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1. GIRIS ve AMAC

Larenks kanserleri, tim bas ve boyun kanserlerinin yaklasik %30 unu
olusturmaktadir. Bu bolge kanserleri lilkemizde en sik goriilen kanserler
siralamasinda %9,7 ile 6. sirada gelmektedir. Bu oran A.B.D.’de ise yaklasik %1
olarak bildirilmektedir. Aradaki belirgin farkin, iilkemizde kullanimi halen oldukca
yaygin olan tiitlin {riinlerine bagli olmasi olasidir. Kadin/erkek orani hemen esit
olarak bildirilmektedir. Goriilme siklig1 5. dekattan sonra yiikselise gegmekte ve 7.-8.
dekatlar civarinda tepe noktasina ulagmaktadir. Larenks kanserlerinin %90’dan
fazlast yassi hiicreli kanserlerdir. Bununla birlikte bu organi olusturan tiim doku
gruplarindan kaynaklanan; kondrom, adenokanserler, ndroendokrin timoérler, minor
tikrik bezleri tumorleri, indiferansiye karsinom gibi benign ya da malign

neoplazilere rastlamak mimkundar.

Larenks kanseri etyolojisinde ¢evresel ve genetik faktorler rol alir. Cevresel
faktorlerden Ozellikle sigara kullanimi ve alkol kullanimi en &nemli risk faktorii
olmakla birlikte HPV enfeksiyonu, sebze ve meyvelerden fakir diyet, kémdir tozuna
maruziyet, salamura et ve balik {irlinlerinin yogun tiiketimi de sorumlu tutulmaktadir.
Genetik faktorlerden de bazi enzimler, proteinler, mutasyon ve polimorfizmler 6n

plandadir.

Hig sigara icmeyenlerle oranlandiginda sigara tiryakilerinde belirgin olarak
bas-boyun bélgesindeki organlarda kanser goriilme sikligi ylksektir. Igilen sigara
miktari, kullanilan tiitlin tiirli, pasif sigara i¢imi ve sigara igme siiresi bagimsiz risk
faktorleri olarak kabul edilmektedir. Sigara igmeyen ancak sigara icgilen ortamlarda
dumana maruz kalan bireyler diger kanser ve kanser disi rahatsizliklarla beraber
larenks kanser gelisimi acgisindan da artmis risk grubunda kabul edilmektedir. Genel
olarak kabul goren, sigara dumanina maruz kalma agisindan bir emniyet siniri
olmadigidir. Sigara dumani, iginde en az 69 cesidi kanserojen oldugu bilinen 7000
kimyasal icermektedir.



Larenks kanserlerinde cevresel faktorlerin yani sira genetik faktorler de
sug¢lanmaktadir. Bazi proteinlerin/enzimlerin iiretiminden sorumlu genlerin varligi ve
polimorfizm sorumlu tutulmaktadir. Yapilan ¢alismalarda timor baskilayict gen
mutasyonlar1 ve diisiik gen ifadesinin, birgok kanserde oldugu gibi larenks kanseri

gelisimi, invazyonu, lenf nodu ve uzak metastaz gelisiminde rol aldig1 gosterilmistir.

Biz bu caligmada larenks kanseri tanili hastalarda ve saglikli kontrol
grubunda, daha 6nce bir takim hastaliklarla ve malignitelerle iliskisi gosterilmis olan,
glukoz metabolizmasi ve hiicre i¢i transportundan sorumlu GLUT1 (rs710218),
dokunun hipoksiye adaptasyonunu regiile eden HIF1a (rs11549465) ve immiin yanit
reglilasyonunda rol alan TBX21 (rs17250932) gen polimorfizmlerinin sikligi ile
larenks kanseri gelisimi ve tiimor biiyiikliigii, histolojik grade, lenf nodu metastazi ve

uzak metastaz iligkisini aragtirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Larenks Embriyoloji ve Histolojisi

Larenks, boyunda ¢nde ve orta hatta kikirdak ve iskeletten olusan, cevresine
ligamentler ve membranlar ile asihi, mobil, internal kaslarinin ¢alismasi ile 6ncelikli olarak
alt solunum yollarmin korunmasi, solunum ve fonasyon gérevlerini tistlenen bir organdir.
Yeni doganlarda 1-4. servikal vertebralar arasinda yer alan larenks, puberteye
kadar yavasca asagiya iner. Puberte sonrasi erkeklerde daha belirgin olacak sekilde

blylyerek 3-6. servikal vertebralar arasinda normal konumunu alir.

Larenksin taslagi intrauterin yasamin 33. giiniinde olusur; 7. ve 8. haftalarda
sekillenme belirginlesir (1). Brankiyal arklardan larenks ve komsu yapilarin gelismesi
sOyledir:

- 2. brankiyal ark olan hiyoid brankiyal arkinin (Reichert kikirdagi) 6n kismindan hiyoid
kemigin {ist kismm ve kii¢tik boynuzu; arka kisimdan stapes, stilohiyoid proces ve stilohiyoid

ligament,

- 3. brankiyal arktan hiyoid kemigin alt kism1 ve biiyiik boynuzu,

- 4. brankiyal arktan tiroid kikirdak,

- 5.ve 6. brankiyal arklardan krikoid kikirdak ve aritenoid kikirdaklar (2).

Memelilere 6zgu olan epiglotun kikirdak yapist ise farkli olarak brankiyal ark yapisindan
kaynaklanmaz (2).

Tirohiyoid membran ve ekstrinsik kaslarinin tutunmasiyla fonksiyonel
olarak larenksin bir pargasi olarak ¢alisan hiyoid kemik bir korpus, birer ¢ift biiyiik
ve kii¢iik boynuzlardan olusur. Kiigiik boynuz ikinci brankial arktan, blyik
boynuz ve korpus ise lgiincli brankial arktan gelisir. Korpusa suprahiyoid ve

infrahiyoid kaslar yapisir.

Sekizinci haftada olusan vokal kordlar, vokal ligamentlerin mukozal tabakasim
olusturur. Vokal kordlarin kraniyalinde olusan ikinci plika giftine ventrikiler band denir.
Larenks kaslar1 3. ve 4. postoral arklarin mezenkiminden kdken alir ve bu arklar innerve

eden vagal sinirin superior farengeal dali ve rekiirrent larengeal dah yoluyla innerve olur (2).

Supraglottik bolge bukkofarengeal tomurcuktan, (3. ve 4. brankiyal arklardan)



glottis ve subglottis de trakeobronsiyal tomurcuktan (5. ve 6. brankiyal arklardan) gelisir.

Farkli embriyolojik kaynaktan gelen supraglottik ve glottik bolgelerin vaskuler,
lenfatik ve sinirsel yapilarin anatomik kaynaklari da farkhidir ve bu da supraglottik
kanserlerin glottise yayilmasindaki azhigi agiklar (3).

Embriyonik yasamin ortalarinda, krikoid kikirdagin alt ucu 4. servikal vertebranin
st hizasma gelecek sekilde yerlesir. Boylece larenks, nazal havayoluna paralel

durumundan, dik a¢1 yapar duruma geger (3).

Endolarenks mukozasi silyali ¢ok katli kolumnar epitel ve cok katli yassi
epitelden olusur. Cogunlugu respiratuvar epitelle doseli olmakla birlikte epiglotun
suprahiyoid kismi ariepiglottik kivrimlarin iist kisimlart ve vokal kordlarin serbest

kenarlar1 ¢ok katli yassi epitelle kaphdir.

2.2. Larenks Klinik Anatomisi
2.2.1. Larenks Boslugu (Endolarenks)

Larenks kavitesi, farenksle iligkili larengeal giristen, krikoid kikirdak alt

kenarina kadar devam eder. Vokal kordlar larenksi ii¢ bolgeye ayirir:
2.2.2. Supraglottik Bolge

Vestibulum larenks: larengeal kavitenin farenkse agildigi bir bosluktur.
Ventrikiiler bantlarla larenksin girisi arasindaki yer olup, yukarida genis, asagida
dardir. Onde epiglotun serbest kenarlariyla, yanlarda ariepiglotik plikanmn serbest
kenarlartyla, arkada aritenoid kikirdaklar ve bunlarin arasinda seyreden aritenoid

kaslar ve Uzerini orten larengeal mukozayla sinirlidir.

Ventrikiiler bantlar: 6nde petiolun hemen altina, yanlarda tiroid kikirdaga ve
arkada aritenoid kikirdagin anterolateral yiiziine yapisir. Ventrikiiler bant mukozasi

cok sayida serdz ve mukoz glandlar igerir.

Ventrikiil: Yukarida ventrikiil bant ile asagida vokal kordlar arasindaki
girintidir. On kisminda, tiroid Kartilaj medial yizeyi ile ventrikil bant arasindan
yukart dogru uzanan ve sakkiil (ventrikiler apendiks) adi verilen kiiglik bir pos

vardir.



2.2.3. Glottis

Vokal kordlar, 6n komissiirde fikse, aritenoidlerin vokal progesine yapistigi
arka komissturde ise hareketlidirler. Vokal kordu 6rten ¢ok katli yassi epitel altindaki
vokal ligamente sikica baglidir. Rima glottis, 6nde vokal kordlar, arkada da aritenoid
kikirdaklarin vokal ¢ikintilar1 ve tabanlari arasindaki acikliktir. Onde vokal kordlar
arasindaki intermembrandz bolim rima glottisin 3/5 ini olusturur. Arkada
aritenoidler aras1 alan ise interkartilajin6z bolge olarak adlandirilir. Yetiskinlerde Ust

solunum yolunun en dar kismdir (4).
2.2.4. Subglottik Bolge

Trakeaya kadar olan bu bdliim, vokal kordlarn alt i¢ ylizeyinden, krikoidin
alt seviyesine kadardir. Yanlarda konus elastikus yer alir. Ust boliimii eliptiktir,

asagiya dogru genisleyip sirkiiler bir yap1 kazanarak trakeayla devam eder (4).
2.3. Larenks Kanserinde Etiyopatogenez

Larenks kanseri diinyada yillik tan1 alan tim malignitelerin yaklasik % 2-5'ini
olusturmaktadir (5). Bas-boyun kanserlerinin deriden sonra en sik rastlanan
yerlesimidir. Sigara ve alkol maruziyetinin erkek ve kadinlarda esit olmasindan

dolay1 erkek/kadin igin 6/1 orani esit seviyelere yaklagsmustir.

Larenks kanserinin buyiik bolimu glottik kanserlerdir (% 55-75). Supragottik
kanserler % 24-42'sinden sorumludur. En nadir larenks kanseri ise subglottik
kanserlerdir (% 1-6).

Larengeal kanserler en sik 5-7. dekatlar arasinda goralir.

