX2’nin epidermal buylime
faktori reseptori (EGFR) ekspresyonunu arttirdigi, EGFR aktivasyonunun da pozitif
geri bildirim mekanizmas: ile SOX2 ekspresyonunu arttirdigi saptanmistir. SOX2’nin
susturulmasinin mitokondri fonksiyonunu degistirerek apopitoz ve otofajiye neden
oldugu da belirtilmektedir®.

Ying ve arkadaslarinin 127 akciger kanser hastasiyla yaptigi calismada ise,
SOX2’nin NSCLC dokularinin %35.4’linde para-karsinom dokuya gore daha fazla
eksprese oldugu gosterilmistir. SOX2 ekspresyon seviyesinin cinsiyet, yas, sigara ve
TNM siniflandiriimasiyla iligkili olmadigi ancak kanserin patolojik tipiyle iligkili
oldugu belirtilmistir. Sag kalim analizinde ise SOX2 ekspresyonu yiiksek hastalarda,
SOX2 ekspresyonu duslk hastalara gére prognozun daha iyi oldugu gosterilmistir’®,

SOX2 ekspresyonu ile sindirim sistemi kanserlerinde (6zafagus, mide,
kolorektal kanserler), hastaliksiz sagkalim ve klinopatolojik parametreler arasindaki
iliskinin arastirildigi meta analizinde ylksek SOX2 ekspresyonu ile 6zellikle 6zafagus,

kolorektal ve sindirim kanali adenokarsinomunda dustik hastaliksiz sag kalimla anlaml
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bir iligski saptanmistir. Ayrica yuksek SOX2 ekspresyonunun Ozafagus ve kolorektal
kanserlerinde vaskiler invazyon ve zayif farklilasma ile korelasyon gosterdigi
saptanmis, SOX2’nin sindirim sistemi kanserleri icin yeni bir prognostik faktor
olabilecegi belirtilmektedir'®.

Endometrial kanserler ile yapilan bir calismada SOX2 eksprese eden hicre
serilerinde SOX2’nin p21 promotoruna baglanarak p21 eskrepsyonunu diizenledigi,
SOX2 ekspresyonunun grade ve kot prognozla korelasyon gosterdigi saptanmistir.
flerlemis endometrial kanser hastalarinda disik p21 ve yilksek SOX2 ekspresyon
birlikteliginin hastalik i¢in istenmeyen bir sonu¢ oldugunu dolayisi ile endometrial
kanser hastalarinda p21 ve SOX2 ekspresyonunun prognoz agisindan kullanish bir
biomarker olabilecegi belirtilmistir'®.

Finicelli ve arkadaslarinin meme kanserinde yaptigi bir calismada NANOG,
GDF3 ve SOX2, grade I, lenf nodu negatif durum ile anlamli derecede korelasyon
gOstermis, ayrica SOX’nin artmis nuks riski, lenf nodu durumu ve timdér-boyutu ile
iliskili oldugu saptanmustir'®’.

Meme kanseri ile yapilan bir baska ¢alismada; SOX2 ve Aldehit Dehidrojenaz-1
(ALDH1) pozitif hastalarda SOX2 ve ALDH1 negatif olanlara gore hastaliksiz sag
kalim ve tam sag kalim oranlari anlamli derecede daha dustik bulunmustur. Ayrica
Ostrojen reseptdr (ER)-negatif hastalarda da benzer bir egilim saptanmistir.
Arastiricilarin sonuclarina gére SOX2 ve ALDH1’in 6zellikle ER-negatif hastalarda
kotli prognoz belirteci olabilecegi diisiintilmektedir'®.

Ye ve arkadaslarinin yumurtalik kanseri ile yaptig: calismada, normal ovaryum
epitelinin %55.81’inde, ser6z ve musindz kist adenomlarin %65’inde, simir seréz ve
musin0z kist adenomlarin %70’inde ve ser6z ve musintz kist adenokarsinomlarin
%91’inde SOX2 ekspresyonu saptanmis, normal ovaryum epiteli ve tim karsinomlar
karsilastirildiginda SOX2 ekspresyonunda anlamli  derecede farklihik oldugu
saptanmistir. Ayrica SOX2 eksprsyonundaki artisin bening, sinir ve maling timorler
seklinde oldugu, bu durumda SOX2 proteinin ser6z ve musindz ovaryum epitel
karsinomunun gelisiminde artmis oldugu gbsterilmistirmg.

Pham ve arkadaslarinin yumurtalik kanseri ile yaptigi bir baska calismada,
calisilan histolojik doku tipleri arasinda fark olmaksizin 215 6rnegin %60.5’inde,

ozellikle ileri evredeki (high grade) timérlerde SOX2 ekspresyonu gozlenmistir''®.
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Yang ve arkadaglarinin SOX2 ekspresyonunu immunohistokimyasal olarak
arastirdigi, 55 servikal kanser ve 20 normal serviks dokusu ile yaptigi calismada,
kanserli oOrneklerin  %74.5’inin, normal o6rneklerin ise %20’sinin  SOX2 pozitif
ekspresyonuna sahip oldugu ancak SOX2 ekspresyonu ile klinik faktorler arasinda bir
korelasyon gozlenmedigi saptanmis, dolayisi ile SOX2’nin servikal skuaméz hicre
karsinomunda 0nemli olabilecegi ancak klinik faktdrler ve prognozla iliskili olmadig:
belirtilmigtir*.

Annovazzi ve arkadaslarinin gliomalar ile yaptigi ¢calismada, SOX2 ekspresyonu
ile gliomalarin malignite grade’i arasinda pozitif korelasyon oldugunu saptamislardir.
Bu calismada, glioblastomlarin %14’°iinde SOX2 gen amplifikasyonunu bulunmus, buna
karsin noronal timorlerde SOX2 ekspresyonu gdzlenmemis, medullablastomlarin ise
néronal farklilasma durumuna gore ekspresyon miktarinin degisti saptanmistir. Bu
durumun da SOX2’nin farklilasmamis ve cogalan hiicreler igin bir belirte¢ oldugu
belirtilmistir*%.

Oral kanserlerde SOX2’nin rollndn arastirildig: bir ¢calisgmada, SOX2 mRNA ve
proteininin oral kanser hicre serilerinde kanser olmayan normal oral epitel hiicre
serisine gore arttigi saptanmistir. Hastalardan alinan saghkli ve tlimor dokusu
karsilastirildiginda timaor dokularinda SOX2 ekspresyonunun arttigir gézlenmis, benzer
artis lokal tumorlerle karsilastirildiginda lenf nodu metastazi yapmis dokularda da
saptanmistir. Hucre kultir calismalari sonucunda SOX2 ekspresyonunun azalmasinin,
oral kanser kok htcrelerinin proliferasyon, kendini yenileme ve timorjenik ozelliklerini
azalttigi, oral kanser hucrelerinde SOX2’nin hedeflenmesinin tedaviye duyarlilig
arttirdigi ve mezensimal benzeri belirteclerin  ekspresyonunu azaltirken, epitelyal
protein ekspresyonunu arttirdigi saptanmigtir'®,

Hepatoseliler karsinom ile yapilan bir ¢calismada, artan SOX2 ekspresyonunun
metastaz ve azalan sag kalimla iliskili oldugu saptanmis, aym zamanda SOX2
ekspresyonu yuksek olan hiicrelerde epitelyal mezensimal degisimin de yiksek oldugu
belirlenmistir**.

