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1. GIRIS VE AMAC

Bas boyun kanserlerinin olusma mekanizmasi pek ¢ok faktoriin dinamik
etkilesimi sonucu gelisen karmasik bir siirectir. Bag boyun kanserli olgularin
%90’1nda bilinen karsinojenlere maruziyet mevcuttur. Bu karsinojenlerin basinda
tiitlin ve alkol bulunmaktadir. Herseye ragmen bas boyun kanseri olgularinin %5-
10’unun etiyolojisini bilinen risk faktorleri agiklayamamaktadir.

Inflamasyon doku hasarlarma veya enfeksiyonlara karsi olusturulan
lokalize koruyucu reaksiyonlar olarak bilinmesine ragmen, cesitli kanser tiirlerinin
de dahil oldugu bir ¢ok hastalikta rolii olduguna inanilmaktadir. Akut inflamasyon
savunma cevabinin bir pargasi iken, kronik inflamasyon kansere, diyabete,
kardiyovaskiiler, pulmoner ve norolojik hastaliklara neden olabilmektedir. Birgok
proinflamatuar gen {riiniiniin apoptozisin baskilanmasinda, proliferasyonda,
anjiogeneziste, invazyonda ve metastazda kritik roller {istlendikleri
tanimlanmustir.

Siklooksijenaz—2 (COX-2) ve indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
genleri ile ¢esitli aragidonat lipoksijenaz (ALOX) genleri inflamasyon siirecine
etkileri bakimindan 6nemli roller iistlenirler. COX-2 ve ALOX enzimleri 20 C’lu
bir yag asiti olan arasidonik asiti, inflamasyonun gelisim siirecine katkida bulunan
cesitli biyoaktif metabolitlere doniistiiriirler. Ayrica iNOS ve dolayisiyla {iriinti
olan nitrik oksit inflamasyonun bazi agsamalarinda etkindir.

Calismamizin amaci ¢esitli inflamatuar hastaliklarda etkileri kanitlanmis

olan COX-2, iNOS ve ALOXI12 genlerinin, bas boyun yassi epitel hiicreli



karsinomlardaki ekspresyon diizeylerinin ve karsinogenezdeki potansiyel

rollerinin belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. BAS BOYUN BOLGESININ ILGILI ANATOMISI

2.1.1. Larenks Anatomisi

Larenks hava yollarinin korunmasi, respirasyon ve fonasyon gibi gorevleri
olan, boyunda orta hatta dil kokiiyle trakea arasinda yer alan, kikirdak iskelet
lizerine membranlar, ligamanlar ve kaslarin yerlesmesiyle olusmus bir organdir.
Embriyolojik olarak intrauterin hayatin dordiincli ve onuncu haftalar1 arasinda
gelismeye baslar. 4. ve 5. brankiyal arklardan gelisir. Dogumda C3-C4 vertebralar
arasindayken eriskin erkekte C3—7, kadinda C3—6 vertebralar arasma yerlesir.'
Boyutu yasa ve cinsiyete gore degiskenlik gosteren birbirine ligaman ve
membanlarla bagli mobil bir organdir.? Larenksin iskelet catist hyoid kemik ve
kikirdaklar tarafindan olusturulur. Larenksin kikirdaklar tek olarak tiroid, krikoid
ve epiglot ve cift olarak da aritenoid, kuneiform ve kornikulat kikirdaklari igerir.
Larenksin membranlarini tirohyoid, kuandrangiiler ve krikovokal membranlar
(konus elastikus) olusturur. Larenks, farenksle iligkili olan larengeal giristen
trakea ile devam eden krikoid kikirdak alt kenarna kadar devam eder. Vokal
kordlar larenksi supraglottik, glottik ve subglottik bolgeler olmak iizere {i¢

bslgeye ayurir.”

2.1.2. Oral Kavitenin Anatomisi
Oral kavite, deri-vermilyon birlesim hattindan baglayip {istte sert damagin

ve yumusak damagin birlesme noktasina, altta sirkiimvallat papillalara kadar



uzanan bolgedir. Dudaklari, bukkal mukozay, list ve alt alveolar sirt1, retromolar
ticgeni, dilin on {igte ikisini (oral dil), ag1z tabanin1 ve sert damagi igine alir.

Sert damak anterior nazal ¢atiyr oral kaviteden ayirir ve agzin tavanini
olusturur. Sert damagin mukozasi ve periostu birbirine sikica yapisiktir.

Retromolar tliggen, tabani son molar disin distal ylizeyinden posterior
mandibular alveol boyunca uzanan, apeksi maksiller kabartida bulunan bir
ticgensel bolgedir. Ucgenin lateral sinir1 oblik olarak superior ve laterale dogru
koronoid c¢ikintiya uzanir. Medyal bacagi anterior tonsil plikasi ile birlesir.
Buradaki mukoza mandibulanin ¢ikan koluna sikica yapistigi icin kanserler
siklikla mandibulay1 invaze ederler.

Sulkus terminalis dili ticte ikisi 6nde ve {icte biri arkada kalacak sekilde
ikiye ayirir. On (hareketli) dil oral kavitenin, arka {icte bir (kok) orofarinksin bir
parcasidir. Dilin eksternal kaslar1 {i¢ c¢ift kas grubundan olusur; hiyoglossus,
stiloglossus, genioglossus. Bu kaslar i¢ kaslarla birlikte ¢aligsarak artikiilasyona ve
yutmaya yardimci olurlar. Dilin biiyiik kismini transvers ve vertikal kas gruplari
olusturur.

Ag1z taban1 mandibular alveol ve dil arasina yerlesmistir. Arkada anterior
tonsil plikasina uzanir. Agiz tabani lingual frenulumun her iki yanindaki Wharton
kanali (submandibuler bez) agzi tarafindan delinir. Sublingual bez ¢ifti mandibula

ile hiyoglossus kaslar1 arasinda milohiyoid kas1 iizerine otururlar.



2.1.3. Dudak Anatomisi

Dudaklar oral kavitenin 6n sinirin1 olusturur. Ust ve alt dudaklar birleserek
mobil bir sfinkter olustururlar ve bu sekilde agizdaki sivilarin disar1 dokiilmesini
onleyip, c¢igneme, yutma ve artikiilasyonda 6nemli rol oynarlar. Dudaklar ayni
zamanda gorliniim ve yiiz anlatimin1 saglayarak da estetik yonden Snemlidir.
Dudaklarda mukozanin bitip yiiz derisinin bagladigi hat olan vermilyon {ist
dudakta daha uzundur.

Orbikularis oris kas1 dudak i¢inde yer alan ve oral kaviteyi ¢evreleyen bir
sfinkter gibi gorev goriir. Ust dudakta bu kas nerdeyse kolumellaya kadar ¢ikar ve
anterior nazal spine yapisir. Asagida ise mental kas ile karisarak ¢ene kivrimini
olusturur. Bu kasin lateral derin yiizeyine birgok fasiyal mimik kas yapisir ve bu
kaslar oral kompetans ile ¢ok cesitli dudak hareketlerinin yapimin1 saglar.
Orbikularis oris kasinin derin kismimi altinda bir¢ok minér tiikriik bezi olan

gevsek agiz mukozasi kaplar.

2.1.4. Orofarenksin Anatomisi

Orofarenks, nazofarenksi ve oral kaviteyi hipofarenkse baglayan farenksin
orta kismidir. Sert damak seviyesinden hiyoid seviyesine kadar uzanir. Anteriorda
oral kaviteye acilir ve 6n smirim1 sirkumvallat papilla, anterior tonsil plikalar1 ve
sert damak-yumusak damak bileskesi olusturur. Orofarenks klinik olarak
orofarenks lateral duvar1 veya tonsil bolgesi, posterior duvar, dil kokii ve yumusak

damak boliimlerine ayrilir.



Palatin tonsil, tonsil fossasina yerlesmistir ve varsa tonsilin derinine inen
kor epitel tiibiillerinden olusan kriptlerle dolu diizensiz ylizeye sahiptir. Yumusak
damak posteriora ve asagiya dogru orofarenkse uzanan fibromuskuler yapidir.
Tensor veli palatini, levator veli palatini, uvula kaslar1 ve palatofarengeal kaslar
tarafindan olusmustur. Dil kokii orofarenksin anteriorunda yer alir ve sirkumvallat
papilladan farengoepiglottik ve glossoepiglottik kivrimlara kadar uzanir. Lingual
tonsiller her iki tarafin da lateralinde yiizeyel olarak uzanir ve mukoza yiizeyinin
diizensiz olmasina neden olur.

Orofarenks 1ii¢ taraftan potansiyel fasyal bosluklarla ¢evrilmistir.
Retrofarengeal bosluk, farenksin bukkofarengeal fasyasi ile prevertebral fasyanin
alar tabakasi arasinda uzanan gevsek bag dokusu bolgesidir. Kafa tabanindan
superior mediastene kadar uzanir ve lateralde parafarengeal boslukla iligkilidir.
Parafarengeal bosluk kafa tabanindan hiyoid kemigin biiyiilk boynuzuna kadar
uzanan fasyal planlar tarafindan olusturulur ve farengeal duvarlarin lateralinde

bulunur.

2.1.5. Hipofarenksin Anatomisi

Hipofarenks hiyoid kemik seviyesinden krikoid kikirdgin alt sinirina kadar
uzanir. Ustte orofarenks, altta dsofagus ile devamlilik gosterir. Ug alt birime
ayrilir: lateralde piriform siniisler, posteriorda farengeal duvar, anteriorda
postkrikoid bolge. Piriform siniis superiorda faringoepiglotik kivrimdan inferiorda
gercek vokal kord seviyesine uzanir. Lateral smirlarmi tiroid kikirdak ve

tirohiyoid membran olusturur. Medyal smirlarim1 larenks olusturur. Postkrikoid



bolge aritenoidlerin posterior yiiziinden krikoid kikirdagin inferior kenaria dogru

tiimseklik yapar ve hipofarenksin anterior sinirini1 olusturur.

2.2. Kanser

Yasam, dogma, biliylime ve Olim olarak tanimlanan bir dongiidiir.
Organizma yasam dongiisiine dahil olduktan sonra, hiicrelerin diizenli ve
kontrollii bir bicimde ¢ogalma siireci biiyiime olarak tanimlanmaktadir. Bu siiregte
ortaya cikabilecek bazi diizensizlikler, kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden
olabilmekte ve organizmadaki bu kontrolsiiz c¢ogalma siireci, fizyolojik
bozukluklar olarak tanimlanan tiimoérlerin olusumuna sebep olmaktadir.

“Neoplazinin sozciik anlami “yeni biiyiime”dir. Willis, neoplazmi
“normal dokuyu asan ve onunla koordine olmayan, degisime yol agan uyari
durduktan sonra bile ayni sekilde asir1 biliylimeye devam eden anormal doku
kitlesi” olarak tamimlar. * Esas olarak biitiin neoplazmlarin kdkeni normal biiyiime
kontrollerine cevabin kaybidir.

Bir tiimoriin mikroskopik ve makroskopik ozellikleri ile nispeten sessiz
kabul edildiginde, yani lokalize kalacagi, diger bolgelere yayilmayacagi ve bu
nedenle lokal cerrahi ¢ikarilma ile hastanin sag kalacagi diisiiniiliirse “benign”
oldugu sdylenir. Malign tiimorler topluca kanser olarak adlandirilir. Latince
“yengec” kelimesinden gelir-viicudun herhangi bir pargasina yengeg gibi inatci bir
sekilde yapisir. “Malign” olarak degerlendirilen neoplazm, komsu yapilara
yayilan, onlar1 harap eden ve uzak bolgelere yayilarak (metastaz) 6liime yol agan

lezyondur. *



Kanser, hiicrenin hiicre siklusundaki diizenleyici kontrolii kaybetmesiyle
ve ¢evreden gelen sinyallerden bagimsiz cogalma kabiliyeti kazanmasiyla
gelismektedir. 1950°lerin ortalarinda hiicresel fonksiyonu kontrol eden ve bilgi
akisini saglayan unsurlarin DNA ve RNA ile ilgili olarak genler oldugu kesfedildi.
Kanser hiicrelerinde gelisen kalici ve kalitsal nitelikteki degisikliklerinde genlerle
ilgili oldugu anlasildi. Mutajen olabilecegi diisiiniilen pek ¢ok karsinojen ajan ve
metaboliti kesfedildi. Kanser gelisimi ile ilgili calismalar kanserin ¢ok basamakli
bir siire¢ oldugunu gosterdi.

