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OZET

Tiimér mikro c¢evresi, stirekli timor olusumunu, metastazi ve timor
yasayabilitesini kolaylastirmak icin bazi molekiiler siiregleri “yenileme, hizlandirma
veya degistirmeye yoOnelik evrimlesir”. Bu siireci yoneten mekanizmalarin baginda
immiinmodiilatdrler gelmektedir. Immiinomodiilatdrler, “T hiicre yanitin1 arttiran
aktivator veya azaltan inhibitér molekiiller” arasindaki iletisimle gerceklesmektedir.
Son yillarda tiimdre kars1 immiin yanitin gelistirilmesi i¢in inhibitdr etkinin blokasyonu
gibi aktivator etkinin arttirllmasina yonelik ¢aligmalar da yapilmaktadir. Bu ¢aligmalar
literatiire degerli bilgiler katmis ancak, immiin sistemin aktivasyonuna bagli olarak,
tiimoriin gerilemesine dair elde edilen sonucglarda tiim kanser hastalarinda ne yazik ki
ayni olumlu yanit gdzlenememistir. immiinoterapi duyarliliginin ve bu mekanizmay1
etkileyen molekiillerin ekspresyonlariin kanser tiirleri arasindaki farklilagmasinin yam
sira bireyler arasinda da degistigi bildirilmistir. Bu degisikligin altinda yatan
mekanizmalarin anlagilmasinin ve aydinlatilmasinin bu duruma bir ¢6ziim olabilecegi
diistiniilmektedir. Genlerin ekspresyon seviyelerini etkiledigi bilinen mekanizmalardan
biri olan tek niikleotit polmorfizmlerinin (SNPs) immiin kontrol noktalar1 {izerindeki
etkilerinin arastirilmasi, giivenilir immiinoterapi biyobelirteclerin tanimlanmasinda

kritik Gneme sahiptir.

Tiim bu bilgiler 1s18inda, c¢alismamizda “larinks kanserli hastalarda T
hiicrelerinin aktiflesmesi, farklilagmasi, ¢ogalmasinda” rol oynayan ve bazi immiin
sistem regililasyonunda etkili oldugu bilinen sitokinlerin salinimini diizenleyen OX40
(rs17568) ve OX40L (rs3850641) genleri iizerindeki bazi polimorfizlerin arastirilmasini
hedeflemekteyiz. Ayrica ilgili SNP'lerin T hiicrelerinin proliferatif tepkilerini arttirdigi
bilinen ¢oziinebilir OX40L diizeyine olan etkisi incelenecektir. Elde edilen tiim verilerin
hastaligin risk ve progresyonunda o©nem tasiyan klinik Dbilgiler ile olasi

korelasyonlarinin saptanmasi amaglanmaistir.

Anahtar Kelimeler: Larinks Kanseri, OX40, OX40L, T Hiicrelerinin
Aktivasyonu, SNP
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ABSTRACT

The tumor microenvironment evolves to renew, accelerate, or alter some of their
molecular processes to facilitate continuous tumor formation, metastasis, and tumor
viability. Immunomodulators are the leading mechanisms that govern this evolutionary
process. Immunomodulators occur through communication between activator or
inhibitor molecules that increase T cell response. In recent years, studies have been
carried out to increase the activator effect such as blocking the inhibitory effect in order
to improve the immune response against the tumor. It has been reported that the
sensitivity of immunotherapy and the expression of molecules affecting this mechanism
vary between cancer types as well as between individuals. It is thought that
understanding and elucidating the mechanisms underlying this change may be a solution
to this situation. Identifying reliable immunotherapy biomarkers is critical to
investigating the effects of single nucleotide polmorphisms (SNPs), one of the

mechanisms known to affect the expression levels of genes, on immune control points.

In the light of all this information, we aim to investigate some polymorphisms
on the OX40 (rs17568) and OX40L (rs3850641) genes, which affect the activation,
differentiation, proliferation of T cells and the release of cytokines known to be
involved in some immune regulation in patients with laryngeal cancer. In addition, its
effect on soluble OX40L level, which is known to increase proliferative responses of T
cells, will be examined. It was aimed to determine possible correlations of all data
obtained with clinical information that is important in the risk and progression of the

disease.

Keywords: Larynx Cancer, OX40, OX40L, Activation of T Cells, SNP



1. GIRIS VE AMAC

Bas boyun bolgesinde en sik goriilen kanserlerden biri olan larinks kanseri, 50-
70 yas arasi erigkinlerde tiim kanserlerin %2'sini olusturur. Daha geng yaslarda goriilme
siklig1 ise %1 olarak bildirilmistir (1,3). Tiirkiye'de erkeklerde goriilen kanserler
arasinda 2.Sirada yer aldig1 ve erkeklerde kanser nedenli 6liimlerin %7'sinden sorumlu
oldugu belirtilmektedir. Sigara ve alkol bagimlilig1 oral kavite, orofarinks, hipofarinkste
oldugu gibi larinksi de “etkileyen baslica risk faktorleri” oldugu gosterilmistir. Larinks
kanserinin belirtileri larinksin tutulan alt bdlgesine gore degismekle beraber, genel
olarak bogaz agrisi, disfaji, odinofaji ve ses kisikligi ile seyretmektedir (4,7). Diger
kanser tipleri arasinda larinks kanseri uygun tan1 ve yeterli tedavi saglandiginda
tedaviye en iyi yanit veren kanserlerdendir. Ancak hastaligin evresinin ileri olmasi
durumunda kemoterapi, radyasyon terapisi ve cerrahiden kaynaklanan akut ve uzun
vadeli komplikasyonlar goriilebilmektedir ve bu hastalarin tedavisi multidisipliner

yaklasimlar1 gerekli kilmaktadir (6,7).

Son yillarda teknolojinin ilerlemesi ile yapilan ¢aligmalarda kanserde goriilen
molekiiler siireglerin sadece kanserin kendisinden degil ayni zamanda ¢evre doku ve
hiicrelerden de etkilendigini gdstermistir (8). Bu nedenle tedavi yaklagimlar1 kanserin
baslamasin1 ve ilerlemesini etkileyen bu mikrogevre etmenlerini hedef almaya
yonelmistir. Kanser hiicrelerini ¢evreleyen alana ait etmenlerin siirekli degisimi “timor
olusumunu, metastazi ve kanser tedavisine” karsi direncini de etkilemektedir. Bu
etkilesim ¢ogu zaman kanserin lehine geliserek “kanser hiicrelerinin immiin sistemden
kagcmasina, ilaglara olan direncine ve gelisimine” katki saglamaktadir. Bu nedenle
kanser siirecini yoneten tiim mekanizmalarin molekiiler siirecleri dnemlidir (9). Immiin
sistemin antitiimoral etkisinde kritik rol oynayan mekanizmalardan immiin kontrol
noktalari, normalde inflamasyon mekanizmasmin regiilasyonunu saglamaktadir (10).
Immiin sistemi kontrol eden en genis reseptdr ailelerinden biri de "Tiimér Nekroz
Faktorii Receptor Siiper Ailesi" (TNFRSF) 27 farkli ligand igerir ve immiin yanitin
olusumunun farkli asamalarinda es-uyarici sinyal olarak fonksiyon gosterebilirler. Bu
uyaranlardan FasLL ve TRAIL apoptotik Oliimii uyararak o©lim nedenli sinyal
kompleksinin (DISC) olusmasina neden olurken, TNFRSF'nin bir baska grubu
(CD70/27, 4-1BBL/4-1BB, CD40L/CD40 ve OX40L/OX40 gibi TNFL/TNFR ciftleri)



reseptOr ligand iliskisi ile NFxB, PI3K ve PKB sinyal yolaklarini tetikleyerek T hiicre
aktivasyonunu gergeklestirirler (11). T hiicrelerinin aktiflestirilmesinde OX40L/0X40
bu molekiillerin baginda gelir ve T hiicrelerinin hayatta kalmasini ve sitokin salinimini
arttirdig1 tespit edilmistir. Rekombinant ¢oziiniir OX40L (sOX40L), trimerik olarak
bulunur ve bu sekilde OX40'la baglanmasina ragmen pratik olarak inaktiftir. Ancak,
¢ozlinlir OX40L trimerlerinin aktivitesini giiclii bir sekilde arttirmak amaciyla,
¢ozlinlir OX40L antikorlarla ¢apraz baglanir veya bir heksamerik flizyon proteini olarak

ekspresyonla oligomerizasyonu ger¢eklesir (12,13).

0X40L/OX40 tizerine yapilan ¢alismalar sonrasinda, kolon kanseri tanisi alan
hastalara anti OX40 tedavisi sonrast T hiicresi miktarinda ve immiin tepkinin
olusmasinda artis oldugu gozlemlenmistir. Bununla birlikte, bazi kolon kanseri
hastalarinda tiimoriin kii¢iilmesine ragmen, objektif klinik bir yanit gozlemlenememistir

(12).

Belirli bir toplumda hastaliga gosterilen semptomlarin ve tedaviye yanitin kisiler
arasindaki farklilasmasi genomda meydana gelen degisiklikler sonucu olusan
polimorfizmlerden kaynaklanabilmektedir. “Polimorfizmler, genetik belirte¢ olarak da
kullanilabilen”, bireylerin ilaglara verdikleri tepkilerin yani sira hastaligin gelisimini,
ilaglarin bireyde gosterdigi yan etkilerinin de diger bireylere nazaran farklilik
gbstermesine sebep olabilirler (14). iran popiilasyonu ile yapilan bir ¢alismada OX40L
geninin rs3850641 (A — G) polimorfizminin meme kanseri ile iliskisi arastirilmis ve
kanserin duyarlilig1 ile anlamli bir korelasyona sahip oldugunu tespit etmislerdir (15).
“Aynm Tek Niikleotit Polimorfizmi (SNP)” ile yapilan bir baska ¢alisma ise miyokard
enfarktiisii riski (MI) ile iliskiyi arastirmak amaciyla Cin Han popiilasyonundan 454
hasta ve 512 kontrol ile gerceklestirilmis ve rs3850641 polimorfizminin “miyokard
enfarktlisii (MI) riskini arttirdig’” dogrulanmistir (16). Cin popiilasyonunda OX40L
(rs3850641) ve OX40 (rs17568) gen varyantlarinin endojen hipertrigliseridemi (HTG)
hastalarinda serum lipitleri ve apolipo proteinleri (apo) diizeyleri ile iliskileri
aragtirtlmis ve sonug¢ olarak bazi lipit ve lipoprotein varyasyonlar: ile “korelasyon

gosterdigi tespit edilmistir” (17).

Biz bu calismamizda literatiirde ilk kez larinks kanserinde, hasta ve saglikl
bireylerden alinan serumlarda ¢6ziinebilir OX40L ile tek niikleotit mutasyonu (OX40;

rs17568 OX40L, rs3850641) arasindaki iliskileri incelemeyi hedefledik. Calismamiz



sonucunda elde edilen veriler ayni zamanda hastalarin histopatolojik verileri ile
degerlendirilecek oldugundan “hastaligin tani, tedavi ve gelisimi” i¢in de dnemli bilgiler

verecegini diislinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 LARINKSIN ANATOMISi, EMBRIYOLOJISi, HISTOLOJiSI,
FiZYOLOJiSi
2.1.1 LARINKSIN ANATOMISI

"Larinks, glottis, supraglottis ve subglottis ad1 verilen ii¢ farkli bolgeye ayrilir".
Bu ii¢ bolgede norovaskiiler, kikirdak yapilar ve kas sistemi, larinksin bir birim olarak
caligmasina ve bir¢ok islevi yerine getirmesini saglamak i¢in i¢ ige gegmistir. Larinksin
temel islevi solunum ve yutma sirasinda ses ¢ikarmak ve solunum yollarint korumaktir
(Sekil 2-1). Larinksin kas yapisi ekstrensek ve intrensek olmak iizere iki farkl
kategoriye ayrilir. Ekstrensek kaslar larinksi yiikseltip algaltarak yutma fonksiyonuna
yardimc1 olur. Intrensek kaslar ise vokal kordlar1 agip kapatarak fonksiyon, solunum

yolunun agilip kapanmasini saglarlar (18).
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Sekil 2-1: Larinks Anatomisi (19)

2.1.2 LARINKS EMBRIYOLOJISi

Bocca ve arkadaslarinin yapmis olduklari aragtirma, larinksin farkli embriyolojik

kokenleri, "iist" ve "alt" olarak farkli lenfatik dolasimi1 olan iki bagimsiz hemilarenksten



olustugunu gostermistir. Her bir hemilarenks kanserinde kanserler birbirinden bagimsiz
olarak gelisir ve kanserin hemilarenksler arasinda yayilmasi bu embriyolojik sinirlara
baghdir (20). Larinks, hem endoderm hem de mezodermden “intrauterin gelisimin
dordiincii haftasinda” olusur. Larinksin mukozasi endodermden kaynaklanirken,
kikirdaklar ve kaslar iigiincii, dordiincii ve altinci faringeal arklardan gelisir. Dordiincii
haftada, gelismekte olan On bagirsakta laringotrakeal oluk olarak bilinen bir biiylime
ortaya c¢ikar. Bu oluk derinlesir ve sonunda 6zofagotrakeal septumu olusturur, yemek
borusunun septumun dorsal tarafinda ve solunum yolunun geri kalaninin 6ne dogru
uzanmasina izin verir. Olugun uzunlugu, sonunda larinks, trakea ve akcigerlere yol
acacak olan laringotrakeal divertikiil olmaya devam eder. Epitelyal proliferasyon
nedeniyle laringeal liimen ilk basta silinir. Ancak 7-10.Haftalar arasinda yeniden
kanalize olur. Faringeal arklar da girtlakta sinirlerin, kikirdaklar1 ve kaslarin olusumunu
gerceklestirir. Embriyonik gelisim, fonksiyon ve lenfatik damar yapisi goz Oniine

alindiginda, girtlak ti¢ alana ayrilir (18,21).
2.1.2.1 Supraglottik bolge

Epiglotisin tepesinden ventrikiil tabanina kadar uzanir. Epiglottik larengeal
ylizeyi epiglottik katlantilar, aritenoid kikirdagin larengeal yiizey, yalanci vokal kordlar
ve ventrikiilleri icerir. Her iki tarafta zengin bir lenfatik ag vardir. Glottik bolge ile
arasindaki anatomik gercek sinir, ses tellerinin skuamoéz epitelyumu ve ventrikiiliin

tabanidir (21).
2.1.2.2 Glottik bolge

Ventrikiiliin tabani ile vokal kordlarin lem altindaki yatay diizlem arasindaki
alandir. iki gergek vokal kord, ve krikoaritenoid eklemleri igerir. Lenfatiklerden fakir

bir bolgedir (21).
2.1.2.3 Subglottik bolge

Glotik ve subglottik alan arasindaki sinir, ses tellerinin serbest kenarin arkada
Smm O6nde ise lcm altindadir. Subglotik alaninin alt sinirt da krikoid kikirdagin alt

kenaridir (Tablo 2-1) (21).



Tablo 2-1 Larinksin Alt Anatomik Bolgeleri (22)

Supraglottik Epiglotun tepesinden laringeal ventrikiiliin tabanina Epiglot
kadar Ventrikiiler bant (yalanci kord)
Aritenoid katlantilar
Aritenoid kikirdaklar
Preepiglottik bosluk
Paraglottik bosluk

Vestibul [

Glottik Laringeal ventrikiilin tabanindan baslar vokal Gergek vokal kordlar

kordlarin 1cm asagisina kadar iner . -
Anterior komissiir

Posterior komissiir

Subglottik Gergek kordlarin  lcm altindan baslar  krikoid
kikirdak alt kenarina kadar uzanir

2.1.3 LARINKSIN HiSTOLOJISI

Skuamdz hiicreli karsinom, laringeal malignitenin en yaygin histolojik tiirtidiir.
Cogu calismada larinks kanserlerinin %90'indan fazlasini olusturmaktadir. 1993'de
"DSO Ust Solunum Yolu Tiimérleri Isbirligi Merkezi", laringeal malignitelerin
histolojik siiflandirmasini revize etmistir. Larinks kanserinde tiimoriin diferansiyasyon
derecesi onem tasimaktadir. Kotli diferansiye tiimorler, iyi diferansiye olanlara gore

daha sik ve genellikle lenfatikler yoluyla metastaz yapar (23,25).
2.1.4 LARINKSIN FONKSiYONLARI

a) Hava Yolunun Korunmasi: Larinks, yutma sirasinda hava disindaki

maddelerin akcigerlere kagmasini 6nlemek i¢in sfinkter gorevi goriir.
b) Solunum: Gaz degisimine ve asit-baz dengesine yardimei olur.
¢) Ses olusumu
d) Gogiis kafesinin fiksasyonu
e) Deglutisyon (Yutmaya yardimci rolii)
f) Ekspektorasyon (Oksiiriik)
g) Sirkiilasyon (Dolagima yardimei rolii)

h) Emosyon: Kisinin zihinsel durumuna gore, bogazdaki ses degisir (26).