Villanueva ve arkadaslarinin pankreas kanseriyle yaptiklart calismada,
SOX2’nin normal pankreatik dokularda eksprese olmadigi ancak 217 pankreatik kanser
dokusunun %19.3’linde ekspresyonunun arttigi saptanmistir. Pankreatik kanser

hiicrelerinde SOX2 ekspresyonunun susturulmasinin p21 ve p27 indiksiyonu ile hiicre
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dongusund  durdururarak  hiicre  blylmesinin  inhibisyonuna, SOX2 artan
ekspresyonunun ise S-fazina girisi arttirmasina ve siklin D3 indlksiyonu ile hiicre
proliferasyonuna neden oldugu gozlenmistir. Ayrica SOX2 ekspresyonunun ALDH1,
ESA ve CD44 gibi pankreatik kanser kok hucre belirteclerinin artisiyla iliskili oldugu,
bununla birlikte SOX2’nin Snail, Slug ve Twist promotorlarina baglanarak E-caderin
kaybina yol actig1 belirtilmektedir®®.

SOX2 ekspresyonunun retinoblastoma dokularinda ve periferal kanda
ekspresyonunun arastirildigi  bir cahismada, SOX2 protein ekspresyonunun Rb
dokularinda normal dokuya gore daha ylksek oldugu, zayif farklilasmis (grade I111)
grupta, farklilasmis (grade 1) gruptan daha yiliksek oldugu aym zamanda hasta
cocuklarin periferal kanindaki ekspresyonunun da daha fazla oldugu saptanmistir.
Calismada SOX2 protein ekspresyonu ile Rb gelisimi ve invazyonu arasinda bir
korelasyon bulunmustur®*’.

Bizim calismamizda, SOX2 mRNA ekspresyonunun, larinks tliimor dokusu ve
normal doku arasinda anlamli bir farklihk gostermedigini belirlendi. Yapilan
calismalarda mide kanserinde de SOX2 ekspresyonu ile ilgili ¢eligkili sonuglar oldugu
gorulmistar®*2-

Mide kanseri ve SOX2 iliskisini arastiran bir calismada, 10 insan mide kanser
hilcre serisi ile normal mide mukozas: karsilastirildiginda, hicre serilerinin 7 tanesinde
SOX2 ekspresyonu ya ¢ok distk miktarda saptanmis ya da saptanamamistir. Primer
mide kanseri ve komsu normal doku Orneklerinde SOX2 ekspresyonuna bakildiginda,
13 oOrnegin 6 tanesinde SOX2 ekspresyonunun azaldigi saptanmistir. Calismada 12
primer kanser dokusunda SOX2 hipermetilasyonu gozlenirken, 24 kanser olmayan
dokuda hipermetilasyon gd6zlenmediginden SOX2 ekspresyonundaki azalmadan
sorumlu mekanizmalardan birinin hipermetilasyon olabilecegi belirtilmistir. Calismada
ayrica ekzojen SOX2 ekspresyonunun hiicre dongist aresti ve apoptoz aracilhig: ile
hicre blylmesini inhibe ettigi dolayisi1 ile mide kanserinde timor supresor etkisi
olabilecegi belirtilmistir'®.

Chen ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada da SOX2 ekspresyonunun mide
kanseri dokularinda, normal dokuya gore azaldigi, kanser dokusunda ylksek SOX2
ekspresyonuna sahip hastalarda lenf nodu metastazinin daha az ve tedavinin daha iyi

oldugu saptanmistir. SOX2’nin mide kanserinde p21 ekspresyonunu arttirarak hiicre
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migrasyonunu ve invazyonunu inhibe ettigi dolayisi ile de yiksek SOX2 ve p21
ekspresyonuna sahip mide kanseri hastalarinda daha az lenf nodu metastazi ve daha iyi
hastaliksiz sagkalim oldugu saptanmustir**®.,

Matsuoka ve arkadaslarinin mide kanseri dokulariyla yaptiklar: ¢alismada ise
290 Ornegin %55’inde SOX2, % 44’lUnde OCT4, %10’unda NANOG pozitif
ekspresyonu saptanmistir. SOX2 pozitif veya OCT4 negatif olma durumu ile invazyon
derinligi, lenf nodu metastazi veya lenfatik invazyonu arasinda anlamli bir korelasyon
saptanmistir. SOX2 pozitif ya da OCT4 negatif olan hastalarin prognozunun SOX2
negatif ya da OCT4 pozitif olanlara gore daha kétii oldugu saptanmustir'?°.

Bir diger mide kanseri ile yapilan baska bir calismada ise 122 mide kanser
orneginin %42’sinde SOX2 ekspresyonu immunohistokimyasal olarak saptanmis ve
kott prognozla iliskili bulunmustur®®,

Calismamizda larinks kanserli hastasinin tumor ve normal dokularinda SOX2
gen ekspresyonu Karsilastirildiginda hastalarin 9 tanesinde tumér dokusundaki
ekspresyonun normal dokuya gore arttigi 6 hastada ekspresyonun normal oldugu, 11
hastada ise normal dokuya gore azaldigi saptanmis oldugundan SOX2 geni promotor
bolgesinin  metilasyon durumunun mekanizmay: anlamaya yardimci olabilecegi

duslincesiyle arastirilmas: gerekmektedir.

5.4. OCT4

Embryonik kok hicre kimliginin devam edebilmesi igin gerekli faktorlerden
olan OCT4 ekspresyonundaki degisimler farklilasmay: tetikler, ektodermal,
endodermal, mezodermal ve primitif hiicrelere 6zellesmeye yol acar. OCT4’(in doza
bagimli olarak timaor buyumesini arttirdig: ve farkl: insan timaorlerinde eksprese oldugu
gosterilmistir™.

Bizim yaptigimiz bu ¢alismada, 26 larinks kanseri hastasinin timor ve normal
dokularinda OCT4 gen ekspresyonunda istatistiksel olarak onemli bir fark oldugu
belirlendi (p<0.05, p=0.006, t=-3.012). Cesitli arastirmalarda bizim ¢alismamizla benzer
olarak, farkli kanser tdrlerinin tumor dokularinda OCT4 ekspresyonunun saglikli
dokuya go6re daha ylksek oldugu gosterilmistir. Bizim calismamizda OCT4
ekspresyonunun T3-T4 tumorlerde T1-T2’ye gore daha yiksek oldugu belirlendi.
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Calismamizda OCT4 ekspresyonu ile timaor evresi ve timor yeri arasinda da anlamlr bir
iliski bulunurken, yas ve timor ¢ap: arasinda bir iliski saptanamadi.

Kim ve arkadaslarinin serviks kanseri ile yaptiklari calismada OCT4 ve SOX2
ekspresyonlarinin, normal serviks ile karsilastirildiginda pre-malign ve maling serviks
timorlerinde artmis oldugu saptamis, OCT4 ekspresyonunun bilinen prognostik
faktorler hari¢ kotl sagkalimla iliskili oldugunu belirtmislerdir. OCT4 ve SOX2’nin
birlikte ekspresyonu pre-malign lezyonlarda gorilmis ancak malign serviks timorleri
ile iliski gostermemistir. OCT4’Un artan ekspresyonu zayif hastaliksiz sagkalim ve zayif
tam sagkalimla iligkili bulunurken, SOX2’nin artan ekspresyonu serviks kanserli
hastalarda tam sagkalimda avantajlli bulunmustur. Yapilan calisma sonuglarina gore
OCT4 kot prognozla iligkilendirilirken, SOX2’nin olumlu prognozla iliskili oldugu
saptanmistir. Bizim calismamizda OCT4 ekspresyonun T3-T4 tumorler de T1-T2’ye
gore daha yiiksek oldugunu belirlendi*?

