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OZET

LARENKS KANSERLERINDE TUM GENOM EKSPRESYON FARKLILIGININ
BELIRLENMESI VE KLINIK ONEMIi
DR. EMINE GOKTAS, UZMANLIK TEZi, KONYA 2016

Amag: Erigkin tlimorlerinin %2’sini olusturan larenks kanserleri, bas boyun bolgesinin en sik
goriilen malign tiimdrlerindendir. Tiirkiye’deki erkek oliimiiniin %7’sinden sorumlu olan
larenks kanserlerinin mortalite oranlar1 olduk¢a ylksektir. Calisgmamizda larenks kanserli
bireylerin tiimoér dokusunda normal dokuya gore ekspresyonu artan ya da azalan tiim genlerin

belirlenmesi amaglanmaistir.

Yontem: Selcuk Universitesi Selguklu Tip Fakiiltesi ve Karatay Universitesi Tip Fakiiltesi
Kulak Burun Bogaz Poliklinigi’ne basvuran, klinik ve histopatolojik olarak larenks kanser
tanist1 almig 12 vakadan operasyon sirasinda tiimorlii ve saglam taze doku ornekleri
alinarak(24 ornek) RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA’lar tiim genom ekspresyon
mikroarray yontemi (Illumina iScan, HumanHT-12 V4 Expression Bead Chip) ile ¢aligild1 ve
tiimorlii dokuda normal dokuya gore ekspresyonu anlamli derecede artan ve azalan genler

belirlendi.

Bulgular: 47.323 prob kullanilarak yapilan ¢alismada 14.294 mRNA’da normal dokuya gore
ekspresyon farklilig1 saptandi. Ekspresyon farkliliginin anlamliligi i¢in FC degeri 2 olarak
kabul edildiginde; 22 gende anlamli ekspresyon artis1 ve 2 gende anlamli ekspresyon azalist
gozlendi. Etkilenen genlere yonelik yapilan yolak analizinde ise hiicre siklus yolagi ve
ekstraselliiler matriks yikim yolagi aktivasyonu artan yolaklarin basinda gelirken; elektron

transport zincir yolagi da baskilanan yolaklarin baginda gelmekteydi.

Sonug¢: Tiim genom ekspresyon analizi ile larenks tiimor etiyolojisinde rolii oldugu bilinen 13
genin yani sira daha once larenks kanserlerinde tanimlanmayan ancak vakalarimizin kanserli
dokularinda normal dokuya gore farkli eksprese olan 11 yeni gen tanimlanmustir. ilk kez
bizim calismamizda belirlenen bu genlerin larenks kanserli olgularda erken tani, prognoz

tayini ve hedefe yonelik tedavi i¢cin biomarker olabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Ekspresyon, larenks kanseri, mikroarray
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ABSTRACT

DETERMINATION OF WHOLE GENOME EXPRESSION DIFFERENCES IN
LARYNX CANCERS AND CLINICAL SIGNIFICANCE
DR. EMINE GOKTAS, SPECIALITY THESIS, KONYA 2016

Aim: Laryngeal cancers which constituting 2% of adult tumors are the most common
malignant tumors of the head and neck region. The mortality rate of larynx cancers which is
responsible for around 7% of male deaths in Turkey is quite high. In our study, is aimed to
determine of decreasing or increasing the expression of all genes in the tumor tissue than

normal tissue in laryngeal cancer patients.

Method: During surgery, tumor and normal tissue samples were taken from the 12 patients
who admitted to Sel¢uk University Sel¢uklu Medical Faculty and Karatay University Medical
Faculty and diagnosed larynx cancer as clinical and histopathological and RNA isolation was
performed. Izolated RNA was studied by whole genome expression microarray method
(Illumina iScan, HumanHT-12 V4 Expression Bead Chip) and gene were identified which

expression significantly increasing and decreasing tumor tissue than in normal tissue.

Findings:In study using 47,323 probe, expression differences revealed at 14.294 mRNA.
When the FC value is considered to be 2 for the significance of the expression differences,
increased expression of 22 genes and decreased expression of two genes were observed.
While the cell cycle pathway and extracellular matrix degradation pathway are the most active
pathway, electron transport chain pathway is one of the most repressed pathways according to

the pathway analysis of affected genes.

Results:In our case, 11 new genes have been identified which is differentially expressed in
cancerous tissue compared to normal tissue in addition to 13 genes known to be involved in
the etiology of laryngeal tumors with whole genome expression analysis. These genes which
identified for the first time in our study, are thought to be biomarker for early diagnosis,

prognosis and targeted therapy on larynx cancer patients.

Keywords: Expression, larynx cancer, microarray
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SIMGELER ve KISALTMALAR
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1.GIRiS

Eriskinlerde goriilen tiim malignitelerin yaklasik %2’sini olusturan larenks kanserleri, bas-
boyun bolgesinin en sik goriilen malign tiimérlerindendir (Lazaris 2000). Ulkelere gore
siklig1 degismekle beraber 2015 yilinda Amerika’da yapilan istatistik calismasinda 13560
(E:10.720, K:2.840) yeni vaka bildirilmistir. Yeni tan1 alan 3640 (E:2890, K:750) vakanin
aym yil icinde mortalite ile sonuglandig1 raporlandirilmistir (Siegel 2015). Ulkemizde ise
International Agency for Research on Cancer 2012 arastirmalarina gére 1 yilda ortalama
2672’si erkek, 177’si kadin olmak iizere 2849 yeni vaka oldugu, dlen vaka sayisinin ise
1080’1 erkek, 71’1 kadin olmak {izere 1151 oldugu tahmin edilmektedir (Globocan 2012).
Bilinen en sik risk faktorleri sigara ve alkol olan larenks kanserlerinin ayrica asbest,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar, komiir, ¢imento, ahsap tozu gibi toksik ajanlara
maruziyet sonrasinda da olustugu gozlenmistir (Field 1989, Talamini 2002, Ramroth
2011). En sik goriilen histolojik tipi skuamoz hiicreli karsinom olan larenks kanserleri
lokalizasyonuna gore 3 gruba ayrilir. Vakalarin %60-65’1 glottik bolgede, %30-35°1
supraglottik bolgede, %5°1 ise transglottik ve subglottik bolgede goriilmektedir (Bayer
2016). Erken donemde tani alarak dogru evrelendirilmesi yapilan erken evre larenks
kanserlerinde radikal radyoterapi, lazer tedavisi ya da parsiyel larengektomi ile kiir

saglanabilmektedir (Rozai 1996).

Tiim malignitelerde oldugu gibi larenks kanserlerinin temelinde de onkogenlerin
aktivasyonu ve tiimdr siipresor genlerin inaktivasyonu gibi cesitli genetik slirecler yer
almaktadir. Bu degisimler hiicre siklusunu ve apoptozisini etkileyerek normal hiicrelerin
kanser hiicresine doniistimiine sebep olurlar (Mendenhall 2004). Bas-boyun bdlgesi
tiimorlerinde en c¢ok calisilan genetik degisiklikler; timor supresdr genler olarak bilinen
p53 geni ve pl6 (INK4) genlerindeki inaktivasyondur. Vakalarin iigte birinde goriilen
siklin D1 amplifikasyonu ve vakalarin dortte birinde goriilen EGFR amplifikasyonu ise
diger sik goriilen degisimlerdendir. P16 ve p53 genindeki degisimler kanser olusumunun
erken evrelerinde gozlenirken; siklin D1 ve EGFR’deki degisimler ise ileri evrelerde
gozlenmistir (Uzun 2004, Nadal 2003). 3p, 9p, 8p ve 18q kromozom bolgelerinde olusan
delesyon ve mutasyonlar ile myc, ras, neu, bcl ve int onkogenlerinde goriilen ekspresyon
artis1 larenks kanseri olusumunda etkili oldugu diistiniilen diger degisikliklerdendir (Gleich

2002, Uzun 2004).

Tiim genom ekspresyon analizi son zamanlarda kullanilmaya baglanan ve tiim

genomu gorme imkani saglayan yontemlerden biridir. Patolojik doku ile normal dokudaki
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genlerin ekspresyonlarini karsilastirarak hastadaki mevcut patolojinin etyolojisinde yer
alan sorumlu tiim genlerin belirlenmesini saglar. Boylelikle erken tani1 ve ileri donemde

gelistirilebilecek yeni tedavileri aragtirma olanagi saglar (Li 2014).

Simdiye kadar yapilan caligmalarda larenks kanserinin etyolojisinde rol aldigi
diisiiniilen genler iizerinde c¢alisilmis ancak tiim genom bazinda arastirma yapilmamistir.
Calismamizda larenks kanserli vakalardan alinacak normal ve patolojik doku 6rneklerinin
tiim genom ekspresyon yontemi ile analizinin yapilarak larenks kanserine sebep olabilecegi
diisiiniilen genlerdeki ekspresyon degisimlerine bakilmasi ve daha 6nceden etyolojide rol
aldig1 bilinen genlerin yani sira yeni genlerin bulunmasi amaglanmistir. Ayrica bu yeni
genlerin tedavi i¢in yeni biyomolekiiller bulunmasina araci olacagi diisiiniilmektedir.
Boylece, vakalarin erken tani alacagi, ayni zamanda sagkalim siirelerinin de uzayacagi

ongoriilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Larenksin Yapisi ve Gorevleri
2.1.1 Anatomi

Larenks; kikirdak, kas ve fibroelastik baglardan olusan, dil kokii ile trakea arasinda ve
servikal 3-6 (C3-C6) vertebralar seviyesinde yerlesen, havanin trakeaya giris ve cikisini
kontrol eden, iist solunum yollarinin ses olusturabilen ve yutma sirasinda bir sfinkter gibi

gorev yapan 0zellesmis 6nemli bir boltimidiir (Sekil 2.1.).

Epiglot

M.Faringeus
inferior (kesilmis)

Trakea

Sekil 2.1. Larenks’in genel anatomik goriiniimii

Larenks baslica ii¢ boliimde incelenir (sekil 2.2.):
-Supraglottik boliim:
Epiglotun ucundan gergek korda kadar uzanir. Epiglot, ventrikiiler bandlar (yalanct

kordlar), areoepiglottik plikalar, aritenoid kikirdaklar ve ventrikiiller bu boliimde yer alir.



-Glottik boliim:

Bu boliim vokal kordlar ve onlar1 6nde birlestiren anterior komissiirii i¢ine alir.
-Subglottik boliim:

Gergek kordlarin alt sinirt ile birinci trakea kikirdagi arasinda yer alan boliimdiir (Kirchner

2004, Rosai 2004).

—Supraglottis

— Glottis—r

— Subglottis —

Sekil 2.2. Larenks boslugu; supraglottik, glottik ve subglottik bolgelere ayrilir (Frederick
20006).

2.1.2 Embriyoloji

Larenks embriyolojik olarak iki farkli yapidan gelisir. Bukko-farengeal tomurcuktan
(tiglincii ve dordiincii brankiyal ark) supraglottis, trakeobronsial tomurcuktan (besinci ve
altinc1 brankiyal arklardan) ise glottis ve subglottis gelisir. Larenks kikirdaklar1 postnatal
donemde gelismeye devam ederek 25 yas civarinda kemiklesmeye baglar ve 65 yas

civarinda bu kemiklesme tamamlanir (Meller 1984).

2.1.3 Histoloji

Larenksin epiteli bolgelere gore stratifiye skuamoz epitel ile respiratuar tip silli epitel
arasinda degisir:
Epiglot: Lingual (6n) yiiz => stratifiye skuamoz

Larengeal (arka) yiiz =» stratifiye skuamdzden respiratuar tipe dogru degisir.



Larenks: Supraglottik kisim =¥ respiratuar tip
Glottis => stratifiye skuamoz
Infraglottik kisim =¥ respiratuar tip

Epiteller aras1 gegis bolgeleri keskin olabilecegi gibi 1-2 mm’lik bir gecis zonu da
igerebilir. Sigara igmeyen eriskinlerin yarisinda supra ve infraglottik bolgelerde, repiratuar
tip epitelin i¢inde skuamoz epitel ile dosenmis bolgeler yer almaktadir. Sigara i¢enlerde ise
larenksin respiratuar epiteli tamamen skuamoz epitelle yer degistirebilmektedir (Ozcan

2002, Rosai 2004).

2.1.4. Fizyoloji

Sfinkter fonksiyonu: Larenks sfinkter fonksiyonu sayesinde yutma sirasinda kapanir ve
akcigerleri s1v1 ve kat1 gidalarin girisinden korur.

Solunum fonksiyonu: Inspirasyonun baslamasi igin nervus larengeus inferiorun
uyarilmasi ile glottik acilma baslar. Sonrasinda frenik sinir uyarilir, diyafragma asagi iner
ve inspirasyon ger¢eklesir.

Ses olusum fonksiyonu ve konusmada rolii: Larenksin en ileri fonksiyonu olarak kabul
edilir. Konusma fonksiyonu jeneratdr sistem, vibrator sistem ve rezonatdr sistemin

kombine olarak c¢aligsmasi ile olusur.
2.2. Larenks Kanserleri

2.2.1. Epidemiyoloji

Larenks kanserleri, bas boyun tiimorleri arasinda iist siralarda yer almaktadir ve eriskin
malignitelerinin de %?2’sini olusturmaktadir (Lazaris 2000). Erkeklerde %2.2, bayanlarda
%0.4 goriilme siklig1 ile erkek/kadin orani en yiiksek olan kanser tipidir. Kadinlardaki
sigara tiiketim oraninin artigiyla ve kadinlarin da is hayatinda erkekler kadar toksik ajanlara
maruz kalmasiyla aradaki fark azalmaktadir (Rosai 1996). Ulkelere gére siklig1 degismekle
beraber Amerika’da 2015 yilinda yapilan istatistik calismasinda 13560 (E:10.720, K:2.840)
yeni vaka bildirilmistir. Yeni tan1 alan 3640 (E:2890, K:750) vakanin ise ayni yil i¢inde
mortalite ile sonuglandigi raporlandirilmistir (Siegel 2015). Ulkemizde ise International
Agency for Research on Cancer 2012 arastirmalarina gore 1 yilda ortalama 2672’si erkek,
177’s1 kadin olmak tizere 2849 yeni vaka oldugu, 6len vaka sayisinin ise 1080’1 erkek, 71’1
kadin olmak iizere 1151 oldugu tahmin edilmektedir (Globocan 2012). Bu oranlarla

tilkemizdeki kansere bagl erkek dliimlerinin %7’sinden sorumludur (Elci 2003). En sik 5—



7. dekadlar arasinda goriiliirken, 30 yasin altinda goriilme sikligi ise %1 dir. Larenks
kanserli bir vakada senkron (es zamanli) tiimor goriilme siklig1 %1 iken, metakron(ardisik)
primer timor ihtimali %5-10’dur. Literatiirde baska bir tiimorle en fazla birliktelik
gosteren kanser olarak tanimlanmaktadir (Schwartz 1994, Spector 2001, Gao 2003, Hsu
2008, Farhadieh 2010).

2.2.2 Etiyoloji

Larenks kanseri multifaktoryel 6zellik gdsteren bir hastaliktir. Kanserin gelisiminde birgok
genetik ve cevresel faktoriin birbiriyle etkilesim halinde oldugu yapilan aragtirmalarda
ortaya konmugtur. Larenks kanser gelisiminde ¢evresel faktorler arasinda basta sigara
olmak iizere, alkol tiiketimi, human papilloma viriis, gastro-6zefageal reflii, toksik ajanlara
mesleki maruziyet, diyet ve bas-boyun bdlgesine radyasyon alma oykiisii sayilabilir
(Parkin 2011). Tiim bu risk faktdrlerinin ‘genetik materyalde’ degisime sebep olarak

normal hiicreleri malign hiicrelere doniistiirdiigii diistintilmektedir.
Sigara:

Larenks kanseri basta olmak {izere tiim skuamoz hiicreli bas boyun tiimdrlerinin
gelisiminde en 6nemli ¢evresel risk faktorii sigaradir. Vakalarin %79’unda sigara kullanim
Oykiisii mevcuttur (Parkin 2011). Sigara kullananlarda, kullanmayan bireylere gore larenks
kanser goriilme siklig1 8.3 kat artmis olarak bulunmustur. Ozellikle supraglottik ve glottik
histolojik tiplerde etkili oldugu bilinen sigaranin kullanim siiresi ve baslanma yasi da
kanser sikligi ile iligkili bulunmustur (Wyss 2013). Tiitlin icerisindeki kansere sebep olan
asil maddenin nikotin olmadigi, aromatik heterosiklik radikaller ve epoksitler gibi
metabolik ara iirlinler oldugu ortaya konmustur (Sekil 2.4.). Bu maddelerin viicuttan
attiminda ve metabolizmasinda gorev alan enzimleri kodlayan genlerin polimorfizmi,
mutasyonu ya da ekspresyon degisiklikleri sigaranin kanser yapici etkisinden sorumlu

tutulmaktadir (To-Figueras 2002).

Ayrica yapilan bir calismada sigara ve alkol kullanim Oykiisii olmayan larenks
kanserli vakalar ile bunlar1 kullananlar karsilastirilmis ve kullanmayan kisilerde, hastaligin
10 yi1l daha gec ortaya ¢iktigi, en sik glottik bolgeye yerlestigi, erkek baskinligi
bulunmadigi ve daha iyi bir sagkalim stiresi gosterdikleri saptanmistir (Agudelo 1997).



Metabolik aktivasyon Hatamin devam etmesi

KANSER
Akciger
Larenks

Vs,

Belli genlerde
mutasyon

Bivotransformasvon . DNA Tamiri
Faz 1, Faz 1l enzimlen

Sekil 2.4. Tiitlin karsinojenleri ve metabolitlerinin kanser olusumundaki rolii (Hecht 2003

kaynagindan alinarak yeniden diizenlenmistir).
Alkol:

Etkisi sigara kadar kesin olmamakla beraber alkol tiiketiminin de doza bagimli olarak
larenks kanser sikligini artirdigi bilinmektedir. Yapilan bir calismada icki tiriiniin etkili
olmadigin1 ancak tiiketim dozuna bagli olarak riskin 1,4-5,9 kat arasinda arttigi
gosterilmistir (Menvielle 2004). Sigara ve alkol bagimsiz risk faktorleri olsalar da beraber
tilketimleri durumunda additif etkiden bahsedilmektedir. Literatiirde tek basina alkol
tiiketiminin larenks kanser sikligin1 2.2 kat, yalniz sigara tiiketiminin 9.3 kat, sigara ve
alkoliin birlikte tiiketiminin ise 26 kat artirdigin1 gosteren ¢alismalar mevcuttur (Koufman

1997, Bosetti 2002).
Diyet:

Kisinin beslenme durumunun larenks kanser sikligini etkiledigine dair yayinlar mevcuttur.
Yetersiz ve dengesiz beslenmenin riski artirdigi; sebze, meyve ve bitkisel yagdan zengin
> Akdeniz tipi>* diyetin ise riski azalttig1 cesitli ¢alismalarda gosterilmistir. Ozellikle sigara
ve alkol tiiketimine bagli larenks kanseri gelisen vakalarin %25-50’sinde beslenme

bozuklugundan bahsedilmektedir (Riboli 1996).
Radyasyon:

Bas-boyun boélgesine herhangi bir sebeple radyoterapi alan bireylerde uygulanan

radyoterapinin larenks kanser gelisme riskini artirdigi bilinmektedir (Kaya 2002).



Radyasyonun dozuna, fraksiyonuna ve dagilim oranina bagli olarak risk degismektedir

(Koufmann 1997).
Mesleki maruziyet:

Toksik ajanlara mesleki maruziyet, larenks kanser gelisimine sebep olan faktorlerden
biridir. Vakalarin ¢ogunda polisiklik aromatik bilesiklere, asbeste, nikele, siilfiirik asite,
formaldehite, izopropil alkole, ¢imento ve metal tozlarina, asit buharina ve silika tozuna
maruziyet s6z konusudur. Ahsap mobilya iscileri, sarap iireticileri, kasaplar, firincilar ve
canli hayvanlarla i¢ i¢ce calisanlar, larenks kanser gelisimi i¢in riskli meslek gruplari

arasinda sayilmaktadir (Wunsch 2004).
Human Papilloma Viriis:

Son caligsmalarla birlikte yaklagik 200 adet HPV tipi tanimlanmistir ve her gecen giin
listeye yenileri eklenmektedir (Miinger 2004). HPV enfeksiyonu basta serviks kanseri
olmak tizere birgok kanser tipiyle iliskili bulunmustur. Orofarengeal kanserlerin %20’sinde
saptanan HPV enfeksiyonu i¢cin HPV 6, 11 diistik risk; 31-33 orta dereceli risk; 16, 18 ise
yiiksek risk olarak tanimlanmistir (Moore 1999).

Gastroozofageal ve Larengofarengeal Reflii:

Gastroozogeal reflii ve larengofarengeal reflii, sigara ve alkol kulllanim Oykiisii olmayan
larenks kanser vakalarinda tek basina larenks kanser etiyolojisinden sorumlu tutulmaktadir.
Dagli (2004) ve arkadaslar1 22 larenks kanserli vaka {izerinde yaptiklar1 bir ¢alismada
larengofarengeal refliinlin larenks kanserli bireylerde kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek oldugunu saptamislardir (kanserli vakalarda % 63.6,

kontrol grubunda %20, p:0.003) (Dagli 2004).