Larenks kanserinde en biyuk etken titin kullanimidir (6). Sigara
icmeyenlerde larenks kanserinin gorilmesi son derece nadirdir. Gunluk igilen sigara
sayisl ile yasa gore 6liim orani arasinda neredeyse lineer bir korrelasyon mevcuttur.
Onemli bir husus da, tiitiindeki kanserojen maddenin nikotin olmadig1, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar1 igeren rezidii katranin karsinojenik oldugudur. icilen sigara
miktart ile kanser riski dogru orantilidir. Sigara kullaniminin birakilmasindan 5-6 yil
sonra kanser riski diigmeye baslar ve yaklasik 15 yil sonra hi¢ sigara igmeyenler ile

ayni risk sinirina iner.



Alkolln etkisi sigara icin ko-karsinojendir. Daha ¢ok supraglottik timaorlerde
kanserojen etkinlik sergiler.

Larengeal kanser icin herediter predispozisyon bu hastalarda saptanan ylksek
doz arilhidrokarbon hidroksilaz duzeyleri ile iliskili bulunmustur. Primer larenks
kanser dokularinda saptanan bir hyaluronidaz tipi olan PH-20 metastatik lezyonlarda
daha da yiiksek bulunur ve boylece tiimor belirteci olarak kullanilir ve bdylelikle
prognostik degere sahiptir (7). Herpes simpleks enfeksiyonundaki artmis larenks
kanseri insidansi ise bu hastalarda g0zlenen immunosupresyona baglanmistir.
Retinoblastom protein varliginin saptanamamasi yiiksek oranda lenf nodu metastazi
varligint gosterir ve bu olgularda 5 yillik survey istatistiksel olarak diistiktiir (8).
Laringoseller ve p53 (timor supressor proteini) suglanan diger etmenlerdir (9,10).
p53 genindeki mutasyonlarin da larenks kanserli hastalarin tedavilerinin sonucuyla
iligki oldugu bulunmustur. p53 gen mutasyonlarinin bu 0ngorl ozelligi giiniimiizde

iist diizeyde arastirmalarin ilgi alanidir (11).
2.4. Larenks Kanserinde Fizyopatoloji

Larenks kanserinin yayilim sekli ve davranisi lezyonun yerine baglhdir.
Timor yayihimimi engelleyen dogal bariyerlere invazyon olursa prognoz oldukca
kotiilesir. Kikirdak invazyon en sik ligamanlarin baglanma noktalarinda ve ossifiye

kikirdak noktalarinda gorilur. Perinéral yayilim nadirdir.

Supraglottik ttimorler epiglot yoluyla preepiglottik bosluga ve vallekilaya
yayilabilirler veya kuadrangiiler bosluk icinde yukari uzanarak piriform siniise
invazyon yaparlar. Bu tumorlerin boyunda bilateral level II ve III lenf nodlarina
drene olan zengin lenfatik agi, tim T evrelerinde %25-75 siklikta goriilen unilateral

ve bilateral servikal metastazlarin sebebidir (12,13).

Suprahiyoid epiglot kanserleri ¢ogunlukla ekzofitiktir ve kikirdak harabiyeti

ve derin invazyon potansiyeli kisithdir.

Infrahiyoid epiglot kanserlerinin ise epiglottik kikirdak iizerindeki
fenestralardan gegerek, tiroepiglottik ligaman araciligiyla, preepiglottik bosluga,

daha sonra da vallekula ve dil kokiine yayilim &zellikleri bulunur.



Ventrikiler band tumorleri genellikle Ulserasyon ve derin infiltrasyon
gosterir. Tiroid kikirdak tutulumu geg¢ gorulir.

Ariepiglottik plikalar ve aritenoid kikirdaklarin kanserlerinin biyolojik
davraniglar1 daha cok piriform sinus kanserlerine benzediginden, supraglottik
lezyonlar olarak degil de marjinal timorler olarak siiflandirilirlar ve yuksek oranda

submukozal yayilim, erken servikal ve uzak metastaz yaparlar (14).

Glottik lezyonlar genellikle vokal kordlarin 6n yarisindan veya serbest
kenarinin stiperior yiizeyinden kaynaklanirlar. Derinde vokal kasi tutabilirler.
Paraglottik bosluk tutuldugunda, yayilimi sinirlayacak hig bir bariyer noktas1 kalmaz.
Krikotiroid membran hizasinda ekstralaringeal yayilim siktir. Tiroaritenoid kas

invazyonu vokal kord fiksasyonunun en sik nedenidir.

Subglottik lezyonlarda, bu bdlgede mukoza ve altindaki kikirdak arasinda
bariyer olusturacak herhangi bir kas bulunmadigindan krikoid kikirdak ve krikotiroid
membran invazyonu sik gozlenir. Erken ddnemde kord fiksasyonu yapabilir.
Delphian nodunun klinik 6nemi rekdrren lenf zincirine (Guaggenheim) ve mediasten

lenf zincirine yayilmasina araci olmasidir (3,15).

Cok nadir gorilen posterior komissir lezyonlari genellikle erken evrede
bilateral vokal kord fiksasyonuna, dolayisiyla erken trakeotomi ihtiyacina yol agarlar.

2.5. Larenks Kanser Gelisiminde Etkili Oldugu Diisiiniilen Proteinler
2.5.1. GLUT1 (Glucose Transporter Isoform 1):

GLUTI ya da SGLTI, insanin biitiin dokularinda bulunur ancak o6zellikle
alyuvarlarda bulunur. Aymi zamanda beynin kan damarlarindaki diiz hiicrelerin
koruyucu kilifina tutunmuslardir (16). Beyine glukoz taginmasi kan-beyin engelinden
sodyumdan bagimsiz olan yliksek molekiil agirlikli glukoz tasiyici protein GLUT1
araciligr ile gerceklesir. Diger tasiyici proteinler beyinde farkli hiicre tiplerinin
membranlarinda mevcuttur. Astrositler diisiik molekiil agirlikli glukozillenmis
GLUT1’ce zengindir (17). GLUT!’in glukoza giicli bir afinitesi vardir ve
alyuvarlarin ve beynin dogru fonksiyon gosterebilmesi i¢in uygun olan glukoz

seviyelerini almasini saglar (16).



SLC2AT1 geninin kodladigi GLUT1 12 alfa-helikal transmembran yap1 igerir
ve hiicrelerin bazolateral ylizeylerinde yerlesim gosterir. Glukoz konsantrasyonuna
bagl olarak, GLUTI hiicrenin dis yiizeyinden i¢ yiizeyine dogru tek yonli glukoz
transportuna aracilik eder (18). Glukoz transporter siper ailesi, insan genomunda
tanimlanmis 14 izoformdan olugmaktadir (16). Bunlardan ilk tanimlanmis olan
GLUTI, ilk olarak eritrositlerden elde edilmis ve ayni1 zamanda iizerinde en fazla

calisma yapilmis olanidir.

GLUTTI seviyesi glukoz metabolizmasina bagli olarak biitlin hiicre tiplerinde
farkli olarak goriiliir. GLUTI en c¢ok kardiyovaskiiler sistemde, beyinde
(astrositlerde), alyuvarlarda, daha az olarak da karacigerde, kaslarda, bobrekte
(tibller ve glomeriler alanlarda) ve adip6z dokuda bulunur (18). Kanser
hiicrelerinde glukoz tasinim ve metabolizmasinda anahtar hiz kisitlayici faktordiir.
GLUT1 ekspresyonu normal epitelyal hucrelerde ve benign epitelyal tumdrlerde
biylk olglde saptanamaz. Bununla birlikte, GLUT1 insan karsinom tiplerinin
cogunda asir1 eksprese olmaktadir. Glukoz transporter’in belli bir tipinin belirgin
sekilde up regiilasyonu tiimoér biyolojisinde 6nemli bir rolii olduguna isaret
etmektedir. Bu yuzden insan karsinomlarindaki artmig GLUT1 ekspresyonu ayni
zamanda artmig bir metabolik durumu, artmis enerji kullanimini, ve bunlara iligkin
agresif ve metastatik davranistaki artis1 gostermektedir. Gergekten de GLUT]1 protein

ekspresyonu solid tiimorlerin genis bir dagiliminda kotii prognozla baglantilidir (19).

Kanser hicreleri metastaza yol acan anormal proliferasyon icin yiksek
enerjiye ihtiya¢ duyan hiicrelerdir. Bu enerji anaerobik glikoliz ve bir adet glukoz
molekiiliinden elde edilen 2 ATP molekiilii tarafindan saglanmaktadir. Boylelikle,
hipoksik hiicrelerde glukoz alimi asir1 sekilde artmis olarak goriiliir. Hipoksik
durumdaki kanser hiicrelerinin proliferasyonu ve sagkaliminda diizenleyici olarak
gorev alan bir diger yap1 olan HIFla, HRE’ye (hypoxia responsive recognition
element) baglanir ve GLUT1’i de kapsamak Uzere hedef genlerin transkripsiyonunu
arttirir (18).

GLUT1 hipoksiye hiicresel cevapta rol oynadigi bilinen 6nemli bir hedef
mediyatordir. Bliylime faktorleri, instlin, glukoz gibi molekillerin etkisi, hiicresel
diferansiyasyon ve transformasyon gibi durumlar; daha da 6nemlisi hipoksi GLUT1



protein diizeyini degistirebilir. Kolorektal, ovaryan, endometriyal, gastrik, pulmoner,
tirotelyal tiimorlerde; ayrica karaciger, meme, tiroid ve ampulla vateri
neoplazilerinde aberran GLUT1 ekspresyonunun bulundugu ve bu ekspresyonun
prekanserdz lezyonlarda neoplastik progresyonun ya da agresif biyolojik davranisin

bir gostergesi oldugu gesitli calismalarda belirtilmistir (20).
2.5.2. HIF10 (Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha):

Insanda hipoksiyle indiiklenen genleri etkinlestiren HIF 1o, gen proteini, HIF1
gen ailesinin en iyi bilinen temel elemanlarindan biridir. HIFla geni; 14q23.2

kromozom bdélgesinde bulunan 15 ekzon ve 14 introndan olusan bir gendir (21).

HIF1, iskemiye yanittaki anahtar bir erken mediyatordur (22). En solid
timorlerde diisiik oksijen konsantrasyonlarina cevap olarak eksprese olur (23). HIF1
a ve B subiinitelerinden olusan bu heterodimer, sagkalimi, glikolizi ve anjiyogenezi
tesvik eden gii¢lii bir transkripsiyon faktoriidiir. Transkripsiyonel aktivite birincil
olarak, neovaskiilarizasyonda 6nemli bir rol oynayan a subiinitesinin oksijenle regiile
olan yikimina baglhdir (22). HIF1a pH diizenlemesi, anaerobik glikoliz, anjiyogenez
ve hiicre proliferasyonu gibi, hipoksi durumlarindaki adaptasyon ve hicre
sagkalimiyla ilgili mekanizmalara iliskin 60 geni aktive eder (23). HIF1a, hipoksiyle
indlklenen genleri aktive ettigi saptanan ilk proteindir (21). Kanserin gelisim ve

progresyonunda anahtar bir rol oynar (23).

