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OZET

Comert, S. Larenks kanserli hastalarda TNFA geninin promoter bdlgesindeki polimorfik
degisiklikler ile metilasyon ve ekspresyon durumlarinin incelenmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul. 2017.

Larenks kanserleri, bas-boyun kanserleri arasinda en yaygin olarak goriilen ikinci
kanser tipidir. Larenks kanserlerinin etiyolojisinde sigara, alkol gibi fiziksel ve kimyasal
karsinojenlerin zararli etkisine maruz kalmak gibi ¢evresel etkenler gdzlenmekte, bunlar
ayni zamanda hiicresel immuniteyi de baskilamaktadir. Gliiniimiizde larenks kanserinde
erken tani, prognoz, nilks riski olan hastalar1 ayirt etmeye yonelik giivenilir
biyobelirtegler bulunmamaktadir.

Calismamizda 50 larenks kanserli hastanin tiimor, eslenik normal doku ve viicut sivilar
(tiiktiriik, serum) ile 20 saglikli bireye ait normal doku ve viicut sivilar (tiikiiriik, Serum)
kullanilarak TNFA geninde metilasyona bagli ekspresyon durumu ile promoter
bolgesinde bulunan c.-238G>A, ¢.-308G>A, ¢.-806C>T, ¢.-857C>T, c.-863C>A ve c.-
1031T>C polimorfizmleri incelenmistir.

Hastalarin %84’tinde TNFA geninin promoter bdlgesinde metilasyon gozlenirken,
%56’sinda  TNFA gen ckspresyonunda azalma goriilmiistiir. Metilasyon goriilen
hastalarin %42’sinde metilasyona bagli ekspresyon durumunda azalma gozlenmistir.
Metilasyon varligi ile hastalarin klinikopatolojik verileri karsilastirildiginda ileri evre
hastalarda (evrelll-1V), erken evre hastalara (evrel-1I) gore metilasyon varlig
goriilmistiir. TNFA gen polimorfizmleri ile hasta ve saglikli gruptaki genotip ve allel
frekanslar1 degerlendirildiginde ¢.-308G>A ve ¢.-1031T>C polimorfizmlerinin hastalik
riski agisindan istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur. Hasta ve kontrol gruplari
arasinda polimorfik degisikliklerin haplotip frekanslar1 incelendiginde ise, C.-
238G>A/c.-308G>A, c.-238G>A/c.-1031T>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 kombinasyonlarinin anlamli
derecede hastalik riski ile iligkili olduklar1 g6zlenmistir.

TNFA geninde gozlenen metilasyona bagli olarak ekspresyon yoklugunun ve
polimorfik farkliliklarin larenks karsinogenezi ile iliskili oldugu disiiniilmektedir.
Caligmamiza daha genis hasta grubunda devam ederek istatistiksel anlamlilig1 arttirmay1
hedeflemekteyiz.

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

Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir. (Proje numarasi: i{U-BAP-TYL-2017-23885)
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ABSTRACT

Comert 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, ¢.-806C>T, c.-
857C>T, ¢.-863C>A, ¢.-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
(stagelll-1V), compared to early stage patients (stagel-11). When we compared allele and
genotyp frequencies, -308 G> A and ¢.-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, ¢.-308G>A/c.-863C>A, ¢.-308G>A/ ¢.-1031T>C, ¢.-857C>T/c.-863C>A, c.-
238G>A/c.-308G>A/c.-857C>T, ¢.-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.

This work was supported by Scientific Research Projects Coordination Unit of Istanbul
University. Project number: (IU-BAP-TYL-2017-23885)



1. GIRIS VE AMAC

Kanser diinyada kardiovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6liim sebebi olmasi
acisindan 6nemli bir saglik problemidir (1). Tiirkiye Kanserle Savas Daire Baskanligi
tarafindan 2014 yilinda kanser insidansi yiiz binde 210,2 olarak bulunmustur. Uluslarasi
Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan GLOBOCAN 2012 diinya kanser
istatistiklerine gore toplam 14,1 milyon yeni kanser vakasindan 8,2 milyon kansere
bagh 6lim gergeklesmistir (2). Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu (THSK), Kanser Daire
Bagkanlig1 tarafindan Tirkiye Birlesik Veri Tabani’nda yaymlanan 2014 yili
degerlendime sonuglarina gore kanserin yasa ve cinsiyete gore dagilimi Tablo 1-1’de

gosterilmistir (3).

Tablo 1-1:Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan GLOBOCAN-2012
verilerine gore Tiirkiye’nin durumu (Deri Disinda Kalan Kanserlerin Yasa Gore
Standardize Edilmis Oranlari)

Erkek* Kadin*
Diinya 204,9 165,2
TARC’a iiye 24 iilke 235,4 192,1
AB (28 iilke) 311,3 2414
ABD 347,0 297,4
Tiirkiye** 220,3 156,8
*100.000 kiside yasa gore standardize edilmis oran **Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2014

Tim kanser vakalarinin %4’tinii olusturan bas-boyun kanserleri diinya ¢apinda
goriilme siklig1 agisindan 6. sirada yer almaktadir. Bag-boyun kanserlerinin yaklasik
%090°1, yassi epitel hiicreli (YEH) karsinomlardir. Larenks kanseri, bag-boyun kanserleri
arasinda en yaygin olarak goriilen ikinci kanser tipi olup yaklasik %95°’1 YEH den
koken almaktadir (1, 4- 6).

Larenks kanserinin etiyolojisinde c¢evresel etkenler olarak sigara, alkol ile
fiziksel ve kimyasal karsinojenlerin zararli etkileri gézlenmektedir. Bu faktorler ayn

zamanda hiicresel immuniteyi de baskilamaktadir (7). Sitokinler dogrudan veya dolaylh



olarak malinite gelisiminde agag1 yonli sinyal yolaklarii aktive eden diizenleyici agin
bir pargast olan Onemli inflamatuar aracilardir. Sitokinleri ve bunlarin reseptdrlerini
kodlayan genlerin daha ¢ok promoter bolgelerinde bulunan tek niikleotit
polimorfizmleri (SNPs) ile insan kanser yatkinligin1 gosteren kanitlar bulunmaktadir (8-

11).

Tiimor Nekrozis Faktor Alfa (TNFA) inflamatuar ve infeksiyoz hastaliklarda
gorev alan proinflamatuar sitokindir (12). TNFA geni 6. kromozomda yer alan major
histokompatibilite kompleks siif-III gen bolgesi i¢inde yer alir. Bu gen normalde
hiicresel immiinitede konagin yararina hareket ederken, kontrolsiiz ve asir1 iiretimi
tiiberkiiloz, diyabet, hepatit B gibi hastaliklarin gelisimi ile iliskili olabilir (13-16).
Tiim6r hiicrelerine karsi polimorfoniikleer 16kositleri ve sitotoksik etkileri aktifleyerek

immun yanit1 diizenler, ayrica anjiogenez ve apoptozda da gorev alir (13-16).

TNFA gen polimorfizmleri g¢esitli kanserlere yatkinlikla iligkilidir (12).
Literatirde meme (17), mide (18), prostat (19), kolorektal kanserler (20) ve non-
Hodgkin lenfoma (21) ile bu genin polimorfik degisiklikler arasindaki iligki
incelenmistir. TNFA gen ekspresyon seviyesinin artisinin kotii prognoz ile iliskili
oldugu bulunmustur (13, 18, 22). Literatirde TNFA gen polimorfizmleri ile larenks

kanseri arasindaki iligkiyi inceleyen herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Kanserde hem genetik hem de epigenetik degisiklikler rol oynamaktadir. Birgok
kanser tlirinde tiimor baskilayici genlerin (TSG) promoter bélgelerindeki CpG
adalariin metillenmesi sonucu bu genlerin gorevini yerine getiremedigi ve ekspresyon
seviyelerinde buna bagl degisiklikler oldugu gosterilmistir (22-25). Literatiirde, TNFA
gen promoter metilasyonu ve buna bagli ekspresyon seviyesindeki degisimler ile
kolorektal (22), prostat (23), meme (24) ve serviks (25) kanserleri arasindaki iligkiyi
inceleyen ¢aligsmalar mevcuttur. Ancak larenks kanseriyle iligkisini inceleyen calisma

literatiirde bulunmamaktadir.

Projemizde, larenks bolgesinde yassi epitel hiicreli karsinom tanis1 almis 50 hastadan
alman timor, eslenik normal doku, tiikiirik ve serum ornekleriyle; kendisinde ve
ailesinde malin ya da benin hikayesi bulunmayan 20 saglikli (kontrol) bireye ait normal
mukoza, tiikiiriik ve serum Orneklerinde TNFA geninin promoter bolgesinde bulunan
polimorfik degisiklikler [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.-



986C>T), ¢.-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 diizeyi ve buna bagli ekspresyon seviyeleri
incelenmis olup elde edilen veriler ile klinikopatolojik parametreler karsilastirilmistir.
Larenks kanserinde hem TNFA gen polimorfizmleri hem de promoter metilasyon diizeyi
ve buna bagli ekspresyon seviyeleri arasindaki iliskiyi inceleyen ¢alismanin literatiirde
bulunmamaktadir. Bu da projemizin orjinalligi ve 0zgiin degerini arttirmaktadir.
Projemizde TNFA geninin biyobelirte¢ olarak kullanim potansiyelinin belirlenerek non-

invaziv yontemlerle tani, teshis, tedavi takibinde kullanilabilirligi aragtirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Kanser olusumu, genetik ve epigenetik degisikliklerin neden oldugu hatalarin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikan ¢ok basamakli bir siiregtir (26). Bu siiregte kanser hiicreleri,
tiimore 6zgl biiyiime sinyalinin siirekli olmasi, siirekli boliinme, hiicre 6liimiine direng
gelistirme, biiylimeyi baskilayict mekanizmalardan kagis, anjiogenezin indiiklenmesi,
invazyon ve metastaz yapabilme, mutasyon olusumu ve genomik kararsizlik, enerji
metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi, bagisiklik sisteminden kagis ile anjiogenez

gibi 6zellikler kazanirlar (27).

Kanser olusumunda nokta mutasyonlari, delesyonlar ve translokasyonlar gibi
genetik degisikliklerin rol oynadigi bilinmektedir (26). Bununla birlikte genetik
mekanizmalar kadar epigenetik mekanizmalarinda kanser olusumuna katkisinin oldugu

literatiirdeki ¢alismalarda gosterilmistir (22-25).

Projemiz ile ilgili olan genetik mekanizmalardan tek niikleotid polimorfizimleri,
epigenetik mekanizmalardan DNA metilasyonu ve buna bagli ekspresyon kaybi ayrintili

olarak anlatilmistir.

2.1. Epigenetik

Epigenetik terimi, yaygin bir genotipe ragmen fenotipik farkliliklara neden olan
genlerde ve gen iirlinlerinde meydana gelen ¢esitli degisiklikleri tanimlamak igin
1942°de Waddington tarafindan baglangigta embriyonik gelisimde epigenetigin roliinii
incelemesiyle ortaya ¢ikti (28). Bununla birlikte epigenetigin tanimi, ¢ok cesitli
biyolojik siireglerle iliskilendirilereck zamanla degismistir. Giiniimiizde DNA’nin
kodlanan dizisindeki degisikliklerden bagimsiz gen ekspresyonunda meydana gelen
kalitsal degisimler olarak tamimlanmaktadir. Bu kalitsal degisiklikler genelde
farklilasma esnasinda gerceklesir ve bu genetik bilgiyi tasiyan hiicrelerin boliinmesiyle

stireklilik tagir (29, 30).

DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, kromatin yeniden diizenlenmesi ve
mikroRNA'larla yeniden diizenlenme gibi epigenetik mekanizmalar, normal memeli

gelisiminde ve gen ifadesinin diizenlenmesinde rol oynar (31).

Kalitsal olarak olusan epigenetik degisiklikler, gesitli sinyal yollarinin uygun

olmayan bir sekilde aktivasyonuna veya inhibisyonuna neden olabilir. Bu degisiklikler



psikiyatrik, norolojik ve norodejeneratif hastaliklar, astim, diyabet, immiino-inflamatuar
hastaliklar ve kanser de dahil olmak iizere bir¢cok hastaliga neden olabilmektedir (29,
32, 33).

2.1.1. DNA Metilasyonu
Son yillarda yapilan ¢alismalarda DNA metilasyonu, promoter hipermetilasyonu
ve genom c¢apinda hipometilasyon olmak ftizere iki biiyiik degisiklik seklinde

gosterilmistir.

DNA metilasyonu CpG diniikleotitlerindeki sitozin bazinin 5 numarali karbon
atomuna DNA Metil Transferazlar (DNMT) tarafindan metil grubunun aktarilmasiyla
gerceklesir. CpG dintikleotidleri genellikle uzun tekrarli dizilerde ve genlerin promoter
bolgesinde CpG adaciklart seklinde bulunurlar. Bu bolgelerin metilasyonu ile genlere
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi engellenerek gen ifadesi susturulur (34-37).
Bunun aksine promoter bolgesinde bulunan yiiksek CG oranina sahip CpG adalarinda

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

Genlerin  promoter bolgelerinde meydana gelen metilasyon ile gen
ekspresyonunun durmasi embriyonik donemde gen ekspresyonunun diizenlenmesinde
hiicrelerde ortaya ¢ikan normal bir olaydir. Bununla birlikte, TSG’lerin anormal DNA
metilasyonunun neoplastik doniisiimde rol oynadigi gosterilmistir (38, 39). TSG’lerde
meydana gelen hipermetilasyon ile kanser olusumu arasindaki iliskiyi inceleyen bir¢ok
calisgma bulunmaktadir. TSG’lerin hipermetilasyonu ilk olarak retinablastom (Rb)
geninde gosterilmistir. Yapilan ¢aligmada herhangi bir mutasyon olmadan Rb geninin
%10 oraninda metilasyona rastlanmistir (37, 40). Daha sonra yapilan ¢alismalarda VHL,
CDKN2A ve BRCAL1 gibi birgok TSG’nin hipermetilasyon yoluyla inaktif hale geldigi
bildirilmigtir (41-43). TSG’lerin promoter bdlgelerinde hipermetilasyon kanser
hiicrelerinin  6zelliklerinden biri olmasina ragmen, onkogenlerde meydana gelen
hipometilasyonda kanser olusumuna neden olan mekanizmalardan biridir (44). Genlerin
DNA hipometilasyonu sonucu asir1 eksprese oldugu bilinmektedir. Kanser ile DNA
hipometilasyonu arasindaki iliskinin incelendigi ilk genlerden biri Ras onkogenidir (44).
Ayrica hipometile oldugu bilinen TLX1, MAGE gen ailesi, CAGE1, PLAU, SAIl,
SERPINBS ve SNCG gibi birgok genin kanser olusumuna neden oldugu
diistiniilmektedir (45, 46).



2.2. Tek Niikleotid Polimorfizmi
Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP), popiilasyonda yaygin olarak (>% 1)
gozlenen tek baz ¢ifti degisiklikleridir ve bunlarin belirlenmesi insan genetik

hastaliklarinin tedavisi ve dnlenmesinde 6nemli bir etkiye sahiptir (47-49).

Genom ¢apinda yapilan ¢alismalar (GWAS) sonucu polimorfik degisikliklerin
kanserler de dahil gesitli hastaliklara yatkinlik ve hastalik riski ile iliskili oldugu
bulunmustur. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada gen ekspresyonunda onemli roli
olan transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanma boélgelerine erisimin bu bdlgelerde

meydana gelen polimorfizmler sonucu farklilik gosterebilecegi bulunmustur (50).