Wang ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada OCT4 protein ekspresyonunun normal
serviksten, serviks kanseri ve invaziv serviks kanserine dogru dereceli olarak artis
gosterdigi gozlenmistir. OCT4’Un artan ekspresyonunun serviks kanser hucrelerinde
karsinogenezi arttirdigr ve apopitozu inhibe ettigi gosterilmistir. mirl25b’nin artan
ekspresyonunun, apopitoz ve pro apoptotik BAKZ1 ekspresyonunu inhibe ettigi
gosterilmigtir.  OCT4’Gn  miR-125b’nin  promotoruna baglanarak ekspresyonunu
arttirdigi, bu sekilde apoptozu ve BAK1 ekspresyonunu baskiladigi saptanmistir*?,

OCT4 ve Nanog ekspresyonunun meme kanserindeki rolinin arastirildig: bir
calismada 126 Ornegin %41.27°sinde OCT4 pozitif, % 36.51’inde NANOG pozitif,
%20’sinde ise her iki proteinin de pozitif ekspresyonu goézlenmistir. OCT4 ve NANOG
ekspresyon seviyeleri hastanin  yas1 ya da tumorin klinik asamasi ile
iliskilendirilemezken, timor boyutu, grade, lenf nodu metastaz durumu ve meme
kanseri molekiiler alt tipi arasinda pozitif iliski saptanmistir'?*. Bizim calismamizda ise
OCT4 ekspresyonu ile TNM evresi, timor yeri ve grade arasinda bir iliski saptanirken,
yas ve timor ¢apa ile bir iliski bulunamamustir.

Chiou ve arkadaslarinin akciger kanseri ile yaptigi calismada, akciger
adenokarsinomlu hastalarda OCT4 ve NANOG ekspresyonlarinin arttigin1 ve birlikte
eksprese olduklarini saptamiglardir. A549 hicrelerinde ektopik OCT4 ve NANOG

ekspresyonlarinin hiicreleri mezensimal tip fenotipe cevirdigi, mezensimal belirtecleri
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arttirirken, epitelyal belirtegleri azalttigi ve kanser hicrelerinin malign fenotipini
gliclendirdigini bulmuslardir'®. Biz de calismamizda timér dokularinda NANOG ile
OCT4 arasinda istatistiksel olarak ©nemli olan pozitif bir korelasyon oldugunu
belirledik (p=0.07, r=0.423).

Akciger kanseri ile yapilan farkl: bir calismada ise 113 primer kigcik hiicre disi
kanser o6rneginin %90’ninda OCT4 ekspresyonu saptanmis, ekspresyonun zayif
farklhilasma ve adenokarsinom histolojisi ile pozitif olarak korelasyon gosterdigi
bulunmus ancak lenf nodu metastazi veya TNM derecelenmesi ile iliskisi
saptanmamustir'?®. Bizim calismamizda OCT4 ekspresyonu, bu calisma ile uyumlu
olarak orta derecede farklilasmis (grade 11) olan 6rneklerde, iyi farklilasmig (grade 1)
olanlara gore daha yiksek saptanmis, ancak bu calismada TNM derecelendirilmesi ile
iliski saptanamazken bizim ¢alismamizda T3-T4 ileri evre timorlerde, T1-T2 erken evre
timorlere gore ekspresyonun daha yiksek oldugu saptanmustur.

Akciger kanseri ile yapilan baska bir ¢aligmada; 112 normal dokunun %21’inde
OCT4 ekspresyonu saptanmis, ¢calismaya dahil edilen 70 adenokarsinomun %62.3’linde
OCT4 negatif, %27.3 zayif pozitif ve %9.1’inde giiclu pozitif ekspresyon gosterirken,
90 yass1 hiicre karsinomumundan %74.4’unde OCT4 negatif, %25.6’sinda zayif pozitif
ekspresyon gostermistir. OCT4 ekspresyonu T3-T4 yassi hiicre karsinomlarinda daha
fazla olmasina ragmen gruplar arasinda anlamli bir fark saptanamamistir’?’. Bizim
calismamizda ise yass1 hicre karsinomlu timor dokularinda normal dokuya gore OCT4
ekspresyonu daha yuksek bulunmus, ayrica T3-T4 evresi ile OCT4 ekspresyonu
arasinda anlamli bir iliski saptanmastir.

Mide kanseri ile yapilan bir ¢alismada 80 normal dokunun %32.5’inde OCT4
ekspresyonu saptanmistir. Calismada kullanilan 412 kanser dokusunun %75.2’sinde
OCT4 eksprese olmus, %61.17°sinde yiksek ekspresyon saptanmistir. OCT4
ekspresyonunun yas, farklilasma, invazyon, lenf nodu metastazi ve TNM
simiflandiriimasiyla iliskili oldugu, ancak cinsiyet ve histolojik tiple korelasyon
gostermedigi saptanmistir. Ayrica yiksek OCT4 ekspresyonu gosteren hastalarin 5
yillik sagkalim oran: dusuk ekspresyona sahip olanlardan daha distk bulunmustur?.
Bizim calismamizda ise TNM evresi, timor bolgesi ve grade ile OCT4 ekspresyonu

arasinda bir iligki saptanirken, yas ve tumor ¢apr ile iliski saptanamamastir.
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Nazofarengal kanserlerle yapilan bir calismada SOX2, OCT4 ve NANOG
genlerinin  timor olmayan doku ile karsilastirildiginda timoér dokusunda yuksek
seviyede eksprese oldugu bulunustur. Ayrica bu proteinlerin cesitli klinopatolojik
faktorler ve epitelyal mezensimal transisyon iliskili indikatorlerle de korelasyon
gosterdigi saptanmistir. OCT4 ve NANOG’un artmis ekspresyonu koti sag kalimla
iligkili ve gucli bagimsiz prognostik etkiye sahiptir. OCT4 ve NANOG, sonuglarimizla
uyumlu olarak TNM siniflandirmas: ve Kklinik asama gibi agresif davraniglarla
korelasyon gostermektedir. Bu calismaya gore embriyonik kok hticre belirtecleri olan
OCT4 ve NANOG nazofarengal kanseri i¢in bagimsiz prognostik faktorler olabilecegi
diistintlmektedir'®.

Bu konuda yapilan diger ¢alismalar incelendiginde oral kanser calismalarinda
celiskili sonuclar oldugu gortlmektedir.

Oral kanserlerle yapilan bir calismada SOX2, OCT4 ve NANOG protein
ekspresyonlarinin, timér, timaore komsu normal doku ve normal doku arasinda 6nemli
farklilik gosterdigi saptanmistir. Arastiricilarin sonuglarina gore, bizim bulgularimizdan
farkl: olarak OCT4 ekspresyonu timore komsu normal doku ve normal dokuda, timor
dokusuna gore daha fazladir. SOX2 ekspresyonu ise timdre komsu normal dokuda,
tiimor ve normal dokuya gore daha fazladir™*°. Biz de calismamizda OCT4 ekspresyonu
bakimimdan timoér ve normal dokular arasinda anlamli bir fark oldugunu belirledik.
NANOG ekspresyonu ise tumor ve timore komsu normal dokuda, normal dokuya gore
daha fazla bulunmus ancak NANOG ekspresyonu agisindan timor ve timore komsu
normal dokuda anlamli bir farklilik saptanmamistir. Biz NANOG ekpresyonunu timor
dokularinda normal dokuya gdére anlamli derecede daha yiiksek bulduk. OCT4 ve
SOX2’nin yiiksek ekspresyonu, erken AJCC derecesi, kiguk timor biyukligi ve lenf
nodu metastazi olmamasiyla iliskilendirilmistir. NANOG ekspresyonu ise
klinopatolojik parametrelerin hig biriyle korelasyon géstermemistir'®.