Hipoksik sartlar altindayken, HIFlo’nin [ subiinitesi ile birlesmesi
indiiklenir, Ardindan bu yap1 niikleusa hareket eder ve gen transkripsiyonunu
baglatir. Bu HIF1 bagmli gen ekspresyonunu aktive etmek icin, timor

mikrogevresindeki hipoksinin yeterli oldugunu bize gostermektedir (24).

Bazi insan kanserlerinde, muhtemelen intratimoral hipoksi veya genetik
alterasyonlar sonucu HIFla ve HIF2o’nin asir1 ekspresyonu bulunmugstur. Timor
bliytikligl artarken, tiimor kiitlesinin igerisi yeterli kan damari1 olusturuluncaya kadar
giderek hipoksiklesir. TUmor icerisindeki hipoksik kosullar HIF1 stabilitesini ve
aktivitesini artirabilir. Immunohistokimyasal analizler normal dokularda olmamasina
karsilik; benign tiimorlerde saptanabilir miktarlarda, malign tiimorlerde artmis

miktarlarda, metastazlarda ise asir1 miktarlarda HIFlo  proteini bulundugunu
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gostermistir. Arastirmalar HIF1o geninde bulunan polimorfizmlerin ifadelenen

proteinlerin aktivitesinde etkili olabilecegini gostermistir (21).

Kanserin ilerlemesinde HIF1’in roliine ait bilgiler, insan kanser biyopsi
ornekleri ve deney hayvanlari ¢alismalarina dayanir. immiinohistokimyasal analizler
ile HIF1’in kolon, meme, akciger, over, prostat, deri ve mide dahil olmak (izere
birgok insan malign kanserlerinde asir1 ekspresyonu gosterilmistir. Daha da Gtesi,
meme ve kolon kanser metastazlarinin pek ¢ogunda HIFla birikimi saptanmis ve
kotii yasam sonuglariyla iliskilendirilmistir. Bu goriis yetersiz HIF1a’ya sahip fare ve
insan kanser hiicre serilerinde yapilan deneylerle desteklenmistir. HIF1a protein
seviyelerinin ¢esitli kanserlerde, yeni tedavi stratejileri planlanirken bir biyobelirteg

olarak kullanilabilecegi 6ne stiriilmiistiir (21).
2.5.3. TBX21 (T-box Transcription Factor Protein 21):

TBX21, Th1/Th2 (Thelperl/Thelper2) polarizasyonunu saglayan, cok énemli
bir transkripsiyonel regilasyon genidir (25). T-bet, T-box transkripsiyon ailesinin bir
tiyesidir ve Thl farklilasma ve fonksiyonlar1 ile iligkili anahtar transkripsiyon
faktorudir. T-bet’in eksik oldugu T hiicreleri Thl hiicrelerine farklilasamaz.
Farklilasmadan sonra Thl efektor hicreler IFN-y, TNF-a gibi makrofaj, NK
hicreleri ve CD8+ T hucrelerini uyaran proinflamatuvar sitokinlerin Gretimi ile
karakterizedir ancak Thl fonksiyonlar1 dengelenmezse inflamatuvar hastaliklar ve

doku hasari ortaya ¢ikabilir (26).

Th1/Th2 hiicreleri arasindaki dengede esansiyel bir regiilator olarak, Th2
hiicrelerinde degil ancak IFN-y (reten Thl hicrelerinde eksprese olur (25).
(Molekiiler diizeyde Thl ve Th2 hiicrelerinin farklilasmasi i¢in farkli transkripsiyon
faktorleri gereklidir. Bunlardan Thl hiicreleri igin ““ T box expressed in T cells” (T-
bet) ve Th2 igin “c-Maf” ve “GATA-3” en onemlileridir.) Son zamanlarda bir ¢ok
yayinla kanitlandig iizere TBX21 geni, konagin kanser gelisimine immun yanitini

diizenlemede rol oynar (25).
2.6. SNP (Single Nucleotide Polymorphism):

Pek c¢ok bireyin kromozomlarinda ayni yerdeki DNA dizileri birbirine
benzerlik gosterir (27). Insan genom dizilim caligmalari her insan genomunda

DNA’nin %99.9 benzerlik gosterdigini kanitlamistir. Geriye kalan % 0.1°lik fark,
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bireysel genotip ve fenotipik degisikliklerin sorumlusudur (28). Bir genin belli bir
lokustaki alternatif kopyalarindan her biri allel olarak isimlendirilir. Alleller, yaygin
oldugu zaman genel popiilasyonda kromozomlarda %1’den daha fazla bulunur;
Bunlar da genetik polimorfizm olarak bilinirler. Aksine, alleller %1’den daha az
sikliktaysa, nadir degisimler (rare variants) olarak isimlendirilir. Intronlarda ve
genler arasinda lokalize olmus DNA dizilerinde degisim gosteren bazi aileler vardir.
Bunlar, herhangi bir genin fonksiyonu icin 6nemsizdir ve sadece direkt DNA
analizleri ile belirlenir. Genlerin kodlanan dizi degisimleri farkli protein ¢esitliligine,
bu durum da farkli fenotiplerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Genetik hastalia neden
olan zararli mutasyonlarin pek cogu nadir degisimlerdir. Agir genetik hastaliga neden

olan mutant alleller genetik ¢esitliligin bir sonucudur (27).

Biitiin polimorfizmler, DNA dizilerindeki farkliliklarin bir sonucu olmasina
ragmen, DNA dizilerinin incelenmesinden ziyade, alleller tarafindan kodlanan

proteinlerdeki ¢esitlilik incelenerek, bazi polimorfik lokuslar ¢aligilmistir.

DNA analizlerinden c¢ok, degisik proteinler lizerindeki ¢aligmalar, daha fazla
bilgi verici olmaktadir. DNA dizilerinin degisimlerinden daha ¢ok polimorfik
allellerin iriinii olan bu proteinler, farkli fenotiplerden sorumludur. Bu nedenle,
cevre ile birey arasindaki iligkiyi, genetik ¢esitliligin nasil etkiledigini bize aciklayan
bu degisik proteinlerdir. Regiilator bolgede polimorfik alleller, genlerin
transkripsiyonel regulasyonunu etkileyerek fenotiplerin belirlenmesinde énemli rol

oynayabilir.

Herhangi bir bireyin, tiim lokuslarin yaklasik %20'sinde allellerin yapisal
olarak farkli polipeptidler i¢in heterezigot olabildigi gosterilmis; farkli etnik
gruplardan bireyler mukayese edildigi zaman, proteinlerin biiyiik bir kisminin tespit
edilebilen polimorfizmi gdsterdigi saptanmigtir. Bdylece, kendi enzimlerinin
yapilisim ve diger gen {riinlerini iceren insan tiirleri icinde, dnemli derecede
biyokimyasal bireysellik (chemical individuality) vardir. Birgok biyokimyasal

yoldaki iiriin etkilesim halindedir.

Buradan, saglik durumu her ne olursa olsun, her bir bireyin genetik olarak
kendine 6zgii kimyasal olusuma sahip oldugu ve bu nedenle ¢evreye, beslenmeye ve

farmakolojik etkilere kendine 6zgiil cevap verecegi sonucuna varabiliriz (27).
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Restriksiyon enzimler, DNA'daki dizileri 6zgil olarak tanir ve sonug olarak,
genomik DNA’da dizi degisiklikleri, belirli kesim bolgeleri yaratir veya onlar1 yok
eder. Bu nedenden dolay1 boyutlar1 degisen bir veya birden fazla DNA fragment
Southern Blot ve klonlanmis DNA probu ile hibridizasyondan sonra goériiniir hale

gelir.

1970'lerin sonlarinda genom analizi i¢in Southern Blot tekniginin
uygulanmasindan kisa bir siire sonra, restriksiyon enzim bdlgelerinin dagiliminin
biitlin insanlarda tam olarak ayni olmadig1 kesfedilmistir. Bu yontem ile belirlenen
enzim kesim yerlerindeki DNA degisimleri, Restriction Fragment Length
Polymorphisms (RFLPs) olarak adlandirilir. Farkli fragment uzunluklari, bir DNA
lokusunda ko-dominant alleller olusturur. Bundan dolay1 RFLP, Southern Blot ile
kolayca arastirilabilir ve farkli fragment uzunluklari genotipin dogrudan yansimasi
olarak yorumlanabilir. RFLP'ler tek niikleotid degisimlerinden ¢ok, delesyon veya

insersiyondan dolay1 da olabilir.

Belirli restriksiyon endoniikleaz kesilme bolgelerindeki degisimlerden olusan
RFLP'ler tek niikleotid polimorfizmi “Single Nucleotide Polymorphisms” (SNPS)
olarak bilinir ve genel polimorfizm smiflandirilmasinin kiigiik alt grubunu olusturur.
Modern teknikler sadece restriksiyon bolgelerini degistiren SNP'leri degil, diger
SNP'lerinin belirlenmesinde de kullanilir. SNP'ler ¢cok yogun genetik haritalarin
yaratilmasi i¢in milkemmel belirleyici olarak kullanilabilir. Kompleks hastaliklardan
sorumlu belirli genlerin kalitimini incelemek agisindan SNP'lere gereksinim vardir.
SNP'lerin birgogu, belirli pozisyonlarda bulunan iki farkli baza uygun iki allele

sahiptir.

SNP’lerin kesfi, belirli genlerin bireysel kopyalarinin gergekten tek oldugunu
gostermektedir. Kavram olarak DNA polimorfizmleri yeni bir sey degildir; bunlar
protein polimorfizmleri aragtirmasinda uzun siiredir gézlenen genoma ait degisimin

basit olarak molekdler bir gorinumudir (27).

Bir hastaligin ortaya ¢ikisinda ve medikal tedaviye verilen yanitta ¢evre, yas,
beslenme, yasam bi¢imi gibi faktorlere ilaveten, genetik yapidaki degisikliklerinin de
rol oynadigr inkdr edilemez. Bu ylizden toplumlarin genom yapisindaki

varyasyonlarin ve kisisel gen mutasyonlarinin ¢alisilmasi kanser olusum riskinin, ilag
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toksisitesi ve etkinliginin belirlenmesinde yararli olmaktadir. SNP’ler insan
genomunda en sik bulunan (ortalama her 1000 nukleotitte bir) DNA dizi
degisimleridir. Diger genetik polimorfizm tipleri; degisik uzunlukta ikili ya da {i¢li
niikleotit tekrarlar1 ve DNA’da eksilme ya da artmalari igerir. Ister dongii diizenleyici
molekil, isterse yiizlerce hiicresel islevden birinden sorumlu olan herhangi bir genin
kodlayic1 bolgesindeki degisiklik, genin iirlinii olan fenotipi etkiler. Genin ifadesi ise
cogunlukla genin promotdr ya da enhancer gibi diizenleyici bolgeleri ve bu bolgelere
baglanan transkripsiyon faktorleri ve diger yardimci diizenleyici molekiillerle kontrol
edilir. Genin kontrol bdlgesindeki niikleotit degisiklikleri ve diger genlerden
olusturulan ve bu diizenleyici bolgeleri tanityip baglanan diizenleyici proteinlerin
genlerinin kontrol ve kodlayict DNA bolgesindeki niikleotit dizi degisiklikleri genin
ekspresyon diizeyini (ifade edilme diizeyini), bir baska deyisle iirlin olusumu ve
miktarm1 etkiler. Bdylece bir genin ekspresyon diizeyi, hem genin Kkontrol
bolgesindeki DNA diziliminin hem de bu bdlgeye baglanan diizenleyici
transkripsiyon faktorlerinin farkliligindan dolay1 kisiden kisiye degisebilir (28).