Polimorfizmin gen promoter bolgesinde olugmasi sonucu transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasin1 zorlagtirabilir. Bu bolgede olusan SNP bir CpG ile
sonuglaniyorsa gen ifadesini baskilayabilir ya da CpG’nin ortadan kalkmasiyla

sonuglaniyorsa gen ifadesinde artisa neden olabilir (47, 51)

Epigenetik varyasyon, genetik varyasyon ve fenotip arasindaki islevsel iliskileri
anlamaya yonelik gelecek calismalar, hastaliklarin nedenlerini belirlememize yardimci
olabilir. Herhangi bir kanserdeki molekiiler degisiklikleri degerlendirirken genetik ve
epigenetik degisiklikleri birlikte incelemenin 6nemi ¢ok biiyiiktiir; ¢iinkii degisikliklerin
kombinasyonu, kanser biyolojisine herhangi bir tek yonlii yaklasimdan daha iyi bir

kavrayis sunar.

2.3. Larenks Kanseri

2.3.1. Larenksin Anatomisi
Larenks, boynun 6n tarafinda 3-6. boyun vertebralar yiiksekliginde, dil kokii ile

trakea arasinda bulunur.

Neoplastik hastaliklarin  degerlendirilmesi ve tedavisi amaciyla larenks {i¢

anatomik alt bolgeye ayrilir (Sekil 2-1) (52).

-Supraglottik bolge; larenks epiglottis, yalanci vocal kord, ventrikiiller,

ariepiglottik foldlar ve aritenoidleri igerir.
-Glottik bolge; gercek vokal kord, pasterior ve anterior kommistirleri igerir.

-Subglottik bolge; gercek vokal kordun serbest kenarnin 1 cm altindadir ve

krikoit kikirdagin veya birinci trakeal halkanin alt sinirina kadar uzanur.



Epiglottik kikirdak
— Supraglottik blge
A~ Vokal kord Larenks
"\ Glottik bsige
B Subglottik bolge

Osofagus -
Trakea

Sekil 2-1:Larenks kanserinin anatomisi

2.3.2. Larenks Kanserinin Epidemiyolojisi

Larenks kanseri bas-boyun kanserleri arasinda en sik goriilen 2. kanser tipidir.
IARC tarafindan yayinlanan son bildiride diinyada, biitiin kanserler i¢inde goriilme
siklig1 agisindan 20. sirada yer alirken GLOBOCAN 2012 verilerine gore Tiirkiye’de
goriilme sikligr agisindan 14. sirada (Sekil 2-2) yer almaktadir (2, 3).
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Sekil 2-2: Tiirkiye’de her iki cinsiyete gore larenks kanseri dagilimi



2.3.3. Larenks Kanserinin Etiyolojisi

Larenks kanserinin olusum nedeni tam olarak tanimlanamamakla birlikte kanser
gelisimine neden olan bazi risk faktorleri tahmin edilmektedir. Diinyada insidansi
giderek artmaktadir ve bu artisin genellikle tiitiin ve alkol tiiketimindeki degisikliklerle
iliskili oldugu kabul edilmektedir (53, 54). Sigara i¢imi, asir1 alkol tiiketimi ile st
aerodinamik yolun skuaméz hiicreli kanserlerinin gelisimi arasinda acik bir iligki
kurulmustur ve larenksin bu etiyolojik faktorlere en duyarli olan organ oldugu one
strilmiistiir (55, 56). Larenks kanseri gelisim riski sigara igenler icin sigarayi
biraktiktan sonra azalmakta, ancak yillar sonra da igmeyenlere kiyasla kansere
yakalanma orani yiiksek olmaktadir (57). Sigara ve alkol maruziyetinin larenks
kanserinde primer etiyolojik faktor (58-60) olmasiyla birlikte irritan kaynakli larengeal

inflamasyon ve uzun siireli ses kayb1 larenks kanseri gelisimine neden olabilir (61).

Titiin maruziyeti ve alkol tiiketimi bas-boyun kanserlerinin yaklasik %75-
%80'inin etiyolojik nedeni olmasina ragmen, HPV enfeksiyonu tiim bas ve boyun
kanserlerinin %20-25'inde etiyolojik olarak baglantihdir (62-64). Larenks kanserinde,
HPV DNA prevalansinin%3 ile %47 arasinda degistigi bildirilmistir (65). Bununla
birlikte, HPV ile larenks kanseri arasinda kesin bir iliski kurulmadan 6nce daha ileri

caligmalarin gerekli oldugu bildirilmistir (66)

Larenks kanseri i¢in diger risk faktorleri komiir tozu, sert alasim tozu, klorlu
solvent (67), asbest (68), inorganik asitler, ¢cimento tozu ve serbest kristal silika gibi

mesleki maruziyet sonucu olusabilir (69, 70).

Larenks kanseri olusumunda beslenme faktorlerinin de rol oynadig:
diigiiniilmektedir. Tuzlu et ve total yag alimmin larenks kanseri riskinde artiga neden
oldugu (71) ve gastro6zofageal refliiniin de belirlenmis bir risk faktorii oldugu
bildirilmistir (72).

2.3.4. Larenks Kanserinin Histopatolojisi
Histolojik olarak larenks kanserinin yaklasik %95’ini YEH’li karsinomlar
olusturur. Diskeratoz, atipi, larengeal intraepitel neoplazma ve displazi gibi lezyonlarin

hafif displaziden in situ karsinoma doniisiim riski olduga fazladir (73).



2.3.5. Larenks Kanserinin Belirtileri

Supraglottik kanserde tipik olarak bogaz agrisi, agrili yutma, yansiyan kulak
agrisi, ses kalitesinde degisiklik ve boyun nodlarinda biiylime ile kendini gosterir.
Saptandig1 zaman, subglottik alanda ortaya ¢ikan kanserler yaygin olarak ses tellerini de
icerir. Bu nedenle, semptomlar genellikle bitisik yayilimla kendini gosterir. Erken vokal

kordta gelisen larenks kanseri genelikle ses kisikligindan dolayi tespit edilir (74).

Larenks kanserinin tanisi: semptomlar (ses kisikligi, ses degisikligi, bogazda
yumru seklinde kitle), isaretler (boyunda kitle, larengeal hassasiyet), yardimct muayene
(BT goriintiileme, elektronik larengoskopik tarama, patolojik biyopsi) sayesinde

konulur (75).

2.3.6. Larenks Kanserinde Prognostik Faktorler

Larenks kanseri i¢in en onemli prognostik faktor timor evrelemesidir (76).
Diger prognostik faktorler cinsiyet, yas, performans durumu (77), devamli toksik
tilketim aligkanligi (78), ikincil primer timor olusumu (79) ve invazyonun gradi ve
derinligi gibi ¢esitli dzellikleri igerebilir (80). Lenf nodlarina yayilmayan kiigiik boyutlu
larenks kanserinin prognozu ise, bdlgeye, tiimor hacmine (81) ve infiltrasyon derecesine

bagli olarak % 75-95 arasinda iyilesme oranina sahiptir.

Erken lezyonlarin ¢ogu radyoterapi ya da cerrahi yontemlerle tedavi edilmesine
ragmen, ses tellerini korumak agisindan ilk tercih radyoterapi olabilir (82). Lokal olarak
ilerlemis lezyonlar, radyoterapi ve kemoterapi ile birlikte cerrahi uygulama igeren veya

cerrahi olmayan kombine tedavi yontemiyle tedavi edilir (83).

Teshis aninda hastalarin yaklasik % 42'sinde primer bolgeye lokalize hastalik,
%47'sinde lenf nodu metastazi %7'sinde uzak bolge metastazi bulunmaktadir (84).
Hastalarin %62'si evre III veya IV hastaliga sahiptir (85). Larenks alt tiplerine
bakildiginda genel olarak supra ve subglottik kanserler glottik kanserden daha kotii

prognoza sahiptirler ve erken evrede erken teshis durumunda 5 yillik sagkalim %82°dir
(1).

Larenks kanserli hastalarin yasam kalitesi son yillarda organ koruma yaklagimi
gelismesine ragmen gectigimiz 30 yilda sag kalim orani degismemistir (86). Uzak
metastazlar, primer timor kontrol edilse bile yaygindir. Orta biiyiikliikteki lezyonlar,

lezyon bolgesi, T evresi, N evresi ve performans durumuna bagli olarak orta derecede
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prognoza sahiptir. Bu tip lezyonlara sahip hastalar i¢in terapi onerileri, multidisipliner
konsiiltasyonda tartisilmali ve bireysellestirilmesi gereken cesitli kompleks anatomik,

klinik ve sosyal faktorlere dayanmaktadir (85).

Basglangicta primer lezyonu kontrol altina alinmis olan hastalarin %25'inde
cogunlukla aerodigestif yolda olan ikincil primer tiimdrler bildirilmistir. Larenks
kanseri tedavisi goren hastalarm ilk 2-3 yil niiks riski en yiiksek seviyededir. ilk 5 yil
sonras1 niiks ¢ok nadir goriiliir ve genellikle sonrasinda olusan maliniteler primerdir
(87). Larenks kanseri olan hastalar ikinci primer timor gelisimi agisindan 5 yilda %14,
10 yilda %26 ve 15 yilda %37 oraninda risk altindadir. Kurtarma sansini en iist diizeye
¢ikarmak i¢in yakin ve diizenli takip onemlidir. Hastaya dikkatli klinik muayene
yapilmali; herhangi bir anormal evrelemeye karsi evreleme tekrarlanmali, hasta

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

2.3.7. Larenks Kanserinde Evreleme

Larenks kanseri igin evreleme sistemi, klinik muayenede yapilir. Primer
timoriin - degerlendirilmesi, gozle ve elle muayene ile miimkiinse fiberoptik
larengoskopiyle yapilmaktadir. Anestezi altinda panendoskopi, lokal hastaligin klinik
boyutunu belirlemek i¢in dikkatli klinik muayene yapilmasini saglar. Timor, histolojik
olarak da teyit edilmelidir ve biyopside elde edilen diger patolojik veriler de evrelemeye
dahil edilebilir. Bas ve boyun manyetik rezonans goriintiileme, bilgisayarli tomografi
veya pozitron emisyon tomografisi-bilgisayarli tomografi, gozle ve elle muayene ek

tedavi 6ncesinde yapilmalidir (89).

Amerikan Kanser Komitesi (AJCC) tarafindan larenks kanserinin tanimlanmasi
amaciyla T (Tablo 2-1), N (Tablo 2-2), M (Tablo 2-3) siniflamasina gore evreleme
kriterleri ile klinik ve prognostik evreleme (Tablo 2-4) asagidaki tablolarda verilmistir
(90).
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Tablo 2-1: Larenks kanseri T evrelemesi

Primer timor (T)

Tx: Primer tiimér degetlendirilemiyor

TO: Primer tiimore zit herhangi bir bulgu yok.

Tis: In situ karsinom

Supraglottis

T1: Nommal vokal kord hareketleriyle birlikte supraglottism bir kesimine smuh timér

T2: Larenks fiksasyonu olmadan supraglottism birden fazla zlt bélgesme veya glottise ya da supraglottis digmda bir
bolgeve (dil kokii. vallekula, piriform smiisin mediyal duvar mukozas: vb.) mvaze tiimor.

T3: Vokal kord fiksasyonu ile birlikte larenkse smuh ve'veya postkrikoid alanm. preepiglottik bosluk, paraglottik
bosluktan herhangi birme ve'veya tireid kikardagmic korteksme mvaze timoér.

T4z: Orta dilzeyde lokal ileri hastalik. Tirotd kartilaj ve'veya larenks dismda hethangi bir dokuya (trakez. dim
ekstirmsik kaslan dahil boyun yumusak dokulan, strap kasi. tiroid veya dzofagus) mvaze timor.

T4b: Cok ileri diizeyde lokal ileri hastahk. Tiimér prevertsbral bosluga mvaze veya karotid arteri sarmus.

Glottis

T1: Normal vokal kord hareketleriyle birlikte vokal kord (lar)a smurh (anterior posterior komissiiril tutabilir) timér.
T1a: Bir vokal korda smuh timér

T1b: Her tki vokal kordu tutmus timér

T2: Supraglottise ve'veya subglottise uzanan tiimér ve'veya vokal kord hareketlermde bozukluk

T3: Vokal kord fiksasyonu ile birlikte larenkse smurh ve/ veya paraglottik bosluga mvaze ve'veya tiroid kartilajm ig
korteksine mvaze timér.

T4a: Orta diizeyde lokal ileri hastahk. Tiroid kartilajm dis kortsksime ve'veya larenks dismda hethangi bir dokuya
(trakea. dilin ekstirmsik kaslan dzhil boyun yumusak dokulan. strap kas:. tiroid veya 6zofagus) mvaze timér.

T4b: Cok tleri diizeyde lokal ilert hastalik. Tiimér prevertsbral bosluga mvaze veya karotid arteri sarmis.

Subglottis

T1: Tiimor subglottiste smuh

T2: Timoér vokal kord(lar) 3 uzanms. kord hareketleri normal ya da bozulmus.

T3: Vokal kord fiksasyonu ile birlikte larenkse smurh timér.

T4z: Tumér tiroid kikirdas mvaze etmis ve'veya larmks dist tutulum vapmis (trakez. boyun derm dokulan. tiroid.
ozofagus)

T4b: Tumér prevertebral boslugu tutmus. karotid arteri sarmms, mediyastmal yapilara mvaze olmus

Tablo 2-2: Larenks kanseri N evrelemesi

Nx  Bolgesel lenf nodlan degerlendirlemiyor

N0  Bolgesel lenf nodu metastazi yok.

N1 Aymtarafta en bityitk boyutu < 3 cm olan tek lenf nodu metsataz.

N2a Aymtarafta tek, >3cm ve < 6 cm lenf nodu metastaz

NIb  Aymtarafta cok sayida <6cm lenf nodu metastaz

N2c¢  Ikitarafh yada kars: tarafta en bityitk boyutu < 6 cm lenf nodu metastaz(larh

N3  >6cm metastatik lenf nodu metastaz(larh

Tablo 2-3: Larenks kanseri M evrelemesi

Mx  Uzak metastaz varhg belli degil
MO  Uzak metastaz yok
Ml Uzak metastaz var.
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Tablo 2-4: Larenks kanseri klinik ve prognostik evreleme

Evre 0 Tis NO MO
Evrel T1 NO MO
Evre II T2 NO MO
Evre II1 T3 NO MO
Ti N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO
Evre IVA T4a NO MO
T4a N1 MO
Ti N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO

Evre IVB T4b Hethangi N MO
Herhangi T N3 MO
Evre IVC Hethangi T Herhangi N Ml

2.3.8. Larenks Kanserinin Molekiiler Biyolojisi

Larenks kanserinin tanist genellikle ge¢ evrede ortaya c¢ikar ve bu da tedavi
etkinligini azaltirken niikks oranini artirir. Larenks kanserinin tanisi, tedavi sonrasi
hastalarin izlenmesi ve larenks kanserinin taramasiyla ilgili tedaviye yonelik
biyobelirte¢ bulunmamaktadir. Ancak bas-boyun YEH’li karsinomun molekiiler
biyolojisinde ve ozellikle de larenks kanserinde yapilan yeni kesifler, bu kanserin
molekiiler temelini anlamaya yonelik bilgi saglayarak, erken tam1 ve tedaviye yonelik

stratejilerin gelistirilmesinde 6nemli rol oynayabilir (66).

1971'de Knudson, bir TSG’nin her iki parental allelinin de kaybedilmesinin
kansere neden olabilecegini 6ne siirdii (91). 1990'da Fearon ve Vogelstein ise TSG'lerin
kaybedilmesi veya onkogenlerin aktivasyonunun hiicresel doniisime neden
olabilecegini ve bu tiir genetik degisikliklerin birikerek kansere doniisen hiicrelerin

secici bir biiyiime avantajina sahip olabilecegini ileri siirdii (92).

Yasa 0zgii bas- boyun kanseri insidansina dayanan istatistiksel analiz, kanserin
6-10 bagimsiz genetik olay biriktikten sonra ortaya c¢iktigini diisiindiirmektedir. Bu
kavramlar1 benimseyen gelisim mekanizmasi, klonlama ile popiilasyonlarda elde edilen
genetik degisiklikleri izleyerek ve daha sonra bu genetik degisiklikleri hiperplaziden

displazi, in situ karsinom ve nihayet invaziv karsinomla iligkilendirerek olusturulabilir.
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Molekiiler degisiklikleri izlemek icin kullanilabilen teknikler, sitogenetik,
heterozigotluk kaybi (LOH), mutasyon analizi ve daha yakin zamanda gen ekspresyon

profilleme tekniklerini igerir (66).

