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OZET

Seven D. Bave Boyun Kanserli Hastalarda Rab25 Genilfadesinin Aratiriimasi.
Istanbul Universitesi $hk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD. YuksekLisans.
Istanbul. 2012.

Bas ve boyun kanseri diinyada altinci siklikta gortkenser turadir. Bave boyun
kanseri larenks, farenksgia bgslugu ve paranazal sints kanserlerini icine alir. Yassi
hicreli ba ve boyun kanserinde molekuler biyoloji ve genelgilgili gelismelerde
carpici bir ary bulunmaktadir. Tim kanserlerin temel genetik sgli@mor baskilayici

genlerin etkinlgini kaybetmesi ve/veya onkogenlerigiraifadesidir.

Rab25 geni, Rablla ve Rabllb'yi iceren, Rabll ikdsiae aittir. Rab proteinleri,
sinyal iletiminde, farklilama, ¢c@alma, kesecik tamasi, hicre iskeleti ojumu gibi
bircok hucreselsiemde temel rol oynar. Rab25’in epitelyum timonegelsiminde ve
epitelyum kanserlerin yayllmasindgevi gosterilmgtir. Bu calsmanin amaci, lgave

boyun kanserinde Rab25 geninin rolinisaraaktir.

Calismamizda 53 bave boyun kanserli hastaya ait timoér ve normal dadaeklerinde
Rab25 geni ifade analizi, Gergek Zamanli PZR yontgenarastirildi. Kiyaslamayi
yapabilmek icin G6PDH referans olarak kullanildstatistiksel analiz, SPSS 18

programinda x2 ve Fisher Exact Test kullanilaraicejdestirilmi stir.

53 hastanin 10°u gerlendirmeye uygun bulunmagndan verilerden cikarilrgtir.
Degerlendirmeye alinan 43 hastanin 9'unda Rab25 ifadesimsken, 34’Unde
degisiklik gbzlenmemgtir. Bas ve boyun kanserinde Rab25 ifadesininsigimedii
tespit edilmgtir. Histopatolojik Ozelliklerle Rab25 arasinda birski gorilmemgtir
(p>0.05).

Rab25 geninin bave boyun kanserli hastalarda etkin olngadistiiniimektedir

Anahtar Kelimeler: Rab25, gen, 2 boyun, kanser, ifade analizi.

Bu calsma, Istanbul Universitesi Bilimsel Agarma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenniitir. Proje No: 13732
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ABSTRACT

Seven, D. Investigation of Rab25 Gene Expressioddad and Neck Cancer Patients
Istanbul University, Institute of Health Science pgment of Medical Biology. Master
Thesis.Istanbul. 2012.

Head and neck cancer (HNC) is the sixth most comtypa of cancer in the world.
Head and Neck Cancer includes larynx, oral cayharynx, paranasal sinuses. There
has been a significant increase in knowledge réggrthe molecular biology and
genetics affect of head and neck squamous celincana. The fundamental genetic
basis of all cancers is overexpression of oncogandfor silencing of tumor suppressor
genes.

RAB25 gene belongs to the RAB11 subfamily whichudes RAB1la and RAB11b.
Rab proteins, play essential role in regulatingaigransduction, and a diverse range of
cellular processes, including differentiation, heyhtion, vesicle transport, nuclear
assembly and cytoskeleton formation. RAB25 has Weantionally linked to tumor
progression and the invasiveness of some epithediaters. The aim of this study was
to investigate the role of Rab25 gene in head &u#t nancer.

Therefore, expression rate of the Rab25 gene inl la@a neck cancer patients was
analyzed in 53 tumor and its corresponding non-eanss tissue samples. G6PDH gene
was used as the housekeeping gene to standareizpuéimtification of mRNA levels.
Statistical analyses were performed by x? and Fidheact Test using SPSS 18
programme.

10 of the 53 patients were not added to the raRaip25 expression didn’t change 34 of
the 43 patients while 9 of them decreased. Itagstically shown that Rab25 expression
didn’t change in head and neck cancer (p=0,00).lé¥a of Rab25 expression was not
associated with any other clinicopathological patars (p>0.05).

It is thought that Rab25 expression is not affectivhead and neck cancer.

Key Words: Rab25, gene, head and neck, canceressipn analysis.

The present work was supported by the Research &urgdanbul University. Project
No. 13732



1. GIRIS VE AMAC

Bas ve boyun kanserleri gortlme sglibakimindan, tim kanserler arasinda
altinci sirada yer almaktadir. Erkeklerde kadintgiee daha fazla gorulensae boyun
kanserinin sikigl, 50 yaindan sonra artmaktadir. Sigara, alkol kullanimi,
gastrodzofageal refli, beslenniasan Papilloma Virtust (HPV) gibi etmenler yaninda
genetik mekanizmalardaki gigiklikler de ba ve boyun kanserinin ojumunda rol

oynar.

GTPazlar, hicreler arasi protein tgafiden sorumlu proteinlerdir. Ras GTPazlar
super ailesine ait olan Rab proteinlerinin 60'tazld Uyesi bulunmaktadir. Rab25
proteini, Rabll alt ailesine ait, vezikilstamasi ve sekillenmesinde gorevli bir
hiicreleraras! tama proteinidir. Rablla geni ile % 63 begimegdsteren Rab 25 geni,
kromozomun 1922 bolgesinde yeildir. Diger Rab Uyelerinden farkli olarak sadece
epitel hlcrelerde go6zlenen Rab25 geninin, tumorisigghde rol oynadil
bilinmektedir. Rab25’in beyin, kalp, karger, iskelet kasi ve mide duvarinda ifade
edilmedgi bildirilmistir. Over ve meme kanserindesira ifade edilen, Rab25’in,
apoptozu azaltip, galmayi ve kanser saldirgagini arttirarak, hastah kott prognozla
sonuclandirdsl bilinmektedir. Rab25’in ayni zamanda prostat lkanstransisyonel
epitel kokenli mesane kanseri, gk@i ve bobrek kanserlerinde daha fazla ifade egildi
gosterilmitir. Fare b@irsak ve insan kolon kanserinde ise Rab25'te ifadgbi
gozlenmgtir. Bu durumda Rab25 hem bir onkogen, hem de ttmaskilayici bir 6zellik
gostermektedir. Rab 25’in her iki durumda da tuntimlamasi ve gejmesini

duzenleyici bir glevi oldugu disiintlmektedir.

Bas ve boyun kanserli hastalarda Rab25 ifadesjtardaams olup, bu kanser
turindeki glevi belirlenmemgtir. Bu tez camasinda; 53 kave boyun kanserli
hastanin timor ve normal dokularinda Rab25 ifaddiaryapilarak, klinik bulgularla
kiyaslanmgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Bas ve Boyun Kanserleri

Agiz baslugu, takurak bezleri, paranazal sinusler ve burugiu@, nazofarenks,
orofarenks, hipofarenks, larenks ve boynun ust kndaki lenf nodillerindeki kanserler
bas ve boyun kanserleri olarak adlandiriimaktadirs Ba boyun kanserleri genellikle
bu bolgedeki yassi hicrelerdenslaigl icin, yassi hiicre kanserleri olarak da
adlandirilir.

Dunyadaki bave boyun kanserlerinin goriilme sgdve bu kansere Iga 6lim
oranlari, dger kanser turlerine gore daha az olmasigenem, alkol ve titiin kullanimin
artmasiyla birlikte, gortilme sikliklari da gider@tmaktadir (Ferlay J ve ark. 2008).

Bas ve boyun kanseri ojumu, pek ¢ok faktdriin etkgani sonucu geken karmaik bir
surectir. Bu faktorler arasinda sigara ve alkoldwimi, gastrotzefageal refli, virasler,
mesleki nedenler, iyorgarici igsinlara maruz kalma, diyet ve genetik yatkinlik
bulunmaktadir. Bave boyun bdélgesi yapilari, hastanin sosyalagani surdirmesi

acisindan ileimde de 6nemli rol oynamaktadir.

2.2.Bas ve Boyun Kanserlerinin Siniflandiriimasi
Bas ve boyun kanserleri, goruldukleri yere gore samélirilmaktadir. (Clayman

GL ve ark. 2000)

* Agiz baslugu kanserleri

» Tukurdk bezleri kanserleri

» Paranazal sinusler ve bururnsh@u kanserleri

» Farenks

* Larenks

* Boynun Ust kismindaki lenf nodulleri

2.3.Bas ve Boyun Kanserlerinin Siklgi

Bas ve boyun kanserleri, dinya genelinde goériime @idakimindan altinci
sirada yer almaktadir (Gasco M ve ark. 2003). Diggaelinde; tutin ve alkol
kullaniminin erkeklerde daha yaygin olmasi nedenigtkeklerde en sik olarak goérilen

bas ve boyun kanseri,gz balugu kanserleri olup, bunu larenks kanseri izlemektedi



Gorulme siklg 50 yaindan sonra artmaktadir (Ferlay J ve ark. 2008§lidarda ise
en ¢ok gorulen Bave boyun kanseri turt farenks kanserleri olup,wbatiz bglugu
kanserleri izlemektedir. Bave boyun kanserlerinde 6lum oranlari, gorilme larama
gore nispeten daha giktur (Wahlberg ve ark. 1998).