Polimorfizmler, tiim insan genetik arastirmalarinda anahtar niteligindeki
elementlerdir. Genin mubhtelif formlarim1 veya genomun farkli bolgelerini ayirt
edebilmek i¢in kullanilmaktadir. Genetik belirleyiciler tibbi genetikte kullanim i¢in
pratiklik sunar. Baglanti analiz yolu ile kromozomlarin belirli bdlgelerindeki
genlerinin haritalanmasi, genetik hastalikta dogum oncesi tani, genetik hastaliklarda
heterozigot tasiyicilarin belirlenmesi, koroner kalp hastaligi, kanser ve diyabet gibi
yaygin yetiskin hastaliklara yatkin kisilerin yiiksek ve diisiik risklerin
degerlendirilmesi adli tipta ve babalik testinde kullanim ve organ transplantasyonu

icin doku tiplenmesi tibbi genetik kapsami i¢indedir (27).

Biz bu caligmada larenks kanseri tanili hastalarda ve saglikli kontrol
grubunda, daha once bir takim hastaliklarla ve malignitelerle iligkisi gosterilmis olan,
glukoz metabolizmasi ve hiicre i¢i transportundan sorumlu GLUTL1 (rs710218),
dokunun hipoksiye adaptasyonunu regiile eden HIF1a (rs11549465) ve immiin yanit
regulasyonunda rol alan TBX21 (rs17250932) gen polimorfizmlerinin sikligi ile
larenks kanseri gelisimi ve tiimor biiyiikliigi, histolojik grade, lenf nodu ve uzak

metastaz iligkisini aragtirmay1 amacladik.
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Calismaya Dahil Edilme ve Calisma Dis1 Birakilma Kriterleri
-En az 30 yasinda olmak,
-En az 20 paket yil sigara igme Oykiisiiniin olmasi,
-Hasta grubundakilerin larenks kanseri haricinde hastaliga sahip olmamasi,

-Kontrol grubundakilerin herhangi bir hastaliga sahip olmamasi ve 1. derece

akrabalarinda larenks kanseri olmamasi.
3.2. Polimorfizm Tespit Yontemi
3.2.1. DNA izolasyonu

Kan orneklerinden ROCHE (High Pure PCR Template Preparation Kit)
izolasyon kiti kullanilarak asagidaki sekilde DNA izolasyonu yapilmistir:

-High Pure PCR Template Preparation kiti ile calisildi. (Oda 1sisinda
saklandz.)

-Liyofilize haldeki Proteinase K (pembe kapak) 4,5 ml distile su eklenerek
alikotlandi.

-Inhibitor Removal Buffer (siyah kapak) 20 ml etanol eklenerek hazirlandi.
-Wash Buffer (mavi kapak) 80 ml etanol eklenerek hazirlandi.
-1,5 ml lik eppendorf tuplere 200 pl kan 6rnegi alinda.

-Uzerlerine 200 pl Binding Buffer ve 40 pl Proteinase K eklenerek iyice mix
edildi.
-10 dk 72° C’de inkiibasyona birakildi.

-Daha sonra her tipe 100 pl isopropanol eklendi ve pipetle mix edildi. (Bu

islem DNA’larin ¢cokmesini saglamak amaciyla yapildi.)

-Denek sayis1 kadar koleksiyon tupl ¢ikartildi ve her birine filter tup

yerlestirildi.
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-Hazirlanan bu karigim koleksiyon tuplerine aktarildi. 8000x g’de 1 dk

santriftj edildi.
-Koleksiyon tupleri atild: ve filtreli tlpler yeni koleksiyonlara alindi.

-Her tiipe 500 pl Inhibitér Removal Buffer eklendi (siyah kapak). 8000x g’de
1 dk santriftyj edildi.

-Koleksiyon tupleri atild: ve filtreli tlpler yeni koleksiyonlara alinda.

-Her tupe 500 pl Wash Buffer (mavi kapak) eklendi. 8000x g’de 1 dk

santriftj edildi.
-Koleksiyon tupleri atild: ve filtreli tlipler yeni koleksiyonlara alindu.

-Her tiipe 500 pl Wash Buffer (mavi kapak) eklendi. 8000x g’de 1 dk

santriftj edildi.
-Koleksiyonlardaki sivi dokiildii ve tekrar 13000x g’de 10 saniye spin yapildi.
-Koleksiyon tupleri atildi ve filtreli tipler 1,5ml’lik eppendorflara alindi.

-Her tlipe 6nceden eppendorflara boliinerek hazirlanmis ve 72° C’de bekleyen
Elution Buffer’dan 200 pl eklendi.

-8000x g’de 1 dk santrifiij yapildi.
-Filtreli tipler atildi ve DNA‘lar ependorfta idi.

-Elution Buffer; filtredeki 6zel camsi yiizeye baglanmis olan DNA‘yi

filtreden ayird1 ve eppendorf tiipte toplamamizi sagladi.
-Bu sekilde DNA 6rnekleri -20 C° de saklandi.

-Izolasyonun ardindan DNA konsantrasyonlar1 spektrofotometrik yontemlerle
Olglldu. Elde edilen DNA orneklerinin konsantrasyonu ve safliklari 260 ve 280 nm
dalga boylarinda absorbanslarmin &lgiilmesiyle belitlendi. Izole edilen DNA’larin
safligt 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslarmin orani ile kontrol edildi. (ideal
safliktaki kaliteli DNA’nin A260/A280 absorbans oraninin 1,8-2,0 olmasi beklenir;
Genel olarak reaksiyon basima 30-100 ng DNA’nin MSI tespitinde yeterli olacagi

diistiniilmektedir.)



3.2.2. Real Time PCR Asamasi

Bu asama asagidaki gorsellerde gosterildigi sekilde gercelestirildi.
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Resim 1. GLUT1 rs710218 PCR asamasi

LightSNiP
rs710218 GLUT1

Preparation of parameter-specific reagents (96 reactions):
One reagent vial contains all primers and probes to run 96 LightCycler® reactions.

Spin vial before opening to ensure the yellow pellet is located at the base of the reaction tube.
Add 100 pl PCR-grade water to each reagent vial, mix the solution (vortex) and spin down.
»Use 1 pl Reagent Mix for a 20 pl PCR reaction.

Preparation of the reaction mix:

Settings:

20 pl reaction mixture

LightCycler® 480 Instrument

H,O 14.4—-10.4 pl Block Type: 384 or 96
Reagent Mix 1.0 pl Detection Format: Simple Probe
FastStart DNA Master'"” 2.0 ul LightCycler® 480 Instrument I: ~ 483-533
MgCl, (25 mM) 1.6 pl LightCycler® 480 Instrument II: ~ 465-510
DNA 1.0-5.0 pul (~ 50 ng)
Final MgCl, conc.: 3.0 mM
DLightCycler” FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics)
Programming LightCycler® 480 Instrument:
Program: De i Cycling Melting Cooling
Parameter
Analysis Mode None Quantification Melting Curves None
Cycles 1 45 1 1
Segment 1 1 & 3 1 2 3 1
Target [C] 95 95 60 72 95 40 75 40
Hold [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:30 | 00:02:00 | 00:00:00 | 00:00:30
Ramp Rate [C/s] 384 4.6 4.6 24 4.6 4.6 2.0 20
Ramp Rate [ C/s] 96 4.4 4.4 22 4.4 4.4 1.5 - 1.5
Acquisition Mode None None Single None None None | Continu. None
Acquisitions [per °C] 3
rs710218 Melting Curves rs710218 Melting Peaks
Melting Curves Melting Peaks
54816, 6070
50816] 5570|
45.016) 5070
< 2818] S
8 it § 4070
i 3570}
34.816] % o
20816] Fosm
2 26,816 bt 2070
2818 2 1570
18,816 1,070, //
14876} 0570] _/-gv—{:"
0.070{ =
40 50 €0 70 T
;  Temporatue () s w ::“msum & w0 75
Manual TM Manual TH-
WF Tm [c0,57 = allele (T) WP Tmi [e0,57 = sueie (1 [FCREEEEERIH
= heterozygous — heterozygous S
@V Tm2 IES,:7 B sieie (] EF Tm2 Ios,s. B ollele [x) n’g‘mg;;‘zﬁ

Reference: CCTTCCCCTGTGGTACAAGTTCTGC [A/T]CCTGTACAGATTCTTAACCCTCTAC

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=710218

LightSNIP rs710218 GLUT1

Version 161125 © 2016 TIB MOLBIOL
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Resim 2. HIF 1o rs11549465 PCR asamasi

LightSNiP
rs11549465 HIF1A

Preparation of parameter-specific reagents (96 reactions):

One reagent vial contains all primers and probes to run 96 LightCycler® reactions.

Spin vial before opening to ensure the yellow pellet is located at the base of the reaction tube.
Add 100 pl PCR-grade water to each reagent vial, mix the solution (vortex) and spin down.
»Use 1 pl Reagent Mix for a 20 pl PCR reaction.

Preparation of the reaction mix:

Settings:

20 pl reaction mixture

LightCycler® 480 Instrument

H,O 14.4-10.4 pl
Reagent Mix 1.0 pl
FastStart DNA Master'” 2.0 ul
MgCl, (25 mM) 1.6 pl
DNA 1.0—5.0 pl (~ 50 ng)

Block Type: 384 or 96

Detection Format: Simple Probe
LightCycler® 480 Instrument I: ~ 483-533
LightCycler® 480 Instrument II: ~ 465-510

Final MgCl, conc.: 3.0 mM

Programming LightCycler® 480 Instrument:

DLightCycler” FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics)

23,0784
25,073

21,079

40 50

60
le-nelaun_'l‘l-'l

Manual TM-

BF Tm [47,01 allele [T]

i}
Fim2 [52,07 W silele [
- [

heterozygous

Program: D Cycling Melting Cooling
Parameter
Analysis Mode None Quantification Melting Curves None
Cycles 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Target [C] 95 95 60 72 95 40 75 40
Hold [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:30 | 00:02:00 | 00:00:00 | 00:00:30
Ramp Rate [ C/s] 384 4.6 4.6 24 4.6 4.6 2.0 - 2.0
Ramp Rate [ C/s] 96 4.4 4.4 22 4.4 4.4 1.5 - 1.5
Acquisition Mode None None Single None None None | Continu. None
Acquisitions [per °C] 3
rs11549465 Melting Curves rs11549465 Melting Peaks
Melting Curves Melting Peaks
61,073 _
57,078
53,073)
o 49079
g 45,07
g 41.079)
g 37.079]
£ B07

40 45 50 55 60
Temperature (*C)
Manual TM-
HF Tmi |47,01 W allele [T)
llele [C]
EF Tm2 Isq,sv o -
n

heterozygous

Reference: AGTTACGTTCCTTCGATCAGTTGTCA [C/T] CATTAGAAAGCAGTTCCGCAAGCCC

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=11549465

LightSNIP rs11549465 HIF1A

Version 150818 @ 2015 TIB MOLBIOL
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Resim 3. TBX21 rs17250932 PCR asamasi

LightSNiP
rs17250932 TBX21

Preparation of parameter-specific reagents (96 reactions):

One reagent vial contains all primers and probes to run 96 LightCycler® reactions.