Oral kanserle yapilan baska bir calismada OCT4 ekspresyonu oral yassi hiicre
karsinomu, oral epitelyal displazi ve normal oral mukoza dokularinda arastirilmis, bizim
sonuclarimizdan farklhh olarak OCT4 ekspresyonunun normal oral epitelde, diger

dokulara gére daha yiiksek oldugu saptanmistir*®*

. Yine oral kanserle yapilan bir diger
calismada bizim calismamizla uyumlu olarak ayni hastadan alinan timor 6rneklerinde

OCT4 ekspresyonunun normal dokuya gore artmis oldugu saptanmistir. Ayrica lokal
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timorle karsilastirildiginda metastatik lenf nodu olanlarda OCT4’lin arttigi saptanmastir.
Ayrica hiicre kultir calismalarinda artan OCT4 ekspresyonunun, hicrelerin proliferatif
aktivitesini, invazyon yetenegini arttirdigi saptanmigtir*®2,

Bizim sonuclarimiza goére OCT4’lUn larinks kanser patogenezine katkida

bulunan genlerden biri olabilecegini dustinmekteyiz.

5.5. NANOG

Embriyonik kok hticrelerde NANOG proteini; OCT4, SOX2, LIN28 gibi
transkripsiyon faktorleri birlikte pluripotensi ve farklilasma arasindaki dengeyi saglar.
Kanser hiicrelerinde, 6zellikle malign ve zayif farklilasmis (high grade) olanlarda
NANOG genelde fazla miktarda eksprese olur. Anormal ya da bozulmus NANOG
ekspresyonu hiicreyi yeniden programlama benzeri slirece sokar. Ancak hicreleri kok
hicre durumunda tutamaz ve hiicrede timoér olusumuna neden olan gesitli sinyallerin
artmasiyla sonugclanir®.

Larinks kanseri olan 26 hastanin timér ve normal dokularinda NANOG gen
ekspresyonu Kkarsilagtirildiginda timorlt doku ile normal doku arasinda NANOG
ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak onemli bir fark oldugunu belirledik
(p<0.05, p=0.026, t=-2.386). Calismamizda NANOG ekspresyonu ile TNM evresi
arasinda iliskili bulunurken, timor bolgesi, grade, yas ve timor capr ile iligki
saptanmamistir. Bu konuda yapilan c¢alismalar incelendiginde bizim sonuglarimizla
uyumlu olarak normal doku ile Karsilagtirnldiginda tumoér dokusunda NANOG
ekspresyonunun arttig1 gorilmektedir.

Ovaryan ser6z karsinomu ile yapilan bir calismada NANOG mRNA
ekspresyonunun farkli ovaryum kanser hicre serilerinde degiskenlik gosterdigi, paksitel
direncli SKOV3 hucrelerinde SKOV3 hicrelerine gore arttigi gézlenmistir. 74 ovaryum
serz karsinoma dokularinin %21.6’sinda  NANOG ekspresyonu pozitif olarak
saptanirken, ovaryumun bening timorleri olan ser6z kistadenom dokularinin hi¢ birinde
saptanmamustir. Bu calismada pozitif NANOG ekspresyonuna sahip hastalarin tam
sagkaliminin negatif olanlara gore daha kisa oldugu belirlenmistir*®,

NANOG’un yumurtalik kanserindeki rolinun arastirildigi baska bir ¢alismada,
bening yumurtalik lezyonlar1 ile Kkarsilagtirildiginda kanser dokularinda bizim

calismamizla uyumlu olarak NANOG mRNA ve proein miktarinin arttigi goralmastar.

90



Niklear NANOG ekspresyonunun artist zayif farklilasmis (high grade) kanserlerle
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu sonuglara gére, NANOG’un tam sag kalim
ve hastaliksiz sag kalim bakimindan bagimsiz prognostik faktor olabilecegini
dustindurmektedir. Ayrica NANOG ekspresyonunun, metastaz 6zelligine sahip hicre
serilerinde ve metastatik odaga sahip Orneklerde yiiksek derecede eksprese oldugu
gozlenmistir. Hucre serilerinde NANOG’un stabil olarak susturulmas: (knock down)
edilmesi, hicrelerde E-caderin, Caveolin-1, FOXO1, FOX03a, FOX0J1 ve FOXOB1
gibi genlerin  mMRNA ekspresyonunu arttirarak, proliferasyonu, migrasyonu ve
invazyonu engelledigi  bulunmustur. NANOG ekspresyonunun ektopik olarak
arttirilmas: ise bu genlerin ekspresyonunu azaltarak hicre goc¢und ve invazyonunu
arttirdig: belirtilmistir'>,

Pankreas kanserinde yapilan ¢alismada ¢alismamizla uyumlu olarak OCT4 ve
NANOG ekspresyonunun, timor dokusunda, komsu normal dokuya gore daha yiksek
oldugu 43 6rnegin %48.8’inde OCT4, %53.5’inde NANOG ekspresyonun fazla oldugu
saptanmigtir. Tam sag kalim acisindan degerlendirildiginde OCT4/NANOG yuksek
ekspresyona sahip grubun distk gruba gore daha kétu bulunmustur. Sonuclara goére
OCT4 ve NANOG’un yuksek ekspresyonu, bu genlerin pankreas karsinogenezinin
erken asamast ile iliskili olabilecegini gostermektedir'®.

Gliomada NANOG’un roltnun arastirildig: bir calismada 69 glioma 6rneginin,
zayif farklilasmis olanlarinda (high-grade) NANOG mRNA ekspresyonunun, iyi
farklhilasmis (low grade) olanlara gore daha ylksek oldugu saptanmis, ayrica NANOG
ekspresyonu ile patolojik grade arasinda pozitif korelasyon oldugu belirlenmistir.
Calismada kullanilan 7 normal beyin dokusunda ise ekspresyon saptanmamustir'.
Bizim calismamizda NANOG ekspresyonunu timor dokusunda normal dokuya gore
daha fazla bulmamiza ragmen, hastalik evresi ile arasinda bir iliski saptanamad.

Xu ve arkadaglarinin yaptiklar: bir ¢calismada 360 kolorektal kanser dokusunun
%20’sinde NANOG ekspresyonu saptanmis ve NANOG ekspresyonunun, grade, lenf
nodu metastazi, TNM evresi ve karaciger metastazi ile iliskili oldugu bulunmustur™’.
Bizim calismamizda NANOG ekspresyonu ile ilerlemis TNM evresi arasinda bir iligki
bulunurken, diger klinopatolojik 6zellikler arasinda bir iliski saptanamamustir.