Ulkemizde ise en sik gozlenensbge boyun kanseri, larenks kanserleridir.
Larenks ve @iz baglugu kanserleri dlimlere neden olmasi bakimindan damotgir
(Parkin DM ve ark 2001).

2.3.1.Ag1z Boslugu Kanserleri

Agiz boslugu (oral kavite), anatomik olarak ©6nde dudaklardarkada
bademciklere kadar olan kismi icerir. Bu anatomitgbden geliebilecek kanserler,
bblgelere gore alt gruplara ayrilir. Bunlar; diligte ikilik 6n kisim kanserleri, yanak
kanserleri, giz tabani kanserleri, jinjiva (glieti ) kanserleri, sert damak kanserleri ve
retromolar trigon kanserleri olarak isimlendirilDudak kanserleri de dahil edigginde
ag1z baslugu kanserleri larenks kanserinden sonra & boyun bdlgesinde gézlenen
kanserler arasinda ikinci sirada yer aligiAbglugu timdarleri tim bg ve boyun
kanserlerinin (dudak lezyonlari hari¢) %14,1'inuglrurken, dudak kanserlerigia

boslugu kanserlerinin en sik gozlengekli olup, ttim olgularin % 30 unu clwrur.

Amerika Ulusal Kanser Veri Bankasi (NCDB) verilexigore, tani konulnu
ag1z balugu kanserli hastalarin yaortalamasinin 64 ve yizde algmin (%60) da
erkek oldgu gorulmektedir. Lezyonlarin ganluzunu yassi hicreli karsinomlar
(%86,3) olytururken, dgerlerini adenokarsinomlar (%5,9), verrikoz karsiteom
(%2,0), lenfoma (%1.5) ve Kaposi sarkomu (%1.5)stoitmaktadir (Funk ve ark.
2002).

Tatin ve alkol tuketimi @z bagslugu timorlerinin gelimine neden olmakla
birlikte ve Onlenebilen en yaygin etmenlerdendiyrida alkol, tatin ile sinerjik etki
gostererek karsinojenik etkiyi arttirir. Enfiye karian bireylerde ise g&z bglugu
kanserleri, kullanmayanlara gore 4 kat fazladirr{ivire ark. 1986). &z balugunun
yass! htcreli kanser orneklerindesan Papilloma VirisinuriRV) de etken oldgu
gosterilmitir (Snijders PJF ve ark. 1996). Ultraviyokgnlara maruz kalmak ve pipo
icmek de dudak kanseri ggininde yer alan etmenlerdendir ( Ju DMC 1973 ; Wamm
LH ve ark. 1975).



2.3.2.Tukuruk Bezi Kanserleri

Takdrdk bezleri; bir cift tukartk bezi, bir cift ge alti ve bir cift dilalti bez
olmak Uzere buyidk ve ayrica Ust solunum ve sindiymharini dgeyen mukozada
dagilmis, sayilari 600-1000 dolayinda olan kiguk tukurukl&@enden olgur. Tukurak
bezi timorlerinin en sik goruldia ysslar 30 ile 50 ya olup, ¢cocuklarda ender gorular.
Takdrdk bezi timorleri, tim Bave boyun timorlerinin %3-4’'Gn0 ajturur ve en sik
(%70) parotis bezinden kdken alir. Erkek ve kamhasinda siklik acgisindan cins farki
olmamasina @nen; dger timorlerden farkh olarak, iyi huylu tukarik beamdrleri
icinde ikinci siklikla goérulen Whartin timort, eiderde daha fazla goralur (Saunders
ve ark. 1986).

Kodken aldiklar yere goére biyolojik saldirganlikladesisir. Mukoepidermoid
karsinoma, adenoid kistik karsinoma ve adenokamsandukurik bezi maligniteleri
arasinda baskin histolojik tiplerdir (Hocwald vé&.&2001).

ABD’de tukuruk bezi kanserlerinde belirlenensyatalamasi 56,6°dir. Tukaruk
bezi kanserinde malignite gortlme sgkli %13 olup, en sik gbzlenen histolojik tip,

mukoepidermoid karsinomdur (Spitz ve ark. 1990).

Kadinlarda tukuruk bezi kanserleri, ggmlukla radyasyon, sa¢ boyalari, alkol
alimi ile iliskilidir. Primer tukarik bezi malignitesi gelminde, lastik sanayinde
calisma, nikele ve silikon tozuna maruziyet veipne icin kerosen kullanimi yiksek
risk olusturmaktadir (Horn-ross ve ark. 1997). Tuzlama yapk saklanan sebzeler de
riski iki kata c¢ikarmaktadir (Zheng ve ark. 199Bjyette yiuksek havug, patates gibi
koyu sari sebzelerin ve karger tiketiminin tukiruk bezi malignitesi riskini d#eg
belirtiimistir. Bu yiyeceklerde bulunan zengin A ve C vitanammhin tikirok bezi

kanserine kar koruyuculuk sgladigi gosterilmgtir (Steinmetz ve ark. 1991).

2.3.3.Farenks Kanserleri

Farenks; nazofarenks, orofarenks ve hipofarenkablizere ¢ kisma ayrilir.
Nazofarenks burnun gerisinde, y&ia en Ust kisminda, kafa tabaninda yer alan, dnde
burun bgluguna, aagida b@aza, yanlarda 6staki tiplu aragmia orta kulga acilim
gosteren bir bguktur. Orofarenks yumgak damak alt yuzi hizasindan hyoid kgeni
(veya vallekula tabani) kadar uzanirken, hipofasemde yukarida hiyoid kemikten

asagida krikoid kikirdga kadar olan kismidir.



Nazofarenks kanserinin en 6nemli 6zelliklerinden, lgenellikle ileri yglarda
gorulmesine karlik, hemen her yda Ozellikle cocukluk g¢darinda da
gorulebilmesidir. Beslenme bozukluklari, tek yodnhieslenme, enfiye ve titsu,
nitrozaminler ve polisiklik hidrokarbon ile temakronik burun enfeksiyonlari ve
nazofarenksin koti havalanmasi gibi etmenler naeoks kanserine yol acar.
Nazofarenks kanseri hasta biyopsilerinin %100'UBdstein-Barr virtis ( EBV) genomu
saptanmytir (Sbih-Lammali ve ark. 1996).

Yass! hucreli ve az farklgenis yapida olan orofarenks kanserinde, erkenden her ik
tarafa metastaz yapan kitle glunu gozlenir. En énemli etiyolojik faktort olan arg,
alkol kullanimiyla birlikte risk oranini daha datarr. Ayrica radyasyona maruz kalma,
IPV, kotu @iz hijyeni, bata demir eksikii olmak tizere kotii beslenme bozukluklari,
immin sistem yetersizliklerinin de bu bdlge kansenin olwmasinda rol

oynayabilecgi ileri surtilmektedir (Ramqvist T. ve ark. 2010).

Hipofarenks kanserleri sik gorulensbhoyun bdlgesi kanserlerinden gildir.
Boyun kismindaki yemek borusu kanserleri ile bidikim Ust solunum ve sindirim
yolu kanserlerinin % 10 kadarini eturur. Sik olarak gérilmemekle birlikte, genellikle
ileri evrede tghis edildginden oldukca kotu bir prognoz gosterir.gBi bg ve boyun
kanserlerinde oldiu gibi, hipofarenks kanserleri ile sigara ve alkollanma algkanlig
arasindaki igki belirgindir. Beslenme bozukluklari ve vitamin séidikleri, mideden
yukari dg@ru asit kacmasi (gastroozofageal refli) da 6Onentiyokjik ajanlar

arasindadir.

2.3.4.Larenks Kanserleri

Larenks, boyunda yer alan ve solunum vyollari iledsim yolu arasinda
yerlesmis, ses cikartmayl ghyan ve yenilen icilen gidalarin akere kacmasini
onleyen bir organdir. Gegtmiz 40 yilda bu hastalin demografik ve epidemiyolojik
Ozellikleri desisiklik gostermitir. Hastalarin buyuk gounlugu 50 yain Gzerindedir.
Erkek/kadin siklik orani 2004 yili itibari ile 15den, 5/1’e kadar inngtir. ABD’deki
bu istatistiksel d&sikli gin, kadinlarin toksik cajma kaullarinda erkeklerleg oranda
yer almalari ve sosyal olarak daha kabul edilediale gelen toplum ic¢i sigara
kullanimina katilmalari sonucu ortaya ¢gktdisintlmektedir (Jemal A ve ark. 2004).