2.2 LARINKS KANSERI

Her yi1l diinya ¢apinda yarim milyondan fazla hasta “bas ve boyun yasst hiicreli
karsinom” tanis1 almaktadir. Sigara ve alkol tiikketimi, 6zellikle orofarinks, agiz boslugu,
hipofarenks ve larinksi etkileyen bu “hastalik icin ana risk faktorleridir”. Semptomlar
tiimdriin konumuna bagli olarak degismekle birlikte bogaz agrisi, yutma giicliigii ve ses
kisikligin1 igerebilir. Hastalarda, genellikle muayene esnasinda tanimlanabilecek
belirgin boyun kitlesini bulurlar. Tedavide kemoterapi, radyasyon tedavisi ve cerrahi
tedavi géz Oniine alinarak multidisipliner yaklasim planlanmalidir. Bu anlamda, dogru

klinik degerlendirme, hastalik evrelemesi ve dogru tedavi plani ¢ok dnemlidir (27).

“Bas ve boyun skuamdz hiicreli karsinomu” fenotip, klinik, patolojik ve
biyolojik heterojenlik 6zelliklerine sahip karmasik bir hastaliktir. Bu kanserin ortaya
ctkmasiin ve gelismesinin “skuamoz epitel hiicrelerindeki” ve molekiiler yolaklardaki
kademeli degisikliklerden kaynaklandigina inanilmaktadir (Tablo 2-2). Larinks
kanserlerinin ¢ogu glottik yerlesimli kanserler olup supraglottik kanserler en sik

gozlenen ikinci tiptir (28,30).
2.2.1 LARINKS TUMORLERI

Tablo 2-2 DSO Simiflandirmasi (31)

a) Skuamoz hiicreli karsinoma

- Verriik6z karsinom -Papillom
- Bazaloid yass1 hiicreli karsinom -Papillomatozis
- Papiller yass1 hiicreli karsinom -Tiikriik bezi tipi adenomlar

- Spindle cell karsinom

- Akantolitik yassi hiicreli karsinom
- Adenoskuamoz karsinom

b) Lenfoepitelyal karsinom

c¢) Dev hiicreli karsinom

d) Malign tiikriik bezi tipi tiimdrler

2.2.1.1 LARINKSIN INTRAEPITELYAL PROLIFERATIF LEZYONLARI

DSO'ye gore simflandirilan intraepitelyal lezyonlar:

"Ljubljana siniflandirmasi, DSO siniflandirmasiyla" tam olarak ayni degildir (Tablo 2-

3) (32).



Tablo 2-3: Larinksin Intraepitelyal Proliferatif Lezyonlar (32)

1. Basit skuamoz hiicre hiperplazisi Basit hiperplazi, anormal
hiperplazi (iyi huylu)
2. Birinci derece displazi
: atipik hiperplazi
Prekanseroz (diistik risk)
3. [lkincil displazi - .
atipik hiperplazi

prekanserdz (diisiik risk)
4. Ugiincii derece displazi

prekanseroz (yiiksek risk)
5. Karsinoma in situ

prekanserdz (yiiksek risk)

karsinoma insitu

karsinoma insitu

Displazi (karsinoma in situ): Invazyon disinda kanserin tiim &zelliklerini
(“tabakalagma kaybi, siddetli atipi, coklu mitoz”) tasiyan epitel hiicresidir. Epitelin her
katmaninda mitozlar 5'ten fazladir. Anormal mitoz yaygindir. Hiicrelerde Hipokeratoz
bulunabilir (20). "Avrupa Patoloji Dernegi'nin, EHLL" g¢alisma grubu bu
siniflandirmayr  1999'da yeniden diizenlenmistir. “Basit ve iyl huylu anormal
hiperplazi”, “atipik hiperplazi prekanser6z evre (epitelde dejenerasyon”), “karsinoma in
situ zorunlu prekanserdz lezyonlar” olarak kabul edilir. Malign doniisiim orani; Basit

hiperplazi ve displazide %0,9, Atipik hiperplazide %11'i olarak rapor edilmistir (33).
2.2.1.2 LARINKSIN KARSINOMU
Larinks Kanseri Epidemiyolojisi

Sistemik kotli huylu tiimorlerin %2-5'1 ve “bas ve boyun kétii huylu tiimdrlerin®
%25'inden sorumludur. Larinks kanserin baglangic yasi 60 ila 65 arasinda %45
oranindadir. Son yillarda kadin prevalansindaki artis, is hayatinda erkekler kadar toksik
maddelere maruz kalan kadinlar ve kadinlar arasinda sigara kullaniminin artmasina

baglanmistir (34).

Supraglottik kanserler, larinks kanserlerinin yaklasik tiigte birini, subglottik
kanserler, larinks kanserlerinin<%2'sini, glottik kanserler de tiim larinks kanserlerinin
yaklasik tigte ikisini temsil eder. Tiirkiye'de larinks kanserinin durumuna iligskin yeterli

veri yoktur. El¢i ve arkadaslarinin ¢aligmalarinda, Tiirk popiilasyonunda girtlak kanseri



erkek kanser hastalar1 arasinda ikinci siklikta yer almakta oldugu ve tiim Oliimlerin

%7'sini olusturdugu bildirilmektedir (35,36).
Larinks Kanseri Risk Faktorleri

Larinks kanseri olan hastalarin %95'inin sigara Oykiisii vardir. Hastalik
etyolojisinde sigara ve alkol larinksin yani sira orofarenksi, agiz boslugunu ve
hipofarinksi etkileyen 6nemli bir risk faktorii olarak gosterilmistir. Tiitiin ve alkoliin
birlikte kullanimimin ¢ok sinerjetik bir etkiye sahip oldugu da ayrica gosterilmistir

(30,37,38).

Bas ve boyun kanseri olan hastalar arasinda, sigaray1 biraktiktan sonra ikincil
veya eszamanli kanser sikli§i, sigarayr birakmayan hastalardan farkli degildir.
Aragtirmaya gore, hiicrelerdeki birikim ve siirekli hasarin varligi kritik bir seviyeye

ulastiktan sonra, sigaray1 birakmanin 6nemli bir etkisinin olmadig1 bildirilmistir (39).

Caligsmalar, tiitiin kulanimi ile iligkilendirilen kanser vakalarina neden oldugu
diisiiniilen maddenin nikotin degil, "polisiklik aromatik hidrokarbonlar, PAH", iceren
katran oldugunu gostermistir. Bir baska dnemli neden, tiitiin ile sinerjetik bir etkiye
sahip oldugu gosterilen alkoldiir. Alkoliin glottik lezyonlardan ziyade supraglottik
timorler tlizerinde kanserojen etkisi vardir. Diger risk faktorleri arasinda, insan
"papilloma viriisii" "Epstein-Barr viriisii", Radyasyon, Bloom sendromuyla iligkili

virilisler bulunmaktadir (40,42).

“Yetersiz ve yanlis beslenmenin” gorildiigii kisilerde “larinks kanseri goriilme

sikliginin™ artacagi ileri siirtilmiistiir (43).

"Mesleki ve cevresel faktorler" larinks kanserin gelisiminde rol oynayabilir.
"Polisiklik aromatik bilesiklere", ¢cimento ve metal tozuna, asbest ve vernik ile temas

etmek larinks kanseri gelisiminde etkili olabilecegi diisliniilmektedir (44).

Calismalar, basit herpes enfeksiyonu ile 16koplaki ve kanser arasinda bir iligki
olabilecegini gdstermistir. Insan papilloma viriisii enfeksiyonunun larinks kanserindeki

rolii belirsizdir (45).

Iyonize radyasyonun larinks kanseri igin risk faktdrii oldugu one siiriilmiistiir.
Raporlara gore, solunum papillomuna bagli larinks kanseri gelisen hastalarin ¢ogu

radyoterapi gormiistiir. Larinks kanserinde bazi kisiler radyoterapiden yillar sonra
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gelisen tlimoriin tekrarlayan bir timor olmadigini, radyasyona bagli olarak olusan ikinci

bir primer tiimor oldugunu diisiinmektedir (46,47).
Histopatoloji

Tiim laringeal malignitelerin 9%95-98'1 “yass1 epitel hiicreli karsinomdur”.
Farklilasma derecesi farkli olmasina ragmen, glottik kanser daha iyi ayirt edilir.
Bununla birlikte, larinksin hiicre tipine bagli olarak, diger patolojiler diisiik bir oranda
goriilebilir. Bunlar epitelyal kokenli (verrikéz skuamoz hiicreler, bazal benzeri
skuamoz hiicreler), néroendokrin kokenli (karsinoid, kii¢iik hiicreli kanser), miisin6z
bez kokenli (adenoid kistik kanser, adenokarsinom, mukoepidermoid kanser), melanosit
kokenli, mezenkimal kokenli (fibrosarkom) ve lenfoid retikulum kaynakli tiimorler

(lenfoma, plazmositoma) "daha diisiik insidansa sahiptir" (30).
2.2.1.3 LARINKS KANSERININ TUMOR YAYILIMI

Larinks kanseri dogrudan infiltrasyon, lenfatik, hemorajik ve periferik sinir
yollarindan yayilir. Perindral Invazyon kétii bir prognoz olup sinir boyunca yayilir.
Larinks kanseri, bulundugu yere gore supraglottik, glottik, subglottik ve transglottik
olmak tiizere dort gruba ayrilir. Glottik kanserin supraglottik kansere orani yaklasik

3:1'dir (30,48).
Supraglottik

Biitiin vakalarin %30-35'ini olusturmaktadir. Supraglottik kanserler tespit
edildiginde, genellikle daha bilyiiktiir. Supraglottisin 6n boliimiinden (epiglot),
supraglottis kenarindan (epiglottik kivrimlar) ve ventrikiillerden gelisimlerine gore

supraglottik tiimdrler {i¢ kategoriye ayrilabilir (49,50).
Glottik

Glottik tiimorlii kanserler, larinks kanseri vakalarinin %60-65'ini olustururlar ve
bu tip kanserli hastalarin, ses kisikligi nedeniyle saglik kuruluslarina daha erken
basvuru yaptiklar1 bilinmektedir. Kikirdak duvarlarinin ve ¢evresindeki lenfatik yapi
eksikligi nedeniyle uzun vadeli lokalize kalirlar (49). Erken (T1-T2) timoérlerde servikal
lenf nodu metastazi nadirdir. Bu nedenle profilaktik lenf nodu diseksiyonuna gerek
yoktur. T2-T3 tiimoérlerinin lenf nodu tutulum oranm1 %8-30'dur. Glottik kanser nadiren
tiroid kikirdagini isgal eder, 6n laringeal apselere neden olur ve enfekte lingual tiroid

kisti ile karistirilabilir (50).
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Subglottik

Birincil subglotik kanser, biitiin larinks kanserlerinin yalnizca %4'iinii olusturur.
Subglottik tiimoriin primer bolgesini belirlemek zordur. Tani aninda subglottik
tiimorlerin yarisinda krikoid kikirdak invazyonu mevcuttur. Subglottik alandaki

kanserin cerrahi tedavisi total larenjektomidir (30).
Transglottik

Transglottik kanser; girtlagin bir bolgesinden digerine glottis yoluyla yayilan
tiimorlere denir. Paraglottik alana erken yayilim nedeniyle prognoz kotidir (21).
Supraglottik veya subglottik bolgeyi etkileyen ve ventrikiilden gegen kanser erken

yayildiklari i¢in prognoz kotiidiir (48).
Lenfatik Yayilim

Larinks kanserinde boyun metastazi en Onemli prognostik faktordiir.
Supraglottik kanser ge¢ saptanabilir ve gizli metastazlara neden olabilir. Her seride bu
bolgedeki servikal metastaz oran1 T1 lezyonlarinda %6-25, T2 lezyonlarinda %30-70 ve
T3 ve T4 lezyonlarinda %65-80'dir. Evre T'ye gore, gizli metastaz orant %20 ile %50
arasinda degisir (Tablo 2-4). En yaygin lenf nodu gruplar ikinci, tigiincii ve dordiincii
gruplardir (Tablo 2-5). Glottik kanserin servikal metastazlara neden olma olasilig1
diisiiktiir. T1 evre kanserin metastaz olasilig1r %5'ten az, T2 evre kanserin %5-10, T3
evre kanserin %10-20, T4 evre kanserin %25-40'tir. Subglottik tiimorlerin boyun

metastazi orani yaklasik %20'dir (30).
2.2.2 LARINKS KANSER SEMPTOM VE BULGULARI

Larinks kanseri, etkilendigi bolgeye bagl olarak degismekle birlikte, genellikle
bogaz agrisi, yutma giigliigii, agr1 (6rn. Cigneme sirasinda, yutma sirasinda, kulak
agrisi, vb.), ses kisiklig1 semptomlari ile kendini gosterebilir ayrica kanama, yaralarin
gec lyilesmesi, konusma bozukluklari, disfaji ve nefes darlign da goriilebilir malign
tiimorlerin boyundaki lenf diigiimlerine metastaz yapma egilimi nedeniyle, boyunda bir

kitle varlig1 da goriilebilmektedir (6,7,51,52).

Tablo 2-4 Larinks Kanserlerde TNM Evrelemesi (UICC/AJCC, 2018) (53)

TX Primer timdr degerlendirilemiyor
Primer tiimor (T) TO Primer tiimdr bulunamiyor
Tis Karsinoma in situ
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Bolgesel lenf

nodu (N)

Supraglottik

T1

T2

T3

T4a

T4b

Tlmdr bir tarafta supraglottisin bir bolgesinde simirlt

Timor vokal kord fiksasyonu olmaksizin supraglottisin birden fazla
bolgesini, glottisi veya subglottis disindaki yerleri (vallekula, dil
koki, piriform sintisiin medial duvarini) tutmus

Timor vokal kord fiksasyonu ile birlikte larinkse sinirli ve/veya
postkrikoid alan, preepiglottik doku, derin dil kokil invazyonundan
biri mevcut

Tlimdr tiroid kartilaja invaze ve/veya boynun larinks dis1 yumusak
dokulara yayilmis

Timor prevertebral bosluga veya mediastene invaze olmus veya
karotisi tutmus

Glottik

T1

T2
T3
T4a

T4b

Timor vokal kordlara sinirlt (anterior veya posterior komissiir
tutulmus olabilir), vokal kord hareketleri normal

Timor supraglottise ve/veya subglottise uzanmis, vokal kord
hareketleri sinirli

Tiimdr vokal kord fiksasyonu ile birlikte larinkse siirlt

Tlimdr tiroid kartilaj1 tutmus ve/veya boyundaki larinks dis1 yumusak
dokulara yayilmis

Timor prevertebral bosluga veya mediastene invaze olmus veya
karotisi tutmus

Subglottis

Tl
T2
T3
T4a

T4b

NX
NO

N1

N2a

N2b

N2c¢

N3
MX
MO
M1

Timor subglottise sinirli

Tiimdr vokal korda yayilmis, vokal kord hareketleri normal veya
stirlt

Tiimdr vokal kord fiksasyonu ile birlikte larinkse siirlt

Timor tiroid kartilaji tutmus ve/veya boyundaki larinks dis1 yumusak
dokulara yayilmis

Timor prevertebral bosluga veya mediastene invaze olmus veya
karotisi tutmus

Bolgesel lenf nodu degerlendirilemiyor
Bolgesel lenf nodu metastazi yok

En biiyiik boyutu 3cm’ yi gegmeyen, tek ipsilateral lenf noduna
metastaz

En biiyiik boyutu 3 ile 6¢cm arasinda, tek ipsilateral lenf noduna
metastaz

En biiyiik boyutu 6cm’ yi gegcmeyen, birden ¢ok ipsilateral lenf nodu
metastazi

En biiyiik boyutu 6¢cm’ yi gegmeyen, bilateral veya kontralateral lenf
nodu metastazlari