1996'da Califano ve ark. (93), LOH ve FISH analizi kullanilarak zamanla elde
edilen genetik degisiklikleri izleyerek, hiperplaziden displaziye, karsinomdan in situ ve
invaziv karsinoma kadar olan histolojik ilerleme ile korele bir gelisim mekanizmasi
onerdi (Sekil 2-3).

Hiperplazi gibi premalin lezyonlarin %30'unda kromozom 9p21 kaybi oldugu ve
bu bolgenin kaybinin erken bir olay oldugu gosterildi. Bu lokusta Rb proteininin (pRDb)
fosforilasyonunu inhibe ederek hiicre dongiisiiniin G1 kontrol noktasindan S fazina
ilerlemesini engelleyen onemli bir TSG olan pl6 (CDKN2A/MTS1)’nin kodlandig:

bulunmustur.

Diger bir premalin lezyon olan displazide meydana gelen genetik degisiklikler
3p21 ve 17p13 kaybr olarak gosterildi. Bu lokus; DNA tamiri, hiicre dongiisii ilerlemesi

ve apoptozda dnemli bir diizenleyici rol oynayan p53'i igermektedir.

Kanser hiicrelerinde ise 13921 ve 14q32 kaybi1 ve 11q3 amplifikasyonu
gozlemlenmistir. pRb kromozomun 13g21 boélgesinde bulunur ve hiicre dongiisii
ilerlemesini kontrol eder. SiklinD (PRAD1), 1193 lokusuna lokalizedir ve bu genin asir1

ekspresyonu, fosforilasyona ve dolayistyla pRb'min aktivasyonuna neden olur.

Genetik farkliliga neden olan bir diger degisim, heterozigotluk kaybi, invaziv
karsinomlarin 6p, 8p, 4p27 ve 10ql2'da lokuslarinda bulundu (92). Bunun ardindan
yapilan ¢oklu calismalarda, bas ve boyun kanserlerinde 3p, 5q, 8p, 9p, 13p, 18q ve
21qg'da meydana gelen kromozomal kayiplarin meydana geldigi bulunmustur (93- 96).

3p ve 9p’de meydana gelen kayiplar kanser olusum riskini 3,8 kat artirirken; 4q,
8p, 11g veya 17p gibi ek kayiplar riski 33 kat arttirdigi bulunmustur (96, 97). Bu
nedenle, 3p veya 9p'de LOH bulunan hastalar kanser gelisim riski tasir ve ek kromozom
lokus kayiplariyla birlikte goreli riskleri artar. Ornegin, diger kromozomal kollarda ek
bir kayip ile 3p veya 9p'de LOH bulunan hastalarin lezyonlarinda daha agresif bir
tedaviye ihtiya¢ duyabilirken, sadece 3p veya 9p LOH'li hastalarda kapsamli bir tedavi
yerine, hasta takibi yeterli olabilir (66).



14

Larenks kanseri, bas ve boyun bdlgesinin diger bdliimlerine kiyasla belirli bir
p53 mutasyonu modeline sahiptir. Bag-boyun kanserlerinin ¢ogunda, 5 ile 8 arasindaki
ekzonlar degisirken, larenks kanserinde, mutasyonlar ekson 5'de, 6zellikle S2 protein
alan1 ve kodon 248'de kiimelenme egilimindedir (98). Buna bagl olarak gelismekte olan
bir terapotik strateji, yabanil tip p53'iin hiicre i¢inde yabanil tip p53’iin fonksiyonunu
yerine getirmek i¢in displastik veya kanserli hiicrelere verilmesidir. Bu yaklagim,
larenks kanser modelinde yabanil tip p53 (Ad5CMV-p53) saglayan bir rekombinant

adenoviris kullanilarak arastirilmaktadir (99).

Glutatyon  S-transferazi  (GSTM)  kodlayan genlerde baz1  genetik
polimorfizmlerin, larenks kanser riski ile baglantili oldugu diistiniilmektedir (100).
Jahnke ve ark. tarafindan 269 hasta ve 216 kontrolde heterozigot GSTM1 A/B ve
homozigot GSTM3 allellerinde meydana gelen polimorfizmlerin istatistiksel olarak
anlamli oldugu; ortaya ¢ikan fenotipik ve genotipik verilerin larenks kanseri igin genetik
yatkinlik fikrini destekledigi bulunmustur (101). Yapilan bir diger vaka-kontrol
calismasinda, ERCC5, ERCC6 ve RADZ23B gibi niikleotid eksizyon tamir (NER)
genlerinde tek niikleotid polimorfizmleri arastirllmig ve larenks kanseri riskini

artirabilecegi degistirebilir (102)

Nokta mutasyonlari, delesyonlar ve translokasyonlar gibi genetik fonksiyon
kaybi, TSG'lerin sessizlesmesi ile ilgili ilk tespit edilen araglardan biridir. Bununla
birlikte, gen sessizlesmesinin, TSG'lerin promoter bolgelerindeki CpG adalarinda DNA
hipermetilasyonu gibi genomun epigenetik degisiklikleri ile de olusabilecegi

bulunmustur.

9p21 kromozomunda yer alan p16 geninin, promoter bolgesinde meydana gelen
hipermetilasyon nedeniyle sessizlesmis oldugu bulunmustur. Bu lokusla ilgili yapilan
genetik analizler hastalarin %67’sinde p16 lokusunun homozigot delesyona ugradigi ve
%?21’inde hipermetile oldugu bulunmustur (103). 14 bas-boyun kanser hiicre hatti ile
yapilan bagka bir ¢aligmada ise P16 geninin %29 oraninda hipermetile oldugu ve
%?21’inde homozigot delesyonlarin oldugu tespit edilmistir. Larenks kanserli hastalar ile
bas-boyun kanserli hastalarda yapilan ¢alismalarda paralel sonuglar bulunmustur. Erken
evre larenks kanseri tanist konan 33 hastay1 kapsayan bir ¢alismada, farenjiyofagial

orneklerin % 42'sinde pl6 hipermetilasyonu saptanmistir. UT5085 tetraniikleotid
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mikrosatellit kararsizligi ile bu sonuglar birlestirildiginde, genetik ve epigenetik

degisikliklerin bu kombinasyonu, tiimorlerin %76'sinda gézlenmistir (104).

siddetli

. ' ' Displazi veya .
Normal } Hiperplazi } Hafif ’ P 4 ’ invazivKarsinoma
Epitel Displazi Karsinoma

insitu

Karsinojen Alimi

9p21 kaybi 3p delesyonu 11q13 18q silme
. e pl6 / p14 inaktivasyonu  TP53 mutasyonlari 13q21 10q23
Genetik Degisiklikier Trizomi 7 Tetraploidi 8p delesyonu 3q26
. . . EGFRinaktivasyonu Andploidi PTEN
EpigenstikDefistmicr Telomeraz aktivasyonu Sikin D1 amplifikasyonu
immiin Sistemden Kagis Genomiclnshiulite

Sekil 2-3: Larenks kanserinin gelisim mekanizmasini temsil eden giincel model

2.4. Tiimor Nekrozis Faktor Alfa (TNFA)

Carswell ve arkadaglari tarafindan 1975 yilinda ilk kez serumda var olan ve in
vitro tiimorlerin nekrozuna neden olan bir endotoksin uyarim molekilii olarak
kesfedilmistir (105). Tiimor Nekrozis Faktor Alfa (TNFA) olarak adlandirilan, birgok
tiimor hiicre hatt1 lizerinde belirgin sitotoksisite gosterebilen ve fare tiimor modellerinde
timorde nekroza neden oldugu bulunan bagisiklik sistemi tarafindan aktive edilerek

tiretilen proinflamatuar sitokin olarak tanimlanmistir (106).

TNFA geni 6. kromozomda yer alan major histokompatibilite kompleks sinif-111
gen bolgesi i¢inde yer alir (15). TNFA esas olarak kararli homotrimerlerde diizenlenmis

bir tip 1l transmembran protein olarak tiretilir (Sekil 2-4) (107).

TNFA hem ¢6ziinebilir formda hem de hiicre zarina bagli formda bulunabilir.
Hiicrelerin yiizeyinde ifade edilen transmembran protein olarak membran TNFA, bir
metalloproteaz olan, TNFA doniistiiriicii enzim (TACE) ile membrandan ayrilir (108,
109). Bu, 17 KDa trimerik ¢oziiniir sitokin olan ¢oziiniir TNFA (STNF)’y1 serbest
birakir. Bu, kan plazmasinda bulunan, yani viicutta dolasan ve sentez alanindan

uzaktaki fizyolojik alanlarda hareket edebilme yetenegi bulunan TNFA'y1 giiclii bir
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endokrin fonksiyonu kazandiran formda bulunan TNFA formudur (110). Hem ¢6ziinen
hem de membrana bagli TNFA, iki transmembran reseptor molekiiliine baglanir: TNF
reseptor 1 (TNFR1) -6lim domaini igeren proteindir- ve TNFA reseptorii 2 (TNFR2)
(111). Membran TNFA, TNFR2 i¢in daha giiclii bir liganddir (112). Hemen hemen tim
hiicre tiplerinde ifade edilen TNFR1 ve normal fizyolojik kosullar altinda (immiin)
bagisiklik sistemindeki hiicrelerde diisiik seviyelerde eksprese edilen TNFR2 vasitasiyla
genis bir biyolojik etki serisi uygular (113-115).

[ -] Oliim efektdr domaini =] Oliim domaini

Sekil 2-4:TNFA ligand ve reseptorleri

TNFA c¢ogunlukla aktif makrofajlar ve monositler tarafindan salinmaktadir.
Ancak aktif T hiicreleri, B hiicreleri, dogal oldiiriicii hiicreler, mast hiicreleri,
fibroblastlar, keratinositler, kupfer hiicreleri, diiz kas hiicreleri, bazofiller gibi ¢esitli

hiicrelerde de sentezlenebilir (116- 118).

TNFAnn pleiotropik etkileri, hiicre biiyiimesi ve farklilagmasi gibi proliferatif
yanitlardan inflamatuar etkilere ve immiin yanitlara aracilik edilmesinden apoptotik ve
nekrotik hiicre 6liim mekanizmalar1 gibi yikici hiicresel sonuglara kadar degisiklik
gosterir (117). TNFA’nin sentez ve salinimini baslatan baslica uyaranlar; gram-negatif

bakteriler tarafindan iiretilen lipopolisakkaritler, gram-pozitif bakterilerin hiicre duvari
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yapisal bilesenleri ( peptidoglikan ve teikoik asitler), kapsiil antijenleri ve ekzotoksinler,

mantarlarin hiicre duvari antijenleri, viral ve parazit antijenleridir (119- 121).

TNFA mRNA iiretimi, transkripsiyonel olarak TNFA geninin promoter bolgesi
icindeki transkripsiyon faktorii baglanma boélgelerinin varligi ile diizenlenir, niikleer
faktor-kB (NF-kB), c-Jun, aktivator protein-1 (AP1) ve aktif T hiicreleriyle iliskili
¢ekirdek faktor (NFAT) tarafindan indiiklenir (122).

2.4.1. TNFA Sinyal iletimi
TNFA, TNFA reseptoriiniin trimerizasyonunu tetiklemektedir. Bu islem adaptor
molekiillerin reseptor kompleksine ¢ekerek baglanmasini saglar. TNFA’nin aktive ettigi

yolaklardan biri kaspaz 8 araciligiyla apoptoz olusumuna yol agar (123).

TNFR ailesinin {iyeleri hiicre disi alanlarinda bir ile alti arasinda sistein
acisindan zengin tekrarlar igerir ve tipik olarak her birinde ii¢ sistein kopriisii
bulunmaktadir. TNFR1 ve TNFR2'min her biri, hiicre dis1 alanlarinda dort sistein
acisindan zengin tekrar igerir ve ii¢ protomerinin her ikisi arasinda olusan ti¢lii ligandin

yanal oluklariyla etkilesime giren uzunlamasina sekiller olustururlar (124, 125).

TNFR1, TNFA'min indiikledigi sinyal yolaklarmin temel aracisi olarak gorev
yapmaktadir. TNFR1 sinyali, her ikisi de hiicresel ¢evreye bagli olan, niikleer faktor
kappa B (NF-kB) aktivasyonu ve apoptozun indiikklenmesi gibi pleiotropik
fonksiyonlara sahiptir.  Bununla birlikte, TNFR2'nin ifadesi, TNFR1 ile
karsilagtirildiginda spesifik hiicre tiirleriyle sinirlidir.
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TNFA
&1&
TNFR1 |
e ld

Nekroz

Caspase 9

Apoptoz

pr—- Sitokinler
Kemokinler
e Hlicre sagkalim faktorleri

Sekil 2-5: TNFA sinyal yolaklari

Genis bir arastirma grubu, TNFAmin iki reseptorii aracilifiyla ¢ok sayida
biyolojik fonksiyon kapasitesine sahip oldugunu gdstermistir. Immiin yanitin

baglatilmasinda 6ncelikli olarak TNFR1’in sorumlu oldugu gésterilmistir (126, 127)

TNFRI1 ekstraseliiler bolgesinde iyi tanimlanmis {i¢ adet sisteince zengin domain
igerir (128). Reseptdriin intraseliiler bolgesi 6liim domaini olarak adlandirilir ve protein-
protein etkilesim bolgesi igerir (129). TNFR1’e ligand baglandiktan sonra intraseliiler
6lim domaininden, 6liim domaini sessizlestiricisi ayrilir (Sekil 2-5). Bunun {izerine
adaptor protein TNFA reseptor iliskili 6liim domaini (TRADD), reseptoriin 6liim
domainine baglanir (130). TRADD, daha sonra, asag1 yonlii sinyal olusumu ile ilgili
diger proteinleri, TNFA reseptor iliskili faktor-2 (TRAF2) ve TNFA reseptor iliskili
faktor-5 (TRAF5)'I baglar. TNFA-TNFR1 sinyal kompleksi (kompleks I) hizla NF-kB
ve c-Jun N-terminal kinaz(JNK)/SAPK aktivasyonuna yol agan sinyalizasyon
kaskadlarini baglatir (131- 134).

TNFR1 aracilligiyla NFkB aktivasyonu i¢in TRAF2 ve TRAF5, apoptozun
hiicresel inhibitorii-1/2 (clAP1/2), Ubcl3 ubikitin konjuge proteinleri ile TRADD ve
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RIP1 birbirleriyle iliskilidir. Politibikiitinlenmis RIP1, MEKK3 ve TAKI1/TAB2
kompleksinin katalitik 1kB kinaz (IKK) kompleksini aktive etmesiyle NF-kB inhibitorii
olan kappaB-alfa inhibitorii (IkBa) fosforile olur. Fosfo-lIkBa daha sonra ubiquitin-
proteazom yolagi ile parcalanir. Bu sayede NF-kB niikleusa girer ve transkripsiyonun
baslamasini saglar (135, 136). Poliiibikiitinlenmis RIP1/TAK1 kompleksinin etkilesimi
yoluyla alternatif olarak IKK kompleksi aktif hale gelebilir (135- 137). NF-KB'nin
etkinlestirilmesi, ¢cekirdege transloke olmasini saglar ve burada c-1AP1, c-1AP2, kaspaz-
8 homologu FLICE inhibitor proteini, TRAF1 ve TRAF2 gibi anti-apoptotik hedef
genlerin transkripsiyonunu baslatabilir (Sekil 1) (138).

TNFR1'den farkli olarak, TNFR2 bir 6liim domainine sahip degildir ve uzun
stiren bir NF-kB aktivasyonuna neden olur (139). NF-kB'nin TNFR2 aktivasyonunun
TNFRI1 sinyal yolagindan bagimsiz olarak meydana geldigi gosterilmistir (140).