Kolorektal kanserle yapilan bir calismada 8 taze timor ve normal doku

6rneginde NANOG protein ekspresyonunun timor dokularinda normal dokuya gore
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daha fazla oldugu saptanmistir. Ayni ¢alismada 175 parafine gémali 6rnek kullanilarak
yapilan immunohistokimyasal boyamada 6rneklerin 140 tanesinde dlsik, 35 tanesinde
yuksek NANOG ekspresyonu saptanmistir. Bizim calismamizla uyumlu olarak
NANOG ekspresyonu ile, yas, cinsiyet, tumoér boyutu, timor bolgesi, farklilasma ve
invazyon arasinda anlamli bir iliski saptanmamasina ragmen, NANOG ekspresyonunun
lenf nodu metastazi ile pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir'®®,

Akciger kanserinde yapilan bir ¢calismada, verilerimizle uyumlu olarak NANOG
MRNA ekspresyonunun timor dokularinda, normal dokulardan daha fazla eksprese
oldugu saptanmig, 123 timor doku Orneginin 98 (%79.7) tanesinde, 123 normal doku
orneginin ise 34 (%27.6) tanesinde NANOG proteininin yiksek ekspresyonu
saptanmistir. Calismada NANOG ekspresyonu ile TNM evresi ve hiicre farklilasmasi
arasinda pozitif korelasyon saptanirken, yas, cinsiyet ve lenf nodu metastaz: arasinda
korelasyon bulunamamistir™®®. Biz ise calismamizda NANOG ekspresyonunun sadece
TNM evresi ile iligkili oldugunu saptayabildik.

Yin ve arkadaslarinin hepatoseliiler kanserde yaptiklar: ¢calismada 228 hastanin
88’inde (%38.6) OCT4 ve 72’sinde (%31.6) NANOG pozitif ekspresyona sahiptir.
OCT4 ve NANOG’un birlikte ekspresyonu ise 31 hastada gorilmustir. OCT4 ve
NANOG ekspresyonlar: timor cevresindeki dokulara gore tumor dokularinda daha
yuksektir. Genlerin ekspresyonu ile yas, cinsiyet, hepatit B enfeksiyonu, timér boyutu,
vaskuler invazyon, TNM evresi arasinda bir iliski saptanmamistir. Ancak OCT4 ve
NANOG’un birlikte ekspresyonu biyik timdor boyutu ve vaskiler invazyon ile anlaml
iliski gostermistir’®®. Biz de calismamizda tumér dokularinda OCT4 ve NANOG’un
istatistiksel olarak anlamli1 eksprese oldugunu belirledik.

Meme kanseri dokularinda c-MYC, KLF4, NANOG, OCT4 ve SOX2 genlerinin
ekspresyonlarinin arastirildig: bir calismada bizim sonuglarimizdan farkl: olarak kanser
orneklerinde OCT4 ve NANOG zayif ekspresyon gosterirken, c-MYC ve KLF4 gugli
ekspresyona sahiptir. Tumor 6rnekleri TNM durumlarina goére siniflandirildigina,
NANOG’un fazla miktarda eksprese oldugu ornekler timor progresyonunun erken
safhalarina denk gelmektedir ancak TNM asamasi ve NANOG arasinda bir iliski
saptanamamistir™®. Bizim calismamizda ise NANOG ekspresyonu TNM evresi gec
olan dokularda daha fazla olmustur. Sonuglarimiza gére NANOG geninin larinks kanser

patogenezine katkida bulunan genlerden biri olabilecegini dlstndirmektedir.
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5.6. CD133

CD133 insan hematopoietik kok hiicre ve fare noroepitelyal hiicrelerinde
saptanmis pentaspan (membrani 5 kez gecen) transmembran proteinidir. Birgok ¢alisma
da bu proteinin ekspresyonunun, progenitor/kok hiicre, timaor, rejenerasyon, farklilasma
ve metabolizma ile ilgili oldugu ileri strtilmektedir. CD133 kok hiicrelerden izole edilen
anahtar biomarkerlardan biridir, ancak son calismalar sadece biomarker olarak degil,
hiicre bilyiimesi, gelisim ve timér biyolojisinde de gérevli oldugunu géstermektedir’”.

Larinks kanseri 26 hastanin timor ve normal dokularinda CD133 gen
ekspresyonunun Karsilastirildigi ¢alismamizda normal doku ile timorli doku arasinda
CD133 ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunamamstir
(p>0.05, p=0.304, t=-1.050). Ancak CD133 ekspresyonunun hastaligin klinopatolojik
Ozellikleri ile korelasyon gosterdigi saptanmistir. Bizim sonuglarimizdan farkli olarak
hepatoseluler karsinomlu hastalarda yapilan bir calismada timodre komsu normal
karaciger dokusundan alinan 6rneklerle karsilastirildiginda CD133  protein
ekspresyonunun hem sitoplazmik hem de niikleer olarak timor dokularinda daha fazla
oldugu, sitoplazmik CD133 ekspresyonunun kot prognoz, nukleer CD133
ekspresyonunun ise iyi prognozla iliskili oldugu saptanmistir*%.

Akciger kanserinde yapilan bir galismada CD133 protein ekspresyonunun
timorlt dokularin sitoplazma ve nikleusunda, normal dokuya gére daha fazla oldugu
saptanmistir. Kanser nikleusundaki CD133 ekspresyonu bizim sonucumuzla uyumlu
olarak tumor capi, farklilasma ve TNM evresi ile iliskili bulunmustur®,

Kolorektal kanserde CD133 ekspresyonunun immunohistokimyasal olarak
saptandigi bir ¢alismada, 210 vakamin 130 tanesinde (%61.9) pozitif ekspresyon
verirken, 80 vaka (%38.1) ekpresyon gostermemistir. Calismada CD133 ekspresyonu ile
yas, cinsiyet, tumor buyukligd, timor bolgesi, farklilasma arasinda bir iligki
bulunamazken, lenfatik ve hepatik metastaz ile anlamli bir korelasyon saptanmugstir'*.
Bizim calismamizda ise CD133 mRNA ekspresyonu bakimindan timérle normal doku
arasinda anlamli bir farklilik saptanamadi.

2015 yilinda farkli hiicre serilerinde yapilan bir calismada p53’in CD133
promoturuna direk olarak baglanmasi ile p53’tin CD133 transkripsiyonunu baskiladig:
saptanmig, CD133 promotorunda p53 baglanma boélgesi olmasinin, hem p53 baglanmasi

icin hem de CD133 promotorunun epigenetik modifikasyonu gerceklestirecek HDAC1
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toplanmas: icin gerektigi belirtilmis, bu kaskadin da CD133 transkripsiyonunun
inhibisyonuna yol actig: bildirilmistir'®.

Bizim calismamizda timor dokusu ile normal dokuyu CD133 mRNA
ekspresyonunu bakimindan karsilastirdigimizda anlamli bir fark ortaya ¢ikmamistir.
Ancak bazi ¢alismalarda larinks kanserinde p53 ekspresyonunun arttigina dair bilgiler

mevcutturt4®14’

. Calismamizda, CD133 eksresyonunun 15 timor dokusunda normal
dokuya gore azaldigi saptanmistir. Dolayist ile p53 ekspresyonunun bizim
orneklerimizde de CD133 ekspresyonunu etkilemis olabilecegi dustnulebilir. Bu
nedenle aym orneklerde p53 ekspresyonunun da belirlenmesinin, p53 ile CD133
arasindaki iliskinin degerlendirilmesine ve CD133 ekspresyon seviyesindeki degisimin

anlamlandiriimasina katki saglayabilecegi dustuntlmektedir.

5.7. ESRRA

ERR’ler (Estrogen Related Receptor) HIF aracili hipoksik cevapta 6nemli
kofaktér olarak tanimlanmistir. ERR’ler fonksiyonel HIF heterodimerlerini
tanimaktadir®.