En biiyiik boyutu 6¢cm’ yi gecen lenf nodu metastazi
Uzak metastaz degerlendirilemiyor

Uzak metastaz yok

Uzak metastaz mevcut
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Tablo 2-5 Evrelerin Gruplandirilmasi (40)

Evre 0 Tis NO Mo(!
Evre I T1 NO Mo Erken Evre
Evre 11 T2 NO Mo
T M
Evre III 3 NO 0
T1-3 N1 Mo
T4a NO-1 Mo
Evre IVa S
T1-4a N2 Mo Ileri Evre
T4b Herhangi bir N MO0
Evre IVb Lo
Herhangi bir T N3 Mo
EvreIVce Herhangi bir T Herhangi bir N M1
2.2.3 TANI

Diger kanser tiirleri arasinda larinks kanseri, uygun tan1 ve tedavisi saglandiktan
sonra “tedaviye en iyi yanit veren tiimordiir”. Endoskopi ve biyopsi ylizeysel tiimorlerin
kesin tanisim1 koyabilmekle birlikte, goriintiilleme genellikle derin doku istila, kikirdak
istilas1, submukozal yayilima, subglottik uzanti ve lenf diigimii metastaz1 gerektirir.
Bununla birlikte, larinks kanserli hastalarda kemoterapi, radyoterapi ve cerrahinin
tedavinin yam sira akut ve uzun siireli komplikasyonlar nedeniyle, hastalarin

tedavisinde multidisipliner yaklasimlarin benimsenmesi 6nemlidir (6,7,54).
2.2.4 LARINKS KANSERINDE GORUNTULEME YONTEMLERI

Larinks kanseri siiphesi olan hastalarda endoskopi, tiimér mukozal yayilimini ve
kord hareketini en 1yi sekilde degerlendirebilir. Radyografi, evreleme, tedavi planlamasi
ve tedavi sonrasi takip ise hastalikta 6nemli bir rol oynar. Goriintiileme yontemi, timor

evreleme dogrulugunu artirabilir ve tedavi segeneklerini etkileyebilir (8,55).
2.2.4.1 BILGISAYARLI TOMOGRAFI

Bilgisayarli tomografi, larinks kanserinin degerlendirilmesinde tercih edilen
gorlintiileme yontemidir. Bilgisayarli tomografi yeterli bilgiyi saglamiyorsa manyetik

rezonans goriintiileme yontemi olarak kullanilabilir (56).
Bilgisayarh tomografinin avantajlari;

1) Yaygin olarak bulunmasi 2) Manyetik Rezonans Goriintiileme, (MRG)'den
daha ucuz olmasi 3) Kisa inceleme siiresi 4) Kemik yapisinin daha net degerlendirilmesi

5) Ozellikle lenf diigiimii tutulumunu gostermede giivenilir olmas1 6) Yiiksek kaliteli
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multiplanar ve li¢ boyutlu goriintii elde edilebilmesi 7) MRG ile karsilastirildiginda
daha az artefakt olusturmasidir (57).

Bilgisayarh tomografinin dezavantajlari;

1) MRG ile karsilastirildiginda disiik yumusak doku c¢oziinlirligli ve
duyarliligin diisiik olmas1 2) Radyasyona maruz kalmadir (57).

2.2.4.2 “MANYETIiK REZONANS GORUNTULEME?”

"Manyetik rezonans (MR), bilgisayarli tomografi (BT)" gibi bir goériintiileme
yontemidir (58). Bazi merkezlerde tami icin ilk segenek olarak manyetik rezonans
goriintiileme tercih edilmektedir. Tedavi planim1 etkileyen kikirdak invazyonu

belirlemenin zor oldugu durumlarda manyetik rezonans goriintiileme kullanilir (59).
2.243 PET BT

PET/BT Uygulamalari

Gilinlimiizde PET goriintiileme esas olarak onkoloji, kardiyoloji ve ndrolojide
kullanilmaktadir. "FDG-PET/BT endikasyonlar1" sunlart igerir; ama bunlarla siirh
degildir.

1. Malign/benign lezyonlar1 ayirt etmesi 2. Metastatik lezyonlar veya
paraneoplastik sendromlar tespit edildiginde, primer tiimdriin yeri belirlenmesi 3.
Bilinen malignitelerin evrelendirilmesi 4. Malign tiimor tedavisinin etkinligini izlemesi
5. Tedavinin uygulanmasindan sonra fiziki muayene veya diger goriintiileme yontemi
ile saptanan lezyonun tiimor, fibrozis veya nekroz olup olmadiginin belirlenmesi 6.
Ozellikle tiimor belirteglerinin seviyesi yiikselmisse, tiimdr rekiirrensinin tespit edilmesi
7. Biyopside en iyi bilgiyi saglayacak tiimor alaninin sec¢ilmesi 8. Radyoterapi planinin
yonlendirilmesi 9. Ateroskleroz ve enfeksiyonun degerlendirmesi gibi onkolojik

olmayan uygulamalar (60).
2.2.4.4 RADYOLOJIK DEGERLENDIRME

Radyolojik degerlendirmenin yapilabilmesi i¢in anatomik yapinin iyi anlagilmasi
onemlidir. Tedavi yontemini etkileyeceginden, supraglottik, glottik ve subglottik alan
ile bunlar1 olusturan yap1 ve bitisik yumusak doku arasindaki farkin iyi taninmasi

gerekmektedir. Laringeal tiimoérler mukozanin altina yayilabilir ve g¢evre anatomik
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yapilara yayilabilir, bu durumda endoskopi yetersiz kalabilmektedir ve radyolojik

degerlendirme giderek 6nem kazanmaktadir (61).
2.2.5 TEDAVI

Kanser tedavilerinde en 1iyi yaklasim stratejisi, her hastayr ayr1 ayr
degerlendirerek “hastaya ozel tedavi yaklasimlaridir”. Ilk olarak, hasta igin organ

koruma stratejisi belirlenir (Tablo 2-6) (62).

Tablo 2-6 Organ Koruma Stratejileri (62)

Organ Koruma Stratejileri
Cerrahi Cerrahi Olmayan
Agik/Ekternal Endoskopik Radyoterapi
Kemoterapi
-Supraglottik Larinjektomi -Transoral Lazer Mikrocerrahi
-Vertikal Parsiyel Larinjektomi -Transoral Robotik Mikrocerrahi
-Suprakrikoid Parsiyel Larinjektomi | |-Powered/Mikrodebridman Eksizyon
-Coblation Eksizyon

Larinks kanseri tedavisinde, su anda iki ana tedavi yontemi vardir: cerrahi ve
radyasyon tedavisi. Radyoterapi ana tedavi olarak segilir ve basarisiz olursa, cerrahi

salvage tedavisi olarak kullanilir (48).

Erken kanser tedavisi tiimore ve hastanin tercih segeneklerine gore yapilir.
Supraglottik “larinks kanserinin erken evrelerinde” (evre I ve II) cerrahi tedavi, glottik
kanserde radyoterapi veya konservatif cerrahi, subglottik kanserde ise cerrahi tedavi
uygulanir. Erken evre larinks kanserlerinde primer tedavi radyoterapi veya cerrahi olsun
basar1 oranlar1 benzerdir. Evre I kanserde %90 dan fazla, evre II de ise %80-85
oranindadir. Tan1 siirecinde, baslangictan itibaren (evre III ve evre IV) tiimorleri olan
hastalar icin ileri tedavi yontemlerinin kullanilmasi, ilk Once cerrahi tedaviye tabi
tutulmas1 ve daha sonra ameliyat sirasinda cikarilan materyallerin ameliyat sonrasi

kontrol edilmesi sonucu ameliyat sonrasi radyoterapi uygulanir (51).
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2.2.5.1 RADYOTERAPI

Erken evre glottik tiimorler (evre I ve evre II) icin tercih edilen tedavidir.
Radyoterapi alan hastalarin ses kalitesi, ameliyat olan hastalara gore daha iyidir.
Larinksin tutulan bolgelerine gore degerlendirildiginde supraglottik kanserlerde cerrahi
tedavi ile sagkalim oran1 %71, glottik kanserlerde %90 ve subglottik kanserlerde ise
%42 dir. Ileri laringeal kanserde, evre III'te %60-70 lokal kontrol, bes yillik sagkalim
orani %60, IV'te %40-50 lokal kontrol ve bes yillik hayatta kalma oraninin %30-40 elde
edilir (51).

Tiimoriin yayilma alanina, hastanin tibbi durumuna, hastanin ve akrabalarinin
secimine ve tedaviyi gerceklestiren merkezin deneyimine ve olasiligina bagl olarak,

radyasyon tedavisi laringeal kanser i¢in ana tedavi olarak kullanilir (48).
2.2.5.2 CERRAHI

Cerrahi tedavide primer tiimoriin ve rejional lenf nodlarinin eksizyonu (boyun

diseksiyonu) yapilir. Erken glottik kanser lenfadenektomi gerektirmez (40).

A) Primer tiimoriin ¢ikarilmas1 larenjektomi olarak adlandirilir. Parsiyel

larenjektomi ve total larenjektomi diye ikiye ayrilir (40).
1) Parsiyel Larenjektomiler

a) Konservatif Parsiyel Larenjektomiler: Konservatif larinks cerrahi
yontemleridir. Larinksin fonasyon, nefes ve sfinkter islevlerini korurlar. Endoskopik

veya agik teknik diye ikiye ayrilir (40).

b) “Non Konservatif Parsiyel Larenjektomi”: Larinksin fonasyon rolii
korunabilmesine karsin solunum fonksiyonunun korunamadigi totale yakin total

larinjektomi yontemidir (40).

2) Total Larenjektomi: Bu, tiim larinks, hyoid kemik, supratrakeal halka ve
kalic1 trakeotomi dahil normal pre-larinks kaslarinin ¢ikarilmasini igeren cerrahi bir
tedavidir. Total larenjektomiden (TL) sonra Ozofagus sesleri ogretilerek, yapay
vibratorli ekipmanlar kullanilarak veya trakeodzofageal protezler uygulanarak ses

rehabilitasyonu yapilabilir (40).
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Sekil 2-2 Bas ve Boyun Kanserlerinde Genetik (51)

Bas-boyun kanserlerinin molekiiler mekanizmalarinin anlagilmasinda ve hem
tan1 hem de tedaviye yonelik se¢eneklerin belirlenmesinde "bolge kanserlesmesi" (field
cancerization) énemli bir kavramdir. Bu kavram ilk defa 1953'de Slaughter tarafindan,
oral kanserlerle ilgili olarak ortaya atilmistir. Genis mukoza yiizeylerin sigara gibi
kanserojenlere uzun siireli maruziyeti sonrasinda ¢ok sayida ve birbirinden bagimsiz

prekanserdz ve kanser6z odaklarin gelismesi olarak agiklanabilir (63).
2.3 IMMUN SISTEM

Bagisiklik sistemi genellikle bir savunma mekanizmasi olarak sunulur. Aslinda,
bagisiklik sistemi, gelisim, lireme ve yara iyilesmesi gibi temel fizyolojik siireclerin
ayrilmaz bir parcasidir ve bagisiklik sistemi ile metabolizma, merkezi sinir sistemi ve
kardiyovaskiiler sistem gibi diger viicut sistemleri arasinda yakin bir etkilesime sahiptir.
Memeli bagisiklik sisteminin temel islevi, doku homeostazini izlemek, istilact veya
bulasic1 patojenlere karst korumak ve hasarli hiicreleri ortadan kaldirmaktir. Bu
nedenle, kanserin insanlarda bu kadar yiiksek bir siklikta ortaya ¢ikmasi sasirticidir

(64,65).

Bu nedenle tedavi yaklasimlar1 kanserin baglamasini ve ilerlemesini etkileyen bu
mikrogevre etmenlerini hedef almaya yoneliktir. Kanser hiicrelerini ¢evreleyen alana ait

etmenlerin siirekli degisimi tiimdr olusumunu, metastazi ve kanser tedavisine karsi
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direncini de etkilemektedir. Bu etkilesim ¢ogu zaman kanserin lehine geliserek “kanser
hiicrelerinin immiin sistemden kagmasina”, tedavi direncine ve kanser gelisimine katki

saglamaktadir (9).
2.3.1 KONTROL NOKTALARI-MODULATOR

Kontrol noktasi inhibitdr tedavisinin, etkili tiimor gerilemesi ve uzun siireli
hastaliksiz sagkalim ve saglamis oldugu direncle tedaviden etkili bir sekilde
faydalanabilinecek bir yontem oldugu diisiiniilmektedir. Bu ylizden tedaviye yanit veren
bireylerin sayisini artirma girisimleri, sitotoksik T lenfositle iligkili protein (CTLA-4) ve

PD-1 veya PD-L1 inhibitoreleri ile kombinasyon tedaviye odaklanilmistir (66);

0X40, diizenleyici T hiicreleri (Treg) iizerinde etkilidir ve bu hiicrelerdeki
ekspresyonu yiiksektir. Tiimor mikrogevresinde, efektor bellek T hiicrelerinde de (Tem)
eksprese oldugu gosterilmistir. Bu nedenle, OX40'in tetiklenmesi Tem ve Treg
tizerindeki ¢ift etkisi tiimore kars1 gelistirilen yanit1 indiikler. Hem OX40 hem de PD-1,
“T hiicresi aktivasyonunun” erken asamalarindan itibaren indiiklenir, ancak yalnizca
PD-1’in siire¢ buyunca indiiklenmesi devam eder, T hiicrelerini korur ve karakterize
eder. OX40L, aktivasyondan sonra diger birka¢ dendritik hiicre, mast hiicre ve monosit

hiicreler ve aktive edilmis B hiicreleri tarafindan eksprese edilir (66).
2.3.2 0X40-OX40L EXPRESYONU
2.3.2.1 OX40'IN IFADESI

0X40'!n ekspresyonunun, aktiflestirilmis lenfositler ve o6zellikle CD4+ T
hiicreleri iizerinde oldugu dogrulanmistir. OX40 ekspresyonu pozitif sinyali alan timik
T hiicrelerinin bir isaretleyicisidir. Ek olarak, NK (dogal o6ldiiriicii) hiicreleri ve
notrofillerde daha diisik OX40 ekspresyon seviyeleri gosterilmistir. Sekil 2-3'da
gosterildigi tizere, T hiicresi reseptor ligasyonu tek bagina CD4+ T hiicrelerinde OX40
ekspresyonunu yiiriitmek i¢in yeterlidir, CD40L, CD80 ve CD86'nin (B7) birlikte
uyarilmasiyla CD28 ekspresyonu artar. IL-2, CD4 ve CD8 T hiicrelerinde OX40"
indiikleyebilir ve interlokin (IL-1) ve TNF de katkida bulunur (67,69). Roquin 1 ve 2
proteinleri, protein ekspresyonu sonrasi diizenleyicileri olarak islev goriir ve OX40
mRNA'y1 bozar: fonksiyonel Roquin eksikligi, “ekspresyonun artmasina neden olur”

(77).
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Sekil 2-3 OX40 ve OX40L Ekspresyonu, Etkilesimi ve Molekiiler Sonuclari (68)

Bekleme durumunda OX40 ve OX40L yok veya minimum ifade edilir. Her ikisinin ekspresyonu, T hiicre
reseptoriine antijen sunumu ve kostimiilatér molekiillerin (CD80 ve CD86 ile CD28 ve CD40 ile CD40L) kalsiyumun
akisini igeren bir mekanizmaya baglanmasiyla artar. OX40L, hem APC hem de T hiicresinde ifade edilir; OX40

ekspresyonu, T hiicresi ile sinirlidir. Saf hiicreler iizerindeki ekspresyon 24 ila 72 saat sonra gergeklesir (68).

0X40 ekspresyonunun, aktive edilmis T hiicreleriyle sinirli olmasi yaninda,
genellikle insan hastaliklarinda inflamasyon ve immiin aktivasyon alanlartyla sinirlidir
(69). Insanlarda, T hiicrelerindeki OX40 ekspresyonunun tip 1 diyabet hastalarinda

otoreaktif hiicreleri ile sinirli oldugu bildirilmistir (71).