Larenks kanserleri, girian gelsimsel 6zellginden dolayi, glottik, supraglottik
ve subglottik olmak tzere 3 farkli bolgeden kayaalkbilir. En sik gbzlenen larenks
kanserleri, glottik kanserlerdir. Larenks kanseni@r ikinci siklikla gozlendii bdlge
supraglottistir. En az gorulenler subglottikslaagicli kanserlerdir ve vakalarin %
10’'undan azini olturur. Larenks kanseri ggiminde tatin kullanimi en énemli risk
faktorudur. Pek ¢cok ¢aima, artan sigara kullanimi ile riskin agthi gostermektedir.
Avrupa kokenli cakmalarda, filtreli sigara ve light tttin Grunleriniggizhikh sigara
veya siyah tutan drand kullanimi ile kdastinldiginda, ilk iki kategoride yer alanlarin,
bir sekilde larenks kanserlerinin ggminde koruyucu oldgu  gosterilmgtir.
Isyerlerindeki larenks kanseri ile gkili kimyasal karsinojenler arasinda asbestoz, Inike
bilesikleri ve bazi mineral y#ar yer almaktadir (Bertazzi ve ark. 1986). Larenks
kanserlerinin buyik bir kismi yassi hicreli karsmar olmak Uzere, verrikoz
karsinom, kucuk tukarik bezi kokenli mukoepidermombeno ve adenoid kistik

karsinomlar, noroendokrin timorler ile sarkomlardiankondrosarkomlardir.

2.3.5.Paranazal Sinus ve Burun Kanserleri

Paranazal sinusler ve burun kanserleri, oldukcar méap, solunum ve sindirim
yollari timdrlerinin % 3'Un0, tim vicut kanserlanrde % 1'ini olyturur. Bu boélgenin
kot huylu timorleri, 6zellikle beyaz irkta 50-78hardaki erkeklerde daha sik olarak
gozlenir. Erkek- kadin orani yakl& olarak 2/1'dir. Burun bgugu timorleri bir kismi
invert papillom gibi iyi huylu, dier bir kismi da 6zellikle yassi epitel hiicreli kaosn
gibi kot huyludur. Buna karlik paranazal sints timorlerinin @o, bata yassi epitel

hiicreli karsinom olmak tzere kotu huylu timorlerdir

2.4.Bas ve Boyun Kanserlerinde Risk Etmenleri

2.4.1.Tutun ve Alkol Kullanimi

Bas ve boyun kanserinin ojtmmasinda rol oynayan en énemli etmen, titin ve
alkol kullanimidir. Tutan dretimi ve tdtinslenme aamalarinda kullanilan katki
maddeleriyle birlikte sigarada 4000’den fazla pKeoldugu saptanngtir. Deneysel
calismalar, bu maddelerden en az 55’inin kanserojersigiki oldigunu gostermektedir
(Koh ve ark. 2001). Ozellikle sigara kullanimi sirada ortaya ¢ikan katranin, dudak ve
ag1z baslugu kanserlerinde onemli rol afg distinilmektedir. Sigara icme, bave
boyun yassi hucreli karsinomlarinin gelesini, kullanmayanlarla kiyaslagdda,
erkeklerde 1.9 kat, kadinlarda 3 kat arttirmaktéBlot ve ark. 1988). Sigara ve pipo



kullanimi gibi tatin kullanim bicimlerinin Bave boyun kanseri olumunda, akger
kanseri olgumundan daha énemli olgu distintilmektedir. Ozellikle pipo kullanimi alt
dudak kanseri ile igkilendirilmistir (Clayman ve ark. 2000). Canalar larenks kanseri
gelisim riskinin sigara kullaniminin birakilmasi ile zam icerisinde azalgini

gostermektedir (Andrew ve ark. 1995).

2.4.2.Gastro6zofageal Refll

Larenks ve farenks kanserlerinin gastrotzofagefill rige ili skili olabilecesi
disunulmdistir. Larenks ve farenks kanserli hastalarda yagileamler, olgularin %36-
50’sinde O0zofageal asid reflist ofdunu gostermektedir (EI-Serag ve ark. 2001). Cok
desiskenli analizde bu ariin sigara, alkol ve ygan bgimsiz oldgu bildiriimektedir.

2.4.3.Virusler

Agiz baslugu, nazofarenks ve larenks kanserlerinin gyeiinde virlslerin
etkisinin olabilecgine dair bulgular bulunmaktadir. HPV, soge boyun bélgesindeki
yassI hucreli karsinom dabhil, pek ¢ok lezyonda itesgilmistir. Ozellikle HPV'nin alt
turd olan HPV-16 enfeksiyonunun, yassi hiicreli ba boyun kanserlerinde énemli bir
risk faktort olabilecgi one surilmgttir (Jon Mork ve ark. 2001). HPV’nin yani sira,
Epistein Barr Virlsi,nsan Herpes Viriis-8'in de paoyun kanserinin gaiiminde

potansiyel rol oynagi 6ne surilmektedir (Gondivkar ve ark. 2011).

2.4.4.Genetik Yatkinlik

Sigara dumaninda bulunan en 6nemli karsinojenlerden olan aril
hidrokarsikarbon hidroksilaz enzim dizeyinin larenkanserli hastalarda kontrol
grubundan daha yiksek offlusaptanmtir. Bas ve boyun kanseri gglmi ile spesifik
insan lokosit antijenleri arasindaski oldugu bildirilmektedir. Ayrica b ve boyun
kanserli hastalarin kontrol grubuna gore, klastig@e induklenen kromozom
desisikliklerine daha duyarl olduklari bildiriimektediiSitogenetik cagmalarda elde
edilen bulgulara gore, bazi skerde cevresel faktorlere duyargin daha fazla
olmasindan dolayi, bave boyun kanserine vyatkipin fazla olabilecg ©6ne

sUrtlmektedir.

2.4.5.Meslek
Mesleki nedenlerin yassi hicreli kanserler ve akarsmnomlarin gejiminde

rolleri olduzu kabul edilmektedir. Nikel slenmesi, &ac kleri ve deri sanayi



calsanlarinda, paranazal sinids adenokarsinomlarinin gékildigt bilinmektedir
(Barton ve ark. 1980; Elci ve ark. 2002). Pamulaona maruz kalmalari nedeniyle,
tekstil calsanlarinda da nazofarenks kanserlerinin @rtbildirilmistir (Li W ve ark.
2006). Ayrica 81z baslugu ve farenks kanserlerinin gorilme olgsilkagit, tekstil,
mobilya ve metal enddstrisi ¢gdnlarinda daha yuksektir (Riechelman ve ark. 2002).
Asbest maruziyetinin larenks kanseristaaolmak lzere, Bave boyun kanserlerinin

gelisiminde etkisi oldgu gosterilmgtir (Ramroth H ve ark. 2011).

2.4.6.Radyasyon

Eskiden saat kadrani boyamalarinda kullanilan #gtast ile paranazal sinds
kanserleri arasinda bir gki saptanmgtir. Bunun dginda yine bg ve boyun bdlgesine
uygulanan radyoterapi ve medikal amacla radyoaltit kullanimi sonrasi, tiroid
kanserlerinin sikfiinda artg oldusu bilinmektedir. Yine c¢ocukluk ¢a timorleri
nedeniyle radyoterapi uygulananlarda radyoterapianial icinde  sarkom
gelisebilmektedir. Ancak bu timorler pae boyun bolgesi habis glumlarinin kiguk
bir kismini olgturmaktadir (Clayman GL ve ark. 2000; Ron E 1998).

2.4.7.Diyet

Sigara icmeyen Bave boyun kanserli hastalarda yapilan getiimis bir havuz
calismasi, sebze ve meyve tuketiminingbae boyun kanser riski ile ters skili
oldugunu gostermektedir. Kirmizi et, vdoyun kanseri agh ile iliskilendirilirken,
beyaz et tuketiminin artmasiyla, azadaptanmytir (Chuang SC ve ark. 2011). Ayrica
yagda kizarmg yiyeceklerin larenks kanser riskini arttgdibildirilmistir (Bosetti ve
ark. 2002).

Diyetteki taze sebze ve meyvelerin veya karoteeoidl fazlalgl ile ba ve
boyun kanserleri arasinda koruyucuskii oldugunu goOsteren pek c¢ok caha

bulunmaktadir.

2.5.Bas ve Boyun Kanserlerinde Evreleme
Bas ve boyun kanserlerinin TNM siniflandiriimasinag@évrelenmesi Tablo 2-
1'de gosterilmektedir.

Tablo 2-1: Bas ve Boyun Kanserlerinde Evreleme



NO N1 N2a N2b N2c N3
T1 Evre | Evre I Evre IVa| EvrelvVgd EvrelVa Evigb
T2 Evre Evre I Evre IVa| EvrelVa EvrelVa Evi¥b
T3 Evre I Evre Il Evre IVa| EvrelVa] Evrelva EedVb
T4 EvreIVa| Evrelva| EvrelVg EvrelVa EvrelVa EJb

Evre I'den Evre IVb'ye kadar olan tim evrelerde,tas¢az evresi Mx veya MO
olarak dgerlendirilir. Tumér boyutundan veya lenf nodu mé&asdan bamsiz

olarak, uzak metastaz vaglj kanserin Evre 1Vc'de oldiunu gosterir.