Spin vial before opening to ensure the yellow pellet is located at the base of the reaction tube.
Add 100 pl PCR-grade water to each reagent vial, mix the solution (vortex) and spin down.
»Use 1 pl Reagent Mix for a 20 pl PCR reaction.

Preparation of the reaction mix: Settings:

20 pl reaction mixture LightCycler® 480 Instrument

H,O 14.4—-10.4 pl Block Type: 384 or 96

Reagent Mix 1.0 pl Detection Format: Simple Probe

FastStart DNA Master'"” 2.0 ul LightCycler® 480 Instrument I: ~ 483-533
MgCl, (25 mM) 1.6 pl LightCycler® 480 Instrument II: ~ 465-510
DNA 1.0-5.0 pl (~ 50 ng)

Final MgCl, conc.: 3.0 mM

Programming LightCycler® 480 Instrument:

DLightCycler” FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics)

40

Manual T
HWF Tmt |so,ss W allele [T)
heterozygous
P Tm2 [s8,97 u
ot -

allele [C]

Program: De i Cycling Melting Cooling
Parameter
Analysis Mode None Quantification Melting Curves None
Cycles 1 45 1 f
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Target [C] 95 95 60 72 95 40 75 40
Hold [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:30 | 00:02:00 | 00:00:00 | 00:00:30
Ramp Rate [C/s] 384 4.6 4.6 24 4.6 4.6 2.0 - 20
Ramp Rate [ C/s] 96 4.4 4.4 22 4.4 4.4 1.5 - 1.5
Acquisition Mode None None Single None None None | Continu. None
Acquisitions [per °C] 3
rs17250932 Melting Curves rs17250932 Melting Peaks
Melting Curves Melting Peaks
3/319],
sn8|
33|
32.319]
g‘ 30313
§ 2819]
$ 26319]
g 24,319}
g 22319
“ams|
18,319
16.319]
14313

Manual TH

55 &0
Temperature (°C)

WF Tm |53,ee B allele [T

heterozygous
B F Tm2 |ss,97 u 4

@

B allele (O

Reference: TTTATATARATTATATATTTGTGCA [C/T]GTGTGCAAAAGACAGAGACAGAGAG

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects

LightSNIP rs17250932 TBX21

/SNP/snp_ref.cgi?rs=17250932
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3.2.3. Analiz

LightCycler 480 yazilimi ile data analizi Tm calling modunda yapildi ve her
olgunun Tm farki olup olmadigina bakildi. Tm farki olan Ornekler resimde
belirtildigi gibi allelleri olarak belirlendi. Daha sonra LightCycler 480 yazilimi ile
Melting Curve Genotyping analizi yapilarak bu allel gruplari her 6rnek igin

belirlendi.
3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizler, sekil 1,2,3,4,5 ve 6 ‘da da grafiksel olarak gosterildigi
lizere hasta ve saglikli goniillillerden alinan numunelerde bakilan ii¢ adet SNP’nin
varyantlar1 degerlendirilerek yapildi. Bununla beraber daha ¢nceden elde edilen,
hasta grubundaki tiimor boyutu, timor evresi, lenf nodu metastaz1 ve uzak metastaz
varh@ gibi dlciitler de istatistiksel olarak karsilastirildi. Istatistiksel verilerin elde
edilmesi igin SPSS for Windows 15.0 paket programi kullanildi. Degerlendirmeler
Student T ve Ki Kare testi ile yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

4. BULGULAR

Hasta grubunda ortalama yas 64,62 iken (SD: 10,59), saglikli kontrol
grubunda 60,11 idi (SD:13,97). Sigara paket yil ortalamasi ise hasta grubunda 48,28
iken, kontrol grubunda 36,57 idi. Hastalarin yaslar1 ve sigara igme siireleri arasinda
fark yoktu (p=0.132, p=0.062).

GLUT1 rs710218 polimorfizminin degerlendirildigi ¢alismamizda 35
hastanin 22’sinde bu polimorfizmin AA varyanti mevcut iken, 13 hastada AT (10
hasta) veya homozigot T (3 hasta) varyanti mevcut idi. Kontrol grubundaki 35
bireyin 25’inde homozigot A varyanti varken, 8 kiside AT, 2 kiside ise homozigot
olan TT varyanti oldugu saptandi. Hasta ve kontrol gruplarmin karsilastirildigi
analizde AA varyant ve non-AA varyant (AT ve TT) oranlar1 agisindan istatistiksel
olarak anlamli farklilik izlenmedi (p=0,611). Ayn1 zamanda her iki grup arasinda A

ve T allelleri bulundurma oranlar1 agisindan anlamli bir fark olmadigi goriildii.
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Sekil 1. rs710218 hasta genotip dagilimi Sekil 2. rs710218 kontrol genotip dagilimi

rs710218 GLUT1 (Hasta grubu) rs710218 GLUT1 (Kontrol grubu)

@@

= Homozigot A = Homozigot T = Heterozigot (AT) = Homozigot A = HomozigotT = Heterozigot (AT)

Incelenen bir diger polimorfizm olan HIFla rs11549465’ye bakildiginda,
hasta ve kontrol gruplarinda homozigot TT varyant1 olmadigi goriildii. Homozigot C
ve CT varyantlarinin karsilastirildigi gruplarin her ikisinde de, 28 CC varyanti
saptanirken, CT’ye sahip birey sayist 7 olarak izlendi (p=1,0).

Sekil 3. rs11549465 hasta genotip dagilimi  Sekil 4. rs11549465 kontrol genotip dagilinu

rs11549465 HIF1A (Hasta rs11549465 HIF1A (Kontrol
grubu) grubu)

= Homozigot C = Homozigot T = Heterozigot (CT) = Homozigot C = Homozigot T = Heterozigot (CT)
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TBX21 rs17250932 polimorfizmine baktigimizda ise, her iki grupta da baskin
olan TT varyanti ile non-TT varyantlarin (CT ve CC) orami karsilastirildi. Hasta
grubunda 20 homozigot T varyantina karsilik, 15 adet CT varyanth birey oldugu
gordltrken, bu grupta hi¢ homozigot C varyant1 olmadig1 goriildii. Kontrol grubunda
yine 20 adet homozigot T saptanirken, kalan 15 kisiden 14’{inde CT ve yalnizca bir
kiside CC varyant1 oldugu saptandi. TT ve non-TT varyantlara sahip olma agisindan
istatistiksel olarak iki grup arasinda anlamli farklilik izlenmedi (p=1). Yine C ve T

allellerine sahip olma agisindan da iki grubun benzer oldugu goriildii.

Sekil 5. rs17250932 hasta genotip dagilimi Sekil 6. rs17250932 kontrol genotip dagilimi

rs17250932 TBX21 (Hasta grubu) rs17250932 TBX21 (Kontrol grubu)

@ S

= Homozigot C = HomozigotT = Heterozigot (CT) = Homozigot C = Homozigot T = Heterozigot (CT)

Larenks kanseri tanili hasta grubundaki 3 adet hasta yeni tan1 almisti1 ve opere
edilmemisti. Bu ylizden SNP ile tiimor boyutu ve evresi arasindaki iligki, diger 32

hasta tizerinde degerlendirildi.

Hasta grubu GLUT1 rs710218 polimorfik varyantlari ve tiimér boyutu
arasindaki iligki incelenirken, dominant grup olan AA homozigot varyanti ile non-
AA varyantlarini iceren grup karsilastirildi. AA varyanti igeren gruptaki 19 hastanin
8’inde en biiyiik tiimor ¢ap1 3 cm ve lizerinde saptanirken, 13 adet kombine non-AA
varyantli hastanin 3’iinde 3 cm ve {izeri tiimdr ¢ap1 oldugu gozlemlendi. Bu agidan
iki grup arasinda anlaml fark olmadig1 gorildii (p=0,45). Genotip ve timor evresi
arasindaki iligkiye bakildiginda, ilk gruptaki (AA) 21 hastanin 11’inde ileri evre
timor (T3/T4) varken, non-AA (AA+AT) gruptaki 11 hastanin 5’inde ileri evre
tiimdr oldugu goriildii. Bu acidan da gruplar arasinda istatistiksel bir fark olmadigi

goraldi (p=1).
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Ayni sekilde HIF1a rs11549465 polimorfizmi ile tumor boyutu arasindaki
iliskide, homozigot C veya CT varyantlarina sahip olma ve tiimor boyut iligkisi
incelendi. 3 cm ve iizeri tiimor saptanma orani, ilk gruptaki (CC) 25 kiside 9 iken,
ikinci grupta (CT) 7 kiside 2 olarak goriildii (p=1). Bu iki grupta da polimorfizmin

timor boyutunda oldugu gibi, timor evresi lizerinde de etkisinin olmadigi goriildi.

Son olarak TBX21 rs17250932 SNP’si ve tiimoriin boyut ve evre
Ozelliklerinin iligkisi irdelendi. TT homozigot varyantina sahip 19 hastadan 8’inde 3
cm ve lizeri timor capi saptanirken, bu oranin CT heterozigot varyantina sahip
grupta 13 hastada 3 kisi seklinde oldugu gozlemlendi. (p=0,45) TUmOr evresi
acisindan incelenen gruplarda ileri evre timdr orani sirasiyla 18 kiside 10 ve 14

kiside 6 olarak saptandi. (p=0,722)

Incelenen 35 larenks kanseri tanili hastanin 3’{i yeni tanili hasta olup, diger 32
hastanin yalniz 7’sinde lenf nodu metastazi saptanirken bu hastalarin hig birinde uzak

metastaz izlenmedi.