Otoimmiinitede, OX40 genellikle inflamasyon bolgelerinde yukari regiile edilir.
0X40, coklu sistem hastaliklarinda (vaskiilit gibi) infiltre lenfositlerde tanimlanabilir,
ancak boyamada yalmizca etkilenen organlarda gorilebilir; “flizyon disi kolitte”,
boyamada sadece etkilenen bdlgenin biyopsisinde ve romatoid artritte goriilebilir,

iflamasyonlu eklemlerin sinovyal lenfositlerinde, OX40 o&zellikle yukarit regiiledir



20

(72,74). Kolit lokal hastaliklarda, kolonik OX40+ ekspresyonu, periferal kandaki

sistemik ekspresyondaki artigla iliskili degildir;

periferik bir artis vardir (68).

daha sistemik durumda, genellikle

Tablo 2-7 insan Otoimmiin Hastaliklarinda OX40 ve OX40L Ekspresyonu (68)

Hastahk 0X40

Klinik siddet belirtegleri ile korelasyon ile
periferik T hiicrelerinde artan OX40
. - pozitifligi
Sistemik lupus Lupus nefritinde infiltre perivaskiiler

eritematoz lokositler tizerine OX40
Artan PI3K /Akt aktivasyonu ile daha aktif
fenotip
[ltihapli kolondaki lamina propria
lenfositlerinde ekspresyon artti
. UC'de OX40 pozitif kolonik T hiicrelerinin
Kolit <. .
artan orani; ¢cevresel sayimlar degismedi
Aktif kolitin artmis biyopsi boyamasi ve
kortikosteroid tedavisi ile degismemis
.. 0X40 pozitif lenfositler hastalikta bulunur,
Colyak . o }
sl ancak duodenal biyopsileri kontrol etmez;
periferik OX40 ekspresyonu etkilenmedi
[ltihaph eklemlerden gelen sinoviyal sivida
Romatizmal @ lenfositlerde artmis OX40 pozitifligi
eklem iltihab1
Azaltilmis sOX40
Enflamatuar OX40 ekspresyonu inflamatuar
.. miyopatilerde bulunur ancak kontrollerde
miyozit
yoktur
Uveit i¢in eniikleasyon yapilan gdzlerin
Uveit siliyer kemiklerinden ¢oklu OX40 pozitif

infiltre lenfositler

Yeni teshis edilmis pediatrik vakalarin

i L DI periferik kaninda pozitif CD4+ hiicrelerinin

Mellitus
artan orant
Sistemik SLE ve saglikli kontrollere kiyasla
skleroz yiikselmis serum sOX40 konsantrasyonlari
Graves Anti-TSHR antikorlar1 olan hastalarda
Tiroiditi dolasimdaki CD4+ T hiicrelerinin artmig
© 0X40 pozitifligi
0X40+ CD26+ periferik CD4+ T
hiicrelerinde azalma, natalizumab
Multipl tedavisinden sonra klinik yanitla
Skleroz korelasyonlu
0X40, MS beyin ve kordon boliimlerinde
ifade edilir
Noromiyelitis  Patolojik beyin 6rneklerinde artan OX40
optika pozitifligi

Sjogren Periferik T hiicrelerinde artan OX40

OX40L
Glomeriiler pozitiflik goriiniimii ile upus
nefrit hastalarindan bobrek biyopsilerinde
artmis endotel ekspresyonu

Nefritli kisilerde daha fazla yiikselme ile
artan periferik sOX40L

[ltihapli, ancak iltihapli olmayan kolondan
vaskiiler endotelde artan ekspresyon

[ltihapli eklemlerden sinovyumun alt
tabakasinda OX40L ifadesi

Otoantikor durumu ile korelasyon ile artan
sOX40L

OX40L, inflamatuvar miyopatilerde T
hiicreleri, B hiicreleri, makrofajlar ve
miyeloid dendritik hiicrelerde goriiliir,
ancak kontrollerde goriilmez

Anti-TSHR antikorlar1 olan hastalarda
dolasimdaki CD4+ T hiicrelerinin OX40L
pozitifliginde artis

sOX40L yiikseltileri

Periferik B hiicreleri ve monositlerde artmis
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sendromu ekspresyonu OX40L ekspresyonu
Germinal merkezler ¢evresinde artmig timik OX40L miyastenia gravis tiroidinde bulunur
Miyastenia 0X40 boyamasi ancak kontrolde degildir
gravis Periferik CD4+ T hiicrelerinde artmis OX40
boyamast
CDS8+ periferik T hiicrelerinde ve CD4+ T
Wegener hiicrelerinde artan OX40 ekspresyonu

granilomatozu 0X40-etkilendiginde birden fazla organdaki
lenfositler lizerinde pozitifligi

Henoch- . .. .

Schonlein Dolaslmda.k.l CP 4+ T hiicrelerinde artan Arttirilmig sOX40L
0X40 pozitifligi

purpurasi

Genellikle sistemik otoimmiin ekspresyon ve hastalik siddeti arasinda bir
baglanti vardir; Ornegin, sistemik lupus eritematozusta (SLE) oldugu gibi. Multipl
skleroz tedavisinde, natalizumab, OX40'1 eksprese eden dolasimdaki lenfositlerin

oranini azaltabilir (75,78).

Deneysel hayvan c¢aligsmalarinda, tipl diyabette (T1DM), patojenik antijenlerin
Ozgiilliigiini ve OX40 ve CD25'in (IL2Ra) ko ekspresyonunu ve dolagimdaki lenfositler
tizerindeki OX40 ekspresyonu giiclii  bir sekilde gosterilmektedir. OX40
ekspresyonunun artmis lenfosit aktivitesi ile iligkisi, Treg'deki OX40 mRNA'nin
T1DM'de azalmasi ile de iliskilendirilmistir (71,79,80).

0X40, saf T hiicrelerinin aksine, murin Treg'lerde yapisal olarak eksprese edilir.
Ayrica OX40'n Treg'lerde, 6zellikle tiimor bolgelerinden izole edilenlerde, daha fazla
eksprese edildigi bildirilmistir. Bu nedenle, antikor terapisinin bu hiicreleri tercihli

olarak hedeflemesinin miimkiin olabilecegi bildirilmistir (81).

0X40 ekspresyonu, otoimmiin modellerde immiin aktivasyon bdlgeleri ile
sinirhidir. Ornegin, dalagin periferal kaninda, EAE siganlarinin lenf diigiimlerinde ve
sinir dokularinda “Gnemli farkliliklar olmaksizin artmistir” (82). OX40’1n, tiroiditli
farelerin tiroid ve dalaginda, “kollajen kaynakli artritli (CIA) hayvanlarin eklemlerinde”

ve Uveitli farelerin gozlerindeki expresyonu da gosterilmistir (68).

Mycobacterium tuberculosis ve adjuvanlar ile tedavi edilen sicanlarda poliartrit
gelisebilir. Bu modelde, OX40 ekspresyonu, iltihapli eklemlerin drene olan lenf

diigiimlerinde ve “klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan once” goriilmektedir (83).

0X40, farelerde oldugu gibi insan kanser iligkili treg'de yiiksek oranda ifade
edilir, IL10 iiretimini inhibe ederek indiiklenebilir ve dogal treg fonksiyonunu bloke

edebilir (68).
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2.3.2.2 0X40 LIGAND'IN iFADESI

OX40L ekspresyonu, ¢esitli antijen sunan hiicrelerde antijen sunumuna yanit
olarak yukar1 regiile edilir: B hiicreleri, makrofajlar ve dendritik hiicreler, mast
hiicreleri, bronsiyal diiz kas, habis tlimdrler, vaskiiler endotel hiicreleri ve Langerhans
hiicreleri lizerinde eksprese edililir (68). CD4+ ve CD8+ T hiicrelerinde de OX40L nin
ifadesi bulunmakta ve bu hiicreler IL-12'ye maruz kaldiklarinda OX40L ifadesinin artig1
gosterilmistir (84,86). OX40L ifadesini destekleyen ve eslik eden es uyarici faktorler
arasinda prostaglandin E2, “timik stromal lenfopoietin (TSLP)” ve IL-18, interferony
(IFNy) bulunur. Ayrica yasile birlikte, insan serumunda ¢6ziinen OX40L nin diizeyinin

arttig1 gosterilmistir (68,87).

OX40L, klinik olarak o6nemli inflamasyon alanlarda eksprese edildigi
gosterilmistir. Otoimmiin hastaliklarda bolgeye 6zgii bir sekilde ifade edilmektedir.
Ornegin, immiin aracili nefritte gosterildigi gibi, inflamasyon bdlgeside ifade
belirgindir. Ayrica “anti-diyabetik obez olmayan diyabetik (NOD)” farelerin pankreas
ve ikincil lenfatik organlarinda; “Lupus benzeri nefrite duyarli bobrek hastaligi” olan
BXSB farclerinde ve CD4 CD45RB metastatik kolitinde, kolondaki infiltre lenfositlerde
OX40L ekspresyonu gosterilmistir. Bunun yaninda, sistemik olarak, SLE hastalarinin

serumundaki OX40L'nin mRNA's1 ve TRAF2'si yiiksekligi gosterilmistir (68,75,88,90).
2.3.3 0X40-0X40 LIGAND ETKILESIMLERININ FONKSIYONLARI

0X40-OX40L etkilesiminin, OX40L ifade eden hiicreler tlizerinde c¢ok etkisi
vardir. Etkilesimin OX40L"1 ifade eden hiicrenin aktivitesini de arttirdigi belirtilmis
ancak OX40L'nin OX40'a baglanmasinin molekiiler olaylari, (Sekil 2-4, 2-5, 2-6) bir¢ok
proinflamatuar araci ile etkilesime girmesine ragmen tam olarak aciklanmamustir.
0X40-OX40L etkilesiminin T hiicrelerinin proliferatif yamitin1 arttirdigr gostermistir.
Bu nedenle, OX40 veya OX40L'den yoksun farelerde, CD4+ genislemesi azalir ve
dendritik hiicre (DC) veya OX40L ekspresyonu, aktif CD4+ T hiicrelerinin sayisini,
hiicre uyarilma yetenegini ve T hiicre polarizasyonunu arttirir. OX40L, efektor
sitokinlerin iretimini ve kismen mRNA'min stabilizasyonu aktivasyonu da arttirdigi

gosterilmistir (68,91).
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Sekil 2-4 OX40 Ligasyonunun T Hiicreleri Uzerindeki Etkileri (68)
Oklar, olumlu etkileri belirtir; cubuklu ¢izgiler, olumsuz etkileri belirtir; kesik ¢izgiler iliskiyi gosterir.

T hiicre boliinmesi, hayatta kalma ve sitokin iiretimi PI3K/PKB, NF«B sinyal
yolaklari ile ve NFAT aracili, OX40-OX40L etkilesimi ile tanimlanmstir (81).
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Sekil 2-5 0X40 Uyarimindan Sonra Sinyal Yolu (68)

* OX40L trimeriktir ve her trimer i OX40 molekiilii ile birlesir * Sinyallesme kompleksi transkripsiyonu
birden fazla yolakla degistirir: « TNF reseptorii ile iliskili faktor 2 ve 6 ve muhtemelen TRAFS5 ve IKKa, Niikleer
Faktor Kappa B (IKKp), IKKy olusur, IkB fosforile ve bozunur ve NFkB alt birimi RelA, p50 ile birlikte daha sonra
¢ekirdege girebilir « TRAF6'ya bagiml bir siiregte IKKa RelB niikleer girisine izin vermek igin hareket eder « OX40
sinyal kompleksinin Sinyal doniistiiriicii ve Transkripsiyon proteinlerinin Aktivatdrii (STATS) fosforilatlar niikleer
girise izin verir « OX40 kalsiyumun hiicre i¢i girisine izin verir, bu daha sonra kalsinurini kalmodulin yoluyla aktive
eder ve Aktive T hiicrelerinin Niikleer Faktorii (NFAT)'in defosforilasyonu ve niikleer girisine neden olur « Aktive
edilmis OX40 ile komplekslenen PI3K, AKT'nin (PKB olarak da bilinir) fosforilasyonunu PDK'ya bagl bir sekilde
arttirir, bu da IKK kompleksi yoluyla sinyali arttirir « NFAT ve PI3K yoloklari, antijenle uyarilan T hiicre
reseptorlerinden gelen sinyalleri ¢ogaltir « Genel bir efektdr fenotipini tesvik etme egiliminde olan FoxP3'lin
baskilanmas: ve artan B lymphocyte-induced maturation protein-1 (BLIMP-1) transkripsiyon etkisi gibi ¢oklu
transkripsiyonel etkiler vardir ¢ Sitokin transkripsiyonu onceden var olan polarizasyon durumuna baglidir « Bu

yollarin bir kisminin diger TNFR'ler ve T hiicre reseptorii stimiilasyonunun kendisiyle paylasir (68).
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Sekil 2-6 OX40L Ligasyonunun T Olmayan Hiicreler Uzerindeki Etkileri (68)
0X40 ve T Hiicresi Regiilasyonu

T hiicrelerinde OX40L'yi eksprese eden farelerde, otoimmiinitenin yani sira
dalaklarinda Treg sayisinda artisa neden olmaktadir. OX40L'nin OX40 ile CD4 T
hiicreleri lizerine baglanmasi, otokrin IL-4 iiretimi sonucunda Th2 hiicre iiretimi, IL-12
veya Tip I interferonlarin varliginda, Thl farklilasmasina neden olur. TCR ve OX40
sinyalleri arasindaki sinerji, PKB aktivasyonu yoluyla survivin ve Aurora B kinaz
ekspresyonunu arttirir. Bu iki protein, hiicre dongiisiinde G1-S fazinin ilerlemesine ve T
hiicre mitozunda kinazlarin aktivitesini desteklemek i¢in birlikte islev goriir. OX40,
TCR sinyal giiciinii diger TNFRSF f{iyeleriyle birlestirir ve diizenler. OX40'n
yoklugunda Thl tepkisinin bozulmasina ve Th2 tepkisinin normal kaldig1 da

bilinmektedir (68,81). OX40 agonistleri, sitokin ortaminda énemli olmasina ragmen,
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TGFp ile tedavi edilen kiiltiirlerde Treg geniglemesini yonlendirebilir. IFNy ve IL-4
mevcutsa, efektor CD4+ amplifiye edilir; 1L-4 ve IFNy'yi bloke ederek Treg'ler
amplifiye edilir. Bununla birlikte, IL-2 olmadan OX40 uyarimi zayif proliferasyon
iretir ve Treg'i inhibe etme kabiliyeti zayifken, ekzojen IL-2 bu durumu diizeltmek i¢in
yeterlidir. “Cesitli kanser modellerinde”, tiimore enjekte edilen agonistik anti-OX40,
Treg'in inaktivasyonuna ve tlikenmesine ve tiimor gerilemesine aracilik eder (94).
Benzer sekilde OX40, yerlesik "ICOS+IL-10" Treg'in genisletme ve diizenleme
yeteneklerini engeller. OX40 CD4+ T hiicrelerinin Thl veya Th2 alt gruplarina, Th17
yardimci hiicrelerinin {iretiminde, farklilagmasina ve genislemesine neden olur ve Th17
aracili hastaliklarin tedavisinde rol oynadigr hem in vitro hem de in vivo modellerde

gosterilmistir (68,81,92,94).
0X40, CD4+ T Hiicre Bellegini Artirir ve Siirdiiriir

OX40 varhiginda, “antijene 0Ozgli TRAF2'ye” bagili bir sekilde bellek
hiicrelerinin sayist artar ayrica OX40, bellek T hiicresi aracili allogreft reddinde etkili
reaktivasyonun gelisiminde rol oynamaktadir (95,96). TRAF2 ve 5'in NFkB sinyal
yolagin1 aktive ettigi de goOsterilmistir. NFxB yolaklarin sinyaliyla, OX40
aktivasyonunun, apoptoz baskilanmasina ve hiicre sagkaliminin artmasina neden olan B
hiicreli lenfoma (Bcl-2), B hiicreli lenfoma ekstra biiylik (Bcl-XL) ve Bfl-1 (A1) dahil

olmak {izere anti-apoptotik proteinin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (81).
0X40 Bellek CD8+ T Hiicrelerinin Olusturulmasini Tesvik Eder