Evre I'deki tumorler, kicuk ve goraldukleri bolgeyerlesik kanserler olup
genellikle tedavi edilebilir niteliktedir. Evre Ve Evre lI'deki tumorler ise, lenf
nodlarina yayilmy durumdadir. Evre 1V'deki tumorler, ganlukla metastatik 6zellik

tasir ve tedavi edilemez olarak gierlendirilir.

2.6.Bas ve Boyun Kanserlerinde Genetik Dgisiklikler

Kanser olgumu genetik ve/veya epigenetik nedenlerle protosgeklerin
etkinlesmesi ve timor baskilayici genlerin etkgnti kaybetmesi ile gerceldenektedir.
Her iki grup gen, normal hicre genomunda mevcup diticrenin biyume, galma,
farklilasma ve i¢ dengesini kontrol eden proteinleri kodIEGti huylu fenotipin
baslamasi ve surdarilmesi icin proto-onkogenlerin; asyonlar, yeniden diizenlenme

ve cgalmalar ile dgisime urayarak glev kazanmalari gereklidir.

2.6.1.Sitogenetik Deisiklikler

Arastirmacilar, ba ve boyun kanserinde yaygin olarak 1p, 3p, 4p,8pq,10p,
11q, 13g ve 18q bdlgelerinde kayip; 1q, 3q, 5p, &q 99, 11q, 12p, 149 ve 15q
bdlgelerinde kazanim oldunu bildirmglerdir (Jin C ve ark. 2006; Patmore HS ve ark.
2007; Uchida K ve ark. 2006). Yass! hucreli kanskgumunun erken evresinde

gorulen 3p ve 9p21 kaybinin dhaici oldgu disinulmektedir (Schantz SP ve ark.
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2000). Ba ve boyun kanserini de igeren bircok kansersgasinda siklin D1'i iceren
11913 kromozom bdolgesinde artldugu gosterilmgtir (Schuuring E ve ark. 1995).

2.6.2. Tumor Baskilayici Genler

Hucre cg@almasini kontrol eden ya da denetleyen tumor begkil genler,
hiicre dongusund, apoptozu, hiicre adhezyonunu ve aMAini diizenler. Bu genlerde
meydana gelen hasar sonucu, kontrolstiz biyurslarbze kanser ortaya cikar. 8ae

boyun kanserinde yer alanshaa timaor baskilayici genler: (Gleich L ve ark02p
* p53geni
* Rbgeni
* pl6/p21/p27
* FHIT geni

 APC genidir.

2.6.3.0nkogenler

Hucre ¢galmasini ve blytmesini etkigtéen genlere proto-onkogen denir. Bir
proto-onkogen, mutasyon ile devamli etkinlik kazaka onkogene donrir.
Kanserlerde proto-onkogenler nokta mutasyonu, kol yeniden dizenlemeler ve
gen ¢c@almasi sonucu etkindg. Yazilim faktorleri, buyime etmenleri, buyUumenei
reseptorleri, apoptoz dizenleyicileri olarglev géren onkogenler, ayni zamanda sinyal
ileti yolagi tyelerini de kodlar. Sinyal ileti yoa Uyeleri reseptor olmayan protein
kinazlar ve Guanozin Trifosfat pyan proteinler (G proteinler) olmak Uzere ikiye
ayrilir. Bag ve boyun kanseri ile gkili oldugu belirlenen onkogenlerden bir kismi:

» Siklin D1
* Ras
« EGFR

2.7.G Proteinleri

Hucrelerin tim0 sinyal ileti yolaklarina sahiptie vbu yolaklar aracgiyla;
hiicre dgi sinyaller, hticre ici kinazlar aradlyla cekirdge kadar iletirler. Bu temel
islem hicrelerin birbirleri ve cevre ile ileim kurmasini sglar. Zargecen sinyal
yolaklarinin tumu temel olarak, reseptor ve efekilinak tzere iki bilgenden olgur.
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Reseptor hicre gh uyaranlan tanirken, efektor, ilgili reseptér déminde hicre igci
sinyali olwturur. Hicre dy sinyallerin, hucre icine ggi genel olarak hidrofobik
molekdllerin hicre zarindan diftizyonu, iyon kanallaG protein kenetli reseptérler
yada enzim etkingine sahip reseptorler aragiliile olmak Uzere dort farkl yoldan
gerceklgir. Hucre zarinin sitoplazmik ytzinde bulunan hettémerik G proteinleri
(Guanin Nukleotit Balayan Proteinler), kiicik monomerik GTPgleyan proteinleri de
icine alan geni GTPaz Ust ailesinin Uyesidin, B ve y altbirimlerinden olgan G
proteinleri binden fazla, hiicre ylzey reseptorikdaetlenerek, enzim ve iyon kanall
gibi pekgok efektor Uzerinden sinyal iletimine ah&c eder. Butin 6karyot
organizmalarda benzer yapida G proteinleri bulundormonlar, noéroaktaricilar,
blyume faktorleri, etkilerini G protein reseptérlaracilgl ile gosterir. Hormon ve
norotransmitterler plazma zarindaki reseptérlerciipayla hicrelerin plazma zari
icerisinde bulunan ve duzenleyici rol oynayan Gt@rderini etkinlatirir. Her bir G
proteini sirasiyla bir veya daha fazla adenilalazikiyon kanallari ve fosfolipazlar gibi
zara bgh efektor molekdlleri kontrol eder (Gilman AG 1987

Heterotrimerik G proteinleri aracgliyla, duyusal algilama, néronal ve hormonal
etkinlik, hticre buyimesi ve farklgmasi gibi ceitli i slevler diizenlenir (Wettschureck
N ve ark. 2005). G proteinlerinim alt birimi, GTPaz etkinfiine sahip olup, monomerik
GTPazlar olarak adlandiriir. G proteinleri sikéikimolekiler zaman anahtarina
benzetilir, yani GTP kg durumu etkin, GDP k#i durumu etkin dgildir. GTP bal o
alt birimi etkinlestiginde, hedef enzimleri uyarir ve bir efektdr gibiréleet eder. Her
ligand bal reseptor, birkag G protein molekulint etkigtiesbilir ve her G proteini de
efektorin birkag molekulini etkigkrerek sinyalin dallanarak iletiimesini #ar.

2.7.1.GTPazlarin islevi

G proteinin heterotrimerikseklinin bir onkogen gibi gorev yapabifdi ve
tumorun gekmesinde rol oynayabilegeileri surtlmistir. G proteinlerinin en bilindik
Uyesi olan Ras proteini, G proteinininalt biriminin benzgigi olup, beta ve gama alt
Uniteleri ile berabersiev gorur ve hicre galmasiyla ile ilgkili, hiicre ici kinazlarin
etkinlesmesini sglar. 12, 13 ve 61 nolu aminoasitlerinde meydanamgeleisiklik
sonucunda mutant protein GTPaz etlgmi kaybeder ve hiicre tum hicreidsinyalleri

cogalma sinyali olarak alir ve iletir. Bu durumda héimin kontrolsiiz bisekilde strekli
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biylme ve bélinmeye devam etmesi, kanserge neden olur (Lefkowitz RJ ve ark.
1984).

Kicuk GTPaz'lar hiicre biyolojisinin her alanindansderece kritik roller
Ustlenerek, hucrelerin bolinmesini, farkdri@asini, hicre ici protein gammasi ve
yerlesmesini, hiicre iskeletinin organizasyonunu, buytaledrt sinyal iletimini ve gen
ifadesini duzenler (Telkoparan P ve ark. 2011). &d& etkin durumda kesecik
sekillenmesi, ortl olgumu, kargo siniflanmasi, zagiknesi, kesecik ayrilmasi ve
kesecik oOrtisunun dokulmesi gibi hicreler arasilesiikni dizenler §ekil 2-1). Ras
onkoprotein kucik GTPaz super ailesinin, 170’inriicke Gyesi bulunur ve Ras, Rho,
Rab, Ran ve Arf olmak Uzere 5 alt aileye ayriliroli€elli J 2004). Arf ve Rho
ailelerinin Uyeleri, kargo siniflamasi icin gerekémgliin 6rtl ve oOrti adaptorlerinin
olusumunu dizenler. Rab proteinleri de keseciklerinefiezér ile ilk kenetlenmesi ve
baglanmasinin diizenlenmesinden sorumludukiyia keseciklerin dgru hedef zarini
tanimalari ve o zar ile kaygraalari icin GTP hidrolizi gerekir.

GTPazlar:
art Arf
Rho Arf Dinamin Rab Rab Rab Rab
& Rab
Alici
@ o
O?”utin ar Kesecik Ortiiniin esecik
vg gr-g% Egﬁmai Ayr'llemusi Da%ﬁ'mgsi [-'[ca,.gkgﬁ Kenetlenme Kaynasma
ecimi
o /- _
— —_——
Kesecik Olusumu Kesecik Hedeflenmesi
*+ Kargo

<, Kargo reseptorii
@ Ortii

Sekil 2-1: Monomerik GTPazlarin 6zgiin kesecikli tginmasinin diizenlenmesi.