2.2.3. Histopatoloji

Larenks kaynakli tiimorlerin %95°ini skuaméz hiicreli kanserler olusturur. Karsinoma in
situ, verriikoz tiimorler, undiferansiye karsinom, adenokarsinom, adenoid Kkist,
noroendokrin karsinom ve sarkomalar ise malign larenks tiimorlerinin %1’inden daha azin1
olusturur (Batsakis 1992). Benign tiimorler ise yaklasik %5 oraninda goriiliir ve en sik
rastlanan benign tiimorler papillomlardir (%85). Kondrom, hemanjiom, lenfanjiyom,
norofibrom, adenom, leiyomyom, rabdomyom ve lipom goriilen diger benign

timorlerdendir.



Skuamo6z hiicreli karsinom lokalizasyonuna gore 4 alt tipe ayrlir: bunlar
supraglottik, glottik, subglottik ve transglottik tiptir. Tiimorlerin yaklasik %50-60’1 glottik
bolge kaynakli iken, bunu %30-40 oranla supraglottik bolge izler. Subglottik alanda ise

tiimorlerin %5’ inden daha az1 goriiliir (Mastronikolis 2009).

Supraglottik kanserler; epiglotun serbest kenarindan vokal kordlara kadar uzanan
alanda ortaya c¢ikan tiimorlerdir. Bolge lenfatiklerden zengindir ve bu nedenle tiimor
yayilimlar1 kolaydir. Preepiglotik alana ve troid kikirdaga da yayilabildiklerinden
prognozlar1 kotlidiir. Hastalarda ses kisikligindan ¢ok bogaz agrisi semptomunun olmasi
tanty1 geciktirir. Ses kisiklig1 sikayeti timoriin transglottik hale gectigini ve daha agresif
seyredecegini gosterir.

Glottik kanserler; vokal kord, 6n ve arka komissiirii tutan tiimorlerdir. En sik
glottisin 1/3 6n kisminda goriiliir. Lenfatikten fakir bir bolgedir. Glottik bolge tiimorlerinde
ses kisiklig1 erken donemde ortaya ¢iktigr icin vakalar erken tani alirlar. Genellikle iyi

diferansiye olan glottik tlimdrlerin prognozu iyidir.

Subglottik kanserler; vokal kordun yaklagitk 5 mm asagisindan baglayan ve
krikoid kikirdak alt sinirina kadar uzanan tiimérlerdir. Ekzofitik biiyiimeleri sebebiyle hava
yolu tikaniklii bulgusu verirler. Genelde troid bezini invaze ederler. Subglottik bolge
timorlerinin %15-20’s1 servikal lenf nodlarmma dagilirken, %350’si ise paratrakeal lenf
nodlarina metastaz yapar. Bu nedenle ameliyat sirasinda paratrakeal lenf nodlarmin da

cikarilmasi Onerilir (Rosai 2004).

Transglottik kanserler; supraglottik ya da subglottik bolgeyi tutan ve ventrikiilii
vertikal olarak gecen kanserlerdir. Paraglottik alana yayilabildiklerinden prognozlari

kotidiir.

Tiimdriin yerlesim yerine bakilmaksizin, larenks kanserinin en sik metastaz yaptigi
yerler bolgesel lenf nodlar1 ve akcigerken, lokal olarak en sik tiroid bezine ve jugiiler vene

dagilir (Rosai 2004).

2.2.4. Evreleme

American Joint Committee on Cancer’nin (AJCC) 2002 yilinda yayinladig1 kilavuza gore,
larenks kanserlerinin evrelemesi: Tiimor veya T evrelemesi, larenksin horizontal alanlarina
gore yapilir. Nodal metastaz veya N evrelemesi nod boyutuna ve sayisina gore yapilir. M

evrelemesi veya uzak metastaz ise boyun ve larenks disindaki lezyonu gosterir.



T- Primer Tiimor

Tx: Primer tiimor degerlendirilemiyor

TO0: Primer tiimdr bulgusu yok

Tis: Karsinoma in situ

Supraglottis

T1: Tiimor supraglottisin bir alt bolgesine sinirlidir, vokal kord hareketleri normaldir.

T2: Timor supraglottisin birden fazla alt bélgesinin mukozasini/glottisi/supraglottis disindaki bir

bolgeyi tutmustur, vokal kord hareketleri normaldir.

T3: Vokal kord tutulumu ve/veya postkrikoid bolge, preepiglottik dokular, paraglottik alan invaze
ve/veya minér tiroid kikirdak invazyonu (i¢ korteks) mevcuttur ancak tiimor larenks i¢inde

sinirhidir.

T4a: Tiimor tiroid kikirdag: tam kat invaze etmistir ve/veya larenks dis1 dokulara tagmistir (6rnegin
trakea, dilin derin ekstrensik kaslari, prelarengeal kaslar, tiroid veya 6zefagus gibi boyun yumusak

dokular).

T4b: Tiimor prevertebral alani invaze etmistir, karotid arteri ¢cevrelemistir veya mediastinal yapilari

invaze etmistir.

Glottis

T1: Timor vokal kordlarla smirlidir ve kord hareketleri normaldir (anterior veya posterior

komissiir invazyonu olabilir).

T1a: Tumor tek bir vokal korddadir.

T1b: Tumor her iki vokal korddadir.

T2: Tiimor supraglottis ve/veya subglottise uzanmaktadir ve/veya kord hareketleri kisitlanmustir.

T3: Tiimor larenks i¢inde siirli olmakla birlikte vokal kord fiksasyonu vardir ve/veya paraglottik

alan invazyonu vardir ve/veya mindr tiroid kikirdak invazyonu vardir (i¢ korteks).

T4a: Timor tiroid kikirdag: tam kat invaze etmistir ve/veya larenks disi1 dokulara tagsmigtir (6rnegin
trakea, dilin derin ekstrensik kaslari, prelarengeal kaslar, tiroid veya 6zefagus gibi boyun yumusak

dokularr).

T4b: Timor prevertebral alan1 invaze etmistir, karotid arteri gevrelemistir veya mediastinal yapilari

invaze etmistir.
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Subglottis

T1: Tiimor subglottise sinirlidir.

T2: Timor vokal kordlara uzanmakla birlikte kord hareketleri normal veya kisitlanmustir.

T3: Timor larenks i¢inde sinirh olmakla birlikte kord fiksasyonu vardir.

T4a: Timor krikoid veya tiroid kikirdagi tam kat invaze etmistir ve/veya larenks disi1 dokulara
tagmistir (Ornegin trakea, dilin derin dis kaslari, prelarengeal kaslar, tiroid veya ozefagus gibi

boyun yumusak dokulart).

T4b: Tiimor prevertebral alani invaze etmistir, karotid arteri ¢evrelemis veya mediastinal yapilari

invaze etmistir.

N- Bolgesel Lenf Nodlari

Nx: Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilememektedir.

NO: Bolgesel lenf nodu metastaz1 yoktur.

N1: En biiyiik ¢ap1 3 cm’yi gegmeyen tek bir ipsilateral lenf nodunda metastaz vardir.

N2: En biiyiik ¢cap1 3—6 cm arasinda tek bir ipsilateral lenf nodunda metastaz vardir veya higbirinin
cap1t 6 cm’yi gecmeyen multipl ipsilateral lenf nodlarinda metastaz vardir veya higbirinin ¢ap1 6

cm’yi gegmeyen bilateral veya kontralateral lenf nodlarin da metastaz vardir.

N2a: En biiyiik ¢ap1 3—6 cm arasinda tek bir ipsilateral lenf nodunda metastaz vardir.

N2b: Higbirinin ¢cap1 6 cm’yi gegmeyen multipl ipsilateral lenf nodlarinda metastaz vardir.

N2c: Higbirinin ¢ap1 6 cm’yi gegmeyen bilateral veya kontralateral lenf nodlarinda metastaz vardir.

N3: Bir lenf nodunda 6 cm’ den biiylik metastaz vardir.

Mx: Uzak metastazlar degerlendirilememektedir.

MO: Uzak metastaz yoktur.

M1: Uzak metastaz vardir.
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Tablo 2. Evrelendirme tablosu (American Joint Committee on Cancer (AJCC) 2002’ye

T1 NO MO

gore diizenlenmistir)

T2 NO MO
T3 NO MO
Tl N1 MO
T2 N1 MO
T3 N1 MO
T4a NO MO
T4a N1 MO
Tl N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO
T4b Herhangibir N MO
Herhangibir T N3 MO
Herhangibir T Herhangibir N M1

2.2.5. Larenks Kanser Genetigi

Tiim kanserlerde oldugu gibi larenks kanserlerinin temelinde de onkogenlerin aktivasyonu,
timor siipresor genlerin inaktivasyonu, immortalizasyon ve invazyon gibi hiicre siklusunu
ve apoptozisini etkileyen ¢esitli genetik siirecler yer alir. Bu degisimler, normal hiicrelerin
kanser hiicresine doniistimiine sebep olur (Mendelhall 2004). Larenks kanser olusumuna

sebep oldugu diisiiniilen genetik degisikliklerden bazilar1 sunlardir:
Sitogenetik Degisimler

Larenks kanseri basta olmak iizere bas boyun kanserlerinde en ¢ok degisime ugrayan
kromozomal bolgeler; pl16 genini iceren 9p21 bolgesi, CCNDI1 lokusunu iceren 11ql3
bolgesi, p53 genini igceren 17pl13 bolgesi, en az 3 tiimdr siipresér genin yerlestigi

diisiiniilen 3p bolgesi, 1321, 8 ve 6p bdlgeleridir. 9p21, 17p13 ve 3p bolgelerindeki
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heterozigosite kayb1 (LOH) larenks kanserinin erken evrelerinde goriiliirken; 13g21, 11q13
ve 8 nolu kromozom degisimleri daha ¢ok tlimoriin ileri evrelerinde karsimiza ¢ikmaktadir

(Almadori 2004).

Molekiiler Degigimler

Onkogenler

Epidermal growth faktor reseptorii (EGFR)

EGFR, ekstraseliiler ligand baglanma boélgesi ve intraseliiler protein tirozin kinaz
aktivasyon bdlgesi bulunan, tiim membran boyunca uzanan bir reseptordiir. Reseptor
tirozin kinaz (RTK) ailesinin en dnemli {iyesidir. Ligandin baglanmasi ile baska bir EGFR
ile homo ya da heterodimer olusturan reseptor, tirozin kinaz fosforilasyonu araciligiyla
hiicre yiizeyine gelen bilginin ¢ekirdege ulagmasini saglamaktadir. EGFR aracili sinyaller
hiicre proliferasyonu, neoanjiyogenezis, hiicre migrasyonu ve metastaz yoniinde etkilidir.
Bu durum hiicrelerde apoptozisi ve farklilasmayi oOnleyerek kanser olusumuna zemin

hazirlamaktadir (O-charoenrat 2002).

EGFR geni larenks kanserli vakalarin %13’inde amplifiye olarak bulunmustur.
Ayrica EGFR genindeki yiiksek seviyelerin kanserin lenf nodu metastazinda etkili oldugu
bilinmektedir (Irish 1993, Almadori 1999). Bu nedenle EGFR, larenks kanserinin
molekiiler karakterizasyonu ve agresivitesinin belirlenmesinde kullanilan en giivenilir

biyolojik belirte¢lerden biri olma 6zelligini halen korumaktadir (Mastronikolis 2008).
Siklin D1

PRADI1 onkogeni tarafindan kodlanan siklin D1 proteini, hiicre dongiisiinde CDK4 ile
kompleks halindedir ve G1-S gegis noktasi i¢in 6nemlidir. Bag-boyun tiimdrlerinde siklikla
amplifiye olarak karsimiza ¢ikan siklin D1 geni, 11q13 bdlgesinde lokalizedir. Bu bolgede
yerlestigi diisiiniilen baska onkogenler de vardir ancak yalnizca siklin D1 overekspresyonu
larenks kanseri ile iliskilendirilmistir. Bu durum kanserin ileri evrelerinde karsimiza
ctkmaktadir ve kotii prognozla iligkilidir (Jares 1994). Siklin D1 artis1 ile birlikte CDK4
artis1 bulunan vakalarda ise prognoz daha kotiidiir (Dong 2001).

Siklin E

Larenks kanserlerinin 6nemli bir kisminda overeksprese olarak bulunan siklin E baglica

supraglottik timorlerde karsimiza ¢ikmaktadir ve kotii prognoz belirtecidir (Dong 2000).
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Ras

Larenks kanserli vakalarda olduk¢a nadir goriilen Ras mutasyonlar1 daha ¢ok oral
kanserlerle iligkili bulunmustur. Ancak Yarbrough (1994) ve arkadaslari tarafindan bas-
boyun timoriine sahip bireylerle yapilan bir calismada ras overekspresyonundan

bahsedilmektedir (Yarbrough 1994).
c-myc

c-myc, hiicre proliferasyonu ve apoptozis yolaklarindaki genleri diizenleyen transkripsiyon
faktoriidiir. Daha ¢ok B hiicreli lenfoma gelisiminde rolii oldugu bilinen c-myc’nin, 23
larenks kanserli vaka ile yapilan ¢calismada 3 vakada amplifiye oldugu gosterilmistir ancak
mRNA overekspresyonu goézlenmemistir. Bu nedenle c-myc geninin larenks kanser

gelisiminde major rol oynamadig diisiiniilmektedir (Dolcetti 1991).

Yukarida bahsedilen onkojenik faktorlerin yam1 sira bazi gen ve enzim
aktivitelerinin de onkogenezde etkili oldugu diisiiniilmektedir (Mastronikolis 2008).
a) Telomeraz aktivitesi : larenks kanser hiicrelerinin ¢ogunda telomeraz aktivitesi artmis
olarak bulunmustur. Hiicrelerin bir kisminda aktivite artistnin  h-TERT gen

overekspresyonundan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

b) HPV: p53, pRb gibi 6nemli tiimor supresor genleri degrade ve inhibe ederek; EGFR,

siklin A ve B gibi onkogenleri ise aktive ederek karsinojenik aktivasyon gostermektedir.

¢) Ki67, PCNA: proliferasyon markerlaridir ve asir1 ekspresyonlart lenf nodu metastaz: ile

iligkili bulunmustur.

d) MMP (Matriks metalloproteinazlar), Hiyaluronidaz ve Katepsin d: ckstraselliiler
matriksi par¢alayan enzimlerdir. Asir1 ekspresyonlari timdr biiyiimesi, invazyon, metastaz

ve anjiogenezis ile iligkilidir.

e) COX-2 (siklooksijenaz tip 2) ve bel2: apoptozisi baskilayarak karsinojenik etki
gosterirler. Ayrica COX 2’nin neoanjiyogenezini indiikleyerek timdr yayilimini
kolaylastirdig: bilinmektedir. Diisiik COX-2 ekspresyonunun kotii diferansiyasyon, yiiksek

agresivite ve invazivite ile iliskili oldugunu bildiren yayinlar da mevcuttur.

f) C-erbB2: EGFR ailesinden olan c-erbB2, larenks kanserinin ileri evresinde over-

eksprese olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve kotii prognozla iliskilendirilmektedir.
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Tiimor Siipresor Genler

Retinoblastoma

Familyal ve sporadik retinoblastoma vakalar1 arasindaki farkliliklarin temelinde
tanimlanan ilk tiimor supresor gendir. Retinoblastoma geni 13q bolgesine lokalizedir. Bag
boyun kanserlerinde 13q lokusunun allelik kaybindan siklikla bahsedilmekte ancak bu
durum retinoblastoma gen ekspresyonunu etkilememektedir (Rafferty 2008). Bu
uyumsuzluk, retinoblastom lokusu yakinlarinda bagka tiimdér supresér genlerin
olabilecegini ve lokustaki allelik kaybin hedefinin bu bdlge olabilecegini
diisiindiirmektedir. Paratroid, over, akciger, mesane, 6zefagus, bobrek ve meme kanseri
gibi kanserlerde de 13q allelik kaybina siklikla rastlanmasi, bu bolgede birden fazla timor

stipresor gen oldugu diisiincesini desteklemektedir (Yoo 1994, Pietruszewska 2008).
P53

Niikleer fosfoprotein olan p53; transkripsiyon, DNA sentez ve tamiri, hiicre dongi
kontrolii ve apoptozis gibi yolaklarda gérev alan bir timor silipresér gendir. P53 gen
mutasyonu ya da p53’tin MDM?2 ve E6 gibi hiicresel proteinler tarafindan yikimi, p53
fonksiyon kaybina yol acan mekanizmalardandir. P53 fonksiyon kaybinda yalnizca larenks
kanser siklig1 degil, tiim bas-boyun kanserlerinin siklig1 artar (Mastronikolis 2008). P53
geni bas-boyun kanserlerinde %350 oraninda mutasyona ugramaktadir (Simsek 2014).
Overekspresyon varligi ise ilk olarak 1992 yilinda immunohistokimyasal boyalarla larenks
dokusunda gosterilmistir. Yiiksek p53 ekspresyonu, larenks kanserli vakalarin %60’1nda
rapor edilmistir ve bu yiiksek degerler p53 gen mutasyonu ile iliskilendirilmistir. Son
yillarda larenksin skuamoz hiicreli kanserlerinde p53 gen mutasyonlarinin ve p21
ekspresyonunun prognostik 6nemini arastiran ¢aligmalar mevcuttur ancak bu c¢aligmalarda
p53 geni ile timor evresi ve farklilasmasi arasinda iligskisi bulunamamistir. Jeannon ve
arkadaslar1 114 larenks displazili hasta ile yaptiklar1 calismada, p53 ve p21 ekspresyonu ile
displazi derecesi veya larenks kanser riski arasinda iligki saptamamistir (Jeannon 2004). Bu
durum p53 gen mutasyonunun karsinogenezin sadece ilk asamalarinda etkili oldugunu

distindiirmektedir.
P21

Siklin bagimli kinaz inhibitorii (CPKIs) p21, hiicre dongiisiinii kontrol eden protein
ailesinin bir parcasidir ve mitoz bdliinmenin GO dinlenme fazindan, G1 fazina asamali

gecisine aracilik eder. P21’in apoptozis, hiicre siklus durdurulmasi gibi bazi tiimor
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supresor etkileri diizenledigi de diisliniilmektedir. P21 over-ekspresyonu larenks kanserli
vakalarin biiylik ¢ogunlugunda karsimiza c¢ikmaktadir. Peschos ve ark.’min yaptiklari
calismada bu oran %58,9 olarak bulunmustur. P21 ekspresyonu, tiimor hiicre
farklilagmasiyla yakindan iligkilidir. Ko6tii differansiye tiimorlerde, normal mukozaya gore
p21 ekspresyonu diisiik olarak bulunurken, bu durumun p53 inaktivasyonundan bagimsiz
oldugu da bildirilmektedir (Nadal 1997). Kanser hiicrelerinde p21, siklin D ve E arasinda
giiclii pozitif bir iliski mevcuttur. Ayrica yiiksek proliferatif agresif tiimdrlerde, siklinlerle

p21’in koekspresyon gosterdigi de rapor edilmistir (Peschos 2004).
pl6

INK4 inhibitor kinaz ailesinden olan p16, CDK4’e baglanarak CDK4-siklin D1 kompleks
olusumunu Onler. 9p21 bolgesine lokalize olan p16 geni, bas-boyun tiimorlerinde siklikla
delesyona ugrar (Cardesa 2006). P16 geni; mutasyon, homozigot delesyon ve promotor
hipermetilasyonu gibi ¢esitli mekanizmalarla inaktivasyona ugrar. 46 larenks skuamoz
hiicreli karsinoma sahip vaka ile yapilan bir calismada, vakalarin %22’sinde p16 geninde
mutasyon ya da homozigot delesyon, %7’sinde promotor hipermetilasyonu ve %57’sinde
ise 9p21 bolgesinde heterozigotluk kaybi (LOH) saptanmistir. Heterozigosite kaybi;
ilerlemis lokal invazyon, lenf nodu metastazi, evre 4 tiimor ve siklin D amplifikasyonu ile
korele olarak gosterilmistir. Mutasyona sahip vakalara pl6 ekspresyonu acisindan
bakildiginda ise kanser dokularinda, normal larenks dokusuna gore pl6 geninin
ekspresyonu artmis olarak bulunmustur (Jares 1997). Simsek ve arkadaslarinin larenks
skuamoz hiicreli karsinoma sahip vakalarla yaptig1 calismada kanserin erken evrelerinde
pl6 gen ekspresyonu artmig olarak saptanmistir ancak bu durum kotii prognozla

iliskilendirilmemistir (Simsek 2014).
Transforming growth faktor reseptorii(TGF-p-R)

Transforming growth faktér B(TGF- B) ve TGF- B reseptorii, hiicre biiyiime kontroli ve
doku yenilenmesi gibi yolaklarda gorev alan molekiillerdendir. Larenks kanser
olusumundaki etkileri tartismali olup, kanserli dokuda ekspresyon kaybindan bahseden
yaymlar oldugu gibi, anlamli derecede azalmanin olmadigini bildiren yayinlar da
mevcuttur. Skuamoz hiicreli larenks kanserli 15 vaka ile yapilan bir ¢alismada TGFBR
ekspresyonunun erken evre larenks kanserinde azaldigi belirtilmektedir. Burada altta yatan
mekanizmanin ise TGFBR’ya bagli hiicre bilylime inhibisyonunun ortadan kalkmasi

oldugu diisiiniilmektedir (Franchi 2001).
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CD44

CD44, hiicre-hiicre etkilesimi ve hiicre adezyonunda major rol oynayan molekiildiir. CD44
ekspresyon kaybinda; kanser hiicreleri, komsu hiicrelerden ayrilarak uzak dokulara
gidebilmekte ve metastaz gerceklesmektedir. Bu nedenle CD44 ekspresyon kaybi larenks
kanserinde kotii prognoz belirtecidir (Esteban 2005).

