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ÖZET 

Cömert, S. Larenks kanserli hastalarda TNFA geninin promoter bölgesindeki polimorfik 

değişiklikler ile metilasyon ve ekspresyon durumlarının incelenmesi. İstanbul 

Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Temel Onkoloji ABD. Yüksek Lisans Tezi. 

İstanbul. 2017.  

Larenks kanserleri, baş-boyun kanserleri arasında en yaygın olarak görülen ikinci 

kanser tipidir. Larenks kanserlerinin etiyolojisinde sigara, alkol gibi fiziksel ve kimyasal 

karsinojenlerin zararlı etkisine maruz kalmak gibi çevresel etkenler gözlenmekte, bunlar 

aynı zamanda hücresel immuniteyi de baskılamaktadır. Günümüzde larenks kanserinde 

erken tanı, prognoz, nüks riski olan hastaları ayırt etmeye yönelik güvenilir 

biyobelirteçler bulunmamaktadır. 

Çalışmamızda 50 larenks kanserli hastanın tümör, eşlenik normal doku ve vücut sıvıları 

(tükürük, serum) ile 20 sağlıklı bireye ait normal doku ve vücut sıvıları (tükürük, serum) 

kullanılarak TNFA geninde metilasyona bağlı ekspresyon durumu ile promoter 

bölgesinde bulunan c.-238G>A, c.-308G>A, c.-806C>T, c.-857C>T, c.-863C>A ve c.-

1031T>C polimorfizmleri incelenmiştir.  

Hastaların %84‟ünde TNFA geninin promoter bölgesinde metilasyon gözlenirken, 

%56‟sında TNFA gen ekspresyonunda azalma görülmüştür. Metilasyon görülen 

hastaların %42‟sinde metilasyona bağlı ekspresyon durumunda azalma gözlenmiştir. 

Metilasyon varlığı ile hastaların klinikopatolojik verileri karşılaştırıldığında ileri evre 

hastalarda (evreIII-IV), erken evre hastalara (evreI-II) göre metilasyon varlığı 

görülmüştür. TNFA gen polimorfizmleri ile hasta ve sağlıklı gruptaki genotip ve allel 

frekansları değerlendirildiğinde c.-308G>A ve c.-1031T>C polimorfizmlerinin hastalık 

riski açısından istatistiksel olarak anlamlı olduğu bulunmuştur. Hasta ve kontrol grupları 

arasında polimorfik değişikliklerin haplotip frekansları incelendiğinde ise, c.-

238G>A/c.-308G>A, c.-238G>A/c.-1031T>C, c.-308G>A/c.-863C>A, c.-308G>A/ c.-

1031T>C, c.-857C>T/c.-863C>A, c.-238G>A/c.-308G>A/c.-857C>T, c.-238G>A/c.-

308G>A/c.-863C>A, c.-238G>A/c.-308G>A/c.-1031T>C, c.-308G>A/c.-857C>T/c.-

1031T>C, c.-308G>A/c.-863C>A/c.-1031T>C haplotip kombinasyonlarının anlamlı 

derecede hastalık riski ile ilişkili oldukları gözlenmiştir.  

TNFA geninde gözlenen metilasyona bağlı olarak ekspresyon yokluğunun ve 

polimorfik farklılıkların larenks karsinogenezi ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. 

Çalışmamıza daha geniş hasta grubunda devam ederek istatistiksel anlamlılığı arttırmayı 

hedeflemekteyiz.  

Anahtar Kelimeler: larenks kanseri, TNFA, metilasyon, ekspresyon, polimorfizm 

Bu çalışma İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Koordinasyon Birimi 

tarafından desteklenmiştir. (Proje numarası: İÜ-BAP-TYL-2017-23885) 
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ABSTRACT 

Cömert S. Investigation of methylation and expression status and polymorphic changes 

in the promoter region of TNFA gene in laryngeal cancer. Istanbul University, Institute 

of Health Science, Department of Basic Oncology, Master Thesis, Istanbul. 2017.  

Larynx cancer is the most common cancer type in the head and neck cancer. In the 

etiologic factors of larynx cancer, exposure to the harmful effects of physical and 

chemical carcinogens, such as tobacco usage, alcohol consumption. There is no reliable 

biomarkers in larynx cancer to predict prognosis and early diagnosis. 

In our study, the polymorphic differences (c.-238G>A, c.-308G>A, c.-806C>T, c.-

857C>T, c.-863C>A, c.-1031T>C) in the promoter region with the methylation and 

expression states of the TNFA gene examined in patients with larynx cancer and healthy 

individuals. 

The promoter region of the TNFA gene was methylated in 84% of patients compared to 

those in matched normal tissue and in the expression status of TNFA gene was not 

observed 56% of the patients. in the expression status was observed in 42% reduction 

depending on the methylation. When we analyzed the association of the clinical 

variables with the methylation status,  observed higher in advanced stage patients 

(stageIII-IV), compared to early stage patients (stageI-II). When we compared allele and 

genotyp frequencies, -308 G> A and c.-1031T>C significantly associated with reduced 

risk of cancer. 

We used the SNPalyze test for case–control haplotype analysis and found highly 

significant association was observed for the c.-238G>A/c.-308G>A, c.-238G>A/c.-

1031T>C, c.-308G>A/c.-863C>A, c.-308G>A/ c.-1031T>C, c.-857C>T/c.-863C>A, c.-

238G>A/c.-308G>A/c.-857C>T, c.-238G>A/c.-308G>A/c.-863C>A, c.-238G>A/c.-

308G>A/c.-1031T>C, c.-308G>A/c.-857C>T/c.-1031T>C, c.-308G>A/c.-863C>A/c.-

1031T>C haplotypes. 

The lack of expression due to methylation observed in the TNFA gene and polymorphic 

differences are thought to be related to LC. We aim to increase statistical significance in 

progress to include a larger cohort of patients. 

Key Words: larynx cancer, TNFA, methylation, expression, polymorphism. 
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1. GĠRĠġ VE AMAÇ 

Kanser dünyada kardiovasküler hastalıklardan sonra ikinci ölüm sebebi olması 

açışından önemli bir sağlık problemidir (1). Türkiye Kanserle Savaş Daire Başkanlığı 

tarafından 2014 yılında kanser insidansı yüz binde 210,2 olarak bulunmuştur. Uluslarası 

Kanser Ajansı (IARC) tarafından yayınlanan GLOBOCAN 2012 dünya kanser 

istatistiklerine göre toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasından 8,2 milyon kansere 

bağlı ölüm gerçekleşmiştir (2). Türkiye Halk Sağlığı Kurumu (THSK), Kanser Daire 

Başkanlığı tarafından Türkiye Birleşik Veri Tabanı‟nda yayınlanan 2014 yılı 

değerlendime sonuçlarına göre kanserin yaşa ve cinsiyete göre dağılımı Tablo 1-1‟de 

gösterilmiştir (3). 

 

Tablo 1-1:Uluslararası Kanser Ajansı (IARC) tarafından yayınlanan GLOBOCAN-2012 

verilerine göre Türkiye’nin durumu (Deri DıĢında Kalan Kanserlerin YaĢa Göre 

Standardize EdilmiĢ Oranları) 

 Erkek* Kadın* 

Dünya 204,9 165,2 

IARC’a üye 24 ülke 235,4 192,1 

AB (28 ülke) 311,3 241,4 

ABD 347,0 297,4 

Türkiye** 220,3 156,8 

*100.000 kiĢide yaĢa göre standardize edilmiĢ oran  **Türkiye BirleĢik Veri Tabanı, 2014 

 

Tüm kanser vakalarının %4‟ünü oluşturan baş-boyun kanserleri dünya çapında 

görülme sıklığı açısından 6. sırada yer almaktadır. Baş-boyun kanserlerinin yaklaşık 

%90‟ı, yassı epitel hücreli (YEH) karsinomlardır. Larenks kanseri, baş-boyun kanserleri 

arasında en yaygın olarak görülen ikinci kanser tipi olup yaklaşık %95‟i YEH‟den 

köken almaktadır (1, 4- 6). 

Larenks kanserinin etiyolojisinde çevresel etkenler olarak sigara, alkol ile 

fiziksel ve kimyasal karsinojenlerin zararlı etkileri gözlenmektedir. Bu faktörler aynı 

zamanda hücresel immuniteyi de baskılamaktadır (7). Sitokinler doğrudan veya dolaylı 
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olarak malinite gelişiminde aşağı yönlü sinyal yolaklarını aktive eden düzenleyici ağın 

bir parçası olan önemli inflamatuar aracılardır. Sitokinleri ve bunların reseptörlerini 

kodlayan genlerin daha çok promoter bölgelerinde bulunan tek nükleotit 

polimorfizmleri (SNPs) ile insan kanser yatkınlığını gösteren kanıtlar bulunmaktadır (8-

11). 

Tümör Nekrozis Faktör Alfa (TNFA) inflamatuar ve infeksiyöz hastalıklarda 

görev alan proinflamatuar sitokindir (12). TNFA geni 6. kromozomda yer alan major 

histokompatibilite kompleks sınıf-III gen bölgesi içinde yer alır. Bu gen normalde 

hücresel immünitede konağın yararına hareket ederken, kontrolsüz ve aşırı üretimi 

tüberküloz, diyabet, hepatit B gibi hastalıkların gelişimi ile ilişkili olabilir (13-16). 

Tümör hücrelerine karşı polimorfonükleer lökositleri ve sitotoksik etkileri aktifleyerek 

immun yanıtı düzenler, ayrıca anjiogenez ve apoptozda da görev alır (13-16). 

TNFA gen polimorfizmleri çeşitli kanserlere yatkınlıkla ilişkilidir (12). 

Literatürde meme (17), mide (18), prostat (19), kolorektal kanserler (20) ve non-

Hodgkin lenfoma (21) ile bu genin polimorfik değişiklikler arasındaki ilişki 

incelenmiştir. TNFA gen ekspresyon seviyesinin artışının kötü prognoz ile ilişkili 

olduğu bulunmuştur (13, 18, 22). Literatürde TNFA gen polimorfizmleri ile larenks 

kanseri arasındaki ilişkiyi inceleyen herhangi bir çalışma bulunmamaktadır.  

Kanserde hem genetik hem de epigenetik değişiklikler rol oynamaktadır. Birçok 

kanser türünde tümör baskılayıcı genlerin (TSG) promoter bölgelerindeki CpG 

adalarının metillenmesi sonucu bu genlerin görevini yerine getiremediği ve ekspresyon 

seviyelerinde buna bağlı değişiklikler olduğu gösterilmiştir (22-25). Literatürde, TNFA 

gen promoter metilasyonu ve buna bağlı ekspresyon seviyesindeki değişimler ile 

kolorektal (22), prostat (23), meme (24) ve serviks (25) kanserleri arasındaki ilişkiyi 

inceleyen çalışmalar mevcuttur. Ancak larenks kanseriyle ilişkisini inceleyen çalışma 

literatürde bulunmamaktadır.  

Projemizde, larenks bölgesinde yassı epitel hücreli karsinom tanısı almış 50 hastadan 

alınan tümör, eşlenik normal doku, tükürük ve serum örnekleriyle; kendisinde ve 

ailesinde malin ya da benin hikayesi bulunmayan 20 sağlıklı (kontrol) bireye ait normal 

mukoza, tükürük ve serum örneklerinde TNFA geninin promoter bölgesinde bulunan 

polimorfik değişiklikler [c.-238G>A (NM_000594.3:c.-418G>A, rs361525), c.-

308G>A (NM_000594.3:c.-488G>A, rs1800629), c.-806C>T (NM_000594.3:c.-
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986C>T), c.-857C>T (NM_000594.3:c.-1037C>T, rs1799724), c.-863C>A 

(NM_000594.3:c.-1043C>A, rs1800630), c.-1031T>C (NM_000594.3:c.-1211T>C, 

rs1799964)] ile promoter metilasyon düzeyi ve buna bağlı ekspresyon seviyeleri 

incelenmiş olup elde edilen veriler ile klinikopatolojik parametreler karşılaştırılmıştır. 

Larenks kanserinde hem TNFA gen polimorfizmleri hem de promoter metilasyon düzeyi 

ve buna bağlı ekspresyon seviyeleri arasındaki ilişkiyi inceleyen çalışmanın literatürde 

bulunmamaktadır. Bu da projemizin orjinalliği ve özgün değerini arttırmaktadır. 

Projemizde TNFA geninin biyobelirteç olarak kullanım potansiyelinin belirlenerek non-

invaziv yöntemlerle tanı, teşhis, tedavi takibinde kullanılabilirliği araştırılmıştır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

Kanser oluşumu, genetik ve epigenetik değişikliklerin neden olduğu hataların bir 

sonucu olarak ortaya çıkan çok basamaklı bir süreçtir (26). Bu süreçte kanser hücreleri, 

tümöre özgü büyüme sinyalinin sürekli olması, sürekli bölünme, hücre ölümüne direnç 

geliştirme, büyümeyi baskılayıcı mekanizmalardan kaçış, anjiogenezin indüklenmesi, 

invazyon ve metastaz yapabilme, mutasyon oluşumu ve genomik kararsızlık, enerji 

metabolizmasının yeniden düzenlenmesi, bağışıklık sisteminden kaçış ile anjiogenez 

gibi özellikler kazanırlar (27).  

Kanser oluşumunda nokta mutasyonları, delesyonlar ve translokasyonlar gibi 

genetik değişikliklerin rol oynadığı bilinmektedir (26). Bununla birlikte genetik 

mekanizmalar kadar epigenetik mekanizmalarında kanser oluşumuna katkısının olduğu 

literatürdeki çalışmalarda gösterilmiştir (22-25). 

Projemiz ile ilgili olan genetik mekanizmalardan tek nükleotid polimorfizimleri, 

epigenetik mekanizmalardan DNA metilasyonu ve buna bağlı ekspresyon kaybı ayrıntılı 

olarak anlatılmıştır. 

2.1. Epigenetik 

Epigenetik terimi, yaygın bir genotipe rağmen fenotipik farklılıklara neden olan 

genlerde ve gen ürünlerinde meydana gelen çeşitli değişiklikleri tanımlamak için 

1942‟de Waddington tarafından başlangıçta embriyonik gelişimde epigenetiğin rolünü 

incelemesiyle ortaya çıktı (28). Bununla birlikte epigenetiğin tanımı, çok çeşitli 

biyolojik süreçlerle ilişkilendirilerek zamanla değişmiştir. Günümüzde DNA‟nın 

kodlanan dizisindeki değişikliklerden bağımsız gen ekspresyonunda meydana gelen 

kalıtsal değişimler olarak tanımlanmaktadır. Bu kalıtsal değişiklikler genelde 

farklılaşma esnasında gerçekleşir ve bu genetik bilgiyi taşıyan hücrelerin bölünmesiyle 

süreklilik taşır (29, 30). 

DNA metilasyonu, histon modifikasyonları, kromatin yeniden düzenlenmesi ve 

mikroRNA'larla yeniden düzenlenme gibi epigenetik mekanizmalar, normal memeli 

gelişiminde ve gen ifadesinin düzenlenmesinde rol oynar (31). 

