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OZET

Kanser hastalig1 insidansi1 yliksek bir hastaliktir. Tedavisi kesin olmamakla
birlikte maliyetlidir. Hastalik ne kadar erken teshis edilirse basar1 da o oOlgiide
artmaktadir. Larenks kanseri de insidansi giderek artan bir bas ve boyun kanseri
cesididir. Sigara kullanimi, sagliksiz beslenme gibi c¢evresel faktorlerle birlikte
cinsiyet, yas ve kalitim da 6nemli etkenlerdir. Erkeklerde goriilme orani kadinlarda
g&ume oranina gore oldukea fazladir. Bas ve boyun kanserlerinin teshis ve tedavisi
oldukca kisith ve eski yontemlerle yapilmaktadir. Hastalik ilerledikten sonra teshis
edilebilmekte ve bu da tedavinin etkinligini azaltmaktadir. Biyomarkerlar dogrudan
veya dolayli olarak hastaliktan etkilenen bdylece hastaligin varligin1 ve ciddiyetini
ortaya koyan kolayca 0l¢iilebilen molekiillerdir. Hiicre dis1 sirkiiler DNA (ccfDNA),
ccfRNA ve ccfmiRNA saglikli bireylerde olgiilebilen molekiillerdir. Diger taraftan,
hastalik durumlarinda, hiicre dis1 sirkiiler niikleik asitlerin miktarsal olarak degistigi
bilinmektedir. Bundan dolay1, calismanin temel amaci, alinan kan Orneklerinden
ayrilan plazma Orneklerinde hiicre dis1 niikleik asit miktarlarini belirlemek, bu
miktarlarin saglikli olan bireylerden farkli olup olmadigint dgnektir. Bu ¢aligsmada,
daha once tani ve tedavisi ger¢eklesmis 46 larenks karsinomlu olgu ve 46 kontrol
grubu olmak UCeere toplam 92 birey degerlendirilmistir. TUn hasta ve kontrol
grubunu olusturan bireylerin periferal kan ornekleri alinmistir. Tam kan 6rnekleri
kan ve plazmaya ayrilip uygun kosullarda (-80 derece) saklanmistir. Plazmada yer
alan serbest molekiiller Qubit 2.0 cihaz1 kullanilarak fluorometrik olarak 6lgiilmiistiir.
Elde edilen bu degerler Mann Whitney U testi ile karsilastirilmistir. Poptasyonlara
ait diger faktorlerin etkilerini gérmek icin ¢oklu regresyon analizi yapilarak sonuglar

degerlendirilmistir

Elde edilen sonu@ara g&e ccfmiRNA ve ccfRNA larenks kanseri ign
biyomarker olma potansiyeli tasimaktir. ccfDNA miktarnin her iki grupta istatistiksel
olarak farkli olmadigi tespi edimistir. (Anahtar s¢xcikler; larenks kanseri,
biyomarker, ccfmiRNA, ccfRNA, ccfDNA).
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF CIRCULATING CELL FREE MOLECULES IN
LARYNGEAL CANCER

Cancer is a disease with a high incidence. Its treatment is not definite but costly.
The earlier the disease is diagnosed, the greater the success is. Laryngeal cancer is a
type of head and neck cancer with an increasing incidence rate. In addition to
environmental factors such as smoking and unhealthy nutrition; gender, age, and
heredity are also important factors. The incidence of of this cancer for men is
considerably higher compared to women. Diagnosis and treatment of head and neck
cancers have been conducted using very limited and old methods. It can be
diagnosed after the disease has progressed, which reduces the effectiveness of the
treatment. Biomarkers are the molecules that are directly or indirectly affected by the
disease so that they can easily be measured to reveal the presence and severity of the
disease. Circulating cell free DNA (ccfDNA), ccfRNA and ccfmiRNA are measured
in healthy individuals. On the other hand, extracellular circular nucleic acids are
known to vary quantitatively in disease states. Thus, the main purpose of the study
was to determine the extracellular nucleic acid levels in plasma samples separated
from the blood samples and to determine whether these amounts were different from
the values of healthy individuals. In this study, a total of 92 individuals, 46 patients
with laryngeal carcinoma and 46 controls, who were previously diagnosed and
treated, were evaluated. Peripheral blood samples were obtained from all the patients
and the control subjects. Whole blood samples were separated into blood and plasma
and stored under appropriate conditions (-80 °C). The free molecules in the plasma
were measured fluorometrically using the Qubit 2.0 instrument. Obtained data were
compared with Mann Whitney U test. Multiple regression analysis was performed to

obtain the effects of several factors of populations.

According to the results, ccfmiRNA and ccfRNA have the potential to be used
as biomarkers of laryngeal cancer. The amount of ccfDNA is not statistically
different in both groups. (Key Words; laryngeal cancer, biomarker, ccfRNA,
ccfDNA, ccfmiRNA)
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser hastaligi giiniimiizde olduk¢a sik goriiliilen bir hastaliktir. Ekonomik
acidan gelismislik durumuna bagli olmaksizin az ve ¢ok gelismis tiim iilkelerde 6liim
sebepleri arasinda iist siralarda yer almaktadir. Ozellikle sigara kullanimi, yetersiz
beslenme, yetersiz fiziksel aktivite gibi c¢evresel etmenler kanser riskini arttiran
faktcrlerdir. Istatistiklere gore, 2008 yilinda dinya genelinde 12,7 milyon kanser
vakasmin goriildiigii ve 7,6 milyon kisinin kanser nedeniyle 6ldigii bildirilmistir.
Global Kanser Gczleme (GLOBACAN) verileri esas alinarak yapilan tahminlerde,
2012 yilinda 14,1 milyon yeni kanser vakasinin meydana geldigi ve 8,2 milyon
kisinin kanser nedeni ile o6ldiigi bildirilmistir (Torre ve ark., 2015). Yapilan
degerlendirmelerde 2020 yilina kadar her yil 16 milyon yeni vakanin goriilecegi
dg&Umektedir (IARC 2011).

Bas ve boyun kanserleri, agiz boslugu, farenks, kulak-burun ve larenkste olusan
malignansilerden olusmaktadir (Attar ve ark., 2010). Her yil yaklasik olarak 560.000
yeni vaka goriilmekte ve 300.000 birey bas ve boyun kanserlerinden dlmektedir
(Boyle ve Levin 2008). Larenks kanseri, bas ve boyun kanserleri arasinda en yiiksek
sikliga sahip kanserlerdendir. Son 10 yilda, larenks kanseri insidansinin arttigi ve bir
yilda yeni teshis edilen tUm malignitelerin %2-5’ini olusturdugu saptanmuistir.
Larenks kanseri, erkeklerde % 1,6, kadinlarda % 0,4 oraninda goriilmektedir (Boring
ve ark.; 1993, Kaya 2002). Alkol ve sigara kullanimi larenks kanserinin bilinen en
cnemli nedenleri olarak kabul g&rmektedir (Blot ve ark., 1988). Elde edilen veriler,
ttin ve alkol kullaniminin larenks kanserine yakalanma riskini sinerjistik olarak
arttirdigim1 ortaya koymustur (Brugere ve ark., 1986; Curado ve Hashibe 2009).
Bunun disinda, cinsiyet, yas, kalitim gibi bireysel faktorlerin de larenks kanserine
yakalanma riskini arttiran faktorler arasinda yer aldigi kabul gérmektedir. Larenks
kanserinin nedenleriyle ilgili her ne kadar yeterli bilgiye sahip olsak da teshis ve
tedavisiyle ilgili hala eski yontemler kullanilmaktadir.

Bas ve boyun kanserlerinin tan1 ve tedavi siiregleri hala basarili bir sekilde
yapilamamaktadir. Hastalikla ilgili tani; temel olarak klinik muayene ve radyolojik
testler ile sinirlidir. Bu durum, bireyde var olan hastaligin teshis edilmesinde
gecikmelere sebep olmaktadir. Bu siireg, hastaligi ancak ilerledikten sonra teshis

edilmesine neden olmaktadir. Dolayist ile tedavinin olumlu sonuglanmasi da riske
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girmektedir. Sonu¢ olarak, su ana kadar bas ve boyun kanserlerinin teshis ve
tedavisine yonelik onemli gelismeler olmamistir. Bu baglamda, bas ve boyun
kanserlerinin erken teshisi, hastalarin sagliklarini yeninden geri kazanmalar1 i¢in
onemli bir adimdir.

Kanserin teshis edilmesindeki zorlu siireg, hastaligi erken teshis eden yeni
tarama ydntemlerinin gelistirilmesiyle giderilmeye c¢alisilmaktadir. Ozellikle ince
igne aspirasyon biyopsisi farkli hiicresel kaynakli molekiilleri igcermeleri nedeni ile
bu baglamda potansiyel ozellikte olup onem arz etmektedirler. Ornegin, sivi
biyopsiler @k daha az invaziv ve potansiyel olarak @k daha ucuz olanaklar
sunmaktadirlar. Giiniimiizde, sivi biyopsilerdeki molekiillerin incelenmesiyle erken
teshis, hastalik taramasi, tedavi ve terapinin planlanmasi, hastaligin takibi ve yeniden
ortaya ¢ikmasi gibi siireglerde kullanilabilen biyomarkerlarin (biyobelirteQ
kesfedilmesi hedeflenmektedir.

Biyomarkerlar dogrudan veya dolayr olarak hastaliklar hakkinda yeterli veriyi
ortaya koyan, kolay bir sekilde 6l¢iilebilen hiicresel, biyokimyasal veya molekUer
degisimlerdir. Omik teknolojisi, molekiiler degisimler ve hastaliklar arasindaki
iliskileri potansiyel olarak ortaya koyan ve dolayis1 ile ilgili alana dogrudan
uygulanabilen, yiiksek dogrulukla biyolojik molekiillerin incelendigi bir teknolojidir.
Bu teknoloji kapsaminda, sirkiiler kanda dolasan hiicre disi molekiiller, bazi
hastaliklar i¢in yeni biyomarker olabilecek potansiyele sahiptirler. Son yillarda kan
gibi sivi ortamlarda hiicre disina ¢ikmis bazi molekiillerin miktarsal olarak her
bireyde farkli olabilecegi belirtilmistir. Bu baglamda, bazi niikleik asitler 6nem
kazanmistir. Bunlar, hiicre disina ¢ikmis ve sivi ortamlarda serbest halde bulunan
DNA ve farklt RNA tiirleridir. Bu molekiiller, kan plazmasi, kan serumu, idrar,
gbzyasi, sinoviyal s1v1 gibi ortamlarda dlgiilebilir miktarda bulunabilmektedirler.

Hiicre dis1 sirkiiler DNA (ccfDNA) uzun zamandir bilinen ancak son yillarda
arastirilmaya baglanan bir hiicre materyalidir. Saglikli bireylerde ccfDNA’nin
karakterize bir boyutunun oldugunun bulunmustur (Jahr ve ark., 2001). Bununla
birlikte yapilan bazi c¢aligmalarda serbest dolasan DNA’nin hasta bireylerde ve
metastaz durumunda saglikli bireylere gore daha fazla oldugu gozlenmistir. Kanser
hastalarinda, ccfDNA'nin ilgili tiimér DNA'sina benzer genetik ve epigenetik 6zellik

tasidigr i¢in ccfDNA'min tiimoral dokudan kaynaklandigina dair kanitlar



bulunmaktadir (Kohler ve ark., 2011). Birgok calisma, ccfDNA’nin genellikle
apoptotik ve nekrotik siiregler ile iliskili oldugunu gostermistir.

DNA’nin hiicrede serbest hale gegmesine neden olan mekanizmalarin, RNA nin
da serbest hale gecmesine neden oldugu kabul edilmektedir. Bu baglamda, hiicre dis1
sirkiiler RNA’lar (ccfRNA), cesitli sivilarda bulunabilen ve oOlgiilebilecek kadar
olabilen molekiillerdir. Simdiye kadar yapilan calismalarda ccfRNA’nin, seker
hastaligi, travma, inme ve miyokard enfarktiisU gibi hastaliklarin nedenlerinin
arastirtlmasinda kullanildig1 goriilmektedir (Swaminathan ve Butt 2006). Diger
taraftan, idrar, kan ve diger viicut sivilarindan elde edilen ccfRNA miktar ile kanser
arasinda iligki tespit edilmis ve kanser hastalarinin plazmasindaki tiimor kaynakli
RNA’larin varlig1 tespit edilmistir.

MikroRNA’lar (miRNA) kodlama yapmayan kiiciik RNA’lardir. Ortalama 22
nukleotitten olusmus bir uzunluga sahiptirler. MiRNA’lar DNA’dan transkribe
edildikten sonra, ¢esitli asamalardan gegip islevsel hale gelmektedirler. MiRNA’lar,
cogunlukla, hedef mRNAlarin 3’UTR (kodlama yapmayan bdlge) bolgeleri ile
etkilesime gegerek gen anlatimini baskilamaktadirlar (Chalfie ve ark., 1981). Ancak,
5’UTR, kodlama yapan bdlgeler, genlerin promotor bolgeleri ile etkilesime girip gen
anlatimmi diizenleyen miRNA’larin varligi da gosterilmistir (Broughton ve ark.,
2016). Baz1 kosullarda, miRNA’larin gen anlatimini aktive ettigi de gosterilmistir
(Vasudevan, 2012). Yapilan c¢aligmalar, iretildikten sonra, miRNA’larin hiicre
igerisinde hareketli olduklarin1 ve farkli yerlere ulasarak fonsiyonel olduklarini,
boylelikle translasyon oranmi ve hatta transkripsiyonu kontrol ettiklerini gGstermistir.
miRNA’lar, gelisim i¢in gerekli molekiillerdir. Ayrica, farkli biyolojik siireglerde rol
almaktadirlar (Fu ve ark., 2013). MiRNA’larin asir1 sekilde iiretilmesi birgok insan
hastalig1 ile iligskilendirilmistir (TUfekei ve ark., 2014; Paul ve ark., 2018). Hicre
i@risinde bulunmalarinin yaninda, hiicre disina da ¢iktiklar1 bilinmektedir. Bu
anlamda, sirkiiler serbest mikro RNA’larin (ccfmiRNA) yaygin bir sekilde birgok
insan hastaliginin belirteci olabilecegi bildirilmistir (Hayes ve ark., 2014; Wang ve
ark., 2016).

