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OZET

Pamuk, A. E., Larinks Kanseri'nde Anjiyogenez, Proliferasyon, Hiicre Adezyonu ve
invazyonla iliskili Biyobelirteglerin Hastalik Ozellikleri ile iliskisinin Arastiriimasi,
Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tiimér Biyolojisi ve immiinolojisi
Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2021. Larinks skuamoz hiicreli karsinomu (LSCC) sik goriilen
bir bas boyun kanseri tipidir. Tani ve tedavi seceneklerindeki yillar icerisinde ilerlemeye
ragmen sagkalimda anlamli artis elde edilememistir ve halen ciddi bir morbidite ve
mortalite kaynagidir. Bu durum hastalik tani ve takibinde kullanilabilecek glivenilir
biyobelirteglerin bulunmasi ihtiyacini dogurmaktadir. Bu calismaya Mayis 2018 ile
Subat 2020 arasinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim
Dal’'nda primer LSCC tanisi alan 60 hasta ve 20 adet saglikl gontlli dahil edilmistir.
Bireylerin serum 6rneklerinde Angiogenin, Endoglin, VEGF, sVEGFR1, VEGFR2, IGFBP-3
ve Osteopontin diizeyleri ELISA yontemi ile cahsiimistir. Tim hastalar prospektif olarak
takip edilmistir ve biyobelirte¢ diizeyleri, klinik parametreler, sagkalim ve prognoz
acisindan karsilastirilmistir. Calismaya dahil edilenlerin 76’si erkek 4’G kadindir. Genel
yas ortalamasi 62,86 + 9,6’dir. Ortalama takip stiresi 19,5 + 9,7 aydir. Hasta grubunda
Osteopontin, IGFBP3, VEGF, sVEGFR1, VEGFR2 dizeyleri kontrol grubuna goére anlamli
olarak ylksektir (sirasiyla p<0,001, p<0,001, p<0,001, p<0,01 ve p<0,01). Herhangi bir
biyobelirtec ile T evresi, lenf nodu metastazi, uzak metastaz ve klinik evre arasinda
anlaml bir iliski gosterilememistir. Osteopontin ve sVEGFR-1 dlizeyleri lokal rekiirrensi
olan vakalarda anlaml olarak yiiksektir (p=0,034 ve p=0,038). En yiiksek sensitivite ve
spesifite orani %81,4 duyarhlik ve %80 06zgillik ile IGFBP3’de izlenmistir (p<0,001).
Sagkalim analizi yapildiginda 1 yillik ve 2 yilhk sagkalim orani sirasiyla %92 ve %85,5
olarak bulunmustur. sVEGFR-1’in esik deger (isti degerleri VEGFR-2'nin ise median
deger altindaki degerleri sagkalim agisindan k&ti prognostik etkiye sahiptir. Sonug
olarak, arastirilan biyobelirteclerin bazilarinin dizeyleri larinks kanserinde normal
poplilasyona gore artmis olsa da tek basina tani koydurucu degildir. Sagkalimve
reklirrens degerlendirilmesinde Osteopontin, sVEGFR-1 ve VEGFR2 (izerine daha fazla

calisma yapilmasi 6nerilmektedir.

Anahtar kelimeler : larinks kanseri, angiogenin, endoglin, vegf, svegfr-1, vegfr2,

osteopontin, biyobelirteg
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ABSTRACT

Pamuk, A. E., An investigation of clinical parameters and biomarkers associated with
angiogenesis, proliferation, cell adhesion and invasion in laryngeal carcinoma,
Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Master Thesis in Tumor
Biology and Immunology, Ankara, 2021. Larynx squamous cell carcinoma (LSCC) is a
commonly seen subtype of head and neck cancer. Despite the advances in diagnosis
and treatment options through the years, there has been no improvement in the
survival rates and larynx cancer yet remains as a significant cause of morbidity and
mortality. This has necessitated the use of reliable biomarkers in the diagnosis of the
disease and follow up. This study included 60 primary LSCC patients who were
diagnosed at Hacettepe Universtiy Medical Faculty Department of Otorhinolaryngology
between May 2018 and February 2020 and 20 healthy volunteers. Angiogenin,
Endoglin, VEGF, sVEGFR1, VEGFR2, IGFBP-3 and Osteopontin levels were investigated
with ELISA method in the serum samples of all participants. All patients were
prospectively followed up and the biomarker levels were compared for clinical
parameters, survival and prognosis. In all participants, 76 were male and 4 were
female. Mean age was 62.86 + 9.6 years. Mean follow up time was 19.5 * 9.7 months.
Osteopontin, IGFBP3, VEGF, sVEGFR1, VEGFR2 levels were higher in patient group
(p<0.001, p<0.001, p<0.001, p<0.01 and p<0.01, respectively). There was no association
with T stage, lymph node metastasis, distant metastasis and clinical grade in any of the
biomarkers. Osteopontin and sVEGFR-1 levels were significantly higher in patients with
local recurrence (p=0.034 and p=0.038). IGFBP3 had the highest sensitivity (81,4%) and
specifity (80%) rates. 1-year and 2-year survival rates were 92% and 85,5% respectively.
Patients whose sVEGFR-1 values were higher than the cut-off value and whose VEGFR-
2 values were lower than the median value had worse prognosis. In conclusion, despite
the significant differences in some biomarkers in the patient group compared to
healthy volunteers, it is not enough to be precisely diagnostic. There should be more
studies on Osteopontin, sVEGFR-1 and VEGFR2 for the evaluation of survival and

recurrence.

Keywords : larynx carcinoma, angiogenin, endoglin, vegf, svegfr-1, vegfr2, osteopontin,

biomarker
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1.GIRIS

Larinks yassi (skuamoz)hiicreli karsinomu (LSCC) en sik goriilen bas boyun
SCC alt tiplerinden biri olup ABD’de yilda 4000 hastanin 6limiine yol agmaktadir (1).
Her yil dinyada 160,000 yeni LSCC vakasi gorilmekte ve erkeklerdeki tim
tiimorlerin %2,5’ini larinks kanseri olusturmaktadir (2).Diger bir¢cok kanser tiriinde
1960’h yillardan itibaren sagkalimda ciddi artis meydana gelse de larinks SCC
sagkalim oranlarinda son 50 yilda anlamh artis elde edilememistir (3).Hastalgin
prognozunun kotl olmasi temel olarak hastalarin ileri evrede prezente olmasindan

ve/veya lokal nukslerden kaynaklanmaktadir.

Neoplastik anjiyogenez kanser gelisiminde hayati bir basamaktir ve timor
blylmesi icingereklidir. Anjiyogenez olmadan tiimor, difiizyonla en fazla 1-2 mm
boyuta ulasabilmektedir. Timor ve endotelial hiicrelerden (retilen anjiyogenik
faktorler sayesinde timor blylumesi ve metastatik potansiyeli artmaktadir. Pro-
anjiyogenik faktorler anti-anjiogenik faktorler tarafindan dengelenemeyip net etki
anjiyogenez lehine kayarsa “anjiyogenik donlisim (switch)” durumu gelisir ve yeni
damar olusumu tetiklenir. Kanser esnasinda aktive olan anjiyogenik yolaklarda gérev
alan proteinlerin biyobelirtec adayi olarak test edilmesi hem hastalik tanisinda hem
de hastalik seyrini takip etmekte iyi bir hedef gibi gériinmektedir. Ancak genis
dinamik deger araliklari ve degerleri etkileyen kompleks mekanizmalar nedeniyle,
verimli bir biyobelirte¢ olarak kullanilmalarinda gliniimiize kadar tam bir basari

saglanamamistir.

Bu calisma ile larinks kanseri esnasinda anjiyogenikyolaklarda gorev alan
molekillerin  bazilarinin  dizeyleri tespit edilecek, saglikli bireylerlefarklari
karsilastirilacak ve cesitli kliniko-patolojik parametrelerle ve sagkalimla iliskisi
arastirilacaktir. Bir veya birka¢ molekilde bulunabilecek olasi anlamli degisimler
sonucunda, ileride yapilacak destekleyici calismalarla birlikte, bu molekillerin
klinikte glvenilir biyobelirtecler olarak kullanilabilmesine destek olunmasi

hedeflenmektedir.



2.GENEL BILGILER
2.1 Larinks Skuamoz Hiicreli Kanseri

Bas-boyun skuamoz hiicreli karsinomlari, diger kanserler icinde 6. en sik
gorilen kanser tipidir (4, 5). Her yil 500,000 yeni bas-boyun kanseri vakasi
gorilmektedir ve bunlarin 160,000’i larinks kaynakhdir (2, 6). Larinks skuamoz
hicreli karsinomu (LSCC), larinks dokusunun doseyici mukozal ylizey epitelinden
koken alir. Larinks malign tiimorlerinin %95’i ¢ok kath yassi epitelden gelisen
LSCC'dir (7). En onemli risk faktorleri karsinojenlere (alkol ve titiin)
maruziyettir.Ozellikle alkol ve sigaranin larinks kanserinde sinerjistik etkisi oldugu
bilinmektedir. HPV enfeksiyonu larinks kanseri olanlarin yaklasik %25’inde
gorulirken, larinks karsinogenezindeki roli diger bazi bas-boyun kanserlerindeki

(6rn. orofarinks) gibi net degildir (8).

Genel olarak kanser gelisimi, olusan genetik mutasyonlarin akiimiilasyonu ile
olusan malign hiicrelerin klonal popilasyonunun secilimi sonucu ortaya cikar(9).
Fearon ve Vogelstein timorigenez icin 3 temel ilke belirlemislerdir: Proto-
onkogenlerin aktivasyonu ve tumor supresor genlerin inaktivasyonu gereklidir,
malign fenotip gelisimi icin tanimlanmis sira ile genetik degisimler olmalidir, genetik
degisimlerin sirasinda varyasyonlar gorilebilir ancak bu degisimlerin net etkisi

sonucu malign fenotip gorilmektedir(9).

Larinks kanseri de gesitli genetik mutasyonlarin zaman iginde birikerek ¢ok
kath yassi epitelde hiicresel ve morfolojik anormalliklerle neden oldugu multistep
karsinogenez ile iliskilidir (10). Cesitli etyolojik ve genetik faktorler 6nce laringeal
malign prekirsoér lezyonlara daha sonra da bu lezyonlardan invaziv karsinoma
progresyona neden olmaktadir. Califano ve ark. bas boyun kanserlerinde genetik
degisimlerin inceledikleri bir model olusturmuslardir(11).Buna gére kromozomal
kayip veya kazanclarin allelik dengesizlige yol actigl ve malign prekiirsér lezyonlarin
evresi ile korelasyon gosterdigi ileri slriilmektedir(11). Larinks kanserinde en sik
mutasyona ugrayan gen p53’tlir ancak larinks kanserindeki prognostik roli kesin

degildir(12-14). EGFR overekspresyonu agresiflik, nodal metastaz ve dislk



sagkalimla iliskili bulunmustur(14, 15). Siklin D1/D3,COX2 ve galectin 3 gibi baz

markerlarin invazyon ve sagkalimla iliskili olabilecegi one sirilmektedir(14, 16).