Yirmi alt1 larinks kanseri hastasinin tumoér ve normal dokularinda ESRRA gen
ekspresyonu karsilastirildiginda hastalarin 5 tanesinde timor dokusundaki ekspresyonun
normal dokuya gore arttig1 saptanmis, 5 hastada ekspresyonun normal oldugu, 8 hastada
ise normal dokuya gore azaldig: saptanmistir. Bir hastanin timaor dokusunda, 6 hastanin
normal dokusunda, 1 hastanin ise hem timér hem de normal dokusunda gen
ekspresyonu tespit edilememistir. Normal doku ile tumorli doku arasinda ESSRA
ekspresyonu bakimindan istatistiksel olarak dnemli bir fark yoktur (p>0.05, p=0.170,
t=-1.434). Calismamizda ESRRA gen ekspresyonu ile ileri TNM evresi ve tumor yeri
arasinda bir iliski saptanirken, yas, timor capi ve grade arasinda bir iligki
saptanmamistir.

ESRRA’min  meme, prostat, yumurtalik, kolon ve oral kanserlerde
ekspresyonunun arttigi bildirilmistir. 25 oral squamous htcre kanseri hastasi ile yapilan
bir calismada bizim sonuclarimizdan farkli olarak ESRRA mRNA’sinin hastalarin
19’unda arttig1, 4’tnde azaldigi, 2 tanesinde ise bir degisim gozlenmedigi saptanmistur.
Ayrica mRNA seviyesinde artis bulunan orneklerin ve protein miktarinda da artis

gozlenmistir. ESRRA ekspresyonundaki artisin nedenini anlamak i¢in 25 hastanin
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periferal kani ile dokulari Karsilastirilarak genin kopya sayisi artisina bakilmis ve
orneklerin 6’sinda amplifikasyon saptanmistir*,

Kanserin karakteristik 6zelliklerinden biri tumor htcrelerinin - metabolik
modifikasyonudur. Bu modifikasyonlar hiicre metabolizmasini degistirerek hticrelerin
olumsuz gevre sartlarinda yiiksek proliferasyon oranina sahip olmasini saglamaktadir.
Tiroid tumorlerinde ERRa ekspresyonu oksidatif mekanizma ve hicrelerin
proliferasyon durumu ile iliskilidir. 10 onkositik varyant tiroid timor, 10 klasik
folikuler tiroid tumor ve 10 normal tiroid dokusunun dahil edildigi bir ¢calismada ERRa
ekspresyonunun, bizim sonuglarimizdan farkli olarak tiimor dokularinda normal dokuya
gore daha fazla eksprese oldugu saptanmustir'®®.

Oral kanserlerde ESRRA’nin ekspresyonunun artis mekanizmasini arastiran bir
calismada mir-125a ekspresyonunun 20 OSCC (Oral Squamous Cell Cancer) 6rneginin
16’sinda normal dokuya gore azaldigi, ayrica ESRRA ekspresyonunun 20 6rnegin
15’inde normal dokuya gore arttigi saptanmis, 15 6rnegin 11’inde distik mir-125a
yuksek ESRRA ekspresyonu saptanmistir. Bu sonuclara gore mir-125a’nin ESRRA
ekspresyonunu post-transkripsiyonel olarak dizenledigi ve OSCC’de ESRRA artisinda
yeni bir mekanizma olabilecegi gosterilmistir'*.

ESRRA ekspresyonunun artmas: ile ilgili mekanizmalardan biri oldugu
distinulen mir-125a’mn  azalan ekspresyonu larinks kanseri ile yapilan cesitli
calismalarda da saptanmigtir®+1%,

Biz calismamizda timor ve normal dokularda ESRRA ekpsresyonu bakimindan
anlamlt bir farklilik saptayamadik. Ancak literatirde ESRRA inhibisyonuna neden
oldugu bildirilen miR125a mikroRNA’sinin larinks kanserinde de dustik ekspresyona
sahip oldugunu gosteren calismalar olmasi, 6rnek sayisinin arttirilmasimin ESRRA ile

larinks kanser arasindaki olas iliskiye 1s1k tutabilecegi distntlmektedir.

5.8. Tumorla Dokularda Genler Arasindaki Korelasyon

Yaptigimiz calismada timor dokularinda HIF-2a geni ile CD133 (r=0.70,
p<0.05, p=0.001) ve ESRRA (r=0.67, p<0.05, p=0.004) genleri arasinda korelasyon
oldugu belirlendi. Bu konudaki makaleler incelendiginde farkli kanser tiirlerinde HIF-
20, ve CD133 arasindaki iliskiyi gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.
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Glioma hicrelerinde, hipoksinin glioma kok hucreleri Uzerine etkisinin
arastirilldigr bir galismada, HIF-2a ve gesitli HIF’in regile ettigi genlerin, kdk hiicre
olmayan timor hicresi ve noral progenitérlerle karsilastirildiginda tercihen glioma kok
hlcrelerinde eksprese oldugu gosterilmistir. TUmor 6rneklerinde ise HIF-2a’nin kanser
kok hucre belirtecleri ile birlikte lokalize oldugu saptanmistir. Calismada birgok tumor
hiicresinde HIF-2a ve CD133’(in birlikte eksprese oldugu gosterilmistir'>,

Tumor hipoksisinin epitelyal mezensimal degisimi indukledigi ve bu durumun
kanser kok hucreleri ile iligkili oldugunun disunuldugi bir calismada, pankreatik duktal
karsinom hiicrelerinde HIF-2a’nin CD133 ile birlikte eksprese oldugu gosterilmistir**,

Akciger kanser hicrelerinin  hipoksiye maruz birakilmasiyla CD133
ekspresyonun arttiginin gosterildigi calismada, CD133 geninin promotorundaki P1
bolgesinin, hipoksinin indlkledigi gen ekspresyonu ile iliskili oldugu, bu bolgede OCT,
SRY gibi elemanlarinin baglanma dizilerinin yer aldigi, OCT4 ve SOX2‘nin bu bdlgeye
baglandigi da belirtilmistir. Hipoksinin indukledigi faktorlerin o alt 0nitesinin
guclendirdigi OCT4 ve SOX2 ekspresyonun hipoksinin indikledigi CD133
ekspresyonu icin gerekli oldugu belirtilmistir'>.

2013 yilinda yapilan bir calismada CD133’Un transkripsiyonunun 5 alternatif
promoter aracilig: ile gergeklestigi, HIF-1o. ve HIF-2a’nin, CD133’Gn P5 promotor
bolgesine ETS (E-twenty six) transkripsiyon faktorleri araciligi ile EBS’ye (ETS
baglanma bolgesi) baglanarak CD133 ekspresyonunu diizenledigi saptanmigtir’®®.

Calismamizda elde ettigimiz verilerden bir digeri ise HIF-2a. ve ESRRA geni
arasindaki korelasyondur. Hamidian ve arkadaslarinin ndroblastom ile yaptigi bir
calismada HIF-2a ekspresyonunun ESRRA tarafindan diizenlendigi saptanmistir®.

Calismamizda Nanog ile OCT4 arasinda istatistiksel olarak 6nemli olan pozitif
bir korelasyon saptanmistir (p=0.07, r=0.423) Literatlr incelendiginde hepatoseliler

karsinomda®®"®

, nazofarengal karsinomda'?®, OCT4 ve NANOG’un birlikte eksprese
oldugunu gosteren ¢calismalar mevcuttur.