Larenks kanserli hastalarda kan plazmasindaki hiicre disi molekiillerin miktari
ve ne ifade ettigi konusunda yapilan ¢alismalar yeterli degildir. Boyle bir ¢alisma

larenks kanseri hastalarinda durumun ne oldugunu ortaya koymak, oOnerilen
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molekiillerin daha sonraki ¢alismalar ign Gemli bir yapi oldugunu ortaya koymak
bu hastalarda teshisin ve tedavinin yonlendirilmesinde 6nemli katki saglayacaktir. Bu
nedenle tez c¢alismasinda, larenks kanserli hastalardan elde edilen plazma
orneklerinden ccfDNA, ccfRNA ve ccfmiRNA miktarlarinin kontrol grubu ile
karsilagtiritlmasi, bu molekiillerin larenks kanserli bireyler ile saglikli bireyler
arasinda farkli olup olmadigi ve dolayisi ile birer biyomarker olup olmadigi

arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Larenks Kanseri
2.1.1. insidans ve Epidemiyoloji

Larenks kanserleri; tiim bas boyun malignitelerinin yaklasik %30'unu
olusturmaktadir (Curran ve ark., 1999). Goriilme siklig1 5. dekattan sonra yiikselise
geemekte, 7. ve 8. dekatlarda pik yapmaktadir. 1990’1 yillarin verilerine gore en
yiiksek insidans yilda 17,1/10.000 ile Ispanya’da saptanmis olup Fransa, italya,
Brezilya, Uruguay 10/ 10.0000’in iizerinde insidans ile diger sik goriilen iilkelerdir.
Cin, Afrika iilkeleri, dogu Asya, Avustralya, Yeni Zelanda, Norve¢ ve Isve¢’te
insidansin 3/10.0000° in altinda oldugu tespit edilmistir. Ulkelere gore degismekle
birlikte erkek ve kadin niifus arasindaki insidans orani, 4:1 ile 30:1 arasindadir. Son
yillarda kadinlarda goriilme sikligi giderek artmaktadir. 30 yas altinda goriilme
sikligi ise %1 olarak bildirilmistir (Lipkin ve ark., 1985).

Ulkemiz verilerine g&re saglik bakanhiginin 2017 yilinda yayinladigi calismada
erkeklerde goriilen kanser tirleri arasinda %2,2 ile 8. sirada bulunmaktadir.
Kadinlarda ise en ytksek 10 insidansh kanser tiirii arasinda yer almamaktadir. Bu
oran ABD’de yaklasik %]1'dir. Aradaki belirgin farkin {ilkemizde kullanimi halen
oldukga yaygin olan tiitiin tiriinlerine bagli oldugu tahmin edilmektedir.

2.1.2. Larenks Kanserinin Etiyolojisi

Larenks kanseri multifaktoriyel bir hastaliktir. Larenks kanseri genetik
faktorlerin etkisiyle birlikte dis etmenlerin de etkili oldugu bir kanser tiirtidiir.
Larenks kanserinin bir¢ok nedeni oldugu diisiiniilse de bilinen en onemli nedenleri
sigara ve alkol kullanimidir. Asbest, c¢imento tozu, vernik gibi baz1 mesleki
nedenlerle maruz kalinan kimyasallar da larenks kanseriyle iliskilendirilmistir.
Diisiik egitim diizeyi, papilloma virlis enfeksiyonu ve gastrodzofagiyal reflii bazi
caligmalara gore kofaktorlerdir.
2.1.2.1. Sigara Kullanim

Sigara, larenks ve skuam¢x hiicreli bas boyun kanserlerinin ¢ogunda kanserojen
etkisiyle bilinen en etkili risk faktGUdtr (Kahn 1966; Falk ve ark., 1989). TU(n,
cxellikle supraglottik ve glottik larenks kanserleri ign bir risk fakt&GUdUr. TGn
kullananlarda %213,2 ile larenks kanseri riski belirtilmistir (WUnsch, 2004). Sigaranin

ozellikle ag1z i¢i kanserleri olmak {izere yemek borusu ve girtlak kanseri lizerinde
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etkisi vardir. Larenks kanserli hastalarin oykiileri incelendiginde %95 oraninda
sigara kullanimi goriilmistiir (Kahn 1966; Falk ve ark., 1989). Arastirmalar, tttCnde
kansere neden olan primer maddenin nikotin olmadigini, aromatik heterosiklik
radikaller ve epoksitler gibi c¢ok sayida bagka karsinojenler oldugunu ortaya
koymustur. Bu maddeleri detoksifiye eden enzimleri kodlayan genlerin polimorfizmi,
sigaranin kanser yapici etkisinden sorumlu tutulmaktadir (To-Figueras ve ark., 2002).

Kanser hastalarinin sigaray1 biraktiktan sonraki iyilesme siirecleri incelendiginde
sigaraylr birakan ve kullanmaya devam eden hastalar arasinda anlamli bir fark
gozlenmemistir (Tomek ve McGuirt, 2003). Bu c¢alisma, sigara kullaniminin
kiimtlatif bir hasara neden oldugunu ve diizelemeyecegini gostermektedir. Ancak
yaslilar iizerinde yapilan bir baska calismada da sigaray1 biraktiktan yaklasik 10 yil
sonra bu etkinin azaldig1 yoniinde bulgular vardir (Franceschi ve ark., 1990).
2.1.2.2. Alkol Kullanim

Alkol 6zellikle supraglottik kanserler igin bir risk faktorii olup tiitiinde oldugu
kadar kesin olmamakla birlikte doza bagli olarak riski arttirir (Dosemeci ve ark.,
1997). Bas boyun kanserleri i¢in degisik derecelerde tiikketim miktarlarina gore risk
oraninin 1,4-5,9 arasinda degistigi bildirmistir. Kullanilan alkolUn ¢esidinin riski
etkilemedigi belirtilmistir (Menvielle ve ark., 2004). Alkol, larenks kanseri ign
kanser gelisimi acisindan sigaradan bagimsiz bir risk faktoriidiir. Ancak kombine
alkol ve tiitiin kullaniminin kanser riskini belirgin dl¢lide artirdig1 gosterilmistir.
2.1.2.3. Cinsiyet

Tiirkiye ve diinyada yapilan ¢aligmalara gore larenks kanserinin kadinlarda
goriilme siklhigi erkeklerde goriilme sikligina oranla oldukca azdir. Ancak bu fark
giderek azalmaktadir. Nedeni de kadinlarin is ve sosyal hayatta daha fazla yer
almasiyla toksik maddelere maruziyetlerinin artmis olmasidir. Ayni zamanda
kadinlarin alkol ve o6zellikle tiitiin {riinlerini tliketimlerinin de artmis olmasiyla
iliskilendirilmektedir (Gallus ve ark., 2003). Tan1 ve tedavi esnasinda da cinsiyete
gore farklar bulunmaktadir. Erkeklerin kadinlara gore kanserin daha ileri evresinde
hastaneye basvurduklar1 yapilan ¢aligmalarda tespit edilmistir (Haydaroglu ve ark.,

2007).



2.1.2.4. Gastroczofageal Reflt

Mide igerisindeki asitli icerigin yemek borusuna dogru ters yonde hareketine
gastrodzofageal reflii denmektedir. Reflii sirasinda hiicreler midenin asitli igerigine
maruz kalmaktadir. Bu da hiicreler i¢in tahris edici olup zaralidir. Larenks kanserli
hastalarda yapilan ¢alismalarda sigara igmeyen hastalarin reflii sorunu yasadigi tespit
edilmistir. Bu durum gastro6zofajial refliiniin larenks kanserinin nedenlerinden biri
olabilecegini diisiindiirmektedir (Dagli ve ark., 2004).
2.1.2.5. Viral Risk Fakt&rleri

Herpes simplex enfeksiyonu ile larenks lokoplakileri ve kanseri arasinda iligki
olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcuttur (Du ve ark., 2004). Larenks
kanserlerinde HPV pozitifligi % 3 ile % 85 arasinda degismektedir (Major ve ark.,
2005). HPV 16’nin daha az miktarda HPV 18’in kanserin etiyolojisinde yer aldigi
distintilmektedir. Apoptotik molekUlerin Bak ve Bcl-2'nin HPV 16 E6 ve E7
tarafindan diizensizlestiklerinin, daha sonra insan larenks kanseri gelisiminde rol
oynayabilecegi disiiniilmektedir (Du ve ark., 2004). HPV’nin larenks kanseri
tizerinde etkisinin sigara ve alkolle birlikte artmis bir risk etmeni oldugu gozlenmistir
(Smith ve ark., 2000). Ancak kesin bir sonugig@n heniiz bulgular yeterli degildir
(Syrj&en 2005).
2.1.2.6. Beslenme

Larenks kanserinin beslenme ile de oldukga yakin iliskisi vardir. Lifli besinlerce
zengin diyette kanser riskinin azaldigi ¢alismalarda gosterilmistir. Sebze ve meyve
agirlikli, bitkisel yaglarla zengin doymamis yag asidi yliksek ‘Akdeniz tipi’ diyet
olarak adlandirilan diyetle beslenenlerde larenks kanseri riskinin daha az oldugu
gozlenmistir (La Vecchia ve ark., 2001). Bitkisel yag ve balik tiiketiminin ve orta
derecede yiiksek ¢oklu doymamis / doymus yag asidi oraninin da kanser riskini
azalttigi gozlenmistir (Estéve ve ark., 1996). Lifli gida tiiketiminin de olumlu bir
etkisi oldugu distiniilmektedir. Ayrica aritilmig tahillarin tiiketimi, larenks kanseri
riski ile pozitif iligkili bulunurken, dogal haldeki tahil irlinlerinin tiiketimi ile larenks
kanseri riski arasinda ters oranti oldugu bildirilmistir. Yetersiz ve dengesiz
beslenenlerde larenks kanseri insidansinin arttigi savunulmaktadir. Taze meyve ve
sebze tiikketiminin azalmasiyla diisiik beta-karoten, C vitamini ve E vitamini aliminin

da kanser iizerinde olumsuz etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Selenyumun larenks
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kanserinde koruyucu etkisinin oldugu gosterilmistir (Lajtman ve ark., 1994, Estéve
ve ark., 1996).
2.1.2.7. Cevresel Faktdrler

Larenks kanseri mesleki ve gvresel fakt&lerden de etkilenmektedir. Larenks
kanserli popUasyonlar, genellikle farkli toksik maddelere maruz kalan bireylerden
olusmaktadir. Ornegin, polisiklik aromatik bilesiklere, toksik metal maruziyeti,
asbest gibi karsinojenik maddelere maruz kalan birylerde larenks kanseri daha fazla
g&umektedir. 1970’lerden beri 6zellikle asbestin larenks kanseri ile iliskili oldugu
cesitli ¢alismalarda belirtilmistir. Asbeste maruz kalma sonucu, riskin 1,8 ile 9 kat
arttigin1 gosteren caligmalar vardir (Du ve ark., 2004). Pestisitlerin kullanimi ile
kanser insidansi arasinda bir korelasyon saptanmistir. Mutajenik, karsinojenik ve
teratojenik etkili pestisitlerin neden oldugu etkiler ge¢miste yapilan galismalarda
saptanmistir (Bolognesi ve Morasso, 2000). Mutajenik etkiye sahip pestisitler
(diazinon, ziram v.b) kromozomal kirilmalara neden olurlar.
2.1.2.8. Radyasyon

Iyonize radyasyonun larenks kanseri igin bir risk faktorii olugu 6ne siiriilmiistiir.
Radyasyonun karsinojenik etkisi doz, fraksiyon ve dagilim oranina baglidir. Larenks
kanserinde, radyoterapiden yillar sonra olusan tiimoérlerin, rekiirren timor degil
radyasyona bagli olarak olusan ikinci primer timorler oldugu savunulmaktadir (Gao
ve ark., 2003).

2.1.3. Larenks Kanseri Patolojisi

Bas ve boyun kanserlerinin %90’1 skuamdéz hiicreli karsinomdur (Curado ve
Hashibe, 2009). Yassi epitel hiicreli karsinomlarin tiim larenks malign tlimorlerine
orani yaklagik %95-98’dir. Bu karsinomlarda spindle cell karsinoma, verrikce
karsinoma gibi tirler de vardir (Kog 2013).

Interseliiler kdpriiler bulunan, keratin olusumu ile karakterize olan yass1 epitel
hicreli karsinom, skuamoz diferansiasyon gosteren bazal membrani invaze eden bir
malign epitelyal tUmordiir. Timoér dokularini — derecelendirirken  hiicrelerin
pleomorfizm ve mitotik aktivitelerine bakilmaktadir. TUm&Un gradelemesi; iyi, orta,
ve kd&u diferansiye olmak (rzere U gruptan olusur. Gradelemede hicresel

pleomorfizm ve mitotik aktivite esas alinir.