Larinks kanseri’nde klinikte kullanilan TNM evrelemesi ve hastalik klinik evresi

Tablo2.1 ve 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.1- American Joint Committee on Cancer (AJCC) 8. Edisyon larinks kanseri
TNM evrelemesi (Amin MB ve ark (17) ‘dan uyarlanmistir.)

T EVRESI
PRIMER TUMOR (T)

() Tx Primer timor degerlendirilemiyor

() Tis Karsinoma in situ*

SUPRAGLOTTIS

()T Tumor supraglottisin tek bir alt bolgesine lokalize, normal vokal kord
hareketleri

()T2 Tumor supraglottisin, glottisin veya supraglottis disindaki bir bdlgenin
birden fazla alt bolgesine localize (6rn., dil kokii mukozasi, vallekula,
piriform sinus medial duvari), normal vokal kord hareketleri

()T3 Timor vokal kord fiksasyonu ile birlikte ve/veya su bolgelerden herhangi birini
invaze ediyorsa: postkrikoid bolge, pre-epiglottik saha, paraglottik bdlge,
ve/veya tiroid kikirdak i¢ perikondrumu

()T4 Orta-ileri veya ¢ok ileri evre hastalik

() T4a Orta-ileri evre lokal hastalik. Timor tiroid kikirdak dis perikondriumunu
invaze edjyor ve/veya larinks disindaki yapilara invaze oluyor ise (orn.
Trakea,dilin ekstirnsik kaslari, strap kaslar, tiroid ve 6zofagus da dahil
olmak uzere
boyunun yumusak dokulari)

() T4b Cok ileri_evre lokal hastalik. Timoér prevertebral boslugu invaze
ediyor,karotid arteri cevreliyor veya mediastinal yapilari invaze
ediyorsa

GLOTTIS

()T Tumor. vokal kord v?\&a ordlara sinjrli (anterior veya posterior komissiri
tutabilir),normal vokal kord hareketleri

()T1a | Tumor tek vokal korda sinirli

()T1lb | Timor her iki vokal kordu da invaze ediyor

()T2 TUmor supraglottis ve/veya sublottise uzaniyor, ve/veya bozulmus vokal kord
hareketleri ile birlikte




()13 Tumor larinkse sinirli vokal kord fiksasyonu ile birlikte ve/veya paraglottik
bosluk invazyonu ve/veya tiroid kikirdak i¢ perikondriumu invazyonu

()T4 Orta-ileri veya ¢ok ileri evre hastalik

() T4a Orta-ileri evre lokal hastalik. Timor tiroid kikirdak dis perikondriumunu
invaze edjyor ve/veya larinks digindaki yapilara invaze oluyor ise (Orn.
Trakea,dilin ekstirnsik kaslari, strap kaslar, tiroid ve 6zofagus da dahil
olmak uzere
boyunun yumusak dokulari)

() T4b Cok ileri_evre lokal hastalik. Timor prevertebral boslugu invaze
ediyor, karotid arteri cevreliyor veya mediastinal yapilari invaze
ediyorsa

SUBGLOTTIS

()T Tumor subglottise sinirli ise

()T2 fll'Urg_bltkgcubglottise uzaniyor ise, normal veya bozulmus vokal kord hareketleri
ile birlikte

()T3 Tumor larinkse sinirli vokal kord fiksasyonu ile birlikte ve/veya paraglottik
bosluk invazyonu ve/veya tiroid kikirdak i¢ perikondriumu invazyonu

()T4 Orta-ileri veya ¢ok ileri evre hastalik

() T4a Orta-ileri_evre lokal hastalik. Tamor krikoid veya tiroid kikirdagi invaze
ediyor ve/veya Tarinks disindaki yapilara invaze oluyor ise (6rn. Trakea,
dilin ekstirnsik kaslari, strap kaslar, tiroid ve 6zofagus da dahil olmak lzere
boyunun yumusak dokulari)

() T4b Cok ileri_evre lokal hastalik. Timoér prevertebral boslugu invaze
ediyor,karotid arteri cevreliyor veya mediastinal yapilari invaze
ediyorsa

N EVRESI| .. :

BOLGESEL LENF NODLARI (N) ENI— EKSTRANODAL INVAZYON

() Nx Bolgesel lenf nodlari degerlendirilemiyor

()NO Bolgesel lenf nodu invazyonu yok

()N1 Tek ipsilateral lenf noduna metastaz, en blyik ¢api <3 cm boyutunda ENI (-)

()N2 Tek ipsilateral lenf noduna metastaz, en biiyik capi >3 cm ile <6 cm arasinda

ve ENI (-);

VEYA multipl ipsilateral lenf nodlarina metastaz, en blyik capi < 6 cm
boyutunda ve ENI (-);

VEYA bilateral veya kontrlateral lenf nodlarina metastaz, en bliylik ¢capi <6 cm




boyutunda ve ENI (-);

() N2a Tek bir ipsilateral lenf noduna metastaz, en blyik capi >3 cm ile <6 cm
arasinda
ve ENI (-)

() N2b Multipl ipsilateral lenf nodlarina metastaz, en buiylk ¢api < 6 cm boyutunda ve
ENI (-)

() N2c Bilateral veya kontrlateral lenf nodlarina metastaz, en biyilk ¢apli < 6 cm
boyutunda ve ENI (-)

()N3 En biliylk ¢capi > 6 cm boyutunda lenf nodu metastazi, ENI (-);
VEYA klinik olarak belirgin ENI (+) olan herhangi bir lenf nodu metastazi

()N3a En biliylk ¢capi > 6 cm boyutunda lenf nodu metastazi, ENI (-);

()N3b Klinik olarak belirgin ENI (+) olan herhangi bir lenf nodu metastazi

M EVRESI UZAK METASTAZ (M)

()Mo Uzak metastaz yok

()ym1 Uzak metastaz mevcut

Tablo 2.2- American Joint Committee on Cancer (AJCC) 8. Edisyon larinks kanseri
hastalik evrelemesi (Amin MB ve ark (17) ‘dan uyarlanmistir.)

HASTALIK
EVRESI T N M
()o Tis NO MO
01 T1 NO MO
O T2 NO MO
() T3 NO MO
T1,T2,73 N1 MO
() IVA T4a NO, N1 MO
T1,T2,T3, T4a N2 Mo
()Ive T4b Herhangi N MO
Herhangi T N3 MO
()IvC Herhangi T Herhangi N M1




2.2 Anjiyogenez

Timor gelisiminin yeni kan damarlarinin olusmasina bagimli oldugu hipotezi
ilk defa Folkman tarafindan 1971 yilinda yaptigl ¢alisma sonrasi ortaya atilmistir
(18). Folkman’a gore timor dokusunun yeni damarlanma olmadan 1-2 mm? ‘Un
Uzerinde blylimesi mimkiin degildir. Ayni zamanda timor tarafindan salgilanan
diflize olabilen anjiyogenik faktorlerin olmasi gerektigi ve bu faktorlerin bloke
edilmesinin kanser tedavisinde roli olabilecegini 6ne sirmustir (18).Anjiyogenik
faktorlerin kesfi dnce 1985 yilinda bFGF nin saflastirilip sekanslanmasi ve daha sonra
1989 vyilinda hipofiz hiicrelerinden izole edilen VEGF'nin kesfi ile basladi ve

gliniimiize kadar da halen devam etmektedir (19, 20) . Anjiyogenez inhibitorlerinin

kesfi ise yine 80’li yillardan gliniimiize kadar devam etmektedir.

‘Anjiyogenik donlsim (switch) ortamdaki proanjiyogenik faktorlerin anti
anjiyogenik faktorleri gecerek net dengeyi degistirmesi sonucu ortaya cikar. Bu
sayede timor anjiyogenik fenotip kazanarak yeni damarlar olusturur ve hizli bir
bliyiime fazina girerler (21). Bu faktorlerin salinimini gesitli genler kontrol eder. Rak
ve ark. proanjiyogenik faktoérlerin ifadelenmesinin artisinin ve antianjiyogenik
faktorlerin ifadelenmesinin azalmasinin onkogen aktivasyonu sonucu gergeklestigini
dne sirmektedir (22). Onemli bir timér siipresdér gen olan p53’iin timdrigenez
Uzerine etkisini sadece proliferasyonu engelleyerek degil ayni zamanda anjiyogenezi

inhibe eden trombospondin-1’in ifadelenmesini artirarak yaptigi gosterilmistir (23).

Hizli ¢ogalan timor hicreleri yiksek metabolik aktivite gosterirler. Daha
fazla oksijen ve besin kullanirlar. Bu nedenle hem toksik metabolitlerini atmak hem
de ihtiya¢ duydugu molekilleri almak i¢in yogun kanlanmaya ihtiyag duyarlar. Ancak
yeni olusan tiimor damarlari dezorganize ve inefektif oldugu igin ihtiyaci tam olarak
karsilayamaz ve timorin merkezinde daha hipoksik ve asidik tiimor alanlari olusur.
Bu hipoksik ortam HIF adi verilen seliiler niikleer bir faktoriin ifadelenmesini artirir
ve bu sayede hipoksiye yanit olusur. HIF'in timor neoanjiyogenezinde VEGF bagiml

olarak o6nemli rol oynadigl gosterilmistir (24). IGF ve IGFBP’ler, matrix



metalloproteinazlar gibi proteinler HIF tarafindan indiklenirler ve hicre

proliferasyonu, sagkalimi ve metastatik potansiyelini artirirlar (25, 26).

Anjiyogenez var olan damarlardan dallanarak yeni damar olusumuna verilen
isimdir. Vaskiilogenez ise primitif damar olusumudur ve mezodermden endotelial
prekirsor hicrelerin farklilagsmasi ile olusur. Embriyonik damar olusumunda VEGF
ve VEGFR2 en 6nemli rol oynayan aracilardir (27). Embiyonik hayatta gelisen damar
yapilari ve endotelial hiicreler eriskin yasa geldiginde fizyolojik veya patolojik
kosullarla tekrar aktive olabilir. Damar olusumunda hemodinamik faktorlerin yani
sira endotelial hiicrelerin biiylyen uglarinda bulunan ug hiicreleri(tip cell) de 6nemli
rol oynar. Bu hiicreler ayni bir aksonal biiyliime konisi gibi kemoatraktan molekiillere

yanit vererek uzayan endoteliyal filizlenmelere rehberlik ederler (28, 29).