Calismamizda CD133 ile ESRRA geni ekspresyonlar: arasinda da pozitif yonde
bir korelasyon vardir ve istatistiksel olarak 6nemlidir (r=0.734, p<0.05, p=0.001). Her
iki genin HIF-2a ile de korelasyon gostermesi, hipoksinin bu iki genin ekspresyonunu
birlikte duzenliyor olabilecegini distndirmektedir. Literatiirde bu iki gen arasindaki

korelasyona ait bir veri bulunamamustir.
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5.9. Hipoksi- Embryonik Kok Hucre Belirtecleri

Calismamizda 6, 12, 24, 48 ve 72 saatlik hipoksi uygulamalar1 sonucunda,
uygulamalarin hepsinde calisilan gen mRNA ekpresyonlarinda istatistiksel olarak
anlamli farklhilik oldugu belirlendi. Calismamizda hipoksiye maruz birakilan Hep-2
hicrelerinde HIF-1a, HIF-2a, SOX2, OCT4, NANOG, CD133 ve ESRRA genlerinin
mMRNA ekspresyonlarinda artis gozlenirken, FaDu hicrelerinde HIF-1lo. ve SOX2
MRNA ekspresyonunda azalma, HIF-2a, OCT4, NANOG, CD133 ve ESRRA mRNA
ekspresyonlarinda artma gozlenmistir.

Hep-2 hicrelerinde hipoksi muamelesinin, embriyonik kok hicre genlerinin
ekspresyonunu arttirmas: bu genlerin promoter bélgesine, HIF-1a ve HIF-2a genlerinin
baglanmas: ile hipoksiye cevap olusumu seklinde aciklanabilir. Ancak FaDu
hicrelerinde HIFla ve SOX2 ekspresyonunun hipoksi maruziyeti ile azalmasi HIF
ekspresyonlarinin post transkripsiyonel diizenlenmesi, SOX2 azalmas: ise FaDu
hlcrelerinde SOX2 promotor metilasyonu ile iliskili olabilir.

Prostat kanserinde hipoksinin SOX2 ve metastazla iliskili fonksiyonlar (zerine
etkisini inceleyen bir calismada, prostat kanser hiicrelerinin akut ve kronik hipoksiye
maruziyeti sonrasinda HIF-1o ve HIF-2a protein ekspresyon seviyelerinde artma
gozlenirken ayn: zamanda SOX2’nin de indlklendigi saptanmigtir. SOX2’nin genetik
azaltilmasinin, hipoksinin indikledigi hiicre fonksiyonlarint azalttigi saptanmustir.
HIF-1a’nin susturulmasi, akut hipoksi aracili hiicre invazyonunun azaltirken, HIF-
20’min susturulmas: kire olusumunu ve kronik hipoksinin indukledigi SOX2 artigin
azalttigi gozlenmistir'®®.

Glioblastomda kok huicre benzeri hiicrelerde hipoksinin etkisinin arastirildig: bir
calismada, GBM kaynakli1 ndron hiicre (nérosifer) kilturlerinde %1 oksijen seviyesinde,
HIF-1a protein seviyesinin ve hipoksini indukledigi gen 2, lysyl oksidaz, vaskiler
endotel biyume faktori gibi hipoksi cevap genlerini 6nemli 6lglide arttigi saptanmastir.
Hipoksi kok hiicre benzeri yan populasyonu ve CD133 eksprese eden hiicre yiizdesini
de arttirmistir, Ayn1 zamanda NOTCH yolag: ligand ve hedeflerinin de induklendigi
saptanmigtir'®.

Hipoksinin yumurtalik kanseri htcreleri Uzerindeki etkisinin arastirildigi bir
calismada, hipoksiye maruz kalan hicrelerde Go/G; fazinin uzadigi, calismamizla
uyumlu olarak hiicrelerin daha yuksek miktarda CD44, CD133, OCT4, SOX2 eksprese
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ettigi saptanmis, yumurtalik kanseri hicrelerinin, hipoksik kosullarda kok hiicre
faktorlerinin ekspresyonunu arttirarak, kok hiicre benzeri 6zellikleri ile hayatta kaldigi
ve tekrar yiksek oksijenli cevreye girdiklerinde daha agresif davrandiklar
saptanmigtir'®®,

Mathieu ve arkadaslarinin yaptig: bir calismada embriyonik kok hiicre ve IPSC
hicreleri 6nce farklilastirilmis, daha sonra hipoksik ortamda 1-2 hafta inkube edilmistir.
Bu siirenin sonunda her hiicre serisindeki hicrelerin farklilasmamis insan embriyonik
kok hucre morfolojisine sahip oldugu belirlenmistir. Hipoksinin indukledigi faktorlerin,
kanser hticrelerinde OCT4, NANOG, SOX2 ve miR-302 gibi yeniden programlama
faktorlerini dizenledigi bilinmektedir. Caligmada hiicreler farklilastirildiktan sonra bu
genlerin ekpsresyonunda azalma tespit edilmis, ayni hiicreler hipoksiye maruz birakilip
geriye farklilastirildiginda ise genlerin ekspresyonlarinin yeniden insan embriyonik kok
hiicre ekspresyon seviyelerine ¢iktig: saptanmistir®2.

Prostat, beyin, bobrek, serviks, akciger, kolon, karaciger ve meme tumoruni
iceren 11 kanser hicre serisinde yapilan bir ¢alismada hipoksi durumunda IPSC
indukleyicileri olan OCT4, NANOG, SOX2, KLF4, cMYC ve miR-302
ekspresyonlarinin  hipoksinin indiikledigi  faktorler araciligi ile indiklendigi
saptanmistir. Ayrica primer timorlerle yapilan deneylerde HIF ekspresyonlar: ve IPSC
indiikleyicileri arasinda korelasyon saptanmigtir'®?.

Yapilan diger ¢alismalar incelendiginde bizim sonuglarimizin da genel olarak
literatiirle uyumlu oldugu, buradan yola ¢ikarak da larinks kanserinde hipoksi
muamelesinin embriyonik kok hicre belirteclerinin ve ESRRA geninin ekspresyonunu

arttirarak larinks kanser patogenezine katkida bulunabilecegi disuntlmektedir.

5.10. XCT-790 Uygulamasi

XCT-790; ESRRA’nin ligand baglanma bdlgesine baglanarak, ESRRA’nin
selektif inhibisyonunu saglayan bir kimyasaldir"®?. Calismamizda HIF aracil: hipoksik
cevapta onemli bir kofaktér olan ESRRA geninin inhibisyonu ile hipoksiye cevap
olarak ekspresyonlar1 artan embriyonik kok htcre genlerinin ekspresyonlarindaki
degisimi incelemek amaciyla Hep-2 ve FaDu hucreleri farkl konsantrasyonlarda XCT-
790 ile muamele edildi. Hep2 hucreleri 72 saat hipoksi uygulamasi ile birlikte degisik

dozlarda XCT790’a maruz birakildi. Gruplar arasinda gen ekspresyonu asindan
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istatistiksel olarak fark saptanmustir. 72 saat hipoksi maruziyeti kontrol olarak kabul
edildiginde 5 pM XCT790’nin CD133 hari¢ diger genlerin ekspresyonunun azalttig:
belirlenmistir.

FaDu hcreleri ile yaptigimiz calismada ise hticreler 48 saat hipoksi uygulamasi
ile birlikte degisik dozlarda XCT790’a maruz birakilmistir. Gruplar arasinda gen
ekspresyonu acgisindan istatistiksel olarak fark saptanmistir. 48 saat hipoki maruziyeti
kontrol olarak kabul edildiginde XCT790 uygulanan dozlarda SOX2 ve OCT4
ekspresyonu azalirken, diger genlerin ekspresyonu artmstir.