Larenks kanserleri bulunduklar1 bolgeye gore de 4 gruba ayrilir. Bu 4 grup;
supraglottik, glottik, subglottik ve transglottik kanserlerdir. Larenks karsinomlarinin
cogu supraglottik ve glottik bolgede goézlenip, iyi ve orta derece diferansiyede
olduklar1 tespit edilmistir. Larenks kanseri bu orana g&e; %60-65’i glottik
bdgede, % 30-35’ i supraglottik bdgede, % 5’den az1 transglottik bdgede ve %
5’den az1 subglottik bdgede g&xlenmektedir (Cirik, 2009). Subglottik bdgedeki
karsinomlar ise orta veya k@uUdiferansiyedir (Rosai, 2004).

Supraglottik bolgedeki tiimorlerin, bu bolge lenf damarlar1 yoniinden zengin
oldugu icin, lenf dolasimina da yayilimlar1 kolaydir. Hasta uzun siire bogaz
agrisindan yakinabilir ve kronik farenjit sanilabilir. Bu bolgedeki kanserler ileri
evrede teshis edildiginden bu durum géz 6ntinde bulundurulmalidir (Myers ve Alvi,
1996). Bu tiirde lenf nodu metastazi goriilmektedir.

Glottik kanserler; en sik glottisin 1/3 6n kisminda goriiliirler. Lenf dokusu az
olan bu bolgede uzun siire yayilmadan kalabilen kanserlerdir. Ancak &ne veya arkaya
dogru yayilip ve vokal kasa gecebilirler. Genellikle erken evrede fark edilebilir
kanser tCrleridir.

Subglottik kanser; vokal kordlarda etkisini g&steren kanserlerdir. Krikoid ve
tiroid kikirdaga yayilma gozlenmektedir.

Transglottik kanserler; transglottik kanserler diger kanser tiirlerine oranla daha
az g&du. Tum kanserlerin % 5’inden azini olusturur. Bir bolgeden digerine gecen
kanserlerdir.

2.1.4. Tam ve Tedavi Yaklasimlari

Anamnez, fiziki muayene, radyolojik inceleme, endoskopik muayene ile larenks
kanseri tanis1 koyulmaktadir. Sik rastlanan semptomlar arasinda ses kisiklig1, bogaz
agrisi, disfaji, odinofaji yer alir. Ancak bu semptomlar larenks kanserinin tirine g&e
degisiklik gostermektedir. Glottik kanserlerde ses kisikligi erken belirti olarak ortaya
¢ikmakta, ancak subglottik ve supraglottik kanserli vakalarda daha geCortaya ¢ikar.
Bogaz agris1 semptomu ve disfaji ise supraglottik bdge kanserlerinde erken gcxlenen
belirtilerdendir. Hemoptizi ve kulak agris1 semptomlari ise digerlerine goére daha
nadir g&zlenmektedir. Hava yolunu tikayan biiylik kitlelerde ise dispne semptom
olarak g&GUmektedir. Supraglottik kanserlerde ise boyun metastazlari oldukg¢a sik

g@uen bulgulardir. Larenks muayenesine lezyonun yeri, hagi bolgelere uzandig: ve
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vokal kord hareketleri hakkinda gerekli bilgi veren indirekt larengoskopi ile
baslanmalidir. Palpasyon oOzellikle larenks disina tasmis tiimorlerde degerlidir.
Gerekli g Uirse bilgisayarli tomografiden (BT) de yararlanilir. Bu yontem tUm&Un
biyiikligiinii, uzanimi, bdgedeki kikirdagin durumunu ve muayene sirasinda
gGUemeyen bdge varsa o bdgenin durumunu ortaya koyar. Manyetik Rezonans
(MR) submokozal tiimér uzanimini BT den daha iyi ortaya koymaktadir.

Genel anestezi altinda yapilan direkt larengoskopi ve bu esnada alinan biyopsi
ile daha kapsamli bilgiler edinilmektedir. Bu bilgiler 1s18inda doktor, hasta ameliyata
girmeden &nce kanserin evrelendirmesi ign birgok bulguya ulasir. Biyopsi alinirken
oldukca dikkat edilmelidirr. Siipheli lezyonlardan alinan biyopsi ylizeyinde
enflamasyon olabilir. Dikkat edilmezse derindeki malign lezyonlar g& Umeyebilir.
Ventrikl ve subglottik bdge; diagnostik larengoskopi ile incelenirken zorlu iki
bdgedir. Ozellikle vejetan biyik tUmérlerde kesin tani ve gerekli ise konservatif
cerrahi karari cerrahi eksplorasyon sonrasi verilebilir. Bu islemlerden sonra ¢zefagus,
bronsiyal sistem, trakeada ikinci primer tim& arastirilmahidir (Flint ve ark., 2010).

Larenks kanserlerinde iki gesit tedavi yontemi bulunmaktadir. Radyoterapi ve
cerrahi yoOntemleriyle hastaya uygun sekilde secim yapilip tedavi edilmektedir.
(Baserer, 2002). Bu iki y&itemden biri seglirken, y&iteminin avantajlar1 oldugu
kadar dezavantajlar1 vardir. Tiimore bagl olan bazi faktorler; yayilimi, yeri, evresi,
boyunda metastaz gergeklesmesi, hangi tedavi y&ntemi seglirse en @k Kir olanagi,
larenks islevlerinin devami tedavi se¢imi i¢in &emlidir. Timore bagli 6zelliklerle
birlikte avantaj ve dezavantajlar hastaya gore degisebilmektedir Hastanin yasi,
mental durumu, varsa kronik rahatsizliklari, hastanin istekleri, meslegi, mesleginde
sesinin  &emi, kardiopulmoner durumu tedavi ydemini belirlemede &hemlidir.
Tedavi i¢in uygun yaklasimda farkli disiplinlerin bir arada calismasi esastir.
Multidisipliner yaklasim sonucu hastaya gore belirlenecek tedavi yontemine gde
tedavi siireci baglar. Cerrahi tedavi uygulanacaksa, primer tUm&Un rezeksiyonu
(larenjektomiler) ve bolgesel lenf nodlarinin eksizyonun (boyun diseksiyonlart)
yapilmas1 gerekmektedir (Engin ve Erisen, 2003). Larenks kanserinde metastaz
varligina ve evresine gore boyun diseksiyonlart uygulanabilir. T1, T2 erken evre
glottik kanserlerde boyun metastazi insidansi son derece diisliktiir ve elektif boyun

diseksiyonunun yeri yoktur. Erken evre supraglottik larenks kanserlerinde patolojik
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lenf nodu negatif olsa bile, yliksek oranda ve ¢ift tarafli boyun metastazi yapma
potansiyeline sahiptir. Dolayisiyla tedavi plan1 her iki boynu da igermelidir. Cift
tarafli boyun disseksiyonuyla (genellikle selektif yeterlidir) birlikte uygulanan
parsiyel larenjektomiler hastaligin patolojik olarak kesin evrelemesini ve gerekirse ek
tedavi planlarinin yapilabilmesini saglar.

T3 ve T4 ileri evre glottik kanserler b&gesel metastaz yapma potansiyeline
sahiptir. Boyun N(-) lerde tiimoriin evresine gore ipsilateral veya ¢ift tarafli boyun
diseksiyonu uygulanir.
2.1.4.1. Radyoterapi

Tiimdriin yerine, derecesine, metastazlarinin varligina, hastaya gore radyoterapi
primer veya yardimci tedavi olarak secilebilir. Hastalarda larenks fonksiyonlarinin
bozulmamasi i¢in eger erken evre ve uygun oldugu disiiniiliiyorsa cerrahi
y&itemlere g&e tercih edilmektedir.
2.1.4.2. Kemoterapi

Larenks kanserinde tek tedavi olarak gilinlimiizde kullanilmamaktadir. En sik
kullanilan kombine ilac Cisplatin+5-Fluorouracil’dir. Yineleme tedavilerinde de
radyoterapi ile kombinasyon olarak kullanilmaktadir.

2.1.5. Larenks Kanserinde Kullanilan Biyomarkerlar

Hiicrelerin risk faktorlerine maruz kalmalar1 sonucu hiicrede kanser gelisebilir.
Bu durum klinik olarak bir bulgu vermeden 6nce bazi markerlarda meydana gelen
degisim fark edilirse daha erken onlem alinabilir ve Onleyici tedaviler ile tedaviye
daha erken baglanabilir. Bu da tedavinin verecegi olumlu yanit oranini artiricaktir.
Markerlar kullanildiklar1 kanser tiirii i¢in 6zgiildiir ve oradaki degisimi ortaya koyar.

2006°da yapilan bir calismada bazi fonksiyonlar ve bunlarin larenks kanserli
hiicrede degisen gorevleri siralanmistir. Epidermal growth factor; saglikli hiicrede
blyUme fakt&leri igin tirozinkinaz aktivitesi tasir ancak larenks kanserli hiicrede
agresif ve invaziv Ozellik gosterir. Telomeraz aktivitesi saglikli hiicrede normal
diizeylerde bulunurken larenks kanserli hiicrelerde artmaktadir. Cyclin D1 geni de
larenks kanserli hicrelerde saglikli hiicrelere gore daha yiiksek diizeylerde
bulunmaktadir (Sayilgan, 2006).
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2.1.5.1. Hiicre Dis1 Sirkiiler Niikleik Asitler

Niikleik asitlerin, ¢esitli viicut sivilarinda bulundugu c¢ok uzun zamandir
bilinmektedir. ilk ¢alisma 1940’11 yillarda yapilmasina ragmen, 6zellikle son 20-30
yil igerisinde hiicre dis1 niikleik asitlere ilgi artmistir. Bu baglamda, gesitli ¢alismalar
yapilarak hem miktarsal hem de molekiiler karakterizasyonlart hem saglikli hem de
hasta gruplarinda arastirilmistir. 1940’1 yillarda yapilan ilk ¢aligmalarda, saglikli ve
hasta bireylerin plazma 6rneklerinde serbest DNA ve serbest RNA’lar dl¢iilebilmistir
(Mandel 1948). Nukleus kokenli DNA’nin varliginin yaninda mitokondrial kokenli
DNA’nin varlig1 da bilinmektedir. Yapilan bir ¢aligmada, niikleer DNA’nin serbest
sekilde bulundugu ancak mitokondrial DNA’nin hem serbest hem de bazi
partikiillere bagli olabilecegi bildirilmistir (Zachariah ve ark., 2009). Saglikli
bireylerde, drnegin 16kositlerin 6liimiiyle bir miktar DNA kanda serbest hale gectigi
ve herhangi bir hastalig1 bulunmayan bireylerde de bu nedenle belli bir miktarda
serbest DNA oldugu belirtilmistir. Ancak miktar1 bireye gore degisen serbest haldeki
niikleik asitlerin bazi hastalik durumlarinda farklilastigi bildirilmistir (Giacona ve
ark., 1998; Chang ve ark. 2003). Ozellikle farkli patolojilerde goriilen hiicre
Olimleri, doku tahribi ve iltithabi durumlar ile aralarinda yakin iliski oldugu
bilinmektedir. Bu kapsamda, hiicre disinda normal degerlerden fazla DNA, RNA,
miRNA gibi niikleik asitlerin varlig: tespit edilmistir. Ornegin, tiimoral kaynakli
onkogenik DNA’nin varliginin tespit edilmesinin yaninda, otoimmun hastaliklar gibi
hastaliklarda yiiksek miktarda hiicre dist DNA tespit edilmistir (Butt ve
Swaminathan 2008; Wagner 2012). Ozellikle DNA miktar1 ve daha sonra igerigi
hastaliklar i¢in invazif olmayan birer kan biyomarker1 olabilme potansiyeline sahiptir.
CcfDNA boyutunun ve dzelliginin de bireyin saglik durumuna gore degismesi birgok
hastalik grubu i¢in spesifik bir biyomarker olabilecegini ortaya koymustur (Deligezer
ve ark., 2006).

Hiicre Dis1 Sirkiiler DNA (ccfDNA)

Sirkiilasyonda bulunan DNA’nin bulunma sekli ile ilgili farkli yaklagimlar
mevcuttur. Hiicre disinda ¢ikmis DNA’nin kromatin yapida, yani DNA ve dort cesit
histondan olusan nukleozom seklinde olabilecegi gibi, protein ve apoptotik yapilara
baglh sekilde bulunabilecegi bildirilmistir (Van Der Vaart ve Pretorius, 2008; Peters

ve Pretorius, 2011). Serbest haldeki bu maddeler saglikli insan plazmasinda da
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bulunmaktadir. Ancak organizma O6li hiicrelerden fagositoz ile temizlendigi igin
miktarin daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Saglikli bireylerde yapilan dlgiimlerde
serbest DNA'nin normal konsantrasyonu 0 ile 100 ng / mL kan, ortalama 30 ng / mL
olarak gozlenmistir.