Kalıtsal olarak oluşan epigenetik değişiklikler, çeşitli sinyal yollarının uygun 

olmayan bir şekilde aktivasyonuna veya inhibisyonuna neden olabilir. Bu değişiklikler 
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psikiyatrik, nörolojik ve nörodejeneratif hastalıklar, astım, diyabet, immüno-inflamatuar 

hastalıklar ve kanser de dahil olmak üzere birçok hastalığa neden olabilmektedir (29, 

32, 33). 

2.1.1. DNA Metilasyonu 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda DNA metilasyonu, promoter hipermetilasyonu 

ve genom çapında hipometilasyon olmak üzere iki büyük değişiklik şeklinde 

gösterilmiştir. 

DNA metilasyonu CpG dinükleotitlerindeki sitozin bazının 5 numaralı karbon 

atomuna DNA Metil Transferazlar (DNMT) tarafından metil grubunun aktarılmasıyla 

gerçekleşir. CpG dinükleotidleri genellikle uzun tekrarlı dizilerde ve genlerin promoter 

bölgesinde CpG adacıkları şeklinde bulunurlar. Bu bölgelerin metilasyonu ile genlere 

transkripsiyon faktörlerinin bağlanması engellenerek gen ifadesi susturulur (34-37). 

Bunun aksine promoter bölgesinde bulunan yüksek CG oranına sahip CpG adalarında 

meydana gelen hipometilasyon gen ekspresyon seviyesinde artışa neden olabilir (36). 

Genlerin promoter bölgelerinde meydana gelen metilasyon ile gen 

ekspresyonunun durması embriyonik dönemde gen ekspresyonunun düzenlenmesinde 

hücrelerde ortaya çıkan normal bir olaydır. Bununla birlikte, TSG‟lerin anormal DNA 

metilasyonunun neoplastik dönüşümde rol oynadığı gösterilmiştir (38, 39). TSG‟lerde 

meydana gelen hipermetilasyon ile kanser oluşumu arasındaki ilişkiyi inceleyen birçok 

çalışma bulunmaktadır. TSG‟lerin hipermetilasyonu ilk olarak retinablastom (Rb) 

geninde gösterilmiştir. Yapılan çalışmada herhangi bir mutasyon olmadan Rb geninin 

%10 oranında metilasyona rastlanmıştır (37, 40). Daha sonra yapılan çalışmalarda VHL, 

CDKN2A ve BRCA1 gibi birçok TSG‟nin hipermetilasyon yoluyla inaktif hale geldiği 

bildirilmiştir (41-43). TSG‟lerin promoter bölgelerinde hipermetilasyon kanser 

hücrelerinin özelliklerinden biri olmasına rağmen, onkogenlerde meydana gelen 

hipometilasyonda kanser oluşumuna neden olan mekanizmalardan biridir (44). Genlerin 

DNA hipometilasyonu sonucu aşırı eksprese olduğu bilinmektedir. Kanser ile DNA 

hipometilasyonu arasındaki ilişkinin incelendiği ilk genlerden biri Ras onkogenidir (44). 

Ayrıca hipometile olduğu bilinen TLX1, MAGE gen ailesi, CAGE1, PLAU, SAI1, 

SERPINB5 ve SNCG gibi birçok genin kanser oluşumuna neden olduğu 

düşünülmektedir (45, 46). 
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2.2. Tek Nükleotid Polimorfizmi 

Tek nükleotid polimorfizmleri (SNP), popülasyonda yaygın olarak (>% 1) 

gözlenen tek baz çifti değişiklikleridir ve bunların belirlenmesi insan genetik 

hastalıklarının tedavisi ve önlenmesinde önemli bir etkiye sahiptir (47-49).  

Genom çapında yapılan çalışmalar (GWAS) sonucu polimorfik değişikliklerin 

kanserler de dahil çeşitli hastalıklara yatkınlık ve hastalık riski ile ilişkili olduğu 

bulunmuştur. Yakın zamanda yapılan bir çalışmada gen ekspresyonunda önemli rolü 

olan transkripsiyon faktörlerinin DNA‟ya bağlanma bölgelerine erişimin bu bölgelerde 

meydana gelen polimorfizmler sonucu farklılık gösterebileceği bulunmuştur (50). 

Polimorfizmin gen promoter bölgesinde oluşması sonucu transkripsiyon 

faktörlerinin bağlanmasını zorlaştırabilir. Bu bölgede oluşan SNP bir CpG ile 

sonuçlanıyorsa gen ifadesini baskılayabilir ya da CpG‟nin ortadan kalkmasıyla 

sonuçlanıyorsa gen ifadesinde artışa neden olabilir (47, 51) 

Epigenetik varyasyon, genetik varyasyon ve fenotip arasındaki işlevsel ilişkileri 

anlamaya yönelik gelecek çalışmalar, hastalıkların nedenlerini belirlememize yardımcı 

olabilir. Herhangi bir kanserdeki moleküler değişiklikleri değerlendirirken genetik ve 

epigenetik değişiklikleri birlikte incelemenin önemi çok büyüktür; çünkü değişikliklerin 

kombinasyonu, kanser biyolojisine herhangi bir tek yönlü yaklaşımdan daha iyi bir 

kavrayış sunar. 

2.3. Larenks Kanseri 

2.3.1. Larenksin Anatomisi 

Larenks, boynun ön tarafında 3-6. boyun vertebraları yüksekliğinde, dil kökü ile 

trakea arasında bulunur.  

Neoplastik hastalıkların değerlendirilmesi ve tedavisi amacıyla larenks üç 

anatomik alt bölgeye ayrılır (Şekil 2-1) (52). 

-Supraglottik bölge; larenks epiglottis, yalancı vocal kord, ventriküller, 

ariepiglottik foldlar ve aritenoidleri içerir.  

-Glottik bölge; gerçek vokal kord, pasterior ve anterior kommisürleri içerir. 

-Subglottik bölge; gerçek vokal kordun serbest kenarının 1 cm altındadır ve 

krikoit kıkırdağın veya birinci trakeal halkanın alt sınırına kadar uzanır. 
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ġekil 2-1:Larenks kanserinin anatomisi 

 

2.3.2. Larenks Kanserinin Epidemiyolojisi 

Larenks kanseri baş-boyun kanserleri arasında en sık görülen 2. kanser tipidir. 

IARC tarafından yayınlanan son bildiride dünyada, bütün kanserler içinde görülme 

sıklığı açısından 20. sırada yer alırken GLOBOCAN 2012 verilerine göre Türkiye‟de 

görülme sıklığı açısından 14. sırada (Şekil 2-2) yer almaktadır (2, 3). 

 

 

ġekil 2-2: Türkiye’de her iki cinsiyete göre larenks kanseri dağılımı 
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2.3.3. Larenks Kanserinin Etiyolojisi 

Larenks kanserinin oluşum nedeni tam olarak tanımlanamamakla birlikte kanser 

gelişimine neden olan bazı risk faktörleri tahmin edilmektedir. Dünyada insidansı 

giderek artmaktadır ve bu artışın genellikle tütün ve alkol tüketimindeki değişikliklerle 

ilişkili olduğu kabul edilmektedir (53, 54). Sigara içimi, aşırı alkol tüketimi ile üst 

aerodinamik yolun skuamöz hücreli kanserlerinin gelişimi arasında açık bir ilişki 

kurulmuştur ve larenksin bu etiyolojik faktörlere en duyarlı olan organ olduğu öne 

sürülmüştür (55, 56). Larenks kanseri gelişim riski sigara içenler için sigarayı 

bıraktıktan sonra azalmakta, ancak yıllar sonra da içmeyenlere kıyasla kansere 

yakalanma oranı yüksek olmaktadır (57). Sigara ve alkol maruziyetinin larenks 

kanserinde primer etiyolojik faktör (58-60) olmasıyla birlikte irritan kaynaklı larengeal 

inflamasyon ve uzun süreli ses kaybı larenks kanseri gelişimine neden olabilir (61). 

Tütün maruziyeti ve alkol tüketimi baş-boyun kanserlerinin yaklaşık %75-

%80'inin etiyolojik nedeni olmasına rağmen, HPV enfeksiyonu tüm baş ve boyun 

kanserlerinin %20-25'inde etiyolojik olarak bağlantılıdır (62-64). Larenks kanserinde, 

HPV DNA prevalansının%3 ile %47 arasında değiştiği bildirilmiştir (65). Bununla 

birlikte, HPV ile larenks kanseri arasında kesin bir ilişki kurulmadan önce daha ileri 

çalışmaların gerekli olduğu bildirilmiştir (66) 

Larenks kanseri için diğer risk faktörleri kömür tozu, sert alaşım tozu, klorlu 

solvent (67), asbest (68), inorganik asitler, çimento tozu ve serbest kristal silika gibi 

mesleki maruziyet sonucu oluşabilir (69, 70).  

Larenks kanseri oluşumunda beslenme faktörlerinin de rol oynadığı 

düşünülmektedir. Tuzlu et ve total yağ alımının larenks kanseri riskinde artışa neden 

olduğu (71) ve gastroözofageal reflünün de belirlenmiş bir risk faktörü olduğu 

bildirilmiştir (72). 

2.3.4. Larenks Kanserinin Histopatolojisi 

Histolojik olarak larenks kanserinin yaklaşık %95‟ini YEH‟li karsinomlar 

oluşturur. Diskeratoz, atipi, larengeal intraepitel neoplazma ve displazi gibi lezyonların 

hafif displaziden in situ karsinoma dönüşüm riski olduça fazladır (73). 
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2.3.5. Larenks Kanserinin Belirtileri  

Supraglottik kanserde tipik olarak boğaz ağrısı, ağrılı yutma, yansıyan kulak 

ağrısı, ses kalitesinde değişiklik ve boyun nodlarında büyüme ile kendini gösterir. 

Saptandığı zaman, subglottik alanda ortaya çıkan kanserler yaygın olarak ses tellerini de 

içerir. Bu nedenle, semptomlar genellikle bitişik yayılımla kendini gösterir. Erken vokal 

kordta gelişen larenks kanseri genelikle ses kısıklığından dolayı tespit edilir (74). 

Larenks kanserinin tanısı: semptomlar (ses kısıklığı, ses değişikliği, boğazda 

yumru şeklinde kitle), işaretler (boyunda kitle, larengeal hassasiyet), yardımcı muayene 

(BT görüntüleme, elektronik larengoskopik tarama, patolojik biyopsi) sayesinde 

konulur (75). 

2.3.6. Larenks Kanserinde Prognostik Faktörler 

Larenks kanseri için en önemli prognostik faktör tümör evrelemesidir (76). 

Diğer prognostik faktörler cinsiyet, yaş, performans durumu (77), devamlı toksik 

tüketim alışkanlığı (78), ikincil primer tümör oluşumu (79) ve invazyonun gradı ve 

derinliği gibi çeşitli özellikleri içerebilir (80). Lenf nodlarına yayılmayan küçük boyutlu 

larenks kanserinin prognozu ise, bölgeye, tümör hacmine (81) ve infiltrasyon derecesine 

bağlı olarak % 75-95 arasında iyileşme oranına sahiptir. 

Erken lezyonların çoğu radyoterapi ya da cerrahi yöntemlerle tedavi edilmesine 

rağmen, ses tellerini korumak açısından ilk tercih radyoterapi olabilir (82). Lokal olarak 

ilerlemiş lezyonlar, radyoterapi ve kemoterapi ile birlikte cerrahi uygulama içeren veya 

cerrahi olmayan kombine tedavi yöntemiyle tedavi edilir (83).  

Teşhis anında hastaların yaklaşık % 42'sinde primer bölgeye lokalize hastalık, 

%47'sinde lenf nodu metastazı %7'sinde uzak bölge metastazı bulunmaktadır (84). 

Hastaların %62'si evre III veya IV hastalığa sahiptir (85). Larenks alt tiplerine 

bakıldığında genel olarak supra ve subglottik kanserler glottik kanserden daha kötü 

prognoza sahiptirler ve erken evrede erken teşhis durumunda 5 yıllık sağkalım %82‟dir 

(1). 

Larenks kanserli hastaların yaşam kalitesi son yıllarda organ koruma yaklaşımı 

gelişmesine rağmen geçtiğimiz 30 yılda sağ kalım oranı değişmemiştir (86). Uzak 

metastazlar, primer tümör kontrol edilse bile yaygındır. Orta büyüklükteki lezyonlar, 

lezyon bölgesi, T evresi, N evresi ve performans durumuna bağlı olarak orta derecede 
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prognoza sahiptir. Bu tip lezyonlara sahip hastalar için terapi önerileri, multidisipliner 

konsültasyonda tartışılmalı ve bireyselleştirilmesi gereken çeşitli kompleks anatomik, 

klinik ve sosyal faktörlere dayanmaktadır (85). 

Başlangıçta primer lezyonu kontrol altına alınmış olan hastaların %25'inde 

çoğunlukla aerodigestif yolda olan ikincil primer tümörler bildirilmiştir. Larenks 

kanseri tedavisi gören hastaların ilk 2-3 yıl nüks riski en yüksek seviyededir. İlk 5 yıl 

sonrası nüks çok nadir görülür ve genellikle sonrasında oluşan maliniteler primerdir 

(87). Larenks kanseri olan hastalar ikinci primer tümör gelişimi açısından 5 yılda %14, 

10 yılda %26 ve 15 yılda %37 oranında risk altındadır. Kurtarma şansını en üst düzeye 

çıkarmak için yakın ve düzenli takip önemlidir. Hastaya dikkatli klinik muayene 

yapılmalı; herhangi bir anormal evrelemeye karşı evreleme tekrarlanmalı, hasta 

takibine, tedavi ilişkili toksik etkiye veya komplikasyona dikkat edilmelidir (88-89). 

2.3.7. Larenks Kanserinde Evreleme 

Larenks kanseri için evreleme sistemi, klinik muayenede yapılır. Primer 

tümörün değerlendirilmesi, gözle ve elle muayene ile mümkünse fiberoptik 

larengoskopiyle yapılmaktadır. Anestezi altında panendoskopi, lokal hastalığın klinik 

boyutunu belirlemek için dikkatli klinik muayene yapılmasını sağlar. Tümör, histolojik 

olarak da teyit edilmelidir ve biyopside elde edilen diğer patolojik veriler de evrelemeye 

dahil edilebilir. Baş ve boyun manyetik rezonans görüntüleme, bilgisayarlı tomografi 

veya pozitron emisyon tomografisi-bilgisayarlı tomografi, gözle ve elle muayene ek 

tedavi öncesinde yapılmalıdır (89). 