Noroblastoma hcreleri ile yapilan bir calismada hiicreler hipoksiye maruz
birakildiginda akut fazda (4-24h) HIF-1a, uzamis fazlarda (48-72h) ise HIF-2a proteini
baskindir. HIF-2a mRNA’s1 proteiniyle benzerlik gostererek zaman icinde artmakta,
HIF-la mRNA’st ise zaman icinde azalmaktadir. HIF-2a’nin  potansiyel
regllatorlerinden biri PGC-1p’dir. ERRa’nin PGC1 o/p tarafindan koaktivasyonu
timorlerde anjiyogenik ve proliferatif sireclerde rol oynamaktadir. Ayrica meme
kanserinde ERR ailesi uyelerinin de HIF’larla fiziksel olarak interaksiyon verdigi,
iskelet kasinda ise ERRa/PGCla‘nin HIF-2a transkripsiyonunu yonlendirdigi
bildirilmistir. Néroblastom hticreleri ERRa inhibitérii XCT790 ile muamele edildiginde
doza bagh olarak HIF-20. mRNA’sinin azaldig: saptanmistir®.

Akciger kanseri hicre serisi ile yapilan bir ¢alismada A549 hiicrelerinde ERRa
ekspresyonu hem mRNA hem de protein olarak normal brons epiteline gore artmistir.
Hicrelere XCT-790 uygulandiginda A549 hicrelerinde proliferasyon doza bagl: olarak
24 ve 48h’da azalmistir. SNAIL, ZEB1, TWIST ve SLUG epitelyal mezensimal
translasyonda roll olan transkripsiyon faktorleridir. A549 hicrelerinde artan ERRa
ekspresyonunun bu genlerden SNAIL ve SLUG’in mRNA ve protein ekspresyonunu
arttirdigr ancak TWIST ve ZEB1 ekspresyonlarinda anlamli degisiklige neden olmadig
saptanmistir'®.

Prostat kanserinde yapilan bir ¢alismada ERRa ekspresyonunun kanserde arttigi
saptanmis ayrica prognostik faktor olabilecegi belirtilmistir. Calismada ERR-o’nin fazla
ekspresyonu in vitro hipoksi ve normal fizyolojik kosullarda hiicre proliferasyonunu
arttirdig1 saptanmustir. XCT 790 muamelesinin ise bu etkiyi azalttig: saptanmustir™.

Adenocortikal kanser hucreleri ile yapilan bir calismada 6nce MCF-7 pozitif

kontrol olarak kullanilarak ERRa’nin bu hicrelerde eksprese oldugu saptanmis, daha
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sonra hicreler XCT-790’min  proliferasyon Gzerindeki inhibe edici etkisi
gosterilmistir'®’.

Calismamizda Hep-2 hucreleri 72 saat hipoksi ve 5uM XCT790 uygulamasinin,
hipoksinin indukledigi gen ekspresyonunu degistirdigi FaDu hcrelerinde, calisilan
dozlarda sadece SOX2 ve OCT4 (izerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu gozlenmistir.
Bunun bir nedeni g¢alismada kullandigimiz XCT-790 dretici firmamn Onerisi ile
DMSO’da c¢6zilmis olmas: olabilecegini dusundirmektedir. DMSO’nun hiicre
kalturinde gen ekspresyonunu degistirdigine dair calismalar mevcuttur. Dolayis: ile
bizim calismamizda da gen ekspresyonu dzerinde XCT790 ile birlikte farkli bir
mekanizma ile etki goOstermis olabilecegi dusunilebilir. Bununla birlikte hipoksik
cevabin olusmasinda ESRRA 6nemli bir kofaktordir ancak tek basina inhibe edilmesi

hipoksik cevabin ortadan kaldirilmasinda yeterli olmayabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

. Skuam0z hucreli larinks tanisi almig 26 hastanin yas ortalamasi 63,2’ dir.
. Patolojik incelemeler sonucunda histolojik grade, 14 hastada I, 11 hastada I, 1

hastada 111 olarak tespit edilmistir.

. Hastalarin 9 tanesin TNM evresi T1-T2, 16 tanesinin ise T3-T4 olarak

saptanmastir.

. HIF-1a, HIF-2a, SOX2, OCT4, NANOG, CD133, ESRRA genlerinin ifadeleri
bakimindan timoér ve normal dokular karsilastirildiginda HIF-1a (p<0,05),
OCT4 (p<0,05) ve NANOG (p<0,05) genleri icin anlamli bir farkin oldugu,
HIF-2a (p>0,05), SOX2 (p>0,05), CD133 (p>0,05) ve ESRRA (p>0,05) igin
anlamli bir farkin olmadig tespit edilmistir.

. Tumorlt dokularda; HIF-2a geni ile CD133 (r=0.70, p<0.05, p=0.001) ve
ESRRA (r=0.67, p<0.05, p=0.004) genlerinin ekspresyon degerleri arasinda,
CD133 ile ESRRA geni ekspresyonlar: arasinda (r=0.734, p<0.05, p=0.001),
NANOG ile OCT4 arasinda istatistiksel olarak énemli pozitif bir korelasyon
saptanmistir (p=0.07, r=0.423).

. Calisma grubumuzda,

TNM evresi ile SOX2, OCT4, NANOG, CD133 ve ESRRA genleri,
Tumor bolgesi ile HIF-2a, SOX2, OCT4, CD133 ve ESRRA genleri,
Grade (Farklilasma Derecesi) ile OCT4 ve CD133 genleri,

Tumor Capi ile HIF-1o, HIF-20 ve CD133 genleri arasinda bir iliski
saptanirken, yas ile gen ekspresyonlari arasinda bir iligki

cC. C Cc Cc

saptanamamistir.

. Calismamizda farkli strelerde hipoksiye maruz birakilan Hep-2 hiicrelerinde
genlerin ekspresyon diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlaml
derecede farklilik g6zlenmistir.

. Calismamizda Hep-2 hicrelerinde 72 saat hipoksi ve 5uM XCT790
uygulamasinin, hipoksinin indukledigi gen ekspresyonunu azalttigi saptanmstir.
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Calismamizda farkl: siirelerde hipoksiye maruz birakilan FaDu hicrelerinde
genlerin ekspresyon dizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlaml
derecede farklilik g6zlenmistir.

FaDu hucrelerinde, XCT790’nin calisilan dozlarda sadece SOX2 ve OCT4
uzerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu gozlenmistir.

ESRRA hipoksik sartlarda HIF’lerin kofaktorlerinden biridir ancak tek basina
gucli bir etkiye sahip olmayabilir.

HIF genlerinin post transkripsiyonel diuzenlenmesi énemli oldugundan, genlerin
protein ekspresyonlarinin degerlendirilmesi énemli olabilir.

Literaturdeki diger calismalardan farkli olarak SOX2 ekspresyonundaki degisim
mekanizmasinin anlasiimasi i¢in genin metilasyon profili incelenmelidir.

TUmor  dokularinda CD133  ekspresyonunun  azalmasinin  arkasindaki
mekanizmanin anlasilmasi igin p53 gen ekpresyonuna bakilmalidur.

Calismamiz ~ sonucunda  larinks  kanseri  patogenezinin  molekiler
mekanizmasinda embriyonik kok hicre genlerinin ve hipoksik cevapta HIF
kofaktoru olan ESRRA geninin gorevi olabilecegi, hipoksik ortamin bu genlerin
ekspresyonunu  degistirerek  kanser  gelisimine  katki  saglayabilecegi

dustunulmektedir.
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