Sirkiiler DNA’nin bulunma seklinin daha ¢ok bireyin i¢inde bulundugu duruma
bagli oldugu bilinmektedir. Niikleik asit miktarinin, bir¢ok akut ve kronik hastalikta
arttigr tespit edilmistir (Wagner, 2012). Bu kapsamda farkli hastaliklarda, farkli
serbest DNA sekilleri bulunmustur. Yapilan ¢alismalarda bazi otoimmiin hastaliklar,
travma ve inme durumlarinda kanda ccfDNA varliginin arttigi gozlenmistir (Butt ve
Swaminathan, 2008). Diyabetli, romatid artritli, lenfomali ¢ocuklar ile yapilan bir
calismada, jel elektroforezi ile elde edilen serbest DNA bantlari, apoptotik bir
hiicredeki ile benzerlik gostermistir. Benzer sekilde, farkli hasta gruplarinda,
niikleozom sayisinin ve DNA iplik baz biiyiikliiklerinin hem saglikli hem de hasta
bireylerde farkli oldugu bildirilmistir (Holdenrieder ve ark., 2006; Holdenrieder ve
ark., 2008; Schwarzenbach ve ark., 2011). Artmis hiicre dist DNA miktarinin sepsis,
baz1 kanser tiirleri ile kardiyovaskiiler hastaliklarin birer biyomarker: oldugu tespit
edilmistir (Butt ve Swaminathan, 2008).

Bagka bir ¢alismada serum DNA konsantrasyonunun malignitede belirgin
sekilde arttigint ve benign hastalikta normal kontrollerle karsilastirildiginda orta
derecede arttigin1 gostermektedir (Shapiro ve ark., 1983). Bazi kanser tiirlerinde de
metastaz ve niiks, dolasimda yiiksek diizeyde tiimor kaynakli DNA varlhigr ile
iliskilendirilmistir. Over kanserinde ccfDNA belirleyici bir biyomarker olarak kabul
gorebilecegi ortaya konmus ancak daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ duyulmustur (Kamat
ve ark., 2010).

Miktarsal farkliligin yaninda, ozellikle ccfDNA’nin yapisindaki genomik,
epigenomik degisimliler ile var olan iplik uzunluklar1 gibi parametrelerin ise bazi
hastaliklar i¢in spesifik oldugu belirtilmistir (Schwarzenbach ve ark., 2011). Servikal
kanser hastalarinda yapilan bir ¢alismada HPV16 / HPVI18 Olciilmiistir. Bu
kisilerin %50’sinde hastaliklar1 esnasinda plazmalarinda HPV-DNA goriilmiis olup
daha sonraki iyilesme doneminde rastlanmamistir. Bu nedenle plazma HPV-
DNA’nin servikal kanserde tedaviye yaniti incelemek adina bir biyomarker

olabilecegi diistiniilmiistiir (Yang ve ark., 2004).
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Serbest hale gegen DNA, serum ve plazmada bulunabildigi gibi diger viicut
stvilarinda da bulunmaktadir. Idrar, sinovyal sivi, tiikiiriik ve beyin omurilik sivist
gibi diger viicut sivilarinda da DNA serbest halde bulunur (Wagner, 2012). V{tut
stvilarinda tespit edilen niikleik asitler i¢in baz1 mekanizmalar ileri stiriilmektedir.
Kanser hastalarinda yapilan ¢alismalarda kanda ccfDNA’nin fazla olmasinin
nedeninin timor hiicreleri oldugu bulunmustur. Kanda serbest halde dolasan serbest
niikleik asitler i¢in farkli kaynaklar belirlenmistir. Bunlar, I6kositlerin par¢calanmasi,
bakterilerin par¢alanmasi, viriisler, mitokondriyal DNA, hiicre veya doku nekroz,
hiicre apoptozu, hiicresel eksozomlarin serbest hale ge¢cmesi, hiicresel RNA’larin
serbest kalmasi, virtisom, parazit niikleik asitleri, transpozon ve retrotranspozon ile
I&kosit ylzey DNA’lar olarak belirtilmistir (Gahan, 2016). Serbest nikleik asitlerin
asil kaynagimin o6l hiicreler oldugu tahmin edilmektedir. Ancak, diger taraftan
yapilan c¢aligmalarda, canli hiicrelerden de DNA ve RNA’larin serbest hale gectigi
tespit edilmistir.

Plazmada bulunan ccfDNA elektroforez ile incelendiginde apoptozis sonucu
saliman ccfDNA’dan farkli olarak nekroz ile tiiretilen cfDNA, elektroforetik olarak
jeller lizerinde akarken lekeler olusturdugu i¢in fark edilmektedir. Boylece nekrozun
da ccfDNA’nin plazmaya salinmasinda etkisi oldugu tahmin edilmektedir (Wang ve
ark., 2003; Derakhshan, 2007). Plazmada serbest halde bulunan ccfDNA’ya jel
elektroforezi uygulandiginda DNA’larin boyutu olgiilerek apoptozis kaynakli olup
olmadigina bakilmistir. Apoptozisin ccfDNA i¢in Onemli bir kaynak oldugu
anlasilmistir (Derakhshan, 2007).

Eksozom kesecikleri; hiicrelerden salinan neredeyse tiim viicut sivilarinda
bulunan yapilardir. Hiicrelerin birbirleriyle haberlesme kaynaklari genetik materyal
aktarimi ve hiicresel immiin yanit gibi birgok hayati biyolojik olayda spesifik rolleri
oldugu yapilan c¢alismalar ile ortaya konmustur (Thé&y ve ark., 2009). DNA icren
ekzomlarin diisiik seviyedeki DNA / RNA'nin ccfDNA 'lara katkisi oldugu
g& Umektedir.

Yapilan bazi ¢alismalarda ccfDNA ’nin bazi kanser tiirleri igin biyomarker olarak
kullanilabilecegi ortaya konmustur (Pietrasz ve ark., 2016). Ancak yapilan
calismalarda cCFDNA’nin birgok hastalikta arttig1 gozlemlenmistir ve bu nedenle tek

basina bir biyomarker olamayacagi da diisiiniilmektedir (Gahan, 2016). Kanser
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hastalariin ileri donemlerdeki erken niiks veya ilerlemeyi tanimlamak icin hastalarin
izlenmesinde ccfDNA'nin kullanilmasinin olasi oldugu incelenmistir. CCfDNA’nin
izole edilip arastirilmasi geleneksel yontemlere gore daha kolay ve ucuzdur. Bu
nedenle tiimor ilerlemesinin taranmasi, timdr genetigi, timor yiiki, ilerleme ve ilag
direnci mekanizmalar1 hakkinda bilgi edinmek igin CCfDNA arastirilmaya
baslanmugtir.

Hiicre Dis1 Sirkiiler RNA (ccfRNA)

Ribolukleaz (RNase) RNA’y1 par¢alama 6zelligi olan bir enzimdir. Serumda
yiiksek miktarda bulunurken, kanserli bireylerin plazmalarinda da yiiksek miktarda
oldugu bilinmektedir (Reddi ve Holland, 1976). Kanda yiksek miktarda RNase
bulunmasina ragmen, hiicre disina ¢ikmis ve dlgiilebilecek miktarda farklt RNA’larin
varligt onem arz etmektedir. Bu yaklasim, dolasimda stabil olarak bulunan
RNA’larin korundugu fikrini ortaya koymaktadir. Bu baglamda, RNA’larin, ¢ift lipit
tabakasi tasityan bir vesikiil ile ¢evrelendigi ve bu sekilde RNase’dan korundugu,
dolayis1 ile dolasimda stabil oldugu sdylenebilir (Rapisuwon ve ark., 2016). Bu
vezikiiller, ekzosomlar, mikrovesikiiller ve apoptotik yapilar seklinde
bulunabilmektedirler. VVezikdler, normal veya kanserli hicrelerden kdkenlenmekte,
degisik molekiilleri farkli yerlere tasimakta ve boylelikle farkli hiicresel siirglerde rol
almaktadirlar (Valadi ve ark., 2007; Kanada ve ark. 2015; Rapisuwon ve ark., 2016).
Yapilan ¢aligmalarda, plazmadan elde edilen ekzosomlarin, farkli RNA tiplerini
icerdigi goriilmiistiir. miRNA, piRNA, mRNA ve IncRNA olarak tespit edilen
RNA’larin miktarlarinin farkli oldugu ifade edilmistir (Freedman ve ark., 2016).

RNA ile ilgili ¢alismalar, daha ¢ok spesifik mRNA tiirlerini kapsamaktadir.
Total RNA miktar ile ilgili ¢ok az sayida ¢alisma oldugu gibi diger niikleik asitler
ile iligkileri hakkindaki bilgiler de yok denecek kadar azdir. Miktarsal olarak
RNA’nin kadinlarda 36 ng/ml ve erkeklerde 126 ng/ml oldugu bildirilmistir
(Tamkovich ve ark., 2005). Kodlama yapmayan RNA’lar (non-coding RNA),
kodlama yapmayan DNA tarafindan aktif olarak kodlanir. Bunlar, uzun kodlama
yapmayan RNA’lar (IncRNA), mikro RNA’lar (miRNA), kisa RNA interfreans
(siRNA), piwi etkilesimli RNA (piRNA) gibi RNA’lar1 igermektedir. PIRNA 26-31
nukleotidten olusan, transpozonlar1 baskilayan ve mRNA’y1 hedef alan, PIWI

proteinleri araciligi ile bu siiregleri yoneten bir RNA ¢esididir (Rapisuwon ve ark.,
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2016). Plazmada bol bulunurlar. Spesifik olarak bazi piRNA’larin kolorektal kanser,
prostat kanseri ve pankreatik kanseri ile iligkili oldugu bildirilmistir (Rapisuwon ve
ark., 2016). Nuklear ve nukleolar RNA’lar (snRNA ve snoRNA) genellikle 60-300
nukleotid uzunlugundadir. Bazi1 kanser tiirlerinde bu iki RNA tiirlerinin
anlatimlarinin oldugu bildirilmistir Ornegin, meme kanserinde, bu iki RNA cesidinin
anlatimlarmin arttig1 goriilmiisttir (Valleron ve ark., 2012).

Hiicre disinda bulunan DNA’nin kesfedilmesi ile RNA’nin da varli§i ortaya
konulmustur. Ancak, DNA kadar ilgi gdrmemistir. Insan serum ve plazmasinda farkli
tipte RNA’lar bulunmaktadir. Sirkiiler dolasimda, mesajct RNA (mRNA), miRNA,
piRNA, tasiyict RNA (tRNA), ribozomal RNA (rRNA) gibi RNA c¢esitlerinin
yaninda diger bazi RNA tiirlerinin de oldugu bilinmektedir. Genel olarak, sirkiiler
dolasimda kiigiik vezikiiller igerisinde paketlenmis olarak bulunmaktadirlar. RNA
molekUleri, DNA molekUlerinin serbest hale gegnesine neden olan mekanizmalar
ile serbest hale gegnektedirler. Lokositlerin pargalanmasi, bakterilerin par¢alanmasi,
virtsler, mitokondriyal DNA, hicre veya doku nekrozu, hicre apoptozu, hicresel
eksozomlarin serbest hale gecmesi gibi siirecler hiicresel RNA’larin serbest
kalmasina neden olmaktadirlar. Ornegin, 16kositler bagisiklik merkezinin bir pargasi
olup, viicudu yabanci maddelere mikroplara ve bulasici hastaliklara karsi korurlar.
Lokositler parcalandiklar1 zaman plazmada RNA gortilmektedir.

Diger taraftan, serbest hale gecen RNA’nin 6nemli bir kismimin ozellikle
dolasimdaki eritrosit ve lokosit zarlarina yapisik oldugu tespit edilmigtir. 1999
yilinda yapilan c¢alismalar RNA’nin ilk defa klinik anlamda Onemini ortaya
koymustur. Bu c¢alismalarda, malignant melanomal1 hastalarin serumlarinda tumor
mRNA’larin varligi tespit edilmistir (Kopreski ve ark., 1999). Ayrica, Epstein-Barr
virus tarafindan kodlanan RNA’in varhigi ilk defa nasopharyngeal kanserli bireylerin
plazmalarinda gosterilmistir (Lo ve ark., 1999). Viicut sivilarinda tespit edilen farkli
RNA tiirleri ¢esitli hastaliklarla iligskilendirilmeleri nedeni ile biyomarker olabilecek
potansiyele sahiptirler. Bundan dolayi, serbest RNA’larin 6zellikle bazi hastaliklar
teshis edebilecek nitelikte olabilecegi bildirilmistir (Tong ve Lo, 2006). Ornegin,
plazma RNA analizinin kanserin teshisi ve izlenmesi i¢in dnemli bir molekiil oldugu

bildirilmistir (Lo ve Chiu, 2004).
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MRNA, protein sentezinde Onemli bir fonksiyonu olan bir RNA ¢esididir.
Sirkiiler mRNA, 1990’1 yillarda tespit edilmis ve daha sonra gastrik kanser,
pankreatik kanser (Funaki ve ark., 1996), nasofarengiyal karsinome (Lo ve ark., 1999)
ve melanomali bireylerin (Kopreski ve ark., 1999), viicut sivilarinda mRNA tespit
edilmistir.