Endotelial ug hicreleri sayisiz ince filopodialari ile ¢evresindeki yapilari fark
eder ve buna uygun olarak kapiller filizlenmeyi yonlendirir. Ug hiicreleri VEGF'nin
yuksek afiniteli bir reseptorii olan VEGFR-2 eksprese ederler (24, 28). VEGF bu
sayede endotelial hicrelerin bdélinmesini, migrasyonunu saglar ve hedefine
ulasmasinda kritik bir rol oynar (30). Fizyolojik anjiyogenezde hiyerarsik damar yapisi
korunmustur ve mural hiicreler (diz kas, perisit) tamdir ve aralarinda bosluklar
izlenmez. Buna karsin timor iliskili anjiyogenezde anormal, hiyerarsik yapisi
bozulmus, dizensiz yapili tortiozdamarlar izlenir. Timor iliskili anjiyogenezdeki
mural hiicrelerin dizensizligi ve interselliler bosluklar nedeniyle vaskiler gecirgenlik
artmistir. Bu nedenle timoér nedeniyle doku 6demi olusmaktadir. Ayrica bu

bosluklar metastatik potansiyeli artirmaktadir.

Patolojik ve fizyolojik kosullarda anjiyogenezin cesitli mekanizmalari vardir.
Endotelyal filizlenme var olan damardan yeni damar olusumunu tanimlarken
vasklilogenez endotelyal hicreye farklilasan progenitor hicrelerle olusan yeni
damarlari tarif eder. intussepsiyon ise var olan damar limeni ikiye bélinip iki ayri
damar olustururken vaskiler kooptasyonda tiimoér hicreleri var olan damarlar
boyunca yayilirlar. Vaskuler taklit(mimicry)’de ise damar duvarinin bir kismini timor

hiicreleri kendisi olusturur.



Anjiyogenik ve antianjiyogenik faktorlerin salinimi sadece timor hiicresinden
olmamakta ayni zamanda hem timoér mikrogevresindeki endotelyal hiicreler,
perisitler, diiz kas hicreleri ve fibroblastlar gibi stromal hiicrelerden, hem de

timord infiltre eden immiin hiicrelerden olmaktadir(31, 32).

2.3 Angiogenin (riboniikleaz 5)

Angiogenin (ANG) 14-kDa agirhginda 123-aminoasitten olusan bir
ribonikleaz sliper ailesi Uyesi proteindir ve ilk defa 1985 yilinda HT-29 kolon
adenokarsinom hicre kultiiriinde izole edilmistir(33).Hipoksik kosullarda
ifadelenmesi artan birgok anjiyogenik genden biri ile ifade edilir ve ANG’yi kodlayan
gen her haploid genomda tek kopya olacak sekilde 14911 kromozomunda
kodlanmistir (34, 35). Endotelial hiicrelere afinitesi vardir; hicre ylizeyine tutunur,
170 kDa reseptoriine veya 42 kDa baglayici proteinine baglanir ve bu sayede etki
gosterir (36-39). ANG’nin aktivite gosterebilmesi i¢in niikleusta akimiile olmasi
gerekir ve nlkleer tasinimi inhibe edilirse anjiyogenik aktivitesinin yok oldugu
gosterilmistir (37, 40). Hem kanser hicrelerinde hem de vaskiler endotelde
ribozomal RNA transkripsiyonunu stimile ederek kanser hiicre proliferasyonunu ve

anjiyogenezi artirdig1 gosterilmistir (41-44).

ANG’nin timor bliyimesi ve metastaziyla olan iliskisi 6nceleri sadece onun
anjiyogenik aktiviteyi stimiile etmesine baglanmistir (45, 46). Ancak daha sonra
ANG’nin kanser hicrelerine direkt etki ederek rRNA transkripsiyonunu artirdigi,
ribozom biyogenezini ve tiimorigenezini stimile ettigi gosterilmistir (34, 46).
ANG’nin diger anjiyogenik faktorlerden farkl olarakrRNA transkripsiyonunu direk
artirdig1 gosterilmistir ve diger anjiyogenik faktorlerin etki edebilmesi i¢in bu
mekanizma gereklidir(37, 45). Bu anlamda ANG’nin varhigi ve 0zgin etkisi diger
faktorlerin anjiyogenik etki gosterebilmesi icin bir 6n kosuldur (37). Ayni zamanda
p53 timor supresor genini hedefleyerek anti-apoptotik etki de géstermektedir (44,

47). ANG’nin serviks, meme, akciger, karaciger, over, prostat, kolon,lenfoma,



|6semi, melanom ve bas-boyun gibi bircok kanserde artmis diizeyde bulunduguna

yonelik calismalar mevcuttur (44, 48).

2.4 Endoglin (CD105)

Endoglin homodimerik, hipoksi ile indiiklenebilen, 180 kDa agirhginda bir
hicre membrani glikoproteinidir (49). Disulfid baglari ile birbirine bagh iki alt
Uniteden olusur. Kodlayan gen 9934 kromozomu (izerinde bulunur ve 14 ekzona
ayrilmistir (49). Cogunlukla vaskiler endotelde bulunmasina ragmen, hematopoietik
hiicrelerin ylizeyi ve fibroblastlarda da bulunabilir (50). Dondstiricli biylme
faktort (Transforming growth factor) (TGF) -B1 reseptér kompleksinin Gyesidir ve
sinyal yolaginin regilasyonunda goérev alir. TGF-B pleiotropik bir sitokin olup hticre
proliferasyonu, migrasyon ve differansiasyonunu regilile ederek anjiyogenez
Uzerinde dizenleyici rol oynar (51). CD105, TGF-B | ve Il ile kompleksler olusturur ve
transkripsiyonel dizeyde etkili olan Smad proteinlerinin fosforilasyonunu
dizenler(52, 53). Ortamda TGF-B yoklugunda ise, hipoksik stres altinda anti-
apoptotik ozellik gbsterir ve bu nedenle pro-apoptotik faktorlerin etkisine karsi

koruyucu bir etkisinin de olabilecegi 6nerilmektedir (54, 55).

intratiiméral kiiciik damar yogunlugu (microvessel density, MVD), daha énce
olusmus olan damar ile prolifere olan endoteli ayiramayan CD31, CD34 ve Faktoér VI
gibi panendotelial belirtecler ile calisiimaktadir(56).CD105’in diger panendotelyal
belirteclerden (CD31, CD34, Faktor VI farki, yeni olusan damarlara daha 6zgi olup
normal dokularin kan damarlarinda eksprese olmamasidir (57).Hipoksi CD105
geninin  promoterini aktive eder, mMRNA transkripsiyonunu ve protein
translasyonunu artirir (58). Aktif olarak prolifere olan kan damarlarinda gorulir,
timorlerde daha spesifik olarak ifadelenir ve bu durum CD105’i 6nemli bir
biyobelirte¢ adayr molekil olarak ortaya cikarir.Daha 6nceki calismalarda bircok
malignitede prognozla iliskili oldugu gosterilse de anjiyogenezdeki roll kesin olarak

gosterilememistir (59).
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2.5 Vaskiiler endotelyal biiyime faktérii (VEGF)/C6ziinebilen vaskiiler
endotelyal biiyime faktoriu reseptérii-1 (sVEGFR1) / Vaskiler endotelyal
biylime faktori reseptorii-2(VEGFR2)

Tumor iligkili anjiyogenez, temelde timor ve timor mikrogevresinden salinan
cesitli anjiyogenik faktorlerin endotel hiicrelerine etki ederek timor gelisimi igin
yeni damarlar olusturmasina denir. Bu yolagin baslica ve en belirgin uyaranivaskiler
endotelyal biylime faktori (VEGF)'dir. VEGF ligand ailesi 6 lUyeye sahiptir: VEGF-A
(VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasental buyume faktori (PIGF). VEGF
geninin alternatif ugbirlestirme(alternative splicing)’i ile 5 farkh VEGF izoformu
olusur (60). Bu izoformlarin heparine olan baglanma affiniteleri farklidir ve bu
durumun  ekstraselliler matriks’e  diflizyon oranlarinda fark yarattig
disinllmektedir (60). VEGF'nin major regilatér mekanizmalari hipoksi, timor
siipresor ve onkogen fonksiyonlari, sitokinler ve bliyime faktorleridir (60). VEGF
hem timor veya mikrogevresinden parakrin etki ile hem de endotel hiicresinden
otokrin etki ile islev gosterir. Kanser iliskili patolojik anjiyogenezde major olarak
parakrin etki sorumlu iken, otokrin etki ile fizyolojik kosullarda endotel hiicresi kendi

sagkalimini saglar (61).

VEGF ailesinin 3 adet farkli tirozin kinaz reseptorii mevcuttur. VEGFR-1,
VEGFR-2 ve VEGFR-3. Bu reseptorler primer olarak endotel hiicrelerinde eksprese
edilirler (62). VEGFR-1 yuksek afiniteli reseptor iken VEGFR-2 duslk afiniteli
reseptordir (60). PIGF ve VEGF-B, VEGFR-1’e baglanirken, VEGF-A hem VEGFR-1
hem de VEGFR-2'ye, VEGF-C ve VEGF-D ise VEGFR-2 ve VEGFR-3’e baglanir (60).
VEGF-C ve VEGF-D daha ¢ok lenfanjiyogenez ile iliskilidir. Ligandin baglanmasi ile

reseptor dimerize olur ve intraseliler tirozin rezidileri otofosforile olmaya baslar.