0X40-OX40L etkilesimi, sitotoksik CD8+ T hiicrelerinde CD4+ T hiicrelerine
benzer etkilere sahiptir: ilk aktivasyon yoklugu ile inhibe edilmez ve viral enfeksiyona
tepkiler siirdiiriiliir. OX40, CD8+ T hiicrelerinin hayatta kalmasina ve antijene 6zgii
hiicrelerin iiretilmesini ve siirdiiriilmesini destekler. OX40L etkilesimi olmadan, CD8
aracili allogreft reddi bozulur ve bazi modellerde, OX40 agonistleri ile tedavi, anti-

timor bagisikligini artirabilir; ve buda CD8+ T hiicreleri ile olmaktadir (68,97,98).
0X40 Etkilesimleri Yapisma ve Gocii Kolaylastirir

0X40-OX40L etkilesimi, aktif T hiicrelerinin endotelyuma yapismasini ve
ardindan gocii tesvik eder. OX40L bloker, T hiicrelerinin “kiiltiirlenmis vaskiiler
endotelyal hiicrelere” yapigsmasini azaltabilir. Dendritik hiicreler iizerinde OX40L

ekspresyonu olan farelerde, CD4+ T hiicreleri indiiklenen lenfoid dokularda daha
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fazladir ve artan proliferasyon gogii arttirir (99,100). OX40'dan yoksun T hiicreleri,
OX40'1 T hiicrelerine gore in vitro olarak daha hizli ¢cogalir, ancak daha az hayatta
kalir. OX40 olmadan CD8+ T hiicreleri kusurlu proliferasyon, azalmis sagkalim ve
zayif bellek iiretimi gosterir. OX40L etkilesimi, gocle ilgili bircok molekiilii yukari
diizenler. TCR sinyali ile birlikte OX40 ligasyonu kalsiyum akisini ve NFAT
aktivasyonunu arttirir. Bu da, IL-2, IL-4, IL-5 ve Interferon (IFN) gibi sitokinlerin
iiretiminde rol oynar. OX40 ¢ogalmay1 artirma, apoptozu baskilama ve T hiicrelerinden
daha fazla sitokin yaniti indiikkleme potansiyeline sahiptir. Hayvanlarda, OX40'dan
yoksun T hiicrelerinin sadece efektor fonksiyonlar: azaltmakla kalmayip, ayn1 zamanda

bunlarin iltihaplanma bolgesine ulagsmasini da dnledigine dair kanitlar vardir (68,81).
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Sekil 2-7 OX40 Aktivasyon Mekanizmalar: ve Akis Asagi Sinyalleme Etkileri (81)

(A) OX40''n OX40L ve monoklonal antikorlar (mAbs) ile potansiyel etkilesim mekanizmalari. (i)
Monomerik OX40 ile iki degerlikli mAb baglanmasi. (ii) Onceden kiimelenmis OX40 ile iki degerlikli mAb
baglanmast. (iii) OX40L destekli mAb aracili sinyallesme. (iv) Fc gama reseptorii (FcR) destekli mAb sinyali (izotip
ve spesifik FcR'ye bagl olacaktir). (B) OX40'n asag: akisindaki bilinen sinyal yolaklart. 0X40-OX40L etkilesimleri,
NF«B sinyal yolagmi dogrudan etkinlestirebilir ve TCR'nin asag1 akisindaki sinyal yolaklarini, 6rnegin PI3K/PKB ve
NFAT" arttirabilir. Bu sinyal yolaklari, sitokin salmiminin yani sira siirekli hayatta kalma ve artan proliferasyon ile

baglantil: etkilere neden olur (81).
0X40 - Treg Etkilesimi
Treg Gelisiminde OX40'in Rolii

Treg gelisimindeki OX40'n rolii, TNFR ailesi iiyelerinin isbirligi ile olmaktadir.
0X40 sinyallemesinin, miR155/SOCS1'e bagl bir mekanizma yoluyla Treg'lerin 1L-2
sinyaline tepkisini degistirdigi gosterilmistir (100). Treg homeostazi i¢in 1L-2 gerekli
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oldugundan, OX40'm nTregs gelisimine katkida bulundugu olast bir mekanizmadir
(101). Polarize edici sitokinlerde interferon gamma (IFNy) ve IL-4'te bir artis oldugunu
ve bunlar noétralize edildiginde, OX40 sinyallemesinin aslinda iTregs gelisimini
arttirdig1 ortaya cikmistir (102). OX40 sinyallemesinin iTreg gelisimini inhibe ettigi
baska bir olas1 mekanizma Foxp3 ekspresyonunun modiilasyonudur. OX40'in Foxp3
ekspresyonunu etkileyebilmesinin (103) olas1 bir yolu, fosfo-Smad3 (pSmad3) ve
Stat3'in Foxp3 promotoriine baglanmasiyla olmaktadir. Bagka bir olasilik dolayli olarak
sitokin ortaminin modiilasyonudur (104). OX40 sinyallesmesinin insan iTreg'lerin
indiiksiyonuna zararli oldugu gosterilmistir. OX40 antikorlarinin, hem IL-10 {ireten
diizenleyici hiicrelerin olusumunu hem de Timor Biiylime Faktorii beta (TGFp)

tarafindan indiiklenen hiicreleri bloke ettigi gosterilmistir (81).
Treg Islevini Diizenlenmesinde OX40'tn Rolii

0X40, Knockout (KO) Treg'lerin, defektin ve mast hiicresi degraniilasyonunun
baskilama kapasitesini azaltir (105). Proliferasyon indiiklenmesi, Treg baskilayici
aktivitesinin kaybina neden olmaktadir. Bununla birlikte, in vivo Treg'lerin baskilayici
kapasitelerini kaybetmeden yogun bir sekilde ¢ogaldiklart bilinmektedir (106). Agonist
anti-OX40 antikorunun (OX86) veya OX40L'yi asir1 eksprese eden APC'ler Treglerin
hem in vitro hem de in vivo ¢ogalmasina ve genislemesine yol agmaktadir, ancak OX86
antikorunu diger ¢aligmalarda Treg proliferasyonunu indiikleyememistir (107). OX40
sinyallemesinin efektor T hiicrelerin ve Treglerin hayatta kalmasi i¢in 6nemli oldugu
gosterilmistir. OX40 sinyali yoluyla, mAb aracili immiinoterapide, Treg islevselliginin

bastirilmast mAb antikoriiyla gergeklesir (81).
OX40'in Insan Treg Fonksiyonu Uzerindeki Rolii

Kronik hepatit C hastalarindan izole edilen Tregler OX40'dan daha baskici
oldugunu ve OX40L+APC'leri tarafindan saglanan ek OX40 sinyallemesinin Treglerin
baskilayict islevini degistiremedigini gosterilmistir (108). Diger bir ¢alismada, CD4
bellek cogalmasini indiikleyen anti-OX40 antikorlarin, Treg aracili supresyonu bloke
ettigini gosterilmistir. Agonistik OX40 antikoruna sahip Tregler, murin ¢alismalarinda
oldugu gibi OX40 sinyallerin Treg ¢cogalmasina neden olmustur. OX40 sinyali Treglerin
genislemesi ve fonksiyonunu arttirabilir (81,109).
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Immiinoterapétik Bir Hedef Olarak OX40

0X40'm immiinoterapide olumlu bir etkisi oldugu vurgulanmaktadir. OX40
sinyalinin modiile edilmesi hem otoimmiinite hemde anti-kanser terapotikleri igin
bagisiklik uyarimina aracilik etme potansiyeline sahiptir. OX40-OX40L etkilesimi,
baskin efektorii c¢ok cesitli iltihaplanma, kanser ve otoimmiinite modellerinde

hedeflenmistir (81).
Otoimmiin ve Inflamatuar Hastaliklarda OX40

Enflamatuar veya otoimmiinitede, bagisiklik sisteminin hiicreleri hiperaktiftir.
EAE, astim, kolit, artrit ve Graft-Versus-Host Hastalik (GVHD)'ta OX40'n rol oynadigi
ve 0X40-OX40L etkilesimi ile CD4 efektor fonksiyonuyla hastaliin iyilestirilebilecegi
gosterilmistir. OX40 ekspresyonu Tregler ve CD4'lerde yiiksektir bu nedenle CD4'lerin
terapotik bir hedef olabilecegi diisiiniilmektedir (81).

2.3.4 KANSER-OX40 ILISKIiSI

Terapotik bir ajan olarak OX40, hem anti-OX40 mAb'lar hemde OX40L-Fc
flizyon proteinleri kullanarak immiinojenik modellerde tiimor gerilemesine neden
oldugu gosterilmistir. OX40'a bagli anti-timdr bagisik, CD8+ ve CD4+ T hiicrelerinin
genislemesini gerektirmistir; yukarida tartisildigi gibi, baz1 modellerde Treg tilkenmesi

0X40 tedavisinin 6nemli bir bileseni oldugunu gostermistir (81).
2.3.5 GEN POLIMORFiZMi VE KANSERE YATKINLIK

Baz1 popiilasyonlarda, hastalifa yanittaki bireysel farkliliklar, genomdaki
degisikliklerin neden oldugu polimorfizmlerden kaynaklanmaktadir. Polimorfizmler,
hastaliklarin gelismesine, ilaglarin bireyler iizerindeki yan etkilerine ve bireyin ilaglara

tepkisine yol acabilen genetik belirtecler olarak kullanilmaktadir (14).

Polimorfizmin belirli bir fenotip veya davranigsal sonugla iliskilendirildigi
mekanik temeli anlamak ve polimorfizmin islevsel olup olmadigini (yani, bir genin
veya gen setinin islevini degistirip degistirmedigini) bilmek Onemlidir. Bazi
durumlarda, iligkili bir polimorfizmin islevi tanimlanmamistir ve bu polimorfizmi

igeren gen iizerinde bir etki oldugu tahmin edilmektedir (110).
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2.3.6 SNP

Polimorfizm, popiilasyonda %1'den daha yiiksek bir frekansla lokusta en az 2
farkli allelin ortaya ¢ikmasi ile iligkilidir. Polimorfizmlerda tek niikleotid polimorfizmi
(SNP) ve degisken sayida ardisik tekrarlarin polimorfizmini bulabiliriz. Tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP'ler) yalnizca tek bir bazin mutasyonundan kaynaklanmaktadir.
SNP, hastaliga yatkinlik, hastaligin patogenezi ve spesifik ilaglarin etkinligi ile ilgilidir.
SNP'leri klinik olarak tespit etmek Onemlidir. SNP'leri veya mutasyonlar1 ayirt
etme/tespit etme yontemleri oldukga spesifik ve hassastir. Polimeraz zincir reaksiyonu

(PCR) birgok molekiiler analiz i¢in gerekli analitik performansi saglamaktadir (111).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismamiza “T.C. Saglik Bakanlig1 istanbul Haydarpasa Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi KBB Klinigi” ve “I.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz
Hastaliklar1 Ana Bilim Dal1” tarafindan “Larinks Kanseri tanis1 konmus™ 80 hasta ve
111 “saglikli kontrolden alinan ornekler dahil edilmistir”. Calismaya dahil edilen her
birey bilgilendirilmis ve onam formu imzalatilmistir. Istanbul {iniversitesi "Istanbul Tip

Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu" izniyle ¢calismamiz baslatilmistir.
3.2. Kullanilan Gerecler

Kullanilan Cihazlar: Buzdolabi, Santrifiij, Mikrosantrifiij, Etliv, Otomatik
Pipetler, Vorteks, PCR Cihazi (T100TM Thermal Cycler) ve (AB Applied Biosystems),
Hassas Terazi, Mikrodalga Firin, Spektrofotometre Cihazi, Jel Goriintiileme Sistemi
(EL LOGIC 100 IMAGING SYSTEM), Jel Elektroforez Sistemi (EC250-90 E-C
Apparatus Corporation), Elisa Okuyucusu.

3.3. Kullanilan Malzemeler:

“DNA/RNA/Protein Izolasyon Kiti”, “Taq DNA Polymerase (Intron i-
StarTaq)”, 2,5mM dNTP Mix, OX40 Primer Cifti, OX40L Primer Cifti, Bsal Kesim
Enzimi, BmrI Kesim Enzimi, Agarose, 10X TBE Buffer, “6X DNA Loading Dye”,
100bp DNA Ladder, Dual snap-cap PP, 14ml, “1,5ml Eppendorf Tiip”, 0,2ml PCR Tiip,
10ul Beyaz Pipet Ucu, “200ul Sar1 Pipet Ucu”, 1000ul Mavi Pipet Ucu, 10ul Filtreli
Pipet Ucu, 100ul Filtreli Pipet Ucu, “1000ul Filtreli Pipet Ucu”, OX40L Elisa Kit

3.4. Kullanilan Cozeltiler:
SXTBE
-54 g Tris Base
-27,5 g Borik asid

20 ml EDTA (0,5M PH:8)
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3.5. Kullanilan Laboratuvar Islemleri:
3.5.1. DNA izolasyonu

“Hasta ve kontrol gurubun kan 6rnekleri” EDTA igeren test tiiplerine konuldu.
Spin kolon yontemiyle kan 6rneklerinden DNA'y1 ayirmak i¢in “Invitrogen PureLink
Genomic DNA Mini Kit'i” kullanildi. Spektrofotometre cihaziyla 260-280nm dalga

boyunda elde edilen DNA'larin “konsantrasyon ve saflik tayinleri yapilmigtir”.
Jel hazirlama

PCR sonras1 olusan amplifikasyon {iriinlerinin incelenmesi i¢in %2'liikk agaroz
jel hazirlanmistir. 4g agaroz tartilarak behere alinmistir. Uzerine 200ml 1XTBE
cozeltisi eklenerek mikrodalga firinda 1sitilmistir. Daha sonra iizerine 10ul 10mg/ml'lik
etidyum bromiir eklenerek karistirilmistir. Yaklasik 70°C'ye sogutularak kiivete

dokiilmistiir. Tarak yerlestirilmistir ve jel sogumaya birakilmistir.

Boya

Agaroz ve poliakrilamid jellerde DNA'y1 belirlemek i¢in fluresan bir boya olan
EtBr (Etidyum Bromiir) kullanilmistir. DNA baz ciftlerinin arasina baglanarak DNA'nin

goriilmesini saglar.

Jel Yikleme Tamponu (Loading Dye)

DNA 6rnegi jele yliklenmeden 6nce yilikleme boyasi ile karistirilmigtir.
Yiikleme tamponunun kullanim amaci;

1) DNA yogunlugunu arttirarak 6rnegin kuyuya ¢okmesini saglar.

2) Ornegi yiikleme sirasinda boyar kolay goriiniir hale getirir.

3) Boya igerdiginden yiiriidiigii yeri belirtir (anoda dogru).
3.5.2. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR yontemiyle, primerler kullanilarak ilgili spesifik gen boélgeleri “(T100TM
Thermal Cycler) cihaz1 ve (AB Applied Biosystems)” cihazinda ¢ogaltilmistir. Her
bolge icin kullanilan primer dizisi ve primer baglanma sicakligi (Tablo 3-1) da

verilmistir. PCR karigimi, toplam hacmi 25ul olacak sekilde asagidaki gibi hazirlanir:
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H>O 11pl

dNTP 1,5ul

MgClz 1,7ul

MgFree PCR tamponu 2,5ul
F Primer (10 pmol) 0,5ul

R Primer (10 pmol) 0,5l
Taq DNA polimeraz 0,3ul
DNA 7ul

Tablo 3-1 Kullanilan primerler

Calisilan Bolge Primer Dizisi Baglanma Sicakhg:

F; TTCAGCAGTGGCAGTGGTAG

0X401rs17568 59°C/35 dongii
R; TGGGAAAGTGGAACTGGTCT
F; TGTGGTAGATGCTGCCTGTG

OX40L rs1234313 60°C/35 dongii
R; CCCTTCTCCTATTCGGGTTG

3.5.3. “Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi”

PCR sonrasi “ilgili gen polimorfizmlerinin saptanmasit” i¢in PCR {irlinleri OX40
rs17568 Bsal Kesim Enzimi, OX40L rs1234313 Bmrl Kesim Enzimleriyle her bir
enzim i¢in saptanacak olan optimum sicaklikta ve siirede “inkiibasyona tabi tutularak
kesimi yapilmistir” (Tablo 3-2). Kesim sonrasi iiriinler, analiz i¢in bir “agaroz jel

uzerinde elektroforeze” tabi tutuldu.