Hiicre Dis1 Sirkiiler MikroRNA (ccfmiRNA)

Mikro RNA (miRNA) tek sirali niikleotid dizisinden olusan 21-23 nikleotit
uzunlugundaki tek zincirli RNA molekiilleridir. Tiim 6karyotik hiicrelerde bulunurlar.
IIk bilinen miRNA; lin-4 olup, 1993 yilinda Ambros ve arkadaslar1 tarafindan
Carosorhabditis elegansta lin-4’in higbir proteini kodlamadiginin anlasilmasiyla
kesfedilmistir (Lee ve ark., 1993). MiRNA'lar protein sentezinde g&ev almazlar
(Guil ve Esteller, 2009). Gd&evleri, mRNA'larin protein  sentezini ilgili
ribozom baglanma bdgelerine  baglanarak {iretecegi proteini  sentezlemesini
engellemektir. GGevlerini 3'-UTR'lerine baglanarak hedef mRNA'lar1 diizenleyerek
bir veya birden fazla mRNA (zerinde etki g&stererek yaparlar (Singh ve ark., 2008).
Gincel olarak bilinen 460’dan fazla insan miRNA’s1 bulunmaktadir. Mikro-RNA’lar
hiicrelerde degisen sayilarda bulunmaktadir. En ¢ok tespit edilen 593 miRNA'nin
ortak kismi miR-99a-5p, miR-128, miR-124-3p, miR-22-3p ve miR-99b-5p'dir
(Gahan, 2016). Mikro-RNA'lar protein sentezini; protein translasyonunu inhibe
ederek veya mRNA’y1 tahrip ederek saglarlar. Gorevleri nedeniyle; hiicre gelisimi,
hiicre ¢ogalmasi, hiicre 6liimii, apoptozis, metastaz, mutasyon, epigenetik susturma
ve anjiyogenez gibi hiicre i¢in hayati onem tasiyan biyolojik olaylarda 6nemli
gorevler alirlar (Di Leva ve ark., 2014). Kanserde miRNA disregUasyonu ggdur.
Ayrica, hiicre boliinmesi, apoptosis, metastasis, anjiyogenesis gibi stre@erde dnemli
rol oynarlar (Di Leva ve ark., 2014). Birgok onkogenin ve tiimor baskilayici genin
fonksiyonlart miRNA’lar tarafindan diizenlenir. Bir¢ok miRNA kodlayan gen
ozellikle kromozom kirilmalar1 ve amplifikasyonu gibi duyarli bolgelerde yer alirlar
(Calin ve ark., 2004). Hiicre diizeyindeki bu olaylar ayni zamanda kanserin
baslamasi ve ilerlemesinde de yer alan hiicresel olaylardir. Spesifik olarak farkl
mikro RNA tiplerinin plazmada tespit edildigi ve sirkiiler bazi miRNA’larin bazi
kanser tirleri ign spesifik oldugu bildirilmistir (Garzon ve ark., 2009). Yani

miRNA’lar normal sartlarda hiicre fizyolojisi i¢in hayati 6neme sahip oldugu kadar,
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yanlig ifadeleri veya mutasyonlar1 karsinojenez ile iliskilidir. Bu iliski nedeniyle

kanser tirlerini miRNA profillerine gore siniflayabiliriz (Kanwal ve ark., 2015).

CYTOPLASM

NUCLEUS

d
Nuclear export

processing

Translau onally
repressed mRNA

5
Mature miRNA +RISC

Sekil.1 MicroRNA c¢alisma diizeni (Baccarelli ve Bollati, 2009)

MiRNA’larin %50°den fazlasinin hiicre i¢inde bulunduklari konum akciger,
goglis ve beyin kanserleriyle iliskili genomik bolgelerdedir (Zhang ve ark., 2007).
Yapilan caligmalarda ¢ogu kanser hastalarinda kandaki miRNA seviyesi yiiksek
Olclilmiistir. Bu durumun nedeninin miRNA’nin kanserde serbest dolasima
birakilmast oldugu diisiiniilmektedir. Ancak bazi calismalarda da hasta ve saglikli
birey grubunda anlamli fark goriilmemistir (Deligezer ve ark., 2006).

MiRNA ‘larin 6zellikleri tiimore gore degismektedir; drnegin, epitelyal menseli
kat1 kanserlerde, l6semilerde ve lenfomalarda, miR-155 yiksek oranda eksprese
edilir ve bir onkogen gibi islev gormektedir. Ancak endokrin ttmd&lerde ise olduk@
diisiik regiile edilir ve muhtemelen bastirict fonksiyonlara sahiplerdir (Nicoloso ve
ark., 2009). Kolorektal kanserli hastalarda yapilan bagka bir calismada miR-17-3p ve
mMiR-92’nin anlamli olarak arttig1 bulunmustur (NG ve ark., 2009). Bir bagka miRNA
olan miR-100{in insan kanserlerinde azaldigi bulunmustur (Paranjape ve ark., 2009).
Malign hiicrelerdeki bu miRNA degisimlerinin nedenleri epigenetik mekanizmalar
ile agiklanabilmektedir (Calin ve Croce, 2006)

MiRNA’larin tiimor hiicrelerinin gelisimlerini ve profillerini ortaya koydugu
gQilmistir. Bu bilgiler 1s1ginda ¢esitli kanserlerde miRNA’larin farkli 6zellik
gosterdigi ve kanser tanilarinda biyomarker olarak kullanilabilecegi gosterilmistir

(Lu ve ark., 2005).
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MiRNA’larin hiicrede gen baskilayici olarak gorev yapmasi nedeniyle kanser
tedavisinde timor baskilayict olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Bazi
miRNA'lar onkogenler veya tiimor baskilayicilar olarak islev gorebilir. MiRNA’larin
bu yapilar1 aracilifiyla hedeflendirme c¢alismalar1 yapilarak geleneksel tedavi

yonteminin daha etkin hale getirilebilecegi diisiiniilmektedir (Kutanzi ve ark., 2011).
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3.GEREC VE YONTEM
3.1.Arastirma Tiirii

Tez calismasi, deneysel tiirde bir ¢alismadir. Calisma, larenks hasta gruplar1 ve
kontrol  grubundan alinan insan periferal kan Ornekleri  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Calismanin temel amaci, larenks kanseri olan bireylerden alinan
kan &neklerinden ayrilan plazma Ornekleri kullanilarak hiicre digi niikleik asit
miktarlarin1  belirlemek, bu miktarlarin saglikli olan bireylerden farkli olup
olmadigmi ortaya koymak seklindedir. Bu sekilde, hiicre dis1 sirkiiler niikleik
asitlerin larenks kanseri i@n birer biyomarker olup olmadig1 degerlendirilmistir.
3.2. Arastirmanin Evreni ve Orneklem Segmi
Bu calismada, daha 6nce tani ve tedavisi ger¢eklesmis 46 larenks karsinomlu olgu ve
46 kontrol grubu olmak iizere toplam 92 birey degerlendirilmistir. Kanserli hastalarin
klinik Oykiisli, yas, cinsiyeti, meslegi, pestisite maruziyeti, sigara aligkanliklari,
operasyon Oykiisli, radyoterapi ve kemoterapi alip almadigi ile fizik muayene
bulgular1 kayit edilmistir. Uygulanan tedavi tipi, niiks ve metastaz gdz oniine alinmis
ve kaydedilmistir. Ozellikle kirsal kesimde yasayan ve tarimla ugrasan hastalardan
ilaclama yapanlar veya herhangi bir nedenle tarim ilacina maruz kalanlar pestisid
kullanan gruba dahil edilmistir. Tiim hasta ve kontrol grubunu olusturan bireylerin
kan ve plazma 6rnekleri daha 6nce alinmig ve uygun kosullarda (-80 °C) saklanmustir.
Caligsmada, kontrol grubu olarak 40 yas ve lizeri herhangi bir maruziyeti bulunmayan,
ek hastaligi olmayan, herhangi bir nedenle ila¢ kullanmayan ve ailesinde kanser
Oykiisii olmayan bireyler dahil edilmistir. Benzer sekilde, kontrol grubuna ait
demografik 6zelikler kaydedilmistir.
3.2. Veri Toplama
Hastalarin tanisi, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi, Tip Fakiiltesi, Kulak Burun
Bogaz Anabilim Dalinda 2009-2015 arasinda yapilmistir.
3.3. Etik
Tez ¢aligmasi, deneysel tiirde bir ¢alisma olup Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Insan Arastirmalar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanan rapor ile yiiriitiilmiistiir (2011-

KAEK-27/2018-E.1800185667 no’lu).
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3.4. Arastirmanin Simirhliklar

Hastalardan ve kontrol grubundan alinan kan ornekleri daha onceki yillarda alinan
ornekler oldugu i¢in populasyonlar se¢ilememistir. Hasta grubunda kadin hasta
olmamasi ¢aligmanin eksik yoniinii olusturmustur.

3.3.Kan Orneklerinin Alinmasi ve Deneysel Siirece Hazirlanmasi

Bu c¢alismada hiicre dis1 niikleik asit miktarinin 6l¢limii tam kandan ayrilan
plazma orneklerinde 6l¢iilerek belirlenmistir. Bu amagcla, kan 6rnekleri alinir alinmaz,
laboratuara transfer edilmis ve asagidaki islemler uygulanarak plazmalar1 ayrilmistir.
Steril 15 ml'lik tiiplere aktarilan kan ornekleri, 3000 g’de 10 dk santrifgde
cevrilmistir. Bu asamadan sonra, steril mikro pipet yardimiyla iisteki sar1 siv1 alinip,
steril 1.5 ml’lik ependorf tiiplere aktarilmistir. Ependorf tiipler sogutmali santrif(jde
+4 °C 16000 g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Bu islem sonunda steril mikropipetle
tUpteki Csteki kisim (altta 0.1 ml’lik birakilir) temiz steril ependorf tiipe alinmis ve
ependorf tipteki plazma -80 °C saklanmistir. Bu 6rnekler, hiicre dig1 serbest nikleik
asit miktar1 belirleme icin kullanilmistir.

Kan &neklerinden elde edilen plazmalarda ccfDNA, ccfmiRNA, ccfRNA
miktar1 arastirilirken Thermo Fisher Qubit dsSDNA HS (High Sensitivity) Assay Kit
ve Qubit 2,0 cihazi kullanilmistir. Bu cihaz floresans parametrelerini dgne
yontemine dayanarak calismaktadir. Floresans 6l¢limiiniin prensibi; kullanilan hedef
secici boyalarin DNA, RNA veya proteine baglandiginda floresans yaymasi ve
bunun standart ¢ozeltilere gore karsilastirilarak yogunlugun belirlenmesidir. Boyalar,
sadece floresans yayar ve bozulmus DNA veya RNA dahil olmak tizere kirleticilerin
etkilerini en aza indirir. Kisa zamanda sonug veren bu yontem, UV emilimine gore

cok daha hassastir ve seyreltik &nekleri daha dogru bir sekilde 6lgebilir.
3.4. Verilerin Degerlendirilmesi

3.4.1. Kan Plazmasinda ccfDNA Miktar Tayini

Her iki gruba ait hiicre serbest DNA miktari, daha Gice hazirlanmis plazma
ornekleri kullanilarak yapilmistir. Olgimler, Thermo Fisher Qubit dsDNA HS (High
Sensitivity) Assay Kit ve Qubit 2,0 cihazi kullanilarak yapilmistir. Kullanilan kitin
calisma yOnergesine gore deneyler planlanmis ve lciimler gergeklestirilmistir. ilk

asamada, iceresinde DNA miktar1 bilinen 6rnek kullanilarak bir standart egri
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olusturulmustur. Bu egri kullanilarak, hasta ve kontrol grubundaki bireylere ait
orneklerin DNA miktarlar1 belirlenmistir.
3.4.2. Kan Plazmasinda ccfmiRNA Miktar Tayini

Plazmada total ccfmiRNA miktar1 fluorometrik olarak Qubit 2.0 cihazi
kullanilarak 6lgiimler yapilmistir. Olgmler, Thermo Fisher Qubit™ microRNA
Assay Kit kullanilarak yapilmistir. DNA dg@mine benzer bir yéitemle, bilinmeyen
orneklerin miktarlar tespit edilmistir.
3.4.3. Kan Plazmasinda RNA Miktar Tayini

Plazmada total ccfmiRNA miktar1 fluorometrik olarak Qubit 2.0 cihazi
kullanilarak dgmler yapilmigtir. Olgimler, Thermo Fisher Qubit™ Qubit™ RNA
HS Assay Kit kullanilarak yapilmistir. DNA ddgmine benzer bir y&itemle,
bilinmeyen 6rneklerin miktarlari tespit edilmistir.
3.4.4. Istatistiksel Analiz

Hiicre dig1 molekiillerin gruplar arasindaki farkliligin Mann Whitney U testi ile
karsilastirilmistir. Popiilasyonlara ait diger faktorlerin etkilerini gérmek i¢in ¢oklu
regresyon analizi yapilarak sonuglar degerlendirilmistir. Parametreler arasindaki

iliskinin ortaya konulmasi i¢in Spearman Rho korelasyon testi uygulanmistir.
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4.BULGULAR

Tez calismasina dahil edilmis olan 46 adet larenks karsinomali hasta grubu daha
once Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz
Anabilim Dali’nda tanis1 konmustur. Ayrica 46 bireyden olusan kontrol grubunda da
ayni analizler yapilmistir. Her iki popiilasyona ait karakteristik veriler Tablo 1’de
verilmistir. Bu baglamda, 46 larenks kanserli birey 38 ile 81 yaslari arasindadir.
Hasta grubunun yas ortalamasi 64.15 tir. Tiim hastalar erkektir. Ayrica tiim
hastalarin sigara igtikleri tespit edilmistir. Kanserli bireylerde, dort farkli timor
evresi (T) belirlenmistir. Sira ile sayilar1 T1 (n=15), T2 (n=20), T3 (n=8), ve T4 (n=2)

seklindedir (Calismada, bir larenks kanseri hastanin tUm& evresi bilinmemektedir).