VEGF'nin anjiyogenik etkisi major olarak VEGFR-2 {izerinden olmaktadir.
Patolojik ve fizyolojik anjiyogenez durumlarinda VEGFR-2 (izerinden, doz bagimli
olarak etki gosterir ve endotel hiicre farklilasmasi, sagkalim ve vaskiler gegirgenligi
artirir (63). Diger taraftan, proanjiyogenik faktorler VEGFR-1 lizerinden ¢ok az etki

gosterir ve bu reseptoriin kesin rolli tam anlasilamamistir (64). Ancak VEGFR-1'in bir
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“tuzak (decoy) reseptor” gibi islev gordigli ve fazla VEGF'i sekestre ederek
anjiyogenezin negatif regillatori olabilecegi 6ne slrtlmuistir (60). VEGFR-1'in
SsVEGFR-1 adindasuda ¢6ziinebilen (soluble) izoformu da bulunmaktadir. Bu form da

VEGF ligandi igin baglayici gorev gormektedir ve endotelyal dallanmayi inhibe eder.
2.6 Osteopontin

Osteopontin (OPN), bir sekretuar fosfoglikoprotein olup, kiicik integrin—
baglayan ligand N-linked glikoprotein(SIBLING)ailesine mensuptur (65). ilk defa
Senger tarafindan 1979’da tanimlanmistir (66). Aspartat ve siyalik asit
rezidilerinden zengin olup birkac fonksiyonel bolgesi mevcuttur (67).Hicre
yuzeyindeki integrinler ve CD44’e baglanarak etki gosterir(68). CD44 bir hiicre ylizey
glikoproteini olup hiicre-hiicre ve hiicre-matrix etkilesimi, migrasyon ve timor
progresyonunda gorev alir (69). Kok hiicre markeri olarak kabul edilir (70). CD44’e
ek olarak bazi dokular daha yiiksek miktarda CD44 izoformlarini ekprese eder ve
CD44v seklinde kodlanan varyantlar icerir (69). Osteopontinin baglanmasi icin
CD44ve6 gereklidir (71). Osteopontinin anjiyogenezi indiikledigi bir yolak da PI3K/AKT

ve ERK1/2 yolagi olarak gosterilmistir (72).

integrinler a ve B subunitlerinden olusan heterodimerik
glikoproteinlerdir(73). 17 adet a ve 8 adet B subuniti tanimlanmis olup en az 22
farkli kombinasyon olusturabilmektedir (74). OPN icin primer integrin reseptorleri
avB1, avB5 ve ozellikle de avB3’tiir(75, 76). OPN baglandigi reseptorler araciligi ile
hiicre adezyonu, migrasyon, sinyal iletimi, doku yeniden modellenmesi ve
anjiyogenezde  O6nemli rol oynar  (77). integrin  avB3’in  timér
neovaskilarizasyonunda 6nemli rol oynadigi ve bu sayede proliferasyona ve
metastaza vyol actigi gosterilmistir (78). Deneysel c¢alismalarda makrofaj
fonksiyonlarini inhibe ettigi ve metastazlarin progresyonunu arttirdigi 6ne
siriilmektedir(79). Bu nedenle OPN fonksiyonlarinin inhibe edilmesi yoluyla tedavi

amacli bazi yontemler gelistirilmistir (80, 81).

OPN aktif sekrete edilen bir proteindir; kan ve viicut sivilarinda

saptanabilir(82). Artmis OPN ekspresyonunun, bas boyun skuamozhiicreli
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karsinomlarinda, meme ve kolorektal karsinomlarda ileri evre ve kot prognozla
iliski olduguna dair yayinlar mevcuttur (83). OPN ayni zamanda bazi normal
dokularda, inflamasyon, iskemik kalp hastaliklari, bobrek hastaliklari ve kemik
yeniden modellenmsisirasinda da sekrete edilmektedir (84-88). Bu nedenle OPN ile
tumor progresyonu iliskisini inceleyen ¢alismalarin dokudaki ekspresyon

spesifitesinin de arastirilmasi 6nerilmektedir (89).
2.7 insiilin benzeri biiyiime faktérii baglayici protein(IGFBP-3)

Anjiyogenezle iliskili major anjiyogenik faktér VEGF'dir. VEGF ekspresyonu,
insulin benzeri biyime faktérii (IGF) 1ve 2 tarafindan regile edilen bir
transkripsiyon faktort olanHIF-1tarafindan regiile edilir(90, 91). Bu yolak timoriin
hipoksik ortamda sagkalimi ve metabolizmasi igin dnemlidir. Bu nedenle IGF’nin HIF-
1 ve VEGF aracihg ile timor anjiyogenezini artirdigi ileri striilmektedir (92, 93).
Bliyime faktorleri icinde IGF, hiicre proliferasyonunun artmasi ve apoptozun

baskilanmasinda ¢ok dnemli bir role sahiptir (94).

insulin benzeri biiyiime faktérii baglayici protein (IGFBP-3) ise, 6 adet {iyesi
bulunan IGFBP ailesine mensup bir molekil olup IGF'nin serumdaki major baglayici
proteinidir (92, 95). Dolasan IGFBP-3 miktarinin yetiskinlerde yaklasik 2-7 pg/mL
oldugu gosterilmistir (96). IGFBP-3,IGF-1’e baglanir ve onun reseptori olan IGF-
1R’ye baglanmasini inhibe eder. Bu sayede IGF bagimli olarak anti-timoér ozelligi
gosterdigi bilinmektedir(95, 97). Ayni zamanda IGF bagimsiz sekilde cesitli timor

modellerinde anti proliferatif etki gosterdigi de bulunmustur (95, 97, 98).

IGFBP-3’Uin integrin aracili hiicre adezyonunu da hem IGF bagimli hem de IGF
bagimsiz sekilde inhibe ettigi ve bu sayede timoér invazyonunu ve metastazini da
engelleyebilecegi gosterilmistir(99). Tim bu anti timoral 6zelliklere zit olarak bazi
calismalarda ise normal gelisim ve timor anjiyogenezinde proanjiyogenik rol
oynayabilecegi 6ne sirilmustlr(100, 101). Bu nedenle IGFBP-3’lin anjiyogenez ve
timor gelisimi/prognozu Uzerine etkisinin arastirilmasi icin daha cok calismaya

ihtiyac duyulmaktadir.
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Bu tezin amaci larinks skuamdz hicreli karsinomunun tani, tedavi ve
takibinde kullanilabilecek molekiillerin tespit edilmesi ve klinik parametrelerle
korelasyonunun arastiriimasidir. Bu sayede ileride yapilacak olan ¢alismalara destek

olunmasi ve literatiire katkisaglanmasidir.
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3. GERECG ve YONTEM

3.1 Hasta ve Géniillii Bireylerden Kan Ornekleri Toplanmasi

Bu calismada Mayis 2018 - Subat 2020 tarihleri arasinda Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’nda Larinks SCC yeni
tanisi alip tedavi edilen 60 hasta ve 20 saghkli gonilllu birey incelenmistir. Hasta ve
kontrol grubundan toplanan kan 6érneklerinde kan alimindan hemen sonra serum
izolasyonu yapilmis ve izole edilen kanlar, -80 °C’de saklanmistir. Hedeflenen hasta
sayisina ulagilinca tim katilimcilarin kandaki gesitli biyobelirte¢ adayr molekdillerin
seviyesi ELISA yontemi ile tespit edilmis ve hasta ve timor 6zellikleri, hastalik evresi,
niiks ve sagkalim parametreleri agisindan anlamli fark olup olmadigi arastiriimigstir.
Ornekler hastalardan tani aninda ve herhangi bir tedavi (KT,RT) / operasyon
gecirmeden toplanmistir. Hastalarin tani anindan verilerin analiz edilecegi ana kadar
Hacettepe Universitesi KBB Anabilim Dali’ndaki klinik takiplerine devam edilmis ve
prospektif veriler elde edilmistir. Gonulli grubu; KBB poliklinigine basvuran hasta
yakinlari igerisinden herhangi bir ek hastaligi olmayan ve yaslari hasta grubuna
benzer olanlardan segilmistir. Yeni tani larinks SCC olup daha 6nce cerrahi gegiren,

KT/RT alan veya komorbid hastaligi olanlar bireyler calisma disinda tutulmustur.

3.2 Kan Orneklerinin ELISA Yontemi ile Analiz Edilmesi

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) Yontemi: Bu yontem, hedef
antijen (veya antikor)un spesifik antikor (veya antijen) kullanilarak yakalanmasi ve
hedef molekllin substrat-enzim reaksiyonu ile tespit edilmesi/kantitasyonuna
dayanir. Antijen tespit etmek Uzere antikor emdirilmis mikrokuyular iceren plaklar
kullanihir. Oncelikle plagin ilk iki siitunundaki kuyulara uygun sekilde diliie edilmis
standard ve bos cozeltiler konur. Daha sonra orneklerin gelecegi diger kuyulara
ornekler ile birlikte uygun analiz ¢ozeltileri eklenir. Daha sonra ise hazirlanan Biotin-
konjugat’i tim kuyulara eklenerek oda sicakliginda mikroplak ¢alkalayicida inkiibe
edilir. inkiibasyon sonrasi yikama yapilarak baglanmamis biyolojik kompotentler

elimine edilir. Takiben Streptavidin-HRP sollisyonu kuyulara eklenir. Streptavidin
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biotin ile kuvvetli bag kurarak kompleks olusturur. inkiibasyon ve yikama
islemlerinden sonra HRP ile reaksiyona girerek renk olusturan bir substrat kuyulara
eklenir. Yine bir siire inkiibasyondan sonra reaksiyon durdurucu asidik sollisyon
eklenerek reaksiyon durdurulur ve 450 nm’de spektrofotometre cihazinda
absorbans olglilerek okuma yapilir. Ciktilarda OD(optical density) degerini baz alarak

ortalama derisim hesaplanacak sekilde veriler sunulur.

Arastirmada incelenmek (izere VEGF (Thermo Fisher, katalog no: KHG0111),
SsVEGFR1 (Thermo Fisher, katalog no: BMS268-3), VEGFR2(Thermo Fisher, katalog
no: BMS2019), CD105 (Thermo Fisher, katalog no: EHENG) ve Angiogenin (Thermo
Fisher, katalog no: EHANG), IGFBP-3 (Thermo Fisher, katalog no: EHIGFBP3) ve
Osteopontin (Thermo Fisher, katalog no: BMS2066) molekiilleri secilmistir. Alinan
serum oOrneklerinde ELISA yontemiyle bu molekillerin dizeyleri tespit edilmistir. Bu
yontemde calismaya dahil edilen hastalarin serumlarindaki hedeflenen protein
dizeyleri, yukarida belirtilen molekillerin insan ELISA kitleri ile belirlenmistir.
Deney, ELISA kiti Uretici firma protokoliine gére uygulanmistir. Ozet olarak, VEGF,
sVEGFR1, VEGFR2, CD105, Angiogenin, IGFBP3, Osteopontin antikorlari ile kaph 96
kuyulu plaklara hasta serumlari ve protein standartlari dublike olarak eklendikten
sonra siraslyla, sekonder antikor deteksiyon antikoru, HRP, substrat sollisyonu ve
son olarak reaksiyon blokorii eklenmistir. Her asama arasini takiben protokolde
ifade edilen zaman araliklarinda sollisyon inkiibasyonlari ve inkiibasyon sonrasi
yikama basamaklari gergeklestirilmistir. Son basamaktan sonra absorbsiyon miktari
kuyu okuyuculu spektrofotometre (Spectramax, CA, ABD) cihazi ile tespit edilmistir.
Protokolde belirtilen dalga boyunda 6lcim yapilmistir. Elde edilen OD degerleri ile
analiz gergeklestirilmistir. Takiben tani aninda ve takipte hastaligin T evresi, N evresi,
M evresi, demografik parametrelerve hastalik prognozu (sagkalim, niks varhgl ve

niiks var ise gecen siire) gibi parametreler toplanmistir.
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3.3 istatistiksel Analizler

Calismaya katillan hasta grubunun kan biyobelirteg seviyeleri ile kontrol
grubu karsilastirilmistir. Bu amacla, normal dagilim gosteren parametrik veriler icin
Student’s t testi ve tek yonli ANOVA testi, normal dagilmayan parametrik ve ordinal
veriler icin de Mann-Whitney U ve Kruskal-Wallis testleri yapilmistir. Ayrica, SCC
tanisi alan hastalarda kan biyobelirteg seviyeleri ile klinikopatolojik 6zelliklerin iligkisi
Fisher testi, Pearson/Spearman - korelasyon analizleri araciligiyla gergeklestirilmistir.
Hastalarin kan biyobelirteg¢ dizeyleri ve klinikopatolojik ile demografik 6zelliklerinin
sagkalim Gzerindeki etkilerini belirlemek amaciyla da Kaplan-Meier testi kullanilarak
sagkalim analizi yapilmistir. Log-rank testi ile farkli gruplar arasindaki sagkalim
farklari istatistiksel anlamhlik agisindan test edilmistir. ROC analizi yapilarak
biyobelirte¢ adayr molekiillerin muhtemel esik degerleri saptanmis ve buna goére

karsilastirma yapilmistir.