Hiicre kontroliiniin bozulmasi siireci kanser cinslerine gore degiskenlik
gostermekle birlikte ortalama 15- 20 yildir. Diinyadaki en karmasik hastaliklardan
biri olan kanserin iki ylizden fazla ¢esidi oldugu belirtilmektedir. Kanserler koken
aldiklar1 doku ve organlara gore isimlendirilirler. Belirti, bulgu ve tedavileri de
kanserin cinsine gore degismektedir. Kanser hiicrelerinin normal hiicreler kadar
giiclii baglarin olmadig1 tespit edilmistir. Bu, kanser hiicrelerinin diger
hiicrelerden ayrilmasma, kan ve lenfatik sistem yoluyla viicudun baska
bolgelerine yayilmasina sebep olur ve bu duruma metastaz adi verilir. Anormal
bicimde ¢ogalan ve yayilan bu hiicreler bulunduklar1 yerdeki doku ve organlari

isgal ederek bu bolgelerin gorevlerini engellerler.

2.3. Bas Boyun Kanserlerinin Epidemiyolojisi
Oral kavite, tiikriik bezleri, paranazal siniisler, nazal kavite, orofarenks,
nazofarenks, hipofarenks ve larenksteki kanserler topluca bas boyun kanserleri

olarak adlandirilmaktadir. Bas boyun kanserlerinin %90°1 iist solunum yolu ve iist



sindirim yolu mukozasindaki yassi epitelden kaynaklanir. Bu yiizden bas boyun
kanserleri ifadesinden genellikle bas boyun yassi epitel hiicreli kanserleri
anlagilmaktadir. Bu bolgedeki diger organlardan tiroid ve tiikriik bezleri, kemik,
kikirdak, kas, sinir ve yumusak dokulardan kaynaklanan tiimorler %5-15
oraninda goriiliir. *’ Larenks kanserleri bas boyun kanserlerinin en sik goriilenidir.
Tiim kanserlerin %2’sini olusturur. **

Bas boyun kanseri tiim kanser olgularinin %6’sin1 olusturur. Diinya
capinda yilda 650000 yeni bas boyun kanseri olgusu ve bas boyun kanseri

1% Bag boyun kanserleri diinya capinda

nedeniyle 350000 oliim goriilmektedir.
besinci en sik kanser tipi ve kanserle iligkili 6liim sebebidir. ' En yiiksek insidans
gelismekte olan iilkelerde mevcuttur. '> Her yiiz bin kisiden bas boyun
kanserlerine yakalanma oram1 ABD’de 10, Ingiltere’de 4, iskandinav iilkelerinde
1, Bati Avrupa ve Giiney Amerika iilkelerinde ise 15-20 kisidir. “'*> 2003 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) bas-boyun kanserlerine ait 37.000 yeni
vaka ve 12.000 adet 6liim gerceklesmistir. 42007 yilinda ABD’de bas boyun
kanserlerinde tahmini 45660 yeni olgu ve 11210 lim olmustur. '

Bas boyun kanserlerinin insidansi yas ile artmaktadir. Avrupa’da
hastalarin %981 40 yas iizerindedir. '® Tam1 i¢in medyan yas1 60’tir. '“'" Bununla
birlikte bas boyun kanserlerinin insidansi geng¢ erigkinlerde artmaktadir. 18,19
Gegtigimiz 1ki dekatta bas boyun kanserinin insidansinda hafif bir azalma
saptanirken 17 dil kékii ve tonsil kanseri insidansinda artig belirtilmistir.

Erkeklere kiyasla bas boyun kanserleri kadinlarda daha nadirdir. ABD’de

erkeklerdeki kanserlerin %8,5’ini, kadinlardaki kanserlerin ise %3,2’sini bas



boyun kanserleri olusturmaktadir. *° Erkek kadin oram genel olarak 1.5:1°dir. *!
Ozellikle gelismis iilkelerde erkekler kadinlardan daha fazla etkilenmektedir ve bu
oran 10:1’¢ kadar ¢ikmaktadir. ** Anatomik bolgeye gore de erkek kadin orani
degismektedir. Ornegin Avrupa’da farengeal kanser olgularinin %85’inden fazlasi
ve larengeal kanserlerin %92’sinden fazlasi erkeklerde olmaktadir. > Bas boyun
kanserleri i¢in 5 yillik sag kalim oran1 %64’tlir. En yiiksek sag kalim oranm1 %91
ile dudak kanseridir. En diisiik sag kalim oram %31 ile hipofarenks kanseridir. *'
Bas-boyun kanserlerinin anatomik lokalizasyonlar1 da ¢esitli lilkelere gore
degiskenlik gosterir. Fransa’da hipofarenks kanserleri, Italya ve Ispanya’da
supraglottik kanserler daha ¢ok izlenir. "> Cin’de bas boyun kanserleri tiim
kanserlerin yaklasik %45’ini olusturmaktadir. Bas-boyun kanserlerinin farkli
cografik bolgelerde ve iilkelerde degisik oranlarda goriilmesi; irklarin genetik
ozellikleri, cevre Kkirliligi, beslenme aliskanliklari, hijyen, alkol ve tiitiin

aligkanlig1 gibi ¢esitli faktorlere baglanabilir.

2.4. Bas boyun kanserlerinde Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Bas boyun kanserlerinin olusma mekanizmasi pek ¢ok faktoriin dinamik
etkilesimi sonucu gelisen kompleks bir siiregtir. Bag boyun kanserli olgularin
%90’1nda bilinen karsinojenlere maruziyet mevcuttur. Bu karsinojenlerin basinda
tiitin bulunmaktadir. Alkol tiitiin kullaniminin karsinojen etkisini arttiran en
onemli faktordiir. Diger onemli etiyolojik faktorler ise virlisler, genetik yatkinlik,

hava kirliligi, radyasyon maruziyeti ve diyettir. 2****
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2.4.1. Tiitiin kullanim

Tiitlin bas boyun bdlgesindeki kanserlerin ¢cogunda risk faktoriidiir: oral
kavite, farenks, larenks, 6zefagus. Avrupa Birligi’nde oral kanserlerin erkeklerde
%601 kadinlarda %30’u sadece sigara kullanimina bagli oldugu tespit edilmistir.
%3 Tiitiin {iretimi ve tiitiiniin iglenmesi asamalarinda kullanilan katki maddeleriyle
birlikte sigarada 4000’den fazla bilesik oldugu saptanmistir. Deneysel
caligmalarda bu bilesiklerden en az 70’inin karsinojen etkisinin oldugu
gosterilmistir. *° Bu karsinojenler arasinda polisiklik hidrokarbonlar, heterosiklik
aromatik hidrokarbonlar, aldehitler, N-nitrozaminler yer alir. '' Siyah ve sari
tiitinde konsantrasyonlar1 farkli oldugu i¢in (siyah tiitiinde yiiksek seviyede N-
nitrozamin ve aromatik aminler bulunur) bag boyun kanseri gelisme riski tiikketime
baghdir. Mevcut calismalarda siyah tiitiinle iligkili farengeal, larengeal ve
Osofageal kanser riskinin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir. Sigaranin giinliik
igme miktar1 ve igme stiresi kanser gelisiminde 6nemlidir. Katranin yanmasi ile
aciga cikan metilkolantren, benzopiren ve benzantrasen gibi maddeler DNA’ya
baglanarak hasara neden olurlar. *’

Uzun siire sigara i¢ilmesi mukozalarda morfolojik degisikliklere neden
olur. Sigara igme durdurulursa bu degisiklikler geri donebilir. Yapilan bir
calismada oral kavite kanseri teshisi konmus hastalardan sigara kullanmaya
devam edenlerde mukozal irritasyon siirdiigii icin %40 oraninda sekonder iist
solunum ve sindirim yolu malignitesi, ancak sigara kullanmay1 birakanlarda %6

oraninda sekonder malignensi gelistigi rapor edilmistir. **
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Oral kavite kanserindeki risk tiitiin kullaniminin miktar1 ve siiresi ile
artmaktadir. Bir caligmada sigara i¢gmeyenlerle karsilastirildiginda giinde 1-5
sigara icen erkeklerde 4.8 ve 11 veya daha fazla sigara icenlerde 8.1 rolatif risk
tespit edilmistir.  Aym calismada 10 yil veya daha fazla sigara kullanan erkekler
giinde 11-20 sigara igenlerdeki 7.3’liikk rolatif risk 30 veya daha fazla sigara
igenlerde 16.5’¢ yiikselmistir. Alkol kullanmayan ve giinde 40 veya daha fazla
sigara kullananlarda oral ve farengeal kanser i¢in rdlatif risk 3.7 iken ayni
miktarda sigara kullanan ve belli miktarda giinliik alkol kullananlarda 6.4 olarak
tespit edilmis. Rothman ve ark. *° icilen sigara miktar: ile larengeal kanser

arasinda lineer pozitif iliski bulmuslardir.

2.4.2. Alkol Kullanim

Sigara bag boyun kanseri olusumunda major risk faktorii olmakla birlikte
ABD’de bas boyun kanserli olgularin %75’inde alkol kullaniminin da oldugu
bildirilmistir. *'~** Ust hava-sindirim yolu kanser riski alkol kullananlarda sigara
kullanim1 kontrol edildiginde bile yiiksektir. Hayatinin hi¢bir doneminde sigara
kullanmamis ve onemli derecede alkol kullananlarda (gilinde ii¢ kadeh veya daha
fazla) bag boyun kanseri riskinde artig bildirilmistir.** Bazi ¢alismalar fazla alkol
tiiketiminin tiim sigara igme diizeylerinde riski arttirdigin1 gdstermektedir. >+

Alkol ve tiitiini metabolize eden enzimlerindeki secilmis gen
polimorfizmleri ile artmis bas boyun kanseri riski arasinda baglant1 kurulmaktadir.