Tablo 1. Larenks kanserli bireyler ile kontrol grubuna ait karakteristik veriler

Larenks Kanseri Hastalar1, n (%) Kontrol, n (%)
Total 46 46
Erkek 46 (100) 24 (52,2)
Kadin 0 22 (47,8)
Yas 64.1548,4 50.3947.11
Sigara igne durumu
Sigaraign 46 (100) 27 (58,7)
Sigara igneyen 0 9 (19,6)
Belirlenemedi 0 10 (21,7)
Tumor Evreleri, n (%)
Tl 15 (32,6) -
T2 20 (43,5) -
T3 8 (17,4) -
T4 2 (4,5) -
TUma Yeri -
Glottik 46 (90,2) -
Supraglottik 5(9,8) -
Cerrahi
Total Larenjektomi 6 (11,8) -
Parsiyel 23 (45,1) -
Endoskopik Rezeksiyon 20 (39,2) -
Radyoterapi (RT)
Var 24 (47,1) -
Yok 22 (43,1) -
Boyun lenf nodu
Var 11 21,6
Yok 40 78,4
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Diger taraftan ¢alismaya kontrol grubu olarak dahil edilen 46 bireye ait bazi

ozellikle Tablo 1’de verilmistir. Kontrol grubunda bulunan bireylerin % 52,2’si

erkektir. Bu grubun yas ortalamasi ise 50.39 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu

bireyleri 40 ile 64 yas araligindadir.

Calismada, kanserli ve kontrol gruplarindan elde edilen ccfDNA miktarlar

Tablo 2 ve Sekil 2’de verilmistir. Buna gore, kanserli gruptan elde edilen ortalama

ccfDNA miktar1 1137,9 ng/ul iken kontrol grubu icin bu deger 1216,2 ng/ul olarak

bulunmustur. Her iki grupta elde edilen degerler Mann Whitney U testi ile

karsilastirildiginda, istatistiki agidan aralarinda bir fark olmadigi goriilmiistiir

(p>0.05).
Tablo 2. Kanserli ve kontrol grubundan elde edilen ccfDNA miktarlari (ng/pl)
Kanserli grup Kontrol grubu p*
(n=46) (n=46)
Ortalama 1137,9 1216,2 0.48
Enaz 790 694
En fazla 3160 3220
SS 420,8 483,7
SS: Standart sapma, *: Mann Whitney U testi
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Sekil 2. Kanserli ve saglikli bireylerde 6l¢iilen ccfDNA miktar dagilimlar: (Kirmizi

¢izgi, grup ortalamasini gostermektedir)
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Calismada, kanserli ve kontrol grubunda elde edilen ccfRNA miktarlarinin
kanserli bireylerde daha az oldugu goriilmiistiir (Tablo 3 ve Sekil 3). Kanserli grupta
ccfRNA miktar1 ortalama 6221,7 ng/ul iken bu deger kontrol grubu i¢in 7064,1 ng/ul
olarak tespit edilmistir. Her iki grubun ortalama degerleri Mann Whitney U testi ile
karsilastirildiginda, kanserli bireylerdeki ccfRNA miktarinin anlamli sekilde daha az
oldugu olgiilmiistiir (p<0.05).

Tablo 3. Kanserli ve kontrol grubundan elde edilen ccfRNA miktarlari

Kanserli grup Kontrol grubu p*
(n=46) (n=46)
Ortalama 6221,7 7064,1 0.029
Enaz 3800 1550
En fazla 8960 15200
S 1120,9 2245

SS: Standart sapma, *: Mann Whitney U testi
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Sekil 3. Kanserli ve saglikli bireylerde dlciilen ccfRNA miktar dagilimlart (Kirmizi
¢izgi, grup ortalamasini gostermektedir)

Calismada, kanserli ve kontrol gruplarinda elde edilen ccfmiRNA miktarlari
Tablo 4 ve Sekil 4’te verilmistir. ccfmiRNA miktar1 kanserli grupta 5646,5 ng/ul

iken, bu deger kontrol grubunda 5028,3 ng/pul olarak tespit edilmistir. Kanserli grupta
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elde edilen ccfmiRNA miktarinin kontrol grubundan yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Her iki grupta elde edilen verilere Mann Whitney U testi uygulandiginda, ortalamalar

degerlendirildiginde istatistiksel olarak farkli oldugu bulunmustur (p<0.05).

Tablo 4. Kanserli ve kontrol grubundan elde edilen ccfmiRNA miktarlar

Kanserli grup Kontrol grubu p*
(n=46) (n=46)
Ortalama 5646,5 5028,3 0,011
En az 3620 700
En fazla 13600 11520
SS 1516,7 2023,5
SS: Standart sapma, *: Mann Whitney U testi
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Sekil 4. Kanserli ve saglikli bireylerde Olciilen ccfmiRNA miktar dagilimlart
(Kirmiz1 ¢izgi, grup ortalamasini géstermektedir)

Calismada, kanserli erkegin ccfDNA miktar1 kontrol grubunun erkekleri ile
karsilastirildiginda, istatistiki olarak diisiik oldugu bulunmustur (p<0.05). Benzer
sekilde, kanserli erkekler ile kontrol grubu kadinlar karsilastirildiginda ise

istatistiksel olarak bir fark bulunamamistir (p>0.05) (Tablo 5 ve Sekil 5).
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Tablo 5. ccfDNA miktarmin cinsiyete gore dagilimi

Kanserli grup Kontrol grubu P* degeri
Erkek 1137.94420,8 1391.174573,3 0,04
Kadin - 1025.364261,2 -

*: Mann Whitney U testi

40001
) P=0.04 -
°
30004
2
2 °
st []
E [ ]
2 2000- A
=} = .
p o g
= Yy -
S °e® —
?L'.—" u y u als 4
_A.AA_‘_
1000- .% v : n . A;
....ﬁ.. um AALAAAAA
[]
O I_ T T
Kanserli Erkek Kontrol Erkek Kontrol Kadin

Sekil 5. Kanserli ve saglikli bireylerde dglen ccfDNA miktar cinsiyete g&e

dagilimlar (Kirmizi1 ¢izgi, grup ortalamasini gostermektedir)

Elde edilen ccfRNA miktarinin cinsiyete gore dagilimi incelendiginde (Tablo 6

ve Sekil 6) kanserli erkek bireylerin ccfRNA miktari, kontrol grubu erkeklerinkinden

anlaml sekilde diisiik oldugu bulunmustur (p<0.05). Kanser hastas1 erkek bireyler ile

kontrol kadin grubu arasinda bir fark tespit edilememistir (p>0.05).
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Tablo 6. ccfRNA miktarinin cinsiyete gore dagilimi

Kanserli grup Kontrol grubu p*
Erkek 6221,7441120.9 7611,2542782 0,02
Kadin - 6467,27+1267

*: Mann Whitney U testi
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Sekil 6. Kanserli ve saglikli bireylerde oOlgiilen ccfRNA miktar cinsiyete gore
dagilimlart (Kirmizi ¢izgi, grup ortalamasini gostermektedir)

CcfmiRNA miktarinin  dagilimi cinsiyete g&e (Tablo 7 ve Sekil 7)
incelendiginde kanserli erkeklerde elde edilen miktar kontrol grubu erkeklere g&e
fazla bulunmustur. Ancak istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir (p>0.05). Ancak,
kanserli erkeklerden elde edilen deger, kontrol grubu kadnlardan istatistiki olarak
fazla tespit edilmistir (p<0.05).

Tablo 7. ccfmiRNA miktarinin cinsiyete gére dagilimi

Kanserli grup Kontrol grubu p*
Erkek 5646,5241516 5408,5+2379 -
Kadin - 4613,63+1492 0.001

*: Mann Whitney U testi
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Sekil 7. Kanserli ve saglikli bireylerde 6l¢iilen ccfmiRNA miktar cinsiyete gore
dagilimlan (Kirmizi ¢izgi, grup ortalamasini gostermektedir)

Sigara kullanimina bagli olarak ccfDNA miktar1 Tablo 8 ve Sekil 8 de
verilmistir. Buna goére, sigara kullanan kanserli ve kontrol gruplari
degerlendirildiginde istatistiksel agidan anlaml bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).
Benzer sonug kanserli sigara kullanan ve kontrol sigara kullanmayan bireyler
arasinda elde edilmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamuistir (p>0.05).

Tablo 8. Sigara kullanimi bakiminda ccf DNA miktar dagilimlart

Kanserli grup Kontrol grubu p*
Sigara Igen 1137,94421 11214375 p>0.05
Sigara Icemeyen - 1118,44237
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Sekil 8. Kanserli ve saglikli bireylerde dlgiilen ccfDNA miktar sigara kullanimina
gore dagilimlart (Kirmizi ¢izgi, grup ortalamasini géstermektedir)

Sigara kullanimina bagli olarak ccfRNA miktar1 Tablo 9 ve Sekil 9 verilmistir.
Buna g&re, sigara kullanan kanserli ve kontrol grubunda istatistiksel bir fark tespit
edilmemistir (p>0.05). Ancak, kanserli sigara ign bireyler ve sigara kullanmayan

kontrol grubu bireyler arasinda istatistiksel agidan anlamli olmaya meyilli bir fark

Ol¢iilmiistiir (p>0.05).
Tablo 9. Sigara kullanimi bakiminda ccfRNA miktar dagilimlar

Kanserli grup Kontrol grubu p*
Sigara Igen 6221,7+1120 6569,6+1249 P=0.06
Sigara Igemeyen - 72001419
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Sekil 9. Kanserli ve saglikli bireylerde 6lciilen ccfRNA miktar sigara kullanimina
gore dagilimlart (Kirmizi ¢izgi, grup ortalamasini géstermektedir)

Sigara kullanimina bagli olarak ccfmiRNA miktar1 Tablo 10 ve Sekil 10
verilmistir. Buna gore, sigara kullanan kanserli ve kontrol grubu bireyleri
karsilagtirildiginda fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur (p<0.05). Buna g&e
kanserli bireylerde daha yiiksek miktarda miRNA tespit edilmistir. Diger taraftan,
kanserli sigara kullanan bireyler ve kontrol sigara kullanmayan bireyler
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlam ifade eden bir fark bulunmamistir
(p>0.05).

Tablo 10. Sigara kullanimi bakiminda ccfmiRNA miktar dagilimlar

Kanserli grup Kontrol grubu P* degeri
Sigara Igen 5646,5+1516 4884,6+H1757 P=0,016
Sigara Icemeyen - 972,14324
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Sekil 10. Kanserli ve saglikli bireylerde Olgiilen ccfmiRNA miktar sigara
kullanimina gore dagilimlart (Kirmizi ¢izgi, grup ortalamasini géstermektedir)
Sadece kanserli bireylerden elde edilen niikleik asit miktarlar1 arasindaki iliski
incelendiginde, anlamli ve pozitif iligkiler oldugu gézlenmistir. Spearman rho analizi
sonuglaria gore (Tablo 11), ccfDNA ile ccfmiRNA arasinda pozitif ve istatistiksel
acidan anlam ifade eden bir fark dq@limiistir (r=0,78, p=0,001). Benzer sekilde,
ccfmiRNA ile ccfRNA arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit
edilmistir (r=0,394, p=0,007). Son olarak, ccfRNA ile ccfDNA arasinda pozitif ve
istatistiksel agidan anlamli bir fark tespit edilmistir (r=0,388, p=0,008).
Tablo 11. Larenks kanserli bireylerde elde edilen niikleik asit miktarlari arasindaki

korelasyon katsayilari

ccfmiRNA ccfDNA ccfRNA
ccfmiRNA 1,00
ccfDNA 0,78** 1,00
ccfRNA 0,39** 0,39** 1,00

**1<0,01

Saglikli bireylerde elde edilen niikleik asit miktarlarina Spearman rho

korelasyon yontemi uygulandiginda, ccfmiRNA ile ccfDNA (r=0,36, p=0,014) ve
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ccfRNA (r=0,31, p=0,034) arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar oldugu
gorilmiistiir.
Tablo 12. Saglikli bireylerde elde edilen niikleik asit miktarlar1 arasindaki

korelasyon katsayilari

ccfmiRNA ccfDNA ccfRNA
ccfmiRNA 1,00
ccfDNA 0,36* 1,00
ccfRNA 0,31* 0,19 1,00

*p<0,05

Calismada, degerlendirilen parametrelere ¢oklu regresyon analizi uygulanarak
birgok faktoriin etkisi arastirilmistir. Oncelikle, normal dagilim géstermeyen Veriler,
Kolmogrov Smironov testi ile tespit edilmis, normal dagilmadigi belirlenen serbest
niikleik asit miktarlart loglO tabanina gore normallestirilmistir. ccfDNA bagimli
degisken olarak secilmis ve model arastirilmasi yapilmistir. Bu modellerde yas,
tUm& evresi, radyoterapi alma durumu, ek hastalik, tarimsal ilaglara maruziyet ve
koy hayati1 faktorleri test edilmislerdir. ccfDNA’nn bagimli degisken oldugu
durumlarda, modelde bulunan hi¢bir degisken anlamli bulunamamistir. Larenks
kanserli bireylerin hepsinin sigara igiyor olmasi ve erkek olmasi nedeni ile sigara

kullanim1 ve cinsiyet degerlendirilememistir.
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5.TARTISMA