Amerikan Kanser Komitesi (AJCC) tarafından larenks kanserinin tanımlanması 

amacıyla T (Tablo 2-1), N (Tablo 2-2), M (Tablo 2-3) sınıflamasına göre evreleme 

kriterleri ile klinik ve prognostik evreleme (Tablo 2-4) aşağıdaki tablolarda verilmiştir 

(90).  
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Tablo 2-1: Larenks kanseri T evrelemesi 

 

 

Tablo 2-2: Larenks kanseri N evrelemesi 

 

 

Tablo 2-3: Larenks kanseri M evrelemesi 
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Tablo 2-4: Larenks kanseri klinik ve prognostik evreleme 

 

2.3.8. Larenks Kanserinin Moleküler Biyolojisi 

Larenks kanserinin tanısı genellikle geç evrede ortaya çıkar ve bu da tedavi 

etkinliğini azaltırken nüks oranını artırır. Larenks kanserinin tanısı, tedavi sonrası 

hastaların izlenmesi ve larenks kanserinin taramasıyla ilgili tedaviye yönelik 

biyobelirteç bulunmamaktadır. Ancak baş-boyun YEH‟li karsinomun moleküler 

biyolojisinde ve özellikle de larenks kanserinde yapılan yeni keşifler, bu kanserin 

moleküler temelini anlamaya yönelik bilgi sağlayarak, erken tanı ve tedaviye yönelik 

stratejilerin geliştirilmesinde önemli rol oynayabilir (66). 

1971'de Knudson, bir TSG‟nin her iki parental allelinin de kaybedilmesinin 

kansere neden olabileceğini öne sürdü (91). 1990'da Fearon ve Vogelstein ise TSG'lerin 

kaybedilmesi veya onkogenlerin aktivasyonunun hücresel dönüşüme neden 

olabileceğini ve bu tür genetik değişikliklerin birikerek kansere dönüşen hücrelerin 

seçici bir büyüme avantajına sahip olabileceğini ileri sürdü (92). 

Yaşa özgü baş- boyun kanseri insidansına dayanan istatistiksel analiz, kanserin 

6-10 bağımsız genetik olay biriktikten sonra ortaya çıktığını düşündürmektedir. Bu 

kavramları benimseyen gelişim mekanizması, klonlama ile popülasyonlarda elde edilen 

genetik değişiklikleri izleyerek ve daha sonra bu genetik değişiklikleri hiperplaziden 

displazi, in situ karsinom ve nihayet invaziv karsinomla ilişkilendirerek oluşturulabilir. 



 13 

Moleküler değişiklikleri izlemek için kullanılabilen teknikler, sitogenetik, 

heterozigotluk kaybı (LOH), mutasyon analizi ve daha yakın zamanda gen ekspresyon 

profilleme tekniklerini içerir (66). 

1996'da Califano ve ark. (93), LOH ve FISH analizi kullanılarak zamanla elde 

edilen genetik değişiklikleri izleyerek, hiperplaziden displaziye, karsinomdan in situ ve 

invaziv karsinoma kadar olan histolojik ilerleme ile korele bir gelişim mekanizması 

önerdi (Şekil 2-3).  

Hiperplazi gibi premalin lezyonların %30'unda kromozom 9p21 kaybı olduğu ve 

bu bölgenin kaybının erken bir olay olduğu gösterildi. Bu lokusta Rb proteininin (pRb) 

fosforilasyonunu inhibe ederek hücre döngüsünün G1 kontrol noktasından S fazına 

ilerlemesini engelleyen önemli bir TSG olan p16 (CDKN2A/MTS1)‟nın kodlandığı 

bulunmuştur. 

Diğer bir premalin lezyon olan displazide meydana gelen genetik değişiklikler 

3p21 ve 17p13 kaybı olarak gösterildi. Bu lokus; DNA tamiri, hücre döngüsü ilerlemesi 

ve apoptozda önemli bir düzenleyici rol oynayan p53'ü içermektedir. 

Kanser hücrelerinde ise 13q21 ve 14q32 kaybı ve 11q3 amplifikasyonu 

gözlemlenmiştir. pRb kromozomun 13q21 bölgesinde bulunur ve hücre döngüsü 

ilerlemesini kontrol eder. SiklinD (PRAD1), 11q3 lokusuna lokalizedir ve bu genin aşırı 

ekspresyonu, fosforilasyona ve dolayısıyla pRb'nin aktivasyonuna neden olur. 

Genetik farklılığa neden olan bir diğer değişim, heterozigotluk kaybı, invaziv 

karsinomların 6p, 8p, 4p27 ve 10q12'da lokuslarında bulundu (92). Bunun ardından 

yapılan çoklu çalışmalarda, baş ve boyun kanserlerinde 3p, 5q, 8p, 9p, 13p, 18q ve 

21q'da meydana gelen kromozomal kayıpların meydana geldiği bulunmuştur (93- 96). 

3p ve 9p‟de meydana gelen kayıplar kanser oluşum riskini 3,8 kat artırırken; 4q, 

8p, 11q veya 17p gibi ek kayıplar riski 33 kat arttırdığı bulunmuştur (96, 97). Bu 

nedenle, 3p veya 9p'de LOH bulunan hastalar kanser gelişim riski taşır ve ek kromozom 

lokus kayıplarıyla birlikte göreli riskleri artar. Örneğin, diğer kromozomal kollarda ek 

bir kayıp ile 3p veya 9p'de LOH bulunan hastaların lezyonlarında daha agresif bir 

tedaviye ihtiyaç duyabilirken, sadece 3p veya 9p LOH'li hastalarda kapsamlı bir tedavi 

yerine, hasta takibi yeterli olabilir (66). 
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Larenks kanseri, baş ve boyun bölgesinin diğer bölümlerine kıyasla belirli bir 

p53 mutasyonu modeline sahiptir. Baş-boyun kanserlerinin çoğunda, 5 ile 8 arasındaki 

ekzonlar değişirken, larenks kanserinde, mutasyonlar ekson 5'de, özellikle S2 protein 

alanı ve kodon 248'de kümelenme eğilimindedir (98). Buna bağlı olarak gelişmekte olan 

bir terapötik strateji, yabanıl tip p53'ün hücre içinde yabanıl tip p53‟ün fonksiyonunu 

yerine getirmek için displastik veya kanserli hücrelere verilmesidir. Bu yaklaşım, 

larenks kanser modelinde yabanıl tip p53 (Ad5CMV-p53) sağlayan bir rekombinant 

adenovirüs kullanılarak araştırılmaktadır (99). 

Glutatyon S-transferazı (GSTM) kodlayan genlerde bazı genetik 

polimorfizmlerin, larenks kanser riski ile bağlantılı olduğu düşünülmektedir (100). 

Jahnke ve ark. tarafından 269 hasta ve 216 kontrolde heterozigot GSTM1 A/B ve 

homozigot GSTM3 allellerinde meydana gelen polimorfizmlerin istatistiksel olarak 

anlamlı olduğu; ortaya çıkan fenotipik ve genotipik verilerin larenks kanseri için genetik 

yatkınlık fikrini desteklediği bulunmuştur (101). Yapılan bir diğer vaka-kontrol 

çalışmasında, ERCC5, ERCC6 ve RAD23B gibi nükleotid eksizyon tamir (NER) 

genlerinde tek nükleotid polimorfizmleri araştırılmış ve larenks kanseri riskini 

artırabileceği değiştirebilir (102)  

Nokta mutasyonları, delesyonlar ve translokasyonlar gibi genetik fonksiyon 

kaybı, TSG'lerin sessizleşmesi ile ilgili ilk tespit edilen araçlardan biridir. Bununla 

birlikte, gen sessizleşmesinin, TSG'lerin promoter bölgelerindeki CpG adalarında DNA 

hipermetilasyonu gibi genomun epigenetik değişiklikleri ile de oluşabileceği 

bulunmuştur. 

9p21 kromozomunda yer alan p16 geninin, promoter bölgesinde meydana gelen 

hipermetilasyon nedeniyle sessizleşmiş olduğu bulunmuştur. Bu lokusla ilgili yapılan 

genetik analizler hastaların %67‟sinde p16 lokusunun homozigot delesyona uğradığı ve 

%21‟inde hipermetile olduğu bulunmuştur (103). 14 baş-boyun kanser hücre hattı ile 

yapılan başka bir çalışmada ise p16 geninin %29 oranında hipermetile olduğu ve 

%21‟inde homozigot delesyonların olduğu tespit edilmiştir. Larenks kanserli hastalar ile 

baş-boyun kanserli hastalarda yapılan çalışmalarda paralel sonuçlar bulunmuştur. Erken 

evre larenks kanseri tanısı konan 33 hastayı kapsayan bir çalışmada, farenjiyofagial 

örneklerin % 42'sinde p16 hipermetilasyonu saptanmıştır. UT5085 tetranükleotid 
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mikrosatellit kararsızlığı ile bu sonuçlar birleştirildiğinde, genetik ve epigenetik 

değişikliklerin bu kombinasyonu, tümörlerin %76'sında gözlenmiştir (104). 

 

 

ġekil 2-3: Larenks kanserinin geliĢim mekanizmasını temsil eden güncel model  

 

2.4. Tümör Nekrozis Faktör Alfa (TNFA) 

Carswell ve arkadaşları tarafından 1975 yılında ilk kez serumda var olan ve in 

vitro tümörlerin nekrozuna neden olan bir endotoksin uyarım molekülü olarak 

keşfedilmiştir (105). Tümör Nekrozis Faktör Alfa (TNFA) olarak adlandırılan, birçok 

tümör hücre hattı üzerinde belirgin sitotoksisite gösterebilen ve fare tümör modellerinde 

tümörde nekroza neden olduğu bulunan bağışıklık sistemi tarafından aktive edilerek 

üretilen proinflamatuar sitokin olarak tanımlanmıştır (106). 

TNFA geni 6. kromozomda yer alan major histokompatibilite kompleks sınıf-III 

gen bölgesi içinde yer alır (15). TNFA esas olarak kararlı homotrimerlerde düzenlenmiş 

bir tip II transmembran protein olarak üretilir (Şekil 2-4) (107).  

TNFA hem çözünebilir formda hem de hücre zarına bağlı formda bulunabilir. 

Hücrelerin yüzeyinde ifade edilen transmembran protein olarak membran TNFA, bir 

metalloproteaz olan, TNFA dönüştürücü enzim (TACE) ile membrandan ayrılır (108, 

109). Bu, 17 KDa trimerik çözünür sitokin olan çözünür TNFA (sTNF)‟yı serbest 

bırakır. Bu, kan plazmasında bulunan, yani vücutta dolaşan ve sentez alanından 

uzaktaki fizyolojik alanlarda hareket edebilme yeteneği bulunan TNFA'yı güçlü bir 
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endokrin fonksiyonu kazandıran formda bulunan TNFA formudur (110). Hem çözünen 

hem de membrana bağlı TNFA, iki transmembran reseptör molekülüne bağlanır: TNF 

reseptör 1 (TNFR1) -ölüm domaini içeren proteindir- ve TNFA reseptörü 2 (TNFR2) 

(111). Membran TNFA, TNFR2 için daha güçlü bir liganddır (112). Hemen hemen tüm 

hücre tiplerinde ifade edilen TNFR1 ve normal fizyolojik koşullar altında (immün) 

bağışıklık sistemindeki hücrelerde düşük seviyelerde eksprese edilen TNFR2 vasıtasıyla 

geniş bir biyolojik etki serisi uygular (113-115). 

 

 

ġekil 2-4:TNFA ligand ve reseptörleri 

 

TNFA çoğunlukla aktif makrofajlar ve monositler tarafından salınmaktadır. 

Ancak aktif T hücreleri, B hücreleri, doğal öldürücü hücreler, mast hücreleri, 

fibroblastlar, keratinositler, kupfer hücreleri, düz kas hücreleri, bazofiller gibi çesitli 

hücrelerde de sentezlenebilir (116- 118). 

TNFA'nın pleiotropik etkileri, hücre büyümesi ve farklılaşması gibi proliferatif 

yanıtlardan inflamatuar etkilere ve immün yanıtlara aracılık edilmesinden apoptotik ve 

nekrotik hücre ölüm mekanizmaları gibi yıkıcı hücresel sonuçlara kadar değişiklik 

gösterir (117). TNFA‟nın sentez ve salınımını başlatan başlıca uyaranlar; gram-negatif 

bakteriler tarafından üretilen lipopolisakkaritler, gram-pozitif bakterilerin hücre duvarı 
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yapısal bileşenleri ( peptidoglikan ve teikoik asitler), kapsül antijenleri ve ekzotoksinler, 

mantarların hücre duvarı antijenleri, viral ve parazit antijenleridir (119- 121).  

TNFA mRNA üretimi, transkripsiyonel olarak TNFA geninin promoter bölgesi 

içindeki transkripsiyon faktörü bağlanma bölgelerinin varlığı ile düzenlenir, nükleer 

faktör-kB (NF-kB), c-Jun, aktivatör protein-1 (AP1) ve aktif T hücreleriyle ilişkili 

çekirdek faktör (NFAT) tarafından indüklenir (122). 

2.4.1. TNFA Sinyal Ġletimi 

TNFA, TNFA reseptörünün trimerizasyonunu tetiklemektedir. Bu işlem adaptör 

moleküllerin reseptör kompleksine çekerek bağlanmasını sağlar. TNFA‟nın aktive ettiği 

yolaklardan biri kaspaz 8 aracılığıyla apoptoz oluşumuna yol açar (123). 

TNFR ailesinin üyeleri hücre dışı alanlarında bir ile altı arasında sistein 

açısından zengin tekrarlar içerir ve tipik olarak her birinde üç sistein köprüsü 

bulunmaktadır. TNFR1 ve TNFR2'nin her biri, hücre dışı alanlarında dört sistein 

açısından zengin tekrar içerir ve üç protomerinin her ikisi arasında oluşan üçlü ligandın 

yanal oluklarıyla etkileşime giren uzunlamasına şekiller oluştururlar (124, 125).  

TNFR1, TNFA'nın indüklediği sinyal yolaklarının temel aracısı olarak görev 

yapmaktadır. TNFR1 sinyali, her ikisi de hücresel çevreye bağlı olan, nükleer faktör 

kappa B (NF-kB) aktivasyonu ve apoptozun indüklenmesi gibi pleiotropik 

fonksiyonlara sahiptir. Bununla birlikte, TNFR2'nin ifadesi, TNFR1 ile 

karşılaştırıldığında spesifik hücre türleriyle sınırlıdır. 
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ġekil 2-5: TNFA sinyal yolakları 

 

Geniş bir araştırma grubu, TNFA'nın iki reseptörü aracılığıyla çok sayıda 

biyolojik fonksiyon kapasitesine sahip olduğunu göstermiştir. İmmün yanıtın 

başlatılmasında öncelikli olarak TNFR1‟in sorumlu olduğu gösterilmiştir (126, 127)  

TNFR1 ekstraselüler bölgesinde iyi tanımlanmış üç adet sisteince zengin domain 

içerir (128). Reseptörün intraselüler bölgesi ölüm domaini olarak adlandırılır ve protein-

protein etkileşim bölgesi içerir (129). TNFR1‟e ligand bağlandıktan sonra intraselüler 

ölüm domaininden, ölüm domaini sessizleştiricisi ayrılır (Şekil 2-5). Bunun üzerine 

adaptör protein TNFA reseptör ilişkili ölüm domaini (TRADD), reseptörün ölüm 

domainine bağlanır (130). TRADD, daha sonra, aşağı yönlü sinyal oluşumu ile ilgili 

diğer proteinleri, TNFA reseptör ilişkili faktör-2 (TRAF2) ve TNFA reseptör ilişkili 

faktör-5 (TRAF5)'i bağlar. TNFA-TNFR1 sinyal kompleksi (kompleks I) hızla NF-kB 

ve c-Jun N-terminal kinaz(JNK)/SAPK aktivasyonuna yol açan sinyalizasyon 

kaskadlarını başlatır (131- 134).  