3336 1 jeber’’, alkoliin agir1 kullanimmin ve alkolle iligkili hastaliklarin kanser

olusturmasindaki muhtemel mekanizmalar1 su sekilde toplamistir:
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1.  Direkt temas sonucu olusan lokal etki
2. Alkolli igeceklerde diisiik seviyelerde karsinojen bulunmasi
(polisiklik hidrokarbonlar, asbest lifleri, nitrozaminler)
3. Sekonder karsinojenleri aktive eden mikrozomal enzimlerin
indiiksiyonu
4.  Etanol ve metabolitlerinin sebep oldugu hiicresel hasar
5. Asin alkol kullaniminin sebep oldugu beslenme bozuklugu
Alkoliin kanserojen etkisi ozellikle dil, agiz tabani, vallekula, piriform
sinlis ve servikal 6zefagus kanserlerinde belirgindir. Oral kavite kanseri gelisen
hastalarin %75-80’1nin alkol kullandig: tespit edilmistir. Alkol kullananlarda oral
kavite kanseri riski 6 kat artmistir. * Sigara kullanimi sonrasi larenksin tim
bolgelerinde kanser gelisme riski artarken alkol kullanimi sonucu yalnizca
supraglottik larenkste kanser gelisme riski artar.
Sigara ve alkoliin etkilerinin sinerjistik oldugu yani, her iki ajanin ayr1 ayri
kullanimlarinda ortaya ¢ikan risk artisinin toplam risklerinden daha fazla oldugu
bildirilmektedir. **** Alkol ve sigara kullamm tek baslarina riski 2-3 kat

arttirirken birlestiklerinde risk 15 kattan fazla artmaktadir. '®

2.4.3. Viriisler

Belirli bas boyun kanserlerinin gelismesinde HPV’nin rolii oldugu 6ne
siiriilmektedir.”” Human papilloma viriisiiniin (HPV) oral mukozada proliferatif
yass1 epitel lezyonlarina yol actig1r ve bu lezyonlarinda oral mukozada kanser

olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle tip 16 ve 18 olmak iizere HPV nin
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orofarengeal kanserlerin %25°1 ile iliskili oldugu bildirilmistir. ***' Tamoér
spesimenlerinde virlisiin varliglr virlisiin tek basina nedensel rol oldugunu
dogrulamaz, etiyolojik rol ek klinik ve molekiiler veri ile anlasilabilir. HPV
pozitif orofarengeal kanser hastalar1 farkli bir grup olustururlar. Bu hastalar
siklikla sigara kullanmazlar ve kotii diferansiye yassi hiicre histolojisi olan geng
hastalardir. Bu grubun diger farkl 6zellikleri arasinda fazla cinsel partnere sahip
olma, ilk cinsel iliskinin gen¢ yasta olmasi ve oral seks hikayesi yer alabilir. **
Ebstein Bar virlisiiniin (EBV) nazofarengeal karsinomun gelisme
basamaklarinda rol oynadigi bilinmektedir. Diger bas-boyun kanserli hastalarda
olmamasina ragmen nazofarenks kanserli hastalarin serumunda EBV antikorlari
saptanmistir. Cocukluk yaglarinda gecirilen enfeksiy6z mononiikleoz sirasinda
virlistin niikleer antijen ve latent membran proteinleri iireterek nazofarenks
epitelinde biiylimeyi uyardigi, yeni hiicrelerde viral genomun replikasyonunu ve

viriisiin dagilimini etkiledigi gosterilmistir. **

2.4.4. Diyet

Diyet, alkol ve sigaradan bagimsiz olarak bas boyun kanserlerinde risk
faktoriidiir. Beslenme yetersizligi ve dengesizligi Avrupa’da %10-15’e kadar
nedensel rol oynayabilmektedir, fakat belirli bir diyet bileseninin eksikligi ile
kanser riski iliskisi celiskilidir. ** Epidemiyolojik ¢alismalar beta karoten ve A
vitaminin epitelyal neoplazmlara karsi koruyucu oldugunu gdstermektedir.
Yaklasik 500 karotenoidin koruyucu rolii yaninda karotenden zengin besinlerdeki

diger maddelerin de koruyucu etkide rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Sebzeden
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(6zellikle karotenden zengin) ve meyveden zengin diyet riski azaltmaktadir.
Yapilan bir ¢alismada kadinlarda taze sebze ve meyveden olusan diyetle oral
kavite timorii riskinin azaldigi gosterilmistir. ¥ Bosetti ve ark.’min yaptigi
calismada yagda kizarmis yiyeceklerin larengeal kanser riskini arttirdigini
bildirilmistir. *° Alkolle iligkili beslenme yetersizligi iyl tanimlanmistir ve bag
boyun kanserlerinin etiyolojisinde rol oynayabilir. Sigara kullanimimin
besinlerdeki karetonioidlerin emilimini azalttigi bildirilmektedir. Demir eksikligi
anemisi ve 6zefageal ag1 olan yasli bayanlarda artmis postkrikoid bolge kanseri
riski mevcuttur ve bu Dbilesenler Plummer-Vinson sendromu olarak
tanimlanmistir. Plummer-Vinson sendromlu hastalarda kanser gelisme orani ise
%10’dur.”® Riboflavin ve demir eksikligi oral kavite kanserleri ile iliskili olabilir.
Riboflavin  eksikliginin ~ mukozada  displastik  degisiklikler  yaptigi
diistiniilmektedir. Kadinlarda sik goriilen aklorhidrik demir eksikligi anemisi,
farenks ve agiz mukozasinda displastik degisiklikler yapabilir. Bu degisiklikler
sonrasinda oral 16koplaki ve oral kavitedeki yassi epitel hiicreli karsinom insidansi
artmaktadir.

Hayvan c¢alismalari A vitaminin epitelyal tiimorler ilizerinde inhibitor
etkisinin oldugunu gostermistir.”’ A vitamini, hiicresel diferansiyasyonun
kontroliinde 6nemli fizyolojik role sahiptir. Hiicre diferansiyasyonunun kaybi
kanser olusumunun temelini olusturur.*’ Ayni zamanda A vitamini viicut
immiinitesinde de paya sahiptir. Retinoliin metaboliti olan beta karoten, DNA’ya

hasar veren hiicre i¢i oksidatif reaksiyonlara karsi koruyucudur. Bu yiizden A
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vitamini ve bagka bir antioksidan olan C vitaminin yetersiz alinmasinin kanser

olusumuna neden olabilecegini gosteren ¢aligmalar mevcuttur. 20

2.4.5. Kanser Etiyolojisinde Genetik Yatkinhk

Bas boyun kanserlerinde baskin risk faktorleri tiitiin ve alkol kullanimi
olmasma ragmen sigara ve alkol kullananlarin sadece bir bdliimiinde kanser
gelismektedir. Bu nedenle hastaligin etiyolojisinde genetik yatkinlik 6nemli
olabilir. Diger risk faktorleriyle birlikte sigara ve alkol kullanim1 bas boyun yassi
hiicreli karsinom olgularinin %5-10"unu agiklamamaktadir.*®

Bas boyun kanserlerinin genetik komponenti biiyiik aile ¢aligsmalariyla
desteklenmistir. Bu calismalarda birinci derece akraba olan hastalarda 3-8 kat
artmis bas boyun kanseri riski gosterilmistir. 49-52 Olgu kontrol ¢aligmalarindan
elde edilen veriler genetik yatkinlik hipotezinin bas boyun kanseri etiyolojisinde
onemli rol oynadigin1 desteklemektedir. Bu hipoteze gore karsinojen
metabolizasyon sistemlerinin verimliligindeki kalitsal degisiklikler, DNA tamir
sistemleri, hiicre siklusu kontrolii, apoptosis sistemleri veya bu faktorlerin
kombinasyonu tiitiinlin indiikledigi kanserlerin riskini etkilemektedir.

Kansere genetik yatkinlig1 arttiran faktorler sunlardir;

2.4.5.1. Mutajen Duyarhhg
Bas boyun yassi hiicreli kanser hastalarinin genetik yatkin oldugunun
laboratuar bulgular1 asil olarak genotoksisiteyi ve kanser riskini dlgen in vitro

kromozom analizlerinden elde edilmistir. Bleomisin kisa siirede kromatid kiriklari
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halinde gorilen DNA kiriklarin1 indiikleyen bir mutajendir. Kromozom
kiriklarinin bleomisin ile indiiklendigi olgu-kontrol calismalarinda bas boyun
yass1 hiicreli kanserli hastalarda saglikli popiilasyonla karsilastirildiginda hiicre
basina yiiksek sayida kirik bulunmus. >>~® Nadir gbriilen, sigara hikayesi olmayan
ve 30 yas alt1 bas boyun kanseri hastalar1 6zellikle mutajen duyarlidir ve hiicre
basina cok yiiksek kromozom kirik degerleri mevcuttur.”

Bas boyun kanserli hastalarda belirli karsinojenlere karsi mutajen
duyarhilig1 tespit edilmistir. Tiitlin ile iliskili kanser mutajeni benzo[a]pirendiol
epoksitin indiikledigi mutajen duyarlhiligt bas boyun kanserleri igin risk
faktoridiir. ® Bas boyun kanserli hastalarda mutajen duyarliligmim bagimsiz risk
faktorii oldugu da gosterilmistir. ® Ug yiiz on ii¢ basg boyun kanseri ve 334 kontrol
hastasindan olusan bir ¢alismada aragtirmacilar mutajen duyarlilig1 ve tiitiin-alkol
maruziyetini bas boyun kanseri gelisimi ile korele etmisler. >® Mutajen
duyarhiligimin kansere yatkinlik i¢in bir biyoisaret¢i olabilecegi diistiniilmiistiir.
Mutajen duyarliliinin aym1 zamanda ikinci primer malignensilerin habercisi

olabilecegi bulunmustur.

2.4.5.2. DNA Tamir Kapasitesi

DNA hasar1 birka¢ mekanizma ile tamir edilebilir. En temel mekanizmalar
niikleotid eksizyon tamiri, baz eksizyon tamiri ve 0°-metilguanin DNA
transferazdir. DNA tamir kapasitesi kalitim, ¢cevresel faktorler ve fiziksel faktorler
sonucu bireyler arasinda degiskenlik gosterir. Bazi bireylerde defektif DNA tamir

mekanizmas1 nedeniyle kansere yatkinlik artabilir. Bir olgu-kontrol ¢aligmasi
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tiitin ve alkol maruziyeti olan hastalarda XRCC1 gen polimorfizmlerinin bag
boyun yasst hiicreli kanseri riskinin artmasiyla iliskisini gdstermistir.®* Bag boyun
yass1 hiicreli kanserli hastalarda benzo[a]pirendiol epoksit karsinojenine
maruziyet sonrast DNA tamir kapasitesinin zarar gordiigii gosterilmistir. ©° DNA

tamir kapasitesi aym1 zamanda mutajen duyarliligi ile korelerdir *

ve artmis
mutajen duyarliligi ile beraber aile hikayesi olan hastalarda en yiiksek risk

mevcuttur. ® Bu baglamda DNA frajilitesi ve/veya azalmis tamir kapasitesi bas

boyun yassi hiicreli kanserlerine katkida bulunuyor gibi goriinmektedir.

2.4.5.3. Metabolik Enzim Polimorfizmleri

Karsinojen detoksifikasyonunun veriminin azalmasi, ko-karsinojen
aktivasyonunun artmasi veya karsinojen maruziyeti sonrasi yeterli DNA tamirinin
olmamasi1 nedenleriyle bireylerin kansere yatkinligi artabilir. Sigara dumani
70’ten fazla karsinojen igerir. Bu karsinojenlerin en 6nemli gruplar polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, aromatik aminler, nitréz bilesiklerdir. Karsinojen
emilimi, dagilim1 veya birikmesinde hedef organda bireyler arasi fark olmasi
kansere yatkilig1 arttirabilir. Ust hava sindirim yolu mukozasinin maruz kaldig
karsinojen dozu bu karsinojenlerin aktivasyonu (faz 1) ve detoksifikasyonundan
(faz 2) sorumlu enzimlerce ayarlanir. Bu yollardaki genetik farkliliklar veya
polimorfizmler bireyler aras1 yatkinlik farkinin en 6nemli kaynagidir. Molekiiler
epidemiyoloji calismalarinda karsinojeni metabolize eden bazi enzim genlerinde
polimorfizmler gosterilmistir. Sigara karsinojenlerini aktive ve elimine eden

genler arasindan karsinojen metabolize eden (Glutatyon-S-transferaz ) genlerin
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bos genotipleri bas boyun kanserlerinde risk faktorii ve tiitliniin indiikledigi

karsinogenezde genetik yatkinligin  isaretcisidir. %%’

Sigaradaki diger
karsinojenlerden bazilarim1 ve alkolii metabolize eden enzimlerdeki gen

polimorfizmlerinin de bas boyun yassi kanseri i¢in genetik yatkinlik olusturdugu

gosterilmistir.