Tablo 3-2 Kullanilan enzim ve kesim sicakhig ve siiresi

Calisilan Bolge Restriksiyon Enzimi Kesim Sicakhgy/Siiresi
0X40 rs17568 Bsal 55°C/2 saat
OX40L rs1234313 Bmrl 65°C/2saat

3.5.4. “Agaroz Jel Elektroforezi”

Ornekler “agaroz jel elektroforezinde” hazirlanmis olan jele tatbik edilerek 100

voltluk “(EC250-90 E-C Apparatus Corporation)” elektrik akiminda yiiriitiilmiis ve
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“(EL LOGIC 100 IMAGING SYSTEM)” cihazinda polaroid kamera ile jelin fotografi
cekilmistir.

e Homozigot (GG genotipi) » 359bp

e Heterozigot (AG genotipi) » 359bp + 198bp + 161bp

e Homozigot (AA genotipi) » 198bp + 161bp ile tanimlanmustir.
3.5.5. Protein Diizeyinin Elisa Yontemi fle Tayini

Calismada ticari olarak "Invitrogen" 'den alnan "Human Soluble sOX40 ELISA
Kit" ve "Abcam" 'den alinan "Human Soluble OX40L ELISA Kit" test kiti (KTE60202)
kullanilmistir. Ornekler kitte onerilen protokola uygun olarak Sample Diluent ile
sulandirildi. Her bir 6rnek kuyusuna kit protokollerine uygun sample diluent soliisyonu,
lizerine yine kitte belirtilen “hasta ve kontrol grubu serum orneklerinden” eklendi. 45
dakika 37°C inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiim kuyulara 250ul yikama soliisyon
tamponu eklendi ve 5 kez yikandi. Daha sonra 50ul "HRP-Konjugat" eklenerek plate
kaplanip 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Tekrar ayni sekilde 250ul yikama
tamponu eklenerek 5 kez iyice yikandi. Kuyucuklara daha sonra 50'ser pl "kromojen A
ve B" eklendikten sonra, 15 dakika oda sicakliginda karanlik ortamda inkiibe edildi ve
her kuyucuga 100ul durdurma (stop) solusyonu eklendi, ve 15dk icinde "ELISA
cihazi'na okutuldu. Sonuglar "ELISA" okuyucusunda 450 nm dalga boyunda okutuldu
ve pg/ml olarak hesaplanmigtir. Kitin "sensitivity" degeri sirasiyla 1,8pg/ml ve

0,1pg/ml'den daha diisiik olarak belirlenmistir.
Istatistiksek Analizler

Calismamizda isitatistik analizler SPSS 22.1 programi ile gergeklestirilmistir. Elde
edilen SNP verilerin analizinde Fisher ki-kare testi ve ELISA verilerinin analizinde
Mann-Whitney U testleri kullanilmigtir. Anlamlilik sinir1 olarak p<0,05 Kabul edildi.
Riskler, %95 giiven aralig1 (CI'ler) ile olasilik oranlar1 (OR'ler) olarak degerlendirildi.
Ayrica baglanti dengesizliligi analizi i¢in “Haploview 4,2 programi” programi

kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Veriler
Calismaya hasta grubu olarak 80 (6 kadin, 74 erkek) ve kontrol grubu olarak 111

(52 kadin, 59 erkek) birey dahil edilmistir (p<0,001). Hasta grubuna ait yas ortalamasi
61+1,104 iken kontrol grubuna ait yas ortalamasi 57,444+1,6496'dir (p=0,07) (Tablo 4-

1).
Hastalarin klinik ve histopatolojik verileri Tablo 4-1 de verilmistir.

Olgular sigara kullanimi, reflii, alkol kullanimi, ailede kanser hikayesi, timor
derecesi, Lenf nod tutulumu, uzak metastaz varhigi, farklilasma, perinoral invazyon,
niiks parametrelerine (Tablo 4-1) gore dagilimlart yapildi. Calismamizda sigara
kullanimi %535, alkol kullanim1 %56,9, timor derecesi ileri evre (T3-T4) %44,4-%29,2,
istatistiksel anlamli bir fark bulundugu ve tiimor derecesi evre (T1-T2) %8,3-%18,1,
lenf nodu tutulumu (NO) %52,8 oraninda “istatistiksel anlamli bir fark bulunmadigr”

tespit edilmistir. Farklilasma orta olarak degerlendirilmistir.
Tablo 4-1 Larinks hastalarina ait karakteristik o6zellikler

Parametreler Larinks Kanseri Hastalar

n %

Sigara kullanim Var 44 55
Var 31 38,8

Alkol kullanimi Var 41 56,9

Ailede Kanser Hikayesi @%:13 25 31,2

Tiimor derecesi T1 6 8,3

T2 13 18,1
T3 32 44 4
T4 21 29,2
Lenf nod tutulumu NO 38 52,8
N1 29 40,3
N2 3 4,2




37

N3 2 2,8
Uzak Metastaz Varhgr %14 2 2,8
Yok 70 97,2
Farkhlasma Az 8 16
Orta 34 68
Tyi 8 16
Perinéral invazyon Var 17 23,6
Yok 55 76,4
Niiks Var 8 10,1
Yok 71 89,9

*8 kisinin patoloji raporuna ulagilamamistir.

4.2. Cahsilan Genlere Ait Bulgular
4.2.1. 0X40 rs17568 A/G Polimorfizmine Ait Bulgular

0X40 rs17568 A/G Polimorfizmine ait Bsal restriksiyon enzimi kesim

iirlinlerinin jel goriintiisii Sekil 4-1'de verilmistir.

Bant Uzunluklar
PCR Uriinii JRELL

GG 359bp (mutant)
AG 359bp+198bp+161bp (heterozigot)
AA 198bp+161bp (yabanil tip)

Sekil 4-1 OX40 rs17568 bolgesi kesim iiriinleri

M: DNA Ladder, 1-6 nolu 6rnekler: AA genotipi, 7 nolu 6rnek: GG genotipi, 8 nolu drnek: AG genotipi

flgili polimorfik bdlgeye ait genotip dagilimlar1 “hasta ve kontrol gruplart
arasinda” karsilastirildi. Iki grup arasinda genotip dagilimi agisindan “anlamli bir fark
bulunmadigr” belirlendi (p=0,500) (Tablo 4-2). Hasta grubunda OX40 rs17568 genotip
dagilimlar1 ve allel tasima durumlar1 ayrica sigara kullanimi, alkol kullanimi, ailede
kanser hikayesi, reflii varligi, perindral invazyon, tiimor derecesi, nod metastaz durumu,
uzak metastaz, farklilasma derecesi ve niiks gelismesi parametreleri ile beraber

incelenmis ve gruplara ait genotip frekanslar1 Tablo 4-2'de verilmistir. OX40 rs17568'e
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ait genotip dagilimlar1 niiks varligina gore degerlendirildiginde “istatistiksel anlamli

fark saptanmistir” (p=0,048) (Tablo 4-2).

Tablo 4-2 Larinks Kanserli Hastalarin karekteristik 6zelliklerine gore ve kontrol

grubunda OX40 rs17568 genotip dagilimlarinin incelenmesi

0X40 rs17568 Genotip
AA GG AG

42 (52,5%) 10 (12,5%) 28 (35%) 0,500
49 (44,1%) 18 (16,2%) 44 (39,6%)
_ A allel G allel p
112(70%) 48(30%) 0,133
139 (62,6%) 83(37,4%)
- S I
9 (52,9%) 4 (23,5%) 4(23,5%) 0,227
29 (52,7%) 5(9,1%) 21 (38,2%)
30 (56,6%) 8 (15,1%) 15(28,3%) 0,134
8 (42,1%) 1 (5,3%) 10 (52,6%)
21 (62,8%) 3 (8,8%) 10 (29,4%) 20,332
17 (44,7%) 6 (15,8%) 15 (39,5%)
1 (12,5%) 2 (25%) 5 (62,5%) 0,048
41 (57,7%) 7 (9,9%) 23 (32,4%)

Uzak Metastaz Varhgi 36 (51,4%) 9 (12,9%) 25(35,7%) 0,398

Negatif

Uzak Metastaz Varhgi 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%)

Pozitif
17 (54,8%) 3(9,7%) 11 (355%) 0,819
21 (51,2%) 6 (14,6%) 14 (34,1%)
17 (54,8%) 4 (12,9%) 10 (32,3%) 0,919
25 (51%) 6(12,2%) 18(36,7%)

Ailede Kanser Hikayesi 12 (48%) 4(16%) 9(36%) 0,776

pozitif

Ailede Kanser Hikayesi 30 (54,5%) 6 (10,9%) 19 (34,5%)

negatif
3 (42,9%) 2 (28,6%) 2 (28,6%) 0,599
22 (50%) 6 (13,6%) 16 (36,4%)
21(58,3%) 2(5,6%) 13(36,1%) 0,226
21 (47,7%) 8(18,2%) 15 (34,1%)
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Hasta grubunun klinik parametreleri ayrica OX40 rs17568 polimorfizmine ait
allel tastma durumlar1 agisindan da karsilastirilmistir (Tablo 4-3). Niiks pozitif olan
hastalarda G alleli tasima durumunun niiks olmayanlara gore “istatistiksel olarak
anlamli seviyede yiiksek oldugu” saptanmistir (p=0,023; OR:9,567; %95Cl1 -1,117-
81,928) (Tablo 4-3). (Bu durum G alleli tasimanin niikse yatkinlik ile iliskili olabilecegi
seklinde yorumlanabilir.) Hasta grubuna ait diger klinik parametreler ve allel tasima

durumlar “arasinda anlamli bir iliski saptanmamistir” (p>0,05) (Tablo4-3).

Tablo 4-3 Larinks Kanserli Hastalarin karekteristik ozelliklerine gore ve kontrol

grubunda OX40 rs17568 allel tasima durumlarinin incelenmesi

0X40 GGAG AA AAGG AG
rs17568

70 10 1355 38 42 0,714 52 28 0,820
Grubu (87,5%) (12,5%) 0,474 (0,589- (47,5%) (52,5%) 0254 (0,402- (65%)  (35%) 0,514 (0,452-
Kontrol 93 18 3,116) 62 49 1273) 67 44 1,489)
Gr (83,8%) (%16,2) (55.9%)  (44,1%) (60,4%)  (39,6%)

Perinoral 13 4 0325 8 9 0,991 13 4 0,498

invazyon (76,5%)  (23,5%) 0,076-  (47,1%)  (52,9%) 0,333 (76,5%) (23,5%) (0,143-

var 0,201 1,385) 0,988  2,948) 0267 1,731)

Perinoral 50 5 26 29 34 21

invazyon 90,9%)  (9,1%) (473%)  (52,7%) (61,8%)  (38,2%)

- 45 8 0,313 23 30 0,558 38 15 0,355
(84,9%) (15,1%) 0,429 (0,036- (434%) (56,6%) 0277 (0,193- (71,7%) (28,3%) 0,56  (0,121-

18 1 2,681) 11 8 1,610) 9 10 1,047)
94,7%)  (5,3%) (57.9%)  (42,1%) (474%)  (52,6%)

NI-N2-N3  [Wj 3 1,938 13 21 0,501 24 10 0,639
912%) (8,8%) 0485 (0,445- (382%) (61,8%) 0,148 (0,195- (70,6%) (29.4%) 0,371 (0,239-

32 6 8,438) 21 17 1,285) 23 15 1,708)
(842%)  (15,8%) (55,3%)  (44,7%) (60,5%)  (39,5%)

6 (75%) 2 (25%) 0328 7 1 9,567 3 5 0,124 3,478
pozitif 0225 (0,55-  (87,5%) (12,5%) 1,117-  (37,5%)  (62,5%) (0,764-

64 7 1,946) 30 41 0,023 81,928) 48 23 15,827)
negatif 90,1%)  (9,9%) (423%)  (57,7%) (67,6%)  (32,4%)

5 2 0,395 4 3 0333 2 5 1 0,7000
Kkotii (71,4%) (28,6%) 0300 (0,065- (57,1%) (42.9%) 1 0,267-  (28,6%) (71,4%) (0,122-
Farkhilasma [} 6 2,516) 22 22 6,666) 16 28 4,033)
iyi-orta (86,4%)  (13,6%) (50%)  (50%) (36,4%)  (63,6%)

Uzak 61 9 0,871 34 36 0514 45 25 0,643

Metastaz 87,1%)  (12,9%) (0,796-  (48,6%) (51,4%) 0,410-  (643%) (35,7%) (0,540-

var 0,588  0,953) 0,495  0,646) 0,295  0,766)

Uzak 2 000,0%) 2 2 0

Metastaz (100%) 0 (0%) (100%) (100%)  (0,0%)

MLS

Alkol 28 3 1,600 14 17 0,865 20 11 1,061

VBT (90,3%)  (9,7%) (0,367-  (452%) (54,8%) 0,339-  (64,5%) (35,5%) (0,399-

yok 0,723 6,975) 0,761  2,204) 0,906 2,823)

Alkol 35 6 20 21 27 14

BT (85,4%)  (14,6%) (48,8%) (512%) (65,9%)  (34,1%)

var

27 4 0,942 14 17 0,858 21 10 0,820
87,1%) (12,9%) 1 (0243-  (452%) (54.8%) 0,739 (0,348- (67,7%) (323%) 0,683 (0,317-

43 6 3,646) 24 25 2,115) 31 18 2,123)
(87,8%)  (12,2%) 49%)  (51%) (63,3%)  (36,7%)

Ailede 21 4 0,643 13 12 1,300 16 9 1,066

Kanser (84%)  (16%) (0,164-  (52%)  (48%) 0,504-  (64%)  (36%) (0,397-

Hikayesi 0,717  2,516) 0,587 3,352) 0,899 2,862)
var
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Ailede 49 6 25 30 36 19
Kanser (89,1%)  (10,9%) (45,5%)  (54,5%) (65,5%)  (34,5%)
Hikayesi
ok
Sigara 34 2 3,778 15 21 0,652 23 13 1,093
kullanim (94,4%)  (5,6%) (0,748-  (41,7%) (58,3%) (0,268-  (63,9%) (36,1%) (0,434-
ok 0,172 19,067) 0,345 1,585) 0,851 2,749)
Sigara 36 8 23 21 29 15
kullanim (81,8%) (18,2%) (52,3%) (47,7%) (65,9%) (34,1%)
var

4.2.2. OX40L rs1234313 A/G Polimorfizmine Ait Bulgular

OXA40L rs1234313 bolgesine ait Bmrl restriksiyon enzimi kesim {irlinlerinin jel

goriintiisti Sekil 4-2'de verilmistir.
M l_ 2 3

Bant Boylar

PCR Uriinii 329bp

AA Genotipi 329bp (yabanil tip)
AG Genotipi 329bp+176bp+153bp (heterozigot)
GG Genotipi 176bp+153bp (mutant)

Sekil 4-2 OX40L rs1234313 bolgesi kesim iiriinleri

M: DNA Ladder, 1: AA genotipi, 2: AG genotipi, 3: GG genotipi

Bolgeye ait genotip dagilimlar1 hasta ve kontrol gruplar1 arasinda karsilastirildi.
Iki grup arasindaki genotip dagilimi “anlamli derecede farkli bulundu" (p=0,007) (Tablo
4-4). Hasta grubunda OX40L rs1234313 genotip dagilimlar1 ayrica sigara kullanimi,
alkol kullanimu, ailede kanser hikayesi, reflii varligi, perindral invazyon, tiimor derecesi,
nod metastaz durumu, uzak metastaz, farklilasma derecesi ve niiks gelismesi
parametreleri ile beraber incelenmis ve gruplara ait genotip dagilim frekanslar1 Tablo 4-

4'te verilmistir.