TNFA'nin sadece in vitro degil in vivo timoér biiylimesini kontrol ettigi de
gosterilmigtir (141- 143). TNFA ile ilgili yapilan ilk ¢alismalarda, monositten ifade

edilen TNFA'nin segici tiimor sitotoksisitesine sahip oldugunu gostermistir (144).

Normal hiicresel fonksiyonlar sirasinda olumlu sekilde ortaya ¢ikan klasik NF-
kB yolunun ve RIP1’in ubikuitinasyona ugramasi, TNFA'nin indiikledigi apoptozu
engeller (145,146). Bununla birlikte, c-1AP engelleyici proteinine erisilebilirligin
yetersiz oldugu durumlarda, kompleks II, kaspaz-8 aktivasyonunu ve apoptotik hiicre
olimiinii tetikler (147). TRADD ve RIP, TNFR1 sinyal kompleksinden serbest
birakildiktan sonra, sitoplazmik kompleksi (kompleks II) olusturan FADD ve TRAF1
proteinlerinden olusan "Olim sinyali indiikleyen sinyalleme kompleksi (DISC)"
proteinlerinin baglanmasina izin verir (148-150). Bu proteinler, baslatict kaspaz,
prokaspaz-8 gibi ek proteinlerin proteolitik olarak boéliindiigiinde aktif bir kaspaz-8
formunu serbest birakirlar (151). Serbest birakilmis aktif kaspaz-8 daha sonra
prokaspaz-3, -6, -7 ve diger sitozolik substratlar1 enzimatik olarak isler ve bu
prokaspazlar1 aktif enzimlere donistiiriir (152). Kaspaz-3’iin aktivasyonu, Ozellikle
TNFAin indiikledigi hiicre 6liimii i¢in gereklidir, genomik DNA'y1 parcalayan latent
DNaz’lar1, kazpaz aktif DNaz(CAD)’lari, hedefleyerek apoptotik hiicre 6liimiine neden

olur.

Kaspaz 8’in proteaz aktivitesi negatif inhibitér protein FLICE/ kaspaz-8

inhibitor protein (cFLIP) tarafindan siki bir sekilde diizenlenir. cFLIP 6liim domainini
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kaybetmistir ancak oliim etkileyici domain (DED) igerir. Bu domain prokazpaz 8 ve
DED igeren diger proteinler ile etkilesimine izin verir. Boylece TNFR1 DISC'e yapisal
prokaspaz-8 alimimi Onler. Apoptoz protein inhibitorleri (IAP'ler) hiicre Olimiinii
indiikleyen TNFR'nin 6nemli diizenleyicileridir. IAP'ler, TRAF2 ile dogrudan etkilesim
yoluyla hareket eder (138, 153). Bu nedenle, TNFA’nin TNFR1 ile etkilesimi cFLIP ve
[IAP'ler tarafindan kritik olarak diizenlenen kazpaz bagimli hiicre 6lim yolagini
indiikler. Bir gesit sapma veya hiicre dongiisiiniin inhibisyonu, protein sentezi veya
degismis hiicre metabolizmas1 olmadig1 stirece TNFA tarafindan indiiklenen hiicre

oliimii meydana gelmez (154, 155).

2.4.2. TNFA ve Kanser lliskisi

TNFA, apoptotik hiicre dliimiiniin giiclii bir indiikleyicisidir, fakat baslangicta
belirtildigi iizere, genellikle (normal primer memeli hiicrelerinde degil) sadece
transformasyona ugramis hiicrelerde (kanser hiicreleri), viriisle enfekte olmus
hiicrelerde, biyokimyasal olarak dengesiz veya stres altindaki hiicrelerde meydana gelir.
(156). TNFA gen promoter metilasyonu ve buna bagh ekspresyon seviyesindeki azalis
ile malin melanoma (157), kolorektal kanser (22), prostat (23, 158) ve meme (159)
kanseri arasindaki iligski inceleyen g¢aligmalar bulunmaktadir. Yapilan calismalarda
TNFA geninde metilasyona bagli ekspresyon seviyesinde azalma oldugu ve bunun

kanser olusumunda rol oynayabilecegi belirtilmistir.

TNFA gen polimorfizmleri ¢esitli kanserlere yatkinlikla iligkilidir. TNFA gen
polimorfizmleri Non-Hodgkin lenfomada (21), meme (17), mide (18), kolorektal
kanserinde (20) ve prostat tiimorlerinde (19) incelenmis, 6zellikle promoter bolgede
dontisiimii yilksek TNFA iiretimi ile iligkili bulunmustur. Promoter bolgede en sik
rastlanan polimorfizmler c.-238G>A, c¢.-308G>A, ¢.-857C>T, c.-863C>A ve c.-
1031T>C tek niikleotid degisiklikleridir ve bu polimorfizmlerin ¢esitli kanserlere
yatkinlikla iligkili oldugu gosterilmistir (160-164). c.-806C>T de TNFA geninin
promoter bolgesinde meydana gelen tek niikleotit degisikligidir ancak bu polimorfizmin

hastalik riskiyle iligkisi heniiz bilinmemektedir (160).

2.4.3. Anti-TNFA Tedavisinin Kanser ile Tliskisi
TNFA’nin tiimoér olusumundaki bahsedilen roliine dayanilarak anti-TNFA
tedavinin kanser tedavisinde etkili olabilecegi hipotezi ortaya atilmistir. Uygun hastada

ve uygun hastalikta, kurallara uygun sekilde ve yakin takip altinda kullanildiklari
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stirece, anti-TNFA ajanlar oldukga etkili ilaglardir. Direkt bir antikanser aktivitesi
gosterilememis olmasina ragmen, anti-TNFA tedavi miyelom ve akut miyeloid 16semi
gibi bazi hematolojik kanserlerde tedavi amaciyla kullanilmistir. Bazi solid tiimorlerde
tedavi amaciyla kullanilan anti-TNFA tedavinin etkili olmadig1 ortaya konmustur. Anti-
TNFA tedavisi sonrasit lenfoma izlenen bir olgu anti-TNFA tedavisi ve kanser
arasindaki iligki aragtirma konusu olmustur. Bu ilaglarin kanser yapict etkisi yoktur,
fakat ailesinde kanser hastalar1 olan veya ge¢misinde kanser tanisi olan veya bunlar
disinda da kansere yatkinligi olan hastalara anti-TNFA ajanlarin miimkiin oldugunca
verilmemesi Onerilmektedir. Bununla birlikte, devam eden klinik ¢alismalarda bazi solid

timaorlerde anti-TNFA tedavinin etkinligi halen arastirilmaktadir.

Gilintimiizde klinik kullanim ruhsati bulunan 5 anti-TNFA ajani bulunmaktadir.
Bunlar; Infliksimab, etanersept, adalimumab, golimumab ve sertolizumab pegol’diir.
Anti-TNFA ilaglar genel anlamda anti-inflamatuar etkilerini TNFA’y1 antagonize ederek
gostermelerine karsin, kimyasal yapilar1 ve fizyolojik 6zelliklerine bagl olarak immiin
sistem ve inflamasyon iizerinde farkli etkileri de vardir. Bu etkiler ilaclarin hem klinik
endikasyonlarin1 hem de yan etki profillerini belirlemektedir. Diger tiim ilaglarda

oldugu gibi bu ajanlarda da etkinligin yani sira yan etkiler de 6nemli bir konudur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Materyal

Calisma, insan doku, kan ve tlikiiriik 6rnekleri tizerinde yapilacak oldugundan
Istanbul Universitesi ITF Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'na basvurusu yapilmis olup,
27/11/2015 tarih ve 20 sayili toplantisinda ¢ikan karara gore etik agidan uygun

bulunmustur.

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi KBB Hastaliklar1 ve Bas-boyun
Cerrahisi Anabilim Dali’na bagvuran goniilli onamlar1 alindiktan sonra hekimlerce
zaten hastaliklar1 sebebiyle ameliyatlarina karar verilen larenks kanseri tanisi almig 50
hastadan (yas ortalamasi: 59 £+ 7,57) ameliyat 6ncesinde serum (7-10 cc) ve tiikiiriik
(20mL) ornekleri ile ameliyat sirasinda 0,5 cm biiyiikliigiinde tiimor ve eslenik normal
doku Ornekleri toplandi. Ayrica calismamizda saglikli kontrol olarak kendisi ve
ailesinde benign veya malign hikayesi bulunmayan, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi KBB
Hastaliklar1 ve Bas-boyun Cerrahisi Anabilim Dali’na bagvurmus horlama cerrahisi
[uvulopalatopharingoplasty (UPPP)] uygulanmasina zaten hekimlerce karar verilmis 20
saglikli bireye (yas ortalamasi: 44 + 8,1) ait ameliyat sirasinda 0,5 cm normal doku,
ameliyat Oncesinde serum (7-10 cc) ve tikirik (20mL) ornekleri toplanmustir.
Calismanin tamamimda .U Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali’nda

bulunan laboratuvar ve cihazlar kullanilmistir.
3.1.2. Kullanmilan Cihazlar
Ultra Derin Dondurucu (-80 °C)/ Sanyo
Derin Dondurucu (-20 °C)/ Sanyo
El homojenizatdrii/ Qiagen
Mikropipetler/ Thermo
Vorteks/ Snijders
Santrifiijler/ Heraus, Hettich, Jouan
Etiiv/ Hereaus

Hassas Terazi/ Chyo



Nanodrop Spektrofotometre/ Thermo Scientific

Termal Cycler/ Techne

Elektroforez Sistemleri/ BRL, BioRad,CBS Scientific Co.

Jel Dokiimentasyon Sistemi/ Vilber- Lourmat
3.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Izotonik(%0,9 Sodyum kloriir)

PBS

Ficoll

Proteinaz K

Riboniikleaz A

Fenol

Kloroform

izopropanol

Tris

Sodyum Dodesil Siilfat

Taq Polimeraz

Mspl (10 U/ uL)

Hpall (10 U/ pL)

Ncol (10 U/ uL)

Mnll (10 U/ puL)

Tael (10 U/ uL)

BamHI (10 U/ uL)

BbsI (10 U/ uL)

dNTP

Etanol

DMSO
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Agaroz
Orange G/ SSCP Loading Dye
Magnezyum Kloriir

Etidyum Bromiir

3.1.4. Kullanilan Kimyasal Karisimlar

Parcalama Tamponu (11t):

SE Tamponu (1 L):

TE Tamponu (1 L):

Fenol i¢in TE Tamponu (0,5 mL):

Fenol/Kloroform/isopropanol:
Proteinaz K:
Riboniikleaz A:

SDS (%10; pH:7.2) (L L):

155 mM NH4CI

10 mM KHCO3

0.1 mM EDTA (pH: 8.0)
75 mM NaCl

25 mM EDTA

30 mM Tris-HCI (pH: 8.0)
20 mM Tris-HCI (pH: 8.0)
1 mM EDTA  (pH: 8.0)
0.25 mM Tris (pH:8.0)

0, 5 mM EDTA (pH:8.0)

(1:1):1(Fenol/Kloroform)/Isopropanol

20 mg / mi
10 mg / ml

100 g sodyumdodesilsiilfat

Mspl,Hpall ve Ncol enzimi i¢in Tango Buffer: 33 mM Tris-Asetat (7,9)

Tail enzimi i¢in Buffer R:

10 mM Magnezyum-Asetat
66 mMM Potasyum-Asetat
0,1 mg/mL BSA

10 mM Tris-HCI(pH 8,5)
10 mM MgCI2

100 mM KClI
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Bbsl ve Mnll enzimi i¢in Buffer G:

Ncol enzimi i¢gin BamHI Tamponu:

%15°lik PAGE(20 mL)

%?2,5’luk Agaroz Jel

Orange G Yiikleme Tamponu

25

0,1 mg/mL BSA

10 mM Tris-HCI(pH 7,5)
10 mM MgCI2

50 mM NaCl

0,1 mg/mL BSA

10 mM Tris-HCI(pH 8,0)
5 mM MgCI2

100 mM KClI

%0,02 Triton X-100

0,1 mg/mL BSA

7,5 mL Akrilamit-Biakrilamit(19:1)
9,5 mL dH,0

2 mL %99,5’lik Gliserol
1 mL 10X TEB

40 uL TEMED

400 pL APS

2,5 g Agaroz

100 mL 0,5X TEB

0,5 pg Etidyum Bromiir
3 mL %10 Orange G

15 g Ficoll-400

3.1.5. Restriksiyon Enzimleri ile Tanima Bolgeleri

Polimorfizm ve metilasyon deneylerinde kullanilan restriksiyon enzimleri ile

spesifik enzim kesim bdlgeleri sirasiyla Tablo 3-1 ve Tablo 3-2°de verilmistir.
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Tablo 3-1: Polimorfizm deneylerinde kullanilan restriksiyon enzimleri ve 6zellikleri

Polimorfizm Niikleotit Degisimi ﬁﬁﬁ:ﬁg;‘: :l“f;l;l“lgl ey | Kesim Bolgesi
¢.-1031T>C (NM_000594 3:c.-1211T>C, 1s1799964) | T>C Bbs 1,37 g %ﬁgﬁ&%ﬁ:;
C-863C=A (NM_000594.3:¢.-1043C>A, 151800630) | C>A Tail, 65 ; N jgg;': z
¢.-857C>T (NM_000594.3:¢.-1037C>T, 1s1799724) | C>T Tail, 65 ; N égg?: ;

¢.-806C>T (NM_000594.3:¢.-986C>T) C>T Nml I, 37 ; ) g‘é&%a(%;é
¢.-308G>A (NM_000594.3:c.-488G>A, 1s1800629) | G>A Neo L, 37 ; - :%'%‘ﬁ% S’CS’S
C.-238G>A (NM_000594.3:c.-418G>A, 15361525) | G=A Bam HI, 37 ; - %‘g’ﬁg‘%z

Tablo 3-2: Metilasyon deneylerinde kullamlan restriksiyon enzimleri ve o6zellikleri

Restriksiyon enzim

Kesim Bolgesi

5°..CYCG G...3°
Mspl (Hpall) 3% G GC 025"
5°...CYCG G...3°
Hpall 37...G GCa.C..5°
3.2. Yontem

3.2.1. Materyal Toplama ve Eldesi

3.2.1.1. Doku Eldesi

Larenks kanseri tanisi almis olan 50 hastanin 0,5 cm ¢aplarinda primer timéor ve

eslenik normal doku 6rnegi ile malignite dis1 sebeple uvulopalatofaringoplasti (UPPP)

teknigi uygulanan 20 saglikli bireyden 0,5 cm ¢apinda normal mukoza 6rnegi alindi.

Doku 6rnekleri soguk zincir yontemiyle laboratuvara getirildi ve DNA/RNA izolasyon

islemlerine kadar ultra derin dondurucuda saklandi.

3.2.1.2. Serum Eldesi

Larenks kanserli hastalar ile saglikli bireylerden ameliyat 6ncesinde 7-10 cc

periferik kan 6rnegi kuru tiiplere alinarak soguk zincir yontemi ile laboratuvara teslim

edildi. Kuru Tiipte bulunan kan 1950 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek faz ayrim
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saglandi. En istte kalan serumun bulundugu sar1 faz kriyo tiiplere 1’er mL olacak
sekilde dagitilarak gerekli etiketlemeler yapildiktan sonra ultra derin donduruculara
DNA/RNA izolasyon islemlerine kadar saklandi.

3.2.1.3. Tiikiiriik Eldesi

Hasta ve saglikli bireyler, hekimler tarafindan operasyondan yaklasik 1 saat
oncesine kadar kat1 ve sivi besin almamalari, agiz hijyenlerini saglamalar1 konusunda
bilgilendirilmistir. Tikiirik ornekleri toplanirken; agiz i¢i 1 dk boyunca suyla
calkalanarak temizlendi, agiz iginde biriken tiikiirik 5 dk boyunca biriktirildi ve
ozellikle larenks bolgesine gelecek sekilde garagara yaptirilarak hekimin vermis oldugu

kapta toplandi. Tiikiiriik toplama islemi yarim saat iginde yapilarak laboratuvara teslim

edildi.