2.4.5.4. Kansere Yatkinlik Olusturan Genler

Kansere yatkinlik genleri de bas boyun yassi hiicreli kanserine genetik
yatkinlikta rol oynayabilir. Bilinen kansere yatkinlik genlerinin ¢ogu tiimor
baskilayict genlerdir. Siklikla delesyona ugrayan kromozomal bdlgelerin
taninmast bas boyun yassi hiicreli kanserlerinde rol alan tiimoér baskilayic
genlerin (TBG) muhtemel yerlerini gosterebilir. Bas boyun yass1 hiicreli
kanserlerinde siklikla goriilen kayip bolgeleri 3, 9 ve 17. kromozomlarin
tizerindedir. Alel kayb1 goriilen diger kromozomlar 1, 5, 8, 13, 18.

kromozomlardir.*®

2.4.6. Diger Etiyolojik Faktorler

Kotii oral hijyen, kotii dis bakimi ve kirik ve keskin disler ile oral kanser
arasinda iligki oldugu bildirilmistir. ® Bazi ¢alismalar kotii oral hijyenin alkol gibi
diger risk faktorleriyle sinerjistik etkisinin olabilecegini gostermistir. Bu etki koti
oral hijyenin etanoliin asil karsinojenik metaboliti olan asetaldehit olusumunu

arttirmasiyla gerceklesmektedir. ©
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Gilines 1smlarnn  dudak, aurikula ve bas-boyun cilt kanserlerinin
etiyolojisinde rol almaktadir. Giinesin 280-320 nm dalga boylarindaki ultraviole-
B 1sinlar1 deride hasara neden olurlar. Ayni dalga boyundaki isinlar giines
yaniklarina da sebebiyet vermektedirler. Deride kanser olusumu progresif bir
olaydir ve 10-20 yillik bir siire gerektirir. Giines 1sinlarina maruziyet sonrasi
olusan dudak ve cilt kanserleri, erkeklerde daha siktir. " Hava kirliligi, drnegin
siilfiir dioksit ve duman konsantrasyonlar1 larenks yassi hiicreli kanserleriyle
pozitif korele bulunmustur. '°

Asbestos, cozeltiler, komiir iirtinleri, kaynak dumanlari, radyum, odun
tozu, c¢imento ve diger maddelere mesleki maruziyetler nazofarengeal ve
paranazal siniis kanserlerinin riskini arttirirken, orofarengeal ve larengeal kanser
gelisimi ile ilgisiz gibi goriinmektedir. Bununla birlikte, asbestozisin larenks
kanseri yaptig1 diisiiniilmektedir.

Immiin sistem, tiimore spesifik antijenleri taniyarak kanserli hiicreleri
viicuda yabanci doku olarak algilar ve viicuttan uzaklastirilmasim saglar.
Immiinsupresyon bu islevi ortadan kaldirdig1 i¢in immiinsuprese kisilerde kanser
gelisme riski yiikselir. Immiinite degisikligi bas boyun kanser gelismesinde risk
faktorii olarak diisiiniilmektedir. Yassi hiicreli karsinomlu hastalar hastaligin
erken evrelerinde bile diisiik seviyede hiicresel immiiniteye sahiptir.
Immiinosupresif akut faz proteinleri sigara kullanimi ve yasla koreledir.

Bas boyun bolgesindeki beyin, tiroid bezi, tiikiiriik bezleri, hipofarenks,
larenks ve 6zefagus gibi organlarda radyoterapi sonrasi artmis kanser riski vardir.

Radyoterapi sonrasi kanser gelisme siiresi 6—40 yil arasinda degismektedir.
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Radyoterapi dozunun indiiksiyon siiresine bir etkisi olmadig diisiiniilmektedir. *°
Cocukluk caginda radyoterapi uygulanmis olanlarda cilt kanseri gelisme riski 4

kat fazladir. ”!

2.5. Bas Boyun Kanserlerinin Molekiiler Biyolojisi ve Karsinogenez

Normal hiicre devamli ¢evresel faktorlerin saldirisi altindadir ve kendini
korumaya yarayan ve malignensiye doniisiimii engelleyen i¢ mekanizmalara
sahiptir. Kanser, koruyucu mekanizmadaki bozukluklardan veya karsinojen
maruziyeti sonucu olusan DNA anormalliklerinden gelisebilir. Kanser gelisimi ile
iliskili faktorler kalitsal olabilir (germ mutasyonlar1), cevresel veya bilinen
karsinojen faktdrlere maruziyetle edinilebilir veya koruyucu mekanizmanin kaybi
sonucu gelisebilir.

Giliniimiizde yaygin kabul goren goriise gore karsinogenez ¢ok basamakli
bir siirectir. Bu siirecin baslamasi icin iki diizenleyici gende de mutasyonlarin
olusmast gerekmektedir. Bu genler ¢ogalmayi saglayan protoonkogenler ile
cogalmayr inhibe eden TBG’dir. Protoonkogenler hiicre cogalmasini uyaran
proteinleri kodlarken, TBG firiinleri hiicre ¢ogalmasini1 azaltan etki gosterirler.
Saglikli ve normal hiicrelerde bu iki gen grubu birbirleriyle dengeli ve uyumlu bir
sekilde calisirlar. Mutasyonlar bu dengenin en biiylik dismanmdir ve
protoonkogenlerdeki aktivasyon artist ya da TBG’de aktivasyon azalmasi
dengenin bozulmasindaki sebeptir. TBG’nin kaybi veya mutasyonu solid
tiimorlerde rastlanan en sik genetik degisikliktir. Protoonkogenler mutasyona

ugrarsa veya diizeni bozulursa bu genler normal hiicre biiylimesini ve diizenini
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destabilize etme kapasitesine ulasir ve bu asamada onkogen olarak adlandirilir. 7
Onkogenlerin protoonkogenlere gore fonksiyonlari daha fazladir ve dolayisiyla

daha fazla miktarda ve daha aktif proteinler iiretirler.

2.5.1. Protoonkogenler

Protoonkogenler normal biiylimenin diizenlenmesinde ve hiicre
cogalmasinda son derece 6nemli rol oynayan normal hiicresel genlerdir. ”
Hiicrelerin mutajenik uyaris1 biiyiime faktorleri, biiylime faktorii reseptorleri,
sitoplazmik sinyal iletimi proteinleri ve niikleer proteinleri gibi degisik
kaynaklardan gelebilir. "* Bu yolun her bir basamaginda gorev alan
protoonkogenler kesfedilmistir ve hiicre yiizeyinden hiicre ¢ekirdegine kadar
uzanan diizenleyici agda 6nemli rol oynadiklari diistiniilmektedir. Mutasyona

ugrarsa veya diizeni bozulursa bu genler normal hiicre biiylimesini ve diizenini

destabilize etme kapasitesine ulasir ve bu asamada onkogen olarak adlandirilir.

2.5.2. Onkogenler

Olusan onkogen hiicrelerin malign transformasyonuna katkida bulunabilen
ve insanlarda tiimére sebep olabilen gendir. ”* Onkogen aktivasyonunun en az dort
yolla olustugu bilinmektedir:

1. Yeni transkripsiyonel ilerleticinin geninin elde edilmesi

2. Kromozom kirilma  noktalarina  yakin  protoonkogenlerin

diizensizligine sebep olan kromozom translokasyonu
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3. Gen kopya saymin fazla olmasi nedeniyle gen amplifikasyonu. Bu

islev, pek ¢ok malignensinin olusmasinda nedensel rol oynamaktadir.

4.  Degismis protein iiriinii ile sonuglanan nokta mutasyonu

Onkogenlerin ¢ogu biliyiime faktorii veya biiylime faktorii reseptorleri (hst-
1, int-2, EGFR/erbB, c-erbB-2/Her-2, sis), intraseliiler sinyal ileticileri (ras, raf,
stat-3), transkripsiyon faktorleri (myc, fos, jun, c-myb), hiicre siklusu
diizenleyicileri (siklin D1) ve apotosisle iliskili (bcl-2, bax) onkogenlerdir.

Epidermal biliylime faktorii reseptorii (EGFR) ve ligandlar1 bas boyun
kanserlerinde yaygmn olarak calisilmistir. >’ EGFR m-RNA’st timdrlerin
%92’sinde normal mukoza ile karsilastirildiginda 69 kat yiiksek bulunmus. 8
Kromozom 17°de bulunan ve EGFR benzeri onkogen olan c-erbB-2’nin agir1
ekspresyonu bas boyun yassi hiicreli karsinomlarinin %75’inde gézlenmis ve kisa
sag kalim ile korele bulunmus.

Bas boyun kanserlerinin %97’sinde kromozom 3p’nin kismi veya tam
kayb1, %70’inde 11q13 bolgesinde amplifikasyon bulunmustur. * Bir analizde
primer bas boyun kanserlerinde olgularin %30-60’inda 11ql3 bdlgesinin
amplifikasyonu ve yeniden diizenlenmesi bildirilmistir. *'** 11q13’teki mevcut
onkogenler arasinda int-2, hst-1, siklin D1 ve ems-1 yer alir. Fibroblast biiyiime
faktorli ailesinin bir {iyesi olan int-2 geninin bas boyun yassi hiicreli karsinom
hastalarinin %50’sinde amplifiye oldugu gésterilmistir. ***°

Siklin D1 DNA sentezinin baglamasmi ve hiicrelerin G1/S gecisini
diizenler. Siklin D1 amplifikasyonu bas boyun yassi hiicreli karsinomlarinin

%34’tinde bildirilmistir. ***’ Siklin D1 amplifikasyonu veya asir1 protein tiretimi
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olan bas boyun yass1 hiicreli karsinom hastalarinin 5 yillik toplam sag kalimlari,

diisiik siklin D seviyeli hastalardan anlamli olarak daha diisiik bulunmustur. 8
1989 yilinda yapilan 23 bas boyun kanserli hastadan olusan bir ¢alismada

doku drneklerinin %50’sinde c-myc, N-myc, Ki-ras ve N-ras onkogenlerinden bir

&9

veya daha fazlasmin 5-10 kat amplifikasyonu tespit edilmis. K-ras

amplifikasyonu, nokta mutasyonu ve allel kayb1 tiitiiniin indiikledigi bas boyun

kanserleri ile iliskili bulunmustur. ***!

2.5.3. Tuimor Baskilayici1 Genler (TBG)

Ekspresyonu hiicrelerin malign transformasyonunu inhibe eden gen
sinifidir. Hiicre siklusunu durdurmada ve apoptosisde gorev alirlar. Bu genlerin
mutasyonu neoplastik transformasyona yol agabilir. p53 TBG’nin mutasyonu
akciger, kemik kolon, meme ve ¢esitli hematolojik malignitelerin icinde
bulundugu pek cok kanserde goriilmektedir.(92) TBG’nin fonksiyonlar1 nokta
mutasyonlar, delesyonlar veya hiicresel ve viral proteinlerin baglanmasi gibi

mekanizmalarla degisebilir.

2.5.3.1.p53

p53 geni kromozom 17pl13.1’in kisa kolunda yer alir ve genom
stabilitesini saglayan 53kDa niikleer fosfoproteinini kodlar. Hiicre siklusunun
ilerlemesini, hiicresel farklilasmay1, DNA tamirini ve apoptosisi diizenler. > p53
proteinindeki mutasyonlar insanlarda bulunan en sik genetik degisikliktir. °* Bas

boyun kanserli hastalarda p53 gen mutasyonu erken evrede olur *° ve tiim bas
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boyun kanserlerinde insidans1 %50—60 olarak bildirilmistir. **

pS53’lin mutant
formlar1 bas boyun kanserlerinde kétii prognozla iliskilidir. *®
Sigara kullanim1 bas boyun kanserleri i¢in i1yi bilinen bir risk faktoriidiir.