Digerleri;

S100A2: son zamanlarda tanimlanan bir tiimor siipresordiir. Diislik ekspresyonu kotii
tiimor farklilasmasiyla iliskilendirilmektedir. Tip 2 Ostrojen Baglanma Bolgesi (EBS):
normalde larenks mukozasinda bulunur. Tamoksifen ve kuersetin tarafindan timor
bliylimesinin inhibisyonuna aracilik eder. Larenks kanserindeki ilag¢ tedavilerinin olasi
hedeflerindendir. Galectin 3: hiicre-hiicre etkilesiminde gorev alan bir molekiildiir.
Yiiksek diizeydeki ekspresyonlarinin metastazr onledigi ya da geciktirdigi bilinmektedir
(Mastronikolis 2009). Titiin karsinojenlerini metabolize edici enzimlerdeki degisimlerin
de solunum yolu kaynakli kanser riskini etkiledigi bilinmektedir. Arylamine N-
asetiltransferaz, insan OGG1 DNA tamir enzimi, CYP1A1, XRCC ve glutathione S
transferaz enzimlerindeki polimorfizmlerin larenks skuaméz hiicreli kanser riskini

artirdigini bildiren yayinlar mevcuttur (Mastronikolis 2008).

2.3. Gen Ekspresyonu

Canlilarin ¢ogunun genetik materyali deoksiriboniikleik asit (DNA)’tir. Temelini seker,
fosfat tekrarlar1 ve niikleotid baz g¢iftlerinin olusturdugu, birbirini tamamlayict ikili sarmal
yapida uzun bir polimerdir. Niikleotidlerin farkli diziler halinde siralanmasi ile genetik

bilgi olusur ve bireyin tasidigi tiim genler “genom” olarak adlandirilir.

Canlilarin bir kisminda genetik materyal ise RNA’dir. Azotlu baz, riboz seker ve
fosfattan olusan RNA, DNA’dan farkli olarak tek sarmallidir ve bu nedenle de daha
kararsiz yapiya sahiptir. RNA molekiilii, DNA’nin proteine doniisiimiindeki cesitli
siireclerde gorev alir (Liileyap 2008).
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2.3.1. Santral Dogma

Gen ekspresyon siireci baslica 2 asamadan olugur : transkripsiyon ve translasyon

Santral dogma: DNA -transkripsiyon--> RNA -translasyon--> Protein (Sekil 2.4.)

2.3.2. Transkripsiyon

DNA’daki genetik bilginin RNA polimeraz enzim aracilifiyla mRNA'ya aktarilmasidir.
Bazi genler ise translasyon asamasinda gorev yapmak tizere tRNA ve rRNA molekiillerine
doniigiir. Transkripsiyon baslica 3 evreden olusur (Liileyap 2008) (Sekil 2.5.):

1- Baglama

2- Uzama

3- Sonlanma

Cytoplasm X

DNA

OO0

Transcription

& Protein i?
Translation "oy g
- {f
H /7 _
3 mRMNA y
) B y

Ribosome S Cail membrane
(FRNA/protein complex)

Sekil 2.4. Santral Dogma (National Human Genome Research Institute)
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(a) Transkrisyonun bilesenleri

RNA polimeraz kor enzim

Sigma alt birimi Ortak zinclr DNA
ININININININININIS IS IS ‘)()f RN ISINTIN TN IS
Yukan Baslangic bolgesi
Promotor -10 bélgesi Kalip zincir

(b) Kaliba baglanma ve transkripsiyonun baglamas

INININININININYG pUNINININININ TN TN TN IV

Ribonakleotitlerin eklenmesi

(€) Zincir uzamasi
Sigma aynilir

RISRSIRSISRIRLISSIFLTSAR = A0

Sekil 2.5. Transkripsiyon asamalart (Web 1)

Baslama: DNA sarmali ¢oziilerek kiiciik bir baslangi¢ kompleksi olusturur ve RNA
polimeraz II, sigma alt birimi ile kalip DNA’da bulunan promotora baglanir. RNA
polimeraz II’nin etkin bi¢imde transkripsiyona baslamasini saglayan cis-acting ve trans-
acting diizenleyiciler vardir. TATA kutusu, CAAT kutusu ve enhancerlar cis-acting
diizenleyiciler iken, transkripsiyon baslamasina yardimci olan transkripsiyon faktorleri

trans-acting diizenleyicilerdendir (Sekil 2.6.).

- TATA kutusu: transkripsiyon baslama bolgesinin 30 niikleotid proksimalinde
bulunur. Sarmalin ¢oziilmesini kolaylastirarak transkripsiyon baslangic bdlgesinin
belirlenmesine yardimci olur.

- CAAT kutusu: transkripsiyon baglama bolgesinin 80 niikleotid proksimalinde,

promotorun i¢inde bulunur. TATA kutusu ile birlikte promotor verimliligini artirir.
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Proximal Core

control elements promoter
—————\
$ta rt of transcription RNA Poly({l} site
GC box CAAT box TATA box I Exon1 Exon 2 Exon3 |
DNA — ————— — O ——y —
GGGCGG GCCCAATCT  TATAAA | 0 mtron B intron I |
-100 -80 -25 +1
%_/ H.,_/
5’ untranslated 3 untranslated
region (leader) region (trailer)

Sekil 2.6. CAAT ve TATA kutusu (Web 2)

- Enhancer: RNA polimeraz’in kaliba baglanmasinda dogrudan gorevi yoktur
ancak transkripsiyonun etkinliginde rol oynar. Genin 5°, 3’ ucunda ya da gen igerisinde
bulunabilir. DNA’nin 3 boyutlu yapist sayesinde gen bolgesinin ¢ok uzaginda yerlesimli

enhancerlar gen ile etkileserek transkripsiyonu diizenleyebilir.

-Transkripsiyon faktorleri: RNA polimeraz, kalip DNA’ya dogrudan
baglanamaz. Transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini takiben promotora baglanabilen
RNA polimeraz enzimi transkripsiyonu baglatir. Kalip DNA’ya baglanan ilk transkripsiyon
faktorii TFIID dir. 7 alt birimden olusan TFIID’nin alt birimlerinden biri de TBP( TATA
binding protein)’dir. TFIID, TBP sayesinde kalip DNA’ya baglanir. Bu siireci takiben
diger transkripsiyon faktorleri de ortama gelir. TFIIF, ATP hidrolizi yaparak, kalip
DNA’nin ¢oziilmesini kolaylastirir ve RNA polimerazi fosforiller. Fosforillenen RNA

polimeraz konformasyonel degisime ugrayarak senteze baslar.

Uzama: RNA zincirindeki son niikleotidin 3 OH grubu ile, yeni eklenen niikleotidin 5’

fosfat grubu arasinda fosfodiester bagi olusarak uzama gerceklesir.

Sonlanma: RNA polimeraz kalip DNA iizerindeki sonlandirma dizilerini tanir ve uzayan
mRNA kararsiz yapiya gecerek kalip DNA zincirinden ayrilir. Bitis noktalar1 timin
niikleotidi bakimindan zengindir.

Sentezi tamamlanan mRNA bazi asamalardan gectikten sonra stoplazmaya
gonderilir. Bu silireg, mRNA’y1 daha kararli hale getirerek stoplazmada yikimdan kurtarir.

Bu asamalar su sekildedir (Sekil 2.7.);

1- Poliadenilasyon: mRNA 3’ ucuna poliadenilat grubunun eklenmesi
2- Sapkalama: RNA 5’ ucuna 7 metil guanozin eklenmesi

3- RNA Splicing: intronlarin yapidan ¢ikarilarak ekzonlarin bir araya getirilmesi
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RNA-coding sequence

DNA
Promoter
Cap Exon Intron Exon Intron Exon Poly(A) tail
N I [ | —_——
Pre-mRNA 5 1J T[AAAAAAIL..:S'
Leader } Trailer
Protein-coding sequence
mRNA 5 L AAAAAAA..T
l Translation
A
Polypeptide &

Sekil 2.7. mRNA islenmesi (Peter J. Russell, iGenetics: Copyright © Pearson Education,
Inc., publishing as Benjamin Cummings, 18.03.2016)

2.3.3. Translasyon
Stoplazmaya gegen mRNA t#ranslasyon asamasina gecer. Bu asamada, DNA’dan
mRNA’ya aktarilan genetik bilgi protein haline g¢evrilir. Translasyon asamasinda gorevli
esas organel ribozomdur. Ribozom, okaryotlarda 60S ve 40S olmak iizere 2 alt birimden
olusur; 28S + 5.8S + 5S =» 60S alt birimi =» biiyiik alt birim,

18S =>» 40S alt birimi =» kiiciik alt birim (Sekil 2.8.)

Biiyiik alt birim, peptit bolgesi (P) ve aminoasit baglanma bdolgesi (A) olmak {izere

2 fonksiyonel birimden olusur.
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60 5 Ribosomal 405 Ribosomal
Subunit St

’___,__L—_/ 28 SrANA l

i 185 RANA
——_~ SBSMNA

-+
~ . 5SRNA +

=+

31 Ribosomal Proteins
49 Ribosomal Proteins

Sekil 2.8. Okaryotik canlilarda ribozomun yapis1 (Web 3)

Translasyon siireci baslica 3 agsamadan olusur (Liileyap 2008, sekil 2.9.):

1- Baslama
2- Uzama

3- Sonlanma
Baslama:

Ik olarak proteinin yapisina katilacak aminoasitler tRNA sentetaz enzimi tarafindan 1
ATP enerji harcanarak tRNA’lara yiiklenir. Cesitli 6karyotik baslangi¢ faktorleri mRNA’y1
ribozom kii¢iik alt birimine tasir. Ribozom kiigiik alt birimi(40S), mRNA 5’ ucundaki 7
metil guanozin basligini tanir ve mRNA’y1 AUG baslangi¢ kodonuna kadar tarar. Ribozom
kiigiik alt birimi AUG kodonuna ulastiginda, ortama ribozom biiyiik alt birimi, baslangi¢

aminoasiti olan metionin ve tRNA gelir. Boylece baslangi¢c kompleksi olusur.
Uzama:

Translasyon siirecinde mRNA daima 5’- 3’ yoniinde okunur ve sentez daima amino
ucundan karboksil ucuna dogru gerceklesir. Ilk olarak ribozomun biiyiik alt iinitesinde
bulunan P bolgesine metionin tagiyan tRNA yerlesir. A bdlgesine ikinci kodona ait uygun
aminoasiti tastyan tRNA gelir ve GTP harcanarak 2. aminoasit de polipeptit yapisina
katilir. A bolgesine tRNA’nin gelmesiyle konformasyonel degisime ugrayan ribozom iki

aminoasiti birbirine yaklastirarak aralarinda peptit bagi olusumunu saglar. Ribozom bu
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asamadan sonra mRNA {iizerinde bir kodon ilerler ve A bdlgesindeki polipeptit zincir P
bolgesine kayar. Boylece A bolgesi 3. aminoasitin yapiya eklenmesi i¢in uygun hale gelir.

Stop kodonuna kadar polipeptit zincir uzamasi devam eder.
Sonlanma:

Ribozom, stop kodonuna kadar uzamayir devam ettirir ancak hiicrede terminasyon
sinyallerine uygun aminoasit tasiyan tRNA yoktur. Bunun yerine sonlanmay1 saglayan
ayirma faktorleri(release faktorler-RF) vardir. Ayiricr  faktorler, A bolgesindeki
sonlandiric1t kodona baglanarak P bolgesindeki tRNA ile polipeptit zincir arasindaki bagin
hidrolizini uyarir. Boylece tRNA serbest kalir, kalip mRNA ve ribozom alt {initeleri

birbirinden ayrilir.

yeni uretilen protein

amino asitler

blylik alt birim

HIHIIn

L

Sekil 2.9. Translasyon mekanizmasi (Web 4)

Yukarida bahsettigimiz mekanizmalar sonucunda DNA’daki mevcut bilgi 6nce mRNA’ya
daha sonra da proteine cevrilir ve bdylece gen ekspresyonu siireci tamamlanir. Bazi
durumlarda gen ekspresyonu artarken, bazen de ekspresyon kaybi goézlenebilmektedir.
Ekspresyon degisimlerinin gozlendigi patolojik siire¢lerin basinda da kanser gelmektedir.
Onkogenler, tiimor stipresor genler, apoptozis yolaginda ve DNA tamir mekanizmasinda
gorev alan genler basta olmak lizere birtakim gen ekspresyon degisimleri malignite ile

sonuglanabilmektedir. Onkogen oOzelligindeki genlerin ekspresyon artis1 ve/veya tiimor
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siipresor genlerin ekspresyon kaybi malignite olusum yoniinde etkili olan temel
mekanizmalardandir.

Caligmamizda; larenks kanserli vakalarin normal ve patolojik doku orneklerindeki tiim
genom ekspresyon degisimleri analiz edilerek, kanserli dokuda normal dokuya gore

ekspresyonu artan/azalan genlerin belirlenmesi hedeflenmistir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Aragtirma prospektif vaka-kontrol klinik ¢aligmadir.

3.2. Arastirma Bolgesi ve Zamam

Hasta grubu, 2015 yilinda Selguk Universitesi Selguklu Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz
Ana Bilim Dali ve Karatay Universitesi Medicana Tip Fakiiltesi Poliklinigi ne basvuran ve
yapilan patolojik tetkikler sonucunda larenks kanser tanisi alan hastalardan olugmaktadir

ve kontrol grubu olarak da ayni1 hastalarin normal larenks dokular1 secilmistir.

3.3. Arastirma Evreni ve Yeri

Bu arastirmada, Selguk Universitesi Selguklu Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Ana Bilim
Dali ve Karatay Universitesi Medicana Tip Fakiiltesi Poliklinigi’ne basvuran larenks
kanser hastalar1 arastirma evrenini olugturmaktadir. Arastirma uygulamasinin bir boliimii
Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali
bilinyesindeki Genetik Hastaliklar Tan1 Merkezinin Molekiiler Genetik laboratuvarinda, bir

kismi ise 6zel bir tan1 merkezinde yapilacaktir.

3.4. Orneklem Se¢cme Kriterleri

Hasta grubunda;
- Klinik muayene ve patolojik inceleme sonucunda larenks kanser tanis1 almak
- Herhangi bir sebeple radyoterapi veya kemoterapi almamis olmak
- Aragtirmaya katilmaya goniillii olmak

Kontrol grubunda;

- Hasta ve kontrol grubunu olusturan bireyler ayni kisilerdir.

3.5. Calisma Gruplarmmin Randomizasyonu

Arastirmanin yapildigr bolgede Orneklem segme kriterlerine uygun ilk belirlenen 12
larenks kanser hastasi ve kontrol grubu olarak da 12 larenks kanser tanili hastanin normal
larenks dokular1 arastirma kapsamina alinmistir. Arastirmaya dahil edilen tiim bireylerin

uygulama asamasi ayni anda baglatilmistir.
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3.6. Arastirma Oncesi Bilgilendirme

Hasta/kontrol grubuna oncelikle arastirmaya dahil olma kriterleri anlatilmistir. Kriterlere
uygun bireylere, ameliyat sirasinda patolojiye gonderilmek {izere alinan tiimdrli dokudan
ve larenks dokusuna ait normal dokudan Ornek alinacagi ve bu dokulardan ortaya ¢ikan
gen {Uriinlerine bakilarak hastalifa sebep olabilecek yeni genlerin bulunmasinin
amaglandig1 belirtilmistir. Calismanin tamamen goniilliiliikk esasina dayandigi ve doku
ornegi verseler dahi istedikleri zaman ¢alismadan ¢ikabilecekleri 6zellikle ifade edilmistir.
Gerekli bilgiler verildikten sonra ¢alismaya katilmak isteyen ve kriterlere uyan bireylere

goniillii onam formlar1 okutulup imzalatilmistir (Bkz. Ek 1).

3.7. Arastirmanin izni ve Etik Durum

Aragtirmaya baslamadan &nce Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi’ne
bagli Etik Kurul komisyonuna yapilacak tiim islemleri bildiren detayli bir g¢alisma
protokolii sunulmustur. Etik kurul onayr 13.03.2015 tarih ve 2015/146 sayili karar ile
alinmistir (Ek-2)

3.8. Gen Ekspresyonu Analiz Metodlar

Genomik DNA’dan transkripsiyona ugrayan genlerinin tamamina transkriptom veya gen
ekspresyon profili adi verilir ve bu profil hiicrenin fenotip ve fonksiyonunu belirler.
Genom, organizmanin tiim hiicrelerinde sabitken; gen ekspresyon profili, hiicrenin iginde
bulundugu kosullara gdre hizla degisebilen bir yapidadir. Basta kanser gelisimi olmak
lizere, ¢esitli kosullarda genlerin ekspresyon diizeyleri degismekte ve bu degisimler ¢esitli

yontemler tarafindan saptanmaktadir.
Bu yontemlerden bazilar su sekildedir:
Northern Blot

Hibridizasyon yontemlerinden biridir. Analizi yapilacak materyal RNA’dir. Yiizey
tizerinde RNA-DNA ya da DNA-DNA etkilesimi s6z konusudur. Dokulardan elde edilen
RNA jel elektroforeziyle ayrilir. Southern blotta ilk adim DNA’nin kesimi iken, RNA daha
kisa bir molekiil oldugu icin elektroforez Oncesi kesime ihtiyag duyulmamaktadir.
Elektroforez sonras1t RNA EtBr ile boyanir. Sonrasinda RNA nitroseliil6z ya da naylon
membrana aktarilir. Radyoaktif olarak isaretlenmis tek iplikli DNA ya da antisens RNA ile
hibridizasyon gergeklestirilir. Hibridizasyon otoradyografi ile goriintilenir (Sekil 3.1.).
Bant yogunlugu mevcut mRNA’nin miktariyla orantilidir (Allison 2014).
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Sekil 3.1. Northern Blot teknigi (Web 5)

in situ Hibridizasyon(ISH)

Niikleik asitlerin ISH analizi ilk olarak 1969 yilinda yapilmistir. Hiicre igerisinde RNA nin
lokalizasyonuna olanak saglayan bir yontemdir. Niikleik asitlerin hibridizasyonu esasina
dayanir ancak igaretli problarla hibridize olmak i¢gin DNA ya da RNA yerine doku 6rnegi
kullanilir. Problarin isaretlenmesinde EtBr yerine trityum kullanilir ¢iinki bu maddenin
enerjisi fosfata gore diisiiktiir ve bu oOzelligiyle daha kesin lokalizasyon saglar.
Hibridizasyon sonrasi lam fotografik emiilsiyona daldirilir ve glimiis tanecikleri mRNA‘in

konumunu gosterir (Allison 2014).
RNaz’dan Koruma Deneyi (RPA)

Spesifik bir mRNA transkriptini ve miktarini belirlemede kullanilan bir yontemdir.
RPA’da temel mekanizma, ilgili RNA dizisine komplementer isaretli bir prob ile
orneklerden elde ettigimiz total RNA’nin hibridizasyonudur. Hibridizasyon sonrasi
ortamda igaretli probla eslesen ¢ift zincirli RNA 6rnekleri ve hibridizasyona ugramayan tek
zincirli RNA Ornekleri bulunmaktadir. Ortama ¢ift zincirli RNA’y1 kesmeyen ancak tek
zincirli RNA’y1 kesen riboniikleaz eklenir. Kesilmeyen RNA probun komplementeridir ve
ilgili genden transkribe edilmistir. Elde edilen numune jel elektroforezi ve otoradyografi ile

analiz edilir (Allison 2014).
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Sekil 3.2. RNaz’dan Koruma Deneyi teknik asamalar1 (Rotmann 2002)

Revers Transkripsiyon-PCR

Nourthern blot analizi ve RPA’ya kiyasla ¢ok daha kiiclik miktarlardaki mRNA’nin
analizinde kullamlabilir. ilk olarak total RNA ya da mRNA revers transkriptaz enzimi ile
cDNA’ya doniistiiriiliir. cDNA gen spesifik primerler kullanilarak PCR’la ¢ogaltilir. PCR
tirtinleri jel lektroforeziyle analiz edilir. Tek hiicrede belirli bir mRNAnin olup olmadigini

gostermede hassas olan bu yontem, mRNA miktar dl¢iimii i¢in uygun degildir (Allison

2014).
Kantitatif Real-Time PCR (Q-PCR)

Floresan isaretli primerlerin ya da floresan boyalarin kullanildigi bir yontemdir. PCR
liriinleri gercek zamanl (anlik) o&lgiilebilir. Orneklerden elde edilen RNA revers
transkripsiyon ile cDNA’ya donistiiriiliir. cDNA, floresan 6zellikteki boyanin varliinda
gene 0zgli primerler ile ¢cogaltilir. Boya sadece ¢ift zincirli DNA’ya baglandiginda parlak
floresan 151 yayar. Ortamda ¢ift zincirli DNA’lar arttikga 1s51ma miktar1 da artar (Allison
2014).