2.8.Rab proteinleri
Rab proteinleri ilk olarak sican beyninde, Ras’lgilii proteinler olarak
tanimlanmgtir. (Touchnot N. ve ark 1987).
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Rab proteinleri, Ras GTPazlar super ailesinin enisg&oludur. Okaryot
hiicrelerde, salgilasal ve endositozla ilgili yotakla glev gosteren organel ve
keseciklerin sitoplazmik ylzeyinde bulunurlar. Rabteinlerinin, tatnan keseciklerin
hedeflenmesi ve uygun alici zar ile kaymasinda temel rol oynagi bilinmektedir
(Martinez O ve ark. 1997). Her organelin sitoplagemaakan ytizeyinde en az bir Rab
proteini vardir. Tipki SNARE’ler gibi, her Rab penti de hiicre zarinda 6zgin bir
dagilima sahiptir §ekil 2-2)

rLAN N 11uk]ml:d
ems-tokus el men

T

v-SMNARE —

/ Gl ur

Rﬂh GDP

Lasiime
k'—“ﬁg“ﬂ GDP av nsma

engelleyicis f(;Dl

%)
kenet lenme {E”J GTP
hidralia

-SNARE

Sekil 2-2: Tasima keseciklerinin kenetlenmesinde Rab Proteinleriim Gorevi.

Diger GTPazlar gibi, Rab déngusi de GTRibdetkin) form ile, GDP-bali
(etkin olmayan) form arasinda gider gelir. Rab @derinin aminoasit dizileri, en ¢ok
C-ucunda dgsim gosterir. C-ucu cifterli olarak jeraniljeranitierek, sekilsel
degisiklige wrar, bu da GTP-@@anma ilginligini degistirir. Jeraniljeranillenen Rab
proteini, zarin sitoplazmaya bakan yizeyine tuturiitoplazma icerisindeki Rab
proteinleri, zara geli guzel bglanmayl 6nleyen GDI ile etkijerek, GDP-bgl
bicimini korur. GTP/GDP d#s tokusu ve GTPaz etkingini GEF (Guanin Exchange
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Factors) proteinleri ggar. GEF, GDP bgi formun ayrilmasini ve GTP-Bh etkin
formun olgmasini sglar. NUkleotid dgis tokusu, Rab proteinini etkinkgirir ve Rab
GDI tarafindan zardan gmmasina ka#, onu direncli kilar. T@nan kesecik, verici
bdlmeden tomurcuklanarak ayrilir. Hedef bélmeyginan kesegin bailanmasina,
tasima kesedinin Uzerindeki Rab-GTP ve hedef bélmedeki bir Rakeni aracilik
eder. GTP hidrolizi GAP ( Guanozin Activator Prodearacilgi ile gerceklgir. Kesecik
iceriginin hedef bdlme icerisine serbest birakiimasimchrelan, GDI da, Rab-GDP’nin
hedef bdlmeden serbest kalmasinglaave dongl yeniden Blar (Novick ve ark.
1997).

Cssitli hiucrelerdeki Rab proteinlerinin hicrelerarasnyal iletisinde dnemini
anlamak, kanser biyolojisinde yeni molekiler yakidar bulmak icin 6nemlidir
(Subramani D ve ark. 2010). Kucik GTPazlar ailesibir alt grubu olan Rab
proteinleri, insanda bulunan 70’in Gzerinde Uyésinnonomerik GTPazlarin en buyik
grubunu olgturur (Colicelli J 2004). Rabl1l alt ailesinin Uyel®ablla, Rabllb ve
Rab 25'tir.

2.8.1.Rab 25 Geni

Ilk Rab geni (Yptl), 1983 yilinda, D. Gallwitz taredan aktin ve tlibulin genleri
arasinda acik okuma cercevesi olagakccharomyces Cerevisia#ga bulunmstur. Dort
yil sonra ilk kez A. Salmien ve P.Novick, Ras benb& GTPase'in (Sec4) goudan
kesecik tainmasinda gorev algini gostermitir. Ayni yil A.Tavitian ve arkadgdari
Sec4/Ypt'nin ilk benzggini klonlami ve bunu Rab olarak @®-Like in Rat_Bain)
adlandirmgtir (Martinez O ve ark. 1997).

Rablla proteini ile %63 benga gosteren Rab25, gkr aile Uyelerinin aksine,
sadece epitel hicrelerde ifade edilir. CATX-8 véabllc olarak da bilinen Rab25
geni, tagan pankreatik hicrelerinden izole edgtni Ras Uyelerinin GTP Iganma
bdlgelerinin bilinen aminoasit dizisi WDTAGQE ikeRab 25 geninde Q(Glutamin),
L(Leucine) ile yer dgistirmistir (Goldenring JR ve ark. 1993). Genellikle kicuk
GTPazlarin onkogenik mutant modelingkev géren bu model, tipki H-RAS’ta alan
homolog Q61L mutasyonu gibi, GTPgba aktif formun baskin olmasi ve GTPaz

etkinliginin artmasina neden olur.
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9 kb uzunlgunda ve 5 eksondan ghAn Rab25 geni, kromozomun 1g22
bdlgesinde yerkgk bulunmutur (Cheng JM ve ark 2004). 28kDaid gindadir.
Promotor bdlgesinde TATA dizisi bulunmaz, 5 bolgés tst kismi GC acisindan
zengin alanlar icerir. (Barthur SG ve ark. 2000).

2.8.1.1.Rab25 ve Kanser

Kesecik taimacilginda gorev alan tim Rab proteinlerinin kansersgeinde
onemli rol oynadii bilinmektedir. Ozellikle Rab25’in kanser ggthindeki rolii daha
ilgi cekicidir. Rab25 ile etkilgm gosteren protein siniflarindan biri integrinlierd
Glikoprotein ailesi Uyesi olan integrinler, iki leedbdimerik almactan ofur ve htcre -
ECM (hicre dyi matris) arasindaki ilafiimi sgslayarak, hiicre adezyonu, hiicre goci
gibi, bircok biyolojik slemi kontrol ederler (Alahari SK ve ark. 2002; Raim R ve
ark. 2010). Kollajen, laminin, vitronektin ve fibwektin gibi birkag ECM proteini
integrinler icin ligand olabilira5p1 gibi integrinler, tek bir ECM proteini ile etkien
halindedir. Integrinlerin endositoz ve ekzositoz doéngileri, lkeladezyonu, gocl ve
hiicre kutuplemasinin temelindeki anahtar dizenleyicidir. Son aaarda yapilan
calismalarda bazi Rab ailesi tyelerinin, integrinlerircke zarinin icine alinmasi ve geri
donlgiminde duzenleyicklevi oldugu gosterilmgtir. Rab25, t¢ boyutlu mikro ¢cevrede
hicrenin yayilimi ve gécuni arttirmadébBl ile iliskili bulunmustur (Chia WJ ve ark.
2009). Rab 25, over kanserinde saldirganlikla danag kesecik hareketinde5p1’i
yalanci ayaklarla zara ilerlemesingtek ederek, hiicre yayllmasini kolaytisur. Rab25
dogrudan veya RCP (Rab Coupling Protein) argoila integrini ve Epidermal Bayume
Etmeni Reseptorinid (EGFR) bir arada tutar. Rab2bgé integrin iliskisi, integrinleri

plazma zarina gatan keseciklerin yerkenesini arttirir (Caswell PT ve ark. 2007).

Rab25 en cok akger, gastrointestinal mukoza ve bobrekte ifade esklm
birlikte, tim epitel kokenli hicrelerde ifade ediliGoldenring JR ve ark. 1993).
Rab25’in over ve meme kanserinde apoptozu azaltdrakre cglamasi ve kanser
yayitlimini arttirdgl gosterilmgtir. Over kanserinde Rab25'’in, hicregs&aliminin
dizenlenmesine aracilik eden Bcl-2, Bax, Bak véofoesitid-3-kinaz anti apoptotik
fosfoinositid-3-kinaz yolgini etkinletirir (Wei MC ve ark. 2001). Rab25 ifadesinin

azalmasi, apoptotik sinyali Bak ve Bax protein alnyizerinden geri cevirir. Hiicre &a
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kalimi i¢in, Bcl-2 ve fosfoinositid-3-kinaz yata Rab25 aracili sinyal yatatarafindan
arttinlir (Cheng KW ve ark. 2005).

Buyime
Etmeni

Blylime

Etmeni
Reseptdrl
: Py Endositoz
\b Pargalanma

Cogalma
/ Programli Hiicre
Y Olima
Hiicre Sag Kalimi

Sekil 2-3: Rab25'in kanserdeki roli.