Sigara kullamminin *° ve titin cignemenin '

bas boyun yassi hiicreli
kanserlerinin erken evrelerinde p53’te degisiklige sebep oldugu gosterilmistir. '

Primer bas boyun kanserlerinde p53 proteininin ekspresyonu erken tiimor
rekiirrensi ve ikinci primer tiimorlerin gelismesi ile iligkili olmas1 nedeniyle kisa
sag kalim siiresinin anlamli bir habercisi olarak bulunmustur. '** Histopatolojik
olarak negatif cerrahi smiri ve servikal lenf nodu olan bas boyun kanserli
hastalarda p53 mutasyonunun saptanmasi lokal rekiirrens riskinin artig1 ile
iliskilidir. '

HPV ve bag boyun kanseri arasinda iligski oldugunu gosteren caligsmalar

mevcuttur. HPV 16/18’in onkojenik potansiyeli E6 onkoproteininin p53 proteinin

yikimina yardimer olmasi nedeniyle olabilir. '

2.5.3.2. p16

p53 ve pl6 tiimor proteinlerinin asil rolii hasar gormiis hiicreyi S fazina
girmeden G1 fazina tasimak ve tamirine izin vermektir. Bu, hasar gérmiis kansere
yol agan hiicrenin ¢ogalmasini ve hiicre siklusuna tasinmasini engeller. Hasar
gbormiis hiicre tamir edilemezse TBG’ler apoptosis olarak bilinen hiicreyi 6ldiirme
gorevini yerine getirirler. Bas boyun kanserlerinde p16 mutasyonu erken evrede

105

olur ve HPV tarafindan etkilenebilir. ' Genel olarak tim bas boyun

kanserlerinin %70’inde p16 proteininde degisiklik goriilmektedir. '’
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Bax, Bcl-2 ve p53 proteinleri apoptosisin diizenlenmesinde rol alir ve bazi
tiimor tiplerinin prognozu ile koreledir. Bcl-2’nin asir1 ekspresyonu ve Bax

ekspresyonunun kaybi1 anlamli derecede kotii prognozla iliskilidir.

2.6. Inflamasyon

Hiicre zedelenmesine neden olan ekzojen ve endojen uyarilar vaskiilarize
bag dokularinda inflamasyon adi verilen kompleks bir reaksiyona yol acabilirler.
Inflamasyon hiicre hasarina yol agan etkenle beraber yikim sonucunda olusan
nekrotik doku ve hiicreleri de ortadan kaldirmay1 amaglayan koruyucu bir yanittir.
Inflamasyon bu koruyucu gorevi mikroplar ve toksinler gibi zararli etkenleri dilue
ederek, pargalayarak ve diger yollarla nétralize ederek yerine getirir. Daha sonra
hasarli bolgeleri onaracak ve sonunda iyilesmeyi saglayacak bir dizi olayi
harekete gecirir.

Inflamasyon, enfeksiyonu yok etmeye yardim eder ve onarmm ile de
yaralanmanin iyilesmesini miimkiin kilar. Ancak her iki olay da belirgin bir hasar
olusturma potansiyeli tasirlar. inflamatuar yanitta rol oynayan pek ¢ok eleman
mevcuttur. Bunlar dolasimdaki hiicreler ve plazma proteinleri, vaskiiler duvar
hiicreleri, ¢cevre bag dokusunun ekstraseliiler matriksi ve hiicrleridir. Dolasimdaki
hiicreler kemik iliginden kaynaklanan polimorfoniikleer 16kositler (nétrofiller),
eozinofiller, bazofiller, lenfositler, monositler ve trombositlerdir. Dolasimdaki
proteinler ¢ogunlukla karaciger tarafindan sentezlenen pihtilagsma faktorleri,
kininojenler ve kompleman igerikleridir. Vaskiiler duvar hiicreleri, kanla

dogrudan temasta olan endotelyal hiicreler ve daha altta yerlesmis olan ve
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damarlara tonusunu veren diiz kas hiicreleridir. Bag dokusu hiicreleri, invazyona
kars1 gozcii olan mast hiicreleri, makrofajlar ve lenfositlere ek olarak ekstraseliiler
matriksi sentezleyen ve yaray1 doldurmak iizere ¢ogalan fibroblastlardan olusur.

Inflamasyonun basit 6zeti su sekildedir; baslangigtaki inflamatuar uyaran,
plazma ve bag dokusu hiicrelerindeki kimyasal medyatorlerin salinimini tetikler.
Beraberce veya diizenli bir sirayla hareket eden bu coziilebilen medyatorler
baslangictaki yanit1 giiclendirirler ve sonradan olusan vaskiiler ve hiicresel
yanitlar1 regiile ederek gelisimini etkilerler. Hasar veren uyar1 uzaklastirilinca
inflamatuar yanit sonlanir ve inflamatuar medyatorler dagilirlar, katabolize olurlar
veya inhibe edilirler.

Inflamasyon akut ve kronik olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Akut
inflamasyon nispeten kisa siirelidir ve birkag¢ dakika ile birkag giin i¢cinde sonlanir.
Kronik inflamasyon daha uzun siirelidir (giinler ile yillar arasinda degisebilir) ve
karakteristik histolojik bulgusu lenfosit ve makrofaj toplanmasinin yanisira doku

yikimi ve onarimidir. Bu onarim vaskiiler proliferasyon ve fibrozis ile birliktedir.

2.7. Siklooksijenazlar, Lipoksijenazlar Ve Nitrik Oksit Sentaz

2.7.1. Siklooksijenazlar

Siklooksijenaz enzimleri (EC 1.14.99.1) [COX, Prostaglandin G/H sentaz
(PGHS)], bir doymamis yag asiti olan arasidonik asitten, prostaglandinlerin (PG)
biyosentezinde ilk iki basamag katalizleyen anahtar enzimlerdir. '

Arasidonik asit (AA, ©-6 PUFA, 5,8,11,14-eikozatetraenoik asit) membran

fosfolipidlerinin fosfolipaz A2 (PLA2) enzimi tarafindan katalizlenen hidrolizi
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sonucu olusur. COX, arasidonik asiti prostanoidlerinin (PG, prostasiklin ve
tromboksanlarin genel adi) onciilii olan prostaglandin H2 (PGH2)’ye dontistiiriir.
Bu islemi sahip oldugu iki aktif bolge aracilifiyla yapmaktadir: Bunlardan biri
arasidonik asitin hidroperoksi endoperoksit PGG2’ye oksidasyonunu saglayan
siklooksijenaz aktif bolgesidir, digeri ise PGG2’nin hidroksi endoperoksiti
PGH2’ye indirgenmesini saglayan ve hem grubu iceren peroksidaz aktif
bslgesidir. '

COX’un, sentezine aracilik ettigi PG’ler lipid tabiatinda lokal
hormonlardir. Hizla yikilmalar1 sebebiyle viicudun diger bolgelerine tasinamazlar,
otokrin veya parakrin etkilidirler. PG’ler teknik olarak hormon sayilmalarina
karsin giliclii fizyolojik etkileri olan aract molekiillerdir. Etkileri bakimindan
hormonlara benzetilmelerine ragmen, 6zgiin bezlerden ziyade hemen hemen tiim
dokularda olugmalar1 ve genellikle lokal olarak etki etmeleri bakimindan
hormonlardan ayrilirlar. ''*!'°

COX’un katalitik aktivitesinin son uriinii olan PGH2, etkinlikleri dokulara
gore degisen ¢esitli izomerazlar tarafindan prostaglandin D2 (PGD?2),
prostaglandin E2 (PGE2), prostaglandin F2 (PGF2), prostasiklin (PGI2) ya da
tromboksan A2 (TXA2)’ye doniistiiriiliir (Sekil 7). Bu son iirlinler viicutta agri,
ates, inflamasyon, kan pihtilagsmasi, ovulasyon, dogumun baslatilmasi, kemik
metabolizmasi, gastrik mukozanin korunmasi, yaralarin iyilesmesi, sinir geligimi,
immiin yanit ve bdbrek fonksiyonlarinda énemli roller distlenirler. '

COX enziminin, COX-1 ve COX-2 adi altinda iki izoenzimi

tanimlanmistir. COX’un her iki izoformu benzer yapisal 6zellik (%60 homoloji)
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gostermelerine ve ayni reaksiyonu katalizlemelerine karsin substrat, inhibitor ve
hiicre i¢i yerlesim bakimindan énemli farkliliklara sahiplerdir. Bu nedenle her iki
COX formu farkli tiirde PG’lerin sentezine aracilik eder. '

Bu iki enzim arasinda genel bir ayirim yapilacak olursa COX-1’in
fizyolojik, COX-2’nin ise patolojik bir enzim oldugu sdylenebilir. COX-2’nin
patolojik olarak nitelendirilmesinin temel nedeni COX-2’yi indiikledigi bilinen
uyaranlarin hemen hepsinin inflamasyon ile baglantili olmasidir. ''® Bu uyaranlar
arasinda IL-1/B, TNFa., endotel hiicresi biliylime faktorii (ECGF), fibroblast
bliylime faktorii (FGF), bakteriyel lipopolisakkarit (LPS), endotoksinler ile

onkogenler ve forbol esteri gibi mitojenik uyaranlar sayilabilir. '’

2.7.1.1. Siklooksijenaz-2 (COX-2, PGHS-2)

1991 yilinda ¢esitli laboratuarlarda COX aktivitesine sahip ikinci bir gen
triini, yani COX-2 tanimlanmistir. COX-2 geni, 1. kromozomun uzun kolu
(1925.2-g25.3) iizerine yerlesmistir. Bu gen 8.3 kb uzunlugunda olup, 4.5 kb’lik
bir mRNA’y1 kodlamaktadir. COX-2 proteini ise 604 aminoasit uzunlugunda ve
yaklasik 72 kD agirliginda proteindir. ''®

COX-2 geni 10 ekson igermekte olup, sinyal peptid bdlgesi, dimerizasyon
bolgesi, membran baglanma bolgesi ve katalitik aktivite bolgesi olmak {izere 4
yapisal bilesene sahiptir. ' Ayrica 10. ekson, steroid olmayan anti-inflamatuar
ilaglarin (NSAII) etkinlikleri icin onemli olan 6zgiin amino asit birimlerinin

sifrelerini tasir. Ornegin, aspirin tarafindan asetillenerek COX enziminin
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inhibisyonuna ve dolayisiyla PG sentezinin engellenmesine neden olan serin aa
birimi (Ser 516) bu ekson tarafindan kodlanir. '*°

Normal sartlarda genellikle saglikli hiicrelerde bulunmayan COX-2, akut
ve kronik inflamasyon gibi patolojik durumlarda 6nemli rolleri olan PG’lerin
(PGE2 ve PGF2) sentezinden sorumludur. ' Bu nedenle giiniimiizde COX-2"ye
Ozgii anti-inflamatuar ilaglar gelistirilerek inflamasyonda etkili olan PG’lerin
sentezi durdurulmaktadir.

Ozellikle inflamasyon, agri, ates, oviilasyon, hamilelik, dogum, b&brek
fonksiyonlari, kemik metabolizmasi, doku tamiri, felg, miyokardiyal infarktiis,
diyabet, Alzheimer hastalig1 gibi siireclerde ve kolorektal, prostat, pankreas, deri,
O0zofagus, meme, akciger kanseri gibi bazi1 kanser tiirlerinde COX-2’nin
ekspresyonunun fazla oldugu gdzlenmektedir. '*'

COX-2, cesitli sitokinler, biiyiime faktorleri veya mitojenler tarafindan
uyarilarak inflamatuar siirecte gorev alan makrofajlarda, monositlerde, sinoviyal

hiicrelerde, kondrositlerde, fibroblastlarda ve endotel hiicrelerinde eksprese edilir.