Mikroarray Yontemi

Molekiiler tekniklerin ve teknolojinin son yillardaki gelisimi ile biyoteknolojinin
ulasabilecegi son noktalardan biri olan mikroarray yontemi ortaya ¢ikmistir. Geleneksel

molekiiler metodlarda “bir deneyde bir gen” ilkesi gecerli iken tiim genomu goriintiillemek
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oldukca zordur ancak mikroarray yonteminin gelistirilmesi, basit bir ¢ip iizerinde tiim
genomun goriintiilenmesine olanak saglamistir (Simsek 2013). Yontemde temel olarak,
tizerinde belirli genlere karsilik gelen binlerce hedef dizinin bulundugu c¢ipler ve
orneklerimize ait olan igaretlenmis RNA’lar bulunmaktadir. Tiimdrlii doku ve saglam
dokudan elde edilen isaretlenmis RNA Ornekleri, ¢ip iizerine dizilmis hedef dizilerle
hibridize olmak iizere yiizeye gonderilmektedir. Boylece hasta ve saglikli hiicrelerdeki gen
aktiviteleri  kiyaslanarak,  hastaliklara  6zgiin  gen  ekspresyon  degisimleri
belirlenebilmektedir.
Yontemin agamalart su sekildedir (sekil 3.3.) :
- Tiimorlii doku ve normal dokudan RNA izolasyonu
- Elde edilen RNA’dan cDNA eldesi
=>» cDNA ilk zincirinin sentezi
=>» c¢DNA ikinci zincirinin sentezi
- cDNA’dan invitro ortamda RNA sentezi
Bu asamada ortama biotin ile igsaretlenmis riboniikleotidler gonderilerek, biotin ile
isaretlenmis RNA elde edilir.
- Normal doku ve tiimorlii dokudan elde edilen biotinle isaretlenmis RNA
ornekleri, yilizeyinde belirli genlere karsilik gelen binlerce hedef dizi bulunan ¢ip

lizerine gonderilir.
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Sekil 3.3. Mikroarray yonteminin agamalari

(Gene Chip 3’IVT Express Labeling Assay)

Caligmamizda kullandigimiz yeni ve gliglii bir teknoloji olan mikroarray yoOnteminin

calisma basamaklari su sekildedir:
3.8.1 Total RNA izolasyonu

Histopatolojik olarak larenks kanser tanis1 almis vakalardan ameliyat sirasinda taze olarak
alman timorli doku ve normal doku Ornekleri, RNA’nin korunmasi amaciyla hemen
RNALater soliisyonu igerisine alindi. Dokular daha sonra RNA izolasyonu yapilmak iizere,
-80 buzdolabinda muhafaza edildi. Izolasyon asamasinda ilk 6nce mekanik etki ile
homojenizasyona yardimci olmasi amagl sekil 3.4.’de gosterilen i¢inde boncuk bulunan
tiiplerden, bead tube, 24 adet hazirlanarak {izerlerine hasta isimleri kaydedildi. Buffer RL

(1 ml) igerisine protein yapisindaki bisilfit baglarin1  ¢ozerek proteinlerin
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uzaklastirilmasina yardimci olmasi amaciyla beta merkaptanol (10 ul) eklendi ve

vortekslendi. Hazirlanan karisimdan her bead tiipe 300 ul dagitildi.

Sekil 3.4. Norgen Bead Tube

Bu sirada RNA elde edilecek dokular -80 buzdolabindan ¢ikarildi ve ilk 6rnek petri
kabinin igerisine alinarak doku tizerine 300 ul buffer RL eklendi. Bistiiri yardimiyla
parcalanan doku igerisinde buffer RL ve beta merkaptanol bulunan bead tiiplere aktarildi

(Sekil 3.5.).

.
Sekil 3.5. Petri kab1 igerisinde dokunun pargalanmasi

Tiipler homojenizatore yerlestirilerek 4000 devirde 2 dk karistirildi ve bu islem

homojenizasyonun tam olarak saglanabilmesi amagli 3 kez tekrarland1 (Sekil 3.6.).

Homojenizasyon aralarinda dokulardaki RNA degredasyonunu 6nlemek amacl, oérnekler

soguk blokta bekletildi.
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S
Sekil 3.6. Bead Bug Microtube Sekil 3.7.Micro 200R Hettich Zentifugen

Homojenizator Santrifiij

Homojenizasyon islemi sonrasi tiipler santrifiij edildi (Sekil 3.7.). Santrifiij sonrasi
tiiplerin tlizerindeki siipernatan kisim temiz tiiplere aktarildi ve bdylece alt kisimda ¢oken
partikiillerden -hiicre artiklari, protein artiklari- dokumuz temizlendi. Sonrasinda tiipler
600 ul RNase free su eklenerek vortekslendi (Sekil 3.8.). Ornek igerisinde kalan
proteinlerin pargalanmasi amagli 40 ul proteinaz K eklendi ve tiipler tekrar vortekslendi.

Bu islem sonrasinda numuneler 55 derecede 30 dakika 1s1 blogunda bekletildi (Sekil 3.9.).

Sekil 3.8. Combi-Spin FVL-2400 N BIOSAN Sekil 3.9. CH-100 BioSan 1s1 blogu

Is1 blogundan alinan 6rnekler 1 dakika maksimum hizda santrifiij edildi ve tiiplerin
tizerindeki kisim temiz tiiplere aktarildi. Sonrasinda tiiplere 450 ul %100 soguk etanol

eklenerek tiipler tekrar vortekslendi.

32



RNA’nin kolona aktarilmasi

Vortekslenen tiiplerdeki sivilarin 650’ser mikrolitresi RNA’nin kolonda tutunmasi
amaglanarak dizayn edilen kolon tiiplerine aktarildi (Sekil 3.10.) ve tiipler 6000 devirde 1
dakika santrifiij edildi. Elimizdeki materyalin 650 ul’den fazla oldugu orneklerden bu
islem tekrarlandi. Santriflij sonrasi tiim sivinin kolon alt1 seviyeye inmedigi ornekler ise

yiiksek devirde, 14000, tekrar santrifiij edildi.

e Vi

Sekil 3.10. Norgen spin column tiipleri

Yikama Asamasi

Kolon tiipleri ile santrifiij sonrast RNA’nin kolona tutunmasi saglandi ve kolon seviyesi
altinda toplanan siv1 atilarak kolon temiz bir tiipe aktarildi ve bdylece yikama asamasina
gecildi. 11k olarak &rneklerin {izerine tuz igerikli wash solution A soliisyonu eklenerek
maksimumda 2 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda kolon altindaki siv1 atilarak kolon temiz
bir tlipe aktarildi ve iizerine, ortamda kalan DNA’larin uzaklastirilmas: amaclh, 115 ul
DNase I ve Enzyme Inkubation Buffer A karisimi eklendi. 14000 devirde 1 dakika
santrifiij sonrasi kolon altinda toplanan miks tekrar kolon iizerine eklenerek tiipler 15
dakika oda sicakliginda bekletildi. Bu islem ile DNase’1n etkisinin maksimuma ¢ikarilmasi
hedeflendi. DNA’larin uzaklastirilmasini takiben kolon 2 kez daha 400 ul wash soliisyon A
ile yikand1 ve son olarak da kolonun kurumasi amaglanarak tizerine soliisyon eklenmeden

tiipler bos olarak santrifiij edildi.

Bu asamaya kadar kolona tutunmasi saglanan RNA’nin, kolondan temiz tiipe
aktarilmasi amaclanarak tizerine 25ul RNA Elution Solution A eklendi ve sonrasinda 2000
devir/2 dakika ve 14000 devir 1 dakika santrifiij edildi. Bu asamada digerlerinden farkli
olarak kolon atilir ve alta kalan sivimiz RNA’mizdir. RNA degrede olmamasi amagli

hemen soguk bloga koyuldu ve elde edilen RNA miktar1 Thermo Scientific Nonodrop
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2000c ile olgiildii. Kitimizde belirtilen ideal RNA miktar1 100-500 ng/ul’dir. Hastalarimiza
ait 6rneklerde hedeflenen RNA degerlerine ulasildi. Elde edilen RNA’lar sonraki islemlere
kadar -80’de saklandi.

Sekil 3.11. Thermo Scientific Nonodrop 2000c

RNA Kalite ve Miktar Tayini

Cesitli biyolojik stireclerle elde edilen RNA miktar1 nanodrop cihazi ile Olgiilerek
degerlendirilmistir. Ancak bu yontemde RNA ile ayni absorbansa sahip molekiillerin de
RNA olarak 6l¢iilme ihtimali bulunmaktadir. Bu nedenle elde ettigimiz RNA’y1 saf olarak
degerlendirmek icin yeni bir yonteme ihtiya¢ vardir. Elektroforez yontemi ile RNA kalite
ve miktar tayini esasina dayanan Agilent RNA 6000 Nano Kit sayesinde RNA miktar1 saf

olarak olciilebildi. Yontemin basamaklari su sekildedir:

1- Kit igerisinde hazir olarak bulunan 65 ul jel ve 1 ul RNA boyas1 (Sekil 3.12.)
karistirilarak 13000 devirde 10 dakika santrifiij edildi.

Gel-dye mix

1 pl dye
65 pl filtered gel

| §

Sekil 3.12. Jel-RNA boyas1 karigimi
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2- Bu esnada RNA ¢ip ylikleme istasyonuna yeni bir RNA ¢ipi yerlestirildi (Sekil
3.13.). 12 6rnek yiiklenmesi amactyla tasarlanan RNA ¢ip iizerinde o6rneklerin ve ladderin

yiiklenecegi kuyucuklar bulunmaktadir.

e B
T
RNA Nano Chip

L]

Sekil 3.13. RNA ¢ipinin RNA ¢ip istasyonuna yiiklenmesi

3-1@ ile isaretlenen kuyucuga hazirlanan jel-boya karisimindan 9 ul eklendi ve ¢ip
yiikleme istasyonu kapatildi (Sekil 3.14.). Istasyon iizerindeki piston kismi ’1°’ ¢izgisine
kadar ilerletildi ve 30 saniye beklendi. Pistonun yenide yukari ¢ikmasini takiben c¢ip

yiikleme istasyonu agilarak G ile isaretlenen diger 2 kuyucuga da 9’ar ul jel-boya karigim

eklendi.

9 pl gel-dye 9 pl gel-dye

Sekil 3.14. Jel-boya karisiminin eklenerek RNA ¢ip istasyonunun kapatilmasi

4- Jel-boya karisimi ilave ettigimiz kuyucuklar disinda kalan 13 kuyucuga (12
ornek kuyucugu- 1 adet ladder kuyucugu) 5’er ul RNA markeri ilave edildi (Sekil 3.15.).
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b pl marker

Sekil 3.15. Kuyucuklara RNA eklenmesi

5- Total RNA oOrneklerimizden 1’er ul tiiplere alindi. RNA &rnekleri ve ladder
denatiirasyon islemi i¢in 70 derecede 2 dakika bekletildi. Islem sonras1 drnekler ve ladder

RNA’nin degredasyonunu 6nleme amacli soguk bloga alindi.

6- 1’er ul 6rnekler ve ladder kuyucuklara eklendi (Sekil 3.16.).

2909000

2000

[ X N N
oN | 29000

1 pl ladder 1 pl sample

Sekil 3.16. Denatiire edilen ladder ve 6rneklerin kuyucuklara ytiklenmesi

7- RNA ¢ipi, ¢ip icin 6zel tasarlanmis vortekste 1200 rpm’de 2 dakika vortekslendi
(Sekil 3.17.).

Sekil 3.17. RNA ¢ipi i¢in 6zel olarak tasarlanmis vorteks
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8- Jelin kurumamas1 amacli RNA ¢ipi 5 dakika icerisinde Agilent 2100 Bioanalyzer
cihazi igerisine yerlestirildi (Sekil 3.18.).

Sekil 3.18. Agilent 2100 Bioanalyzer

Orneklerimize ait RNA Bioanalizasyon Sonuglari bulgular boliimiinde sekil 4.1. ve 4.2.’de
gosterilmigtir. RNA biyoanalizasyon sonrast RNA kalitesini gosteren RNA Integrity
Number (RIN) degeri elde edilmektedir. Bu degerin 7 ve {izerinde olmasi ¢calismamiz i¢in

yeterlidir. Tiim 6rneklerimizin RIN degerleri istenilen araliktadir.
3.8.2 RNA’dan cDNA sentezi

Elde edilen RNA mikroarray uygulamasi i¢in yiizey tizerine gonderilmeden 6nce cDNA’ya

dontstiiriildii. cDNA ise invitro sartlarda biotin isaretli RNA’ya doniistiiriildii (Sekil 3.19.).
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Sekil 3.19. “’TargetAmp™-Nano Labeling Kit for [llumina® Expression BeadChip®”’’ kit
prosediir semast

Islem Basamaklari ;
cDNA’nin ilk zincirinin sentezi

1- Ornek sayisi kadar tiip hazirlandi ve isimlendirildi.

2- Her tiipe 2 ul RNA ve 1 ul oligo (dT) primer eklendi.

3- Tiipler Hybex 1s1 blogunda 65 derecede 5 dakika boyunca inkiibasyona birakildi (Sekil
3.20.).

4- Her ornek igin 1.5 ul 1st-Strand cDNA PreMix, 0.25 ul DTT (dithiothreitol), 0.25 ul
SuperScript I1I Reverse Transcriptase karistirilarak miks hazirlandi.

5- Inkiibasyon sonras1 hemen soguk bloga aliman érneklerin iizerine hazirlanan miksten
2’ser ul eklendi.

6- Ornekler BIO-RAD C-1000 Touch PCR cihazinda 50 derecede 30 dakika boyunca
inkiibe edildi (Sekil 3.21.).
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Sekil 3.20. Hybex 1s1 blogu Sekil 3.21. BIO-RAD C-1000 Touch PCR
cihazi

cDNA’min ikinci Zincirinin sentezi

1- Ornek basia 4.5 pl 2nd-Strand cDNA PreMix ve 0.5 ul 2nd-Strand DNA Polymerase
eklenerek miks hazirlandi.

2-Orneklerin bulundugu tiipler iizerine miksten 5’er pl eklendi.

3-Ornekler PCR cihazinda 65 derecede 10 dakika, sonrasinda 80 derecede 3 dakika inkiibe
edildi.

Not: Inkiibasyon icin PCR cihazimn kullanim sebebi istedigimiz sicaklik seviyesine kisa
stirede ulasabilmemizdir.

4-Inkiibasyonu takiben tiipler ortalama 16-20 saat (overnight) -20 derece buzdolabinda
bekletildi.

3.8.3 Biotin isaretli RNA’nin in-vitro transkripsiyonu

1- -20 derece buzdolabinda saklanan Transcription Buffer, UTP/Biotin-UTP, NTP PreMix,
DTT c¢ikarilarak erimeye birakildi.
Ornek basina:

- 2 ul T7 Transcription Buffer

- 2 ul UTP/Biotin-UTP

- 10 ul NTP PreMix

- 3ulDTT

- 2 ul T7 RNA Polymerase karigtirilarak miks hazirland.
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2- RNA polimeraz enzimi -20° den ¢ikar ¢ikmaz erimesi beklenmeden karisima eklendi.

3- Her tiipe hazirlanan miksten 20’ser ul koyuldu.

4- Ornekler PCR cihazinda 42 derecede 4 saat inkiibe edildi.

5- Inkiibasyon sonrast tiiplerin iizerine 2’ser ul RNase free DNase eklenerek DNA artiklar
ortamdan uzaklastirildi.

6- Numuneler tekrar PCR cihazinda 37 derecede 15 dakika inkiibe edildi.

RNA Clean-up Asamasi

Tezimizin bu asamasinda Norgen RNA Clean-Up and Concentration Micro Kit

23600,43200 kiti kullanild1. islem basamaklar1 sekil 3.22.’de 6zetlenmistir.

REMA Sample / RNA Transcript

RNAaz free water
250 ul binding solution
200 ul etanol

Vortex

Bind to Column

SPIN *

| 3 kez yikama
Wash Solution A

Elution Solution A

SPIN ?
Purified Total RNA
J/ RNA Transcript

Sekil 3.22. Norgen’s RNA Clean-up ve Concentration Kit ¢alisma semasi
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Islem basamaklar1

RNA’nin kolona baglanmast

1-

Icerisinde 32 ul 6érnek bulunan tiiplerimize érnek hacmini 100 ul’ye tamamlayacak
sekilde 68 ul RNase free su eklendi.

Biiytik tiiplere aktarilan numuneler lizerine 250 ul binding soliisyon eklendi ve
tiipler vortekslendi. RNA binding soliisyonu bir sonraki asamada 6rneklerimizdeki
RNA’larin kolon tiiplerine tutunmasini saglar.

Tiipler tizerine 200 ul %100 etanol eklenerek tekrar vortekslendi.

Numuneler kolonlara yiiklendi ve maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi kolon altinda kalan s1v1 atilarak kolon yeni bir tiipe aktarildi.

Yikama asamast

Tiiplerin iizerine tuz igerikli yikama soliisyonu olan 400 ul Wash Solution A
eklendi.

Ornekler maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 kolon altinda kalan s1v1 atilarak kolon yeni bir tiipe aktarildi.
Yikama islemi 3 kez tekrarlandi.

Son olarak kolon igeren tlipler maksimum hizda 2 dakika bos oklarak santrifiij

edildi ve boylece RNA {izerindeki fazla su da uzaklastirildi.

RNA Eliisyonu
1- 25 ul RNA elution soliisyonu kolonlara eklendi.
2- Ornekler 2000 devirde 2 dakika, sonrasinda 14000 devirde 1 dakika santrifiij edildi.
3- RNA elution soliisyonu kolona tutunan RNA’y1 kolondan ayirarak kolon alt

kisminda toplanan siviya gecisi sagladigi icin, diger asamalardan farkli olarak kolon

atild1 ve altta kalan s1vi, cRNAmiz, nanodrop ile dl¢lilmek iizere -20’ye kaldirildi.

cRNA’larin Esitlenme Asamasi

Mikroarray ylizeyine gonderilecek numunelerin esit konsantrasyonda olmasi amaglanarak

cRNA seviyeleri esitlendi. Calismanz icin gerekli ideal cRNA miktar1 150 ng/ul “dir. ilk

olarak RNA clean-up asamasinda elde edilen RNA miktarlar1 nanodrop ile odlgiilerek

kaydedildi. Her bir 6rnek ul’sinde 150 ng cRNA olacak sekilde diliie edildi ve cRNA

miktarlar1 esitlendi.
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3.8.4 Numunelerin Cihaza Yiiklenme Asamasi

Bu asamada Illumina iScan cihazinda, HumanHT-12 V4 Expression BeadChip Kkiti
kullanilarak direk hibridizasyon yontemi ile tim genom ekspresyon uygulamasi yapildi.

cRNA materyali kullanildi.

Gerekli Cihaz ve Ekipmanlar: lllumina iScan cihazi, hibridizasyon firini, Hybex 1s1 blogu,

santrifiij, rocker shaker

Gerekli Materyal ve Kimyasallar: HCB, HYB, Hyb Cemberi ve aksesuarlari, 100% etanol,
Block E1 Buffer, High Temperature Wash Buffer, Wash E1BC Buffer, Cy3 Streptavidin

Islem basamaklar: su sekildedir;
=>» Hibridizasyon,
= Yikama,
=>» Streptavidin isaretlemesi,
= Kuruma,
=> Goriintiileme
Hibridizasyon

1- Hibridizasyon firin1 58 °C’ye ayarlandi (Sekil 3.23.).

Sekil 3.23. Hibridizasyon Firin

2- Hybex 1s1 blogu 65 °C’ye ayarlandi.
3- HCB ve HYB firinda 10 dakika bekletildi ve i¢inde parcacik kalmadigina emin olundu.
4- HCB ve HYB oda sicakliginda sogumaya birakildi.

HCB reaktifi: ¢ipin nemli kalmasini saglar.

HYB reaktifi: hibridizasyon i¢in gereklidir.
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RNA’nin hazirlanmasi

I- upl’de 150 ng cRNA olacak sekilde, 10 pl hibridizasyon tiipleri hazirlandi. Calisma
icin gerekli total volim 5 ul olmasina ragmen homojenizasyonun daha iyi
saglanabilmesi i¢in 10 ul’lik tiipler hazirlandi.

2- cRNA o6rneklerinin oldugu tiip 65 °C’de 5 dakika bekletildi.

3- cRNA tiipleri vortekslendi ve 250 xg’de pulse santrifiij yapildi.

4- cRNA tiipleri oda sicakliginda sogumaya birakildi.

5- cRNA tiiplerine 20 ul HYB eklendi. Toplam hacim 30 pl olacak sekilde hazirlandi.

6- Hyb ¢emberi icerisine 1 adet gasket yerlestirildi (Sekil 3.24).

7- Hyb cgember haznesine 200 ul HCB eklendi (Sekil 3.25.).

8- Cember kapagi kapatildi ve Beadchip hazirlanana kadar oda sicakliginda bekletildi.

Harneler | — —=— /, | Dar kenar
Barkod alanlar || Genis kenar

Hibridizasvon ¢gember ve gasket

Sekil 3.24. Gasketin Hibridizasyon Cemberine Yerlestirilmesi
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Sekil 3.25. Hibridizasyon Cember Haznesine HCB eklenmesi

Orneklerin Yiiklenmesi
1. Beadchipler paketlerinden ¢ikartildi.
2. Hyb insert tizerine barkod yeri barkoda gelecek sekilde yerlestirildi (Sekil 3.26.).

Sekil 3.26. Cipin Yerlestirilmesi
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3. Hazirlanan 6rneklerden 15 pl alinarak ¢ipe yiiklendi. Yiikleme sirasi kaydedildi.

Ornek, yiiklenecek yerin (inlet port) tam ortasma birakildi. Ornegin ¢ipin tiim yiizeyine
dagildigindan emin olundu. Inlet port’ta bir kisim 6rnek ge¢ dagilabilir, bu normaldir.

4. Hyb chamber kapagi a¢ildi ve insert {izerinde 6rnek yiiklenmis Beadchipler konuldu
(Sekil 3.27.).

Sekil 3.27. Cipin Hibridizasyon Cemberine Y erlestirilmesi

5. Hyb chamber barkod kismi ve insert lizerindeki barkod kisminin iist iiste geldiginden

emin olundu.