3.4 Veri Toplama Formu

HASTA NO:

YAS:

CINSIYET:

T EVRESI:

N EVRESI:

M EVRESI:

ILK ve SON ViZIT TARIHI:

HASTALIK KLINIK EVRESI:

OSTEOPONTIN DUZEYi:

IGFBP3 DUZEYi:

VEGF DUZEYi:

SVEGFR1 DUZEYi:

VEGFR2 DUZEYi:

ANGIOGENIN DUZEYi:

ENDOGLIN(CD105) DUZEYi:

17
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4. BULGULAR

Cahsma grubu 60 hasta ve 20 kontrol olmak lizere toplam 80 kisiden
olusmaktadir. Calismaya dahil edilenlerin 76’s1 erkek 4’U (2 kisi hasta grubu; 2 kisi
kontrol grubu)kadindir. Genel yas ortalamasi 62,86 + 9,6’dir (62,55 + 9,3 hasta
grubu; 63,2 + 10,6 kontrol grubu). Ortalama takip siresi 19,5 + 9,7 aydir.Tim
hastalarda kanda Osteopontin, Endoglin, Angiogenin, IGFBP-3, VEGF, sVEGFR-1ve
VEGFR-2 dizeyleri galisilmistir. 1 hastada VEGF dizeyi sifira yakin ¢iktigi igin ug
deger olarak kabul edilmis ve VEGF ile ilgili calismalarda hesaplama disi birakilmistir.
Tim calisma grubunda: Osteopontin diizeyi median 84105 pg/ml (range, 1885 -
206390 pg/ml), Endoglin dizeyi median 4362,5 pg/ml (range, 1950 —9600 pg/ml),
Angiogenin dlzeyi median 105368 pg/ml (range, 47083 — 217344 pg/ml), IGFBP-3
diizeyi median 16675 pg/ml (range, 5375 — 62275 pg/ml), sVEGFR-1 dlzeyi median
92 pg/ml (range, 46 — 498), VEGF dizeyi median 210 pg/ml (range, 90 — 896) ve
VEGFR-2 diizeyi ortalama 10227,5 + 2338,5 pg/ml olarak bulunmustur. Hasta grubu

ile kontrol grubu karsilastirildiginda bulunan farklar Tablo 4.1’de verilmistir.

Tablo 4.1- Biyobelirte¢ adayr molekillerin hasta grubu ve kontrol grubundaki
dizeylerinin karsilagtiriimasi

Hasta grubu Kontrol grubu p
n=60 n=20
Osteopontin, pg/ml, median 105375 43545 <0,001*
Endoglin, pg/ml, median 4362,5 4400 0,353
Angiogenin, pg/ml, median 106701 97938 0,491
IGFBP-3, pg/ml, median 19375 9550 <0,001*
VEGF, pg/ml, median 240 165 <0,001*
SVEGFR-1, pg/ml, median 94 73 <0,01*
VEGFR-2, pg/ml, ortalama 10724 8737 <0,01*

*|statistiksel olarak anlamli
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Hastalar ve kontrol grubu arasindaki farklarin grafiksel olarak gosterimi Sekil4.1-

4.7’da gosterilmistir.
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Sekil 4.1- Osteopontin diizeyinin hasta ve kontrol grubu arasindaki dagilimi
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Sekil 4.2-Endoglin diizeyinin hasta ve kontrol grubu arasindaki dagilimi
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p=0.491

200000.0-
E
o
o
= 150000.0
a
[}
Hes § e
=
E
=
a
f=2]
.o
f=1] -
c 1000000
<

S0000.0-

I T
Hasta K ontrol

Sekil 4.3-Angiogenin dlizeyinin hasta ve kontrol grubu arasindaki dagilimi
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Sekil 4.4-IGFBP3 diizeyinin hasta ve kontrol grubu arasindaki dagilimi
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Sekil 4.5-sVEGFR-1 diizeyinin hasta ve kontrol grubu arasindaki dagilimi

18000

16000

14000

12000

10000

VEGFR2 diizeyi pg/ml

8000

5000

p<0.01

I I
Hasta K.ontrol

Sekil 4.6-VEGFR2 diizeyinin hasta ve kontrol grubu arasindaki dagilimi
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VEGF diizeyi pg/ml

Sekil 4.7-VEGF dlizeyinin hasta ve kontrol grubu arasindaki dagilimi

Hasta grubunu TNM evreleme sistemine gore incelendiginde 13 hasta T1A
(%21,6), 3 hasta T1B (%5), 9 hasta T2 (%15), 21 hasta T3 (%35), 13 hasta T4A (%21,6)
ve 1 hasta T4B (%1,6) olarak bulunmustur. N evresine bakildiginda ise ise 42 hasta
NO (%70), 5 hasta N1 (%8,3), 4 hasta N2A (%6,6), 3 hasta N2B (%5), 4 hasta N2C
(%6,6) ve 2 hasta N3B (%3,3) ve toplam N* orani %30 olarak bulunmustur. 2 hasta
(%3,3) tani aninda M1 olup uzak metastazi mevcutken 6 hastada (%10) takipte uzak
metastaz gelismis ve toplam 8 hastada uzak metastaz gézlenmistir.

Hastahgin klinik evrelemesine bakildiginda ise 16 hasta evre 1 (%26,6), 6
hasta evre 2 (%10), 15 hasta evre 3 (%25) ve 23 hasta evre 4 (%38, 19 hasta evre 4A,
2 hasta evre 4B ve 2 hasta evre 4C) olarak bulunmustur. Hastalar erken evre (evre 1-
2) ve ileri evre (evre 3-4) olarak gruplandirildiginda ise 22hasta (%36,6) erken evre,

38 hasta (%63,3) ileri evre olarak siniflandiriimistir.
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Hastalarda T evresi ile c¢alisilan molekiller arasinda anlamli bir iliski
gosterilememistir  (Kruskal-Wallis; Osteopontin  p=0,499, Endoglin p=0,154,
Angiogenin p=0,720, IGFBP-3 p=0,363, VEGF p=0,853, sVEGFR-1 p=0,372 ve ANOVA,;
VEGFR-2 p=0,130) ve T evresi artisiyla kandaki molekil diizeyi arasinda bir artis
trendi gosterilememistir (Jonckheere-Terpstra; Osteopontin p=0,114, Endoglin
p=0,82, Angiogenin p=0,344, IGFBP-3 p=0,149, VEGF p=0,532 sVEGFR-1 p=0,051 ve
VEGFR-2 p=0,879).N" olan hastalarla NO olan hastalar arasinda calisilan biyobelirtec
adayr molekillerin serum dizeyleri agisindan anlamli bir fark gosterilememistir
(Mann-Whitney U; Osteopontin p=0,961, Endoglin p=0,468, Angiogenin p=0,847,
IGFBP-3 p=0,478, VEGF p=0,627, sVEGFR-1 p=0,853 ve Student T-Testi VEGFR-2
p=0,656).

Hastalar erken evre (T1-T2) ve ileri evre (T3-T4)olarak gruplandirildiginda iki
grup arasinda cahlsilan molekillerin dizey farki istatistiksel olarak anlamli degildir
(Mann-Whitney U; Osteopontin p=0,747, Endoglin p=0,195, Angiogenin p=0,782,
IGFBP-3 p=0,315, VEGF p=0,214, sVEGFR-1 p=0,177 ve Student T-Testi VEGFR-2
p=0,110).Hastaligin klinik evresi dikkate alindiginda klinik evreler arasinda anlaml
fark gosterilememistir (Kruskal-Wallis; Osteopontin p=0,988, Endoglin p=0,488,
Angiogenin p=0,997, IGFBP-3 p=0,893, VEGF p=0,860, sVEGFR-1 p=0,579 ve ANOVA;
VEGFR2 p=0,255) ve evre artisiyla kandaki molekil diizeyi arasinda bir artis trendi
iliskisi  bulunamamistir(Jonckheere-Terpstra; Osteopontin  p=0,547, Endoglin
p=0,195, Angiogenin p=0,696, IGFBP-3 p=0,596, VEGF p=0,363, sVEGFR-1 p=0,624
ve VEGFR-2 p=0,233).

Korelasyon analizi yapildiginda sVEGFR-1 ile T evresi arasinda orta diizeyde
anlamli korelasyon izlendi (Spearman r=0,260, p=0,04). N evresi ve hastalik evresi ile
hicbir biyobelirte¢ adayr molekil arasinda anlamli korelasyon izlenmedi. Yas ile
VEGFR-2 arasinda orta dizeyde negatif korelasyon izlendi (Pearson r=-0,259,
p=0,02).

Biyobelirte¢ adayr molekiiller kendi arasinda analiz edildiginde ise
VEGFR2’nin Osteopontin ile zayif (Spearman r=0,240,p=0,032), IGFBP3 ile orta
(Spearman r=0,331, p=0,003) ve VEGF ile orta (Spearman r=0,509,p <0,001) diizeyde
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korelasyonu saptandi. Osteopontinin ise IGFBP3 ile kuvvetli (Spearman r=0,607,
p<0,001), VEGF ile orta (Spearman r=0,32,p<0,01) ve sVEGFR-1 ile orta (Spearman
r=0,361,p=0,001) diizeyde pozitif yondekorelasyonu mevcuttu. IGFBP3’in ise VEGF
ile orta (Spearman r=0,378, p=0,001) ve SsVEGFR-1 ile orta (Spearman
r=0,416,p<0,001) dizeyde pozitif yondekorelasyonu bulunmustur. Angiogenin ve
Endoglin’in herhangi bir molekdlle korelasyonu gosterilememistir.