121
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Sekil 1. Siklooksijenaz ve izomerazlar aracilig1 ile prostanoidlerin sentezi

2.7.2. Arasidonat Lipoksijenazlar

COX izoformlar1 gibi lipoksijenazlarda (ALOX, ALOX, EC 1.13.11.12)
AA lzerinde etki gosterirler. Bu enzim ailesi serbest ya da esterifiye haldeki ¢oklu
doymamis yag asitlerine genellikle 5., 8., 12. ve 15.C atomlarindan bolgeye 6zgii
(regioselektif) olmak iizere oksijen transfer ederler. '

ALOX aktivitesi, substrat olarak lipid ile atmosferik oksijen varligina
ihtiya¢ duyan, bir bimolekiiler reaksiyondur. Eger bunlardan birisi sinirli olur ise
(ciddi hipoksi durumu gibi) enzimin katalitik aktivitesi degiserek farkli reaksiyon

iiriinleri  olusmaktadir. '%

Bu enzimler yag asiti dioksijenazlar olarak
siiflandirilsalar da, peroksidaz, oksijenaz, lokotrien sentaz, lipoksin sentaz ve

hepoksilin sentaz gibi ok farkl katalitik aktivitelere sahiplerdir. '**
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Bitkilerde, hayvanlarda, bazi deniz canlilarinda ve mikroorganizmalarda
cesitli ALOX izoformlarinin varligi gosterilmistir. Memelilerde dort farkli ALOX
izoformu bilinmektedir: ALOXS5, ALOXS, ALOX12 ve ALOXI15. Enzim
adlarindaki bu sayilar AA omurgasinda oksijen aktarilan C atomunun numarasini
belirtmektedir. '** ALOX enzimleri AA’y1 biyolojik yonden aktif olan
hidroperoksi-eikozatetraenoik asit (HPETE) metabolitlerine doniistiiriir ve daha
sonra bunlarin indirgenmesi ile hidroksieikosatetraenoik asit (HETE)
olusmaktadir. '* (Sekil 2). 5-, 12- ve 15-HETE, ALOX izoformlar tarafindan
olusturulan énemli AA metabolitleridirler. '*°

ALOXS harig, insandaki diger ALOX genleri 17. kromozomun kisa kolu
tizerinde birkag megabazlik bolge icerisinde kiimelenmistir. Bu durum aym
kromozom iizerindeki ¢oklu ALOX genlerinin duplikasyonlar sonucu olustugu
diistincesini kuvvetlendirmektedir, ancak heniiz ALOX izoformlarinin evrimi tam
olarak agiklanabilmis degildir. 124

ALOX izoformlari, inflamasyon, immiin yanit ve timor olusum siirecine
etkileri agisindan COX ve PG’ler kadar ayrintili ¢alisiilmamistir, ancak giincel
calismalar bazi ALOX iiriinii metabolitler ile COX-2 f{iriinii metabolitlerin

inflamasyon iizerinde ortak etkileri oldugunu gostermistir. '’
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Sekil 2. ALOX izoformlar tarafindan AA’nin doniistiiriildiigii metabolitler

2.7.2.1. Arasidonat 12-Lipoksijenaz (ALOX12, ALOX12)

ALOX12 enzimi, AA’nin 12 numarali karbon atomuna bir molekiiler
oksijen aktararak 12-hidroperoksieikozatetraenoik asit (12-HPETE) olusumunu
katalizler. Daha sonra 12-HPETE’nin indirgenmesiyle yine aktif bir metabolit
olan 12-HETE meydana gelir.

ALOX12’nin, ilk defa tanimlandiklar hiicre tiplerine gore adlandirilan, ti¢
izoformu mevcuttur: Platelet tipi, 16kosit tipi ve epidermis. Lokosit tipi ALOX12
ekspresyonu yayginken, trombosit ve epidermis izoformlarinin ekspresyonu
sadece birkag hiicre tipindedir. Lokosit tipi ALOX12 baglica mast hiicrelerinde,
eozinofillerde, monositlerde, dendritik hiicrelerde ve bronsial epitel hiicrelerde
gozlenmektedir. '*

ALOXI12 geni 17. kromozomun kisa kolu tizerinde yerlesmistir (17p13.1).

Kofaktor olarak demir bulunduran ve doymamis yag asitlerine oksijen aktaran
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birkag ALOX izoformundan bir tanesidir. Hayvanlar aleminde belgelenen ilk
ALOX izoformu ALOX12’dir. '*

ALOX12 geni 16100 baz ciftinden olugsmaktadir. 14 ekson iceren bu genin
transkript uzunlugu 2335 bazdir. ALOX12 enzimi ise 662 aa’ten olusan ve 70
kD’luk molekiiler agirliga sahip bir proteindir. '**

12-HETE’nin ve diger AA kokenli metabolitlerin (eikozanoidler)
biyosentezi NF-kB tarafindan COX ve ALOX genlerinin transkripsiyonel
diizenlenmesi yapilarak gerceklesir. Ozellikle inflamasyon ve kanser olgularinda
sikca karsimiza c¢ikan transkripsiyon faktorii NF-xB, COX-2 ve ALOXI12
genlerinin promotdriinde bulundurduklar1 cis-etkili kB elementi sayesinde,
promotdre baglanarak enzimlerin ekspresyonlarim diizenler. '*> ALOX12 ile NF-
kB aktivasyonu arasindaki dogrudan iliski 6zellikle bazi kanser hiicrelerinde rapor
edilmistir. ALOX12 aracilifiyla olusturulan 12-HETE metaboliti, invazyonu,
metastazi ve anjiogenezisi artirirken, bunun yaninda tiimor hiicrelerini
apoptozisten alikoymaktadir.

Lokositler, makrofajlar ve mast hiicreleri gibi immiin hiicrelerin
uyarilmasinda etkin olan inflamatuar indiikleyiciler endojen ve ekzojen AA’leri
kullanilarak bahsi gecen ¢esitli metabolitlerin iiretimine neden olurlar. Ozellikle
COX ve ALOX firiinii olan bu metabolitler cesitli inflamatuar ve neoplastik
hastaliklarda artis gosterdiginden, bu enzimlere karsi olusturulan inhibitor ilaglar
inflamasyonun ¢oziilmesinde ve kanser olusumunun Onlenmesinde yarar

saglamaktadir. '**
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2.7.3. Nitrik Oksit

Alfred Nobel’in 1867’de nitrogliserinin patlayici olarak kullanimi ve
tretimi ile ilgili Oncli c¢alismalari dinamitin kesfi ile sonug¢lanmisti. Tipta
nitrogliserin, nitrovazodilatdr prototipi olarak bilinmekte ve patlayict olarak
kullanimindan ¢ok angina tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. '*

Alfred Nobel’in éliimiinden 100 y1l sonra Nobel Fizyoloji ve Tip Odiilii
nitrogliserinin etkin molekiili nitrik oksitin (NO, azot monoksit) kesfi ve
biyolojik etkilerini agiklayan calismalarindan dolayr Robert Furchgot, Ferid
Murad ve Louis Ignarro’ya verilmistir. 1987 yilinda, damar endotelinden, endotel
kokenli gevseme faktorii (EDRF) olarak bilinen yapinin izole edilmesi sirasinda
nitrik oksit sentaz enzimi kesfedilmis ve daha sonraki yillarda EDRF’nin NO
oldugu anlasilmistir. 129

NO, biyoaktif metabolitlerin en kiigiiklerinden biridir. Yar1 émrii sadece
birka¢ saniye olup, bu nedenle yakin g¢evresi lizerinde etkindir. Diisiik molekiil
agirligi ve lipofilik yapisi nedeni ile kolay ve hizli bir sekilde hiicre zarlarindan
gecebilmektedir. Bir veya daha fazla sayida ortaklanmamis elektron igeren atom
ya da molekiillere serbest radikal denilmektedir ve NO tasidig1 ortaklanmamis
elektron nedeniyle bir radikalik molekiildiir. Diger serbest radikaller her
konsantrasyonda hiicre i¢in zararhidir, ancak NO diisiik konsantrasyonlarda ¢ok
onemli fizyolojik islevlerde bulunmaktadir ve bu 6zellikler NO’yu ideal bir
molekiil yapmaktadir. Buna karsin asir1 ve kontrolsiiz NO {iretimi hiicreler i¢in
zararl olabilmektedir. '*° Serbest radikaller katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz

(SOD), glutatyon peroksidaz (GSHPX) gibi antioksidan sistemler tarafindan bir
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denge igerisinde tutulur. Gegici olmasina ragmen serbest radikallerin
antioksidanlara karsin iistlinliigii, yani dengenin oksidan lehine kaymasi, ¢esitli
hiicre hasarlarina ve kronik hastaliklara yol acabilir.

NO fizyolojik ve inflamatuar siirecte onemli bir arac1 molekiil olarak kabul
edilir. Kan damarlarinin gevsemesinde, solunum, gastrointestinal, genitoiiriner
sistemde NO-bagimli mekanizmalar kullanilmakta ve merkezi sinir sisteminde bir
norotransmitter olarakhafizanin olusumunda rol oynamaktadir. NO ayrica
trombositlerin yapisarak birikmesini engeller, kalp kasilmalarinda diizenleyicidir
ve iyon kanallarinin agilip/kapanmasina katkida bulunur. Bunlara ek olarak
nonspesifik immiinitede de rolii vardir. Sitotoksik 6zellige sahip oldugundan,
viicut savunmasi ve immiinolojik reaksiyonlar sirasinda aktive olmus makrofajlar

tarafindan ok miktarda iiretilirler. '*'+'**

2.7.3.1. Nitrik Oksit Biyosentezi ve iNOS

NO, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi araciligi ile L-arjinin’in oksidatif
deaminasyonu sonucu olusan ve sayisiz biyolojik siirece dahil olan gaz tabiatinda
kiiciik bir radikal molekiildir. > L-Arg — NO + LSitrulin, bi¢iminde
Ozetlenebilecek tepkimede NOS katalizasyon i¢in molekiiler oksijen ve kofaktor
olarak da NADPH’a ihtiya¢ duymaktadir. NOS’un birbirine yapisal olarak ¢ok
benzeyen 3 izoformu bulunmaktadir: '**

* Noronal NOS (nNOS — NOST1)

« Indiiklenebilir NOS (iNOS — NOS2)

* Endotelyal NOS (eNOS — NOS3)
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eNOS ve nNOS diisiik miktarlarda siirekli olarak eksprese edilir ve
kalmodulin varhiginda sitoplazmik Ca®" artisina paralel olarak ekspresyonlar
artar. Ca®"un hiicre i¢ine akist NO’nun hizla iiretilmesine neden olur. Buna karsin
INOS, c¢esitli sitokinler ve diger uyaranlar tarafindan makrofajlarin ve diger bazi
hiicre gruplarinin aktive edilmesiyle indiiklenerek NO sentezine katilir ve bunun
icin de Ca*" artigina ihtiya¢ duymaz. 132

iINOS geni 37 kb¢ uzunlugunda olup, 26 ekson igermektedir. Kromozom
17°’nin sentromeri ile uzun kolu arasinda (17cen-17ql11.2) yerlesik olan iNOS
geninin {iriinii 1153 aa uzunlugunda ve 131 kD agirhiginda bir proteindir. '

NO’nun etkilerinin ¢oguna aracilik eden klasik yolak, ¢6ziinebilir guanilat
siklaz (sGC) aktivasyonu ve GTP’nin, ikincil haberci molekiil, siklik guanozin
monofosfatlara (¢cGMP) déniisiimiidiir. '** NO inflamasyon reaksiyonlarinda ¢ok
yonlii bir role sahiptir. Inflamatuar ajanlarin ve sitokinlerin varliginda iNOS’un
ekspresyonu artarak NO miktar yiiksek diizeylere ¢ikar. '*' Sitokinler tarafindan
aktive edilmis makrofajlarin tiikettigi L-arjinin’in 1/3’i NO {iiretmek icin
kullanilmaktadir. > NO’nun akut ve kronik inflamasyonda etkili oldugu
bilinmektedir ve NOS inhibitorleri ile gerceklestirilen tedavinin ratlarda akut
inflamasyonu azalttig1 gosterilmistir. Cesitli dokular inflamatuar sitokinlere maruz
birakildiginda ise iNOS ekspresyonunda ve dolayisiyla NO miktarinda artig

gbzlenmistir. !