Kanser hastaligi halen tedavisi tam olarak bulunamayan, tedavisi bireysel
farkliliklara gore degisen ve maliyetli olan bir hastaliktir. Giliniimiizde, baz1 kanser
tiirleri i¢in tedavi olanaklar1 mevcuttur. Ancak, tedavi gerceklesse bile yasam siireleri
¢ok uzun yillar1 bulamamaktadir. Ustelik bu siireclerin uzamas: iilke ekonomilerine
ciddi yik getirmektedir. TUm bu sUedger dikkate alindiginda, kanseri onceden
tahmin edebilen yeni arayislar devam etmektedir. Boyle bir yaklasim, Onceden
hastaligin bilinmesine yardimci olacagi gibi erken teshis avantaji ile hem tedavi sansi
artmakta hem de ekonomik yiktazaltmaktadir. Bu baglamda, yeni biyomarkerlarin
varligimi arastirmak, farkli olanaklar1 beraberinde getirecektir. Hem teshis hem de
tedavi igin hedef belirlenmesine katki sunacaktir. Biyomarker, hicresel,
biyokimyasal veya molekiiler degisimler sonucu olusabilir. Ayrica, kolayliklar ve
non-invasif bir sekilde dlgiilebilmeli, dogrudan veya dolayli olarak hastalikla iligkili
olabilmelidir. Bu baglamda, hiicre disina ¢ikmis ve viicut sivilarinda bulunan niikleik
asitler sahip olduklar1 ¢esitli  Ozelliklerden dolayr biyomarker olarak
degerlendirilmesi i¢in uygun molekiillerdir. Bu 6zellikler su sekilde siralanabilir; 1)
birgok viicut sivisinda bulunabilmektedirler, 2) viicut sivilarinin birgoguna kolaylikla
ulasilabilmektedir, 3) eldesi ¢cok kolay ve ekonomiktir, 4) miktar olarak bir¢ok
deneysel sirece yeter miktardadirlar, 5) miktarsal, genomik ve epigenomik
degisimlerin arastirilmasi i¢in uygun Ozelliktedirler. Tiim bu ozellikler dikkate
alindiginda, tez galismasinda, larenks kanserli bireylerin plazmalarinda bulunan iig
farkli niikleik asidi miktarsal olarak belirleyip, kanser olmayan saglikli bireyler ile
karsilastirarak istatistiksel olarak anlamli olup olmadigi arastirilmistir. Boylelikle
hangi sirker nikleik asidin larenks kanserli bireyler ign biyomarker olabilecekleri
analiz edilmistir.

Tez calismasinda, larenks kanserli bireyler ile kanser olmayan, saglikli bireyler,
karsilastirildiginda, ccfDNA bakimindan bir fark bulunamamustir. Farkli kanser
tiirleri ile yapilan ¢aligmalarda, genellikle ccfDNA miktar1 kanserli bireylerde daha
yiiksek bulunmugtur. Mandel ve Métais’in 1940’11 yillarda yaptiklar1 ¢alismalart ile
hasta ve saglikli bireylerde serbest dolasimda bulunan niikleik asitlerin varlig
kesfedilmistir (Mandel 1948). 2010’lu yillarda plazmada bulunan hicresiz nikleik

asitlerin, duyarli hiicreler tarafindan farkli yollarla tiimorijenezise ve metastaz
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gelisimine katilmasi tezini aragtirmis ve elde edilen sonuclarla da ccfDNA’nin
saglikli bireylerde kan dolasiminda bulundugu kanitlanmistir (Garc B-Olmo ve ark.,
2010). Ancak ccfDNA miktar1 ve karakteristigi incelendigi zaman kanser ve bazi
kronik hastaliklarda plazma ve serum seviyelerinin ylikseldigi gézlemlenmistir. 1977
yilinda saglikli bireylere kiyasla pankreas kanseri hastalarmin daha yiliksek bir
ccfDNA seviyesine sahip oldugu ortaya konulmustur (Leon ve ark., 1977). Daha
sonraki yillarda yapilan ¢alismalar da bu bulgular1 desteklemistir (Zhong ve ark.,
2007).

Kamat ve arkadaslar1 over kanserinde plazma ccfDNA’nin arttigini, bu
hastalarda tan1 ve prognostik uygulamalar i¢in yeni bir biyomarker olma potansiyeli
tasidigin1 ortaya koymustur (Kamat ve ark., 2006). Umetami ve arkadaslart meme
kanserinde sirkiiler haldeki serbest DNA’nin meme kanseri tiimoriinde bir belirteg
olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur (Umetani ve ark., 2006).

Bas ve boyun skuamdéz hiicreli karsinomunu inceleyen Nunes ve arkadaslari
serumda serbest halde dolasan tiimor kaynakli DNA miktarinin fazla olmasinin teshis
icin kullanilabilecegini ortaya koymustur (Nunes ve ark., 2001). Bizim ¢alismamizda
da kanser hastalar1 ve kontrol gruplarindan elde edilen ccfDNA miktarlar1; kanserli
grupta elde edilen ortalama ccfDNA miktar1 1137,9 ng/ul iken kontrol grubu i¢in bu
deger 1216,2 ng/ul olarak bulunmustur. Ancak istatistiksel olarak aralarinda bir fark
olmadig1 gortilmistiir (p>0.05).

Tez calismasina en yakin ¢alisma, bas ve boyun kanserli bireylerden elde edilen
plazmalar ile yapilan mutasyon arastirmasi calismasidir. Calismada, plazma
orneklerinde 5 farkli gene ait 65 mutasyon arastirilmasi yapilmistir. Mutasyonlarin
bas boyun kanserli bireylerin %42,2’sinde goriildiigii tespit edilmistir (Perdomo ve
ark., 2017). Simdiye kadar larenks kanseri ile ilgili bir ¢calisma elde edilmedigi icin
kiyaslama yapilamamaktadir. Ancak, genel egilim, hasta gruplarinda, ozellikle
kanserli bireylerde yiliksek miktarda DNA’nin dolasimda yer almasidir. Calismaya
dahil edilen birey sayisinin az olmasi bu belirsizligin sebeplerinden bir tanesi olabilir.
Ancak, Onerilen tez ¢aligmasinda degerlendirilen birey sayisi ve kosullar dikkate
alindiginda dolagimdaki serbest DNA’nin bir 6énemi olmadigi goriilmiistiir. Yapilan

arastirmalarda, simdiye kadar larenks kanserli bireylerde, konu ile ilgili aragtirma
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yapilmamustir. Farkli kanser tiirleri i¢in genel egilim daha fazla miktarda ccfDNA
olmasina karsin, tez ¢aligmasinda yiliksek bulunmamustir.

CcfRNA ile yapilan caligmalar ccfDNA ile yapilan calismalara gore oldukga
azdir. Ancak serbest halde bulunan niikleik asitlerin dolasima ge¢mesi neredeyse
ayni prensiplerle olmaktadir. Wong ve arkadaslar1 nazofarengeal karsinomun
ccfRNA ile iligkili oldugunu bulup teshisinde yararli olabilecegini ortaya koymustur
(Wong ve ark., 2006). Xuan ve arkadaslar1 larengeal yassi skuamoz hiicreli kanser
dokularinda sirkiiler RNA’nin fonksiyonunu arastirmistir (Xuan ve ark., 2016).
Sirkiiler RNA’larin bu dokularda diizensiz halde oldugunu ve hsa_circRNA_100855
ve hsa circRNA 104912’nin laringeal kanser igin potansiyel biyomarkerler
olabilecegini ortaya koymuslardir (Xuan ve ark., 2016). Calismamizda, kanserli ve
kontrol grubunda elde edilen ccfRNA miktarlart; kanserli bireylerde daha az oldugu
goriilmustiir. Tez ¢alismasinda kanserli grupta ccfRNA miktar1 ortalama 6221.7
ng/pl iken bu deger kontrol grubu i¢in 7064.1 ng/ul olarak bulunmustur. RNase
viicut sivilarinda bulunan ve RNA’y1 pargalama 6zelligi olan bir enzimdir. Daha
once kanserli hastalarin kanlarinda yiiksek RNase miktarlari tespit edilmistir (Reddi
ve Holland, 1976). Bu baglamda, serbest dolasan RNA miktarinin azligi, kanserli
bireylerin kanlarindaki yiiksek RNase enzimi ile iligkili olabilir. Elde edilen anlaml
sonuclar, serbest dolasimdaki total RNA’nin larenks kanseri i¢in Onemli
olabilecegini isaret etmektedir.

Zhang ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismalarda, miRNA’nin kanser olusum
basamaklarinda 6nemli gorevler aldigi goriilmistir (Zhang ve ark., 2007). Bu da
miRNA’larin  kanser hastaliklarinin teshis ve tedavisinde ne kadar Onemli
olabilecegini ortaya koymaktadir. Kanser ve miRNA’larmn iliskisi incelendiginde
miRNA genlerinin % 52,5’inin, kansere bagli genomik bdolgelerde veya kirillgan
bolgelerde oldugu goriilmistiir (Calin ve ark., 2004). Yapilan dgmlerde anormal
microRNA ekspresyonu, farkli kanser tiirlerinde ortak bir 6zellik olarak goriilmiistiir
(MoslemiNaeini ve Ardekani, 2009). Akciger kanserinde miRNA’larin bazi
tirlerinde artma gozlenmistir (Hayashita ve digerleri 2005, Calin ve Croce, 2006).
Meme kanserinde, tUm& numunelerinde miR-21'in anlatimi  artmus, diger
miRNA'larda da diizensizlik gozlenmistir (Sempere ve ark., 2007). Mortalitesi

oldukga yiiksek olan kolorektal kanserinin miRNA’lar ile iligkisi incelenmistir. Faber
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ve arkadaglart tarafindan yapilan ¢alismada kolorektal kanserin prognhozun
Ongoriilmesi ve spesifik asamalarin teshisi i¢in bircok miRNA ifadelerinin,
mRNA'larla karsilastirildiginda, biyomarkerler olarak daha ytksek bir potansiyele
sahip oldugu gosterilmistir (Faber ve ark., 2009). KoichiroSaito ve arkadaslarinin
yaptig1 c¢aligmada miR-196a'nin laringeal kanseri teshis etmede ve tedavi etmede
demli bir biyomarker olabilecegini ancak daha fazla galismaya ihtiya¢ oldugunu
bildirmistir (Saito ve ark., 2013). Calismamizda, kanserli ve kontrol gruplarinda elde
edilen ccfmiRNA; miktar1 kanserli grupta 5646,5 ng/ul iken, bu deger kontrol
grubunda 5028.3 olarak tespit edilmistir. Kanserli grupta elde edilen ccfmiRNA
miktarmin kontrol grubundan yiiksek oldugu tespit edilmistir. Her iki grupta elde
edilen verilere Mann Whitney U testi uygulandiginda, ortalamalar arasinda istatistiki
olarak anlamli bir fark bulunmustur(p<0.05). Bu da bizim sonug¢larimizin diger
yapilan ¢alismalar ile paralel dogrultuda ilerledigini gostermektedir. Ayn1 zamanda
total serbest miRNA’larin, larenks kanseri ign de bir biyomarker olmasi olasidir.
Larenks kanseri ¢vresel karsinojenlerden ¢ellikle sigaradan etkilenmektedir.
Agudelo ve arkadaglar1 sigara ve larenks kanserinin iligkisini ortaya koymustur.
Brugere ve arkadaslari, Hashibe ve arkadaslar tiitiin ve alkol kullaniminin larenks
kanserine yakalanma riskini artirdigini birlikte kullanildiginda da bu riski sinerjistik
olarak arttirdig1 tespit etmislerdir (Brugere ve ark., 1986; Curado ve Hashibe 2009)).
Agir alkol ve sigara tiikketiminin birlikte kullanimiyla kanserojen etkinin artmasinin
nedeninin biyolojik sinerjiyi diistiren bir etki oldugu diistiniilmektedir (Talamini ve
ark., 2002). Bu sinerjik etkiyle birlikte artisin %50’nin iizerinde oldugu
diistiiniilmektedir (Flanders ve Rothman, 1982). Aralikli sigara kullanimi veya
sigarayl birakmanin riski azalttigi gézlemlenmistir (Zatonski ve ark., 1991). Tez
caligmasinda, hasta grubunun hepsi sigara igmektedir. Kontrol grubu ise sigara igen
ve igmeyen olarak ikiye ayrilmis ve karsilastirma yapilmistir. Temel olarak ccfDNA
ve ccfRNA bakimindan, sigara ign kanserli bireyler arasinda fark bulunmamustir.
Ancak, sigara icen kanserli bireylerin plazmalarinda, sigara i¢cen kontrol grubundan
daha fazla miRNA tespit edilmistir. Ozellikle miRNA bakimindan, sigara ig@n
larenks kanserli bireylerin sigara icen kontrol grubundan daha fazla olmasi, sigaranin

dolasimdaki miRNA miktar1 bakimindan 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir.
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Larenks kanseri ile ilgili yapilan istatistik caligmalarinda erkeklerde goriilme
orani daha ytliksek bulunmustur. Cogu iilkede erkeklerde goriilme siklig1 daha ytiksek
olsa da kadin ve erkek arasindaki goriilme siklig1 fark: giderek kapanmaktadir. 1947-
1984 arasinda yapilan bir ¢alismada erkeklerde goriilme orani 100000'de 5,6-9,0,
kadinlarda 100000'de %0,5-1,5’dir (DeRienzo ve ark., 1991). Polonya'da, 1960 -
1987 yillarinda bilinen hastalar arasinda yapilan bir ¢alismada, erkek - kadin gériilme
orani 11.5” tir (Osmolski ve Kus$, 1992). Dogu Avusturya’da da kadinlarda goriilme
sikligimin  giderek arttigi tespit edilmistir (Swoboda ve Friedl, 1994). Hasta
populasyonu incelendiginde erkeklerin c¢ogunda glottik kanserler gelistirirken,
kadinlarin ¢ogunda supraglottik kanserlerin gelistigi tespit edilmistir (Kokoska ve
ark., 1995). Kadinlardaki iyilesmis sag kalim her ne kadar istatistiksel olarak
anlamsiz olsa da daha yiiksektir ve nedenini tanidaki erken yas ile acgiklanabilir
(Stephenson ve ark., 1991). Saglikli bireylerde, ccfDNA (niikleer) miktarinin
cinsiyetler arasinda farkli oldugu goriilmiistiir. Erkek ccfDNA miktarinin kadinlarin
miktarindan daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Meddeb ve ark., 2019). Calismamizda,
hiicre dis1t DNA ve RNA acisindan erkekler bakimindan fark bulunmustur. Kanserli
erkeklerde daha az miktarda oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan, kanserli
erkeklerde elde edilen ccfmiRNA, kontrol bayanlardan daha yiiksek bulunmus ve
anlamli ¢ikmigtir. Kanserli bireylerin tamamen erkeklerden olusmus olmasi sonuglari
degerlendirme bakimindan zorluk ¢ikarsa da, genel egilim olarak cinsiyet
bakimindan farkliliklarin olabilecegi Ongoriiler vardir. Bu baglamda, daha fazla
sayida ve cinsiyet bakimindan dengeli poptilasyonlarda yapilmis ¢alismalara ihtiyag
vardir.