Laboratuvara teslim edildikten sonra tiikiirik izotonik ile 1:2 oraninda
sulandirilarak vortekslendi ve 1950 rpm’de 30 dk santrifiijlendi. Siipernatant pelete
zarar gelmeyecek sekilde uzaklastirildi. Pelet iizerine 3mL PBS eklenerek pipetaj
yapild1 ve kriyo tiliplere 1’er mL olacak sekilde dagitildi. Kriyo tiipler 1950 rpm’de 3 dk
santrifiijlendi. Siipernatant dikkatli bir sekilde atilarak elde edilen pelet ultra derin

donduruculara izolasyon islemlerine kadar saklandi.

3.2.1.4. Lenfosit Eldesi

Larenks kanserli hastalar ile saglikli bireylerden ameliyat oncesinde 7-10 cc
periferik kan 6rnegi EDTA’D tiiplere alinarak soguk zincir yontemi ile laboratuvara
teslim edildi. Laboratuvara teslim edildikten sonra periferik kan izotonik ile 1:1
oraninda sulandirilarak vortekslendi ve 2 mL Ficoll {izerine yavasca ¢epere degecek
sekilde aktarildi. 1950 rpm’de 30 dk santrifiijlendikten sonra Ficoll {izerinde olusan
bulutumsu fazi kesik cam pipet yardimiyla yeni bir tiipe aktarildi. Tip 10 dk 1950
rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant pelete zarar gelmeyecek sekilde uzaklastirildi. Pelet
tizerine 3mL PBS eklenerek pipetaj yapildi ve kriyo tiiplere 1’er mL olacak sekilde
dagitildi. Kriyo tiipler 1950 rpm’de 3 dk santrifiijlendi. Siipernatant dikkatli bir sekilde

atilarak elde edilen pelet ultra derin donduruculara izolasyon islemlerine kadar saklandi.
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3.2.2. DNA izolasyonu

3.2.2.1. Dokudan DNA Eldesi
Hastalara ait timor, eslenik normal ve saglikli bireylere ait normal doku

orneklerinin DNA izolasyonu Tablo 3-3°te verilen protokole uygun olarak yapildi.

Tablo 3-3: Dokudan DNA izolasyonu

Parcalama Tamponu

3000 g’de 10° Santrifiy

i

Pellet + 4,5 ml SE Tamponu, 100ug/ml Proteinaz K. %1 SDS, 20 pg/ml Riboniikleaz A

1

4-18 saat . 37 °C’de inkiibasyon

5 ml SE Tamponu + 10 ml Fenol/Kloroform (1:1)
3000 g’'de 5° Santrifiij
Ust Faz + 10 ml Fenol/Kloroform (1:1)|

3000 g'de 5° Santrifij

Ust Faz + 10 ml Isopropanol

DNA Iplikleri(TE de ¢oziildii)

3.2.2.2. Serum, Tiikiiriik ve Lenfositten DNA Eldesi

Hasta ve saglikli bireylere ait serum, tiikiiriik ve lenfosit 6rneklerinden DNA
izolasyonu QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Almanya) protokoliine uygun
sekilde gergeklestirilmistir (Tablo 3-4).



Tablo 3-4: Serum, tiikiiriik ve lenfositten DNA izolasyonu
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15 sanive vorteks l
56°C’de 15 dakika inkiibasyon

!

Tipteki karigim+200 pL EtOH

6000 x g'de 1 dakika santrifiij
Alt s1v1 dokiuldi l
500 pL vikama tamponul (Tampon AW1)
|
6000 x g'de 1 dakika santrifiij
Altswvi dokiilda |
500 pL vikama tamponu2 (Tampon AW?2)
|
20000 xg’de 3 dakika santrifijj
Kolon yeni bir tiipe aktarilds l
20000 xg’'de 1 dakika santrifiij
Kolon yenti bir tipe aktarilds l
100 pL elisvon tamponu
5 dakika oda sicakhiginda inkiibasyon |
6000 x g'de 1 dakika santrifiij

|

DNA eldesi

200uL 6rnek+4ul ProteinazK+2pL RiboniikleazA+200uL par¢alama tamponu (Tampon AL)

15 saniye vorteks l orneklerin kolonlu tiiplere aktarimi

3.2.3. RNA lizolasyonu

Hasta ve saglikli bireylere ait doku orneklerinden ekspresyon deneylerinde

kullanilmak iizere RNA izolasyonu SV Total RNA Izolasyon Kit (Promega, ABD)

protokolii kullanilarak gergeklestirilmistir (Tablo 3-5)
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Tablo 3-5: Dokudan RNA izolasyonu

Doku drnekleri + 500 uL TriPure isolation reagent
El homojenizatori ile homojenizasyon l
100 uL kloroform
|
12000 x g’de 10 dakika santrifiij
ust s1vi1 faz topland: l
200 L %95°lik etanol
orneklerin kolonlu tiplere aktarim l
600 uL yikama tamponu (Tampon RWA)
12000 x g’de loldakika santrifiij
alt stvidokildd l
50 uL DNaz
15 dakika oda sicakliginda inkiibasyon l
200 uL DNaz stop ¢dzeltisi
12000 x g’de I!iakika santrifiij
alt stv1 dokilda l
600 uL yikama tamponu (Tampon RWA)
!
12000 x g’de 1 dakika santrifiij
alt stvi dokiuldd l
250 uL yikama tamponu (Tampon RWA)
!
12000 x g’de 1 dakika santrifiij
alt stvi1 dokilda l
kolona 100 uL dH20 eklendi

|

Total RNA

3.2.4. cDNA Sentezi

Total RNA izolasyonu sonrasit nanodropta RNA’nin saflik ve konsantrasyonu
Olciildii. cDNA reaksiyon karistmi RNA konsantrasyonu 100 ng olacak sekilde
hazirlanarak Tablo 3-6’da belirtilen kosullarda cDNA sentezi gergeklestrildi.



Tablo 3-6: cDNA sentezi reaksiyon kosullari

Total RNA (100 ng) Degisken

dH,0 15 ul - totz:leNA
hacmi

5x TransAmp Buffer 4ul

Reverse Transkriptaz 1ul

Toplam hacim 20 uL

Sicaklik Stire

252G 10 dakika

42°C 15 dakika

85°C 5 dakika

3.2.5. Primer Tasarim ve Sentezi
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TNFA geninin metilasyon ve ekspresyon primerleri internette kullanima agik

olan Primer3Plus

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

programi ile tasarlandi. €.-238G>A, ¢.-308G>A, ¢.-857C>T, c.-863C>A ve ¢.-1031T>C
polimorfizm deneyleri igin primerler Naderi ve ark. (167), c.-806C>T polimorfizm
deneyleri i¢in ise Ho ve ark. (160) tarafindan tasarlanan primerler kullanilmistir.

Calismamizda kullandigimiz primerler Tablo 3-7’de gosterilmistir.

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

Forward Primer(5” - 3")

Reverse Primer(5” - 3”)

Metilasyon Primer ATGAAAGAAGAAGGCCTGCCC AGGGAGAGAAAACGGGGTTG
Ekspresyon Primer GTAGCCCATGTTGTAGCAAAC CTCTTGATGGCAGAGAGGAG
€.-1031T>C (NM_000594.3:c.-1211T>C, rs1799964) TATGTGATGGACTCACCAGGT! CCTCTACATGGCCCTGTCTT
¢.-863C>A (NM_000594.3:¢.-1043C>A, rs1800630) GGCTCTGAGGAATGGGTTAC CTACATGGCCCTGTCTTCGTTACG
€.-857C>T (NM_000594.3:c.-1037C>T, rs1799724) GGCTCTGAGGAATGGGTTAC CCTCTACATGGCCCTGTCTAC
¢.-806C>T (NM_000594.3:c.-986C>T) GGCTCTGAGGAATGGGTTAC AACGTCCCCTGTATTCCATAC
C.-308G>A (NM_000594.3:c.-488G>A, rs1800629) | GAGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT GGGACACACAAGC ATCAAG
€.-238G>A (NM_000594.3:¢.-418G>A, rs361525) AAACAGACCACAGA CCTGGTC CTCACACTCCCCATCCTCCCGGATC

3.2.6. Restriksiyon Enzim Kesim Teknigi ile Metilasyon Profilinin Belirlenmesi

50 larenks kanserli hastanin tiimor ve eslenik normal dokusu ile serum, tikiiriik

ornekleri ve 20 saglikli bireyin normal dokusu ile serum, tiikiiriikk 6rneklerinden elde
edilen DNA, aynmi1 kesim bolgesini taniyan metilasyona duyarli Hpall ve metilasyona

direngli Mspl restriksiyon enzimleri yardimiyla 37°C’de 16-18 saat inkiibasyona
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birakildi (Tablo 3-8). Enzimlerden Hpall metillenmis bolgeyi kesmezken Mspl ayni
bolgeyi kesme 6zelligine sahiptir.

Tablo 3-8: Metilasyon deneyinde kullanilan restriksiyon enzim karisimi

Reaksiyon Kansim 1 6rnek icin hacim
1X Restriksivon Enzim Buffer 2 uL

10U Restriksivon Enzimi 1ul

500 ng Genomik DNA 2,5uL
dH,O 14,5 uL
Toplam Hacim 20 uL

DNA o6rneklerinin gece boyu inkiibasyonundan sonra etanol ¢oktlirme yontemi
kullanilarak DNA 6rnekleri ¢oktiiriildii. Bunun i¢in enzim kesimi yapilan tiipe 6 pul 3M
sodyum asetat (pH: 5,2), 1 ul glikojen ve 180 ul soguk etanol eklendi. Karigim 30
dakika -80 °C’ye konuldu. Ardindan 30 dakika 12000 rpm’de +4°C’de santrifiij
yapilarak kesim triinleri ¢oktiiriildii. Siipernatant atilarak pelet kurutulup tizerine 20-40
ul dH,O eklendi.

Kesim friinleri asagidaki reaksiyon karisimi kullanilarak uygun primerler

yardimiyla ¢ogaltild1 (Tablo 3-9).

Tablo 3-9: Metilasyon deneyi reaksiyon karigimi

Reaksiyon Kansim 1 6rnek icin hacim
10X PCR Buffer 5uL
250 uM dNTP karigmi 1uL
3 mM MgCl; 6 uL
0.3 uM Forward Primer 0,5 uL
0.3 uM Reverse Primer 0.5 uL
2U Taq DNA Polimeraz 0.4 uL
100 ng Genomik DNA 2,5ul
dH,0 31.6 uL
DMSO (%>3) 2.5uL
Toplam Hacim 50 uL




33

PCR reaksiyon karisimi toplam hacmi 50 pl olacak sekilde hazirlandi. Asagidaki
kosullar kullanilarak PCR gergeklestirildi. (Tablo 3-10)

Tablo 3-10: Metilasyon deney kosullari

Denatiirasyon 95°C 10dk
E £ Denatiirasyon 95°C 1dk
é -—g Baglanma 38 siklus |60°C 1dk
M Uzama 72°C 1dk
Soguma 72°C 10dk

PCR iiriinleri %2,5’luk agaroz jele 13 pl kesim iirtinii ve 0,5 pl 10x OrangeG
yiikleme tamponu olacak sekilde yiiklendi.

3.2.7. Semi-Kantitatif Reverse Transkriptaz PCR Teknigi ile Gen EKkspresyon
Analizi

TNFA geninin ekspresyon diizeyinin belirlenmesi i¢in Oncelikle hastalara ait
timor ve eslenik normal doku 6rnegi ile saglikli bireylere ait normal doku drneginden
SV40 Total RNA Izolasyon Kiti (Promega, ABD) kullanilarak total RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Elde edilen RNA’larin kalite ve miktarlart nanodrop’ta dlgiilerek 6lgiim
sonrast Tablo 3-11’de verilen semi-kantitatif RT-PCR yontemi kullanilarak gen

ekspresyon analizi gergeklestirildi.

Tablo 3-11: Semi-kantitatif RT-PCR reaksiyon karisimi

Reaksiyon Kansim 1 6rnek icin hacim
10X PCR Buffer 5uL
250 uM dNTP karigmi 1puL
3 mM MgCl; 6 uL
0.3 uM Forward Primer 0,5 uL
0.3 uM Reverse Primer 0,5 uL
2U Taq DNA Polimeraz 0.4 uL
cDNA 2,5uL
dH,0 31,6 uL
DMSO (%3) 2,5uL
Toplam Hacim 50 uL
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PCR karisimi toplam hacmi 50 pl olacak sekilde hazirlanarak Tablo 3-12°de
verilen kosullar kullanilarak PCR gergeklestirildi.

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

Denatiirasyon 95°C 10dk
; z Denatiirasyon 95°C 1dk
é =i Baglanma 38 siklus |60°C 1dk
= 2 Uzama 72°C 1dk

So i 72°C 10dk

PCR iiriinleri 13 pl kesim firiinii ve 0,5 pl 10x Orange G yilikleme tamponu
karisimi olacak sekilde %2,5’1uk agaroz jele yiiklendi.

3.2.8. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizm (RFLP) Teknigi ile Polimorfik
Bolgelerin Incelenmesi

Larenks kanseri tanis1 almis 50 hastaya ve 20 saglikli bireye ait lenfositten elde
edilen DNA orneklerinde TNFA genindeki polimorfik bdlgelere (c.-238G>A, c.-
308G>A, ¢.-806C>T, c.-857C>T, c.-863C>A, ¢.-1031T>C) 06zgli primerler ve bu
bolgelere uygun restriksiyon enzimleri kullanilarak polimorfik degisiklikler RFLP

yontemiyle incelenmistir.

3.2.8.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PCR)

TNFA geninin promoter bolgesinde bulunan c.-238G>A, c.-308G>A, c.-
806C>T, ¢.-857C>T, ¢.-863C>A, ¢.-1031T>C polimorfik degisikliklerin incelenmesi
amaciyla lenfositten elde edilen DNA Tablo 3-7’de verilen polimorfik bolgelere
spesifik primerler yardimiyla sirasiyla Tablo 3-13 ve Tablo 3-14’te verilen reaksiyon

karisimi ve PCR kosullar1 kullanilarak ¢ogaltildi.



35

Tablo 3-13: Polimorfizm deneylerinde kullanilan reaksiyon karisim

Reaksivon Kansim 1 6rnek icin hacim
10X PCR Buffer 5uL
250 uM dNTP karigmi 1 ul
3 mM MgCl; 3uL
0.3 uM Forward Primer 0.5 uL
0.3 uM Reverse Primer 0,5 uL
2U Taqg DNA Polimeraz 0.4 uL
cDNA 2,5uL
dH,0 34,6 uL
DMSO (%53) 2,5uL
Toplam Hacim 50 uL

Tablo 3-14: Polimorfizm deneylerinde kullanilan PCR kosullari

Denatiirasyon 95°C 10dk
g g Denatiirasyon 95°C 30sn
28 _
% 2 Baglanma 38 siklus  |33°C 30sn
=
é M Uzama 72°C 30sn
Soguma 72°C 10dk

3.2.8.2. Restriksiyon Enzim Kesim Islemleri
PCR sonrast ¢ogaltilan 6rnekler Tablo 3-15°te verilen reaksiyon karigimi ve
Tablo 3-1’de verilen polimorfik bdolgelere 6zgii restriksiyon enzimleri ile kesime

ugratildi.

Tablo 3-15: Restriksiyon enzimleriye kesim isleminde kullanilan reaksiyon karisimi

Reaksiyon Kansim 1 6rnek icin hacim
1X Restriksivon Enzim Buffer 2 uL

10U Restriksivon Enzimi 1ul

PCR iiriini 10-15 uL
dH,O 2-7ulL
Toplam Hacim 20 puL
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Enzim kesim iirtinleri 14 pl kesim tiriinii ve 4 ul SSCP yiikleme tampon karigimi

olacak sekilde %15’lik PAGE’e yiiklendi.