BeadChip Hibridizasyonu

1. Hyb chamber kapatildi ve kilitlendi. Capraz kilitler ayn1 anda kilitlendi. Tamamen
kapali oldugundan emin olundu.

2. Hyb chamber daha 6nce ayarlanmis olan 58 °C’de hibridizasyon firinina konuldu.

3. Hibridizasyon siiresi en az 14 saat olmakla beraber 20 saati gegmemelidir.

High Temp Wash Buffer Hazirlanmast

1. Bir sonraki giin yikamada kullanmak tizere, 50 ml 10X High-Temp Wash buffer iizerine
450 ml RNase-free su eklenerek 1X High-Temp Wash buffer elde edildi.

2. Hybex 1s1 blogu icerisine Hybex su banyosu baslig1 takildi ve hazirlanan 500 ml 1X
High-Temp Wash buffer eklendi (Sekil 3.28.).
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High Temp Wash Buffer

Sekil 3.28. Hybex su banyosuna High Temp Wash Buffer eklenmesi

3. Hybex 1s1 blogu 55 °C’ye ayarlandi. High-Temp Wash buffer gece boyunca orada
birakilidi.

Yikama

- 3 ml E1BC buffer, 1 L RNase-free suyun igerisine konularak Wash E1BC soliisyonu
hazirlandi.

- 250 ml Wash E1BC soliisyonu cam yikama kabina konuldu. (2 adet)

- 500 ml Wash E1BC soliisyonu Pyrex isimli genig borcama konuldu (Sekil 3.29.).

- 250 ml 100% Etanol ayr1 bir cam yikama kabina konuldu.

Sekil 3.29. Wash E1BC ve Etanol soliisyonlari
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Koruyucu Yiizey Cikarilmasi

1. Hyb Chamber firindan ¢ikarildi ve beng {izerine kondu.

2. BeadChip ¢ikarilarak Borcam igerisindeki Wash E1BC soliisyonu igerisine birakildi.
Pudrasiz bir eldiven giyilerek, tamami soliisyon igerisinde oldugundan emin olarak

iizerindeki koruyucu ¢ikarildi (Sekil 3.30.).

Sekil 3.30. Cip tizerindeki koruyucu ylizeyin ¢ikarilmasi

3. BeadChipler, cimbiz veya eldiven ile tutularak borcam igerisinde slide rack lizerine

yerlestirildi (Sekil 3.31.).

Sekil 3.31. Bead Chiplerin slide racklara yerlestirilmesi
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High-Temp Yikamas:
1. Slide rack tutucusu yardimuryla slide rack bir giin 6nce hazirlanmis olan High-Temp

Wash buffer igerisine transfer edildi (Sekil 3.32.).

Slide Rack tutucusu

High Temp Wash Buffer
igerisine transfer

Sekil 3.32. Slide racklara yerlestirilen ¢iplerin High Temp Wash Buffera transferi
2. Hybex 1s1 blogunun kapagi kapatildi ve 10 dakika inkiibe edildi.
Birinci Yikama (First Room-Temp Wash)

1. Inkiibasyonun ardindan slide rack derhal birinci Wash E1BC soliisyonu igerisine

konuldu (Sekil 3.33.).

E1BC Wash Buffer ile yikama

Sekil 3.33. Slide rackin Wash Buffer ile yikanmasi
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2. Yaklasik 10 defa slide rack tutucusu yardimiyla batir-¢ikar hareketi yapildi.
3. Orbital shaker orta hiza ayarlandi.
4. Cam yikama kab1 oda sicakliginda 5 dakika orbital shaker lizerinde birakildi (Sekil

3.34). Sallanma hiz1 soliisyonun dokiilmeyecegi en yiiksek hiza ayarlandi.

Sekil 3.34. Side racklarin Wash Buffer soliisyonu ile karistirilmasi
Etanol Yikamasi
1. Rack 250 ml Etanol i¢eren kaba aktarildi.
2. Yaklagik 10 defa slide rack tutucusu yardimiyla batir-gikar hareketi yapildi.
3. Cam yikama kabi1 oda sicakliginda 10 dakika orbital shaker tizerinde birakildi (Sekil
3.35.).

Sekil 3.35. Slide rackin etanol ile karistirilmast
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Ikinci Yikama (Second Room-T emp Wash)

1. Rack en son kullanilan Wash E1BC soliisyonu igerisine alind1.

2. Yaklagik 10 defa slide rack tutucusu yardimiyla batir-gikar hareketi yapildi.

3. Cam yikama kab1 oda sicakliginda 2 dakika orbital shaker {izerinde birakildi.
Bloklama

1. BeadChip yikama kabinin her birine 4 ml Block E1 buffer eklendi.

2. Cimbiz yardimiyla BeadChip tabla (tray) igerisine yerlestirildi (Sekil 3.36.). Barkod
tablanin u¢ kismindaki kuyunun oldugu yere denk gelmelidir.

Bead Chip

Cimbiz kuyucugu

Ug kuyucuk

Sekil 3.36.BeadChip’in yikama kabina yerlestirilmesi

3. BeadChip ylizeyinin tamamen buffer ile kapladigindan emin olunmalidir.

4. Yikama kabi igerisindeki BeadChip orta hizdaki rocker tizerinde 10 dakika birakidi
(Sekil 3.37.).

Sekil 3.37. Yikama kabi i¢indeki BeadChip’in ¢alkalanmasi
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5. Cy3-Streptavidin dolaptan ¢ikarilarak 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
6. Bu arada Hyb Chamber distile sudan gegirilerek temizlendi.

Streptavidin Isaretlemesi

[1k olarak iScan cihazi agilarak lazerin 1sinmas1 ve optimize olmasi saglandi.

1. Falcon igerisine, her bir ¢ip i¢in, 2 ml Block E1 Buffer lizerine 2ul Cy3-Streptavidin
eklendi.

2. Yeni bir tabla alind1 ve hazirlanan karisim tabla iizerine eklendi. BeadChip cimbiz
yardimiyla barkoddan tutularak tablaya kondu ve yiizeyinin tamamen kaplandigindan emin
olundu.

3. Tablanin kapag: kapatilarak orta hiza ayarl rocker shaker iizerinde 10 dakika bekletildi
(Sekil 3.38.).

| =

Tray kapagi

Sekil 3.38. Ciplerin streptavidin ile isaretlenmesi
Uciincii ytkama (Third Room-Temp Wash)
1. BeadChip tabladan cimbiz yardimiyla alind1 ve slide rack iizerine yerlestirilerek fresh
Wash E1BC’ye daldirilarak 5 kez batir-¢ikar yapildi.
2. Orbital shaker orta hiza ayarlandi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Bead Chip yikama asamasi ile proba tutunamayan RNA’lar uzaklastirildi ve kurutma

asamasina gecildi (Sekil 3.39.).

D |

e

.

Sekil 3.39. Bead Chip yikama asamasi ile proba tutunamayan RNA’larin uzaklastirilma

semasi
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Kurutma

BeadChip yikama soliisyonundan ¢ikarildiktan sonra yiizey bugulanmasini 6nlemek igin
hemen santrifiij edilmelidir.

1. Santrifiij ayarlandi. (1400 rpm, oda sicakligi, 4 dakika )

2. Fazla soliisyonun emilmesi icin slide rack altina havlu pegete konuldu (Sekil 3.40.).

Sekil 3.40. Slide rack kurutulmasi
3. Pudrasiz eldiven yardimiyla BeadChip slide rack hizlica Wash E1BC’den ¢ikarildi ve
santrifiije konuldu. Kapak kapatilarak Start’a basildi. 1400 rpm’de 4 dakika oda
sicakliginda santrifiij edildi (Sekil 3.41.).

Slide rack’in
santrifiijje yerlesimi

Sekil 3.41. Slide rack santrifiij asamasi

Goriintiileme asamasina hemen ge¢ilmeyecekse BeadChip kuru, karanlik ve ozonsuz bir
ortamda saklanmalidir.

Goriintiileme

1. iScan Control Software uygulamasi baslatildi.

2. BeadChip okuma tepsisi otomatik olarak acildi, BeadChipler tepsi lizerindeki tasiyiciya,
barkod kismi1 barkoda gelecek sekilde yerlestirildi (Sekil 3.42).
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Sekil 3.42. BeadChip’in cihaza yerlestirilmesi

3. Tarama baglatildi. Tarama yapilirken ilk asama olarak kalibrasyon yapildi. Sonra

BeadChip okumas1 gergeklestirildi (Sekil 3.43.).

(IR

Sekil 3.43. BeadChip okuma agamasi

4. Tarama bittigi zaman BeadChip c¢ikarilarak kuru ve karanlik bir ortamda muhafaza

edildi. Veriler biyoinformatik analiz i¢in hazir hale getirildi.

3.9. Istatistiksel Analizler

Calismalara 47.323 adet probla baslanarak problar ekspresyon seviyelerine gore
filtrelenmistir. Normalize datalardan %20’nin altinda 1s1ma aldigimiz  problar
filtrelenmistir ancak filtreye takilan prob olmamustir. Bir probtan, herhangi bir grupta
%20’nin iizerinde 151ma alindiysa, filtreden gegmesi saglanmis ve bu sayede prob kaybi en
aza indirilmistir. FC (Fold Change) analizi yapilarak 2’den biiyiik kat degisimleri her bir
prob i¢in artis ve azalis olarak belirlenmistir. Artan ve azalan problar i¢in heat-map
(sicaklik haritas1) gosterimi raporlanmistir. Up regiile problarin sicaklik haritasinda
degerleri yesil, down regiile problarin ise kirmizi olarak gosterilmistir. Siyah renkli

bolgeler, belirtilen gende anlaml1 degisiklik olmadigin1 gostermektedir.
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4. BULGULAR

Yas

Olgularimiz 37-86 yaglar arasinda olup, yas ortalamalari 60,8’dir(ortanca deger: 61,
standart sapma (SS): 14.11). Kanser tanis1 almig vakalardan patolojik dokunun yani sira
normal larenks dokusu da alindigindan kontrol grubumuzu da ayn1 vakalar

olusturmaktadir.
Cinsiyet

Caligmaya dahil edilen tiim bireyler erkek cinsiyettedir. Larenks kanserleri, insidans

bakimindan tiim kanserler arasinda erkek/kadin orani en yiiksek olan kanserdir.
Tiimor Lokalizasyonu

Tiimdr, olgularin 3’tinde (%25) supraglottik, 5’inde (%41) glottik, 4’linde transglottik
(%33) yerlesimlidir. Transglottik yerlesimli olgularda tiimor, subglottik ve supraglottik
alana yayilmis durumdadir. Orneklerimiz arasinda subglottik bolge kaynakli kansere

rastlanmamustir.
Ornek Kodlamasi

Caligma kapsaminda; 12 farkli gruptan toplam 24 adet RNA 06rnegi elde edilmistir. Bu
orneklerin cRNA doniistimleri yapilarak Illumina iScan platformunda 47.323 prob
kullanilarak, “HumanHT-12 V4 Expression BeadChip” ile tiim genom ekspresyon profili
cikarilmistir. Calismada toplam 12 farkli grup vardir ve 6rnek kodlar1 asagidaki gibidir.

Tablo 4.1. Ornekler ve gruplama

Ornek Kodu Ornek Kodu Ornek Kodu Ornek Kodu
Kl HI K# HE
K3 H3 K9 HY
Ka H4 K10 HI{0
K11 HI1
| ] H3
K12 Hi2
Ké Hé
1 4 HI13
K7 H7 k13

H: hasta, K: kontrol
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Tablo 4.2. Karsilastirma Gruplari

HEDEF KONTROL
GRUP GRUP
LKarsilastirma Hi Kl
2. Karsilastirma H3 K3
3. Karsilastirma H4 K4
4.Karsilastirma H5 K5
S.Karsilastirma Hé& K&
6. Karsilastirma H7 K7
T.Karsilastirma H& K8
8. Karsilastirma HY KO
9. Karsilastirma HI10 KI1D
10.Karsilagtirma H11 K1l
11.Karsilagtirma HI2 . K12
12. Karsilastirma H13 K13

RNA Kkalite ve miktar tayini asamasi sonrasi elde edilen orneklerimize ait RNA
biyoanalizasyon sonuclari:

Calismamizin ilk asamasinda vakalarimiza ait Orneklerden total RNA izolasyonu
gerceklestirerek, mikroarray prosediirii icin gerekli olan total RNA miktarlarina
ulagilmistir. Elde edilen RNA’nin kalitesini tayin etmek amaciyla ise RNA
biyoanalizasyon caligmasi1 gerceklestirilmistir. Bu asamada, RNA kalite belirteclerinden
biri olan RIN(RNA Integrity Number) degeri her 6rnek i¢in hesaplanmis ve RIN degerinin
7 ve izerinde olmasi yeterli kabul edilmistir. Tiim orneklerimize ait RIN degerleri
hedeflenen araliktadir. Orneklerimize ait RNA biyoanalizasyon sonuglarinin jel

elektroforez ve elektroforegram goriintiilerine 6rnekler sekil 4.1. ve 4.2.”de verilmistir.
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Ladder
K8
H8
K9
H9

K10
H10
K1l
H11
K12
Hi2
K13
H13

65 —
60 —
55 —

50 — T s s s S S— s S . Se— i —

45 —

40 —
35 —
0 —
;.

20 —

15 —
L 1 2 3 - g 6 7 B 9 10 1 12

K: kontrol, H: hasta, L: ladder

Sekil 4.1. RNA biyoanalizasyon sonuglari, 6 hastamiza ait jel goriintiisii

[k siitunda yer alan ladder “’L’’ calismamizin kontrolii olup, 7 adet band/pik vermesi
calismanm dogru yapildigini gdstermektedir. Orneklerimizin ise 18S ve 28S de 2 adet
band/pik vermesi RNA’larin yeterli kalitede oldugunu gostermektedir. Leader ve 1
numarali vakamiza ait RNA biyoanalizasyon sonuglarinin elektroforegram gortintiileri su

sekildedir:
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Ladder
[Fu]

601 ‘
50 |
40+ H W

30 ‘ Il

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 [s]

K1
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200 \ 1
150

100

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 [s]

H1
[Fu]
900
800
700
600
500 !

4001 I
300 I
200 | |
100

Sekil 4.2. 1 nolu 6rnegimize ait RNA biyoanalizasyon sonuglari, elektroforegram
goruntusu

Diger orneklerimize ait grafiler de benzer sekildedir.




Verilerin kalite kontrolii

Calisma tamamlandiktan sonra elde ettigimiz ham mikrodizi verisi GenomeStudio

programi yardimu ile elektronik verilere doniistiiriilmiistiir. Mikroarray verilerinin kalite

kontrol amacli olusturulan sinyal yogunluk grafikleri sekil 4.3., 4.4. ve 4.5.°de

gosterilmistir. Tiim 6rneklerin verisi ylizdelik (quantile) normalizasyona tabi tutulmustur.

Mormalized Intensity Values
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Sekil 4.3. Profile Plot gosterimi
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Mormalized Intensity Values
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Il

-5 4

- = - - = = E =8 T =2 E | = § =N
I=:: B-=528=2Z EsE-EESE=-=S
H1 H10 H11 HI2 H13 H3 H4 H5 HE H7 HE8 H9 K1 K10 K11 K12 K12 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9
Sekil 4.4. Box Plot Gosterimi
m Kl m HS m Kil
m Hi m K7 m Hil
) m K3 m H7 m Ki2
o]
W H3 m k3 m Hi2
m K4 m H8 m K13
m H4 m Ko m Hi3
T Q

T~ Z-Axis o KS m Ho

W HS m K

G m HiD

Sekil 4.5. PCA Plot Gosterimi: orneklerin gen ekspresyon profili bakimindan birbirine

olan yakinligini gosterir.
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Cluster (Kiimeleme) Analizleri

Normalize edilen verilerin tiim genom gen ekspresyon profilleri arasinda yapilan hiyerarsik
kiimeleme ‘Hierarchical’ yaklagimi kullanilarak olusturulmustur. Uzaklik birimi olarak

“Euclidean” ve baglant1 kurali “Wards” olarak se¢ilmistir.

Sekil 4.6. Gruplar baz alinarak yapilan Cluster Analizi

Karsilastirilmali Grup Sonug¢lari

47.323 prob kullanilarak yapilan tim genom ekspresyon yoOnteminde vakalarimiza ait
tiimorlii dokularda, normal dokuya gore ekspresyonu artan ya da azalan prob sayis1 14295
olarak belirlenmistir. Farkli eksprese olan problarin gruplara gore dagilimi su sekildedir:
(Vakalarimiza ait patolojik dokular H (hasta) harfi ile, normal dokular ise K (kontrol) harfi

ile gosterilmistir.)
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1.Grup: H1&K1

[k hastaya ait H1 dokusu i¢in kontrol grubu olarak K1 segildi. Fold Change(FC) degerleri
Analiz Grubu/Kontrol Grubu olarak hesaplandi. FC Filtresi 2 olarak belirlendi.
Filtrelenmis Orneklerden FC analizi sonucunda, 1317 adet probun ekspresyonu kontrol
grubuna gore artmus, 1231 adet probun ekspresyonu ise kontrol grubuna gore azalmustir.
Up regiile problarin sicaklik haritas1 Figiir 5’te, Down regiile problarin sicaklik haritasi

Figiir 6’da gosterilmistir. Diger gruplara ait sicaklik haritalar1 da benzer sekildedir.

Sekil 4.7. H1 vs K1 up regiile problarin sicaklik haritasi
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Sekil 4.8. H1 vs K1 down regiile problarin sicaklik haritasi

Not: 2 numarali vaka, radyoterapi alma 6ykiisii nedeniyle ¢calismamizdan ¢ikarilmistir.
2.Grup: H3&K3

Kontrol grubu olarak K3 secildi. Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, 2537 adet
probun ekspresyonu kontrol grubuna gore artmis, 2658 adet probun ekspresyonu kontrol

grubuna gore azalmistir.

3.Grup: H4&K4
Kontrol grubu olarak K4 secildi. Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, 3614 adet
probun ekspresyonu kontrol grubuna gore artmis, 3450 adet probun ekspresyonu kontrol

grubuna gore azalmistir.

4.Grup: H5&KS
Kontrol grubu olarak K5 secildi. Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, 2300 adet
probun ekspresyonu kontrol grubuna gore artmis, 2202 adet probun ekspresyonu kontrol

grubuna gore azalmistir.
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5.Grup: H6&K6
Kontrol grubu olarak K6 secildi. Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, 2168 adet
probun ekspresyonu kontrol grubuna gore artmis, 2289 adet probun ekspresyonu kontrol

grubuna gore azalmustir.

6.Grup: H7&K7
Kontrol grubu olarak K7 secildi. Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, 2778 adet
probun ekspresyonu kontrol grubuna gore artmis, 2655 adet probun ekspresyonu kontrol

grubuna gore azalmstir.

7.Grup: H8&KS8
Kontrol grubu olarak K8 secildi. Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, 1062 adet
probun ekspresyonu kontrol grubuna gore artmis, 1472 adet probun ekspresyonu kontrol

grubuna gore azalmstir.

8.Grup: H9&K9
Kontrol grubu olarak K9 secildi. Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, 2453 adet
probun ekspresyonu kontrol grubuna gore artmis, 2355 adet probun ekspresyonu kontrol

grubuna gore azalmstir.

9.Grup: H10&K10
Kontrol grubu olarak K10 seg¢ildi. Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, 1289
adet probun ekspresyonu kontrol grubuna goére artmis, 1517 adet probun ekspresyonu

kontrol grubuna gore azalmstir.

10.Grup: H11&K11
Kontrol grubu olarak K11 seg¢ildi. Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, 2230
adet probun ekspresyonu kontrol grubuna goére artmis, 2347 adet probun ekspresyonu

kontrol grubuna gore azalmstir.

11.Grup: H12&K12
Kontrol grubu olarak K12 seg¢ildi. Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, 1959
adet probun ekspresyonu kontrol grubuna goére artmis, 2130 adet probun ekspresyonu

kontrol grubuna gore azalmstir.

12.Grup: H13&K13
Kontrol grubu olarak K13 secildi. Filtrelenmis 6rneklerden FC analizi sonucunda, 994 adet
probun ekspresyonu kontrol grubuna goére artmig, 932 adet probun ekspresyonu kontrol

grubuna gore azalmstir.
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Genomdaki tim mRNA ekspresyon farkliligini saptamak amaciyla 47.323 prob ile
yaptigimiz ¢alismada, patolojik doku ile normal doku arasinda 14.295 mRNA’nin
ekspresyonunda farklilik oldugu gozlemlenmistir. Tiim 6rneklerimizde ekspresyonu artan
mRNA sayis1 258 iken, tiim orneklerimizde ekspresyonu azalan mRNA sayis1 ise 117°dir.
Tiimdrli doku ile normal doku arasindaki ekspresyon farkinin en az 1.5[FC(fold change):
1.5] kat oldugu mRNA’lara baktigimizda 11 genin mRNA’sinda azalmis ekspresyon, 103
genin mRNA’sinda ise artmis ekspresyon ortaya konmustur. Tiimorlii doku ile normal
doku arasindaki ekspresyon farkliliginin en az 2 kat [FC(fold change): 2] oldugu
mRNA’lara baktigimizda ise 22 mRNA’da artmis ekspresyon, 2 mRNA’da azalmis

ekspresyon gozlemlenmistir.