Calismamizda, bu bilgiler 1s1ginda bas boyun yassi hiicreli
karsinomlarinda inflamasyon ile iligkili COX-2, ALOX12 ve iNOS genlerinin

ekspresyon seviyeleri Real-time PCR yontemi araciligiyla arastirilmak istenmistir.
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2.7.4. Arasidonik Asit Metabolitleri, Nitrik Oksit (NO) ve inflamasyon

Arasidonik asit 20 karbondan olugmus, doymamis bir yag asitidir. Esas
olarak diyetle alinan linoleik asitten olusur ve viicutta sadece ester halinde hiicre
membran proteinlerinin bir bileseni olarak bulunur. Arasidonik asit, bu
fosfolipidlerden hiicresel fosfolipazlar yoluyla salinir. Hiicresel fosfolipazlar
mekanik, kimyasal, fiziksel uyar1 veya C5a gibi inflamatuar medyatorlerce aktive
edilirler. Arasidonik asit metabolizmasi iki farkli enzimle iki ana yola ayrilir:
siklooksijenaz yolu ve lipooksijenaz yolu. Siklooksijenaz yoluyla prostoglandinler
ve tromboksanlar, lipooksijenaz yoluyla lokotrienler ve lipoksinler sentezlenir.
Arasidonik asit metabolitleri eikozanoid olarak da adlandirilir. Eikozanoidler
inflamasyonun her basamaginda aracilik edebilirler.’

Arasidonik asitin metabolizmasi sonucu olusan prostoglandin, lokotrien ve
lipoksin gibi triinler inflamasyon ve hemostaz basta olmak iizere pek cok
biyolojik etkiye sahiptir. Bu {iriinler olusturulduklar1 yerde bdlgesel etki
gosterirler ve takiben hizlica spontan veya enzimatik olarak ortadan kaldirilirlar.

PGE,, PGD,, PGF,, PGl . tromboksan (TXA;) siklooksijenaz yolu
triinleridir ve bunlar spesifik bir enzim ile olusur. Bu enzimler her dokuda
anlaml diizeyde bulunmaz. Ornek olarak, trombositlerde tromboksan sentetaz
enzimi vardir ve dolayisiyla TXA, gibi giiclii bir trombosit agregan ajan ve
vazokonstriktor ajan bu hiicrelerde ana prostoglandin {iriiniidiir. Buna karsin
endotel tromboksan sentetaz icermez, ancak PGI, gibi giiclii bir trombosit
agregasyon inhibitérii ve vazodilatator ajanin olusumunu saglayan prostasiklin

sentetaz icerir. PGD, mast hiicrelerindeki siklooksijenaz yolunun ana
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metabolitidir. Burada PGE, ve PGF, ile birlikte bulunurlar ve PGD,
vazodilatasyon yaparak 6deme neden olur.

NO’nun, inflamasyonda pek c¢ok gorevi vardir. Bu gorevler arasinda,
vazodilatasyon, trombosit aktivitesinin her asamasinda antagonist etki,
inflamatuar bolgelerinde 16kosit birikiminin azaltilmasi, aktif makrofajlarda
mikroorganizmalar1 6ldiirme yer alir.

Inflamasyon; agr1, kizariklik ve bazen de fonksiyon kaybi ile karakterize
edilen ve doku hasarlarima veya enfeksiyonlara karsi olusturulan lokalize
koruyucu reaksiyonlar olarak bilinmesine ragmen, ¢esitli kanser tiirlerinin de dahil
oldugu bir ¢ok hastalikta rolii olduguna inanilmaktadir. Akut inflamasyon
savunma cevabinin bir pargasi iken, kronik inflamasyon kansere, diyabete,
kardiyovaskiiler, pulmoner ve norolojik hastaliklara neden olabilmektedir. Birgok
proinflamatuar gen {riiniiniin apoptozisin baskilanmasinda, proliferasyonda,
anjiogeneziste, invazyonda ve metastazda kritik roller {istlendikleri

tanimlanmustir.

2.8 inflamasyon ve Kanser

Inflamasyon ve kanser arasindaki iliskinin nasil gelistigini anlamak igin
inflamasyonun ne oldugunu ve fizyolojik ve patolojik siireclere nasil katkida
bulundugunu anlamak gereklidir. Doku hasarina yanit olarak, multifaktoriyel
kimyasal uyar1 ag1 sorunlu dokuyu iyilestirmek i¢in konak yanitini baslatir ve
stirdiiriir. Bu yanit 16kositlerin (nétrofil, monosit, eozinofil) aktivasyonunu ve

vendz sistemden hasar bdlgesine migrasyonunu igerir. Doku mast hiicreleri de

39



onemli role sahiptir. Notrofiller i¢in dort asamali mekanizmanin bu inflamatuar
hiicreleri hasar bolgesine ve gecici ekstraseliiler matrikse yonlendirilmesini
koordine ettiine inanilmaktadir. Bu asamalar sunlardir; vaskiiler endotel boyunca
yuvarlanmay1 hizlandiran adezyon molekiillerinin selektin ailesinin aktivasyonu,
sitokin ve lokosit aktive eden molekiiller tarafindan yonlendirilen 16kosit
integrinlerini aktive ve upregiile eden sinyallerin baslamasi; noétrofillerin sirasiyla
endotelyal vaskiiler hiicre adezyon molekiili-1’e (VCAM-1) ve MadCAM-1"e
baglanmak yoluyla immobilizasyonu; muhtemelen matriks metalloproteinazlar
gibi ekstraseliiler proteazlar tarafindan hizlandirilan endotel boyunca hasar
bolgesine transmigrasyon.

Kemokin olarak adladirilan ve spesifik 16kosit popiilasyonlaria yiiksek
derecede ¢ekim giicli olan bir kemotaktik sitokin ailesi, efektér hiicreleri akim
yoniinde yonlendirir ve inflamatuar yanitin dogal gelisimini belirler. inflamatuar
bolgede bulunan kemokin profili kronik hastaligin gelismesinde onemlidir.
Proinflamatuar sitokin timodr nekroz faktorii-o (TNF-a)), inflamatuar siirecin
pekcok bagka yonlerine aracilik ederken inflamatuar hiicre popiilasyonunu kontrol
eder. Inflamasyon siirecini hem pozitif hem de negatif etkileyen TGF-B1 de
Oonemlidir.

Inflamasyon ve kanser arasindaki iliskiye yonelik arastirmalar ncelikle
l6kositler gibi inflamatuar hiicreler tarafindan iiretilen reaktif oksijen ve nitrojen
tiirlerinin mutajenik saldir1 yapip yapmadigi ve tiimoriin baglamasiyla sonuglanip
sonuclanmadigma yonelik olmustur. ''' Giniimiizde inflamasyondan kanser

gelismesinin inflamatuar hiicreler ile beraber sitokinler, kemokinler ve enzimleri
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igeren medyatdrler tarafindan olusturulan siire¢ olabileceginin farkina varilmistir.
"2 Bu konak yamiti tiimérleri baskilayabilmesine ragmen, bir¢ok sinyal yoluyla

kanser gelisimini hizlandirabilir. '

2.9. COX-2 ve Kanser

2.9.1. COX’un Karsinogenezdeki Rolii i¢in Preklinik Kanitlar

Prostoglandinlerin karsinogeneze katkida bulunduguna dair hipotez
epidemiyolojik ve deneysel kanitlarla desteklenmektedir. NSAII’leri igine alan
COX inhibitorleri (dolayisiyla PG olusumunun inhibitorleri) cesitli tiimorlere
karst korumaktadir. "> NSAII’in hayvanlarda kimyasal olarak indiiklenmis dil
tiimérlerine karsi koruyucu oldugu bildirilmistir. '*"'*® Oral 16koplakileri ve bas
boyun yassi hiicreli karsinomlarmi i¢ine alan pek c¢ok premalign ve malign
patolojide siklikla COX-2 bol miktarda bulunur. **'** COX-2 seviyeleri bas
boyun yassi hiicreli karsinomuna komsu, normal goriinen mukozada da
artmaktadir. '* COX-2 ile Kkarsinogenez arasindaki sebep-etki iliskisini
destekleyen en spesifik veriler genetik ¢alismalardan gelir. Bir calismada COX-
2’nin yok edilmesi farelerde intestinal poliplerin sayisinda ve boyutunda 6nemli
derecede azalmaya yol agmistir. Bagka bir calismada memelerinde asir1t COX-2
ekspresyonu olan multipar disi farede metastatik meme kanseri gelismis. '*' Pek
cok farmakolojik c¢alisma COX-2’nin gercek terapdtik hedef oldugunu One
siirmektedir. Selektif COX-2 inhibitorleri bas boyun kanserleri de dahil olmak
izere gesitli deneysel tiimoriin olusumunu, bliylimesini ve metastazini azaltmistir.

142193 Qhiotani ve ark. ' selektif bir COX-2 inhibitdrii olan nimesiilidin 4-
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nitrokinolon-1-oksitin  indiikledigi dil kanserinin insidansim1  azalttiginm
gostermiglerdir. COX-2 inhibitorlerinin bas boyun yassi hiicreli karsinomlarinin

tedavisinde de yararli olabilecegini gosteren deneysel ¢alismalar mevcuttur.

2.9.2. COX-2’nin Karsinogenezdeki Roliiniin Mekanizmalari

COX-2 karsinogenezde onemli birden ¢ok mekanizmayla etki eder.

2.9.2.1. Ksenobiyotik Metabolizma

COX hem peroksidaz hem de siklooksijenaz aktivitesi olan bifonksiyonel
bir enzimdir. Peroksidaz  aktivitesi  prokarsinojenlerin  karsinojenlere
dontismesinde katalizordiir. Karacigerde, bu tiir oksidatif reaksiyonlar esas olarak
sitokrom P-450 tarafindan katalizlenir. Bas boyun gibi ekstrahepatik dokularda
siklikla diisik konsantrasyonda P-450 mevcuttur '**, bu nedenle énemli miktarda
ksenobiyotik COX’un perosidaz aktivitesiyle ko-oksidize edilebilir.

Mutajenlerin  sentezini katalizleme yaninda COX-2 prokarsinojenler
tarafindan indiiklenebilir. Ornegin, tiitiin dumaninda bulunan prokarsinojenlerden
benzo[a]piren COX-2 transkripsiyonunu uyarabilir. '*> COX-2 de benzo[a]piren-
7,8-dioliin yiiksek oranda reaktif ve mutajenik bilesik olan benzo[a]piren-7,8-diol-
9,10-epoksite oksidasyonunu Kkatalizler. '*® Spekiilatif olmasmna ragmen bu
bulgular tiitiin duman ile iliskili DNA hasarini 6nlemede COX-2 inhibitorlerinin

potansiyel roliinii giindeme getirmektedir.
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2.9.2.2. Apoptosis

Apoptosisin veya programli hiicre Oliimiiniin karsinogenez sirasinda
azaldig1 gozlenir. COX-2’nin epitelyal hiicrelerde asir1 ekspresyonu azalmis
apoptosise yol acar. '*’ Bu etki antiapoptotik protein Bcl-2’nin artan seviyelerine
atfedilebilir. Bir ¢alismada COX-2’den tiireyen bir eikozanoid olan PGE2 ile
tedavi, kiiltiir edilen epitel hiicrelerinde Bcl-2’yi indiiklemistir. % Bir caligmada
COX-2’yi asir1 eksprese eden farelerin meme dokusunda artmis Bcl-2 seviyesi ve
proapoptotik protein olan diisik Bax miktari tespit edilmis. '*' Bu bulgularla
uyumlu olarak NSAII ve selektif COX-2 inhibitdrlerinin cesitli deneysel

143,147,149 .
e Bu veriler

sistemlerde  apoptosisi  indiikledigi  gOsterilmistir.
toplandiginda, COX-2 ekspresyonu ile programli hiicre 6liimii arasinda net bir
iliskiyi  gostermektedir. Muhtemelen, COX-2’nin upregililasyonu anormal

hiicrelerin sag kalimini arttirmaktadir ve boylelikle tiimor olusma riskini arttiran

siralanmis genetik degisikliklerin birikmesine yol acar.