5. TARTISMA

Kanser gelisiminde bir¢ok faktor rol oynamaktadir. Bunlar arasinda ¢evresel
faktorler, beslenme ile birlikte genetik faktorler sayilmaktadir. Birgok kanserin
genetik yonii heniiz aydinlatilmamis olmakla birlikte bazi genlerin varhiginin direkt
olarak kanseri onlemedigi, baz1 kritik genlerdeki aminoasit iceriklerinin varligi ve
yer degisimlerinin, iiretilen enzimi ve proteini farklilastirarak kanseri dnledigi veya
indiikledigi, genel kabul goren goriistiir. Bir popiilasyonda, farkli allellere bagh
olarak, genetik olarak belirlenmis iki ya da daha ¢ok alternatif fenotipin gorulmesi
“genetik polimorfizm” olarak adlandirilmaktadir. Bu polimorfik yapinin kanser
gelisiminde etkin oldugu diisiiniilmektedir. Son yillarda bu baglantiy1 ortaya koymak

i¢in ¢ok farkli molekiiller ve polimorfizmler ile ilgili calismalar yapilmaktadir.

Literatirde GLUT1 GLUT3, HIF1, TBX, MnSOD, GPx1 gibi yapilara
yonelik ve bunlara ait polimorfizm ve diger kanserler arasindaki baglantiy1 ortaya
koymak i¢in son yillarda ¢ok sayida ¢alisma yaynlanmistir. Bunlarin biiyiik
cogunlugu KBB ile ilgili olmayan ¢alismalardir. Bu ¢alismalarda ¢ok sayida enzim

iretiminde genetik polimorfizm arastinlmistir. Ote yandan larenks kanser
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gelisiminde gen ve gen polimorfizm etkisini inceleyen literatiirde ¢ok sinirli sayida
calisma mevcuttur. Uzerinde calistigimiz GLUTA, HIFlo ve TBX21 ile yapilan

hemen tiim polimorfizm arastirmalarini tartismamizda ele aldik.

Katarzyna Starska ve arkadaslarinin 2014 yilinda GLUT proteini ile ilgili
yaptiklari bir ¢alismada 2 adet GLUT proteininin ve bunlarin ekspresyon oranlarinin
kanser davranisi ile iliskisini irdelemistir. Larenks SCC’de non-kanser6z mukozaya
gore GLUTL1 ve HIFla i¢in daha yliksek mRNA/protein diizeyleri elde edilmistir.
SLC2A1 ve SLC2A3 genlerinin her ikisi de, iliskili GLUT1 ve GLUT3 proteinleri
gibi, laringeal kanserin davranisini etkileyebilmektedir. Ortaya konan bulgular,
timor agresifligini  belirlemede GLUT’larin  ekspresyonunun Onemine isaret
etmektedir. Ayrica yazarlar, HIFla ile TNM, TFG (tumor front grading) skalasi,
invazyon derinligi, timoér rekiirrensi ve survey arasinda iliski oldugunu

saptamislardir (29).

Aynali ve arkadaslarinin Siileyman Demirel Universitesi'nde 2013 yilinda
yapmis olduklari ¢calismada MnSOD, GPx1ve CAT-262 genlerinin polimorfizmleri
incelenmistir. Bu arastirmada yas, sigara igme suresi ve karsinom gelisme siklig1 gibi
parametreler agisindan, sigara igen larenks kanserli grup ve sigara igen kontrol grubu
karsilagtirillmistir. MnSOD’un Vall6Ala Homozigot AA genotipi kanser grubunda
kontrol grubuna gore anlamli derecede sik bulunmustur (%93’e %13). Ayn1 sekilde
MnSOD Vall6Ala AV genotipi kontrol grubuna gore daha sik bulunmustur (%87’¢
%8). Degerlendirilen diger polimorfizmler agisindan ise anlamli farklilik
saptanmamustir. Bu calisma, MnSOD Vall6Ala gen polimorfizminin, sigara
igenlerde laringeal kanser gelisimine katki saglayabilecegini gostermistir (30). Biz de
calismamizda, benzer sekilde her ikisi de sigara icen larenks kanserli hasta grubu ve
kontrol grubunda ii¢ adet genin (GLUTI1, HIFla ve TBX21) birer polimorfizmini
karsilastirdik. Ancak istatistiksel olarak anlamli farklilik saptamadik.

Mera-Menéndez ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptiklari, glottik larenks
kanseri olan hastalar ve saglikli goniilliilerin katildig1 ¢calismada, HIFla’nin C1772T
ve G1790A polimorfik varyantlar1 karsilastirilmstir. ileri evre tiimorler (T3/T4) TT
genotipiyle 1iliskili bulunmustur. (T4 tiimorlerin  %75’inde mevcut oldugu

gorilmiistiir.) Nodal metastazi olan hastalarin da TT ve GA varyantlarini anlamh
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oranda daha yiiksek tasidiklar1 gosterilmistir. Sonug olarak TT ve GA varyantlarinin
varliginin lenf nodu metastaziyla, TT varyantinin varligiin ise daha biiylik timor
boyutuyla iligkili oldugu tespit edilmistir (23). Calismamizdaki hasta ve kontrol
gruplariin her ikisinde de CC homozigot varyantt %80 oraninda goriildi. TT
homozigot varyanti ise iki grupta da izlenmedi. Belirtilen varyantlarin incelendigi
hasta ve kontrol grubu arasinda polimorfizm varyantlar1 ve kanser evresi yoniinden

bir karsilastirma yapilmis ancak belirgin bir farklilik izlenmemistir.

Konac ve arkadaslari, bizim c¢alismamiza benzer olarak, rs11549465 dahil
olmak iizere 7 adet HIF1a polimorfizmini, Tiirk popiilasyonundaki akciger kanseri
olan hastalarda arastirmistir. Incelenen polimorfizmlerin genotip frekans dagilimi
acisindan akciger kanserli grup ile kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik
gbzlenmemistir. rs11549465 (bizim de inceledigimiz polimorfizm) ile akciger kanser
gelisimi arasinda iliski saptanmamigtir. Ayrica genotip ve klinikopatolojik
karakteristikler arasinda da 6nemli bir iligski bulunamamistir. Bu bulgular, HIF1a gen
polimorfizmlerinin akciger kanseri yatkinligiyla iligkili olmadigina isaret etmektedir
(31). Biz de ¢alismamizda bahsedilen rs11549465 polimorfizminin larenks kanseri

gelisimiyle bir baglantisinin olmadigini tespit ettik.

Larenks kanser gelisimi ile ilgili olabilecegini diistindiiglimiiz ve ¢alistigimiz
polimorfizmler rs710218, rs11549465 ve rs17250932 konusunda birgok degisik
gastrointestinal sistem kanser tipi Uzerine de ¢alismalar yapilmistir. Huihui Li ve
arkadaslarmin 2015 yilinda yaptiklari bir ¢aligmada &6zofagus skuamdz hucreli
karsinomu olan hastalarda, TBX21’in rs17250932 (—1514T/C) de olmak iizere iki
adet polimorfizmi ile lenf nodu metastazi ve uzak metastaz arasindaki iligki
arastirilmis, sonuclar anlamli bulunmustur. Ozellikle TBX21 geninden elde edilen
ACC, ACT ve ATC haplotipleri yuksek riskli Cin popllasyonunda 6zofagus

skuamoz hiicreli karsinomuna olan yatkinligr arttirmaktadir (25).

Le-Hui Zhang ve arkadaslarinin 2012 yilina ait bir ¢alismasinda, bir TBX21
polimorfizmi olan T-1993C (rs4794067)’nin gastrik kanser riski (zerine etKkisi
incelenmistir. Polimorfizm ile lenf nodu metastaz1 ve uzak metastaz iliskisi anlaml

olarak saptanmistir (32).
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Thomas Amann ve arkadaslarinin GLUT1 polimorfizmi (rs710218) ile HCC
gelisim iliskisini irdeledikleri c¢alismada, polimorfizm HCC gelisimi i¢in daha
yiiksek riskle iligkili bulunmamistir. Bu bahsedilen genetik polimorfizmin
karacigerde tiimor gelisim riski tizerine etkisi olmadigi gorilmustiir (19). Liu ve
arkadaglar1 2014 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, HBV iligkili HCC’1i 157 hastada iki
adet polimorfizmi incelemistir. HIFla’nin incelenen rs11549465 ve rs11549467
polimorfizmlerinin hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli genotip ve allel

farkliliginin olmadigini rapor etmislerdir (33).

Knechtel ve arkadaglarinin yaptigi caligmada P582S (rs11549465) ve A588T
(rs11549467) polimorfizmlerinin kolorektal kanser gelisimiyle anlamli baglantisinin
olmadigi, ancak HIF1a AS5S88T (rs11549467) polimorfizmi ile tiimor lokalizasyonu
ve tiimdr boyutu arasinda bir korrelasyonun oldugu gosterilmistir. Buradan HIF1a
genindeki polimorfizmlerin kolorektal kanser riskini degistirmedigi sadece hastaligin
Klinik olarak agresif seyri ile iligkili olabilecegi sonucuna varilmistir (34). Xu ve
arkadaglari, 2013 yilinda yaptigi, HIFla rs11549465 gen polimorfizmi ile
gastrointestinal trakt kanseri arasindaki iligskinin arastirildigi calismada C varyant
polimorfizmi ile, gastrointestinal trakt kanser riski arasinda baglanti1 bulmugslardir. Bu
riskin Asya popiilasyonunda mevcut oldugunu, ancak beyaz irk ig¢in ayni riskin
izlenmedigi gorisiinii rapor etmislerdir (35). Bu ¢alisma ile benzer olarak bizim
calismamizda, hasta grubu ile kontrol grubu arasinda C varyant polimorfizmi

acisindan anlamli bir fark tespit edilmemistir.

Ote yandan Ruiz-Tovar ve arkadaslarin 2012 yilinda pankreas kanseri olan
59 hasta ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, HIFla’nin iki polimorfizmi ve timidilat
sentaz’in {i¢ polimorfizmine bakilmis, bunlarin pankreas kanserinin prognozu
Uzerindeki etkinligi incelenmistir. Yazarlar timidilat sentaz polimorfizmlerinden
birisinin yanisira HIFlo’nin incelenen her iki polimorfizminin (C1772T
(rs11549465) ve G1790A (rs11549467)) TT ve AA genotiplerinin pankreatik kanser

gelisimi ile iligkili oldugu sonucuna varmiglardir (36).

Ayni sekilde genitoiiriner sisteme yonelik olarak, bizim de ¢alismamizda ele
aldigimiz genlerin bir takim polimorfizmleri ile ilgili degisik caligmalar mevcuttur.