Tablo 4.3 FC 2 kabul edildiginde down-regiile olan genlerin listesi

Gen Sembol Gen Adi
CFD Homo sapiens complement factor D (adipsin) (CFD), mRNA.
ITM2A Homo sapiens integral membrane protein 2A (ITM2A), mRNA

Tablo 4.4. FC 2 kabul edildiginde up-regiile olan genlerin listesi

Gen Sembol Gen Adi
S100A3 Homo sapiens S100 calcium binding protein A3 (S100A3), mRNA.
Homo sapiens matrix metallopeptidase 12 (macrophage elastase)
MMP12 (MMP12), mRNA.
Homo sapiens solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter),
SLC2AL member 1 (SLC2A1), mRNA.
VSNLL Homo sapiens visinin-like 1 (VSNL1), mRNA.
Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth
oxeLl stimulating activity, alpha) (CXCL1), mRNA.
S100A2 Homo sapiens S100 calcium binding protein A2 (S100A2), mRNA.
Homo sapiens matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase)
MMPL (MMP1), mRNA.
PREDICTED: Homo sapiens similar to Keratin, type I cytoskeletal 14
LOCA00578 (Cytokeratin-14) (CK-14) (Keratin-14) (K14) (LOC400578), mRNA.
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Homo sapiens kallikrein-related peptidase 6 (KLK®6), transcript
variant B, mRNA.

KLK6
KRT17 Homo sapiens keratin 17 (KRT17), mRNA
PREDICTED: Homo sapiens similar to Keratin, type I cytoskeletal 16
(Cytokeratin-16) (CK-16) (Keratin-16) (K16) (MGC102966), misc
MGC102966 RNA.
CEPSS5 Homo sapiens centrosomal protein 55kDa (CEP55), mRNA.
TGAG Homo sapiens integrin, alpha 6 (ITGA6), transcript variant 2, mRNA.
Homo sapiens acyl-CoA thioesterase 7 (ACOT?7), transcript variant
ACOT? hBACHDb, mRNA.
Homo sapiens collagen, type IV, alpha 5 (COL4AS5), transcript
COLAAS variant 1, mRNA.
P63 Homo sapiens tumor protein p63 (TP63), transcript variant 5, mRNA.
Homo sapiens collagen, type IV, alpha 6 (COL4A6), transcript
COLAAG variant A, mRNA.
Homo sapiens fascin homolog 1, actin-bundling protein
FSCNL (Strongylocentrotus purpuratus) (FSCN1), mRNA.
Homo sapiens laminin, gamma 2 (LAMC?2), transcript variant 1,
LAMC2 mRNA.
\WDREE Homo sapiens WD repeat domain 66 (WDR66), mRNA.
IL1F9 Homo sapiens interleukin 1 family, member 9 (IL1F9), mRNA.
KRTEB Homo sapiens keratin 6B (KRT6B), mRNA.

Tiimorli doku ve normal doku arasinda ekspresyonu anlamli olarak degisen genlerin

bulundugu yolaklar incelendi. Genlerin bulundugu yolaklar ve ekspresyon degisimleri su

sekildedir:

Tablo 4.5. Icerdigi genlerde anlamli down-regiilasyon olan yolaklar

Vaka | Anlamli degisim bulunan yolaklar P degeri Yolakta etkilenen
no gen sayisl
HI Hs_ Electron_Transport Chain. WP111 82216 2,71E-10 39

Hs Metabolism_of carbohydrates WP1848 83255 6,28E-10 21

Hs Oxidative phosphorylation WP623 79961 1,16E-10 21
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H3 Hs_Flectron Transport Chain WP111 82216 8,94E-11 104
Hs Fatty acid, triacylglycerol, and ketone body metabolism WP1817 83230 1,68E-09 104
Hs Leptin_signaling_pathway WP2034 80016 8,15E-13 76

H4 Hs Integrin-mediated Cell Adhesion WP185 80036 1,65E-07 24
Hs MAPK Signaling Pathway WP382 79951 3,46E-05 28

H5 Hs Oxidative phosphorylation WP623 79961 7,94E-33 34
Hs TCA Cycle WP78 70014 1,31E-16 14
Hs The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron_transport WP2766 83 | 2,27E-23 25
385

H6 Hs_Adipogenesis WP236 80209 1,30E-10 46
Hs IL-2 Signaling Pathway WP49 78543 2,46E-10 15
Hs MAPK Signaling Pathway WP382 79951 2,46E-10 32

H7 Hs_ Electron_Transport Chain WP111 82216 1,02E-34 47
Hs Mitochondrial translation WP3310 83252 1,13E-12 31
Hs The citric_acid (TCA) cycle _and respiratory electron_transport WP2766 83 | 5,59E-11 16
385

HS8 Hs Electron Transport Chain WP111 82216 2,01E-11 23
Hs Interferon alpha-beta signaling WP1835 83224 2,37E-10 15
Hs_Respiratory_electron_transport, ATP synthesis by chemiosmotic_coupling, a | 1,35E-10 22
nd_heat production_by uncoupling proteins. WP1902 83426

H9 Hs Energy Metabolism WP1541 80210 8,27E-11 18
Hs Fatty Acid Beta Oxidation WP143 79783 6,14E-11 16
Hs_Signaling by Retinoic Acid WP3323 83286 3,84E-11 18
Hs The citric acid (TCA) cycle and respiratory electron_transport WP2766 83 | 9,16E-12 20
385

H10 Hs Adipogenesis WP236 80209 6,98E-09 20
Hs EGF-EGFR_Signaling Pathway WP437 79266 2,65E-07 20

HI1 Hs_Flectron Transport Chain WP111 82216 1,62E-34 45
Hs Fatty Acid Beta Oxidation WP143 79783 6,70E-14 17
Hs The citric_acid_cycle and respiratory electron_transport WP2766 83 385 8,46E-11 16

HI2 Hs Adipogenesis WP236 80209 1,53E-10 34
Hs Complement and Coagulation Cascades WP558 79680 4,92E-12 18

H13 Hs B Cell Receptor Signaling Pathway WP23 79985 2,29E-10 18
Hs Cell surface interactions_at the vascular wall WP1794 83824 5,00E-08 13
Hs Fatty Acid Omega Oxidation. WP206 68882 2,50E-07 6
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Tablo 4.6. igerdigi genlerde anlaml1 up-regiilasyon olan yolaklar

Vaka | Anlamli degisim bulunan yolaklar P degeri | Yolakta etkilenen
no gen sayisl
H1 Hs Type II interferon signaling (IFNG) WP619 71168 3,14E-11 | 16
Hs Interferon_alpha-beta signaling WP1835 83224 1,36E-34 | 32
Hs Collagen biosynthesis_and modifying _enzymes WP2725 83130 1,62E-10 | 21
Hs Degradation of the extracellular matrix WP2774 83208 5,44E-11 | 12
H3 Hs_Cell_Cycle_WP179 70629 9,46E-11 | 34
Hs Oxidative Stress Induced Senescence WP3404 83222 8,37E-11 | 24
H4 Hs_Cell_Cycle_ WP179 70629 4,12E-11 | 49
Hs Retinoblastoma (RB) in Cancer WP2446 80443 2,91E-26 | 44
Hs MAPK6-MAPK4 signaling WP3307 83241 2,81E-11 | 29
Hs Regulation of DNA replication WP1898 83249 1,39E-11 | 29
H5 Hs_Cholesterol Biosynthesis WP197 81059 4,06E-12 | 11
Hs EGF-EGFR Signaling Pathway WP437 79266 2,95E-11 | 31
Hé6 Hs TGF-beta Signaling Pathway WP366 84196 7,77E-09 | 24
Hs Cell Cycle WP179 70629 1,85E-10 | 33
Hs Degradation_of the extracellular matrix WP2774 83208 1,80E-08 | 12
H7 Hs_Cell_Cycle_WP179_ 70629 9,84E-11 | 37
Hs_Activation_of gene expression by SREBF (SREBP) WP2706 83318 | 3,62E-10 | 17
H8 Hs Cholesterol Biosynthesis WP197 81059 3,56E-10 | 8
Hs Degradation of the extracellular matrix WP2774 83208 5,43E-12 | 11
Hs Collagen degradation WP2708 83358 5,20E-10 | 11
H9 Hs Cell Cycle WP179 70629 3,80E-11 | 36
Hs Interferon_alpha-beta signaling WP1835 83224 1,72E-23 | 30
H10 Hs DNA_ Replication WP466 79981 2,13E-13 | 16
Hs G1 to S cell cycle control WP45 80001 1,33E-10 | 18
Hs_Cell_Cycle_ WP179 70629 2,35E-10 | 31
Hs APC-C-mediated degradation of cell cycle proteins WP3557 83447 | 2,14E-10 | 22
HI1 Hs MAPK Signaling Pathway WP382 79951 3,64E-10 | 30
Hs TGF-beta Signaling Pathway WP366 84196 4,18E-10 | 26
Hs PRC2 methylates histones and DNA WP3312 83256 9,08E-11 | 15
HI12 Hs Degradation_of the extracellular matrix WP2774 83208 1,85E-11 | 35
Hs Cell Cycle Checkpoints WP1775 83240 7,81E-11 | 39
Hs_ Gastric_Cancer Network 1 WP2361 84551 6,09E-11 | 14
H13 Hs_Arrhythmogenic Right Ventricular Cardiomyopathy WP2118 71265 | 1,37E-10 | 16
Hs Collagen biosynthesis_and modifying _enzymes WP2725 83130 2,06E-10 | 18
Hs_ Extracellular_matrix_organization WP2703 83106 1,37E-10 | 18
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Sekil 4.9. H3 nolu vakamiza ait hiicre siklus yolak 6rnegi

Not: Sar1 kutucuklar etkilenen genleri gostermektedir
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TARTISMA

Bas-boyun tiimérleri, diinyada her yil yaklasik 700.000 bireyde goriilmektedir ve bu
insidansla tiim kanserler arasinda 6. sirada yer almaktadir. Larenks tiimorleri ise bag-boyun
bolgesinin en sik goriilen kanserlerinden biridir (Yang 2015). Tiirkiye’deki kansere bagh
erkek Oliimlerinin %7’sinden sorumlu olan larenks tiimorleri ayni zamanda yliksek
mortalite oranlarina da sahiptir (Elci 2003). Tiimoriin koken aldig:r bdlgeye, evresine ve
uygulanan tedaviye gore degismekle beraber 5 yillik sagkalim oranlart %52-94 arasindadir
(Yang 2015). Oldukca kotii prognoza sahip larenks kanserlerinde, hastaliga erken tani
koyabilmek, klinik gidisi tahmin edebilmek ve kisisellestirilmis hedefe yonelik optimal
tedaviyi saglayabilmek amaciyla klinik ve genetik belirteclere ihtiyag duyulmaktadir.
Gegmis yillarda bu ihtiyact karsilamak amaciyla larenks kanserli bireylerde belli genlerin
ekspresyonuna bakan c¢aligmalar yapilmistir ancak tim genomu kapsayan arastirmalar
olduke¢a nadirdir. Calismamizda larenks kanser tanis1 almis vakalardan taze doku ornekleri
almarak, genomda eksprese olan tiim mRNA’lar incelenmis ve kanserli dokuda ifadesi
artan ya da azalan genler belirlenmistir. Boylece tiim genom incelenerek larenks kanser
tanisin1  kolaylastirabilecek, prognoz tayinine yardimci olabilecek ve hedefe yonelik

kisisellestirilmis tedavi i¢in hedef olabilecek aday genler belirlenmeye ¢alisiimistir.

Eriskin malignitelerinin %2’sini olusturan larenks kanserlerinin erkeklerde goriilme
sikligt %2.2 iken, bayanlarda goriilme sikligi %0.4°diir. Bu oranlarla tim kanserler
arasinda erkek/kadin orani en yiiksek olanidir (Lazaris 2000, Rosai 1996). En sik 5-7.
dekadlar arasinda goriilen larenks kanserinin 30 yasin altinda goriilme siklig1 ise %1°dir.
Bizim c¢alismamizdaki tiim vakalarin erkek olmasi ve yas ortalamalarinin 60,8 olmasi,

larenks kanserlerinin daha ¢ok ileri yas erkeklerde goriildiigiinii desteklemektedir.

Larenks kanserlerinin etiyolojisinde bir¢ok c¢evresel faktoriin ve genin birbiriyle
etkilesim halinde oldugu bilinmektedir. Bilinen en 6nemli ¢evresel risk faktorii sigara olan
larenks tiimorlerinin genetik temelinin ise olduk¢a karmasik oldugu bilinmektedir (Parkin
2011). Calismamiza dahil ettigimiz 12 vakanin 11’inde sigara kullanim 6ykiisiiniin olmasi
ve oOrneklerimizde ekspresyonu degisen birgok genin bulunmasi, larenks kanserlerinin

etiyolojisinde sigaranin ve genetik degisimlerin 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir.

Larenks bolge tiimorleri histolojik olarak incelendiginde, tiimorlerin %95’ini
skuamoz hiicreli kanserlerin olusturdugu goriilmektedir (Batsakis 1992). Skuamoz hiicreli

karsinomlar ise lokalizasyonuna gore 4 alt tipe ayrilmaktadir. Tiimorlerin yaklagik %50-
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60’1 glottik bolge kaynakli iken, bunu %30-40 oranla supraglottik bolge tiimorleri izler.
Subglottik ve transglottik bolge kaynakli tiimdrler ise vakalarin %5’inden daha azini
olusturmaktadir (Mastronikolis 2009). Bizim c¢aligmamizda olgularin 3’iinde (%25)
supraglottik, 5’inde (%41) glottik, 4’linde ise transglottik (%33) bdlge timorii mevceuttur
ve vakalarin hepsi histolojik olarak skuamoz hiicre ile uyumludur. Olgularimizin timoér
lokalizasyonu ve histopatolojik dagilimi literatiir verileri ve larenks kanserine ait genel

bilgilerle ortiismektedir.

Larenks kanseri vakalarinda en cok c¢alisilan genlerden biri EGFR’dir. EGFR,
hematopoetik hiicreler hari¢ normalde diisiik seviyelerde eksprese olmaktadir. Ekspresyon
artis1 ise ilk olarak skuamdéz hiicreli A431 vulvar karsinomlarda gosterilmistir ve bu artis
gen amplifikasyonu ile iligkili bulunmustur (Ullrich 1984). Ancak bas-boyun kanserlerinde
yapilan c¢aligmalarda amplifikasyon olmaksizin genin ekspresyonunda artis oldugu
gozlenmistir. Bu nedenle kanser olusumu ile gen amplifikasyonunun dogrudan iliskili
olmadigi, altta yatan asil mekanizmanin mRNA overekspresyonu oldugu diisiiniilmektedir.
EGFR mRNA overekspresyonu skuamdz hiicreli karsinomlarin ¢ogunda karsimiza
cikmaktadir ve larengeal skuamdz hiicreli karsinomlarda bu oran daha 6nceki ¢alismalarda
%67-87,5 arasinda bulunmustur (Irish 1993, Wei 2008). Yiiksek EGFR mRNA seviyeleri,
kotii prognozla, agresif seyirli timorle ve lenf nodu metastazi ile iligkili bulunmustur. Wei
ve arkadaslarinin larenks kanser tanili 40 vaka ile yaptig1 ¢calismada olgularin %87.5’inde
overekspresyon gozlenirken, %82.5’inde ise lenf nodu metastazi saptanmistir (Wei 2008).
Almadori ve arkadaglart ise larengeal skuamoz hiicreli karsinoma sahip 140 hasta ile
yaptig1 ¢alismada EGFR seviyelerinin lenf nodu metastazi ile iliskili oldugunu ve 5 yillik
sagkalim siiresinin EGFR + hastalarda %15 iken, EGFR — hastalarda %66 oldugunu ortaya
koymuslardir (Almadori 1999). Bizim calismamizda 12 vakanin 11’inde (%91) EGFR
mRNA seviyeleri normal dokuya gore yliksek olarak saptanmis ve en yiilksek mRNA
seviyesi, lenf nodu metastazi bulunan evre 3 tiimore sahip 12 numarali vakada ortaya
cikmistir. Bu durum EGFR mRNA ekspresyonunun larenks kanserlerinde 6nemli olciide
artigim1 ve lenf nodu metastaz1 ile ekspresyon artisgmin iliskili olabilecegini

desteklemektedir.

CCNDI1 (siklin D1), PRAD1 onkogeni tarafindan kodlanan bir proteindir ve hiicre
dongiisiiniin G1-S gecis noktast icin Onemlidir. Ge¢mis yillardaki caligmalarda meme
kanseri ve bas-boyun kanserlerinde PRADI geninde amplifikasyon saptanmustir. Jares ve

arkadaslar1 46 skuamdéz hiicreli larenks karsinomuna sahip hasta ile yaptigi ¢alismada
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vakalarin %37’sinde amplifikasyon saptarken, %35’inde ise siklin D1 overekspresyonu
gbzlemistir. Amplifikasyon ve protein overekspresyonu arasinda istatistiksel olarak
anlamli korelasyon bulunan calismada, her iki durum da ileri evre kanser, lenf nodu
metastazi ve lokal invazyon ile iliskili bulunmustur (Jares 1994). inceledigimiz 12 vakanin
11°inde (%91) kanser dokusunda normal dokuya gore ekspresyonu artan siklin D1, lenf
nodu metastazi bulunan ve evre 4 olan 7 numarali vakamizda normal dokuya gore 7 kat

artmis ekspresyona sahiptir. Bu durum literatiir bilgileri ile uyumludur.

Hiicre dongiisiiniin 6nemli proteinlerinden biri de siklin E’dir. Siklin E’nin larenks
kanserlerindeki 6nemi 2000’li yillara kadar bilinememistir. ilk calismayr Dong ve
arkadaglari 2000 yilinda 102 skuamoz larenks kanser tanili hasta ile yapmiglardir.
Hastalarin %52,9’unda (54 vaka) overekspresyon saptanmis ve bu durum tiimér boyutu,
timor yeri, kotii differansiasyon, lenf nodu metastazi ve ileri evre ile iligkilendirilmistir.
Overekspresyon saptanan 54 vakanin 37’sinde tiimdriin supraglottik bolge yerlesimli
olmas1 nedeniyle siklin E ekspresyon artisinin daha ¢ok supraglottik tiimorlerde ortaya
ciktig1  diisiiniilmektedir(Dong 2000). Inceledigimiz 12 vakanin tamaminda siklin E
overekspresyonu mevcuttu ancak siklin E seviyesi ile tiimdr yeri, boyutu, farklilagmasi ve

uzak metastaz arasinda iliski saptanamadi.

Hiicrenin G1-S gecisinde, DNA sentez regiilasyonunda ve hiicre proliferasyonunda
gorev alan PCNA bir proliferasyon markinidir ve larenksin skuamdz hiicreli
karsinomlarinda ekspresyonu artmig olarak bulunmustur (Sarac 1998). Liu ve arkadaslari
22 supraglottik larenks kanser vakasi ile yaptigi ¢alismada PCNA ekspresyonu ile lenf
nodu metastaz1 arasinda pozitif korelasyon saptarken, hiicre farklilasmast ve PCNA
ekspresyonu arasinda ise zit iliski bulmuslardir. Ancak kii¢iik bir grup iizerinde yapilan bu
calismada PCNA seviyesi ile tiimor evresi arasinda iliski bulunamamistir (Liu 1997).
Vakalarimizin tamaminda PCNA overekspresyonu bulunmasina ragmen en yliksek PCNA
degerlerinin evre 1 kansere sahip olan 4 numarali vakamizda ortaya ¢ikmasi da bu
calismay1 desteklemektedir. Siklin E ve PCNA ekspresyon artig birlikteliginin prognozu
kotii yonde etkileyerek sagkalim siiresini azalttigini belirten yayimlar da mevcuttur (Dong

2000).

RAS gen ailesi tarafindan kodlanan RAS proteinleri GTPaz aktivitesine sahiptir ve
hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda etkili bir¢ok yolakta gorev almaktadir (Williams
2000). Bir¢ok kanserde RAS gen mutasyonu suglanmasina ragmen, larenks

karsinomlarinda daha ¢ok RAS protein seviyesindeki artis karsimiza c¢ikmaktadir.
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Yarbrough ve arkadagslariin 51 hasta ile yaptig1 calismada K-RAS, H-RAS ve N-RAS
bolgelerinde mutasyon saptanmezken, en c¢ok N-RAS’ta olmak iizere tiim RAS
proteinlerinde artis gozlenmistir (Yarbrough 1994). Ancak RAS degerleri ile hiicresel
farklilasma ve tiimor evresi arasinda iliski bulunamamustir. Orneklerimizin tamaminda N-
RAS overekspresyonu ve 12 vakanin 10’unda K-RAS ve H-RAS overekspresyonu
mevcuttur. Ancak ekspresyon calismasi yaptigimiz i¢in bu bolgedeki mutasyon durumu
bilinmemektedir. Bulgularimiz bir¢ok kanserde oldugu gibi larenks kanserlerinde de RAS

protein ailesinin etkili oldugunu desteklemektedir.