3.2.9. Veri Analizi

Allel ve genotip frekanslari De-Finetti vaka-kontrol istatistik programi ile
allelerin birbirleriyle olan iligkileri SNPalyze programi yardimiyla degerlendirildi.
Hastalara ait klinik parametrelerle promoter metilasyonu ve ekspresyon durumlari
arasindaki iliskilerin anlamliligi SPSS paket istatistik programlari ile y° testleri (Yates,
Fisher’s exact) kullanilarak degerlendirildi. Bu parametrelerin hastalik riskiyle iligkisi
ise internette kullanima acik olarak bulunan Odds ratio ve giliven aralifi hesaplayan

istatistik programi ile hesaplandi.
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4. BULGULAR

Calismamiza dahil edilen istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi KBB
Hastaliklar1 ve Bag-boyun Cerrahisi Anabilim Dali’na basvuran larenks kanseri tanisi
almig 50 hasta ile kendisi ve ailesinde benin veya malin hikayesi bulunmayan 20
saglikli bireyin demografik verileri sirasiyla Tablo 4-1 ve Tablo 4-2°de, larenks kanserli

hastalara ait klinik bilgiler Tablo 4-3’te verilmistir.

Tablo 4-1: Larenks kanserli hastalara ait parametrelerin sayisal dagilimi

Klinikopatolojik bilgiler Hasta savis1 (%)

Cinsiyet Kadin 1 (%2)
Erkek 49 (%98)
Yas <45 1 (%2)
=45 49 (2698)
Anatomik Tutulum Bélgesi Supraglottik 15 (%630)
Glottik 11 (%22
Subglottik 0 (%0)
Transglottik 24 (%48)
Histopatolojisi Yass1 epitel hiicreli (YEH) 50 (%100)
Evre I 0 (%0)
I 10 (%020)
m 17 (%034)
v 23 (%46)
Differansiyasyon derecesi iyi 16 (%32)
Orta 28 (%636)
Az 6 (%12)
Lenf nodu tutulumu “) 38 (%76)
(&) 12 (%024)
Sigara Hic kullanmamis 5 (%10)
Kullamyor 44 (%88)
Birakmis 1 (%2)
Alkol kullanimi ) 29 (%38)
&) 16 (%32)
Belirtilmemis 5 (%10)
Niiks - 45 (%090)
&) 5 (%10)
Metastaz ) 46 %92)
(&) 4 (%8)
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Klinikopatolojik verilere gore hastalarin %98°1 erkek ve 45 yas iistii bireylerden

olusmaktadir. Hastalarin anatomik tutulum boélgesi olarak daha ¢ok transglottik bolgede

yayilim gosterdigi ve histopatolojik olarak tamaminin yassi epitel hiicreli, ileri evre

oldugu goriilmektedir. Sigara ve alkol kullanim orani sirasiyla %88 ve %32 olarak

bulundu. Hastalarin %?24’tinde lenf nodu tutulumu goriiliirken %10’unda niiks ve

%8’inde metastazla geri doniis oldugu bildirilmistir.

Tablo 4-2: Saghkl bireylere ait demografik verilerin dagilimi

Cinsiyet Kadm
Erkek

Yas <45
=45

Sigara Kullanmiyor
Kullamiyor

Alkol kullanimi Kullanmiyor
Kullamiyor

Saghkh birey sayis1 (%)

3 (%15)
17 (%85)
7 (%35)
13 (%65)
10 (%50)
10 (%50)
16 (%80)
4 (%20)

Saglikli bireylerin %85°1 erkek olup, %451 45 yasin lizerindedir. %45°1 sigara,

9015’1 alkol kullanmaktadir.
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. EVRE
Supraglotttik ..
HASTA YAS | CINS. | / Glottik/ LNT |SIGARA | MET. | ALKOL | DIF. DER. NUKS.
NO . foverall| t [ n | m TAKIBI
Transglottik

SL384 | 63 E | Transglottik| 4 da|l 0| x| (9 (+) (-) (+) Orta (-)
SL385 | 55 E [Supraglottik| 4 2 (2b| x| (%) (+) 0] ) Orta -)
SL3%0 | 61 E Glottik 2 210 x| () (+) () () iyi )
SL396 [ 51 E | Transglottik 2 210 x| (9 (+) (-) (-) Orta (-)
SL411 [ 48 E | Transglottik 3 310 x| () (+) (-) (+) Orta ()
SL417 | 65 E Glottik 3 [3]l0]x] (O (+) () () iyi )
SL428 [ 53 E | Transglottik 3 310 x| () (+) (-) (-) Orta ()
SL435 | 55 E [Transglottik| 4 411 x| () (+) () () Orta )
SL437 | 64 E [Transglottik| 4 410 X]| () (+) (-) (-) Orta (+)
SL442 | 64 E Glottik 2 210 X]| () (+) ) (+) iyi ()
SL452 | 63 E | Transglottik| 4 410 x| () +) () +) Orta )
SL454 | 58 E | Transglottik| 3 30| X]| (3 (+) () (-) Orta ()
SL455 | 54 E | Supraglottik| 4a 32| x| (+) (+) () (-) Orta (+)
SL 456 | 46 E Glottik 3 3o x| (O (+) ) (+) Iyi ()
SL460 | 52 E | Supraglottik| 2 210 x| (9 (+) (-) (+) Orta (-)
SL461 | 65 E |Transglottik| 4a |[4a|[ 0| x| (9 (+) (-) () Iyi ()
SL493 | 53 E Glottik 4 4 x| x| () (+) (+) () iyi (+)
SL495 | 67 E | Supraglottik| 4 2 (2b] x| (9 +) () () Az )
SL497 | 62 E Glottik 3 [3]l0] x| (O (+) () ) iyi )
SL501 | 50 E | Supraglottik| 3 30 x| (9 +) () () iyi ()
SL507 | 58 E Glottik 3 310 x| () +) () (-) iyi ()
SL508 | 62 E Glottik 2 210 x| () () () () iyi (-)
SL510 | 71 E [Transglottik| 3 310 [mx| () +) (+) ) Orta @)
SL511 | 68 E |Supraglottik| 3 310 |mx| () (+) (-) (-) Orta ()
SL513 | 52 E | Transglottik| 4 4 | 2c|mx| (+) +) () (+) Orta (+)
SL515 [ 59 E | Transglottik| 4 410 x| () (+) () (-) Orta )
SL522 | 68 E | Transglottik| 4 410[0] () (-) (-) (-) Orta (-)
SL524 | 74 E | Transglottik| 4 32| x| (+) (+) () (-) Az (+)
SL527 | 58 E | Supraglottik| 3 3[(nl| x| (+) (-) (-) (-) Az (-)
SL570 | 54 E | Transglottik| 3 t3[n0| mx| (-) (+) (-) (+) Iyi (-)
SL573 | 50 E | Transglottik| 2 2 [n0| mx| (- (+) () (+) Iyi ()
SL574 | 66 K [Supraglottik| 4a 32| x| () () () () Orta ()
SL622 [ 59 E |Supraglottik| 4a [t4a|n0 | mx| () (+) (-) (-) Iyi (-)
SL632 | 63 E Glottik da |tda|n0[mx| (9 +) () +) Iyi )
SL658 [ 72 E |Supraglottik| 3 3| x [mx| () +) () () Orta ()
SL680 | 55 E Glottik 4 410 |mx] (9 ) () () Orta )
SL688 | 65 E | Transglottik| 3 310 [mx| () +) () () Orta )
SL709 | 60 E [Supraglottik| 4 4 |2a|mx| (+) +) () () Az (-)
SL721 | 73 E |Transglottik| 4 4 [2C|mx| (3 +) () (-) Orta (-)
SL731 | 64 E |Supraglottik| 3 310 [mx]|] (+) +) () (+) Orta ()
SL744 | 63 E |Transglottik| 4 |[4a|n0|mx| () (+) ) (+) Iyi ()
SL745 [ 66 E | Transglottik| 4A |4a|[n0|mx| (-) (+) () (-) Az ()
SL748 | 57 E Glottik 3 [3]0]|m| (O (+) () (+) Orta )
SL749 | 44 E | Supraglottik| 2 2 [n0|[mx| () (+) (-) (-) Orta (-)
SL754 | 51 E | Supraglottik| 2 2 [n0|mx]| () (+) (-) (+) Az ()
SL762 | 46 E | Supraglottik| 2 210 |mx] () (+) () () Orta ()
SL764 | 54 E | Transglottik| 2 2 [n0|mx] () (+) () () iyi ()
SL766 [ 45 E |Transglottik| 3 3| nl|mx| (¥) (+) (-) (-) Orta (-)

*K:Kadin, E:Erkek, LNT: Lenf Nodu Tutulumu, Met: Metastaz, Dif. Der: Differansiasyon Derecesi)
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4.1. TNFA Geninin Promoter Bolgesindeki Polimorfizmlerin incelenmesi

Larenks kanseri tanist almis 50 hastaya ve 20 saglikli bireye ait periferik kandan
elde edilen DNA o6rneklerinde TNFA genindeki polimorfik bolgelere (c.-238G>A, c.-
308G>A, ¢.-806C>T, c.-857C>T, c.-863C>A, ¢.-1031T>C) o6zgii primerler ve bu
bolgelere uygun restriksiyon enzimleri kullanilarak gene ait polimorfik degisiklikler
RFLP yontemiyle incelendi. Orneklere ait genotip frekanslar1 hastaliga yatkinlik

acisindan degerlendirilerek genotip dagilimlar klinik bulgularla karsilastirildi.

TNFA geninin promoter bolgesinde bulunan ¢.-238G>A tek niikleotit degisikligi
incelenmistir. -238. niikleotidin bulundugu bdlge uygun primerler yardimiyla

cogaltilarak 155 baz ¢ifti (bp) uzunlugunda iirtin elde edildi (Sekil 4-1).

HastaNo 384 385 300 396 411 417 Marker
200 bp

100 bp

Sekil 4-1: ¢.-238G>A polimorfizm bélgesini i¢eren 155 bp’lik PCR iiriinii

PCR iiriinii BamHI restriksiyon enzimi yardimiyla kesildi. Restriksiyon enzimi
sadece guanin niikleotidinin bulundugu bélgeyi keserek 130 ve 25 bp‘lik enzim kesim
tiriniine neden olurken G>A degisimi sonucu enzim tanima bolgesi ortadan kalkar.
Kesim olmayacagindan homozigot varyant genotip i¢in 155 bp uzunlugunda tek bant
heterozigot drnekler igin 155, 130 ve 25 bp uzunlugunda ii¢ fragment gozlenir (Sekil 4-
2)

GA GA GA GG GA GA  Marker

200 bp

155 bp
150 bp

130 bp
100 bp

Sekil 4-2:¢.-238G>A polimorfizmi BamHI enzim kesim iiriinleri
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TNFA geninin promoter bolgesindeki 308. niikleotidinde yer alan guanin
niikleotidinin adenine degisimi bdlgeye uygun primerler yardimi ile PCR sonrasi

gergeklestirilen enzim kesimiyle incelendi.

Elde edilen 147 bp’lik PCR iirtinii (Sekil 4-3) Ncol restriksiyon enzim kesimi
homozigot varyantta tek bir fragment (147 bp) gozlenirken; yabanil (wild) tip genotip

icin 122 ve 25 bp’lik iirlin ve heterozigot varyant icin 147, 122 ve 25’lik {i¢ fragment
saptand. (Sekil 4-4)

Marker 384 385 390 396 411 417 HastaNo
200 bp

150 bp
100 bp

147 bp

Sekil 4-3: ¢.-308G>A polimorfik bolgesini iceren 147 bp’lik PCR iiriinii

Marker GA AA GG GA GG GG GG GA
200 bp
150 bp

100 bp

147 bp
122 bp

Sekil 4-4:¢.-308G>A polimorfizmi Ncol enzim kesim iiriinleri

Promoter bolgede meydana gelen tek niikleotid polimorfizmlerinden biri de c.-
806C>T niikleotitte goriiliir. Degisikligin gozlemlendigi bolge, uygun primerlerle
cogaltilarak (Sekil 4-5) Mnll enzimiyle kesime ugratildi. Yabanil tip genotipe sahip
bireylerde 81, 40, 37, 26, 17 ve 9 bp’lik alt1 fragment olusurken homozigot varyantlarda
81, 40, 37 ve 26 bp’lik dort iiriiniin gézlemlenmesi gerekmektedir (Sekil 4-6).

HastaNo 384 385 390 396 411 417 428 435 437 Marker

250 bp
200 bp
150 bp

184 bp

Sekil 4-5: ¢.-806C>T polimorfik bélgesini iceren 184 bp’lik PCR iiriinii
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pUC mix
CcC CcC CcC CcC Marker
110 b
81 bp 67 bpp
40 bp
37 bp 34 bp

26 bp

17 bp 26 bp

Sekil 4-6: ¢.-806C>T polimorfizmi Mnll enzim kesim iiriinleri

TNFA geninde promoter bolgede olusan bir diger polimorfik degisiklik -857°de
meydana gelir. ¢.-857C>T degisimi bu bdlgenin uygun primerler kullanilarak PCR‘1
sonrast olusan tiriinler Sekil 4-7’da verilmistir. PCR triinleri Tail enzimi yardimiyla -
857. bazda yalnizca guanin niikleotidinin oldugu genotipi taniyarak 107 ve 21 bp’lik iki

fragment olusturdu.

HastaNo 384 385 390 396 411 417  Marker

150 bp
100 bp
50 bp

128 bp

ekil 4-7: ¢.-857C>T polimorfik bolgesini iceren 128 bp’lik PCR iiriinii
S p g ¢ p

Timin niikleotid degisikligi gozlenen fragmentte enzim tanima bolgesi
degistiginden ve restriksiyon enzimi bu bolgeyi taniyip kesemeyeceginden 128 bp
uzunlugunda tek bir fragment olusumu gézlendi. Heterozigot varyant olusumu 128, 107

ve 21 bp’lik ii¢ fragment olusumuyla tespit edildi (Sekil 4-8)

CcC TT CC CT CC CT CCC CC CC Marker

128 bp 150 bp
107 bp 100 bp
50 bp

Sekil 4-8: ¢.-857C>T polimorfizmi Tail enzim kesim iiriinleri
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-863. niikleotitte konumlanmig olan sitozin bazinda meydana gelen
polimorfizmin tespiti i¢in Oncelikle bolgeye spesifik primerlerle PCR gerceklestirildi
(Sekil 4-9). PCR firiinleri yine Tail enzimiyle kesime ugratilarak C>A degisimi

incelendi.

Marker 384 385 390 396 411 417 428 Hasta No

200 bp
150 bp

135 bp
100 bp

ekil 4-9: ¢.-863C>A polimorfik bolgesini iceren 147 bp’lik PCR iiriini
S p g ¢ p

Yabanil tipte 125 bp uzunlugunda tek fragment, heterozigot varyantta 125, 101
ve 34 bp’lik ii¢ fragment olusurken homozigot varyantta 101 ve 34 bp’lik iki adet
fragment gozlendi (Sekil 4-10)

CC TT CC CT CC CT CC CT CC CC Marker
200 bp
150 bp

100 bp

Sekil 4-10: c.-863C>A polimorfizmi Tail enzim kesim iiriinleri

-1031. niikleotitte meydana gelen T>C baz degisikligi bolgeye spesifik primerler
kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi. Yabanil 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
gozlendi. PCR sonrasi elde edilen DNA fragmentleri ile kesim sonrast olusan tiriinler

sirastyla Sekil 4-11 ve Sekil 4-12°de verilmistir.

HastaNo 384 385 390 396 411 417 Marker

300 bp
250 bp
200 bp

264 bp

Sekil 4-11: ¢.-1031T>C polimorfik bélgesini iceren 264 bp’lik PCR iiriinii
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Marker TC TT TC TT TC TC TT TC TC TT

250 bp 251 bp
200 bp 180 bp
150 bp
100 bp

Sekil 4-12: ¢.-1031T>C polimorfizmi Bbsl enzim Kkesim iiriinleri

TNFA geninin promoter bolgesinde meydana gelen polimorfizmlere ait genotip

ve allel frekanslar1 Tablo 4-4’te gosterilmistir.