Florian Grabellus ve arkadaslart GLUT1 Xbal polimorfizminin bir varyantini (GG),
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meme kanserinde, artmis 18FDG tutulumu ile iliskili bulmuslardir. Dahasi bu
genotip, artmig timor proliferasyonuyla pozitif iligkili saptanmistir. Bununla uyumlu
olarak, bu genotipin grade 1 karsinomlarda mevcut olmadigi ve daha yiiksek
malignensi ile artan diizeyde iliskili oldugu goézlenmistir. Boylelikle yazarlar bu
polimorfizmin meme kanserinde, proliferasyon ile baglantili prognostik bir faktor
oldugunu iddia etmiglerdir (37). Bu c¢alismanin aksine Valentina Bravata ve
arkadaglar1 (2013), yapmis olduklar1 bir c¢alismada meme kanserli hastalarda
SUVmax ve SUVpvc kullanilarak 18FDG PET-BT tutulumunun iki adet GLUT1
(rs841853 ve rs710218); iki adet HIF 1o (rs11549465 ve rs11549467) olmak Uzere
dokuz SNP ile iliskisini aragtirmig ve anlamli bir bulgu elde edememislerdir (38). Biz
de ¢alismamizda larenks kanserli olgularda GLUTI1 polimorfizmi (rs710218) ile

kanser progresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptamadik.

Yine 2014 yilinda, Fu ve arkadaglarina ait olan HIFlo’nin iic SNP’si
(rs11549465, rs11549467 ve rs2057482) ile serviks kanseri riskinin iliskisini
irdeleyen yayinda, rs2057482’in CC genotipinin belirgin sekilde artmis serviks
kanseri ile iliskili oldugu goriilmiistiir ki bu serviks kanserinde giivenilir bir prediktif
faktor olarak hizmet edebilir. Diger iki polimorfizmle (rs11549465, rs11549467)

anlaml1 bir bag goriilememistir (39).

Prostat ve bobrek kanserlerinde HIFlo polimorfizm varligi konusunda
degisik calismalar mevcuttur. Pu Li ve arkadaslari, 2012 yilinda yaptiklar1 calismada
HIF1o’nmin rs11549465, rs11549467 ve rs2057482 olmak iizere ii¢ adet SNP’si ile
calismiglardir. rs11549467 GG genotipiyle karsilastirildiginda GA ve AA varyant
genotiplerinin dnemli dl¢iide artmis prostat kanser riski tasidigr ortaya konmustur
(40). Ancak caligmamizda bakilan rs11549465 polimorfizmi ile larenks kanser riski
arasinda bir baglantt bulunamamustir. Fraga ve arkadaslarinin 2014°te ortaya
koyduklar1 bir c¢alismada, HIFla 1772 C>T (rs11549465) polimorfizmi
degerlendirilmis olup, bu caligmaya gére ADT (Androgen Deprivation Therapy)
altindaki HIFla +1772 T- alleli tasiyan prostat kanserli hastalar uzak metastaz
gelistirme agisindan artmis riske sahiptirler. Bu daha agresif kanser davranigi
demektir ve HIFlo’nin prostat kanseri progresyonuyla ve ADT direnciyle iligkisini
desteklemektedir. Ancak c¢alismaya gore bu polimorfizm, prostat kanser teshisi i¢in

artmis risk teskil etmemektedir (41). Bizim ¢alismamizda polimorfizm ile kanserde
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progresyon ve metastaz gibi agresif davranis Ozelliklerini irdelemek igin yeterli

parametremiz mevcut degildi.

Ote yandan 2017 yilinda Avelino Fraga ve arkadaslarinin yaptigi, HIFla
rs11549465 (1772 C > T) ile birlikte ¢ adet genin daha polimorfizmlerinin
degerlendirildigi gilincel ¢alismada (2017), hedef polimorfizmlerin genetik
dagilimlari, nodiiler prostat hiperplazisi ve prostat karsinomu arasinda benzer
bulunmustur. Aynmi1 ¢alismada, bir HIF10/LOX diizenleyici mekanizmasinin, timor
hicreleri hipoksiye adapte olurken sinerjistik olarak timdér formasyonunu
besleyebilecegi one siiriilmektedir (42). Qin ve arkadaglarinin 2011 yilina ait bir
caligmasinda, bir tiimor stipresor geni olan VHL’deki bir polimorfizm ile birlikte
HIFla’daki rs11549465, rs11549467, ve rs2057482 olmak (zere ¢ adet
polimorfizme bakilmistir ve bunlarin renal hiicreli karsinom gelisimi ve prognozuyla
iligkisi degerlendirilmistir. HIF 1o’ nin rs2057482 polimorfizmi ve daha az lenf nodu
metastazi arasinda anlamli bir iliski gézlemlenmistir. Degerlendirilen dort adet
polimorfizmin daha ¢ok varyant allelini tasiyan bireylerde daha az siklikta lenf nodu
metastazi ve daha diisiik klinik evreli tiimor oldugu anlagilmistir. ilging olarak, daha
cok polimorfik varyanta sahip hastalarda, sahip olmayanlara gore daha fazla
sagkalim oldugu belirlenmistir. Ancak bu calismada HIFla genotip dagilimi
acisindan RCC hastalar1 ve kontrol grubu arasinda anlamh farklilik saptanmamustir.
Daha oOnceki ¢aligmalardan farkli olarak rs11549465 genotip dagiliminda farkl
evreler arasinda Onemli farkliliklar goriilmemistir (43). Lessi ve arkadaslarinin
2014’te yapmis olduklar1 bir ¢alismada, HIF1a rs11549465 polimorfizminin CC
varyantt ve tiimor-spesifik sagkalim arasinda anlamli bir bag oldugu goriilmiistiir.
Ayni ¢alisma, RCC’de VHL/HIFla yolaginin roliinii aydinlatmakta ve erken evre
berrak hiicreli RCC’de molekiiler heterojeniteyi desteklemektedir. Daha da 6nemlisi,
HIF1la C1772T (rs11549465) polimorfizminin berrak hicreli RCC progresyonuyla
iligkili oldugu gosterilmistir (44).

Baz1 enzimlerdeki polimorfizmlerin sadece kanser gelisimi ile degil, yagsam
tarzi hastaliklarinin ve diger malign olmayan hastaliklarin gelisimi ile arasindaki
baglanti degisik calismalarda ortaya konmustur. Yanagisawa ve arkadaglarinin
yaptiklar1 bir yayinda yasam tarzina bagl hastaliklar ile bizim tizerinde ¢alistigimiz

GLUT1 de dahil, bir grup polimorfizmin iligkisi irdelenmistir. Tayland’l1 erkeklerde
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en ¢ok GLUT1’e ait polimorfizm, viicut yag oraniyla iligskili bulunmustur. Bu, tek
nikleotid polimorfizmlerinin yalnizca maligniteler ve sistemik hastaliklarla degil,
ayni zamanda onlara yatkinlik saglayan viicut 6zellikleriyle de iliskili olabilecegini
gostermektedir (45). Pontiroli ve arkadaslarina ait eski bir ¢alismada (1996), ¢esitli
irklarda GLUT1 ve GLUT4 polimorfizmlerinin allel ve genotip frekanslart ve
bunlarin Tip 2 Diyabetes Mellitus yatkinligiyla iliskisi degerlendirilmistir. GLUT1
Xbal polimorfizmi i¢in pozitif sonuglar elde edilmis ve bu iliski, yalnizca asiri
kilolu/obez kadinlarda 6nemli bulunmustur (46). Yine Rufino ve arkadaslari,
yaptiklart ¢aligmada GLUT1 Xbal gen polimorfizmini, vaskdler kalsifikasyonlarla
iligkili bulmuslardir (47).

Lopez-Reyes ve arkadaslarina ait olan bir yayinda (2014), HIFlo’nin 3
polimorfizmi (rs11549465, rs11549467, rs2057482) degerlendirilmis olup rs2057482
T alleli azalmig santral obezite, hipertansiyon, hiperkolesterolemi, hipertrigliseridemi
riskleri ve artmis Tip 2 Diyabetes Mellitus riski ile ilintili bulunmustur. Sonuglar
HIF1la rs2057482 polimorfizminin koroner arter hastali§i gelistirme riski igerdigini
ve bazi metabolik parametreler ve kardiyovaskiiler risk faktorleriyle iliskili oldugunu
gostermektedir (48). Geza Nagy ve arkadasglarina (2009) ait bir ¢alismada
rs11549465 polimorfizminin T igeren genotip grubunun (CT ve TT), kontrol
grubunda hasta grubuna gore onemli dl¢iide sik goriildiigii saptanmistir. Bu sonucun
ayr1 ayr1 Tip 1 DM ve Tip 2 DM gruplari i¢in de gecerli oldugu gozlenmistir. Allel
iligkili analiz de, tipki genotipte oldugu gibi, T allelinin kontrol grubunda hasta
grubuna gore yiiksek frekansta oldugu sonuglar vermistir (22).

Pichu ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptiklar1 bir c¢alismada HIFla
genindeki rs11549465 polimorfizmi, diyabetik ayak dlseri olan ve olmayan diyabetik
iki grup ve kontrol grubu arasinda karsilagtirilmistir. T alleli varliginin, diyabeti olan
iki grupta, kontrol grubuna gére anlamli oranda artmis oldugu goriilmiistiir. lging
sekilde HIFla ekspresyonu, diyabetik ayak iilseri olan DM grubunda, ayak iilseri
olmayan DM grubuna gore azalmis olarak goriilmiistir ki bu ayak iilserinin

patogenezinde olasi roliine isaret etmektedir (49).

Yine benzer olarak, 2012 yilinda Strauss ve arkadaslarinin yaptigi bir

calisgmada HIF 1o 1772C>T polimorfizmi (rs11549465) ile sigara igme ve abdominal
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aort anevrizmasinin (AAA) iliskisi incelenmistir. Ayrica AAA’ll hastalarda bu
faktorlerin  PAH (periferik arter hastaligi;; femoro-popliteal veya aorto-iliak
okllizyon) ile iliskisine bakilmistir. Allel frekansi, AAA’ll grupta, kontrol grubuna
benzer saptanirken, CT ve TT genotiplerinin ve tiitiin dumanina maruziyetin birlikte
var olmasimin AAA gelisiminde giiclii bir ¢ogaltici etkisi bulunmaktadir. T allelini
tagiyan igicilerin orani, ileri dliizey PAH hastalarinda, diger AAA hastalarina kiyasla
daha yiiksek bulunmustur. Sonug itibariyla, bu polimorfizmdeki allel degisiminin,
sigara igmeyle olusan AAA riskini arttirdig1 ve sigara igenlerde hastaligin eslik eden
agir PAH 1n da oldugu daha kompleks bir fenotipinin gelisimine katkida bulundugu
anlasilmistir. Bu da HIF1a polimorfizmlerinin yalnizca tiimdr davranislariyla degil,
ayn1 zamanda tiimor dis1 patolojilerde de hastaligin klinik tablosunu belirlemede

onemli olduguna isaret etmektedir (50).

Bahadori ve arkadaslarinin yaptiklart calismada anjiyogenezdeki anahtar
diizenleyici olan, inflamasyonda goérev alan HIFla’nin rs11549465 ve rs11549467
olmak Uzere iki polimorfizminin PAH ile iliskisi irdelenmistir. Her iki polimorfizm

icin de hasta ve kontrol gruplari arasindaki farklar anlamli bulunmamistir (51).