Bas ve boyun kanserli hastalarda Rab25 ifadesi inoeésmitir. Bu calsmada
amaclanan, Bave boyun kanserli hastalarin Rab25 ifadegi dili gini tespit etmek ve

bunun ba ve boyun kanseri ile gkisi olup olmadgini saptamaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.GEREC

3.1.1.Materyal

Istanbul Universitesi Cerrahgm Tip Fakiiltesi Kulak Burun B@z Anabilim
Dalindan ba boyun kanseri thisi konulmy 53 hastadan timor ve kontrol olarak,
tumor olmayan doku alingtir. Doku toplamasiemi, 07.06.2010 tarihinden 12.10.2011
tarihine kadar surntiir. Doku alimindan sonraki tinglém basamaklarijstanbul
Universitesi Cerrahga Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Molekér Genetik
Laboratuarinda gerceklilmistir. Alinan dokulardan RNA elde edilerek, cDNA'ya

cevrilmis ve bir sonraki gamaya kadar -80°C’de muhafaza editini

3.1.2.Kullanilan Cihazlar

Light-cycler gercek zamanl PZR cihazi 480 Il (RecALMANYA)
-20°C Derin Dondurucuifdesit, TURKYE)

-80°C Derin Dondurucu (Sanyo, JAPONYA)

Otoklav (Hirayama, JAPONYA)

Distile Su Cihaz! (Niuve, TURKE)

Etiiv (Hybaid INGILTERE)

Sasutmali Mikrosantriflj (Hettich, ALMANYA)

Applied Bio Systems 9700 Termal Dongu Cihazi (PGMBI, SINGAPUR)
Vorteks (Velp ScientificalTALYA)

Otomatik pipetler (Eppendorf, ALMANYA)

Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Scientific, AMER

3.1.3.Kullanilan Tampon ve CoOzeltiler

3.1.3.1.RNA Eldesinde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler
PureLink mRNA Mini Kit (Ambion, USA)
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3.1.3.2.cDNA Sentezinde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

5 X Buffer: 250mM Tris-HCI (pH 8,3)

250mM KCI

20mM MgCh

50mM DTT

3.1.3.3.Gergek Zamanl PZR ’de Kullanilan Primer Dizisi
Rab25 ileri primer: GCTGCTGTCAAGGCTCAGAT

Rab25 geri primer : CCCACTGCACCACGATAGTA

3.2.YONTEM

3.2.1.RNA Eldesi

Rab25 geninin tumor ve normal dokudaki ifadesinercgk zamanh PZR
yontemi ile kiyaslanabilmesi igin, 53 tumorli vemidr dokusu yakinindaki normal
dokudan sirasiyla, total RNA elde edilerek, cDNAtsei yapildi. RNA eldesi igin,
dokular pargcalama tamponu gemerkaptoetanol kaygimi, buz tzerinde steril bistiri ile
parcalandi. Parcalanan dokulardan PurelYnRNA Mini Kit ile RNA elde edildi.

Yontemin aks semasi Tablo 3-1'de gosterilmektedir.



Tablo 3-1: Dokudan RNA eldesi

30-50 mg doku + 5Q0 parcalama tamponu +ubp-merkaptoetanol ile parcalar

!

Homojen hale getirilir.

!

2600g’de 5 dk santrifjlenir.

!

Yeni tipe alinan siipernatant Gizerine %70’ligidoetanol eklenir.

!

12000g'de 15sn santrifjlenir.

!

Altta kalan kisim atildiktan sonra kalan kisma @D@ikama tamponu 1 eklenir.

!

12000g'de 15sn santrifUjlenir.

!

Yeni toplama tupune alinan 6gee500ul yikama tamponu 2 eklenir.

!

12000g'de 15sn santriftjlenir, filtreli tip aynipg yerlgtirilir.

!

Son iki basamak tekrarlanir.

!

Filtre Gzerine 100l RNAzsiz su dHO eklenir.

!

1dk oda i1sisinda bekledikten sonra 12000g’de 2akifglenir.

!
-80°C’de saklanir.

19
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3.2.2.cDNA Eldesi

ND-1000 nanodrop spektrofotometrede 6lctilen RNAtarikve saflgina uygun
olarak cDNA degimleri ayarlandi ve cDNA sentezi ‘RevertAid Firstr&d cDNA
Synthesis Kit, Fermentas’ kitiyle gerceitieldi. Tepkime kargimi ve kaullar
tablodaki gibidir.

Tablo 3-2: cDNA Tepkime Karisimi ve Kosullari

Random Hexamer 1l
RNA 11 pl'de 300 ng icerir
DEPC 12 pl'ye tamamlanir

Elde Edilen 12ul'lik kargim 80°C’de 3 dk inkiibe edilir

5xRT buffer 4 ul
10mM dNTP 2 ul
RNAse Inhibitor 1l
Reverse Transkriptaz 1l

Elde edilen kagim, inkiibasyon ardindan 2 dk buzda bekletilen devek8’'er g olarak
dagitildi

37°C’de 90 dk inkiibasyonun ardindan, 94 °C’'de deletildi ve 6rnekler -80’de saklandi

3.2.3.Rab25 Genifade Analizi

Bas ve boyun kanserli hastalarin timér ve normal dakota Rab25 gen ifade
analizi icin gercek zamanl PZR (Real Time PCR)tgam kullaniimstir. Bu yontem,
floresan boyalar kullaniimasiyla gercek zamanlirakaDNA'nin belirlenmesi ve
miktarinin gosterilmesi tekgidir. Floresan sinyali PCR urtin miktariylaga orantih
olarak artmaktadir. Sonuclar sentez sirasinda eltieebilmektedir. Cafmamizda

Rab25 geni ve referans gen G6PD icin UPL (UniveRsabe Library) hidroliz probu
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kullaniimistir. Herbir prob, farkli gimaya neden olacak dalga boyu anala sahip,
farkl floresan boyalar ilesaretlenmgtir. Bu amacgla Rab 25 geni probu, dalga boyu
465-510 nm ara@inda, Fam-Nonsaretli, G6PD referans geni 533-580 nm galda
Fam-Sybr Greenl ile saretlenmgtir. Calisma Light Cycler 480Il cihazinda
gerceklatirilmi stir. Tepkime protokolt Tablo 3-3'teki gibidir.

Tablo 3-3: RT-PZR Protokoli

Enzim Kargimi 10
Rab25 F Primer 0,5
Rab25 R Primer 0,5
UPL Prob (Rab25) 0,4
Referans Primer (G6PD) 0,4
Referans Prob 0,4
dH,O 5,8

Tepkime toplam 20ul'lik hacimde gerceftieldi. 18ul karsim ve 2ul cDNA
eklenen tepkime cozeltisi 96’lik kuyularin icinerkdarak Light Cycler 4801l cihazina
yerlestirildi. Tepkime kaullari Tablo 3-4'te gosterilmstir.



Tablo 3-4: Gergek zamanl PZR Tepkime Ksullari

22

Islem Dongl Sayisi Sicaklik Siire
Baslangic 1 95°C 10dk
Denattrasyon 95°C 20sn
Cogalma 45 60°C 15sn
Uzama 72°C 20sn
Sazuma 1 40°C 1dk

3.3. Verilerin Istatiksel Olarak Degerlendiriimesi

Elde edilen tim sonuglar ve kdastirma yapilacak tim parametreler, lisansli
SPSS PASW Statistics 18.0 programi ilgetéendirildi ve hesaplamalari yapildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, Rab25 geninin ifade analizini siranak amaciyla, 2010-2011
yillarindaistanbul Universitesi CerrangmTip Fakiiltesi Kulak Burun B@z Anabilim
Dalina bavuran ba-boyun kanseri tanisi konulmwe ameliyata alinan 53 hastanin

timor ve timore kogu olan normal dokulari kullanildi.

4.1.Hastalara Ait Klinik Parametreler
Calsilan hastalara ait deneysel sonuclar patoloji ewrelhistolojik tip ve
gradlari, ya ve cinsiyetleri ile birlikte dgerlendirildi. Hastalara ait klinik parametreler

Tablo 4-1 gosterilmektedir.