Calismamizda, ccfmiRNA ile DNA ve ccfmiRNA ile RNA arasinda pozitif ve
anlamli iliski bulunmustur. Diger taraftan, ccfDNA ile ccfRNA arasinda da pozitif ve
anlaml1 bir korelasyon tespit edilmistir. Hasta gurubunda elde edilen bu sonugclar, bu
tic molekiiliin benzer mekanizmalar ile kana karistiklarini fikrini dogurmaktadir.
Dolayist ile kanser hastalarinda dolagima katilan niikleik asitlerin benzer
mekanizmalar ile dolagima katildiklar1 sdylenebilir. Konu ile ilgili daha dnce benzer
bir ¢aligma daha yapilmistir.

Bu calismayr sinirlayan bazi temel faktorler vardir. Calismamiz 46 kisilik

kontrol ve 46 kisilik hasta grubuyla c¢alisilmistir. Bu sayr b&yle bir ¢alismada
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populasyon cesitliligi tasimadigi igin yeterli degildir. Larenks kanserli bireylerin
hepsinin sigara i¢iyor olmasi ve erkek olmasi hasta populasyonunun darligini gosterir.
Bu nedenle de sigara kullanimi ve cinsiyetin arastirmada yer alan biyomarkerler
Ueerindeki etkisi etkili sekilde degerlendirilememistir.

Dolasimda serbest bulunan molekiillerin farkli ortaya ¢ikis nedenleri vardir. Bu
molekiiller saglikli bireylerde de kanda serbest halde bulunmaktadir. Apoptozis ve
nekrozis de viicudun mekanizmalarindan olup, bu molekiillerin dolasimda serbest
hale gelmesine neden olur. Calismada apoptozis ve nekrozis dl¢iilmedigi ig¢in timor
kaynakli serbest halde bulunan molekiillerin miktar1 bilinememektedir.

Tezde molekiillerin dolagimda serbest halde bulunmasinda etkili olup
degerlendirilemeyen baska parametreler de RNase ve DNase enzimleridir. Bu
enzimler RNA ve DNA’y1 pargalamaktadir. Hasta ve saglikli bireylerde yer alan
enzim miktarlar1 degerlendirilemedigi i¢in kanda bulunan serbest molekUlerin
enzimlerle parcalanma oranimmi bilememekteyiz. Ornegin calismamizda ccfDNA
miktarmin kanserli hastalarda kontrol grubuna gore daha az bulunma nedeni DNAase

enziminin daha fazla bulunmasi olabilir.
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6.SONUC VE ONERILER
6.1.Sonug

Calismada yer alan 46 adet larenks kanserli birey 38 ve 81 yaslar1 arasindadir.
Hasta grubunun yas ortalamasi 64.15 tir. Kontrol grubunda bulunan bireylerin
ortalamast ise 50.39 olarak tespit edilmistir. Saglikli bireyler 40 ile 64 yas
araligindadir.

Larenks kanserli hasta grubunun %100’ i erkektir ve hepsinde sigara dykiisii
bulunmaktadir. Kontrol grubunda bulunan bireylerin % 52,2 si erkektir ve 9 kisi
sigara ignemektedir.

Calismada, kanserli gruptan elde edilen ortalama ccfDNA miktar1 1137.9 ng/d
iken kontrol grubu i¢in bu deger 1216.2 ng/ul olarak bulunmustur. Her iki grupta
elde edilen degerler karsilastirildiginda, istatistiki olarak fark goézlenmemistir
(p>0.05).

Calismada, kanserli grupta ccfRNA miktart ortalama 6221.7 ng/ul iken bu deger
kontrol grubu i¢in 7064.1 ng/plolarak tespit edilmistir. Her iki grubun ortalama
degerleri karsilastirildiginda aralarinda kanserli bireylerdeki ccfRNA miktarinin
istatistiksel agidan daha az oldugu 6l¢iilmiistiir (p<0.05).

Calismada, ccfmiRNA miktar1 kanserli grupta 5646.5 ng/ul iken, bu deger
kontrol grubunda 5028.3 olarak tespit edilmistir. Kanserli grupta elde edilen
ccfmiRNA miktarinin kontrol grubundan yiiksek oldugu tespit edilmistir. Her iki
grupta elde edilen verilerin ortalamalar: karsilastirildiginda istatistiksel agidan fark
oldugu gozlenmistir (p<0.05).

Calismada, kanserli erkegin ccfDNA miktar1 1137.9 ng/ul kontrol grubu
1391.17 ng/pl olup, istatistiksel degerlendirildiginde daha az oldugu bulunmustur
(p<0.05). Benzer sekilde, kontrol kadinlar 1025.36 ng/ul olup karsilastirildiginda ise
istatistiksel olarak bir fark bulunamamaistir (P>0.05)

Olglen ccfRNA miktarinin cinsiyete gore dagilimi incelendiginde kanserli
erkek bireylerin ccfRNA miktart 6221.74 ng/ul, kontrol grubu erkeklerinki 7611.25
ng/ul olup, anlaml sekilde diisiik bulunmustur (P<0.05). Diger taraftan, kontrol
bayanlar 6467.27 olup kanserli erkek bireyler ile arasinda bir fark bulunamamistir

(p>0.05).
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CcfmiRNA miktarinin dagilimi cinsiyete gore incelendiginde kanserli erkeklerde
elde edilen miktar 5646 ng/pd, kontrol erkek 5408.5 ng/d olup kanserli erkeklerde
bu deger fazla olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (P>0.05).
Ancak, kontrol grubu kadinlarin ortalamasi 4613.63 ng/ul olup istatistiksel olarak
kanserli erkeklerden elde edilen degerden daha diisiiktiir (P<0.05).

Sigara kullannomma bagli olarak ccfDNA, ccfRNA ve ccfmiRNA miktari
incelenmistir. ccfDNA miktari, kanserli hasta grubunda, kontrol grubu sigara icen ve
igmeyene gore kiyaslandiginda istatistiksel bir fark bulunamamistir. CcfRNA miktart;
kanserli hasta grubu ve sigara kullanan ve kullanmayan kontrol grubunda yine bir
fark gozlenmemistir. CcfmiRNA miktari; sigara kullanan kanserli grup ve sigara
kullanan kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Buna
gore kanserli erkeklerde daha yiiksek miktarda miRNA bulunmaktedir. Diger
taraftan, kanserli sigara kullanan ve kontrol sigara kullanmayan bireyler arasindaki
fark istatistiki acidan anlamli degildir.

Kanserli bireylerden ddlen niikleik asit miktarlar1 arasindaki iliski
incelendiginde, anlamli ve pozitif iliskiler oldugu gézlenmistir. Spearman rho analizi
sonuclarina gore ccfDNA ile ccfmiRNA, ccfmiRNA ile ccfRNA ve ccfmiRNA ile
ccfRNA arasinda pozitif ve istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir.

Saglikli bireylerde elde edilen niikleik asit miktarlarina Spearman rho
korelasyon yontemi uygulandiginda; ccfmiRNA ile ccfDNA ve ccfRNA arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar oldugu goriilmiistiir.

6.2. Oneri

Bu calismada ccfDNA, ccfRNA ve ccfmiRNA’nin larenks kanserinin birer
biyomarker: olup olamayacagi arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére ccfmiRNA
ve ccfRNA larenks kanseri ign biyomarker olma potansiyeli tagimaktir. Ancak bu
calisma kisith hasta populasyonuyla yapilip kadin larenks kanserli hasta ve sigara
igmeyen hasta bulunmamaktadir. Daha sonra yapilacak calismalarda genis bir hasta
ve kontrol grubu populasyonuyla planlanirsa daha giivenilir sonuglarin elde edilecegi
ongoriilmektedir. Elde edilen sonuglari, hastaligin takibi i¢in kullanilabilecegi
sOylenebilir. Bundan sonraki caligmalara, sirkiiler kanda serbest dolasan DNA ve

RNA cesitlerinde meydana gelen degisimlerin arastirilmasi onerilmektedir. Basta
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DNA ve RNA modifikasyonlar1 olmak iizere, baz1 mutasyonlar ve gen anlatimlari

ilerki caligmalarda aragtirilabilir.
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SPIRALLI TEZ KONTROL FORMU

Evet

Hayir

1) Amblem renkli ve 2x2 cm boyutunda olmalidir.

2) Kapakta sadece baslk bold ve 14 punto, diger yazilar normal renkte venl2 punto

yazilmahdir.

3) Tez savunma sinavinda kabul edilmis tezler icin, tezin sirti tez yazim kilavuzuna uygun

olarak dizenlenmis olmalidir.

4) Kabul edilmis tez konusu ile tezin bas sayfasindaki tez konusu ayni olmalidir.

5) Beyan eksiksiz ve imzali olarak Tez Yazim Kilavuzundaki gibi konmalidir.

6) Ozet ve Summary 250’ser kelimeyi asmamalidir. (1 sayfa)

7) Anahtar kelimeler (en fazla) 5 adet olmalidir.

8) ingilizce 6zetin basinda konu bashig yazilmalidir.

9) Metin ve kaynaklarin tim 1,5 aralikli olmalidir.

10) Tezde yazim karakteri olarak “Times New Roman” kullaniimahdir.

11) Web sayfa kaynaklari metin icinde de ge¢cmelidir (parantez iginde glincelleme tarihi

ile birlikte). Kaynaklar bélimiinde de climlenin en sonunda Erisim adresi ve Erisim tarihi

sirasiyla verilmelidir.

12) Galismanin Etik Kurul onayi, varsa kurum onayi tezin en arkasina konmalidir.

Tarih: .../ .../ 20...

Ogrenci
Adi ve Soyadi,

imza

Tarih: .../ .../ 20...

Danismanin
Adi ve Soyadi,

imza
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KONTROL BASLIGI OGRENCI DANISMAN
Tez yaziminda kullanilan yazi tipi oUYGUN oUYGUN
Sayfa kenar bosluklari oUYGUN oUYGUN
Kapak sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
ic kapak sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
Onay sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
Beyan sayfasi icerigi ve diizeni oUYGUN oUYGUN
icindekiler sayfasi diizeni oUYGUN oUYGUN
Tesekkir sayfasi oUYGUN oUYGUN
Tiirkce 6zet oUYGUN oUYGUN
ingilizce 6zet oUYGUN oUYGUN
Simgeler ve kisaltmalar dizini oUYGUN oUYGUN
Sekiller dizini oUYGUN oUYGUN
Tablolar dizini oUYGUN oUYGUN
Tezin 6n sayfalarinin siralamasi oUYGUN oUYGUN
On sayfalarin numaralandiriimasi oUYGUN oUYGUN
Sayfalarinin numaralandiriimasi oUYGUN oUYGUN
Basliklarinin numaralandiriimasi oUYGUN oUYGUN
Sekil, resim ve tablo numaralandirmasi oUYGUN oUYGUN
Yéntem ve Gereg oUYGUN oUYGUN
Bulgular oUYGUN oUYGUN
Tartisma oUYGUN oUYGUN
Sonug ve Oneriler oUYGUN oUYGUN
Kaynaklar oUYGUN oUYGUN
Atiflar (alinti ve gondermeler) oUYGUN oUYGUN
Ekler (etik kurul onayi, vs) oUYGUN oUYGUN
Tez plani oUYGUN oUYGUN
Dil (anlatim, yazim —imla) oUYGUN oUYGUN
Kagit ve baski 6zelligi oUYGUN oUYGUN
Tezin son seklinin elektronik kopyasi oUYGUN oUYGUN
Tarih: .../ ... / 20... Tarih: .../ .../ 20...
Ogrenci Danismanin

Adi ve Soyadi,

imza

Adi ve Soyadi,

imza
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