Hlatky MA ve arkadaslarinin yaptiklart bir g¢alismada HIFla’daki tig
polimorfizm (rs11549465, rs1087314 ve rs41508050), stabil anjinali hastalarla, MI’l1
hastalara nazaran Onemli derecede iliskili bulunmustur. Boylelikle koroner arter
hastaliginin baslangi¢ klinik prezentasyonu olarak, HIFla polimorfizminin, akut

MTI’dan ziyade stabil anjina pektoris gelisimiyle iliskili oldugu soylenebilir (52).

Andraweera ve arkadaglarinin 2014 yilina ait bir c¢alismasinda HIFla
rs11549465 polimorfizmi ile erken ve gec¢ baslangicli preeklampsi iliskisi
irdelenmistir. Sonuglar gec¢ baslangich preeklampside ve normal gebelikte HIF1a
rs11549465 T allelinin koruyucu etkisini kanitlamaktadir (53).

Zheng ve arkadaglarina ait bir calismada HIFlo’nin rs2783778, rs714872,
rs7143164, rs10873142; rs2301113, rs11549465 ve rs2057482 olmak tizere 7
polimorfizmi ile hemodiyaliz hastalarinda iskemi/hipoksi iligkili durumlar arasindaki
iliski degerlendirilmistir. Hipoksi olan ve olmayan grup arasinda genotip dagilimi

acisindan 6nemli farklilik saptanmamustir. Ancak bir polimorfik varyant, diyaliz
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hastalarinda hem akut MI ile, hem de sik intradialitik hipotansiyonla iligkili
bulunmustur (54).

Wipff ve arkadaslarinin Avrupali beyaz irka mensup deneklerde yaptiklari,
HIFla geninin rs12434438, rs1957757, ve rs11549465 olmak Uzere (¢ adet
polimorfizmi ile sistemik skleroz gelisimi arasindaki iligkiyi irdeleyen ¢alismada ilk
polimorfizmin en az bir G alleli tasiyan genotiplerinin sikligi sistemik sklerozda
kontrol grubuna gére anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (55). Bizim ¢alismamizda
inceledigimiz rs11549465 de olmak iizere test edilen diger iki SNP’de anlamli bir

iligski gozlemlenmemistir.

Javier Ferndndez-Torres ve arkadaglarmin 2015 yilinda yaymladiklari bir
calismada, rs11549465 polimorfizminin CC genotipinin, diz osteoartriti olan
hastalarda 6nemli 6lglide artmis oldugu ortaya konulmustur. CT genotipi ve T alleli
ise hasta grupta azalmis frekansta izlenmistir. Bu calisma, HIFla rs11549465
polimorfizm varliginin eklem kikirdak kaybinda koruyucu bir rol oynadiginit 6ne

strmektedir (56).

Zhu ve arkadaslarina ait bir yaymnda (2015), TBX21’in 3 SNP’si
(rs17250932, rs2074190, rs4794067) calisilmistir. rs4794067°deki C alleli, kronik
hepatit C hastalarinda, kontrol grubuna goére anlamh sekilde ytliksek bulunmustur.
Yine TAC haplotipinin kronik hepatit C tasiyicist hastalarla sagliklilar arasinda,
anlamli  sekilde farkli bulundugu gosterilmistir. Bu sonuglarla TBX21

polimorfizmlerinin, bu hastaligiin etyolojisiyle iliskili olabildigi 6ne siiriilmektedir
(57).

Bir bagka calismada (Morita ve arkadaslari, 2012), TBX21 -1514T/C
(rs17250932) ve -1993T/C polimorfizmlerinin T allellerinin, kontrolii saglanamayan
Graves hastalarinda, remisyondaki Graves hastalarina gore daha sik oldugu
saptanmistir. Buna gore, TBX21’deki fonksiyonel polimorfizmlerin otoimmiin tiroid

hastaliklarinin gelisimi ve Graves’in prognozuyla iliskili oldugu 6ne siiriilmektedir
(58).

You ve arkadaslarina ait olan bir ¢alismada, TBX21 1rs4794067 ve
rs17250932 polimorfizmlerinin sikligi, SLE’li hastalarda kontrol grubundakilere
gore belirgin sekilde yiiksek saptanmistir. Bu pozisyonlarindaki C allel sikliginin
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hasta grubunda, kontrol grubuna gore anlamli sekilde diisiik oldugu goriilmiistiir.
Zira CC/CC homozigot haplotipli bireylerde SLE’ye yatkinlik azalmis olarak
gorilmektedir. Mevcut calismada TBX21 polimorfizminde, belli bir haplotipin
SLE’ye olan genetik yatkinlik i¢cin koruyucu bir faktor olabilecegi one siiriilmektedir

(59).

Yukarida bahsedilen c¢alismalardan da anlasildigi tizere gen polimorfizm
baglantis1 sadece malign hastaliklarda degil, malign olmayan hastaliklar lizerinde de
cok calisilmig, hatta malign olanlara gére cok daha gucli bir ilinti ortaya konmustur.
O nedenle bundan sonra kansere spesifik bir durum olmayan bu ve benzeri
polimorfizm konusunda yapilacak caligmalarin literatiire katkist olmayacagi
kanaatindeyiz. Cunki bugiine kadar yapilan g¢alismalarda elde edilen sonuclar umut

vadetmemektedir.

6. SONUC

Calismamizda larenks kanserinde GLUT1 rs710218, HIF1a rs11549465 ve
TBX21 rs17250932 polimorfizmlerinin etkili olmadigi kanisina varilmistir.

Larenks kanserlerinde arastirdigimiz GLUT1, HIFla ve TBX21
polimorfizmleri, literatiirde ¢ok degisik malign ve malign olmayan hastaliklarda
arastirilmistir. Bir kisminda bir baglanti bulunmus, bir kisminda bulunamamustir.
Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore larenks kanserinde GLUTL, HIFla ve
TBX21 polimorfizminin etkili olduguna dair kesin bir bulgu yoktur. Aradaki
baglantinin ortaya konmasi i¢in ¢ok sayida genis serili degisik enzim, protein ve

polimorfizm ¢aligmalar1 planlanabilir.
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OZET

SIGARA ICEN, LARENKS KANSERI OLAN VE OLMAYAN KiSILERDE
GLUT1, HIF1a VE TBX21 GEN POLIMORFiZMLERININ
ARASTIRILMASI

Larenks kanserlerinde c¢evresel faktorlerin yani sira genetik faktorler de
suclanmaktadir. Bir popiilasyonda, farkli allellere bagli olarak, genetik olarak
belirlenmis iki ya da daha cok alternatif fenotipin goriilmesi “genetik polimorfizm”
olarak adlandirilmaktadir. Bu polimorfik yapinin kanser gelisiminde etkin oldugu
diisiiniilmektedir. Son yillarda bu baglantiy1 ortaya koymak i¢in ¢ok farkli molekiiller

ve polimorfizmler ile ilgili calismalar yapilmaktadir.

Biz bu c¢alismada larenks kanseri tanili hastalarda ve saglikli kontrol
grubunda, daha dnce bir takim hastaliklarla ve malignitelerle iliskisi gosterilmis olan,
GLUT1 rs710218, HIFlo rs11549465 ve TBX21 rs17250932 tek nukleotid
polimorfizmlerinin siklig1 ile larenks kanseri gelisimi ve tiimor biyiikliigii, histolojik

grade, lenf nodu metastazi ve uzak metastaz iligkisini arastirmayi amagladik.

Calismamiza, en az 30 yasinda ve en az 20 yildir sigara icen, ek hastalig
bulunmayan 35 larenks kanser tanili hasta ve 35 saglikli goniilluyd dahil ettik. Klinik
takipte alinan kan orneklerinden DNA izolasyon kiti ile DNA elde edildi. Bu
asamadan sonra sonra Real Time PCR yontemi kullanilarak her iki grup igin
polimorfizmler saptandi ve allel gruplari analiz edildi. Bulgular Student T ve Ki Kare

testleriyle istatistiksel olarak degerlendirildi, p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

Iki grup arasinda degerlendirilen her ii¢ polimorfizm igin de genotip frekansi

ve allel frekansi1 agisindan anlamli fark saptanmadi.

Hasta grubunda polimorfizmlerin ayr1 ayr1 timor boyutu ve kanser evresi ile
iliskisi irdelendi. Ug polimorfizmde de bu parametrelerle istatistiksel olarak anlaml
bir iligki gozlenmedi. Polimorfizmlerin lenf nodu metastaziyla da baglantisinin
olmadigmi saptadik. Hastalarin  hi¢  birisinde uzak metastaz  gelisimi

gozlenmediginden, bu parametreyi ¢calismamiza dahil etmedik.
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Yukarida bahsedilen bulgular g6z oniine alinarak larenks kanserinde GLUT1
rs710218, HIFla rs11549465 ve TBX21 rs17250932 polimorfizmlerinin etkili

olmadig1 kanisina varilmistir.

Anahtar kelimeler: larenks kanseri, GLUT1, HIF1la, TBX21, gen polimorfizmi
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SUMMARY

INVESTIGATING POLYMORPHISMS OF GLUT1, HIF1a, TBX21 GENES IN
SMOKERS WITH AND WITHOUT LARYNGEAL CANCER

Besides environmental factors, genetic factors are implicated in the
development of laryngeal cancers. In a population, the appearance of two or more
alternative phenotypes due to genetically determined diverse alleles is called as
“genetic polymorphism”. It is considered that this polymorphic structure is of
significant role in the development of cancer. In recent years many researches have

been conducted to exhibit the association with various molecules and polymorphism.

We aimed to demonstrate the association of the frequency of single
nucleotide polymorphisms GLUT1 rs710218, HIFla rs11549465, TBX21
rs17250932 -of which the relationship was proved with various benign and
malignant disease- with the development of larynx cancer, size, grade, lymph node
metastasis and distant metastasis. We include in the study 35 patients with larynx
cancer and 35 healthy volunteers at least 30 years old who smoke at least for 20
years. DNA is obtained from the blood samples by using isolation kit. Then
polymorphisms for both groups were determined via Real Time PCR. The results
were evaluated statistically by using Student T test and Chi Square, p<0.05 is

accepted as significant.

No significant difference was detected regarding the genotype frequency and

allele frequency within 3 polymorphisms assesed between two groups.

In the patient group, it is examined the association of polymorphisms with
tumor size and grade one by one. No statistically significant relation was observed in
3 polymorphisms regarding the related parameters. Either we determined there was
no relation between the polymorphism and lymph node metastasis. Since we
observed no distant metastasis we did not include mentioned parameter in our study.

Considering the mentioned results above, GLUT1 rs710218, HIFla
rs11549465 ve TBX21 rs17250932 polymorphisms have no impact on the

development of laryngeal cancer.

Key words: laryngeal cancer, GLUT1, HIFlo, TBX21, gene polymorphism
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