Tablo 4-1: Hastalara Ait Klinik Parametreler

TUMOR YERI ASTA SAYISI %
LARENKS 37 69,8
AGIZ BOSLUGU 9 16,9
PARANAZAL SINUS 2 3,7
PAROTIS 4 7,5
NAZOFARENKS 1 1,8
EVRE

3 14 26,4
AA 39 73,5
HiISTOLOJIK GRAD

2 20 37,7
3 19 35,8
4 14 26,4
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HiSTOLOJIK TiP

SCC 46 86,7
MUKOEPIDERMOID KARSINOM 3 5,6

LENFOEPTELYA BENZERI KARSNOM 2 3,7

VERUKOZ KARSINOM 1 1,8

BAZAL HUCRELI ADENOKARSINOM 1 1,8

YAS

50> 8 15

50< 45 84,9
CINSIYET

KADIN 5 9,4
ERKEK 48 90,5

4.2.Rab25 Geniifade Dezerleri

53 normal ve timér doku olmak Uzere, toplam 106 udak elde edilen
cDNA'lar, Light Cycler 4801l cihazinda ¢alidi. Her bir 6rnek igin, Rab25 ve G6PDH
ifade deerleri oranlanarak, sayisal@gler, t testi ile istatistiksel olarak glerlendirildi.
5 hastaya ait referans gen G6PDH ve Rab25 iciregergmanli PZR goruntulegiekil
4-1 ve 4-2'de gorulmektedir.
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Sekil 4-1: Referans Gen G6PDH’a ait Gergek Zamanli PR Goruntis
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Sekil 4-2: Rab 25 Genine ait Gergcek Zamanli PZR Goriitls

Real Time PCR goruntuleri sonucunda giamz normal ve timaor érneklerinin
Rab25 ve G6PDH geni Ct gerlerinin birbirine oranlari hesaplanghr. Hastalarin
timor ve normal dokularindaki Rab25 ifade oranfeablo 4-2'de gosterilmgtir. 53
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hastanin, 9'unda derlendirmeye uygun giler elde edilemedi icin bu hastalar
verilerden cikarlmgtir ve 44’0 dgerlendirmeye alinmgtir. Normal o6rneklerin
Rab25/G6PDH dgerleri ortalamasinin bir standart sapma fazlassksgsindeki aralik,

her bir timor orng acisindan incelenwtir. Buna gore, bu aralik icerisinde yer alan
tumor ornekleri ifadesi dgsmemg olarak adlandiriingtir. Ct degeri arttikga, kopya
sayisi azal@gndan, bu aragin Ustiinde yer alan Rab25 ifadesi, azgl@ltinda kalanlar
ise artmg olarak kabul edilngtir. Bu deserlendirmeye gore 44 hastanin timor
orneklerinde Rab25 ifadesinin 34’Uglgmems, 9'u azalmg ve 1'inin ise artmy oldugu
gOzlenmitir. ifade duzeyleri istatistiksel olarak kiyaslandda, artmy bir kez
gozlendgi icin verilerden cikariimytir. 43 hastada timor ve normal érnekler arasinda

bir degisim gozlenmemitir (p=0.00)

Tablo 4-2: Hasta Normal ve Tumér Dokularindaki RabZ ifade Degerlerinin Orani

Hasta Rab25/G6PDH Rab25/G6PDH
No Normal Tumor
1 1,04 1,19
2 1,07 1,17
3 0,00 1,11
4 0,00 1,14
5 1,04 1,22
6 0,00 1,11
7 1,18 1,02
8 0,99 1,03
9 0,00 0,00
10 1,21 1,27
11 0,96 1,12
12 0,99 1,18
13 1,05 1,06
14 0,98 1,00
15 0,97 1,11
16 1,19 1,20
17 1,11 1,08
18 1,02 1,26
19 1,03 1,28
20 1,26 1,06
21 1,07 1,21
22 1,02 1,07
23 1,02 1,24
24 1,01 0,00
25 1,04 0,00
26 1,14 1,05
27 0,00 1,08
28 1,38 1,07




27

29 1,26 1,19
30 0,00 1,01
31 1,04 1,21
32 1,01 1,10
33 1,03 1,04
34 1,01 1,04
35 0,99 1,02
36 1,06 1,07
37 1,09 1,24
38 1,09 0,94
39 1,06 1,16
40 1,00 1,63
41 1,36 1,22
42 1,34 1,07
43 1,09 1,17
44 1,06 1,37
45 1,39 1,44
46 1,36 1,08
47 1,06 1,18
48 1,06 1,07
49 1,17 1,17
50 1,08 1,30
51 1,05 0,00
52 1,09 1,07
53 1,27 1,16

4.3.Rab25 Genininifade Deserlerinin Histopatolojik Bulgularla iliskisi
Degerlendiriimeye alinan 43 hastanin histopatolojikgolari, ya ve cinsiyetleri
ile Rab25 ifade seviyesindeki glg¢im arasindaki ikki incelenmitir. Istatistiksel

deserlendirmeler, ki-kare ve Fisher Exact test kulamak yapiimgtir.

43 hastanin 33’Undn tamor glum yeri larenks, 6’s1@z boslugu, 2'si parotis,
2'si paranazal sinis ve 1'i nazofarenksten meydgelenektedir.  Hastalarin timor
olusum vyerlerine gore dalimlarinin Sekil 4-3'te goOsteriimektedirSay! yetersizfi

nedeniyle, parotis, paranazal sinls ve nazofarstésstige dahil edilmenstir.
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Tumor Yeri

® Larenks

m Agiz boslugu

Sekil 4-3: Hastalarin timor yerine gore dgiliminin yizde olarak ifadesi

Tablo 4-3'te goruldgu gibi, timor olgum yeri larenks olan hastalarin, 26’sinda
Rab25 ifadesi dg@smezken, 6'sinda ifade azakhr. Agiz baslugunda meydana gelen
tumorlerin 4’Gnde Rab25 ifadesi glgmezken, 2’'sinde azalgtir. TUmoér olgum yeri
ile Rab25 ifadesi arasinda anlamli bir fark buluaemtir ( p=0,372).

Tablo 4-3: Hastalarin timor yerine gore d&ilimi

TUmor Yeri
Toplam
Larenks Agiz boslugu
Azalmig 6 2 8
Rab25

Degismemis 26 4 30

% 84,20 15,80 100

Toplam 32 6 38




29

Degerlendirmeye alindan 43 hastanin patolojik evreilikkisi incelendginde,
31'inin Evre 4a’ya, 12'sinin ise Evre 3’e ait olglu goralmigtlr. Hastalarin patolojik

evrelerine gore dalimlar Sekil4-4'te gosterilmgtir.

Tuamor Evresi

u3

H 43

Sekil 4-4: Hastalarin patolojik evrelerine gore dgihmlarinin yuzde olarak ifadesi

Tablo 4-4'te goruldgu gibi, Evre 3 hastalarin 1'inde Rab25 ifadesi amgken,
11’inde dgsim gozlenmemiitir. Evre 4a hastalarin 8’'inde azalma gozlenirkgsijinde
degisim gozlenmemitir. istatiksel acidan, Rab25 ile evre gddendirildiginde,

aralarinda anlaml bir gki bulunamamytir. (p=0,204).

Tablo 4-4: Bas-boyun kanserinde Rab25 ifadesi ile patolojik evrarasindaki iliski

TUmor Evresi
Toplam
3 4a
Azalmis 1 8 9
Ekspresyon
Degismemis 11 23 34
% 28 72 100
Toplam 12 31 43
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Histolojik tiplerine gore dgerlendirilen hastalarin , 38’i yassi hicreli kaosm
2'si mukoepidermoid karsinom, 2’'si lenfoepitelyanberi karsinom ve 1’inin verriik6z
karsinom tiplerine ait oldtu go6zlenmgtir. Hastalarin histolojik tiplerine gore

dagihimlari Sekil 4-5'te g6zlenmitir.

Histolojik Tip

%4,65 72,33

%4,65

H ScC
B Mukoepidermoid
Lenfoepitelya

B Verrukoz

%88.37

Sekil 4-5: Hastalarin histolojik tipe gore dagilimlarinin ytzde olarak ifadesi

Tablo 4-5'te gosterildi gibi, skuam6z hicreli karsinom olan 38 hastariimd@
Rab 25 ifadesi azalgken, 30'unda d&éismemktir. LEnfoepitelyal tipe sahip hastalarin
l'inde Rab25 ifadesi azalgken,l’inde dgisim gbzlenmemitir. Mukoepidermoid tip
ve verrikdz karsinom olan hastalardgigien gézlenmeniitir. Histolojik tip ile Rab25
ifade seviyesi arasinda i istatiksel olarak incelenginde anlamli bir fark

bulunamamytir. (p=0,782).

Tablo 4-5: Bas-boyun kanserinde Rab25 ifadesi ile histolojik tiparasindaki iliski

Histolojik Tip
Toplam
SCC | Mukoepidermoid | Lenfoepitelya | Verrukoz
Azalmis 8 0 1 0 9
Rab25

Degisemis 30 2 1 1 34

% 88,37 4,65 4,65 2,32 100

Toplam 38 2 2 1 43
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Histolojik grada gore deerlendirilen hastalarin, 15'i grad 2, 17’si grad13,i
ise grad 4'tur. Hastalarin histolojik grada gorgitienlari Sekil 4-6’da gosterilmitir.

Histolojik Grad

%25,58

m %34,88

m2

m3

M 9%39,53

Sekil 4-6: Hastalarin histolojik grada goére dggilimlarinin ytizde olarak ifadesi

Tablo 4-6’da gosterilgi gibi, grad 2 olan hastalarin 2’sinde azalma ginken,
13'Unde dgisiklik gozlenmemgtir. Grad 3 hastalarin 2'inde Rab 25 ifadesi azgimi
12'sinde dgismemitir. Grad 4 hastalarin 2'sinde Rab25 ifadesi akahy 9'unda
desisiklik gozlenmemigtir. Istatiksel dgerlendirme sonucunda Rab25 ifadesi ile

histolojik grad arasinda anlamh birski bulunamamtir (p=0,519)

Tablo 4-6: Bas-boyun kanserinde Rab25 ifadesi ile histolojik grachrasindaki iliski

Histolojik Grad
Toplam
2 3 4
Azalmis 2 5 2 9
Rab25 . .