Tablo 4-4 Larinks Kanserli Hastalarin karekteristik o6zelliklerine gore ve kontrol

grubunda OX40L rs1234313 genotip dagiliminin incelenmesi

OX40L rs1234313 Genotip P
AA AG GG

Hasta Grubu 10 (12,5%) 39 (48,8%) 31(38,8) 0,007
5 (4,5%) 78 (70,3%) 28 (25,2%)
S A allel G allel
69 (38,8%) 109 (61,2%) 0,858
88(39,6%) 134(60,4%)
S AA AG GG P

Perinoral invazyon Var 1 (5,9%) 9 (52,9%) 7 (41,2%) 0,727
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7 (12,7%) 26 (47,3%) 22 (40%)

5 (9,4%) 23 (43,4%) 25(47,2%) 0,135
3 (15,8%) 12 (63,2%) 4(21,1%)

3 (8,8%) 16 (47,1%) 15 (44,1%) 0,752
5 (13,2%) 19 (50%) 14 (36,8%)

2 (25%) 4 (50%) 2 (25%) 0,480
8 (11,3%) 35(49,3%) 28 (39,4%)

8 (11,4%) 33 (47,1%) 29 (41,4%) 0,337
0 (0%) 2 (100%) 0 (0%)

5 (16,1%) 15 (48,4%) 11(35,5%) 0,462
3(7.3%) 20 (48,8%) 18 (43,9%)

4 (12,9%) 15 (48,4%) 12 (38,7%) 0,996
6 (12,2%) 24 (49%) 19 (38,8%)

2 (8%) 11 (44%) 12 (48%) 0,458
8 (14,5%) 28 (50,9%) 19 (34,5%)

0 (0%) 3 (42,9%) 4(57.1%) 0,306
4(9,1%) 27 (61,4%) 13 (29,5%)

6 (16,7%) 13 (36,1%) 17 (47.2%) 0,118
4(9,1%) 26 (59,1%) 14 (31,8%)

OX40L 1rs1234313'nin hasta grubunda AAGG (homozigot) olma durumu
frekans1 kontrol grubuna gore “istatistiksel anlamli olarak yiiksek bulunmus olup",fark
“istatistiksel olarak anlamli bulunmustur” (p=0,004; OR:0,423; %95CI -0,233-0,769).
OX40L rs1234313'nin kontrol grubunda A allel tasima olma durumu frekansi hasta
grubundakilerine gore “istatistiksel anlamli olarak yiiksek” ve fark “istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur” (p=0,046; OR:01,536; %95CI -1,007-2,344). Erken tiimor evreli
(T1-T2) olan hastalarda A allel tasima olma durumu frekansi ileri tiimor evreli (T3-T4)
olanlara gore “istatistiksel anlamli olarak yiiksek™ ve fark “istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur” (p=0,046; OR:0,299; %95CI -0,087-1,019) (Tablo 4-5).

Tablo 4-5 Larinks Kanserli Hastalarin karekteristik 6zelliklerine gore ve kontrol

grubunda OX40L rs1234313 allel dagiliminin incelenmesi

OX40L AAAG GG P OR GGAG AA P OR AAGG  AG P OR
rs1234313
49 31 1,536 71 9 0372 40 40 0,423
Grubu (612%) (38,8%) 0,046 (1,007- (88,8%) (112%) 0,078 (0,12-  (50%)  (50%) 0,004  (0,233-
83 28 2344) 106 4 1,156) 33 78 0,769)
Grubu (74.8%)  (25,2%) (95,5%)  (4,5%) (29.7%)  (70,3%)
Perinoral 10 7 0952 16 1 2333 8 9 1,255
TNcvAien (58,8%) (412%) 0931 (0,315-  (94,1%) (5,9%) 0,671 (0,266- (47,1%) (52,9%) 0,683  (0,422-
Perinoral 33 22 2,879) 48 7 20,443) 29 26 3,731)
AR (60%)  (40%) (87,3%) (12,7%) (52,7%)  (47,3%)
T3-T4 28 25 0,299 48 5 1,800 30 23 0,447
(52.8%)  (47.2%) (0,087-  (90,6%) (9.4%) (0,386-  (56,6%)  (43,4%) (0,152-
5 7 0,046 1019 | 5 0427 8389) T 0,139 1,315)
(78,9%)  (21,1%) (842%)  (15,8%) (36,8%)  (63,2%)
N1-N2-N3 19 15 0,739 31 3 0,566 18 16 0,889
(55.9%)  (44,1%) (0,287-  (91.2%) (8.8%) (0,345-  (52.9%)  (47,1%) (0,352-
24 14 0,530 1,901) 33 5 0,714  7,108) 19 29 0,803  2,244)
(63.2%)  (36,8%) (86,8%) (13,2%) (50%)  (50%)
6 (75%) 2 (25%) 1,953 6 (75%) 2 (25%) 0328  4(50%) 4 (50%) 0,972
pozitif (0,368~ (0,055- 1 (0,225-
43 28 0,703 10373) 64 7 0225 1,946) 35 36 4,194)
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(60,6%)  (39,4%) (90,1%)  (9,9%) (49,3%)  (50,7%)
Farklhlasma [§] 4 0,315 7 0 1,100 4 3 0,427
az (429%)  (57,1%) (0,062-  (100%)  (0,0%) (1,002-  (57,1%)  (42,9%) (0,094-
31 13 0,203 1,607) 40 4 1 1,208) 27 17 0,427  2375)
iyi-orta (70,5%)  (29,5%) (90,9%)  (9,1%) (62,4%)  (38,6%)
Uzak 41 29 0,58 62 8 0,886 37 33 0,471
Metastaz (58,6%)  (41,4%) (0,481-  (88,6%) (11,4%) 0,814-  (52,9%) (47,1%) (0,368~
var 0,512 0,713) 0,612 0,963) 0233  0,604)
Uzak 2 0 2 0 0 2
Metastaz (100%)  (0,0%) (100%)  (0,0%) 0,0%)  (100%)
ok
Alkol 20 11 1,423 26 5 0,411 16 15 0,984
VBT (64,5%) | (35,5%) (0,545 (83,9%) (16,1%) (0,090-  (51,6%) (48,4%) (0,387-
ok 0471  3,717) 0278 1,869) 0,974  2,503)
Alkol 23 18 38 21 20
VBT (56,1%)  (43,9%) (92,7%) 3 (51,6%)  (48,8%)
var (7,3%)
19 18 1,003 27 4 0,767 16 15 0,900
(613%) (439%) 0,995 (0,398- (87,1%) (12.9%) 0,729 (0,189- (51,6%) (48,4%) 0,818 (0,366~
30 12 2,525) 44 5 3,109) 24 25 2,214)
(612%)  (38,7%) (89,8%)  (10,2%) 49%)  (51%)
Ailede 13 12 0572 23 2 1677 13 12 0,890
Kanser (52%)  (48%) 0,219-  (92%)  (8%) 0,323-  (52%)  (48%) (0,346-
Hikayesi 1,496) 8,717) 2,293)
var 0,252 0,712 0,809
Ailede 36 19 48 7 27 28
Kanser (65,5%)  (34,5%) (87,3%) (12,7%) (49,1%)  (50,9%)
Hikayesi
ok
Sigara 19 17 0,522 31 5 0,620 22 14 0,441
BTN (52,8%) | (47,2%) (0,210-  (86,1%)  (13,9%) 0,154-  (61,1%)  (38,9%) (0,179-
ok 0,159  1,298) 0,724  2,504) 0,072 1,084)
Sigara 30 14 40 4 18 26
VBT (68.2%)  (31,8%) (90,9%)  (9,1%) (40,9%)  (59,1%)

var

Calismamiz sonucunda “elde edilen genotip verileri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde”, rs17568 A/G polimorfizmlerinin genotiplerinin hem hasta
(x2=0,0683, p=0,7937) hem de kontrol gruplarda (¥2=1,6733, p=0,1958) “Hardy-
Weinberg dengesinde” oldugunu ortaya konulmustur. Benzer sekilde, rs1234314 A/G
polimorfizminde genotipleri de hasta grubunda (y2=1,251 p=0,2633) “Hardy-Weinberg
dengesine uyarken” kontrol grubunda (y2=15,497 p=0,000083 “Hardy-Weinberg

dengesine” uymamaktadir.
4.2.3. Iki Bélgenin Kombine Sonuclari

0X40 rs17568 ve OX40L rs1234313 bolgelerine ait genotipik kombinasyonlarin
hasta ve kontrol gruplarindaki dagilimlari incelendi. “Istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamistir” (p=0,089) (Tablo 4-6).

Tablo 4-6 OX40 rs17568 ve OX40L rs1234313 Kombine Genotipleme Sonuclari

0X40/0X40L Genotip Kombinasyonlari
AAAA AAAG AAGG AGAA AGAG AGGG GGAA GGAG GGGG

4 21 17 3 16 9 2 3 5
Grubu (5%)  (262%) (212%) (3,8%) (20%) (112%) (2,5%) (3.8%)  (6,2%)

4 31 14 1 33 10 0 14 4
(0 (3.6%)  (27.9%) (12,6%) (0.9%) (29,7%)  (9%) (0%)  (12,6%) (3,6%)
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Genotipik kombinasyon dagilimlari, istatistiksel degerlendirme amaciyla
AAGG/diger genotip kombinasyonlart ve AGAG/diger genotip kombinasyolar1 olarak
gruplandirilmistir. Iki gruplama sonucunda da “istatistiksel acidan anlamliliga yakin

farklar” tespit edilmistir (sirastyla p=0,07; p=0,053) (Tablo 4-7).

Tablo 4-7 OX40 rs17568 ve OX40L rs1234313 Hastalik Riskine yonelik Kombine

Genotipleme Sonuclari

AAGG Diger P OR (95% CI)

Hasta Grubu 18 (22,5%) 62 (77,5%) 0,071 2,012 (0,934-
Kontrol Grubu 14 (12,6%) 97 (87,4%) 4,334)

AGAG Diger | OR (95% CI)
Hasta Grubu 14 (17,5%) 66 (82,5%) 0,053 0,501(0,248-1,016)
Kontrol Grubu 33 (29,7%) 78 (70,3%)

4.3 Larinks Kanseri OX40 ve OX40L Polimorfizmlerine ait Haplotipleme
Sonuglari

L]

-
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Tablo 4-8 rs17568 ve rs1234313 Polimorfizmlerine ait Haplotip Frekanslan, Ki-
kare (X2) ve p Degerleri

Blok Frekanslar Durum, Kontrol Orant

haplotip frekanslart

0,411 0,445, 0,386
0,254 0,255, 0,253 0,002 0,96
0,205 0,187, 0,217 0,535 0,46
0,131 0,113, 0,143 0726 0,39

Tabloda, 0X40 ve OX40L SNP'leri i¢in Baglant1 Dengesizligi (LD: Linkage disequilibrium) sonucu 6zetlenmektedir.
Haplotip sirasi, rs17568 ve rs1234313'dir.

1,303 025

“Tek niikleotid polimorfizmleri” arasindaki baglanti dengesizliginin (LD)

hesaplanmas1 ve haplotip bloklarinin belirlenmesi i¢in “Haploview 4,2 programi”
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kullanilmistir (Tablo 4-8). Rs17568 ve rs1234313 polimorfizmlerine ait AG, AA, GG
ve GA haplotip frekanslar1 Tablo 4-9'da gosterilmektedir. Haplotip analizi sonucunda
larinks kanseri vakalar1 ile OX40 ve OX40L haplotip frakanslar1 arasinda “anlamli bir
iliski bulunamamistir”. (HW p-deger farklilik:0,001, Minimum genotip %75, Minimum
allel frekansi1 0,001, 12 esik 0,8, LOD esigi 3,0).

Tablo 4-9 rs17568 ve rs1234313 arasi1 Haplotip Degerlendirmesi

Min. Allel Durum,
Orani

Kontrol Ki-kare p-deger

rs17568 A

0,700, 0,640

rs1234313 G 0,631, 0,604 0,3 0,58

Larinks kanser hastalar1 ve sagliklt kontrollerde serum sOX40 ve sOX40L
diizeyleri incelendi. “Istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi belirlendi”

(p=0,984 ve p=0,776) (Tablo 4-10).

Tablo 4-10 Larinks kanser hastalar1 ve saghkh kontrollerde serum sOX40 ve

sOX40L diizeyleri

Larinks Kanseri Hastalari Saghkh Kontroller P
Ortalama+SE Ortalama+SE

O LI 32,1661£1,6582 33,96243,4134 0,984
OOl 17.571244,784 31,7051+14,354 0,776

Larinks kanser hastalarinin histopatalojik verilerine gore, OX40 serum diizeyi
niiks pozitif olan hastalarda niiks olmayanlara gore “istatistiksel anlamli olarak yiiksek
bulunmus” olup, fark “istatistiksel olarak anlamli bulunmustur” (p=0,008). Hasta ve
kontrol grubu arasinda OX40L diizeyleirn agisindan “anlamli  bir iliskiye
rastlanmamistir”. Ayrica larinks kanser hastalarinda histopatalojik verilerine gére serum
sOX40 ve sOX40L diizeyleri incelendiginde ilgili diger klinik ve histopatolojik verilerle
“anlamli bir iliski saptanmamistir” (Tablo 4-11). “Hasta ve kontrol grubu arasinda”
sOX40 ve sOX40L serum diizeyleri, bu molekiillere ait incelenen genotiplerle bir iliski
gostermemis olup, bu durum hastalikla ilgili klinik ve patolojik parametrelerle de

baglantili bulunmamustir.



Tablo 4-11 Larinks kanser hastalarimin histopatalojik verilerine gore serum

sOX40 ve sOX40L diizeyleri

Parametreler Ortalama Standart Hata (SE) P
Sigara Kullanimi

0X40 (pg/ml) Negatif 26,3502 2,01808 0,119
Pozitif 33,3293 1,81955

OX40L (pg/ml) Negatif - -
Pozitif 17,5712 4,7849

Alkol Kullanimi

0X40 (pg/ml) Negatif 33,70614 2,262979 0,562
Pozitif 31,57632 2,543974

OX40L (pg/ml) Negatif 25,67250 7,582207 0,137
Pozitif 11,09030 4,929849

Uzak Metastaz Varhg

0X40 (pg/ml) Negatif 33,20362 1,662200 0,082
Pozitif 20,44830 -

OX40L (pg/ml) Negatif 17,57128 4,784932

Pozitif
Ailede Kanser Hikayesi Varhg

0X40 (pg/ml) Negatif 31,24995 1,932117 0,505
Pozitif 33,60583 3,113267

OX40L (pg/ml) Negatif 18,77081 5,252349 0,515
Negatif 7,97500 -

Reflii varhgi

0X40 (pg/ml) Negatif 32,36240 2,250564 0,887
Pozitif 31,85769 2,596788

OX40L (pg/ml) Negatif 23,60333 7,632275 0,409
Pozitif 14,55525 6,151519

Tiimor Evresi

0X40 (pg/ml) tl ve t2 31,43114 3,165766 0,594
t3 ve t4 33,36190 1,822700

OX40L (pg/ml) tl ve t2 32,06500 - 0,315
t3 ve t4 15,75956 5,021658

Lenf Nod Tutulumu

0X40 (pg/ml) n0 31,74284 2,309494 0,595
nl, n2, n3 33,75583 2,669456

OX40L (pg/ml) n0 18,52230 5,882806 0,841
nl, n2, n3 16,38250 8,879554

Perinéral invazyon Varhgi

0X40 (pg/ml) Negatif 31,55977 2,114244 0,442
Pozitif 34,59780 3,111324

OX40L (pg/ml) Negatif 16,83025 5,092606 0,843
Pozitif 19,05333 11,976071

Niiks

0X40 (pg/ml) Negatif 30,70895 1,491793 0,008
Pozitif 43,82350 0,892500

OX40L (pg/ml) Negatif 18,65025 6,351215 0,773
Pozitif 15,41333 8,340540

Farkhlasma

0X40 (pg/ml) iyi orta 33,45103 1,795404 0,418
kotu 27,45800 -

OX40L (pg/ml) iyi orta 17,57128 4,784932

kotu - -
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5. TARTISMA

Diinya genelinde bas boyun bdlgesinde en sik goriilen kanserden biri olan
larinks kanseri, diger kanserlere nazaran “erken tan1 ve yeterli tedavi” segenekleri
saglandiginda, tedaviye en iyi yanit veren tlimorler arasindadir (6,7). Ses kisiklig1 bas
gostermesi, glottik lezyonlarin erken bir semptomu olmasina ragmen, supraglottik
tiimorlerinin ileri evresidir. Daha sonraki asamalarda, yabanci cisim hissi, disfaji ve
oksiiriik yaygindir, ancak ses kisikli§i yalnizca glotis diizlemi isgal ederken ortaya

cikar. Subglottik tiimorlerde ses telleri infiltredir (112,113).

"Alan kanserlesmesi" (field cancerization), bas boyun kanserini anlamak ve
teshis ve tedavi planin1 belirlemek i¢in 6nemli bir kavramdir. Bu alandaki karsinogenez,
genis mukozal yiizeyde kanserojenlere (sigara igme gibi) uzun siire maruz kaldiktan
sonra bircok bagimsiz prekanseroz odak ve kanser odaklarinin olusmast olarak

tanimlanabilir (63).