TNFR1 aracıllığıyla NFkB aktivasyonu için TRAF2 ve TRAF5, apoptozun 

hücresel inhibitörü-1/2 (cIAP1/2), Ubc13 ubikitin konjuge proteinleri ile TRADD ve 
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RIP1 birbirleriyle ilişkilidir. Poliübikütinlenmiş RIP1, MEKK3 ve TAK1/TAB2 

kompleksinin katalitik IkB kinaz (IKK) kompleksini aktive etmesiyle NF-kB inhibitörü 

olan kappaB-alfa inhibitörü (IkBa) fosforile olur. Fosfo-IkBa daha sonra ubiquitin-

proteazom yolağı ile parçalanır. Bu sayede NF-kB nükleusa girer ve transkripsiyonun 

başlamasını sağlar (135, 136). Poliübikütinlenmiş RIP1/TAK1 kompleksinin etkileşimi 

yoluyla alternatif olarak IKK kompleksi aktif hale gelebilir (135- 137). NF-KB'nin 

etkinleştirilmesi, çekirdeğe transloke olmasını sağlar ve burada c-IAP1, c-IAP2, kaspaz-

8 homoloğu FLICE inhibitör proteini, TRAF1 ve TRAF2 gibi anti-apoptotik hedef 

genlerin transkripsiyonunu başlatabilir (Şekil 1) (138). 

TNFR1'den farklı olarak, TNFR2 bir ölüm domainine sahip değildir ve uzun 

süren bir NF-kB aktivasyonuna neden olur (139). NF-κB'nin TNFR2 aktivasyonunun 

TNFR1 sinyal yolağından bağımsız olarak meydana geldiği gösterilmiştir (140).  

TNFA'nın sadece in vitro değil in vivo tümör büyümesini kontrol ettiği de 

gösterilmiştir (141- 143). TNFA ile ilgili yapılan ilk çalışmalarda, monositten ifade 

edilen TNFA'nın seçici tümör sitotoksisitesine sahip olduğunu göstermiştir (144). 

Normal hücresel fonksiyonlar sırasında olumlu şekilde ortaya çıkan klasik NF-

kB yolunun ve RIP1‟in ubikuitinasyona uğraması, TNFA'nın indüklediği apoptozu 

engeller (145,146). Bununla birlikte, c-IAP engelleyici proteinine erişilebilirliğin 

yetersiz olduğu durumlarda, kompleks II, kaspaz-8 aktivasyonunu ve apoptotik hücre 

ölümünü tetikler (147). TRADD ve RIP, TNFR1 sinyal kompleksinden serbest 

bırakıldıktan sonra, sitoplazmik kompleksi (kompleks II) oluşturan FADD ve TRAF1 

proteinlerinden oluşan "ölüm sinyali indükleyen sinyalleme kompleksi (DISC)" 

proteinlerinin bağlanmasına izin verir (148-150). Bu proteinler, başlatıcı kaspaz, 

prokaspaz-8 gibi ek proteinlerin proteolitik olarak bölündüğünde aktif bir kaspaz-8 

formunu serbest bırakırlar (151). Serbest bırakılmış aktif kaspaz-8 daha sonra 

prokaspaz-3, -6, -7 ve diğer sitozolik substratları enzimatik olarak işler ve bu 

prokaspazları aktif enzimlere dönüştürür (152). Kaspaz-3‟ün aktivasyonu, özellikle 

TNFA'nin indüklediği hücre ölümü için gereklidir, genomik DNA'yı parçalayan latent 

DNaz‟ları, kazpaz aktif DNaz(CAD)‟ları, hedefleyerek apoptotik hücre ölümüne neden 

olur.  

Kaspaz 8‟in proteaz aktivitesi negatif inhibitör protein FLICE/ kaspaz-8 

inhibitör protein (cFLIP) tarafından sıkı bir şekilde düzenlenir. cFLIP ölüm domainini 
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kaybetmiştir ancak ölüm etkileyici domain (DED) içerir. Bu domain prokazpaz 8 ve 

DED içeren diğer proteinler ile etkileşimine izin verir. Böylece TNFR1 DISC'e yapısal 

prokaspaz-8 alımını önler. Apoptoz protein inhibitörleri (IAP'ler) hücre ölümünü 

indükleyen TNFR'nin önemli düzenleyicileridir. IAP'ler, TRAF2 ile doğrudan etkileşim 

yoluyla hareket eder (138, 153). Bu nedenle, TNFA‟nın TNFR1 ile etkileşimi cFLIP ve 

IAP'ler tarafından kritik olarak düzenlenen kazpaz bağımlı hücre ölüm yolağını 

indükler. Bir çeşit sapma veya hücre döngüsünün inhibisyonu, protein sentezi veya 

değişmiş hücre metabolizması olmadığı sürece TNFA tarafından indüklenen hücre 

ölümü meydana gelmez (154, 155). 

2.4.2. TNFA ve Kanser ĠliĢkisi 

TNFA, apoptotik hücre ölümünün güçlü bir indükleyicisidir, fakat başlangıçta 

belirtildiği üzere, genellikle (normal primer memeli hücrelerinde değil) sadece 

transformasyona uğramış hücrelerde (kanser hücreleri), virüsle enfekte olmuş 

hücrelerde, biyokimyasal olarak dengesiz veya stres altındaki hücrelerde meydana gelir. 

(156). TNFA gen promoter metilasyonu ve buna bağlı ekspresyon seviyesindeki azalış 

ile malin melanoma (157), kolorektal kanser (22), prostat (23, 158) ve meme (159) 

kanseri arasındaki ilişki inceleyen çalışmalar bulunmaktadır. Yapılan çalışmalarda 

TNFA geninde metilasyona bağlı ekspresyon seviyesinde azalma olduğu ve bunun 

kanser oluşumunda rol oynayabileceği belirtilmiştir. 

TNFA gen polimorfizmleri çeşitli kanserlere yatkınlıkla ilişkilidir. TNFA gen 

polimorfizmleri Non-Hodgkin lenfomada (21), meme (17), mide (18), kolorektal 

kanserinde (20) ve prostat tümörlerinde (19) incelenmiş, özellikle promoter bölgede 

dönüşümü yüksek TNFA üretimi ile ilişkili bulunmuştur. Promoter bölgede en sık 

rastlanan polimorfizmler c.-238G>A, c.-308G>A, c.-857C>T, c.-863C>A ve c.-

1031T>C tek nükleotid değişiklikleridir ve bu polimorfizmlerin çeşitli kanserlere 

yatkınlıkla ilişkili olduğu gösterilmiştir (160-164). c.-806C>T de TNFA geninin 

promoter bölgesinde meydana gelen tek nükleotit değişikliğidir ancak bu polimorfizmin 

hastalık riskiyle ilişkisi henüz bilinmemektedir (160). 

2.4.3. Anti-TNFA Tedavisinin Kanser ile ĠliĢkisi 

TNFA‟nın tümör oluşumundaki bahsedilen rolüne dayanılarak anti-TNFA 

tedavinin kanser tedavisinde etkili olabileceği hipotezi ortaya atılmıştır. Uygun hastada 

ve uygun hastalıkta, kurallara uygun şekilde ve yakın takip altında kullanıldıkları 
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sürece, anti-TNFA ajanlar oldukça etkili ilaçlardır. Direkt bir antikanser aktivitesi 

gösterilememiş olmasına rağmen, anti-TNFA tedavi miyelom ve akut miyeloid lösemi 

gibi bazı hematolojik kanserlerde tedavi amacıyla kullanılmıştır. Bazı solid tümörlerde 

tedavi amacıyla kullanılan anti-TNFA tedavinin etkili olmadığı ortaya konmuştur. Anti-

TNFA tedavisi sonrası lenfoma izlenen bir olgu anti-TNFA tedavisi ve kanser 

arasındaki ilişki araştırma konusu olmuştur. Bu ilaçların kanser yapıcı etkisi yoktur, 

fakat ailesinde kanser hastaları olan veya geçmişinde kanser tanısı olan veya bunlar 

dışında da kansere yatkınlığı olan hastalara anti-TNFA ajanların mümkün olduğunca 

verilmemesi önerilmektedir. Bununla birlikte, devam eden klinik çalışmalarda bazı solid 

tümörlerde anti-TNFA tedavinin etkinliği halen araştırılmaktadır. 

Günümüzde klinik kullanım ruhsatı bulunan 5 anti-TNFA ajanı bulunmaktadır. 

Bunlar; Infliksimab, etanersept, adalimumab, golimumab ve sertolizumab pegol‟dür. 

Anti-TNFA ilaçlar genel anlamda anti-inflamatuar etkilerini TNFA‟yı antagonize ederek 

göstermelerine karşın, kimyasal yapıları ve fizyolojik özelliklerine bağlı olarak immün 

sistem ve inflamasyon üzerinde farklı etkileri de vardır. Bu etkiler ilaçların hem klinik 

endikasyonlarını hem de yan etki profillerini belirlemektedir. Diğer tüm ilaçlarda 

olduğu gibi bu ajanlarda da etkinliğin yanı sıra yan etkiler de önemli bir konudur. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Gereç 

3.1.1. Materyal 

Çalışma, insan doku, kan ve tükürük örnekleri üzerinde yapılacak olduğundan 

İstanbul Üniversitesi İTF Klinik Araştırmalar Etik Kurulu'na başvurusu yapılmış olup, 

27/11/2015 tarih ve 20 sayılı toplantısında çıkan karara göre etik açıdan uygun 

bulunmuştur. 

İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakültesi KBB Hastalıkları ve Baş-boyun 

Cerrahisi Anabilim Dalı‟na başvuran gönüllü onamları alındıktan sonra hekimlerce 

zaten hastalıkları sebebiyle ameliyatlarına karar verilen larenks kanseri tanısı almış 50 

hastadan (yaş ortalaması: 59 ± 7,57) ameliyat öncesinde serum (7-10 cc) ve tükürük 

(20mL) örnekleri ile ameliyat sırasında 0,5 cm büyüklüğünde tümör ve eşlenik normal 

doku örnekleri toplandı. Ayrıca çalışmamızda sağlıklı kontrol olarak kendisi ve 

ailesinde benign veya malign hikayesi bulunmayan, İ.Ü. İstanbul Tıp Fakültesi KBB 

Hastalıkları ve Baş-boyun Cerrahisi Anabilim Dalı‟na başvurmuş horlama cerrahisi 

[uvulopalatopharingoplasty (UPPP)] uygulanmasına zaten hekimlerce karar verilmiş 20 

sağlıklı bireye (yaş ortalaması: 44 ± 8,1) ait ameliyat sırasında 0,5 cm normal doku, 

ameliyat öncesinde serum (7-10 cc) ve tükürük (20mL) örnekleri toplanmıştır. 

Çalışmanın tamamında İ.Ü Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji Anabilim Dalı‟nda 

bulunan laboratuvar ve cihazlar kullanılmıştır. 

3.1.2. Kullanılan Cihazlar 

Ultra Derin Dondurucu (-80 ºC)/ Sanyo 

Derin Dondurucu (-20 ºC)/ Sanyo 

El homojenizatörü/ Qiagen 

Mikropipetler/ Thermo 

Vorteks/ Snijders 

Santrifüjler/ Heraus, Hettich, Jouan 

Etüv/ Hereaus 

Hassas Terazi/ Chyo 
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Nanodrop Spektrofotometre/ Thermo Scientific 

Termal Cycler/ Techne 

Elektroforez  Sistemleri/ BRL, BioRad,CBS Scientific Co. 

Jel Dökümentasyon Sistemi/ Vilber- Lourmat 

3.1.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

İzotonik(%0,9 Sodyum klorür) 

PBS 

Ficoll 

Proteinaz K 

Ribonükleaz A 

Fenol 

Kloroform 

İzopropanol 

Tris 

Sodyum Dodesil Sülfat 

Taq Polimeraz 

MspI (10 U/ µL) 

HpaII (10 U/ µL) 

NcoI (10 U/ µL) 

MnlI (10 U/ µL) 

TaeI (10 U/ µL) 

BamHI (10 U/ µL) 

BbsI (10 U/ µL) 

dNTP 

Etanol 

DMSO 



 24 

Agaroz 

Orange G/ SSCP Loading Dye 

Magnezyum Klorür 

Etidyum Bromür 

3.1.4. Kullanılan Kimyasal KarıĢımlar 

Parçalama Tamponu (1lt):   155 mM NH4Cl 

10 mM KHCO3 

0.1 mM EDTA (pH: 8.0)   

SE Tamponu (1 L):    75 mM NaCl 

25 mM EDTA 

30 mM Tris-HCl (pH: 8.0) 

TE Tamponu (1 L):    20 mM Tris-HCl (pH: 8.0) 

1 mM EDTA     (pH: 8.0) 

Fenol için TE Tamponu (0,5 mL):  0.25 mM Tris (pH:8.0) 

0, 5 mM EDTA (pH:8.0) 

Fenol/Kloroform/İsopropanol: (1:1):1(Fenol/Kloroform)/İsopropanol 

Proteinaz K:     20 mg / ml 

Ribonükleaz A:    10 mg / ml 

SDS (%10; pH:7.2) (1 L):   100 g sodyumdodesilsülfat 

MspI,HpaII ve NcoI enzimi için Tango Buffer: 33 mM Tris-Asetat (7,9) 

10 mM Magnezyum-Asetat 

66 mM Potasyum-Asetat 

0,1 mg/mL BSA 

TaiI enzimi için Buffer R:    10 mM Tris-HCl(pH 8,5) 

10 mM MgCl2 

100 mM KCl 
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0,1 mg/mL BSA 

BbsI ve MnlI enzimi için Buffer G:  10 mM Tris-HCl(pH 7,5) 

10 mM MgCl2 

50 mM NaCl 

0,1 mg/mL BSA 

NcoI enzimi için BamHI Tamponu:  10 mM Tris-HCl(pH 8,0) 

5 mM MgCl2 

100 mM KCl 

%0,02 Triton X-100 

0,1 mg/mL BSA 

%15‟lik PAGE(20 mL)   7,5 mL Akrilamit-Biakrilamit(19:1) 

9,5 mL dH2O 

2 mL %99,5‟lik Gliserol 

1 mL 10X TEB 

40 µL TEMED 

400 µL APS 

%2,5‟luk Agaroz Jel    2,5 g Agaroz 

100 mL 0,5X TEB 

0,5 µg Etidyum Bromür 

Orange G Yükleme Tamponu   3 mL %10 Orange G 

15 g Ficoll-400 

3.1.5. Restriksiyon Enzimleri ile Tanıma Bölgeleri 

Polimorfizm ve metilasyon deneylerinde kullanılan restriksiyon enzimleri ile 

spesifik enzim kesim bölgeleri sırasıyla Tablo 3-1 ve Tablo 3-2‟de verilmiştir. 