Degismemis 13 12 9 34

% 34,88 39,53 25,58 100

Toplam 15 17 11 43
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50 ya siniri icin dgerlendirmeye alinan hastalarin 6’si 5Gigaaltinda, 37’si
50 yain Uzerindedir. Hastalarin yeagore dgilimlari Sekil 4-7°'de gosterilmitir.

Yas

B <50
H >50

H %86

Sekil 4-7: Hastalarin yasa gore dgilhimlarinin yuzde olarak ifadesi

Tablo 4-7'de de goruldiul gibi, 50 yain altindaki hastalarin 1'inde Rab25
ifadesi azalmgken, 5’inde ifade d#&sikligi gozlenmemitir. 50 yain Uzerindeki
hastalarin 8'inde azalma gorilurken, 29'unda bigigklik gozlenmemitir. Istatiksel
degerlendirme sonucunda Rab25 ifadesi ile 5@ ganiri arasinda anlamli bir gki
bulunamamytir. (p=0.631)

Tablo 4-7: Bas-boyun kanserinde Rab25 ifadesi ile ywaarasindaki iliski

Yas
Toplam
<50 >50
Azalmig 1 8 9
Rab25 .. .
Degismemis 5 29 34
% 13,95 86,05 100
Toplam 6 37 43
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Cinsiyete gore dgerlendiriimeye alinan hastalarin, 40’1 erkek, 3'adkndir.

Hastalarin cinsiyete gore glami Sekil 4-8'de gdsterilmtir.

Cinsiyet

B Erkek

B Kz

%93,02

Sekil 4-8: Hastalarin cinsiyete gore dgilimlarinin yizde olarak ifadesi

Erkek hastalarin 7'sinde Rab 25 ifadesi azghenm, 33'Unde d#siklik
g6zlenmemitir. Kadin hastalarin 2’sinde Rab25 ifadesi azglriinde dgismemitir.
Rab25 ifade d#ésimi ile cinsiyet arasindaki gki istatiksel olarak incelenginde,

anlamh bir ilski g6zlenmemgtir. Rab25 ifadesi cinsiyetten giansizdir (p=0,106).

Tablo 4-8: Bas-boyun kanserinde Rab25 ifadesi ile cinsiyet arasdaki ili ski

Cinsiyet
Toplam
Erkek Kadin
Azalmig 7 2 9
Rab25 " .

Degismemis 33 1 34

% 93,02 6,98 100

Toplam 40 3 43
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5. TARTI SMA

Bas ve boyun kanserleri, gorilme sgliacisindan, tim kanserler arasinda
altinci sirada yer almaktadir (Gasco ve ark 20Q8k aamall karsinogenezde, genetik
ve epigenetik mekanizmalardaki gigkliklerin tanimlanmasinda iyi ornek afturan
yassi hucreli bave boyun kanserlerinde, etkigheis Ras, myc, EGFR gibi hicresel
onkogenlerin varfii gosterilmgtir (Ayan N 1995). Rab proteinleri, kiiciik GTPaz siip
ailesine ait, kesecik trafinden sorumlu, hicrelerarasgit@a proteinleridir (Chavrier P
ve ark. 1990). Sinyal iletimi, farklifma, c@alma, kesecik tanmasi, hicre iskeleti
olusumu gibi hicreselsiemlerde 6nemli rol oynayan Rab proteinlerinin, t&@’ fazla
dyesi oldgu bilinmektedir. Kanser patogenezinde yer alan Ratteinlerinin son
yillarda, kanserle i§kisi en son vurgulanmiiyesi, Rab25'tir (Cheng KW ve ark. 2004;
Caswell PT ve ark. 2007).

Rabl1 alt ailesinin tg¢ tyesinden biri olan Rab2i2lkromozomunda yex#,

9 kb uzunlgunda bir gendir. Rablla ile % 63 homoloji gosteRa25’in, dger Rab
proteinlerinden farkll bir bdanma dizisi bulunmaktadir. Rab25 ifadesi sadedtelep
kokenli hicrelerde gozlenirken, beyin, kalp, kagaci iskelet kasi ve mide duvarinda
Rab25’in ifade edilmedi bildirilmi stir (Goldenring JR ve ark. 1993).

Chia ve Tang, Rab25’in epitel tumor ilerleyigihi ve agressifiini arttirmada
a5Bl integrinle birlikte, 6nemli rol oynagini belirtmitir. Rab25, ¢ boyutlu
mikrocevrede hicrelerin yayihmi ve gocund arttidama5pl integrinle ortak hareket
eder (Chia ve Tang 2009). Rab25 &831 integrin iliskisi, integrini plazma zarina
dagitan kesecik yerkgminin artmasina neden olur (Caswell PT ve ark.720®ab25,
Rab Coupling Protein ile goudan veya dolayli olarak hareket ederek, integen

Epidermal Biyume Etmeni Reseptorini bir arada.tutar

Rab25 ifadesinin genel olarak gilik olmasina rgmen, MDCK hucrelerindeki
(Madin Darby Canin Kidney) fazla ekspresyonun, R2Win epitel hicrelerdeki
bazolateral-apikal gegnde negatif bir dizenleyici olgu belirtiimistir (Casanova ve
ark. 1999). Daha sonraki cahalarda da Lencer ve ark. Rab 25’in polarize MDCK
hiicrelerinde apikal-bazolateral gegiliizenledgi gosterilmgtir (Tzaban ve ark. 2009).
Bu bulgular, Rab25’in kutup$anis hiicre yizeyi dizeninde dnemli bir dizenleyici

oldugunu 6ne surer.
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Endozomal déngiimde yer alan Rab25, birgcok timordgriaifade olur ve
hiicresel biyoenerjinin ve otofajinin temel dizemdeyy olarak gdrev yapar. Artan
glikoz alimini ve hicresel biyoenerjiyi @ayan Akt'a bglanarak aktiflgmesini
sgilayan Rab25, besin stresi skilarinda apoptoz ve otofajiyi dnleyerek,gkalimi
sglar (Degenhardt K ve ark. 2006). Rab25'in yukse&ddsi, akut besin stresi
durumunda kanser hucreleringlevsel avantaj sgayarak, over ve meme kanserinde
artan agresffie ve az sgkalima neden olan, besin stresineskdirenc balatir. Boylece
Rab25, faydali bir biyomarker ve potansiyel terdpohedef olarak, hucresel

biyoenerjinin beklenmedik duzenleyicisidir (ChengvKve ark 2012).

Kolon kanseri, over kanseri, Wilms Tumorleri, mesare karager hucresi
kanserinde Rab25 ifadesinin atttgdsterilmgtir (Cheng JM ve ark.2006). Rab25 ayni
zamanda tumoér baskilayici olarak da rol oynamaktaddeme kanserinde 6strojen
reseptoru pozitif 6rneklerde %92 oranda yuksettdfgdzlenmiken, negatif 6rneklerde
%383 oranda ifade kaybi gozlemgtm. Bu sonuclar Rab25’'in meme kanserinin farkt al
tiplerinde, farkl glevleri oldygunu go6stermektedir (Cheng JM ve ark. 2006).
Hormondan bgimsiz meme kanserinde Rab25 ifade kaybi goziginmiCheng JM ve
ark. 2009). Fare Igarsak hicrelerinde Rab25’in kaybi ile kanser glinin artmasi
ili skilendirilen bir calsmada, Rab25 kaybinin, hiicre yilizeyinde proteingirah
dizenlenmesinde meydana gelegigiklikler nedeniyle, timor olgumunu arttirdiini

gostermgtir (Nam KT ve ark. 2010).

Rab25’in kanserle olan gkisi halen argtiriimakta ve glevinin mekanizmasi
bilinmemektedir. Her ne kadar meme, over, prostattnansisyonel hicreli mesane
kanserinde ifadesi artgwe bir onkogen gibi davrapngosterng olsa da, Rab25 ifade
kaybi ile, fare ince karsail ve insan kolorektal adenokarsinomda ve meme keuise
farkll alt tiplerinde timor olgumunun artmasiyla timoér baskilayici bir gen gibi
davranmaktadir (Goldenring JR ve ark 1993 ; Chéngd ark. 2009)

Bas-boyun kanserinde callmams olan Rab25'in, bu kanser turiindeki roltnt
belirlemek amaciyla yagimiz calsmada, Rab25 ifadesinin anlaml bir bicimde
desismediini gosterdik (p=0,00). Rab25’in hicbir klinik bulgla da ilskisi tespit
edilmemitir. Rab25 ifadesi kimi yerde bir onkogen 6z&llgosterirken, kimi yerde de
tumor baskilayict gibi davranmaktadir. Bu nedentmuglar beklenileni karar

nitelikte degildir. Bu sonug, Cheng ve Goldenrig’in gahalarina ters dig¢cek dizeyde
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bir sonug vernstir. Bas ve boyun kanserinde Rab25’in gorevini anlamak ayfaderi
argtirmalarin yararh oldgunu digtinmekteyiz.
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