Bircok kanser hiicresinin invasyon ve metastazindaki ilk asama bazal membran
yikimidir. Bazal membranin temel yapitas: tip IV kollajendir. Genetik olarak birbirinden
farkli 6 a zincirinden olusan, al(IV)- a6(IV), tip IV kollajen a5- a6 zincirleri (COL4AS5-
COL4A6) Xq22 bolgesine lokalizedir. Ikeda K ve arkadaslar1 kolorektal kanserli vakalar
ile yaptiklar1 ¢alismada COL4AS ve COL4A6’da ekspresyon kaybi gbzlemis ve bunun
sebebinin de genlerin promotor bolgelerindeki hipermetilasyon oldugunu saptamiglardir
(Ikeda 2006). Baba Y ve arkadaslar1 (2008) ise O0zefagus kanserli vakalarla yaptiklari
calismada iyi differansiye tiimorlerde COL4AS5 VE COL4A6’nin daha yliksek seviyelerde
oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmalarimiza gore larenks kanser vakalarinda COL4AS
ve COL4A6 gen degisimi hakkinda calisma bulunmamaktadir. Bizim vakalarimizin
tamaminda COL4AS5 ve COL4A6’nin ekspresyonu anlamli derecede artig gostermistir. Her
iki genin de orta derecede differansiye H3 vakasinda en yiiksek degerlere ulastig1 da dikkat
¢ekmektedir.

Bazal membranin  non-kolllajen  yapitaglarinin  basinda, ekstraselliiler
glikoprotein ailesinden olan laminin proteini gelmektedir. Lamininler; hiicre adezyonu,
farklilagmasi, migrasyonu, sinyalizasyon ve metastaz gibi ¢esitli biyolojik siireclerde rol
alir. Yapilarinda 3 zincir bulunur: alpha, beta ve gamma. Laminin gamma 2(LAMC?2),
ozellikle fetal donemde eksprese olarak dokular igerisindeki hiicre organizasyon ve
migrasyonunu saglar. Ayrica deri, akciger ve bobrek epitelinde de eksprese olur. Epitelleri
bazal membrana baglayan ankorin filamentlerinin de yapismna katilarak epitel
biitiinligiinlin saglanmasinda gorev alir. Gendeki mutasyon epidermolizis bulloza olarak
klinige yansimaktadir (Web 6). LAMC2 gen ekspresyonunun larenks kanser vakalarindaki
degisimine bakildiginda; 8 skuamdoz larenks kanser vakasi ve 8 kontrol ile yapilan tim
genom ekspresyon ¢alismasinda LAMC2 geninde anlamli overekspresyon saptanirken; 29

larenks karsinom vakas1 ve 13 kontrol vakasi ile yapilan bir dger calismada da kanserin
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erken ve ileri evresinde LAMC2’de anlamli ekspresyon artis1 saptanmistir (Hui 2015, Ma
2009). Calismamizdaki biitlin vakalarin kanser dokularinda LAMC2 ekspresyon artisi

literatird desteklemektedir.

Timor invazyon ve metastazinin ilk basamagi olan bazal membran yikimi
proteolitik enzimler tarafindan gerceklestirilir. Larengeal karsinomlarda ilk aktivitesi
gosterilen proteolitik enzim kollejenazlardir (Abramson 1975). Sonrasinda tanimlanan
onemli enzimlerden biri ise matriks metallopeptidaz(MMP)’lardir. MMP ailesinin
simdiye kadar kesfedilen 21 tiyesi bulunmaktadir (Vihinen 2002). MMP13 (kollajenaz 3)
Frejie ve arkadaglar tarafindan ilk olarak meme kanserinde tanimlanmistir (Freije 1994).
Cazorla ve arkadaslar ise 35 larenks karsinomlu hasta ile yaptiklar1 ¢alismada vakalarin
%57’sinde (20/35) MMP13’te ekspresyon artis1 saptarken, 35 kontrol dokusunun
hicbirinde ekspresyon gozlememislerdir. Bu ¢calismada MMP13 artisi, lokal invazyon ve
histolojik farklilagma ile iligkili bulunurken; lenf nodu metastazi, timoriin evresi ve uzak
metastaz ile korelasyon saptanmamistur (Cazorla 1998). Histolojik farklilasmada etkili
oldugu bilinen MMP13 daha cok iyi differansiye tiimorlerde karsimiza ¢ikmaktadir (Nadal
2003). Bizim ¢alisgmamizda ise 12 vakanin 11’inde MMP13 ekspresyonu normal dokuya
gore artmigti ancak MMP13 seviyesi ile tiimdr boyutu, evresi ve uzak metastaz arasinda

anlaml iligki bulunamadi.

Tip I ve III kollajeni parcalayan ve kollajenaz 1 olarak da bilinen MMP1’in
ekspresyonunun kolorektal kanser, gastrik kanser, 6zefageal kanser, metastatik melanom
ve pankreatik adenokanser gibi kanser tiirlerinde arttifin1 gosteren yayinlar mevcuttur
(Murray 1996, Inoue 1999, Ito 1999, Yamashita 2001, Nikkola 2002). Krecicki ve
arkadaslar1 50 larenks skuamdz hiicre karsinomlu hasta ile yaptiklar1 ¢aligmada vakalarin
%72’sinde immunohistokimyasal yontemlerle MMP1 varligim1 gostermislerdir. MMP1
seviyesi ile hastanin yasi, timor boyutu, lenf nodu metastazi ve farklilasma arasinda iliski
bulunamamistir. Ancak keratinize tip larenks kanserlerinde, non-keratinize olanlara gore
MMP1 seviyesi istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulunmustur. Bu durum MMP1
ile tiimor histolojik tipi arasinda korelasyon olabilecegini gostermektedir (Krecicki 2003).
Magary ve arkadaglart 8 larengeal ve farengeal skuamoz hiicreli kansere sahip vaka ile
yaptig1 ¢alismada 8 vakanin 6’sinda MMP1 over-ekspresyonu gozlemislerdir (Magary
2000). Vakalarimizin tamamimda MMP1 ekspresyonu anlamli derecede (FC>2) yiiksek
bulunmustur ve bu durum larenks kanserlerinde MMP1 ekspresyonunun Onemli

olabilecegini gostermektedir. Daha ¢ok sayida hasta ile yapilan calismalarla bu
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bulgumuzun desteklenmesi gerekse de, yalnizca larenks kanserli vakalar1 kapsayan ve
mikroarray yonteminin kullanildigi 6zgilin tez calismamiz larenks kanser belirteci

olabilecek aday bir genin belirlenmesi agisindan literatiire biiyiik katki saglamaktadir.

Vakalarimizin tamaminda anlamli derecede ekspresyonu artan genlerden biri de
MMP12’dir. MMP12, ilk olarak sigara igen bireylerin alveol makrofajlarinda
gosterilmistir. Sonrasinda ise kutandz SCC vakalarinda over-eksprese olarak bulunmustur
(Shapiro 1993, Kerkeld 2000). Liu ve arkadaslart 30 supraglottik larenks karsinomuna
sahip vaka ile yaptig1 calismada tiimor-normal doku arasinda ve metastatik-nonmetastatik
tiimorler arasinda MMP12 ekspresyonu agisindan farklilik gézlemistir. Ancak tiimor evresi
ile iligki saptanmamustir (Liu 2006). Larenks kanser olusum ve metastazinda etkisi oldugu
diisiiniilen ve bizim tiim vakalarimizda artis gosteren MMP-12’nin larenks kanserinin

onemli belirteclerinden olabilecegi diistintilmektedir.

MMP9, 74 bas-boyun tiimoriine sahip vaka ile yapilan bir ¢aligmada vakalarin
%82’sinde pozitifken, %39’unda ise yogun pozitif bulunmustur. MMP9 protein seviyesi ile
timor evre ve farklilagsmasi arasinda iliski saptanamayan ¢alismada MMP9(-) vakalarda 5
yillik sagkalim %92 iken, MMP9(+) vakalarda bu oranin %45’lere indigi gosterilmistir.
Ayrica MMP9(+) vakalarda relaps oranlari da oldukga yiiksek saptanmistir. Vakalarin
%33’linde lokal relaps, %52’sinde lenf nodu relapsi ve %60’inda hematolojik relaps
gbzlenmistir (Ruokolainen 2004). Calismamizda tiimorlii doku ile normal dokular arasinda

MMP9 ekspresyonu acisindan anlamli farklilik saptanmamustir.

Epitel hiicrelerinin farklilagmasinda gorev alan proteinleri kodlayan genler
epidermal farklilasma kompleksini (EDC) olusturmaktadir. Bu genler baglica 3 aileden
olusur ve S100 proteinleri bu gen ailesinin kodladigi proteinlerden biridir. 21 iiyesi
bulunan S100 proteinleri, 1q21 bolgesine lokalizedir. Atopik dermatit, psoriazis,
hiperkeratoz gibi deri hastaliklarinda 6nemli oldugu bilinen bu molekiiller, baz1 skuamoz
hiicreli karsinomlarda da karsimiza c¢ikmaktadir. Sigara maruziyeti bulunan 6zefageal
kanserlerde S100A3 gen amplifikasyonundan daha onceki yayinlarda bahsedilmis ancak
bas-boyun skuamoz hiicreli karsinomlarda S100A3 overekspresyonu ilk kez 2014 yilinda
Tyszkiewicz ve arkadaglari tarafindan gosterilmistir (Chattopadhyay 2010, Tyszkiewicz
2014). 14 larengeal karsinomlu vaka ile yapilan c¢alismada epidermal farklilagma
kompleksini olusturan genlerden olan LCE3D ve SPRR2G’de de ekspresyon artisi
saptanmistir. FC degerleri 1.65 ile 8.27 arasindadir. Bizim ¢alismamizda ise vakalarin

tamaminda S100A3 overekspresyonu gozlenirken, 12 vakanin 11’inde ise SPRR2G ve
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LCE3D genlerinde overekspresyon goézlenmistir. FC degerleri su sekildedir; S100A3:
2.18-22.7, SPRR2G: 1.01-145.6, LCE3D: 1.04-92.5 (Tyszkiewicz 2014). EDC
kompleksinin iiyelerinden biri de S100A2 proteinidir. S100A2, diger S100 proteinlerinin
aksine bir¢ok kanserde down-regiile olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve bu nedenle tiimor
supresor fonksiyonu oldugu diisiiniilmektedir. Deri, akciger, bobrek ve prostat
kanserlerinde azalmis ekspresyonu saptanan S100A2, kotii prognoz belirteci olarak kabul
edilmektedir (Ilg 1996). Ancak bas-boyun bolge tiimorlerinde S100A2 proteininde over-
ekspresyondan bahseden yayinlar mevcuttur (Villaret 2000). 62 larengeal karsinomlu hasta
ile yapilan bir caligmada vakalarin 40’inda immunohistokimyasal yontemlerle S100A2
pozitifligi saptanmustir. Iyi differansiye tiimorlerin  (G1-G2) %95’inde pozitiflik
gozlenirken, kot differansiye tiimorlerde bu oran %51 olarak bulunmustur. 5 yillik
sagkalim oranlart ve relaps olmadan gegen siirenin de S100A2 pozitifligi bulunan
hastalarda daha uzun oldugu goriilmiistiir. Bunun yani sira 62 vakanin 54’tiinde CK14
(Sitokeratin 14-LOC400578), 56’sinda ise CK17 pozitifligi saptanmis ve bu durumun
S100A2 ekspresyonu ile baglantili oldugu kararina varilmistir (Lauriola 2000).
Vakalarimiza baktigimizda S100A2 ve CKl14’lin tiim vakalarda anlamli olarak artis
gosterdigini gormekteyiz. FC degerleri ise su sekildedir; S100A2: 4.02-38.5, CK14: 8.8-
156.4.

S100 protein ailesinin bir diger liyesi de S100A7°dir. Bas-boyun kanserli vakalarda
degisime ugradigi bilinen SI00A7, bag-boyun timorlii 100 vaka ile yapilan bir ¢alismada
vakalarin %67’sinde pozitif olarak saptanmig ve bu durum kot prognoz ile
iliskilendirilmistir (Tripathi 2010). Calismamizda ise S100A7 mRNA seviyesi tiim

vakalarda artmig olarak gozlenmistir ve FC degerleri 1.19-113.3 arasindadir.

Calismamizda tiim vakalarin timoér dokularinda ekspresyonu anlamli derecede
(FC>2) artan genlerden biri de SLC2A1°dir. Bu gen memelilerde glukoz transportunda
gorevli GLUT 1(glukoz transporter 1) proteinini kodlar ve kanser tedavi arastirmalarindaki
odak noktalarindandir (Luo 2010). Larenks skuamdz hiicre karsinomuna sahip 106 vaka ile
yapilan bir c¢alismada vakalarin %83,9’unda SLC2A1 ve 9%82,1’inde SLC2A3
overekspresyonu gozlenmistir (Starska 2015). Malign hiicrelerin aktivasyonunda ¢ok
onemli rolii olan glukozun hiicre i¢ine transportunun artist1 ve glikolitik yolaklardaki
aktivitelerin radyorezistans ve kemorezistansla iligskisi, SLC2A1 gen ekspresyon artigini
kotii prognoz belirteci haline getirmektedir (Yan 2013). Zhou ve arkadaslarinin 38 bas-

boyun tiimorli vaka ile yaptiklart calismada vakalarin 30’unda ekspresyon artigi saptanmis
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ve bu durum lenf nodu metastazi, ileri evre kanser ve kisa yasam siiresi ile iliskili
bulunmustur (Zhou 2008). SLC2A1 ekspresyonunun tiim vakalarimizda artis1 literatiirii

desteklerken, SLC2A3 gen ekspresyonunda anlamli degisiklik saptanmamustir.

Noronal kalsiyum sensor proteinlerinden biri olan Visinin like protein-1
(VSNL1,VILIP1) noronlarda kalsiyum aracilikli sinyal iletiminde rol alarak hiicre
sinyalizasyonu ve farklilasmasinda gorev alir (Akagi 2012). Cogunlukla merkezi sinir
sistemi hiicrelerinde eksprese olan bu protein, embriyonik bdbrek hiicrelerinde, pankreatik
beta hiicrelerinde ve bazi deri tlimorlerinde de gdsterilmistir. Mahloogi ve arkadaslar
tarafindan 6zefagus kanserli vakalarla yapilan ¢alismada tiimdr siipresor olarak tanimlanan
bu gen, Xie ve arkadaslar tarafindan noéroblastomlu vakalarla yapilan calismada ise
onkogen olarak tanimlanmaktadir (Mahloogi 2003, Xie 2007). Alzheimer ve bazi
norodejeneratif beyin hastaliklari icin belirte¢ olarak kullanilan VSNL1’in larenks kanser
vakalarindaki degisimleri ile ilgili su ana kadar yapilan bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Calismamizda vakalarin tamaminda VSNL1 gen ekspresyonu anlamli derecede artmistir
(FC: 1.94-8.30). Bu durum VSNLI1 geninin larenks kanser vakalari i¢in de 6nemli bir

belirte¢ olabilecegini diislindiirmektedir.

Kanser olusum mekanizmalarindan biri de kemokinlerin sebep oldugu
inflamasyondur. Notrofil kemoatraktanti olan ve inflamasyonda rol oynayan CXCL1
proteini bu kemokinlerden biridir. CXCL1 melanom hiicrelerinden sekrete edilen ve
melanoma patogenezinde suclanan, mitojenik, anjiogenik ve tiimorogenik 6zelligi olan bir
gendir (Haghnegahdar 2000). Hendrik ve arkadaslarinin daha once radyoterapi almig
vakalarda dil, agiz florasi ve epidermal keratinositlerden elde ettikleri kanser hiicre
dizilerinde yaptiklar1 ¢aligmada, CXCL1 ekspresyonunda normal dokuya goére 2 kattan
fazla ekspresyon artig1 saptanmistir (Wolff 2011). Bas-boyun bolgesi tiimorlerine yonelik
calisma literatiirde mevcut olmasina ragmen, arastirmalarimiza gore larenks kanserindeki
CXCLI1 gen degisimi hakkinda veri bulunmamaktadir. Caligmamizda tiim vakalarda FC:
2,07-13,1 olmak iizere CXCLI1 gen ekspresyonunda artis mevcuttur. Tiimorogenik etkisi
oldugu bilinen bu genin larenks kanser etiyolojisinde de etkili olabilecegi calismamizda
gosterilmistir ancak vaka sayist daha yliksek olan ¢aligmalarla bu durumun desteklenmesi

gerekmektedir.

Vakalarimizin tamaminda ekspresyonu anlamli derecede artan proteinlerden biri de
IL36G(interleukin 36 gamma) geni tarafindan kodlanan IL1F9 (interleukin 1 family,
member 9)’dur. IL1 sitokin ailesinin bir iiyesi olan IL1F9 proteini, IL1IRL2 (interleukin 1
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receptor-like 2) aracilifiyla PI3K/AKT yolagin1 ve NF-kappa B yolagini1 aktive eder. Bu
yolun aktivasyonu sonucunda hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve hiicre yasam siiresi
artarken; apoptoz baskilanir. Birgok kanserin altta yatan mekanizmalarindan olan hiicre
¢ogalmasinin artig1 ve apoptozisinin baskilanmasi bag-boyun tiimorlerinde de kendini
gostermektedir (Bussink 2008, Colo 2011). Bas-boyun karsinomlu vakalarin biiyiik
kisminda aktive oldugu bilinen bu yolagin yapilan 4 ayr1 calismadaki aktivasyon oranlari
%35-92 arasindadir. Yolak aktivasyonunun basg-boyun kanserlerindeki onemli tedavi
yontemlerinden biri olan radyoterapiye karsi direng olusturdugu, bu yolag:i hedefleyen
tedavi yontemlerinin ise hasta yasam siireleri lizerinde etkili olabilecegi de calismalarda

belirtilmektedir (Bussink 2008).

Kallikrein-iliskili peptidaz 6 (KLK6), tripsin veya kimotripsin benzeri aktivite
gbsteren serin proteaz ailesinin bir iiyesidir (Borgono 2004). Ekstraselliiler matriksi
pargalayabilen KLK6; inflamasyon, reseptdr aktivasyonu ve apoptoz regiilasyonu gibi
hiicresel siireclerde gorev alir. KLK6 ekspresyon kaybi ile hiicreleri bir arada tutan e-
kaderin yapis1 bozulur ve c¢ekirdekte biriken B katenin etkisiyle epitelyal-mezensimal
dontisim (EMT) gergeklesir. Bdoylece hiicrelerin proliferasyonu, motilitesi artar ve
radyoterapiye diren¢ ortaya cikar (Schrader 2015). Bir¢cok kanserde ekspresyonunun
bozuldugu bilinen KLK6, erken tani amacli ya da kotii prognoz belirteci olarak
kullanilabilmektedir (Bayani 2012). Bas-boyun tiimdriine sahip 162 vaka ile yapilan bir
calismada vakalarin % 42.6’sinda KLK6’da ekspresyon artisi saptanmis ve bu artig iyi
prognoz belirteci olarak kabul edilmistir (Schrader 2015). Bizim ¢aligmamizda ise

vakalarin tamaminda FC: 2.2-56.5 olmak {izere ekspresyon artisi mevcuttu.

Deri biitiinliigiiniin saglanmas1 ve giiclendirilmesinde gorevli bir diger gen de
ITGAG (integrin, alpha 6)’dir. 06p4 ve a6pPlintegrini kodlar. integrinler, hiicre-hiicre
etkilesimini ve hiicre-matriks etkilesimini saglayan proteinlerdendir. Ayrica hiicre
biiylimesini ve belirli genlerin aktivitesini diizenleyen kimyasal sinyalleri de iletme
gorevleri vardir. a6p4 integrin primer olarak viicut bosluklarindaki epitellerde bulunur ve
epidermisin altinda bulunan tabakaya baglanmasini saglayan hemidesmozomun yapisina
katilir. a6B1 integrin ise fetal donemde organ ve dokularin sekillenmesinde gorev alir.
Integrinlerin aktivasyon ve lokalizasyon degisikliklerinin kanser progresyonunda etkili
oldugunu belirten ¢alismalar mevcuttur. Integrinler kanser hiicrelerinin invazyon ve
metastazini saglayacak anahtar yolaklar1 aktive edebilecegi gibi apoptoz onleyici yolaklar

da aktive edebilmektedir. Bu molekiillerin sadece invazyon asamasinda degil kanser
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olusum asamasinda da etkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Web 7). Choi ve arkadaslarinin
bas-boyun tiimérlii olgularda yapilan mikroarray calismalarini bir araya getirdigi bir
metaanaliz ¢alismasinda ITGA6 geninin basg-boyun tiimdrlerinde up-regiile oldugu
gozlenmigtir (Choi 2005). Kuriakose MA arkadaslarinin yaptig1 calismada da ITGAG6
geninde bas-boyun tiimor dokularinda, normal dokuya gore 2.8 katlik ekspresyon artisi
saptanmistir (Kuriakose 2004). Calismamiza dahil olan tiim vakalarda saptadigimiz

ekspresyon artis1 da bu caligmalar1 desteklemektedir.

Vakalarimizin tamaminda anlamli derecede ekspresyonu artan genlerden biri de
FSCNI1 (fascin homolog 1) genidir. Aktin filamentlerini birbirine baglayan proteinlerden
olan fascin, hiicre membran ¢ikintilarinin olusumunda ve hiicre motilitesinde gorevlidir.
Normalde noéronlar, lenfoid dokunun folikiiler dendritik hiicreleri, ¢cok katli skuamoz
epitelyalarin bazal membraninda, mezensim ve vaskiiler endotel hiicrelerde eksprese olur
(Zhang 2008). Bircok kanserde ekspresyon artist gozlenen FSCNI1 geninin oral ve
orofarengeal karsinoma sahip 129 vaka ile yapilan ¢alismada vakalarin % 30.2’sinde zay1f
eksprese, %58.9’unda orta derecede eksprese ve %10.9’unda yogun eksprese oldugu tespit
edilmistir. Facsin protein ekspresyon seviyesi ile tiimor boyutu, klinik evre, lenf nodu
metastazi ve uzak metastaz arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmustur (Chen
2007). Arastirmalarimiza gore larenks kanser vakalariin FSCN1 ekspresyonu acisindan
analiz edildigi 6zgilin bir ¢calisma bulunmamaktadr. Vakalarimizin tamamindaki FSCN1
ekspresyon artig1, larenks kanser vakalarinda da FSCNI1 geninin 6nemini vurgulayan 6n

calisma olmasi agisindan oldukga 6nemlidir.