 



 26 

Tablo 3-1: Polimorfizm deneylerinde kullanılan restriksiyon enzimleri ve özellikleri 

 

 

Tablo 3-2: Metilasyon deneylerinde kullanılan restriksiyon enzimleri ve özellikleri 

 

 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Materyal Toplama ve Eldesi 

3.2.1.1. Doku Eldesi 

Larenks kanseri tanısı almış olan 50 hastanın 0,5 cm çaplarında primer tümör ve 

eşlenik normal doku örneği ile malignite dışı sebeple uvulopalatofaringoplasti (UPPP) 

tekniği uygulanan 20 sağlıklı bireyden 0,5 cm çapında normal mukoza örneği alındı. 

Doku örnekleri soğuk zincir yöntemiyle laboratuvara getirildi ve DNA/RNA izolasyon 

işlemlerine kadar ultra derin dondurucuda saklandı. 

3.2.1.2. Serum Eldesi 

Larenks kanserli hastalar ile sağlıklı bireylerden ameliyat öncesinde 7-10 cc 

periferik kan örneği kuru tüplere alınarak soğuk zincir yöntemi ile laboratuvara teslim 

edildi. Kuru Tüpte bulunan kan 1950 rpm‟de 30 dakika santrifüj edilerek faz ayrımı 
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sağlandı. En üstte kalan serumun bulunduğu sarı faz kriyo tüplere 1‟er mL olacak 

şekilde dağıtılarak gerekli etiketlemeler yapıldıktan sonra ultra derin donduruculara 

DNA/RNA izolasyon işlemlerine kadar saklandı. 

3.2.1.3. Tükürük Eldesi 

Hasta ve sağlıklı bireyler, hekimler tarafından operasyondan yaklaşık 1 saat 

öncesine kadar katı ve sıvı besin almamaları, ağız hijyenlerini sağlamaları konusunda 

bilgilendirilmiştir. Tükürük örnekleri toplanırken; ağız içi 1 dk boyunca suyla 

çalkalanarak temizlendi, ağız içinde biriken tükürük 5 dk boyunca biriktirildi ve 

özellikle larenks bölgesine gelecek şekilde garagara yaptırılarak hekimin vermiş olduğu 

kapta toplandı. Tükürük toplama işlemi yarım saat içinde yapılarak laboratuvara teslim 

edildi. 

Laboratuvara teslim edildikten sonra tükürük izotonik ile 1:2 oranında 

sulandırılarak vortekslendi ve 1950 rpm‟de 30 dk santrifüjlendi. Süpernatant pelete 

zarar gelmeyecek şekilde uzaklaştırıldı. Pelet üzerine 3mL PBS eklenerek pipetaj 

yapıldı ve kriyo tüplere 1‟er mL olacak şekilde dağıtıldı. Kriyo tüpler 1950 rpm‟de 3 dk 

santrifüjlendi. Süpernatant dikkatli bir şekilde atılarak elde edilen pelet ultra derin 

donduruculara izolasyon işlemlerine kadar saklandı. 

3.2.1.4. Lenfosit Eldesi 

Larenks kanserli hastalar ile sağlıklı bireylerden ameliyat öncesinde 7-10 cc 

periferik kan örneği EDTA‟lı tüplere alınarak soğuk zincir yöntemi ile laboratuvara 

teslim edildi. Laboratuvara teslim edildikten sonra periferik kan izotonik ile 1:1 

oranında sulandırılarak vortekslendi ve 2 mL Ficoll üzerine yavaşça çepere değecek 

şekilde aktarıldı. 1950 rpm‟de 30 dk santrifüjlendikten sonra Ficoll üzerinde oluşan 

bulutumsu fazı kesik cam pipet yardımıyla yeni bir tüpe aktarıldı. Tüp 10 dk 1950 

rpm‟de santrifüj edildi. Süpernatant pelete zarar gelmeyecek şekilde uzaklaştırıldı. Pelet 

üzerine 3mL PBS eklenerek pipetaj yapıldı ve kriyo tüplere 1‟er mL olacak şekilde 

dağıtıldı. Kriyo tüpler 1950 rpm‟de 3 dk santrifüjlendi. Süpernatant dikkatli bir şekilde 

atılarak elde edilen pelet ultra derin donduruculara izolasyon işlemlerine kadar saklandı. 
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3.2.2. DNA Ġzolasyonu 

3.2.2.1. Dokudan DNA Eldesi 

Hastalara ait tümör, eşlenik normal ve sağlıklı bireylere ait normal doku 

örneklerinin DNA izolasyonu Tablo 3-3„te verilen protokole uygun olarak yapıldı. 

 

Tablo 3-3: Dokudan DNA izolasyonu 

 

 

3.2.2.2. Serum, Tükürük ve Lenfositten DNA Eldesi 

Hasta ve sağlıklı bireylere ait serum, tükürük ve lenfosit örneklerinden DNA 

izolasyonu QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Almanya) protokolüne uygun 

şekilde gerçekleştirilmiştir (Tablo 3-4). 
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Tablo 3-4: Serum, tükürük ve lenfositten DNA izolasyonu 

 

3.2.3. RNA Ġzolasyonu 

Hasta ve sağlıklı bireylere ait doku örneklerinden ekspresyon deneylerinde 

kullanılmak üzere RNA izolasyonu SV Total RNA İzolasyon Kit (Promega, ABD) 

protokolü kullanılarak gerçekleştirilmiştir (Tablo 3-5) 
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Tablo 3-5: Dokudan RNA izolasyonu 

 

 

3.2.4. cDNA Sentezi 

Total RNA izolasyonu sonrası nanodropta RNA‟nın saflık ve konsantrasyonu 

ölçüldü. cDNA reaksiyon karışımı RNA konsantrasyonu 100 ng olacak şekilde 

hazırlanarak Tablo 3-6‟da belirtilen koşullarda cDNA sentezi gerçekleştrildi. 
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Tablo 3-6: cDNA sentezi reaksiyon koĢulları 

 

 

3.2.5. Primer Tasarımı ve Sentezi 

TNFA geninin metilasyon ve ekspresyon primerleri internette kullanıma açık 

olan Primer3Plus  (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) 

programı ile tasarlandı. c.-238G>A, c.-308G>A, c.-857C>T, c.-863C>A ve c.-1031T>C 

polimorfizm deneyleri için primerler Naderi ve ark. (167), c.-806C>T polimorfizm 

deneyleri için ise Ho ve ark. (160) tarafından tasarlanan primerler kullanılmıştır. 

Çalışmamızda kullandığımız primerler Tablo 3-7‟de gösterilmiştir. 

 

Tablo 3-7: Metilasyon, ekspresyon ve polimorfizm deneylerinde kullanılan primer dizileri 

 Forward Primer(5‟ – 3‟) Reverse Primer(5‟ – 3‟) 

Metilasyon Primer ATGAAAGAAGAAGGCCTGCCC AGGGAGAGAAAACGGGGTTG 

Ekspresyon Primer GTAGCCCATGTTGTAGCAAAC CTCTTGATGGCAGAGAGGAG 

c.-1031T>C (NM_000594.3:c.-1211T>C, rs1799964) TATGTGATGGACTCACCAGGT' CCTCTACATGGCCCTGTCTT 

c.-863C>A (NM_000594.3:c.-1043C>A, rs1800630) GGCTCTGAGGAATGGGTTAC CTACATGGCCCTGTCTTCGTTACG 

c.-857C>T (NM_000594.3:c.-1037C>T, rs1799724) GGCTCTGAGGAATGGGTTAC CCTCTACATGGCCCTGTCTAC 

c.-806C>T (NM_000594.3:c.-986C>T) GGCTCTGAGGAATGGGTTAC AACGTCCCCTGTATTCCATAC 

c.-308G>A (NM_000594.3:c.-488G>A, rs1800629) GAGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT GGGACACACAAGC ATCAAG 

c.-238G>A (NM_000594.3:c.-418G>A, rs361525) AAACAGACCACAGA CCTGGTC CTCACACTCCCCATCCTCCCGGATC 

  

3.2.6. Restriksiyon Enzim Kesim Tekniği ile Metilasyon Profilinin Belirlenmesi 

50 larenks kanserli hastanın tümör ve eşlenik normal dokusu ile serum, tükürük 

örnekleri ve 20 sağlıklı bireyin normal dokusu ile serum, tükürük örneklerinden elde 

edilen DNA, aynı kesim bölgesini tanıyan metilasyona duyarlı HpaII ve metilasyona 

dirençli MspI restriksiyon enzimleri yardımıyla 37
o
C‟de 16-18 saat inkübasyona 
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bırakıldı (Tablo 3-8). Enzimlerden HpaII metillenmiş bölgeyi kesmezken MspI aynı 

bölgeyi kesme özelliğine sahiptir.  

 

Tablo 3-8: Metilasyon deneyinde kullanılan restriksiyon enzim karıĢımı 

 

 

DNA örneklerinin gece boyu inkübasyonundan sonra etanol çöktürme yöntemi 

kullanılarak DNA örnekleri çöktürüldü. Bunun için enzim kesimi yapılan tüpe 6 µl 3M 

sodyum asetat (pH: 5,2), 1 µl glikojen ve 180 µl soğuk etanol eklendi. Karışım 30 

dakika -80 ºC‟ye konuldu. Ardından 30 dakika 12000 rpm‟de +4ºC‟de santrifüj 

yapılarak kesim ürünleri çöktürüldü. Süpernatant atılarak pelet kurutulup üzerine 20-40 

µl dH2O eklendi. 

Kesim ürünleri aşağıdaki reaksiyon karışımı kullanılarak uygun primerler 

yardımıyla çoğaltıldı (Tablo 3-9). 

 

Tablo 3-9: Metilasyon deneyi reaksiyon karıĢımı 

 



 33 

PCR reaksiyon karışımı toplam hacmi 50 µl olacak şekilde hazırlandı. Aşağıdaki 

koşullar kullanılarak PCR gerçekleştirildi. (Tablo 3-10) 

 

Tablo 3-10: Metilasyon deney koĢulları 

 

 

PCR ürünleri %2,5‟luk agaroz jele 13 µl kesim ürünü ve 0,5 µl 10x OrangeG 

yükleme tamponu olacak şekilde yüklendi. 

3.2.7. Semi-Kantitatif Reverse Transkriptaz PCR Tekniği ile Gen Ekspresyon 

Analizi 

TNFA geninin ekspresyon düzeyinin belirlenmesi için öncelikle hastalara ait 

tümör ve eşlenik normal doku örneği ile sağlıklı bireylere ait normal doku örneğinden 

SV40 Total RNA İzolasyon Kiti (Promega, ABD) kullanılarak total RNA izolasyonu 

gerçekleştirildi. Elde edilen RNA‟ların kalite ve miktarları nanodrop‟ta ölçülerek ölçüm 

sonrası Tablo 3-11‟de verilen semi-kantitatif RT-PCR yöntemi kullanılarak gen 

ekspresyon analizi gerçekleştirildi. 

 

Tablo 3-11: Semi-kantitatif RT-PCR reaksiyon karıĢımı 
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PCR karışımı toplam hacmi 50 µl olacak şekilde hazırlanarak Tablo 3-12‟de 

verilen koşullar kullanılarak PCR gerçekleştirildi. 

 

Tablo 3-12: Semi-kantitatif RT-PCR deney koĢulları 

 

 

PCR ürünleri 13 µl kesim ürünü ve 0,5 µl 10x Orange G yükleme tamponu 

karışımı olacak şekilde %2,5‟luk agaroz jele yüklendi. 

3.2.8. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizm (RFLP) Tekniği ile Polimorfik 

Bölgelerin Ġncelenmesi 

Larenks kanseri tanısı almış 50 hastaya ve 20 sağlıklı bireye ait lenfositten elde 

edilen DNA örneklerinde TNFA genindeki polimorfik bölgelere (c.-238G>A, c.-

308G>A, c.-806C>T, c.-857C>T, c.-863C>A, c.-1031T>C) özgü primerler ve bu 

bölgelere uygun restriksiyon enzimleri kullanılarak polimorfik değişiklikler RFLP 

yöntemiyle incelenmiştir. 

3.2.8.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PCR)  

TNFA geninin promoter bölgesinde bulunan c.-238G>A, c.-308G>A, c.-

806C>T, c.-857C>T, c.-863C>A, c.-1031T>C polimorfik değişikliklerin incelenmesi 

amacıyla lenfositten elde edilen DNA Tablo 3-7‟de verilen polimorfik bölgelere 

spesifik primerler yardımıyla sırasıyla Tablo 3-13 ve Tablo 3-14‟te verilen reaksiyon 

karışımı ve PCR koşulları kullanılarak çoğaltıldı. 
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Tablo 3-13: Polimorfizm deneylerinde kullanılan reaksiyon karıĢımı 

 

 

Tablo 3-14: Polimorfizm deneylerinde kullanılan PCR koĢulları 

 

 

3.2.8.2. Restriksiyon Enzim Kesim ĠĢlemleri 

PCR sonrası çoğaltılan örnekler Tablo 3-15„te verilen reaksiyon karışımı ve 

Tablo 3-1‟de verilen polimorfik bölgelere özgü restriksiyon enzimleri ile kesime 

uğratıldı. 

 

Tablo 3-15: Restriksiyon enzimleriye kesim iĢleminde kullanılan reaksiyon karıĢımı 
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Enzim kesim ürünleri 14 µl kesim ürünü ve 4 µl SSCP yükleme tampon karışımı 

olacak şekilde %15‟lik PAGE‟e yüklendi. 

3.2.9. Veri Analizi 

Allel ve genotip frekansları De-Finetti vaka-kontrol istatistik programı ile 

allelerin birbirleriyle olan ilişkileri SNPalyze programı yardımıyla değerlendirildi. 

Hastalara ait klinik parametrelerle promoter metilasyonu ve ekspresyon durumları 

arasındaki ilişkilerin anlamlılığı SPSS paket istatistik programları ile χ
2 

testleri (Yates, 

Fisher‟s exact) kullanılarak değerlendirildi. Bu parametrelerin hastalık riskiyle ilişkisi 

ise internette kullanıma açık olarak bulunan Odds ratio ve güven aralığı hesaplayan 

istatistik programı ile hesaplandı. 
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4. BULGULAR 

Çalışmamıza dahil edilen İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakültesi KBB 

Hastalıkları ve Baş-boyun Cerrahisi Anabilim Dalı‟na başvuran larenks kanseri tanısı 

almış 50 hasta ile kendisi ve ailesinde benin veya malin hikayesi bulunmayan 20 

sağlıklı bireyin demografik verileri sırasıyla Tablo 4-1 ve Tablo 4-2‟de, larenks kanserli 

hastalara ait klinik bilgiler Tablo 4-3‟te verilmiştir. 