Metastatikhastalik goriilen 8 hastanin serum biyobelirte¢ diizeylerinin
hicbirinde diger 52 hasta ile fark gozlenmedi (Mann-Whitney U; Osteopontin
p=0,514, Endoglin p=0,09, Angiogenin p=0,913, IGFBP-3 p=0,384, VEGF p=0,886,
SVEGFR-1 p=0,845 ve Student T Testi VEGFR-2 p=0,114).Timorlerin kdken aldig
larinks bolgesine bakildiginda 40 hasta (%66,6) glottik 20 hasta (%33,3) supraglottik
bolge kaynakh idi. Kéken alinan bdlge ile arastirilan molekdller arasinda bir iliski
saptanmadi (Mann-Whitney U; Osteopontin p=0,259, Endoglin p=0,163, Angiogenin
p=0,210, IGFBP-3 p=0,485, VEGF p=0,625, sVEGFR-1 p=0,334 ve VEGFR-2
p=0,984).Lokal rekirrens 10 vakada (%16,6) izlenmistir. Osteopontin ve sVEGFR-1
dizeyleri lokal rekiirrensi olan vakalarda anlamli olarak yiksektir (p=0,034 ve
p=0,038). Diger molekiillerle anlamli bir iliski saptanamamistir.

Kandaki arastirilan biyobelirte¢ adayr molekillerin en yliksek sensitivite ve
spesifiteye sahip esik diizeylerini belirlemek amaciyla ROC (Receiver Operating
Characteristic) analizi yapihp egri cizilmistir (Sekil 4.8). ROC analizi sonrasi bulunan

sensitivite ve spesifite degerleri Tablo 4.2’de gbsterilmistir.
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Sekil 4.8- Calisilan molekiller igin gizilen ROC egrileri
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Tablo 4.2- ROC analizi sonrasi bulunan esik degerler ve duyarlihk/6zgullikdegerleri

Egri %95Guven Aralig Belirlenen Duyarhlik Ozgulliik

altinda | P esik (%) (%)

kalan Alt Sinir | Ust Sinir | deger (pg/ml)

alan
Osteopontin | 0,786 | <0,001* | 0,683 0,888 57705 71,2 65
Endoglin 0,427 0,329 0,282 0,572 - - -
Angiogenin 0,547 0,528 0,407 0,688 - - -
IGFBP3 0,919 | <0,001* | 0,859 0,980 14787,5 81,4 80
VEGF 0,784 | <0,001* | 0,668 0,900 183 78 75
SVEGFR-1 0,719 | 0,004* 0,564 0,874 85 72,9 65
VEGFR2 0,753 | 0,001* 0,635 0,872 8875 76,3 70

*[statistiksel olarak anlamli
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Bulunan esik degerlerin Ustl ve altindaki hastalarin degerlerinin farkli oldugu
5 molekil (Osteopontin,IGFBP3, VEGF, sVEGFR-1 VE VEGFR-2) i¢in daha detayh
arastirma yapilarak TNM, hastalik evresi, rekiirrens ve lenf nodu metastazi orani
agisindan incelendi. Angiogenin ve Endoglin igin inceleme yapilmadi.
Osteopontin,VEGFR2 ve IGFBP3 igcin bakilan parametrelerin higbirinde anlamhlik
gosterilemedi. VEGF incelendiginde esik degerin istiinde olanlarin anlamli derecede
ileri evrede oldugu goruldi (p=0,028). sVEGFR-1 ‘in esik deger Ustlindeki hastalarin
anlamli derecede T evresinin ileri oldugu ve rekirrens oraninin daha yuksek oldugu
gorildi (p=0,038 ve p=0,031).

Sagkalim analizi yapildiginda 1 yillik ve 2 yillik sagkalim orani sirasiyla %92 ve
%85,50larak bulunmustur. Arastirilan  biyobelirte¢ adayr molekillerin  esik
degerlerinin Ustl ve altindaki hastalarin sagkalim analizleri yapildiginda istatistiksel
olarak anlamli fark izlenmemistir (Kaplan-Meier, log rank; Osteopontin p=0,669,

IGFBP3 p=0,727, VEGF p=0,871, sVEGFR-1 p=0,076, VEGFR-2 p=0,382) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9- sVEGFR-1 igin esik deger Ustlu ve altindaki hastalarin sagkalim orani
gosterilmistir
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Median degerlerin Ustlii ve altinda kalan degerler sagkalim agisindan
karsilastirildiginda VEGFR2 disinda anlamh fark izlenmemistir. VEGFR2 dustk olan
hastalarin sagkalim olasiligi yliksek olanlara gore daha disuktir. (Kaplan-Meier, log
rank; Osteopontin p=0,310, IGFBP3 p=0,189, VEGF p=0,809, sVEGFR-1 p=0,191
VEGFR-2 p=0,012) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10- VEGFR2 median deger Ustlu ve altindaki hastalarin sagkalim olasihg
gosterilmistir. VEGFR2 degeri yuksek olan hastalarin sagkalim olasiligi daha

yuksektir.
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5.TARTISMA

Bas boyun skuamoz hicreli karsinomu 6. en sik gorilen malignite olup
onemli bir morbidite ve mortalite kaynagidir(4, 5). Kanser iliskili 6limlerin %2’sini
olusturmaktadir ve 5 yillik sagkalimi evre ve lokalizasyona bagl olmakla birlikte %60
civarindadir (102).Tani ve tedavide uygulanan cerrahi eksizyon, kemoradyoterapiyi
de iceren larinks koruyucu yontemler ve multidisipliner yaklasima ragmen halen
hastalarin 6nemli bir kismi rekiirrens veya metastazlardan kaybedilmektedir (103).
Tani ve tedavide gelisen teknolojik imkanlar ve multidisipliner yaklasima ragmen
mortalite oranlarinda anlamli iyilesme olmamasi, erken tani ve tedavi takibinde
glivenilir ve dogru biyobelirtec ihtiyacini dogurmaktadir. Ayni klinik evrede ve ayni
tedavi protokolli uygulanan iki hastanin prognozlarinin farkh olabildigi gz 6niline
alindiginda klinik evreler disinda molekiler diizeyde farklar olabilecegini akla
getirmektedir. Su ana kadar klinik kullanima girmis bir herhangi bir biyobelirteg
molekil yoktur ancak epidermal bliyime faktori reseptorii (EGFR) inhibitori olan
cetuximab’in klinik kullanimdaki basarisi, patogenez yolaklarinda iliskili olabilecek
farkl molekdller ve inhibitorlerinin arastirilmasi igcin umut vermektedir.

Anjiyogenez timor gelisimi igin kritik basamaklardan biridir ve tiimorin
blylUmesi ve metastaz kapasitesi igin kritiktir. TUmor anjiyogenez olmadan 1-2 mm?
‘den fazla buylyememektedir. Anjiyogenezin gorilebilmesi igin proanjiyogenik ve
antianjiyogenik faktorler arasindaki dengenin bozulmasi ve proanjiyogenik
faktorlerin baskin hale gelmesi gerekir ve bu duruma ‘anjiyogenik dénisim (switch)’
denir(104). Bu mekanizmaya etki eden faktorler ve molekiillerin tespiti ve analizi
fikri kanserde tumor prognozuyla iliskili galigmalarin yapilmasini saglamistir.

IGFBP-3, IGF'nin serumdaki major baglayici proteinidir ve IGF'nin
reseptoriyle baglanma iliskisini regiile eder (95). Bu sayede anjiyogenez ve apoptoz
Uzerine etkili olabilecegi one siriilmektedir.IGF'e serumda baglanarak aktivitesini
dustrdiginden dolayl bazi kanserli hastalarda IGFBP-3’Gin azalmis ancak IGF nin
artmis olarak bulunabilecegi Onerilmektedir(105). Ancak ayni zamanda bu
baglanmanin IGF'nin yar émrind artirabilecegi ve kanserli hastalarda bu durumun
negatif etkili olabilecegi iddia edilmektedir (106).Brady ve arkadaslari ise oral
kanserli hastalarda serumda dolasan hem IGF hem de IGFBP-3 miktarinin disik

oldugunu gostermistir (107). Calismamizda ise IGFBP-3 diizeyinin larinks SCC hasta
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grubunda kontrollere gore anlamli olarak yiksek oldugu gosterilmistir.Ancak T,N,M
evresi ve klinik evre, rekiiranhastalik ve anatomik bolgeye gore herhangi bir farklilik
izlenmemigstir. IGFBP-3 yuksekliginin kanserde artmis IGF aktivitesine yonelik
kompansasyon mekanizmasi olabilecegi distnulebilir ancak c¢alismamizda IGF
dizeyleri dlgulmediginden yorum yapmak igin yeterli veri yoktur. 2010’de Meyer ve
ark. tarafindan yayinlanan 540 bas-boyun kanserli hasta kohortunda, serumIGF1R ve
IGFBP-3 duzeylerinin herhangi bir klinik parametre ile anlamh duzeyde iliskisi
saptanamamistir (108). Zhi ve ark. ise bas boyun kanserli 41 hastada yaptiklari
¢alismada, larinks kanseri hastalarinda oral ve farinks kanserli hastalarin aksine,
kanserli dokularda normal dokuya gore IGFBP-3 mRNA diizeyinin arttigini géstermis
ve bunun IGF Uzerinde regulatuar roli olabilecegini 6ne sirmdistiir(106). Ayni
zamanda oral SCC'lerde de kanserli dokuda IGFBP-3 Mrna dizeyinin arttigi ancak
IGFBP-3’liin IGF bagimsiz olarak hiicre migrasyonu ve lenf nodu metastazini
artirabildigine yonelik calismalar da mevcuttur (109).

IGF-bagimsiz etki mekanizmalarindan birinin IGFBP-3’lin hiicre yilizeyinde
bulunan serin-treonin V TGF-B reseptoriine baglanarak blylimeyi inhibe edici
sekilde olabilecegi iddia edilmektedir(110). Bir baska IGF bagimsiz mekanizmanin ise
IGFBP-3’liin VEGF'yi baskilayarak bas boyun kanserlerinde timor anjiyogenezini
azaltabilecegi 6ne siirilmektedir (92). Buna karsin bazi ¢alismalarda ise IGFBP-3’{in
nitrik oksit Uzerinden veya in vitro olarak proanjiyogenikgenlerin ifadelenmesini
artirarak anjiyogenez lehine etki gostermektedir (100, 101). Ayni molekilin hem
proanjiyogenikhem de anti anjiyogenikozelliklerinin olmasi ilgingtir. IGFBP-3’(in
invaziv kapasite ve hicre motilitesini artirici 6zelligi ise melanoma ve bas-boyun
timorlerinde gosterilmistir (111, 112). Bu karsit etkili IGFBP-3’tin hem apoptozu
hem de proliferasyonu etkileyen ikili etkisinden kaynaklanabilecegi 0One
surilmektedir (113). Martin ve ark. ise IGFBP-3’lin prostat kanserinde EGFR'yi
uyararak blyumeyi stimile ettigini gostermistir (114). IGFBP-3’lin bas-boyun
kanserlerinde hiicre adezyonu Ulzerine etkisini Lee ve ark. gostermistir ve integrinB4
Uzerinden adezyonu inhibe ettigi ve anti-timor Ozellik gosterebilecegi o6ne

sUrtlmustar (99).