Bu amag¢ dogrultusunda immiinoterapi Onemli bir firsat niteligi tasimaktadir.
Giliniimiizde gelistirilen immiinterapatikler c¢esitli kanserlerde onemli klinik etkilere
sahip oldugu bildirilmistir. Ancak, heniiz tam olarak nedeni aydinlatilmamakla birlikte
calismalar bazi kanser ¢esitlerinin immiinoterapiye istenen yaniti tam olusturamadigi

bildirilmistir (114).

Immiinoterapiye diren¢ gdsteren mekanizmalarinin arastilmasi sonucu, bu
mekanizmanin daha iyi anlasilmasina ve bu molekiilerin ekspresyon dinamigini hedef
alan faktorlerin etkilerinin aragtirilmasinin bu ac¢ig1 kapatilabilecegi ongoriilmektedir.
“Tek  niikleotit  polimorfizm  ¢alismalar1”, gen  ekspresyonunu etkileyen
mekanizmalardan biri olarak 6nem arz etmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda genlerde
krittk 6neme sahip tek niikleotit polimorfizm ¢alismalar1 mekanizmanin
aydinlatilmasinda anahtar rol oynayabilirler. Ayrica son yillarda immiinterapi
konusunda popiiler olarak calisilan immiine kontrol noktalarindan PD-1 ve CTLA-4
yani sira, ko-aktivatér ve ko-inhibitor olarak gdérev yapan OX40, CD40, CD27 gibi
diger kontrol noktalar1 ve bu kontrol noktalarini etkileyen genlerin de “immun cevabin
olusturulmasinda” 6nemli rol oynadiklar1 bilinmektedir (115). TNF siiper ailesinin bir

tiyesi OX40 ve OX40'n ligand1 (OX40L) 6nemli ko-aktivatorlerdendir. 2007 yilinda
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Zaini ve arkadaglarinin farelerde yaptiklar aragtirmada TNF-a ile tetiklenen dendritik
hiicrelerin olgunlagmasinin, OX40L geninin artmis ifadesinin eslik ettigini tespit
etmiglerdir. Ayrica ayni ¢alismada OX40L ekspresyonunda herhangi artis olmadiginda,
dendritik hiicrelerde goriilen hiicresel antitiimor bagisiklik yanitinin olusturulmadigini

gostermislerdir (116).

“Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler)” ve “tek niikleotid mutasyonlar1”,
yalnizca tek bir baz degisikliginden kaynaklanir. SNP veya mutasyon, hastaliga
yatkinlik, hastaligin patogenezi ve spesifik ilaclarin etkinligi ile ilgili olabilir. SNP'leri

veya mutasyonlari klinik olarak tespit etmek dnemlidir (111).

Calismalar, OX40L polimorfizmlerinin ¢esitli kanser tipleri haricinde sistemik
sklerozdaki atheroskleroz, sistemik lupus eritematozus, miyokard enfarktiisii astim,
Behget hastaligi ve koroner kalp yetmezligi gibi diger hastaliklarla da iliskili oldugu
belirtilmistir. OX40 polimorfizmleri ise tip 2 diyabet, ateroskleroz, koronor kalp
hastaliklari, akut koroner sendromu, miyokard enfarktiisii, bas-boyun kanserleri ve

meme kanseri ile iligkili oldugu tespit edilmistir (15,117,130).

0X40 rs17568 A/G degisimi, OX40 geninin ekson 5'inde yer alan esanlamli
olmayan bir SNP'dir. Adenin bazinin Guanine doniismesi ile fonsiyonel sonucu olarak
glutamin kodonunun bu amino asit i¢in baska bir kodon ile degistirilmesidir (129,131).
Rs17568 A/G mutasyonunun, OX40 genine ait expresyonun etkileyebilecegini one
stirilmektedir (132,133,134). 2019 yilinda Faghih ve arkadaslarinin yapmis oldugu
caligmada rs17568 bolgesinde GG genotipini tasiyan bireylerin burun ve paranazal
siniislerde skuamoz hiicreli karsinom gelisim riskini 2 kattan fazla arttigini
bildirmislerdir. Calismamizda OX40 rs17568 genotip dagilimlar1 ve saglikli bireyler
arasinda genotip dagilimi ve allel frekanslarn agisindan “anlamli  bir fark
saptanmamustir”. Ayrica ilgili OX40 rs17568 gen varyantlarinin hastalardaki sigara
kullanimi, alkol kullanimi, ailede kanser hikayesi, reflii varligi, perindral invazyon,
timor evresi, lenf nod metastaz durumu, uzak metastaz, farklilasma derecesi
parametreleri ile de bir “korelasyonu tespit edilmemistir”. Ancak, OX40 rs17568 G allel
tasima frekansi niiks gosteren hastalarda, niiks gostermeyen hastalara gore “istatistiksel
anlamli olarak yiiksek olarak saptanmistir”. Bu risk yaklasik 9 katin da iizerinde olarak
tespit edilmistir. Faglih ve arkadaslarinin ¢alismasi g6z Oniine alindiginda riskin G

allelinden ¢ok GG genotipi ilizerinde oldugu bildirilmistir. Buna yonelik bizim
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sonuclarimiz ise G allelinin risk tiizerine etkisini olduk¢a dikkat cekici olarak

sunmaktadir.

Literatiirde kanser disinda farkli hastaliklarda OX40 ve OX40L SNP lerine yer
verimis olup, sonuglar ilgi ¢ekicidir. Buna gore, Chen ve arkadaslarina G allelini miras
alan tasiyicilarin “akut koroner sendromunun” gelistirmeye daha yatkin oldugunu
bildirmislerdir. Yas, diyabet, hipertansiyon, cinsiyet ve lipid diizeyleri gibi faktorler
eslenik kabul edildiginde G allelinin tasiyicilarinda akut koroner sendrom riskinin
“Onemli Olclide artig1 bildirilmistir” (127). Daha sonra ayni ekip c¢alismalarini
genisleterek yine ayni hastalikta Cin Han popiilasyonda arastirilan ayni gen bdlgesinin
hastalik riski ile iligkisi olmadigin1 bildirmis olsa da, rs17568 A/G SNPmin bu
popiilasyonda HDL-C'nin “(yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol)” serumdaki
seviyesine etkili oldugunu bildirmislerdir (133). Yine yapilan ¢alismalarda rs17568
polimorfizminin serum HDL diizeylerini etkiledigini (118,131) ve bu bdlgedeki “A
alleli tasiyan bireylerin”, “G allelini bulunduran bireylere” gore daha yiiksek LDL ve

toplam kolesterol seviyelerine sahip oldugu rapor edilmektedir (134).

Cin toplumunda yapilan bir baska ¢alisma sonrasinda, ‘“‘aterosklerotik serebral
enfarktiisliic (ACI)” hastalar ve kontrol bireyleri arasinda OX40 ve OX40L ait
rs1234313, rs17568 ve rs1234314'in “allel ve genotip dagilimlarinda degerlendirilmis
olup”, “anlamli bir farklilik bulunamamigstir”. Ayn1 ¢alismada ACI ve karotis plagi olan
“hastalar ile kontrol bireyleri” arasinda da anlamli bir iligki tespit edilememistir (125).
Chen ve arkadaslari, “koroner kalp hastalar1” lizerinde yiiriittiikleri calisma sonrasinda,
rs1234314 A/G dahil oldugu bes SNP degerlendirilmis, hasta ve kontrol grubu arasinda
anlamli bir fark saptamamistir (123). Yine Cin Han toplumunda yapilan bir diger
caligmada ise Weiguang ve arkadaslari, OX40L'a ait rs1234314 dahil oldugu yedi
SNP'yi (rs6661173, rs1234313, rs3850641, rs1234315, rs12039904, rs844648 ve
rs10912580) meme kanseri “hastas1 ve saglikli bireyde” karsilastirarak hastalikla olas1
iligkisini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda rs385064 rs844648 ve rs10912580 ile
meme kanseri arasinda ‘“anlamli bir iliski tespit etmislerdir”. Calismamizda da

arastiritlan OX40L rs1234313 ile ilgili hasta ve kontrol ise “anlamli bir iligki saptanmig

olup”, hastalik riski GG genotipi “tasima durumu ile iliskili bulunmustur”.



Tablo 5-1 Literatiirdeki baz1 hastaliklarda yapilan ¢alismalarda bildirilen OX40
rs17568 ve OX40L rs1234313 genotiplerine ait populasyon dagilim verileri (146) ve

bizim verilerimizin populayonumuz iizerine dagilimi

Populasyon Hastahk AA (%) AG (%) GG(%) Kaynak

0X40 rs17568
Chen 2008 Cin Akut Koroner Sendrom 50,3 46,1 3,6 (148)
Chen 2011 Cin Akut Koroner Sendrom 48,2 45,9 5,9 139
Huang 2014 Cin Serebral Enfarktiis 48,9 39,7 11,4 137
Maalhagh 2015 ran Miyokard Enfarktiisii 46,0 44,0 10,0 140
Bizim calismamiz Tiirkiye Larinks Kanseri 441 39,6 16,2
OX40L rs1234313

Chen 2011 Cin Koroner Arter Hastalig1 45,2 41,5 13,4 146
Cheng 2011 Cin Koroner Arter Hastalig1 453 41,6 13,1 135
Huang 2014 Cin Serebral Enfarktiis 439 447 11,4 137

Koch 2008 Alman Miyokard Enfarktiisii 45,6 44.8 9,7 149

Bizim calismamiz Tiirkiye Larinks Kanseri 4,5 70,3 25,2

Tablo 5-1'de gosterilen baz1 hastaliklarda yapilan ¢alismalarda bildirilen OX40
1517568 ve OX40L rs1234313 genotiplerine ait “populasyon dagilim verileri” “yilizde
olarak gosterilmistir”. Bu verilere gore bizim populasyonunuzun OX40 rs17568
AA(%44,1), AG (%39,6), GG (%16,2), verileri Cin-Han ve Iran populasyonlari igin
saptanan frekanslarla kismi uyumlu iken, OX40L rs1234313 bizim populasyonumuza
ait galismamizda verilerinde ise AA %4,5, AG %70,3 ve GG %?25,2 olarak saptanmistir.
Populasyonunuz rs1234313 i¢in bildirilen Cin ve Alman populasyonlar: ile farklilik

gostermektedir.

“Kiiclik damar hastaligi (SVD)” ve “biiyiik arter aterosklerozu (LAA)” ile
yapilan bir baska ¢alismada rs1234313 SNP arastirmasinda hasta ve kontrol bireyleri
arasinda “anlamli bir korelasyona sahip oldugu” gdézlemlenmistir (135). Baska bir
calismada ise rs12343132'in Behget hastaligi ile arasinda 6nemli iliskisi oldugu ve bu
hastaliga olan duyarlilikta “kritik rol oynadigi one siiriilmiistiir” (125). Lu ve ark.
calistiklar1 miyokardiyal enfarktlis hasta analiz sonuglarma gére TNFSF4 geninin
1s3850641 polimorfizminin A allel tasiyicilart MI riskini artirdigini dogrulamistir (16).
Calisgmamizda OX40L rs1234313 i¢in bulgularimiz, larinks kanserli ve kontrol saglikli
bireyler arasinda “genotip ve allel dagilimlarinda” farklilik saptanmigtir. Buna gore

OX40L rs1234313 GG genotipi frekansi hasta grubunda kontrol grubuna gore “yaklasik
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1,5 kat yiiksek bulunmustur”. Ilgili genotip igin gen varyantlarinin hastalardaki sigara,
alkol kullanimi, ailede kanser reflli, tiimor derecesi, perindral invazyon, lenf nod
metastazi, uzak metastaz, farklilasma derecesi, niiks durumu parametreleri ile de bir
korelasyonu tespit edilmemistir. Genotipik kombinasyon dagilimlar1 agisindan
incelendiginde, AAGG kombine genotipi hastalik risk artisi, AGAG ise hastaliga kars1
koruyucu olma agisindan “istatistiksel olarak anlamliliga yakin bulunmus” olmasi
dikkat ¢ekici bulgudur. 0X40 ve OX40L diizeyleri ve ilgili genotip tasima durumlari ile
beraber incelendiginde ise hastalik riski veya progresyonu iizerinden herhangi bir iligki

tespit edilmemistir.

Liu ve ark. 2013 yilinda yaptig1 bir ¢aligmada OX40L/OX40 sistemindeki
genetik varyantlari Cin hipertrigliseridemik (HTG) popiilasyonunda arastirmis ve
onlarin “plazma lipid ve lipoprotein diizeyleri” ile iligkili oldugu gdsterilmistir.
Hastalarda rs17568 bolgesindeki G allel tasiyicilari olan hasta bireyler daha yiiksek
serum “diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol (LDL-C)” seviyelerine sahipken,
kontroller daha diisiik “serum toplam serum kolesterol” ve LDL-C seviyelerine sahiptir.
Rs3850641 ve rs17568 polimorfizmleri OX40L'min ve OX40 genleri, endojen HTG'li
bireylerde ve/veya Han Cinlilerinin genel popiilasyonunda bazi lipit ve lipoprotein

varyasyonlari ile iligkilidirilmistir (17).
Sonug olarak;

Calismamiz tiirk populasyonunda larinks kanserli hastalarda OX40 rs17568 ve
OX40L rs1234313 ve ilgili serum diizeylerinin beraber ¢alisildig1 ve “hastalik klinik ve

patolojik parametreleri” ile de beraber degerlendirildigi ilk ¢aligma olma niteligindedir.

Calismamiz tiirk populasyonunda ilk olarak OX40 rs17568 ve OX40L
rs1234313 genotip frekanslarini tespit etmistir.

Larinks kanser hastalarda kontrollere gore “anlamli bir fark gézlenmez iken”,
hastalar histopatalojik verilerine gore degerlendirildiklerinde, OX40 serum diizeyi niiks
pozitif olan hastalarda niiks olmayanlara goére “istatistiksel anlamli olarak yiiksek
bulunmus” olup, fark “istatistiksel olarak anlamli bulunmustur”. OX40L icin bu sekilde

bir iligki saptanmamastir.
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OX40 rs17568 genetik varyantlar1 tagimanin “hastalik riski ile bir iligkisi
saptanmamis” olup, hasta grubunda G allel tasima durumu niiks varhigr ile iliski

bulunmustur.

Bulgularimiz, OX40L rs1234313 genotip varyantlarin1 tasima durumunun
hastalik riski ile iligkili olabilecegi yoniindedir. Buna gore, OX40L rs1234313 GG
genotipi ile AA/GG homozigot genotip tasima durumu hastalik riski ile iliskili
bulunmustur. Ayrica yine rs1234313 GG genotipi tasima durumunun hastalarin ileri

tiimor evresinde olma durumu ile iligkili olabilecegi goriilmiistiir.

Hasta grubunda OX40 rs17568 ve OX40L rs1234313 genotip dagilimlar1 ve
ilgili molekiillerin serum diizeyleri birarada degerlendirildiginde sigara kullanimi, alkol
kullanimi, ailede kanser hikayesi, reflii varlifi, perindral invazyon, timor derecesi, nod
metastaz durumu, uzak metastaz, farklilasma derecesi ve niiks gelismesi parametreleri

ile beraber incelenmis ancak “anlamli bir iligki saptanmamustir”.

Calisilan OX40 rs17568 ve OX40L rs1234313 olmak tizere her iki genotip
kombine genotip analizi ile birarada incelendiginde, risk genotipi i¢in aday AAGG ve

risk azlig1 i¢in aday AGAG kombine genotipleri olarak goriilmektedir.

Calismamizda larinks kanserli hastalarda incelenen OX40 rs17568 ve OX40L
rs1234313 genotip dagilimlar ve ilgili molekiillerin serum diizeylerinin daha yiiksek
sayida “hasta ve kontrol populasyonlarinda” degerlendirilmesi  sonucunda, elde
ettigimiz verilerden de yola ¢ikarak, hastalik etyopatogenezinin degerlendirlmesine

yardimei1 olacak verilerin elde edilebilecegi kanaatindeyiz.
Limitasyonlar:

Calismaya dahil edilen hasta ve kontrol 6rnek sayilarinin arttirilmasi ve doku
orneklerinden ilgili ekspresyon ¢alismalarinin da gerceklestirilmesi, aragtirmanin temel
konusu olan OX40, OX40L gen varyantlarinin ve sOX40L diizeylerinin larinks kanseri

ile olan iligkisinin daha net ortaya konulmasina katki saglayacaktir.
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