 

Tablo 4-1: Larenks kanserli hastalara ait parametrelerin sayısal dağılımı 
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Klinikopatolojik verilere göre hastaların %98‟i erkek ve 45 yaş üstü bireylerden 

oluşmaktadır. Hastaların anatomik tutulum bölgesi olarak daha çok transglottik bölgede 

yayılım gösterdiği ve histopatolojik olarak tamamının yassı epitel hücreli, ileri evre 

olduğu görülmektedir. Sigara ve alkol kullanım oranı sırasıyla %88 ve %32 olarak 

bulundu. Hastaların %24‟ünde lenf nodu tutulumu görülürken %10‟unda nüks ve 

%8‟inde metastazla geri dönüş olduğu bildirilmiştir. 

 

Tablo 4-2: Sağlıklı bireylere ait demografik verilerin dağılımı 

 

 

Sağlıklı bireylerin %85‟i erkek olup, %45‟i 45 yaşın üzerindedir. %45‟i sigara, 

%15‟i alkol kullanmaktadır. 
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Tablo 4-3:Larenks kanserli hastalara ait klinik bilgiler  

overall t n m

SL 384 63 E Transglottik 4 4a 0 x (-) (+) (-) (+) Orta (-)

SL 385 55 E Supraglottik 4 2 2b x (+) (+) (-) (+) Orta (-)

SL 390 61 E Glottik 2 2 0 x (-) (+) (-) (-) iyi (-)

SL 396 51 E Transglottik 2 2 0 x (-) (+) (-) (-) Orta (-)

SL 411 48 E Transglottik 3 3 0 x (-) (+) (-) (+) Orta (-)

SL 417 65 E Glottik 3 3 0 x (-) (+) (-) (-) iyi (-)

SL 428 53 E Transglottik 3 3 0 x (-) (+) (-) (-) Orta (-)

SL 435 55 E Transglottik 4 4 1 x (+) (+) (-) (-) Orta (-)

SL 437 64 E Transglottik 4 4 0 X (-) (+) (-) (-) Orta (+)

SL 442 64 E Glottik 2 2 0 X (-) (+) (-) (+) iyi (-)

SL 452 63 E Transglottik 4 4 0 x (-) (+) (-) (+) Orta (-)

SL 454 58 E Transglottik 3 3 0 X (-) (+) (-) (-) Orta (-)

SL 455 54 E Supraglottik 4a 3 2a x (+) (+) (-) (-) Orta (+)

SL 456 46 E Glottik 3 3 0 x (-) (+) (-) (+) İyi (-)

SL 460 52 E Supraglottik 2 2 0 x (-) (+) (-) (+) Orta (-)

SL 461 65 E Transglottik 4a 4a 0 x (-) (+) (-) (-) İyi (-)

SL 493 53 E Glottik 4 4 x x (-) (+) (+) (-) iyi (+)

SL 495 67 E Supraglottik 4 2 2b x (-) (+) (-) (-) Az (-)

SL 497 62 E Glottik 3 3 0 x (-) (+) (-) (-) iyi (-)

SL 501 50 E Supraglottik 3 3 0 x (-) (+) (-) (-) iyi (-)

SL 507 58 E Glottik 3 3 0 x (-) (+) (-) (-) iyi (-)

SL 508 62 E Glottik 2 2 0 x (-) (-) (-) (-) iyi (-)

SL 510 71 E Transglottik 3 3 0 mx (-) (+) (+) (-) Orta (-)

SL 511 68 E Supraglottik 3 3 0 mx (-) (+) (-) (-) Orta (-)

SL 513 52 E Transglottik 4 4 2c mx (+) (+) (-) (+) Orta (+)

SL 515 59 E Transglottik 4 4 0 x (-) (+) (-) (-) Orta (-)

SL 522 68 E Transglottik 4 4 0 0 (-) (-) (-) (-) Orta (-)

SL 524 74 E Transglottik 4 3 2c x (+) (+) (-) (-) Az (+)

SL 527 58 E Supraglottik 3 3 n1 x (+) (-) (-) (-) Az (-)

SL 570 54 E Transglottik 3 t3 n0 mx (-) (+) (-) (+) İyi (-)

SL 573 50 E Transglottik 2 t2 n0 mx (-) (+) (-) (+) İyi (-)

SL 574 66 K Supraglottik 4a 3 2c x (+) (-) (-) (-) Orta (-)

SL 622 59 E Supraglottik 4a t4a n0 mx (-) (+) (-) (-) İyi (-)

SL 632 63 E Glottik 4a t4a n0 mx (-) (+) (-) (+) İyi (-)

SL 658 72 E Supraglottik 3 3 x mx (-) (+) (-) (-) Orta (-)

SL 680 55 E Glottik 4 4 0 mx (-) (-) (-) (-) Orta (-)

SL688 65 E Transglottik 3 3 0 mx (-) (+) (-) (-) Orta (-)

SL709 60 E Supraglottik 4 4 2a mx (+) (+) (-) (-) Az (-)

SL721 73 E Transglottik 4 4 2C mx (-) (+) (-) (-) Orta (-)

SL731 64 E Supraglottik 3 3 0 mx (+) (+) (-) (+) Orta (-)

SL 744 63 E Transglottik 4 4a n0 mx (-) (+) (-) (+) İyi (-)

SL 745 66 E Transglottik 4A 4a n0 mx (-) (+) (-) (-) Az (-)

SL 748 57 E Glottik 3 3 0 mx (-) (+) (-) (+) Orta (-)

SL 749 44 E Supraglottik 2 2 n0 mx (-) (+) (-) (-) Orta (-)

SL 754 51 E Supraglottik 2 2 n0 mx (-) (+) (-) (+) Az (-)

SL 762 46 E Supraglottik 2 2 0 mx (-) (+) (-) (-) Orta (-)

SL 764 54 E Transglottik 2 2 n0 mx (-) (+) (-) (-) iyi (-)

SL 766 45 E Transglottik 3 3 n1 mx (+) (+) (-)  (-) Orta (-)

NÜKS 

TAKİBİ
DIF. DER.LNT SİGARA MET. ALKOLYAŞ CİNS.

Supraglotttik

/  Glottik/ 

Transglottik

EVRE

HASTA 

NO 

 

*K:Kadın, E:Erkek, LNT: Lenf Nodu Tutulumu, Met: Metastaz, Dif. Der: Differansiasyon Derecesi) 
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4.1. TNFA Geninin Promoter Bölgesindeki Polimorfizmlerin Ġncelenmesi 

Larenks kanseri tanısı almış 50 hastaya ve 20 sağlıklı bireye ait periferik kandan 

elde edilen DNA örneklerinde TNFA genindeki polimorfik bölgelere (c.-238G>A, c.-

308G>A, c.-806C>T, c.-857C>T, c.-863C>A, c.-1031T>C) özgü primerler ve bu 

bölgelere uygun restriksiyon enzimleri kullanılarak gene ait polimorfik değişiklikler 

RFLP yöntemiyle incelendi. Örneklere ait genotip frekansları hastalığa yatkınlık 

açısından değerlendirilerek genotip dağılımları klinik bulgularla karşılaştırıldı. 

TNFA geninin promoter bölgesinde bulunan c.-238G>A tek nükleotit değişikliği 

incelenmiştir. -238. nükleotidin bulunduğu bölge uygun primerler yardımıyla 

çoğaltılarak 155 baz çifti (bp) uzunluğunda ürün elde edildi (Şekil 4-1).  

 

 

ġekil 4-1: c.-238G>A polimorfizm bölgesini içeren 155 bp’lik PCR ürünü 

 

PCR ürünü BamHI restriksiyon enzimi yardımıyla kesildi. Restriksiyon enzimi 

sadece guanin nükleotidinin bulunduğu bölgeyi keserek 130 ve 25 bp„lik enzim kesim 

ürününe neden olurken G>A değişimi sonucu enzim tanıma bölgesi ortadan kalkar. 

Kesim olmayacağından homozigot varyant genotip için 155 bp uzunluğunda tek bant 

heterozigot örnekler için 155, 130 ve 25 bp uzunluğunda üç fragment gözlenir (Şekil 4-

2) 

 

 

ġekil 4-2:c.-238G>A polimorfizmi BamHI enzim kesim ürünleri 

 

155 bp 

200 bp 

150 bp 

100 bp 

200 bp 

150 bp 

100 bp 

155 bp 

130 bp 

Hasta No       384       385      390       396      411      417     Marker 

GA        GA         GA       GG         GA         GA      Marker 
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TNFA geninin promoter bölgesindeki 308. nükleotidinde yer alan guanin 

nükleotidinin adenine değişimi bölgeye uygun primerler yardımı ile PCR sonrası 

gerçekleştirilen enzim kesimiyle incelendi.  

Elde edilen 147 bp‟lik PCR ürünü (Şekil 4-3) NcoI restriksiyon enzim kesimi 

homozigot varyantta tek bir fragment (147 bp) gözlenirken; yabanıl (wild) tip genotip 

için 122 ve 25 bp‟lik ürün ve heterozigot varyant için 147, 122 ve 25‟lik üç fragment 

saptandı. (Şekil 4-4) 

 

 

ġekil 4-3: c.-308G>A polimorfik bölgesini içeren 147 bp’lik PCR ürünü 

 

 

ġekil 4-4:c.-308G>A polimorfizmi NcoI enzim kesim ürünleri 

 

Promoter bölgede meydana gelen tek nükleotid polimorfizmlerinden biri de c.-

806C>T nükleotitte görülür. Değişikliğin gözlemlendiği bölge, uygun primerlerle 

çoğaltılarak (Şekil 4-5) MnlI enzimiyle kesime uğratıldı. Yabanıl tip genotipe sahip 

bireylerde 81, 40, 37, 26, 17 ve 9 bp‟lik altı fragment oluşurken homozigot varyantlarda 

81, 40, 37 ve 26 bp‟lik dört ürünün gözlemlenmesi gerekmektedir (Şekil 4-6). 

 

 

ġekil 4-5: c.-806C>T polimorfik bölgesini içeren 184 bp’lik PCR ürünü 

 

 

200 bp 

150 bp 

100 bp 

147 bp 

122 bp 

200 bp 

150 bp 

100 bp 

147 bp 

250 bp 

200 bp 

150 bp 
184 bp 

Marker        384         385        390          396          411         417     Hasta No 

Marker      GA        AA       GG       GA       GG       GG       GG        GA 

 

 

Hasta No   384      385     390     396      411    417      428      435    437    Marker 
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ġekil 4-6: c.-806C>T polimorfizmi MnlI enzim kesim ürünleri 

 

TNFA geninde promoter bölgede oluşan bir diğer polimorfik değişiklik -857‟de 

meydana gelir. c.-857C>T değişimi bu bölgenin uygun primerler kullanılarak PCR„ı 

sonrası oluşan ürünler Şekil 4-7‟da verilmiştir. PCR ürünleri TaiI enzimi yardımıyla -

857. bazda yalnızca guanin nükleotidinin olduğu genotipi tanıyarak 107 ve 21 bp‟lik iki 

fragment oluşturdu.  

 

 

ġekil 4-7: c.-857C>T polimorfik bölgesini içeren 128 bp’lik PCR ürünü 

 

Timin nükleotid değişikliği gözlenen fragmentte enzim tanıma bölgesi 

değiştiğinden ve restriksiyon enzimi bu bölgeyi tanıyıp kesemeyeceğinden 128 bp 

uzunluğunda tek bir fragment oluşumu gözlendi. Heterozigot varyant oluşumu 128, 107 

ve 21 bp‟lik üç fragment oluşumuyla tespit edildi (Şekil 4-8) 

 

 

ġekil 4-8: c.-857C>T polimorfizmi TaiI enzim kesim ürünleri 

 

110 bp 

67 bp 

34 bp 

26 bp 

81 bp 

40 bp 

37 bp 

26 bp 

17 bp 

150 bp 

100 bp 

50 bp 

128 bp 

150 bp 

100 bp 

50 bp 

128 bp 

107 bp 

Hasta No       384       385        390         396        411       417       Marker 

CC        TT      CC      CT     CC      CT      CC      CC      CC    Marker 

                     pUC mix 

CC             CC              CC              CC            Marker 
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-863. nükleotitte konumlanmış olan sitozin bazında meydana gelen 

polimorfizmin tespiti için öncelikle bölgeye spesifik primerlerle PCR gerçekleştirildi 

(Şekil 4-9). PCR ürünleri yine TaiI enzimiyle kesime uğratılarak C>A değişimi 

incelendi.  

 

 

ġekil 4-9: c.-863C>A polimorfik bölgesini içeren 147 bp’lik PCR ürünü 

 

Yabanıl tipte 125 bp uzunluğunda tek fragment, heterozigot varyantta 125, 101 

ve 34 bp‟lik üç fragment oluşurken homozigot varyantta 101 ve 34 bp‟lik iki adet 

fragment gözlendi (Şekil 4-10) 

 

 

ġekil 4-10: c.-863C>A polimorfizmi TaiI enzim kesim ürünleri 

 

-1031. nükleotitte meydana gelen T>C baz değişikliği bölgeye spesifik primerler 

kullanılarak PCR ile çoğaltıldı. Yabanıl tipte 251 ve 13 bp‟lik, heterozigot varyantta 

251, 180, 71 ve 13 bp‟lik ve homozigot varyantta ise 180, 71 ve 13 bp‟lik fragment 

gözlendi. PCR sonrası elde edilen DNA fragmentleri ile kesim sonrası oluşan ürünler 

sırasıyla Şekil 4-11 ve Şekil 4-12‟de verilmiştir. 

 

 

ġekil 4-11: c.-1031T>C polimorfik bölgesini içeren 264 bp’lik PCR ürünü 

200 bp 

150 bp 

100 bp 
135 bp 

200 bp 

150 bp 

100 bp 

125 bp 

101 bp 

300 bp 

250 bp 

200 bp 

264 bp 

Marker    384      385       390       396       411      417       428        Hasta No 

Hasta No       384       385        390       396      411       417     Marker 

CC      TT      CC    CT      CC     CT     CC    CT      CC     CC     Marker 



 44 

 

 

ġekil 4-12: c.-1031T>C polimorfizmi BbsI enzim kesim ürünleri 

 

TNFA geninin promoter bölgesinde meydana gelen polimorfizmlere ait genotip 

ve allel frekansları Tablo 4-4‟te gösterilmiştir.  

Allel ve genotip frekansları ile allelerin birbirleriyle olan ilişkileri De-Finetti 

vaka-kontrol istatistik programı ile değerlendirilmiştir. TNFA geninin promoter 

bölgesinde bulunan c.-238G>A, c.-806C>T, c.-857C>T ve c.-863C>A 

polimorfizmlerinin hastalar ve sağlıklı grup arasında hastalık riski açısından anlamlı bir 

ilişki bulunamamıştır. 