Hiicre iskelet olusumuna katilan ara filaman proteinlerinden olan CKI16
(sitokeratin 16), tiim vakalarimizda ekspresyonu artan genlerdendir. Farkli organlardaki
epitel hiicreler farkli sitokeratin gruplarimi eksprese eder ve bu ekspresyon malign
doniisim boyunca modifiye edilebilir (Cohen-Kerem 2002). Larenks skuamdz hiicreli
karsinoma sahip 17 vaka ile yapilan ¢alismada vakalarda CK16’da ekspresyon farki
saptanmamis ancak Van Der Velden ve arkadaslarinin bas-boyun tiimdriine sahip vakalarla
yaptiklar1 calismada CK16 ekspresyonu premalign lezyonlarda artmis olarak saptanmistir

(van der Velden 1993).

TP63; transkripsiyon ailesinden olan P53 ailesinin bir iiyesini kodlayan, ¢ok katl
epitelyal dokularin gelisim ve korunmasinda onemli rolii olan bir gendir. Gendeki
mutasyonlar EEC3 (Ektrodaktili, ektodermal displazi ve yarik damak dudak) sendromu ve
SHFM (split-hand/foot malformation 4) gibi klinik durumlarla iliskilidir (Mills 1999, Yang
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1999). Yapisal ve fonksiyonel olarak P53 gen homologu olan TP63, DNA baglama
yetenegine sahiptir ve P53 duyarli genleri aktive ederek apoptozisi indiikler (Levrero
2000). Timor siipresor etkilerinden bahseden yayinlar oldugu gibi, onkogenik etkisi
oldugunu belirten yayinlar da mevcuttur. Bu nedenle P63 ekspresyonindaki her tiirlii
degisimin tiimorogenik etkisinin oldugu diisiiniilmektedir (Pruneri 2002). Larenks
skuam6z hiicreli karsinoma sahip vakalarla yapilan bir ¢alismada larengeal
tiimorogenezisin erken asamalarinda P63 gen ekspresyonunda azalma saptanmistir. Ancak
bizim vakalarimizin tamaminda TP63 ekspresyonu anlamli derecede artmaktadir ve bu
durum TP63’lin ekspresyonundaki artis ve azalisin tiimorogenik olabilecegi yoniindeki
yayinlar1 desteklemektedir. Ayrica TP63 geninin lokalize oldugu 3q24-27 bdlgelerinin
larenks kanser vakalarinin ¢ogunda amplifikasyona ugradigini gosteren yayinlar da

calismamiz1 destekler yondedir (Speicher 1995).

KRT17 (keratin 17); sag, deri, tirnak ve benzer dokularda eksprese olan fibroz
yapidaki proteindir. Ayrica cilt yag bezlerinde yer alarak sebum iiretimini saglar. KRT17,
keratin ara filamentleri olusturmak icin benzer yapida protein olan KRT6B (keratin 6B)
ile kompleks olusturur. Bu yogun aglar deri, tirnak ve diger dokulara dayaniklilik ve
esneklik saglar. Yogun ara filamentler aynm1 zamanda bu dokular1 fiziksel stres ve
hasarlardan korur. KRT17 ve KRT6B ayrica yara iyilesmesinde gorev alan
proteinlerdendir (Web 8, 9, 10). KRT6B: bas-boyun tiimorleri, deri tiimorleri, servikal,
akciger ve {lrotelyal tiimdrlerde yiiksek seviyelerde eksprese olurken; KRT17: servikal,
bas-boyun, iirotelyal, ovaryal, pankreas, deri ve akciger kanserlerinde yiiksek seviyelerde
eksprese olmaktadir. Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda larenks kanser vakalari iizerinde
KRT6B ve KRTI17 gen etkisini gosteren Ozgiin bir g¢alisma bulunmamaktadir.
Vakalarimizin tamaminda her iki genin mRNA seviyelerindeki anlamli artis bu

molekiillerin larenks kanser olusum ve prognozunda etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hiicre boliinmesinin son asamasi olan sitokinezde gorevli molekiillerden biri de
CEPS5 (centrosomal protein 55kDa)’dir. Kromozomlarin sentromer bdlgesinde lokalize
olan bu protein, bag-boyun bolge tiimorlerinde up-regiile olan FOXM1 onkogeninin hedef
bolgesi olarak tanimlanmistir (Gemenetzidis 2009). Ayrica CEP55 overekspresyonu oral
skuamoz hiicreli tiimdrlerin agresivitesi ile direk olarak iligkili bulunmustur (Chen 2009).
Larenks skuamoz hiicreli karsinoma sahip 29 vaka ve 13 kontrol vakasi ile yapilan

calismada CEPS55 ekspresyonu tiimoriin erken ve ileri evrelerinde overeksprese olarak
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bulunmus ve hiicre siklusunda gorevli CEP55 onkogen olarak tanimlanmistir (Hui 2015).
Bizim vakalarimizin tamamindaki CEP55 overekspresyonu da literatiirii desteklemektedir.

WD repeat protein ailesi; sinyal iletimi, hiicre siklus kontrolii, transkripsiyon
regiilasyonu, otofaji ve apoptozis gibi ¢esitli yolaklarda gorev alan genis bir protein
ailesidir. Sahip olduklar1 tekrar tiniteleri sayesinde birden fazla proteinle etkilesime girerek
cesitli yolaklarda gorev alabildikleri diisliniilmektedir (Wang 2013). WD tekrar proteinleri,
yapilan caligmalarda hepatoselliiler karsinom, troid karsinomu, akciger ve Ozefagus
karsinomunda up-regiile olarak bulunmustur ve bu proteinlerin mevcut kanserler igin
timor belirteci olabilecekleri vurgulanmigtir (Silva 2005, Akdi 2010, Sato 2010).
Aragtirmalarimiza gore bu protein ailesinin larenks kanserli vakalardaki degisimini
inceleyen 6zgiin bir ¢aligma literatiirde bulunmamaktadir. Vakalarimizin tamaminda WD
repeat protein ailesinden olan WDR66 (WD repeat domain 66) proteinin ekspresyonu
anlamli derecede artmistir ve bu durum larenks kanser etiyolojisinde de bu protein ailesinin

etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Vakalarimizda ekspresyonu anlamli derecede artan genlerden biri de ACOT?7
(acyl-CoA thioesterase 7)’dir. ACOT7, uzun zincirli yag asitlerinin hidrolizinden sorumlu
proteini kodlar. Temporal lop epilepsisi ile iliskili oldugu bilinen bu genin melanom
vakalarinda da ekspresyonunun arttig1 tespit edilmistir. Aragtirmalarimiza gore literatiirde
larenks kanser vakalar1 {izerinde yapilan c¢alisma bulunmamaktadir ancak tiim
vakalarimizdaki ekspresyon artis1 larenks bolge tiimorlerinde de ACOT7 geninin etkili

olabilecegini gostermektedir.

Yukarida bahsettigimiz ve vakalarimizda ekspresyonu artan genlerden baska, tiim
kanserli dokularda ekspresyonu anlamli derecede azalan 2 gen mevcuttu. CFD

(complement factor D) ve ITM2A (integral membrane protein 2A).

CFD (complement factor D) geni, peptidazlardan olan tripsin ailesinin
tiyelerinden birini kodlar. Faktor D, viicudun infeksiy0z ajanlara karst savunmasinda
onemli olan komplement sistem yolaginda goérev alarak anti-inflamatuar etki gosterir.
Baglica adipositler tarafindan sentezlenen bu protein, monosit-makrofaj, astrosit ve
hepatositler tarafindan da sentezlenebilmektedir. Kitano E ve arkadaslar1 gastrik kanser
hiicre dizilerinde yaptiklar1 ¢calismada CFD seviyesini artmis olarak saptamis ancak tiim
kanser hiicre dizi ¢esitlerinde CFD miktar artisi, faktor D’nin gastrik epitel kaynakli
olabilecegini de diislindiirmustiir (Kitano 2002). Ayrica faktér D’nin yag hiicrelerine

glukoz transportunu stimiile ettigini ve lipolizi inhibe ederek adipositlerde trigliserid
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birikimini sagladigin1 belirten yayimlar da mevcuttur. Bu durumun obeziteye sebep
olabilecegi de vurgulanmaktadir (Rosen 1989). Ye H ve arkadaglarinin dil skuaméz hiicre
karsinomlu 53 vaka ile yaptiklar1 calismada CFD gen ekspresyonu tiimorlii dokularda
istatistiksel olarak anlamli derecede azalmis olarak saptanmistir (Ye 2008). Larenks kanser
vakalar1 lizerinde yapilan 6zgiin bir ¢alisma bulunmasa da bas-boyun tiimorlerinden biri
olan dil kanserlerinde saptanan bu durum, larenks kanser etiyolojisinde de CFD down-

regiilasyonunun 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

ITM2A (integral membrane protein 2A) geni, osteojenik ve kondrojenik hiicre
farklilagmasin1 saglayan proteini kodlar (Deleersnijder1996). ITM2A ekspresyonu, kas,
sinir ve yiiz gelisimi i¢in Onemli bir transkripsiyon faktér olan PAX3 tarafindan
diizenlenir. ITM2A’nin ise hedefi GATA3 genidir. GATA3, T hiicre bagimli antijen cevabi
ve timosit gelisimi i¢in gereklidir. ITM2A’nin hiicre i¢i fonksiyonu ve tiimor
olusumundaki etkisi ise heniiz bilinmemektedir. Ancak over kanserine sahip 90 vaka ile
yapilan calismada, invaziv kanserlerin % 45.6’sinda ITM2A’nin ekspresyonunun diisiik
bulunmasi nedeniyle tiimor supresor etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir (Nguyen 2016).
Vakalarimizin tamaminda ITM2A gen ekspresyonunun anlamli derecede azalmis olmasi,

bu genin timor supresor etkisinin olabilecegini gostermektedir.

Tez calismamizda ekspresyonu degisen genlerin analizinin yani sira, etkilenen
yolaklarin analizi de mevcuttu. Tablo 5.3. ve 5.4.’de goriildiigii gibi tiimorlii vakalarda,
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide degisime ugrayan birgok yolak
saptanmistir. Aktivasyonu artan yolaklarin basinda hiicre siklus yolagi ve ekstraselliiler
matriks yikimi yolagi gelirken; elektron transport zincir yolagi da baskilanan yolaklarin

basinda gelmektedir.

Hiicre siklusu; hiicre boliinmesi ve replikasyonunu kapsayan olaylar biitliniidiir.
Siklusun ¢esitli asamalarinda kontrol noktalar1 vardir ve bu noktalar hiicre
proliferasyonunu diizenli olarak denetler. Proliferasyon ve apoptozisin denge halinde
oldugu normal hiicrelerin yanisira; proliferasyonun artip, apoptozisin azaldig1 patolojik
hiicreler de mevcuttur ve bu hiicrelerin basinda kanser hiicreleri gelmektedir. Hiicre
biiyiime, ¢ogalma ve farklilagmasinda etkili olan proto-onkogenlerdeki degisimler hiicre
dongiisiinii artirarak, timor baskilayict etki gosteren genlerdeki degisimler ise siklus
inhibisyon etkisini ortadan kaldirarak kansere neden olur (Vermeulen 2003). Vakalarimizin
biiylik ¢ogunlugunda hiicre siklus yolagmin etkilenmis olmasi da, bu siirecin kanser

olusumunda ne kadar etkili oldugunu bir kez daha vurgulamaktadir.
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Timor gelisimi, bazi hiicresel kompartimanlar arasindaki iletisim ve etkilesime
dayanan kompleks bir siiregtir. Solid tlimorlerin ¢ogu ekstraselliiler matriksten zengin
stromal yapidadir ve tiimdrojenik siireci diizenleyen proteinler de ekstraselliiler matrikste
mevcuttur (Campbell 2010). Timor hiicrelerinin invazyon ve metastazi i¢in bazal
membran ve ekstraselliiler matriksin yikilarak hiicrelerin diger dokulara gocii i¢in ortam
hazirlanmas1  gerekmektedir. Bu  siiregteki en  Onemli  enzimler  matriks
metalloproteinazlardir ve kollajenazlardir. Ekstraselliiler matriks yikim yolaginin birgok
kanserde oldugu gibi larenks kanserlerinde de aktivitesinin artmis olmasi beklenmektedir

ve vakalarimizin ¢ogunda saptadigimiz yolak aktivasyonu literatiirii desteklemektedir.

Mitokondri; hiicre enerji metabolizmasi, serbest radikal iiretimi ve apoptozis gibi
hiicre i¢i olaylarda 6nemli rol oynar. Mitokondrideki oksidatif fosforilasyonun cesitli
sebeplerle kesintiye ugramasi ile ATP ihtiyacini karsilamak amacli glikolitik ATP iiretim
yolag1 devreye girer. Kanser hiicreleri incelendiginde, ATP ihtiyaglarinin biiyiik kismini
oksidatif fosforilasyon kaynakli ATP yerine glikolitik kaynakli ATP’den karsiladiklari
goriilmektedir (Carew 2002). Mitokondrideki elektron transport yolaginin kesintiye
ugramasi ile ortaya ¢ikan bir diger durum ise iiretilen serbest oksijen radikallerinin artmast
ve bu radikallerin hiicre stabilizasyonuna zarar vererek karsinojenik donilislime zemin
hazirlamasidir (Liu 2002). Mitokondrinin apoptoz iizerindeki etkisine baktigimizda ise
pro-apoptotik proteinlerden olan ve niikleer DNA tarafindan iiretilen sitokrom c, apoptozis
uyarict faktor (AIF: apoptosis inducing factor), endoniikleaz G ve smac/DIABLO’nun
mitokondrisen salindigi ve apoptotik siireci baglattigi bilinmektedir (Wang 2001).
Yukarida bahsettigimiz 3 mekanizmay1 inceledigimizde; mitokondrideki elektron transport
yolaginin baskilanmasi ile kanser hiicrelerinin kullanimina daha uygun olan glikolitik ATP
iretimi artmakta, hiicre stabilitesini bozan serbest oksijen radikal iiretimi artmakta ve pro-
apoptotik protein saliniminin kesintiye ugramasi ile de apoptozis baskilanmakta ve boylece
kansere meyil olusmaktadir. Inceledigimiz vakalarin ¢ogunda elektron transport zincir

yolaginin etkilenmesi de bu durumu desteklemektedir.

Larenks skuamoz hiicreli karsinom etyolojisinde tiimor siipresor gen inaktivasyonu,
protoonkogen aktivasyonu, invazyon kabiliyet artis1 ve 6liimsiizliik gibi molekiiler olaylar
suclanmaktadir. Bu yolaklarda yer alan ¢esitli genler tanimlanmis olsa da, olasi yeni
genlerin bulunmasi i¢in ek calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Tiim genom ekspresyon
yontemiyle larenks kanserli dokuda farkli eksprese olan tiim genleri belirlemeyi amaglayan

tezimizin bu anlamda literatiire biiyiik katk: saglayacag diistiniilmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Tiim solid kanserlerde oldugu larenks kanserlerinde de tiimor siipresor genlerin
inaktivasyonu ve/veya proto-onkogenlerin aktivasyonuna neden olan genom diizeyindeki
degisimler kanser olusumundan sorumludur. Genomda meydana gelen bu degisimlerin
saptanmast; erken tani, kisisellestirilmis tedavi yontemlerinin gelisimi ve prognoz tayini

acisindan oldukga 6nemlidir.

Larenks bolge tiimorlerinin gelisiminde birgok genetik ve c¢evresel faktor
sug¢lanmaktadir. Cevresel faktorlerin baginda sigara ve alkol gelirken; genetik degisimlerin
basinda ise kromozom kayip ya da kazancglari, mutasyonlar ve gen ekspresyon degisimleri
gelmektedir. Bu calismada larenks kanseri tanisi almis bireylerden normal ve kanserdz
doku drnekleri alinarak, her iki dokuda ifade olan tiim gen seviyelerinin karsilastiriimasi ve
kanserli dokuda normal dokuya gore daha az ya da daha fazla eksprese olan genlerin

belirlenmesi amag¢lanmuistir.

Bu amag¢ dogrultusunda gergeklestirdigimiz arastirmamizin sonuclar1 su sekilde

Ozetlenebilir:

% Bu calismada mikroarray yontemi ile 12 larenks kanser olgusunun kanserli ve
normal dokusunda, 47.323 prob kullanilarak tiim genom ekspresyon analizi yapildi.

% Kanserli doku ve normal doku arasinda ekspresyonu farkli olan 14.294 mRNA
saptandi.

¢ Kanser dokusunda normal dokuya gore en az 2 katlik degisim anlamli olarak kabul
edildi (Fold Change >2).

% 2 kat ve ustii degisimler dikkate alindiginda tiim vakalarin kanserli dokusunda
ekspresyonu artan 22 gen ve tiim vakalarda ekspresyonu azalan 2 gen saptandi.

¢ Ekspresyonu anlamli derecede artan genlerden MMP1, MMP12, SI00A2, S100A3,
CK14, CK16, SLC2A1, ITGA6, CEP55, KLK6, LAMC2, IL1F9 ve TP63 daha
onceki caligmalarda larenks kanseri ile iligkili bulunmustur ve bulgularimiz
literatiirii desteklemektedir.

% VSNLI1, CXCL1, COL4AS5, COL4A6, FSCN1, KRT6B, KRT17, WDR66 ve
ACOT?7 genlerinin de ekspresyonu anlamli derecede artmustir. Arastirmalarimiza
gore mevcut genlerin larenks kanser olgularindaki degisimi hakkinda yapilan

calisma bulunmamaktadir.

83



+¢ Tim vakalarda ekspresyonu anlamli derecede azalan genler ise ITM2A ve CFD
genleridir. Arastirmalarimiza gore; farkli kanser tiirlerinde her iki genin degisimi
ile ilgili yayimnlar olsa da larenks kanser olgularinda mevcut genlerin ekspresyon
degisimi ile ilgili calisma bulunmamaktadir.

¢ Sonug olarak, larenks kanser olgularindan elde ettigimiz kanser6z ve normal
dokulardan, tiim genom ekspresyon mikroarray yontemi ile larenks kanser

etiyolojisinde etkisi oldugu bilinen genlerin yanmi sira kanser olusumunda etkisi

olabilecegini diisiindiigiimiiz yeni aday genler tespit ettik.

Larenks kanserinin molekiiler temelinin anlagilmasin1 hedefleyen aragtirmamizin,
larenks kanserinde belirte¢ olarak kullanilabilecek yeni genlerin saptanmasi, kanser erken
tanist, kisisellestirilmis tedavi seceneklerinin gelistirilmesi ve prognoz tayini acisindan
literatiire biiyiik katki saglayacagi ve daha sonra yapilacak spesifik gen ¢aligsmalarimiza

151k tutacag diistiniilmektedir.
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BILIMSEL ARASTIRMA ICIN AYDINLATILMIS HASTA ONAM FORMU
LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ !!!

Klinik bir ¢alismaya dahil edildiniz. Bu ¢aligmada yer almay1 kabul etmeden ¢nce
galismanin ne amagla yapilmak istendigini tam olarak anlamaniz ve kararimzi, aragtirma
hakkinda tam olarak bilgilendirildikten sonra ozgilrce vermeniz gerekmektedir.
Aragtirma ile ilgili olarak belirtildigi halde anlayamadiginiz ya da belirtilemedigini fark
ettiginiz noktalar olursa hekiminize sorunuz ve sorulariniza agik yanitlar isteyiniz. Bu
aragtirmaya katiip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katihm goniilliiliik esasina
dayalidir. Aragtirma hakkinda tam olarak bilgilendirildikten sonra, kararimz &zgiirce
verebilmeniz ve digiinmeniz icin formu imzalamadan &nce hekiminiz size zaman
taniyacaktw. Karariniz ne olursa olsun, hekimleriniz sizin tam saghk halinizin
saglanmasina ve Kkorunmasina ydnelik godrevlerini bundan sonra da eksiksiz
yapacaklardir. Aragtirmaya katilmay: kabul ettiginiz taktirde formu imzalayimz.

ARASTIRMANIN ADI
Larenks kanserlerinde tiim genom ekspresyon farklihgmin belirlenmesi

ARASTIRMANIN AMACI
Larenks kanserli vakalarda kanserdz dokuda normal dokuya gére daha az ya da daha
fazla eksprese olan genlerin belirlenmesi

KULLANILAN YONTEM

Larenks kanser tanisi alarak cerrahi tedaviye karar verilen hastalardan operasyon
sirasinda rutinde alinan patolojik doku ve normal doku drneklerinden numuneler
alinacak. Aiman numuneier sonrasinda RNA elde edilmesi amaciyla RNALater soliisyonu
igerisinde kriotiiplerde saklanacaktir.

KULLANILACAK OLAN MATERYAL
Ameliyet esnasinda rutinde ahnan patolojik doku ve normal doku érnegi

BILGILENDIRME
Hastay etkileyecegi digiiniilen bir sonuca ulagilirsa hasta bilgilendiril ecektir.

Aragtirma ile ilgili olarak yeterince bilgilendirildim. Cahgmaya gdnfillii olarak
katillacagim.

TARIH :

IMZALAR:
Goniillii ad soyad: Aragtirmaci ad soyad: Ars.Gor.Dr.Emine GOKTAS
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