Calismamizda yikselmis serum IGFBP-3 duzeylerinin (14787,5pg/ml<)%81,4

duyarlilikve %80 o6zgillikile hastaliga tani koydurucu oldugu gorilmustir ve bu
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degerlerin c¢alismada arastirilan molekiller arasindaki en yilksegi oldugu
saptanmistir.  Bu degerin tespiti hastallk tanisinda yardimci olabilecegi
dustnilmektedir. Matuschek ve ark. ise bas boyun kanserinde tedavi 6ncesi ve
sonrasl bakilan IGFBP-3 igin kontrollerle anlamli fark gosteremez iken IGFBP-2"nin
%73 duyarlilikve %75 6zgulltkile anlamli farkli oldugunu bulmus ancak bu degerlerin
timor belirteci olmak icin yeterli olmadigini 6ne slirmustir (115).Literatlrdeki
IGFBP-3 ile ilgili tim bu celiskili sonuglarin homojen olmayan hasta kohortlari
nedeniyle olusabilecegi, hem farkh kanser tiplerine gére hem de bas boyun
kanserlerinin alt tiplerine gore olusabilecek varyasyonlar sebebiyle veya IGFBP-3’{in
heniiz net ortaya konulamayan etkileri sebebiyle olusabilecegi diisiinilmektedir.

Osteopontin daha ¢ok kemik matrikste bulunan, hiicre adezyonu, migrasyon,
proliferasyon ve invazyonda roli olan, sekrete edilen bir fosfoproteindir (83,
116).Larinkskanseri  onclstu  displastik lezyonlarin  kansere progresyonunda
ifadelendiginin arttigi gosterilmistir(69). Calismamizda larinks kanseri grubunda
serum osteopontin diizeyinin kontrol grubuna gore anlaml olarak yiksek oldugunu
tespit edildi. Ancaklokalreklranshari¢c herhangi bir klinikopatolojik 6zellikle iligki
gosterilemedi. Lu ve ark. laringeal ve hipofaringeal kanserli hastalarda ostopontinin
doku ekspresyonunu inceledikleri bir calismada normal dokuya gore artmis
ekspresyon gozlemisler ve lenf nodu metastaziyla iliskili oldugunu 6ne stirmuslerdir
(117). Li ve ark. ise yine larinks ve hipofarinks timorlerini igeren ¢alismada benzer
olarak plazma osteopontin diizeyleri kontrollere gore yiksek bulmustur (116).0
calismadaki sagkalim, lenf nodu metastazi, timor differansiyasyonu ile olan anlamli
iliski bizim ¢alismamizda gosterilememistir. Literatlirdeki tim osteopontin ve kanser
iliskili calismalari inceleyen bir meta-analizde yiiksek osteopontin diizeyleri ile TNM
evresi ve hastalik evresiarasinda dogru,sagkalim arasinda ters iliski oldugu
saptanmistir(83). Calismadaki bas-boyun kanserleri incelendiginde de bu iliskinin
kismen devam ettigi gozlenmistir.Bu Uc¢ calisma da sadece larinks kanserlerini
incelememektedir ve hasta grubu bizim ¢alismamiza gore heterojendir. Ayrica meta-
analizde sadece serum dizeyi degil doku ekspresyonu da calisildigi icin farkh
sonuclar elde edilmis olabilecegi degerlendirilmektedir.

Bizimcalismamizda osteopontin dlizeyinin lokalreklranslailiskili oldugu
bulunmustur ancak sagkalim acgisindan osteopontin dlizeylerinin anlaml etkisi

gosterilememistir.Polat ve ark. yaptigl bir calismada bas-boyun kanserli vakalarin
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kontrol grubuna gore bizim ¢alismamizdaki gibi daha yiksek Osteopontin dizeyleri
oldugu gozlenmistir. Ayrica sagkalim acisindan cerrahiye uygun hastalarin median
deger alti degere sahip olanlarin sagkalim acgisindan avantajli oldugu ancak
istatistiksel olarak anlamliliga ulasmadigl goézlenmistir (82). Cerrahiye uygun
olmayan veya cerrahi+adjuvan radyoterapi uygulanan hastalarda ise sagkalim
acisindan osteopontinin prognostik roli oldugu iddia edilmektedir (82). Bizim
¢alismamizda da median deger alti olan hastalar sagkalim agisindan daha avantajh
olsa da istatistiksel anlamlilik izlenmemistir. 578 adet evre 3-4 bas boyun kanserli
hastanin dahil edildigi bir baska ¢alismada da plazma osteopontin diizeylerinin genel
ve hastaliksiz sagkalim Gzerine herhangi bir prognostik etkisi olmadigi gosterilmistir
(118). Buna karsin Li ve ark. hem doku ekspresyonu hem de plazma diizeyi yliksek
olan hastalarin sagkalim ve uzak metastaz acisindan dezavantajli oldugunu 6ne
sirmistir (116). Ancak osteopontinin timor disinda yara iyilesmesi ve kemik
yapim-yikimi ile iliskisi goz 6nline alindiginda ve sagkalimi etkileyen bagka faktorler
distnildigiinde osteopontinin prognostik 6nemi acgisindan daha genis kapsaml ve
homojen hasta gruplari iceren prospektif calismalara ihtiyag vardir.

Endoglin (CD105) TGF-B reseptor kompleksinin Gyesi olan hicre membrani
glikoproteinidir. TGF-B ise proliferasyon, migrasyon ve differansiasyon lizerine olan
etkileriyle anjiyogenezin modilasyonunda rol alr (54). Endoglinin aktif
anjiyogenikaktivite gosteren endotelyal hiicreler spesifite gosterdigi ve tumor
damarlanmasi lzerine diger pan-endotelyal molekillere (CD31,CD34,Faktor VIII)
gore daha Ustin oldugu one sirilmistir (119). Daha 6nce yapilan bircok farkli
kanserlerdeki ¢alismalarda Endoglinin intratiiméral mikro damar yogunlugu (MDY)
lizerine énemli bir prognostik belirte¢ olabilecegi gdsterilmistir (53). intratiméral
MDY timorde meydana gelen anjiyogenezin yogunluguna isaret etmektedir. Bas
boyun kanserleri ve larinks kanseri Uzerine yapilan ¢alismalar incelendiginde bu
¢alismalarin immunohistokimya ile MDY degerlendirmesi etkilerini arastirdig
izlenmistir.

Zvrko ve ark. 80 larinks SCC'yi iceren hastada yaptiklari calismada yiksek endoglin
iliskili MDY’nin ileri T evresi, ileri hastalik evresi, rekiirrens ile pozitif korelasyonu
gosterilmistir (120). Yiksek Endoglin ekspresyonunun ayni zamanda hastaliksiz
sagkalim icin bagimsiz kotlu prognostik etkisi oldugu 6ne slrilmistir. Yiksek

endoglin ekspresyonu iliskili MDY’nin ileri hastalik evresi ve rekirrensle olan
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iliskisinin, supraglottik larinks kanserlerini inceleyen bir baska ¢alismada da devam
ettigi gozlenmistir (53). 2014 yilinda 65 yas Uzeri larinks kanserlerini inceleyen bir
baska calismada da yliksek endoglin ekspresyonun negatif prognostik etkisi teyid
edilmistir (121). Marioni ve ark. yaptiklari, larinks SCC hastalarini inceleyen 2006
yilina ait bir ¢alismada endoglin iligkili MDY’nin artmis lokal-bolgeselrekiransigin bir
belirteg olabilecegi 6ne surtlmustiir (49). Bizim ¢alismamizda ise lokal rekirrens ile
ilgili herhangi bir iliski gdsterilememistir. Szafarowski ve ark. opere edilen bas boyun
kanserli hastalari kontrol grubu ile karsilastirdiklari bir galismda ise MDY degerlerinin
saglikh gonullilere gore hasta grubunda anlamli olarak yiksek oldugunu
gostermistir (122). Ancak diger ¢alismalarda olan ileri evre ile olan pozitif korelasyon
burda negatif olarak izlenmistir. Bizim ¢alismamizda saglkli gonilliler ile hasta
grubu arasinda serum endoglin seviyeleri agisindan herhangi bir fark izlenmemistir.
Ayrica T evresi, N evresi, metastatik hastalik, hastalik evresi, rekiirrens durumu ile
herhangi bir iliski saptanmamistir. ROC analizi ile de anlamli sensitivite ve spesifite
degerleri bulunamadigindan sagkalim agisindan degerlendirme yapilmamistir.
Literatlirde imminohistokimyasal olarak endoglin kullanilarak yapilan MDY
degerlendirmesinin bas boyun ve larinks kanserlerinde klinik olarak anlamli
olabilecek etkilerine dair kanitlar mevcuttur. Bizim ¢alismamizda kullandigimiz ELISA
yonteminin kana dokiilme (shedding) ile kana gecen hlicre membran proteinlerini
tespit edebildigi g6z 6nine alindiginda, endoglin farkinin doku diizeyinde anlamh
oldugu sonucu cikarilabilir. Kullandigimiz yontem ile kana gegen anlaml olarak fazla
endoglin molekili olmadiginin tespiti ile ilerideki ¢alismalarin immunohistokimya
Uzerinden yapilmasinin daha faydali olabilecegi 6nerilebilir.

Angiogenin vaskiiler endotel hiicrelerine affinitesi olan, etki géstermesi icin
nikleusta akiimile olmasi gereken bir ribonilikleaz ailesi Uyesidir. Anjiyogenezin
potent bir stimilatoridir ve hipoksik ortamda ifadelenmesi artarak tiimoriin artan
boyutu icin kompanzasyon saglar(123, 124). Literatiirdeki bas boyun kanserleri ve
larinks kanseri Ozelindeki c¢alismalarin blyik c¢ogunlugunda imminohistokimya
methodu kullanilmistir.  Marioni ve ark. yaptigl bir c¢alismada angiogenin
ekspresyonunun TNM evresi ve hastalik evresi ile herhangi bir anlamli korelasyonu
gosterilememis ancak reklrrens ve azalmis hastaliksiz sagkalim ile iliskisi
bulunmustur(125). Ayni ekibin 2011 yilinda yaptiklari baska bir calismada ise sadece