Hasta ve kontrol grubu, c.-308G>A polimorfizmi açısından karşılaştırıldığında 

GG genotipi hastalarda belirgin oranda sıklıkla görülürken A allelini taşıyan bireylerde 

riskin anlamlı ölçüde düşük olduğu dikkat çekmektedir (GG vs GA+AA: OR (%95 CI) 

= 0,19 (0,06-0,59), p=0,002, χ
2
=9,01). Normal allelin frekans dağılımı hastalarda 0,89, 

sağlıklılarda 0,87‟dir. Çalışma grubumuzda A allelinin frekans dağılımı hastalarda 0,11, 

sağlıklılarda ise 0,13‟tür. A alleli ile düşük hastalık riski arasında istatiksel anlamlılık 

görülmektedir (G vs A: OR (%95 CI) = 0,35 (0,14-0,85), p=0,018, χ
2
=5,63). 

c.-1031T>C polimorfizmi için C allelinin hasta ve kontrol grupları 

kıyaslandığında frekansı hasta grubunda 0,41, kontrol grubunda 0,57 olarak 

bulunmuştur. Genotip frekanslarına bakıldığında TC genotip frekansının hastalarda 

sağlıklılara oranla anlamlı derecede düşük olduğu görülmektedir (TT vs TC: OR (%95 

CI) = 7,00 (1,75-27,93), p=0,003, χ
2
=8,76).  

 

250 bp 

200 bp 

150 bp 

100 bp 

251 bp 

180 bp 

Marker    TC     TT      TC      TT      TC      TC     TT      TC      TC      TT 
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Tablo 4-4 : TNFA gen polimorfizmlerinin larenks kanserli hasta ve sağlıklı gruptaki 

genotip ve allel frekanslarının hastalık riski açısından analizi 

 

 

TNFA gen polimorfizmleri ile klinikopatolojik veriler karşılaştırılmıştır. Alkol 

kullanımı ile c.-1031T>C polimorfizmi arasındaki ilişki araştırıldığında mutant 

genotiplerin hastalık açısından avantaj sağladığı görülmektedir (p=0,024) (Tablo 4-5) 
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Tablo 4-5: c.-1031T>C genotip dağılımının alkol kullanımı ile iliĢkisi 

Alkol kullanımı TT TC+CC Fisher‟s p  

Kullanmıyor 
2 12 

0,024 
Kullanıyor 

19 17 

 

4.2. TNFA Geninin Semi-Kantitatif RT-PCR Sonuçları 

50 hasta ve 20 sağlıklı bireyden alınan doku örneklerinden elde edilen cDNA‟ 

semi-kantitatif RT-PCR deneyleri gerçekleştirildi. TNFA geninin ekspresyon 

durumunun tespit edilmesi amacıyla 3 ve 4.ekzon bölgelerinden 260 bp‟lik bölge 

çoğaltıldı (Şekil 4-13). 

 

 

ġekil 4-13: TNFA geni semi-kantitatif RT-PCR ürünleri 

 

TNFA geninde tümör dokuları ile normal doku karşılaştırıldığında hastaların 

%56‟sında TNFA gen ekspresyonu gözlenmemiştir. 

4.3. Restriksiyon Enzim Kesim Tekniği ile Metilasyon Profilinin Belirlenmesi 

50 larenks kanserli hastanın tümör ve eşlenik normal dokusu ile serum, tükürük 

örnekleri ve 20 sağlıklı bireyin normal dokusu ile serum, tükürük örneklerinden elde 

edilen DNA, aynı kesim bölgesini tanıyan metilasyona duyarlı HpaII ve metilasyona 

dirençli MspI restriksiyon enzimleri yardımıyla 37
o
C‟de 16-18 saat inkübasyona 

bırakıldı. Enzimlerden HpaII metillenmiş bölgeyi kesmezken MspI aynı bölgeyi kesme 

özelliğine sahiptir. HpaII enzimi metillenmiş bölgeyi kesemediğinden 216 baz çiftlik 

PCR ürünü oluşturur. Enzim kesimi sonrası örnekler uygun primerler yardımıyla 

çoğaltıldı. Şekil 4-14‟te 497 nolu hastaya ait tümör (T), eşlenik normal (N), serum (S) 

ve tükürük (Tü) örneklerinin enzim kesimi sonrası PCR ile çoğaltılan örnekleri 

260 bp 
300 bp 

250 bp 

200 bp 

Hasta No            570                  573                   680                   709           Marker 

          N          T          N          T          N         T          N          T   

 

 

 

 



 47 

gösterilmektedir. Kesim aşmasına dahil edilmeyen genomik DNA (U) örneklerinden 

elde edilen PCR ürünleri çalışmada pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. 

 

 

ġekil 4-14:TNFA geninin promoter bölgesinin restriksiyon enzim kesimi sonrası oluĢan 

metilasyon durumu ve PCR örnekleri 

 

TNFA promoter metilasyonu hastaların tümör, eşlenik normal dokusu ile serum 

ve tükürük örneklerinde görülme oranı sırasıyla %84(42/50), %56(28/50), %52(26/50) 

ve %54(27/50)‟tür (Şekil 4-15). Sağlıklı bireylerin normal doku, serum ve tükürük 

örneklerinde bu oran sırasıyla %65(13/20), %35(7/20) ve %40(8/20) olarak 

bulunmuştur (Şekil 4-16). 

 

 

ġekil 4-15: Larenks kanserli hastaların tümör, eĢlenik normal doku ile serum ve tükürük 

örneklerinde metilasyon görülme oranı 

 

300 bp 

250 bp 

200 bp 

150 bp 

100 bp 

216 bp 

      T                    N                       Tü                    S 

H   M   U      H     M     U     H      M     U     H     M     U   Marker     
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ġekil 4-16: Sağlıklı bireylere ait normal doku ile serum ve tükürük örneklerinde 

metilasyon görülme oranı 

 

Metilasyon durumu ile hastaların klinikopatolojik verileri karşılaştırıldığında 

sigara, alkol kullanımı, nüks ve metastaz durumu, lenf nodu tutlumu, anatomik tutulum 

bölgesi ile metilasyon durumu arasında anlamlı bir ilişki bulunamamıştır (p>0,05). 

Ancak evrelere göre metilasyon durumu incelendiğinde geç evrede (evre III- evre IV) 

TNFA geninde metilasyon görülme açısından istatistiksel olarak anlamlı olduğu 

metilasyon varlığının hastalık riskiyle ilişkili olabileceği bulunmuştur (p=0,023).  

4.4. Metilasyona bağlı ekspresyon durumundaki değiĢiklikler 

Metilasyona spesifik restriksiyon enzim kesimi ve semi-kantitatif RT-PCR 

sonucu TNFA geninde malin tümör dokusunda metilasyon gözlenen 42 hasta ve 

ekspresyon gözlenmeyen 28 hasta karşılaştırıldığında hastaların 21(%42)‟inde 

metilasyona bağlı ekspresyon durumunda azalma gözlenmiştir.  

4.5. Polimorfik genotiplerle metilasyon durumu arasındaki iliĢkinin incelenmesi 

Çalışmamızda larenks hastalarında incelenen polimorfik farklılıklar ve 

metilasyon durumları arasındaki olası ilişkiler araştırılmıştır. Bu değişiklikler kendi 

aralarında kıyaslanmıştır. c.-238G>A, c.-308G>A, c.-806C>T, c.-857C>T, c.-863C>A 
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ve c.-1031T>C polimorfik değişiklikler ile metilasyon durumu arasındaki ilişki 

incelendiğinde anlamlı bir fark gözlenmemiştir. 

4.6. Polimorfik farklılıkların birlikte bulunma durumları 

c.-238G>A, c.-308G>A, c.-806C>T, c.-857C>T, c.-863C>A ve c.-1031T>C 

polimorfik farklılıkları kontrol ve hasta grupları kendi aralarında karşılaştırıldı (Tablo 4-

6). Hasta-kontrol gruplarının haplotip analizi için SNPalyze programı kullanıldı.  

Hasta ve kontrol grupları arasında polimorfik değişikliklerin haplotip frekansları 

karşılaştırıldığında, c.-238G>A/c.-308G>A, c.-238G>A/c.-1031T>C, c.-308G>A/c.-

863C>A, c.-308G>A/ c.-1031T>C, c.-857C>T/c.-863C>A, c.-238G>A/c.-308G>A/c.-

857C>T, c.-238G>A/c.-308G>A/c.-863C>A, c.-238G>A/c.-308G>A/c.-1031T>C, c.-

308G>A/c.-857C>T/c.-1031T>C, c.-308G>A/c.-863C>A/c.-1031T>C haplotipleri için 

anlamlı derecede birbirleriyle ilişkili oldukları gözlendi.  

Tablo 4-6: Hasta ve kontrol gruplarında haplotip frekanslarının analizi 
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4.7. Polimorfik DeğiĢiklikler ile Metilasyona Bağlı Ekspresyon Durumu 

Arasındaki ĠliĢkinin Ġncelenmesi 

Polimorfik değişiklikler ile tümör dokusunda metilasyon ve buna bağlı 

ekspresyon seviyesinde azalma gözlenen hastalar ile bu hastalarda görülen polimorfik 

değişiklikler arasındaki ilişki incelendiğinde istatistiksel bir anlamlılık bulunamamıştır. 
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5. TARTIġMA 

Larenks kanseri baş-boyun kanserleri arasında en sık görülen 2. kanser tipidir. 

Erken aşamada tanı konulduğunda tedavi şansı olsa da geçtiğimiz 30 yıl içerisinde 

erken tanı, prognoz, nüks riski olan hastaları ayırt etmeye yönelik güvenilir 

biyobelirteçler bulunmamaktadır (42). Kanser oluşmadan önce genetik yatkınlığın 

belirlenmesi koruyucu tedavi açısından, kanser oluşumunda moleküler basamakların 

bilinmesi ve oluşan genetik ve/veya epigenetik değişikliklere yönelik tedavi önerilmesi 

hastalığın prognozu açısından önem arzetmektedir.  

Larenks kanserinin oluşumunda sigara, alkol, mesleki kimyasallara maruziyet en 

önemli etiyolojik faktörlerdir (53, 54). Bu etiyolojik faktörlerin genetik ve epigenetik 

değişikliklere neden olarak hücresel immuniteyi de baskıladığı bilinmektedir. Sitokinler 

doğrudan veya dolaylı malinite oluşumunda rol oynayan önemli inflamatuar aracılardır.  

Tümör Nekrozis Faktör-Alfa (TNFA) inflamatuar hastalıklarda görev yapan 

proinflamatuar sitokindir. Tümör hücrelerine karşı sitotoksik etkileri aktifleyerek 

immün yanıtı düzenler ve anjiyogenez ve apoptotik yolakların aktivasyonunda önemli 

rolü bulunmaktadır. Literatürde TNFA geninin promoter bölgesinde meydana gelen 

polimorfik değişiklikler meme (17), mide (18), prostat (19) ve kolorektal (20) kanser ile 

non-Hodgkin lenfomada (21) incelenmiş ve TNFA ekspresyon seviyesindeki artışın kötü 

prognoz ile ilişkili olduğu bulunmuştur. Ayrıca yapılan çalışmalarda popülasyona göre 

genetik yatkınlıklar belirtilmiştir. TNFA geninin promoter bölgesinde bulunan c.-

238G>A, c.-308G>A‟in tek nükleotidlik değişikliklerin Asya toplumunda hepatosellüler 

(160), kolorektal karsinom  (165) oluşumunda etkili olabileceği, farklı popülasyon olan 

Kafkas ve Afrika toplumunda ise serviks kanserinin gelişiminde rol oynayabileceği 

düşünülmektedir (162). c.-863C>A polimorfizmi özellikle Asya toplumunda gastrik 

(161), prostat (163), mesane (164) kanserlerine yatkınlıkla ilişkilendirilmiştir. 

Kanserde hem genetik hem de epigenetik değişikliklerin rol oynadığı 

bilinmektedir. Birçok kanser türünde TSG‟lerin promoter bölgelerindeki CpG adalarının 

metillenmesi sonucu bu genlerin görevini yerine getiremediği bilinmektedir. TNFA 

geninin promoter bölgesinde metilasyon ve buna bağlı ekspresyon seviyesinde azalma 

kolorektal (22), prostat (23) ve meme kanserlerinde (24) gözlenmiştir. 2012‟de Kim ve 

arkadaşları tarafından MCF7 hücre hatlarında global metilasyon seviyesi incelenmiş ve 
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TNFA geninin ve TNFA ilişkili yolaklarda görev alan genlerin hipermetile olduğu ve 

bunun meme kanserinin oluşumunda katkısının olabileceği düşünülmüştür (159). 

Çalışmamızda 50 larenks kanserli hastanın tümör, eşlenik normal doku, tükürük, 

ve serum örnekleri ile sağlıklı bireylere ait normal doku, tükürük ve serum örnekleri 

kullanılarak TNFA geninde metilasyona bağlı ekspresyon durumu incelenmiş TNFA 

geninin promoter bölgesinde meydana gelen c.-238G>A, c.-308G>A, c.-806C>T, c.-

857C>T, c.-863C>A ve c.-1031T>C polimorfik değişiklikleri incelenmiştir. 

TNFA geninin promoter bölgesinde metilasyon durumu incelendiğinde 

hastaların tümör dokularında %84 oranında metilasyon varlığı gözlendi. Ekspresyon 

seviyelerine bakıldığında ise hastaların %56‟sında TNFA gen ekspresyonunda azalma 

görüldü. Hastaların %42‟sinde tümör dokusunda metilasyon ve buna bağlı ekspresyon 

seviyesinde azalma gözlenmiştir. Metilasyon durumu ile hastaların klinikopatolojik 

verileri karşılaştırıldığında sigara, alkol kullanımı, nüks ve metastaz durumu, lenf nodu 

tutulumu, anatomik tutulum bölgesi ile metilasyon durumu arasında anlamlı bir ilişki 

bulunamazken (p>0,05) evrelere göre istatistiksel anlamlılık bulunmuştur. İleri evre 

hastalarda (evre III-IV), erken evre hastalara (evre I-II) göre metilasyon seviyesinde 

artış gözlenmiştir. 

Çalışmamızda TNFA geninin promoter bölgesinde bulunan c.-238G>A, c.-

857C>T ve c.-863C>A polimorfizmlerini hasta ve sağlıklı grup ile hastalık riski 

açısından değerlendirdiğimizde larenks kanseri ile arasında istatistiksel bir anlamlılık 

bulunamamıştır. Literatürde, c.-238G>A, c.-857C>T ve c.-863C>A tek nükleotid 

değişiklikleri birçok kanser türünde araştırılmış ve farklı popülasyonlarda farklı 

polimorfik değişikliklere rastlanmıştır. c.-238G>A, c.-308G>A tek nükleotid 

değişikliklerinin Asya toplumunda hepatosellüler (161), kolorektal karsinom (164) 

riskiyle ilişkili olabileceği, ayrıca bu polimorfik değişikliklerinin Kafkas ve Afrika 

toplumlarında serviks kanserine (166) yatkınlıkla ilişkili olabileceği düşünülmektedir.   

c.-863C>A polimorfizmi özellikle Asya toplumunda gastrik, prostat ve mesane 

kanserlerine yatkınlıkla ilişkilendirilmiştir. 