Allel ve genotip frekanslar ile allelerin birbirleriyle olan iliskileri De-Finetti
vaka-kontrol istatistik programi ile degerlendirilmistir. TNFA geninin promoter
bolgesinde  bulunan  ¢.-238G>A, ¢.-806C>T, <¢.-857C>T ve .-863C>A
polimorfizmlerinin hastalar ve saglikli grup arasinda hastalik riski agisindan anlamli bir

iliski bulunamamustir.

Hasta ve kontrol grubu, c¢.-308G>A polimorfizmi agisindan karsilastirildiginda
GG genotipi hastalarda belirgin oranda siklikla goriiliirken A allelini tagiyan bireylerde
riskin anlaml dl¢iide diistik oldugu dikkat ¢ekmektedir (GG vs GA+AA: OR (%95 CI)
= 0,19 (0,06-0,59), p=0,002, ¥*=9,01). Normal allelin frekans dagilim1 hastalarda 0,89,
sagliklilarda 0,87’dir. Calisma grubumuzda A allelinin frekans dagilimi hastalarda 0,11,
sagliklilarda ise 0,13’tiir. A alleli ile diisiik hastalik riski arasinda istatiksel anlamlilik

goriilmektedir (G vs A: OR (%95 CI) = 0,35 (0,14-0,85), p=0,018, x>=5,63).

€.-1031T>C polimorfizmi i¢in C allelinin hasta ve kontrol gruplari
kiyaslandiginda frekanst hasta grubunda 0,41, kontrol grubunda 0,57 olarak
bulunmustur. Genotip frekanslarina bakildiginda TC genotip frekansinin hastalarda
sagliklilara oranla anlamli derecede diisiik oldugu goriilmektedir (TT vs TC: OR (%95
Cl) = 7,00 (1,75-27,93), p=0,003, x*=8,76).
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Tablo 4-4 : TNFA gen polimorfizmlerinin larenks kanserli hasta ve saghkh gruptaki
genotip ve allel frekanslarinin hastalik riski agisindan analizi

— - - — -
Polimorfizm Genotip Hasltf(gg) 50) KOH?FS@% 20) OR (%95 CI) P )
GG 27 (54) 15 (45) 1 (referans) |  -----
GA 23 (46) 5(25) 2,56 (0,81-8,11) 0.11 (2,62)
AA 0(0) 0(0) 0.56 (0,01-29.84) |  -——--
c.-238G>A | GA+AA 23 (46) 5(25) 2,56 (0,81-8,11) 0.11 (2,62)
Alleller
A 23 (23) 5(12.5) 2,09 (0,73-5,95) 0,16 (1,97)
G 77(77) 35(87.5) 1 (referans) |  -—--
GG 40 (80) 15 (45) 1 (referans) |  -—--
GA 9(18) 5(25) 0.19 (0,06-0,59) 0.002 (9.01)
AA 1(2) 0(0) 0,662 (0,02-17,70) | 0,65 (0.21)
¢.-308G=A | GA+AA 10 (20) 5(25) 0.21 (0,07-0.64) 0,004 (8.22)
Alleller
A 111D 5(12.5) 0.35(0,14-0,85) 0,018 (5.63)
G 89 (89) 35 (87.5) 1 (referans) |  -—-
CC 36 (72) 16 (80) 1 (referans) |  ---—--
CT 13 (26) 4 (20) 1,44 (0,41-5,12) 0,57 (0,33)
T 1(2) 0(0) 1.36 (0.05-35,08) 0.51 (0.44)
c.-857C>T | CT+TIT 14 (28) 4 (20) 1,56 (0,44-5.47) 0.49 (0,48)
Alleller
T 15 (15) 4 (10) 1,58 (0,49-5.11) 0.43 (0,61)
C 85 (85) 36 (90) 1 (referans) | = -——-
CC 33 (66) 10 (50) 1 (referans) |  ----
CA 15 (30) 9 (45) 0.50(0,17-1.49) 0.21(1.54)
AA 2(4) 1(5) 0,61 (0,05-7.4) 0,69 (0,16)
c.-863C=A | CA+AA 17 (34) 10 (50) 0.51(0,18-1.48) 0.21 (1.54)
Alleller
A 19 (19) 11(27.5) 0,62 (0,26-1,45) 0,27 (1,23)
C 81 (81) 29 (72.5) 1 (referans) |  -—-
TT 21 (42) 3(15) 1 (referans) |  --—---
TC 17 (34) 17 (85) 7,00 (1,75-27.93) | 0,003 (8,76)
CC 12 (24) 0(0) 0.25(0,012-5,16) 0.20 (1.64)
¢.-1031T=>C | TC+CC 29 (58) 17 (85) 4,10 (1,06-15.82) 0,03 (4,62)
Alleller
C 41 (41) 23 (57.5) 1.06 (0,51-2.24) 0.87(0.03)
T 59 (59) 17 (42.5) 1 (referans) |  -----

TNFA gen polimorfizmleri ile klinikopatolojik veriler karsilagtiriimistir. Alkol
kullanim1 ile ¢€.-1031T>C polimorfizmi arasindaki iliski arastirildiginda mutant

genotiplerin hastalik agisindan avantaj sagladig goriilmektedir (p=0,024) (Tablo 4-5)
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Tablo 4-5: ¢.-1031T>C genotip dagiliminin alkol kullanimu ile iliskisi

Alkol kullanim1 TT TC+CC Fisher’s p
Kullanmiyor 5 12

0,024
Kullaniyor 19 17

Hasta No

260 bp

4.2. TNFA Geninin Semi-Kantitatif RT-PCR Sonuglari

50 hasta ve 20 saglikli bireyden alinan doku orneklerinden elde edilen cDNA’
semi-kantitatif RT-PCR deneyleri gerceklestirildi. TNFA geninin ekspresyon
durumunun tespit edilmesi amaciyla 3 ve 4.ekzon bolgelerinden 260 bp’lik bolge
cogaltildi (Sekil 4-13).

570 573 680 709 Marker

Sekil 4-13: TNFA geni semi-kantitatif RT-PCR iiriinleri

TNFA geninde tiimor dokular ile normal doku karsilastirildiginda hastalarin

%56°sinda TNFA gen ekspresyonu gozlenmemistir.

4.3. Restriksiyon Enzim Kesim Teknigi ile Metilasyon Profilinin Belirlenmesi

50 larenks kanserli hastanin tiimor ve eslenik normal dokusu ile serum, tiikiiriik
ornekleri ve 20 saglikli bireyin normal dokusu ile serum, tiikiiriik 6rneklerinden elde
edilen DNA, aym1 kesim bdlgesini taniyan metilasyona duyarli Hpall ve metilasyona
direngli Mspl restriksiyon enzimleri yardimiyla 37°C’de 16-18 saat inkiibasyona
birakildi. Enzimlerden Hpall metillenmis bolgeyi kesmezken Mspl ayn1 bolgeyi kesme
ozelligine sahiptir. Hpall enzimi metillenmis bolgeyi kesemediginden 216 baz ciftlik
PCR iirlinii olusturur. Enzim kesimi sonrast Ornekler uygun primerler yardimiyla
cogaltildi. Sekil 4-14’te 497 nolu hastaya ait timor (T), eslenik normal (N), serum (S)

ve tiikiiriik (Ti) orneklerinin enzim kesimi sonrast PCR ile ¢ogaltilan Ornekleri
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gosterilmektedir. Kesim agmasina dahil edilmeyen genomik DNA (U) o6rneklerinden

elde edilen PCR firiinleri calismada pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

T N Tii S
HMU H M UH M U H M U Marker
300 bp
250 bp
200 bp
150 bp

100 bp

216 bp

Sekil 4-14:TNFA geninin promoter bdélgesinin restriksiyon enzim kesimi sonrasi olusan
metilasyon durumu ve PCR érnekleri

TNFA promoter metilasyonu hastalarin tiimor, eslenik normal dokusu ile serum
ve tlikiirik orneklerinde goériilme orani sirasiyla %84(42/50), %56(28/50), %52(26/50)
ve %54(27/50)’tiir (Sekil 4-15). Saglikli bireylerin normal doku, serum ve tiikiiriik
orneklerinde bu oran sirastyla %65(13/20), %35(7/20) ve %40(8/20) olarak
bulunmustur (Sekil 4-16).

100

90

80

70

50
40
30
20
10
0 T

Tiimor Normal Tikirik Serum
%84 (42/50) %56 (28/50) %54 (27/50) %352 (26/50)

Larenks Kanserli Hastalarda
Metilasyon Goriilme Orani

Sekil 4-15: Larenks kanserli hastalarin tiimor, eslenik normal doku ile serum ve tiikiiriik
orneklerinde metilasyon goriilme oram
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Sekil 4-16: Saghkh bireylere ait normal doku ile serum ve tiikiiriilk orneklerinde
metilasyon goriilme orani

Metilasyon durumu ile hastalarin klinikopatolojik verileri karsilagtirildiginda
sigara, alkol kullanimi, niiks ve metastaz durumu, lenf nodu tutlumu, anatomik tutulum
bolgesi ile metilasyon durumu arasinda anlamli bir iliski bulunamamistir (p>0,05).
Ancak evrelere gore metilasyon durumu incelendiginde geg evrede (evre IlI- evre 1V)
TNFA geninde metilasyon goriillme agisindan istatistiksel olarak anlamli oldugu

metilasyon varliginin hastalik riskiyle iligkili olabilecegi bulunmustur (p=0,023).

4.4. Metilasyona bagh ekspresyon durumundaki degisiklikler

Metilasyona spesifik restriksiyon enzim kesimi ve semi-kantitatif RT-PCR
sonucu TNFA geninde malin tiimér dokusunda metilasyon gozlenen 42 hasta ve
ekspresyon gozlenmeyen 28 hasta karsilastirildiginda hastalarin - 21(%42)’inde

metilasyona bagli ekspresyon durumunda azalma gozlenmistir.

4.5. Polimorfik genotiplerle metilasyon durumu arasindaki iliskinin incelenmesi
Calismamizda larenks hastalarinda incelenen polimorfik farkliliklar ve
metilasyon durumlari arasindaki olasi iligkiler arastirilmistir. Bu degisiklikler kendi

aralarinda kiyaslanmistir. ¢.-238G>A, ¢.-308G>A, ¢.-806C>T, ¢.-857C>T, c.-863C>A
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ve €.-1031T>C polimorfik degisiklikler ile metilasyon durumu arasindaki iligki

incelendiginde anlamli bir fark gézlenmemistir.

4.6. Polimorfik farklihklarm birlikte bulunma durumlari
€.-238G>A, c.-308G>A, c.-806C>T, c.-857C>T, c.-863C>A ve c.-1031T>C
polimorfik farkliliklar1 kontrol ve hasta gruplari kendi aralarinda karsilastirildi (Tablo 4-

6). Hasta-kontrol gruplarinin haplotip analizi i¢in SNPalyze programi kullanildi.

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda polimorfik degisikliklerin haplotip frekanslar
karsilagtirildiginda, c¢.-238G>A/c.-308G>A, c¢.-238G>A/c.-1031T>C, c.-308G>A/c.-
863C>A, c.-308G>A/ ¢.-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, ¢.-308G>A/c.-863C>A/c.-1031T>C haplotipleri i¢in

anlamli derecede birbirleriyle iliskili olduklar1 gozlendi.

Tablo 4-6: Hasta ve kontrol gruplarinda haplotip frekanslarimin analizi

Haplotip K ombinasyonlari Haplotip Frekanslan P ¥
Hasta Kontrol

¢.-238G>A/c.-308G>A 0,003 13.401
G-A 0.059 0.260 0.004 12,243
¢.-238G>A/c.-1031T>C 0,041 8.280
A-T 0.149 2,36x1077 0.012 6.290
c.-308G>A/c.-863C>A 0,008 11.644
A-A 1,39x10” 0.100 0.001 10.294
¢.-308G>A/ ¢.-1031T>C 0,004 13.274
G-T 0.490 0,270 0.018 5,617
A-T 0.099 0.30 0.001 9.711
c.-857C>T/c.-863C>A 0,034 8.663
T-A 7.52x10°° 0.060 0.022 5.203
¢.-238G>A/c.-308G>A/c.-857C>T 0,008 19.034
G-A-C 0.058 0.160 0.044 4,073
G-G-T 0.091 2.29x107° 0.049 3.888
G-A-T 1.47x107" 0.070 0.005 7.664
€.-238G>A/c.-308G>A/c.-863C>A 0,004 20.486
G-A-C 0.057 0.183 0.015 5.862
G-A-A 1.15x10° 0,056 0.022 5.203
A-A-A 4.94x1072! 0,060 0.022 5.203
¢.-238G>A/c.-308G>A/c.-1031T>C 0,0001 28.806
G-A-T 0.035 0.300 0.000003 21,525
€.-238G>A/ ¢.-857C>T/c.-1031T>C 0.109 11.735
A-C-C 0,039 0,125 0,030 4.710
¢.-238G>A/c.-863C>A/c.-1031T>C 0.239 7.989
A-C-T 0.132 2.56x1077 0.016 5.794
¢.-308G>A/c.-857C>T/c.-1031T>C 0,018 16.90
A-C-T 0.089 0.233 0.015 5.825
¢.-308G>A/c.-863C>A/c.-1031T>C 0,031 13.839
G-C-T 0,470 0,275 0.030 4,674
A-C-T 0,092 0,262 0.011 6.454
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4.7. Polimorfik  Degisiklikler ile Metilasyona Bagh Ekspresyon Durumu
Arasindaki Iliskinin Incelenmesi

Polimorfik degisiklikler ile timoér dokusunda metilasyon ve buna bagh
ekspresyon seviyesinde azalma gozlenen hastalar ile bu hastalarda goriilen polimorfik

degisiklikler arasindaki iliski incelendiginde istatistiksel bir anlamlilik bulunamamuistir.
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5. TARTISMA

Larenks kanseri bas-boyun kanserleri arasinda en sik goriilen 2. kanser tipidir.
Erken asamada tam1 konuldugunda tedavi sansi olsa da gectigimiz 30 yil igerisinde
erken tani, prognoz, nilks riski olan hastalar1 ayirt etmeye yonelik giivenilir
biyobelirtegler bulunmamaktadir (42). Kanser olugmadan Once genetik yatkinligin
belirlenmesi koruyucu tedavi acisindan, kanser olusumunda molekiiler basamaklarin
bilinmesi ve olusan genetik ve/veya epigenetik degisikliklere yonelik tedavi onerilmesi

hastaligin prognozu agisindan 6nem arzetmektedir.

Larenks kanserinin olusumunda sigara, alkol, mesleki kimyasallara maruziyet en
onemli etiyolojik faktorlerdir (53, 54). Bu etiyolojik faktorlerin genetik ve epigenetik
degisikliklere neden olarak hiicresel immuniteyi de baskiladigi bilinmektedir. Sitokinler

dogrudan veya dolayli malinite olusumunda rol oynayan 6nemli inflamatuar aracilardir.

Tumor Nekrozis Faktor-Alfa (TNFA) inflamatuar hastaliklarda gorev yapan
proinflamatuar sitokindir. Timor hiicrelerine karsi sitotoksik etkileri aktifleyerek
immiin yaniti diizenler ve anjiyogenez ve apoptotik yolaklarin aktivasyonunda 6nemli
rolii bulunmaktadir. Literatiirde TNFA geninin promoter bolgesinde meydana gelen
polimorfik degisiklikler meme (17), mide (18), prostat (19) ve kolorektal (20) kanser ile
non-Hodgkin lenfomada (21) incelenmis ve TNFA ekspresyon seviyesindeki artigin koti
prognoz ile iliskili oldugu bulunmustur. Ayrica yapilan ¢aligmalarda popiilasyona gore
genetik yatkinliklar belirtilmistir. TNFA geninin promoter bolgesinde bulunan c.-
238G>A, €.-308G>A"in tek niikleotidlik degisikliklerin Asya toplumunda hepatoselliiler
(160), kolorektal karsinom (165) olusumunda etkili olabilecegi, farkli popiilasyon olan
Kafkas ve Afrika toplumunda ise serviks kanserinin gelisiminde rol oynayabilecegi
distiniilmektedir (162). c.-863C>A polimorfizmi 6zellikle Asya toplumunda gastrik
(161), prostat (163), mesane (164) kanserlerine yatkinlikla iliskilendirilmistir.