N evresi ile anlamli iliski gbzlenmis ve diger tim klinikopatolojik ve sagkalim ile iliskili
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parametrelerde korelasyon izlenmemistir(123). Yine ayni ekibin 2013 yilinda agik
parsiyel larinjektomi gegiren hastalarda yaptiklari bir ¢alismada, angiogenin
ekspresyonunun T evresi, N evresi, hastaliksiz sagkalim ve rekiirrensle herhangi bir
iliskisi gdozlenmemistir(35). 2015 yilinda 76 laringeal SCC olan hastayi inceleyen bir
baska calismada ise vylksek angiogenin ekspresyonunun artmis lokorejyonel
rekiirrens risk ve azalmis hastaliksiz sagkalm ile iliskisi g&zlenmistir(46). Bizim
¢alismamizda ise angiogeninin hasta grubu ile kontroller arasinda anlamh olarak fark
izlenmemistir. Literatlirdeki yukarida sunulan bazi calismalara benzer sekilde T ve N
evresi, rekirrens ve metastatik hastalikla herhangi bir iliski gosterilememistir.
Hastalilk tanisinda ROC analizi sonunda angiogenin yine anlamh dizeye
ulasmamistir. Yapilan c¢alismalarda c¢ogunlukla imminohistokimya kullaniimasi
nedeniyle bizim g¢alismamizla arasinda metod farki mevcuttur ve hasta gruplari
heterojendir. Metod olarak bizim c¢alismamiza benzer sekilde bas boyun kanserli
hastalarda kanda dolasan anjiyogenikmolekillerin kontrol grubuyla karsilastirildigi
2002 yilina ait bir ¢alismada ise, bizim galismamizda oldugu gibi kandaki angiogenin
seviyesinin hasta ve kontrol grubuyla farki izlenmemistir(126). Ayrica TNM evresi ve
timor derecesi ile yine calismamiza benzer sekilde iliski gézlenmemistir. ilging
olarak rekirrensi olan vakalarda angiogenin seviyesi anlamlh olarak daha dusuk
olarak bulunmustur ve bu durum, bizim ¢alismamiz da dahil, yukarida ifade edilen
bazi ¢alismalarla farklihk gdstermektedir. Angiogeninin kan diizeyinin belirgin olarak
farklihk gostermemesi, etkisinin daha ¢ok parakrin veya otokrin olarak goraldigi ve

kanda dokiilme(shedding) etkisi ile belirgin olarak farkl olmadigi spekiile edilebilir.

VEGF anjiyogenez ve vaskiiler permeabilitenin major regilatori olup, bas
boyun kanserleri patogenezinde énemli rol oynamaktadir (127, 128). VEGF bir sinyal
proteini olup anjiyogenezin ana stimulatoridir(129). Hem embriyolojik hayatta hem
de daha sonrasinda fizyolojik ve patolojik durumlarda rol oynamaktadir (129).
Hipoksinin VEGF ekspresyonunu artirdig bilinmektedir ve bu durum timorlerin
icindeki nekrotik ve hipoksik alanlarin icinde olmaktadir(130). Bas boyun SCC'lerinin
%90’Indan fazlasi VEGF ve onun reseptorleri olan VEGFR1-3'li eksprese ederler(127,
128). VEGF ekspresyonunu hipoksi haricinde sitokinler,onkogenler ve timor

supresor genler de regiile ederler(131). Aktif VEGF'nin reglilasyonu ise ¢ozilinebilen
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VEGFR-1 tarafindan ligandi yakalama(trapping) ile saglanir(132). sVEGFR-1 fizyolojik
kosullarda (6rn. egzersiz) artip egzersiz sirasinda artmis olan VEGF diizeyini normale
getirdigi gibi patolojik kosullarda (6rn. kanser) VEGF ile birlikte eksprese olabilir(133-
136). VEGF ile bas boyun tiimérlerinin iligkisi literatlirde geliskilidir(137, 138). Sullu
ve ark. imminohistokimya kullanarak yaptiklari larinks kanserlerini inceleyen bir
calismada VEGF'nin timor capi, timor differansiasyonu ve lenf nodu metastazi gibi
klinikopatolojik timor ozellikleri ile anlamli iligkili oldugu gosterilmistir(139). Bizim
¢alismamiz ve bazi diger calismalarda ise herhangi bir klinikopatolojik bulgu ile VEGF
korelasyonugosterilememistir(137). 2012 vyilinda vyapilan bas boyun kanserli
hastalarin normal kontrollerle karsilastirildigi bir calismada hem plazma VEGF hem
de plazma sVEGFR-1 diizeyinin bas boyun kanserli hastalarda anlamli olarak daha
yuksek oldugu gosterilmistir(140). Bu bulgular bizim yaptigimiz calismada da teyid
edilmistir. Larinks kanserlerini inceleyen bir baska ¢alismada erken evre ve ileri evre
timorlerde VEGF duzeyleri acgisindan fark gosterilememistir(141). Yine larinks
kanserli hastalari imminohistokimya ile inceleyen 2018 yilina ait bir calismada ise
VEGF'nin erken evre tumorlerde prognostik oldugu ileri evrede ise prognostik
oneminin olmadigl bulunmustur. Ayrica N evresi ile iliski gosterilememistir(142).
Bonhin ve ark. ileri evre larinks kanseri olan olgularda VEGF ile lenf nodu metastazi
arasinda herhangi bir iliski gosterememistir(143). Wang ve ark. ise larinks
kanserinde VEGF ile lenf nodu metastazi arasinda iliski gostermistir(144). Bizim
calismamizda ise hastallk evresi ve N evresi ile VEGF arasinda bir iliski
gosterilememistir. Bu bulgular literatiirdeki bazi yayinlarla uyumludur ancak hali

hazirda konu hakkinda geliskiler devam etmektedir.

VEGF ile reseptorlerin iliskisinin daha 6nce timor ve stromal hiicrelerden
salinan VEGF’nin parakrin etkisi ile oldugu distnilmekteydi. Ancak Tong ve ark. bas
boyun tiimor hiicresinin otokrin etki ile VEGF\VEGFR aksini aktive edebildigini ve bu
sayede proliferasyon ve invaziv fenotip kazandigini  gostermistir(145).
imminohistokimyasal olarak yapilan bir calismada yiiksek VEGF ekspresyonunun
yiksek VEGFR?2 ile korelasyon gosterdigi ancak VEGFR-1 ile korelasyon gostermedigi,
yiuksek VEGFR1’'in ise VEGFR2 ile korele oldugu gosterilmistir (146). Bizim
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¢alismamizda da benzer sekilde VEGF'nin VEGFR-2 ile korelasyon gosterdigi ancak
VEGFR-1 ile korele olmadigi bulunmustur. Onceki calismalardaki VEGFR1 ile 2
arasindaki anlamh korelasyon bizim g¢alismamizda gosterilememistir. VEGFR
ekspresyonu hem metastaz ve kotli prognozla buna karsit olarak hem de iyi
prognozla iliskilendirilmistir(147-151). Bas boyun kanserlerinde VEGFR1 ve 3 kot
prognoz, tumor rekirrensi ve lenf nodu metastazi ile iligkiliyken VEGFR2 invazivlik ile
iliskili oldugu 6ne strtilmektedir(152, 153). Bas boyun hiicre kiltlriinde epigenetik
degisiklikleri inceleyen Misawa ve ark. yaptigi bir ¢alismada VEGFR1-3 mRNA
dizeylerinin normal dokuya gére anlamli olarak yiksek oldugu gosterilmistir (154).
Genetik diizeydeki bu fark bizim c¢alismada da in vivo kan dizeylerinde anlamh
olarak yliksek gorilmustir. In vivo ve in vitro hiicre kiltira kullanilarak yapilan bir
baska calismada ise VEGFR2 ortadan kaldiriimasiyla (knock-down) ile bas boyun
kanseri tumor hicrelerinin invazyon ve migrasyon kapasitelerinin azaldigi
gosterilmistir ve bu durumun metastazda kritik rol oynayabilecegi 06ne
siriilmektedir(155). In vitro yapilan baska bir calismada da VEGFR1-3 genlerinde
mutasyon olan vakalarin genel sagkallim oranlarinin daha disik oldugu
gosterilmistir(156). Bizim calismamizda sVEGFR-1'in lokalrekirans ile iliskili oldugu
ve ayrica bulunan esik deger Ustlindeki hastalarin anlamli olarak ileri evre oldugu
gosterilmistir. Bunun yaninda istatistiksel anlamliliga ulasmasa da sVEGFR-1 esik
deger Ustundeki hastalarin sagkalimi daha kotiidir. Pentheroudakis ve ark. yaptigi
calismada da yiksek sVEGFR-1 mRNA diizeyi olan hastalarin hem hastaliksiz
sagkalim hem de genel sagkalim oranlarinin daha disik oldugu gosterilmistir(157).
Ayrica bizim calismamiza benzer sekilde sVEGFR-1 yliksek tiimorlerin lokorejyonal
relaps ile iliskili oldugu gorilmuistir(157). Median deger (stiindeki VEGFR-2
degerleri olan hastalar calismamizda genel sagkalimda daha iyi olarak bulunmustur.
Bu bulgular yiksek VEGFR-2 ile sagkalim acisindan literatirdekibazi calismalarla
celismektedir(146).
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6.SONUCLAR ve ONERILER

1) OPN, VEGF, sVEGFR-1, VEGFR-2, IGFBP-3 serum dizeyleri larinks SCC hasta

grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak daha yulksektir.

2 ) CD105ve ANGserum diizeylerinde hasta grubu ve kontrol grubu arasinda fark

izlenmemistir.

3 ) TNM evresi ve klinik evre ile herhangi bir biyobelirte¢ adaylr molekil arasinda

anlamli fark izlenmemistir.

4) Hasta grubunda lokal rekirrens 10 vakada (%16,6) izlenmistir. Osteopontin ve
SVEGFR-1 dizeyleri lokal rekiirrensi olan vakalarda anlamli olarak yliksektir. Diger

molekdllerle anlaml bir iliski saptanamamustir.

5 ) Tanisal duyarlilik ve 6zgulliik agisindan %80’in Uzerine gikan tek molekil IGFBP-3
olmustur. Angiogenin ve endoglin istatistiksel anlamhlliga ulasmamistir. Diger
molekdullerin duyarhlik ve 6zgullik arahg %65-78 arasinda degismektedir. Bu haliyle

klinikte kullanim agisindan IGFBP-3 umut vaad etmektedir.

6 )VEGF incelendiginde esik degerin Ustinde olanlarin anlamli derecede ileri evrede
oldugu gorilmustir. sVEGFR-1 ‘in esik degeri Ustlindeki hastalarin anlamli derecede
T evresinin ileri oldugu ve rekirrens oraninin daha yiksek oldugu gorilmustir.
SVEGFR-1 ‘in hem rekiirrens olan vakalarda yliksek olmasi ve esik deger Ustlindeki
vakalarda daha yiiksek rekirans izlenmesi takipte hedeflenmesi gereken bir molekiil

olabilecegini isaret etmektedir.
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7 ) 1 yilhk ve 2 yillik sagkalim orani sirasiyla %92 ve %85,5 olarak bulunmustur.
SVEGFR-1'in esik deger Ustu degerleri VEGFR-2'nin ise median deger altindaki
degerleri sagkalim agisindan kot prognostik etkiye sahiptir. Bu molekillerin
degerlendirilmesinin  sagkalim  agisindan  prognostik  6nemi  olabilecegi

degerlendirilmektedir.
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