Çalışmamızda TNFA geninin promoter bölgesinde bulunan c.-806C>T 

polimorfizmi hasta ve sağlıklı grup ile hastalık riski açısından değerlendirdiğimizde 

larenks kanseri ile arasında istatistiksel bir anlamlılık bulunamamıştır. Literatüre 

baktığımızda bu polimorfizmi kanserde inceleyen bir çalışma mevcuttur. c.-806C>T 
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polimorfizmi, 2006 yılında Ho ve arkadaşları tarafından nazofarenks kanserinde 

araştırılmıştır (160). 23 hasta ve 52 kontrol grubu kullanılarak Tayvan popülasyonunda 

yapılan çalışmada 1 hasta ve 6 sağlıklı bireyde polimorfizme rastlanmış ve istatistiksel 

açıdan bir anlamlılık bulunamamıştır.  

Çalışmamızda, hasta ve kontrol grupları c.-308G>A polimorfizmi açısından 

karşılaştırıldığında GG ve GA genotipi hastalarda belirgin oranda sıklıkla görülürken 

AA genotipini taşıyan bireylerde hastalık riski açışından anlamlılık görülememiştir; 

ancak GA genotipine sahip bireylerde hastalık riskinin anlamlı derecede yüksek olduğu 

bulunmuştur GG vs GA+AA: OR (%95 CI) = 0,19 (0,06-0,59), p=0,002, χ
2
=9,01). 

Normal allelin frekans dağılımı hastalarda 0,89, sağlıklılarda 0,87‟dir. Çalışma 

grubumuzda A allelinin frekans dağılımı hastalarda 0,11, sağlıklılarda ise 0,13‟tür. A 

alleli ile düşük hastalık riski arasında istatiksel anlamlılık görülmektedir (G vs A: OR 

(%95 CI) = 0,35 (0,14-0,85), p=0,018, χ2=5,63). Literatürde meme (168), kolorektal 

(169) ve gastrik kanserli (170) hastalarda yapılan çalışmalarda çalışmamıza paralel 

olarak genotipik ve allelik farklılıklara sahip bireyler ile hastalık riski arasında ilişki 

olduğu bildirilmiştir. Meme kanserli hastalarda özellikle ileri evrede kanser riski ile 

TNFA c.-308G>A polimorfik değişikliğin GA heterozigot genotipiyle ilişkili olduğu 

rapor edilmiştir (168). 

c.-1031T>C polimorfizmi hasta ve kontrol gruplarında hastalık riski açısından 

karşılaştırıldığında TT genotipine hastalarda daha sık rastlanmakta ve TC genotipinde 

hastalık riski istatistiksel açıdan anlamlı olarak bulunmuştur (TT vs TC: OR (%95 CI) = 

7,00 (1,75-27,93), p=0,003, χ
2
=8,76). Literatürde c.-1031T>C polimorfizmi meme 

(168), kolorektal (169), mesane (164) kanserlerinde araştırılmıştır. Yapılan çalışmalarda 

TT ve CC genotiplerinin kanser oluşum riski ile ilişkili olduğu bulunmuştur. 

Polimorfik değişiklikler ile tümör dokusunda metilasyon ve buna bağlı 

ekspresyon seviyesinde azalma gözlenen hastalar ile bu hastalarda görülen polimorfik 

değişiklikler arasındaki ilişki incelendiğinde istatistiksel bir anlamlılık bulunamamıştır. 

Literatürde TNFA geninin metilasyona bağlı ekspresyon durumu ile polimorfik 

değişikliklerin birlikte incelendiği çalışma bulunmamaktadır. 

Sonuç olarak larenks kanserli hastaların tümör ve eşlenik normal doku 

örneklerinde literatürle uyumlu olarak TNFA geninin promoter bölgesinde meydana 

gelen metilasyon ve buna bağlı ekspresyon seviyesinde azalma gözlendi. TNFA gen 
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ekspresyon seviyesinde bu azalmanın kanserde ileri evrede (evre II, IV) istatistiksel 

anlamlı olduğunun bulunması kanser progresyonunda rol oynayabileceğini 

göstermektedir. Ayrıca çalışmamızda polimorfik değişiklikler incelendiğinde c.-

308G>A ve c.-1031T>C ile düşük hastalık riski arasında istatiksel anlamlılık 

gözlenmiştir. Bundan sonraki aşamada çalışılan hasta ve sağlıklı örnek sayısının 

artırılarak metilasyon varlığı ile buna bağlı ekspresyon durumu ve polimorfik 

değişikliklerin daha geniş hasta popülasyonunda incelenmesi hedeflenmektedir. 
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FORMLAR 

1-A GÖNÜLLÜ BİLGİLENDİRME FORMU 

 

1. ÇalıĢmanın Adı:    

Larenks kanserli hastalarda TNFA geninin promoter bölgesindeki polimorfik değiĢiklikler 

ile metilasyon ve ekspresyon durumlarının incelenmesi 

2. ÇalıĢmanın Amacı: 

Larenks kanserinde TNFA geninin ekspresyon ve metilasyon seviyeleri ile promoter 

bölgesindeki polimorfik farklılıkların hastalığın erken tanı ve tedaviye yanıtının 

izlenmesine olanak verecek biyomarker potansiyelinin araĢtırılması. 

3. ÇalıĢmanın Açıklanması:  

          İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakültesi KBB Hastalıkları ve Baş-boyun Cerrahisi 

Anabilim Dalı‟na başvuran ameliyat tarihinden önce onayı alınarak çalışmaya katılım için 

bilgilendirilmiş, gönüllü onamları alındıktan sonra hekimlerce zaten hastalıkları sebebiyle 

ameliyatlarına karar verilen  larenks kanseri tanısı almış 50 hastadan ameliyat öncesinde 

alınacak serum(7-10 cc) ve tükürük(20mL) örnekleri ile ameliyat sırasında alınacak 0,5 cm 

büyüklüğünde tümör ve eşlenik normal doku hem metilasyon/ekspresyon hem de polimorfizm 

deneylerinde kullanılmak üzere toplanacaktır. Ayrıca çalışmamızda sağlıklı kontrol olarak 

kendisi ve ailesinde benin veya malin hikayesi bulunmayan; metilasyon/ekspresyon 

deneylerinde kullanılmak üzere İ.Ü. İstanbul Tıp Fakültesi KBB Hastalıkları ve Baş-boyun 

Cerrahisi Anabilim Dalı‟na başvurmuş horlama cerrahisi (uvulopalatopharingoplasty (UPPP)) 

uygulanmasına zaten hekimlerce karar verilmiş 20 sağlıklı bireye ait ameliyat sırasında alınacak 

0,5 cm normal doku, ameliyat öncesinde alınacak serum (7-10 cc) ve tükürük (20mL) örnekleri 

toplanacaktır. 

Tüm örneklerden laboratuvar koşulları altında öncelikle periferik kandan serum ve lenfosit 

ayrılması ve serum, lenfosit ve tükürük örneklerinden elde edilecek hücrelerden ve normal ile 

tümör dokularından fenol/kloroform ekstrasyonu metodu ile DNA elde edilecek ve sonra 

DNA‟ların elektroforetik kalite kontrolü yapılacak ve spektrofotometrik ölçümleri 

gerçekleştirilecektir. Daha sonra elde edilen DNA örneklerinden restriksiyon enzim kesimi 

tekniği ile PCR yöntemi uygulanacak ve sonuçlar değerlendirilecektir. Bahsedilen tüm 

uygulamalar kesinlikle hasta üzerinde değil, hastaya ait materyal üzerinde ve laboratuvar 
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ortamında gerçekleĢtirilecektir. Hasta üzerinde hasta ile direk bir çalıĢma olmadığından 

çalıĢmanın herhangi bir riski bulunmamaktadır. Elde edilen sonuçlar, hastaların klinik ve 

patolojik bulgularıyla ilişkileri açısından değerlendirilerek bunların klinikte birer marker olarak 

kullanılabilirliği araştırılacaktır.  

4. ÇalıĢmanın Planlanan Süresi, BaĢlangıç ve BitiĢ Tarihleri: 01.02.2016-01.02.2018 

5. Açıklamalar: Bu çalışmaya gönüllü olmaya karar verirseniz bu bilgilendirilmiş onay olur 

(onay) formunu imzalamanız gerekecektir. Sadece kendi rızanız ile hiçbir baskı ve zorlama 

olmaksızın bu temel bilim araştırmasına ameliyat esnasında alınacak doku materyaliniz ve 

doktorunuza danışılarak bir hemşire tarafından alınacak 7-10 cc.‟lik kan ve 20 mLliktükürük 

örneğiniz ile  katılacaksınız. Kan alma sırasında kan alınan bölgede acı, morarma, kanama ya da 

diğer rahatsızlıklar meydana gelebilir, fakat bu güçlüklerin en aza indirilmesi için gereken 

önlemler alınacaktır. Sizden ayrıca araştırmaya yardımcı olacak bazı kişisel bilgileriniz 

istenebilir. Bilgilerinizin gizliliği uygulanmakta olan yasalar ve yönetmeliklerin izin verdiği 

ölçüde kullanılacaktır. Etik kurullar inceleme amacıyla medikal kayıtlardaki kişisel medikal 

bilgilerinize ve bu çalışmadan elde edilen bilgilere erişebilirler. Medikal bilgilerinize erişim 

çalışma için gereken verilerin toplanması ve işlenmesiyle sınırlı olacaktır. Mutlak gizlilik 

garanti edilemez.  Araştırma amaçlı bu çalışmanın sonuçları bilimsel toplantılarda ya da 

yayınlarda sunulabilir, ancak bu sunumlarda sizin kimliğiniz açıklanmayacaktır. Ayrıca sizden 

araştırma ile ilgili olarak herhangi bir maddi talepte bulunulmayacak ve size de herhangi bir 

ücret ödenmeyecektir. Katılmaya karar verdikten sonra da herhangi bir zamanda bu çalışmaya 

katılma için olurunuzu geri çekebilir ve çalışmadan çıkabilirsiniz. Bu karar medikal tedavinizi 

etkilemeyecektir.  Ayrıca bu araştırmaya katılmaya karar verdiğiniz takdirde ileriye dönük 

olarak hastalığınız hakkında elde edilecek bilgilerle bilim dünyasına konuyla ilgili olarak 

önemli derecede katkı sağlayacağınız kesindir. Gönüllü olmaya karar verdiğiniz ve bu 

bilgilendirilmiş gönüllü onay ve rıza formunu imzaladığınız takdirde yukarıda yazılanları 

okuyup kabul ettiğinizi ve hiçbir baskı ve zorlama olmaksızın ailenizin bilgisi dahilinde sadece 

kendi rızanız ile karar verdiğinizi onaylamış olacaksınız.    

      Herhangi bir soru ya da sorun olduğu taktirde ilgili araştırıcıya ( Uzm.Dr. Murat Ulusan 

veya Dr. Can Doruk) İ.Ü. İstanbul Tıp Fakültesi, Kulak Burun Boğaz A.B.D. 0212 414 20 00 / 

31674 nolu telefondan ulaşabilirsiniz. 
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1-B- GÖNÜLLÜ ONAY FORMU 

Gönüllünün/Katılımcının/Hastanın Beyanı: Sayın Uzm.Dr. Murat Ulusan veya Dr. Can 

Doruk tarafından İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakültesi, Kulak Burun Boğaz Hastalıkları 

ABD'de tıbbi bir araştırma yapılacağı belirtilerek bu araştırma ile ilgili yukarıdaki bilgiler bana 

aktarıldı. Bu bilgilerden sonra böyle bir araştırmaya “katılımcı” (denek) olarak davet edildim. 

Eğer bu araştırmaya katılırsam hekim ile aramda kalması gereken bana ait bilgilerin gizliliğine 

bu araştırma sırasında da büyük özen ve saygı ile yaklaşılacağına inanıyorum. Araştırma 

sonuçlarının eğitim ve bilimsel amaçlarla kullanımı sırasında kişisel bilgilerimin ihtimamla 

korunacağı konusunda bana yeterli güven verildi. Projenin yürütülmesi sırasında herhangi bir 

sebep göstermeden araştırmadan çekilebilirim. (Ancak araştırmacıları zor durumda bırakmamak 

için araştırmadan çekileceğimi önceden bildirmemim uygun olacağının bilincindeyim) Ayrıca 

tıbbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi koşuluyla araştırmacı tarafından araştırma dışı 

da tutulabilirim. Araştırma için yapılacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk 

altına girmiyorum. Bana da bir ödeme yapılmayacaktır. İster doğrudan, ister dolaylı olsun 

araştırma uygulamasından kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir sağlık 

sorunumun ortaya çıkması halinde, her türlü tıbbi müdahalenin sağlanacağı konusunda gerekli 

güvence verildi. (Bu tıbbi müdahalelerle ilgili olarak da parasal bir yük altına girmeyeceğim). 

Araştırma sırasında bir sağlık sorunu ile karşılaştığımda; herhangi bir saatte,   Uzm.Dr. Murat 

Ulusan veya Dr. Can Doruk‟u, 02124142000 / 31674 nolu telefon ve İstanbul Tıp Fakültesi, 

KBB Hastalıkları ABD„dan arayabileceğimi biliyorum. Bu araştırmaya katılmak zorunda 

değilim ve katılmayabilirim. Araştırmaya katılmam konusunda zorlayıcı bir davranışla 

karşılaşmış değilim. Eğer katılmayı reddedersem, bu durumun tıbbi bakımıma ve hekim ile olan 

ilişkime herhangi bir zarar getirmeyeceğini de biliyorum. Bana yapılan tüm açıklamaları 

ayrıntılarıyla anlamış bulunmaktayım. Kendi başıma belli bir düşünme süresi sonunda adı geçen 

bu araştırma projesinde “katılımcı” (denek) olarak yer alma kararını aldım. Bu konuda yapılan 

daveti büyük bir memnuniyet ve gönüllülük içerisinde kabul ediyorum. İmzalı bu form 

kağıdının bir kopyası bana verilecektir. 

Yukarıda gönüllüye araĢtırmadan önce verilmesi gereken bilgileri gösteren metni 

okudum. Bunlar hakkında bana yazılı ve sözlü açıklamalar yapıldı. Bu koĢullarla söz 

konusu klinik araĢtırmaya kendi rızamla hiçbir baskı ve zorlama olmaksızın katılmayı 

kabul ediyorum. 

Gönüllünün Adı-soyadı,  İmzası,  Adresi (varsa telefon no., faks no,...)    Tarih 

 

Velayet veya vesayet altında bulunanlar için veli veya vasinin Adı-soyadı, İmzası, Adresi (varsa 

telefon no., faks no,...) 

 

Açıklamaları yapan araĢtırmacının  Adı-soyadı, Ġmzası  Tarihi 
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Rıza alma iĢlemine baĢından sonuna kadar tanıklık eden kuruluĢ görevlisinin Adı-soyadı, 

Ġmzası, Görevi 
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ETĠK KURUL KARARI 



 77 



 78 

 



 79 

 



 80 

PATENT HAKKI ĠZNĠ 
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TELĠF HAKKI ĠZNĠ 

 