Kanserde hem genetik hem de epigenetik degisikliklerin rol oynadigi
bilinmektedir. Bir¢ok kanser tiiriinde TSG’lerin promoter bolgelerindeki CpG adalarinin
metillenmesi sonucu bu genlerin gorevini yerine getiremedigi bilinmektedir. TNFA
geninin promoter bolgesinde metilasyon ve buna bagli ekspresyon seviyesinde azalma
kolorektal (22), prostat (23) ve meme kanserlerinde (24) g6zlenmistir. 2012°de Kim ve

arkadaslar1 tarafindan MCF7 hiicre hatlarinda global metilasyon seviyesi incelenmis ve
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TNFA geninin ve TNFA iliskili yolaklarda gorev alan genlerin hipermetile oldugu ve

bunun meme kanserinin olusumunda katkisinin olabilecegi diistiniilmiistiir (159).

Calismamizda 50 larenks kanserli hastanin tiimor, eslenik normal doku, tiikiiriik,
ve serum Ornekleri ile saglikli bireylere ait normal doku, tiikiirik ve serum o6rnekleri
kullanilarak TNFA geninde metilasyona bagli ekspresyon durumu incelenmis TNFA
geninin promoter bolgesinde meydana gelen €.-238G>A, ¢.-308G>A, ¢.-806C>T, c.-
857C>T, ¢.-863C>A ve .-1031T>C polimorfik degisiklikleri incelenmistir.

TNFA geninin promoter bolgesinde metilasyon durumu incelendiginde
hastalarin timor dokularinda %84 oraninda metilasyon varligi gozlendi. Ekspresyon
seviyelerine bakildiginda ise hastalarin %56’sinda TNFA gen ekspresyonunda azalma
goriildii. Hastalarin %42’sinde tiimor dokusunda metilasyon ve buna bagli ekspresyon
seviyesinde azalma gozlenmistir. Metilasyon durumu ile hastalarin klinikopatolojik
verileri karsilastirildiginda sigara, alkol kullanimi, niiks ve metastaz durumu, lenf nodu
tutulumu, anatomik tutulum bdlgesi ile metilasyon durumu arasinda anlamli bir iligki
bulunamazken (p>0,05) evrelere gore istatistiksel anlamlilik bulunmustur. ileri evre
hastalarda (evre I11-1V), erken evre hastalara (evre I-11) gore metilasyon seviyesinde

artis gozlenmistir.

Calismamizda TNFA geninin promoter bolgesinde bulunan c.-238G>A, c.-
857C>T ve c.-863C>A polimorfizmlerini hasta ve saglikli grup ile hastalik riski
acisindan degerlendirdigimizde larenks kanseri ile arasinda istatistiksel bir anlamlilik
bulunamamuistir. Literatiirde, €.-238G>A, ¢.-857C>T ve c.-863C>A tek niikleotid
degisiklikleri bircok kanser tiiriinde arastirllmis ve farkli popiilasyonlarda farklh
polimorfik degisikliklere rastlanmistir. C.-238G>A, ¢.-308G>A tek niikleotid
degisikliklerinin Asya toplumunda hepatoselliiler (161), kolorektal karsinom (164)
riskiyle iligkili olabilecegi, ayrica bu polimorfik degisikliklerinin Kafkas ve Afrika
toplumlarinda serviks kanserine (166) yatkinlikla iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.
€.-863C>A polimorfizmi 6zellikle Asya toplumunda gastrik, prostat ve mesane

kanserlerine yatkinlikla iligkilendirilmistir.

Calismamizda TNFA geninin promoter bdlgesinde bulunan ¢.-806C>T
polimorfizmi hasta ve saglikli grup ile hastalik riski agisindan degerlendirdigimizde
larenks kanseri ile arasinda istatistiksel bir anlamlilik bulunamamistir. Literatiire

baktigimizda bu polimorfizmi kanserde inceleyen bir ¢aligma mevcuttur. ¢.-806C>T
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polimorfizmi, 2006 yilinda Ho ve arkadaslar1 tarafindan nazofarenks kanserinde
arastirilmistir (160). 23 hasta ve 52 kontrol grubu kullanilarak Tayvan popiilasyonunda
yapilan ¢alismada 1 hasta ve 6 saglikli bireyde polimorfizme rastlanmis ve istatistiksel

ac¢idan bir anlamlilik bulunamamastir.

Calismamizda, hasta ve kontrol gruplart €.-308G>A polimorfizmi agisindan
karsilastirildiginda GG ve GA genotipi hastalarda belirgin oranda siklikla goriiliirken
AA genotipini tastyan bireylerde hastalik riski agisindan anlamlilik goriilememistir;
ancak GA genotipine sahip bireylerde hastalik riskinin anlamli derecede yiiksek oldugu
bulunmustur GG vs GA+AA: OR (%95 Cl) = 0,19 (0,06-0,59), p=0,002, %?=9,01).
Normal allelin frekans dagilimi hastalarda 0,89, sagliklilarda 0,87’dir. Calisma
grubumuzda A allelinin frekans dagilimi hastalarda 0,11, sagliklilarda ise 0,13’tiir. A
alleli ile diisiik hastalik riski arasinda istatiksel anlamlilik goriilmektedir (G vs A: OR
(%95 CI) = 0,35 (0,14-0,85), p=0,018, 2=5,63). Literatiirde meme (168), kolorektal
(169) ve gastrik kanserli (170) hastalarda yapilan ¢alismalarda ¢alismamiza paralel
olarak genotipik ve allelik farkliliklara sahip bireyler ile hastalik riski arasinda iligki
oldugu bildirilmistir. Meme kanserli hastalarda 6zellikle ileri evrede kanser riski ile
TNFA ¢.-308G>A polimorfik degisikligin GA heterozigot genotipiyle iliskili oldugu
rapor edilmistir (168).

€.-1031T>C polimorfizmi hasta ve kontrol gruplarinda hastalik riski agisindan
karsilagtirildiginda TT genotipine hastalarda daha sik rastlanmakta ve TC genotipinde
hastalik riski istatistiksel agidan anlamli olarak bulunmustur (TT vs TC: OR (%95 CI) =
7,00 (1,75-27,93), p=0,003, 4?=8,76). Literatiirde c.-1031T>C polimorfizmi meme
(168), kolorektal (169), mesane (164) kanserlerinde arastirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda

TT ve CC genotiplerinin kanser olugum riski ile iligkili oldugu bulunmustur.

Polimorfik degisiklikler ile tiimoér dokusunda metilasyon ve buna bagh
ekspresyon seviyesinde azalma gézlenen hastalar ile bu hastalarda goriilen polimorfik
degisiklikler arasindaki iliski incelendiginde istatistiksel bir anlamlilik bulunamamastir.
Literatiirde TNFA geninin metilasyona bagli ekspresyon durumu ile polimorfik

degisikliklerin birlikte incelendigi ¢calisma bulunmamaktadir.

Sonug¢ olarak larenks kanserli hastalarin tiimér ve eslenik normal doku
orneklerinde literatiirle uyumlu olarak TNFA geninin promoter bolgesinde meydana

gelen metilasyon ve buna bagli ekspresyon seviyesinde azalma gozlendi. TNFA gen
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ekspresyon seviyesinde bu azalmanin kanserde ileri evrede (evre II, IV) istatistiksel
anlamli  oldugunun bulunmas: kanser progresyonunda rol oynayabilecegini
gostermektedir. Ayrica c¢alismamizda polimorfik degisiklikler incelendiginde c.-
308G>A ve c.-1031T>C ile diisiik hastalik riski arasinda istatiksel anlamlilik
gbzlenmistir. Bundan sonraki asamada caligilan hasta ve saglikli 6rnek sayisinin
artirtlarak metilasyon varligi ile buna bagli ekspresyon durumu ve polimorfik

degisikliklerin daha genis hasta popiilasyonunda incelenmesi hedeflenmektedir.
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FORMLAR

1-A GONULLU BIiLGiLENDIRME FORMU

1. Caliymanin Ada:

Larenks kanserli hastalarda TNFA geninin promoter bolgesindeki polimorfik degisiklikler

ile metilasyon ve ekspresyon durumlarimin incelenmesi
2. Calismanin Amaci:

Larenks kanserinde TNFA geninin ekspresyon ve metilasyon seviyeleri ile promoter
bolgesindeki polimorfik farkhliklarin hastahgin erken tam ve tedaviye yamitinin

izlenmesine olanak verecek biyomarker potansiyelinin arastirilmasi.
3. Calismanin Ac¢iklanmasi:

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi KBB Hastaliklar1 ve Bas-boyun Cerrahisi
Anabilim Dali’na bagvuran ameliyat tarihinden Once onayr alinarak calismaya katilim igin
bilgilendirilmis, goniillii onamlar1 alindiktan sonra hekimlerce zaten hastaliklar1 sebebiyle
ameliyatlarina karar verilen larenks kanseri tanis1 almig 50 hastadan ameliyat Oncesinde

almacak serum(7-10 cc) ve tiikiiriik(20mL) 6rnekleri ile ameliyat sirasinda alinacak 0,5 cm

biiytikliigiinde tiimor ve eslenik normal doku hem metilasyon/ekspresyon hem de polimorfizm
deneylerinde kullanilmak tizere toplanacaktir. Ayrica ¢alismamizda saghkl kontrol olarak

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

deneylerinde kullanilmak iizere 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi KBB Hastaliklar1 ve Bas-boyun

Cerrahisi Anabilim Dali’na basvurmus horlama cerrahisi (uvulopalatopharingoplasty (UPPP))
uygulanmasina zaten hekimlerce karar verilmis 20 saglikli bireye ait ameliyat sirasinda alinacak
0,5 cm normal doku, ameliyat 6ncesinde alinacak serum (7-10 cc) ve tiikiiriik (20mL) 6rnekleri
toplanacaktir.

Tiim orneklerden laboratuvar kosullar1 altinda 6ncelikle periferik kandan serum ve lenfosit
ayrilmasi ve serum, lenfosit ve tiikiiriik 6rneklerinden elde edilecek hiicrelerden ve normal ile
timor dokularindan fenol/kloroform ekstrasyonu metodu ile DNA elde edilecek ve sonra
DNA’larin elektroforetik kalite kontrolii yapilacak ve spektrofotometrik 6lgiimleri
gergeklestirilecektir. Daha sonra elde edilen DNA orneklerinden restriksiyon enzim kesimi
teknigi ile PCR yontemi uygulanacak ve sonuglar degerlendirilecektir. Bahsedilen tiim

uygulamalar kesinlikle hasta iizerinde degil, hastaya ait materyal iizerinde ve laboratuvar
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ortaminda gerceklestirilecektir. Hasta iizerinde hasta ile direk bir calisma olmadigindan
calismanmin herhangi bir riski bulunmamaktadir. Elde edilen sonugclar, hastalarin klinik ve
patolojik bulgulariyla iligkileri agisindan degerlendirilerek bunlarin klinikte birer marker olarak

kullanilabilirligi arastirilacaktir.

4. Caliymamn Planlanan Siiresi, Baslangi¢ ve Bitis Tarihleri: 01.02.2016-01.02.2018

5. Aciklamalar: Bu calismaya goniillii olmaya karar verirseniz bu bilgilendirilmis onay olur
(onay) formunu imzalamaniz gerekecektir. Sadece kendi rizaniz ile higbir baski ve zorlama
olmaksizin bu temel bilim arastirmasina ameliyat esnasinda alinacak doku materyaliniz ve
doktorunuza danisilarak bir hemsire tarafindan alinacak 7-10 cc.’lik kan ve 20 mLliktiikiiriik
Orneginiz ile katilacaksiniz. Kan alma sirasinda kan alinan bdlgede aci, morarma, kanama ya da
diger rahatsizliklar meydana gelebilir, fakat bu giigliiklerin en aza indirilmesi i¢in gereken
Onlemler alinacaktir. Sizden ayrica aragtirmaya yardimci olacak bazi kisisel bilgileriniz
istenebilir. Bilgilerinizin gizliligi uygulanmakta olan yasalar ve yonetmeliklerin izin verdigi
olciide kullamlacaktir. Etik kurullar inceleme amaciyla medikal kayitlardaki kisisel medikal
bilgilerinize ve bu galismadan elde edilen bilgilere erisebilirler. Medikal bilgilerinize erigim
calisma icin gereken verilerin toplanmasi ve islenmesiyle sinirli olacaktir. Mutlak gizlilik
garanti edilemez. Arastirma amagli bu g¢alismanin sonuglari bilimsel toplantilarda ya da
yayinlarda sunulabilir, ancak bu sunumlarda sizin kimliginiz agiklanmayacaktir. Ayrica sizden
arastirma ile ilgili olarak herhangi bir maddi talepte bulunulmayacak ve size de herhangi bir
iicret 0denmeyecektir. Katilmaya karar verdikten sonra da herhangi bir zamanda bu ¢aligmaya
katilma i¢in olurunuzu geri ¢ekebilir ve ¢alismadan ¢ikabilirsiniz. Bu karar medikal tedavinizi
etkilemeyecektir. Ayrica bu aragtirmaya katilmaya karar verdiginiz takdirde ileriye doniik
olarak hastaliginiz hakkinda elde edilecek bilgilerle bilim diinyasina konuyla ilgili olarak
O6nemli derecede katki saglayacagimiz kesindir. Goniilli olmaya karar verdiginiz ve bu
bilgilendirilmis goniillii onay ve riza formunu imzaladigimiz takdirde yukarida yazilanlari
okuyup kabul ettiginizi ve hicbir baski ve zorlama olmaksizin ailenizin bilgisi dahilinde sadece
kendi rizaniz ile karar verdiginizi onaylamis olacaksiniz.

Herhangi bir soru ya da sorun oldugu taktirde ilgili arastiriciya ( Uzm.Dr. Murat Ulusan
veya Dr. Can Doruk) 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz A.B.D. 0212 414 20 00 /

31674 nolu telefondan ulasabilirsiniz.
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1-B- GONULLU ONAY FORMU

Goniilliiniin/Katihmcinin/Hastanin Beyani: Sayin Uzm.Dr. Murat Ulusan veya Dr. Can
Doruk tarafindan Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Kulak Burun Bogaz Hastaliklar1
ABD'de tibbi bir arastirma yapilacag belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi. Bu bilgilerden sonra boyle bir arasgtirmaya “katilimer” (denek) olarak davet edildim.
Eger bu aragtirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine
bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklagilacagina inaniyorum. Arastirma
sonuclarinin egitim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla
korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi. Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir
sebep gostermeden arastirmadan ¢ekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak
icin aragtirmadan ¢ekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica
tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan aragtirma dist
da tutulabilirim. Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun
aragtirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik
sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli
giivence verildi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).
Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Uzm.Dr. Murat
Ulusan veya Dr. Can Doruk’u, 02124142000 / 31674 nolu telefon ve Istanbul Tip Fakiiltesi,
KBB Hastaliklar1 ABD‘dan arayabilecegimi biliyorum. Bu aragtirmaya katilmak zorunda
degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam konusunda zorlayict bir davranisla
karsilasmis degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan
iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum. Bana yapilan tiim agiklamalari
ayritilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basima belli bir diisiinme siiresi sonunda ad1 gegen
bu arastirma projesinde “katilimc1” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan
daveti biiyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik igerisinde kabul ediyorum. Imzali bu form
kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.

Yukarnida goniilliiye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazih ve sozlii aciklamalar yapildi. Bu kosullarla soz
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi

kabul ediyorum.

Goéniilliiniin Adi-soyadi, Imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...) Tarih

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin Adi-soyadi, Imzas1, Adresi (varsa

telefon no., faks no,...)

Aciklamalar yapan aragtirmacinin Adi-soyadi, imzas1 Tarihi
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Riza alma islemine basindan sonuna kadar tamklik eden kurulus gorevlisinin Adi-soyadi,

Imzasi, Gorevi
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