2.9.2.3. inflamasyon ve immiinsupresyon

Kronik inflamasyon epitelyal karsinogenez icin bilinen bir risk faktoriidiir.
130" Sitokin aracili COX-2 upregiilasyonu inflame dokularda prostoglandinlerin
sentezinin artmasina katkida bulunur. Cesitli tiimorlerin olusmasi ve biiylimesi
immiinsupresyon ile iliskilidir. '°' Timér hiicreleri tarafindan salman koloni
uyarici faktorler immiin diizenleyici lenfokinlerin iiretimini, T hiicre ve B hiicre
proliferasyonunu ve dogal oldiiriicii hiicrelerin sitotoksik aktivitelerini inhibe

eder, boylelikle tiimor olusumuna yol acan PGE2 sentezi igin monosit ve
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makrofajlar1 aktive eder. '**!>* PGE2 ayni zamanda TNF-a’y1 inhibe eder ve
immiinsiipresif bir sitokin olan IL-10’unun tiretimini indiikler. 154 Bir calismada in
vivo olarak COX-2 ekspresyonunun kesilmesinin IL-10 ve IL-12 dengesini tekrar
tesis ederek antitimor reaktivitesini gelistirdigi gosterilmistir. "> COX aktivitesi

inhibitSrlerinin tiimdr aracili immiinsiipresyonu zayiflattigi gosterilmistir. ¢’

2.9.2.4. Anjiojenez

Timor kitlesinde 6nemli derecede artis oncesinde beslenme ve oksijen i¢in
vaskiileritenin artmas1 gereklidir. Bas boyun yassi hiicreli karsinomlarinda COX
ekspresyonu, VEGF ekspresyonu ve timor vaskiilarizasyonu ile korele
bulunmustur. " insan dokularindaki bu bulgu daha onceki asirn COX-2
ekspresyonunun epitelyal hiicrelerdeki vaskiiler biiylime faktorlerini ve kapiller-
benzeri aglarin iiretimini arttirdigina dair verilerle uyumludur. '>®

Diger baz1 c¢alismalarda da COX-2 ve anjiojenez arasinda baglanti
kurulmustur. Bir c¢alismada vahsi-tip veya COX-1 kesilmis farelerle
karsilastirildiginda COX-2 kesilmis farelerde tiimor biiyiimesi zayiflamistir. 159

Bir baska calismada selektif COX-2 inhibitorii olan selekoksib rat korneasinda

fibroblast biyiime faktoriiniin indiikledigi anjiojenezi bloke etmistir. '

2.9.2.5. invazyon ve Metastaz
Asirt COX-2 eksprese eden insan kanser hiicreleri artan miktarlarda
prostoglandin iiretirler ve daha invazif hale gelirler. '°' Artan invazif 6zellikle

iliskili biyokimyasal degisiklikler arasinda membran-tipi metalloproteinaz-1 i¢in
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artan mRNA miktarlar1 ve metalloproteinaz-2’nin aktivasyonu yer alir. Bir
calismada asir1 COX-2 ekspresyonu hyaluronat i¢in hiicre ylizeyi reseptorii olan
CD44’tin miktarmi arttirmig ve CD44’lin spesifik blokaji tiimor hiicrelerinin
invazif 6zelligini 6nemli derecde diisiirmiistiir. ' Bu in vitro bulgularla uyumlu
olarak, selektif COX-2 inhibitorlerinin deney hayvanlarinda metastazi baskiladigi

gbzlenmistir. %1%

2.10. ALOX-12 ve Kanser

Arasidonik asit metabolizmasi lipooksijenaz yolu boyunca ¢ok cesitli aktif
eikozanoid olusumuna yol agar. Bu enzimlerin ekspresyonu ¢esitli kanserlerin
progresyonuna gore degisir ve bu suretle tiimor gelismesini diizenledikleri
gosterilmistir.  Lipooksijenazin  katalizledigi arasidonik ve linoleik asit
metabolizmasinin kanser gelismesindeki fonksiyonel rolii yeterli veri ile
desteklenmektedir. Lipooksijenazlarin farmakolojik ve dogal inhibitdrlerinin
birkag deneysel modelde karsinogenezi ve timor biiylimesini baskiladig
gosterilmistir. Farkli ALOX izoformlar1 farkl etkiler gostermektedir. ALOXS ve
platelet tipi ALOX12 genelde prokarsinojenik olarak bilinir, ALOX15-1
tartismalidir ve ALOXI15-2 karsinogenezi baskilar. Doymamis yag asiti
metabolizmasiyla inflamasyon ve karsinogenez arasindaki fonksiyonel iliski
pekcok molekiiler calismada genis olarak calisilmistir ve bu sayede pekcok farkl
kanserin tedavisi ve ilagla onlenmesi i¢in potansiyel yeni hedefler gosterilmistir.
164165 giklooksijenaz, epoksijenaz ve lipooksijenaz olmak iizere ii¢ tip enzim

biyolojik olarak aktif eikozanoidleri metabolize edebilir. Bu yolla tiretilen ¢esitli
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lipid peroksitleri ve biyoaktif lipidler hiicre ¢gogalmasini, apoptosisi, degisimi ve
yaglanmay1 diizenler. Son dekatta ALOX izoformlarn ile kanser gelisimi ve
ilerlemesi arasindaki fonksiyonel baglantiy1 arastiran ¢alsmalar yayinlanmistir.
ALOX12’un ii¢ formu tanimlanmistir: 16kosit formu, platelet formu ve
epidermal formu. Platelet tip ALOXI2 arasidonik asiti 12(S)-HETE’ye
dontstiiriirken, 16kosit tip ALOX12 arasidonik asiti veya linoleik asiti 12(S)-
HETE’ye veya 15(S)-HETE’ye doniistiiriir. Hem 16kosit tipi hem de platelet tipi
melanoma, prostat ve epidermal kanserlerin arasinda bulundugu kanser
dokularinda bulunabilir. Veriler ALOX12’un hem kanser hem de sag kalimla
iliskili oldugunu gostermektedir. '© ALOX12’un ALOXI12 inhibitérleri ile
inhibisyonu karsinosarkoma hiicrelerinde proliferasyonu inhibe etmis ve
apoptosisi indiiklemistir. Aynm1 ¢alismada ALOX12 metaboliti olan 12(S)-HETE
ALOX12 inhibitériiniin indiikledigi apoptosisi nlemistir. '®” insanda tanimlanan
cok c¢esitli ALOX geninin olmasindan dolayr ALOX’un kanser gelismesine
ilerlemesindeki rolii komplekstir. ALOX’un hem insandaki hem de faredeki
normal ve kanser epitel dokusundaki ekspresyonunun arastirilmasi sirasinda insan
ALOX15-1 ve 2’nin normal dokularda eksprese edilirken mesane, meme, kolon,
akciger ve prostat kanserlerinde eksprese edilmedigi bulunmustur. '**'"* Buna
karsin, ALOXS5 ve ALOX12 normal epitelde genelde bulunmaz ve proinflamatuar
uyari ile indiiklenir. Ayrica bu enzimler siklikla kolon, 6zofagus, akciger, prostat

ve meme kanserlerinin arasinda bulundugu pekcok kanserde eksprese edilir. '7>'"
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2.11. iNOS ve Kanser

NO L-arjininden olusur. Reaksiyon nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan
katalizlenir ve molekiiler oksijen, NADPH ve kofaktor olarak tetrahidrobiopterin
gereklidir. Gilintimiize kadar NOS’un ii¢ izoform bulunmus; noéronal (nNOS),
endotelyal NOS (eNOS) ve indiiklenebilir NOS (iNOS). nNOS ve eNOS sirasiyla
néronlarda ve endotel hiicrelerinde siirekli mevcuttur ve intraseliller Ca*"
yiikselmesine ihtiya¢ duyarlar. Bu izoformlar esas olarak kalsiyum girisi ile
diizenlenir ve kisa zaman periyodunda disiik seviyede NO iiretirler. '** Diger
yandan, iNOS her hiicre tipinde sitokinler tarafindan indiiklenmesi sarttir ve uzun
zaman periyodlarinda yiiksek konsantrasyonlarda NO {retebilirler. NO
inflamatuar yanit sirasinda vaskiiler fonksiyonda onemli rol oynar. NO giicli
vazokonstriiktordiir. Vaskiiler diiz kas relaksasyonuna ek olarak, NO’nun
inflamasyonda bagka onemli gorevleri vardir. Platelet agregasyonunu ve
adezyonunu azaltir, mast hiicrenin indiikledigi inflamasyonu bazi yonleriyle
inhibe eder ve 10kosit toplanmasi ig¢in diizenleyici rol oynar. NO’nun
karsinogenezde hem koruyucu hem de destriiktif etkileri vardir. '™

Bazi calismalar kronik inflamasyonda NOS’un asir1 {iretiminin
genotoksisteye yol agabilecegini vurgulamislardir. NO DNA lezyonlarina iig¢
muhtemel mekanizmadan biriyle yol agabilir: 1) karsinojenik nitrozaminlerin
olusumu, 2) DNA’nin RNOS tarafindan dogrudan modifikasyonu, 3) diger
genotoksik maddeler tarafindan olusturulan DNA lezyonlarinin tamiri i¢in gerekli
sistemlerin inhibisyonu. Ayrica, bazi RNOS DNA zincir kiriklarina yol agabilir.

Nitrosatif ve oksidatif stresler DNA’da degisik tipte mutasyonlar olusturabilir.
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Nitrozaminler nitrosatif stres ile iligkili kimyasal aramaddeler tarafindan
olusturulabilir ve potansiyel olarak karsinojeniktir. Ornegin, asidik nitrit
tarafindan olusturulan RNOS midede bu tiir karsinojenik nitrozaminleri
olusturabilir. NO’nun aerobik ortamda bulunmasi da nitrozamin olusmasiyla
sonuglanabilir.  NO’nun kendisi DNA veya proteinler gibi biyoorganik
makromolekiillerle etkilesmez, yiiksek konsantrasyondaki NO, N,Os3 gibi RNOS

olusumuna yol acabilir.

2.11.1. NO ve p53

Normal doku homeostazinin devamliligit hiicre proliferasyonu ve
Oliimiiniin diizenlenmesiyle saglanir. Hem eksternal hem de internal uyarilar hiicre
proliferasyonunu ve apoptosisi baglatabilir veya inhibe eder. Karsinogenez
sirasinda genetik ve epigenetik lezyonlar displastik ve neoplastik hiicrelerde
birikir ve bliyiime ve 6liim arasindaki dengeyi bozar. Tiimor progresyonundaki bu
senaryoda karsinogenezin baslangic olaylarindan sonra p53 mutasyonu
olusmaktadir. NO genotoksik ve anjiojenik ozellikleri oldugundan mutant p53
tasiyan hiicreleri segebilir. Dahasi, mutant p53 hiicreleri NO’nun indiikledigi
apoptosise daha az duyarl olabilir. Hipoksi veya sitokinler NOS ekspresyonunu
indiiklerse, sadece fonksiyonel olmayan p53°’lii hiicre klonlar1 siirekli NO
ekspresyonunun  genotoksisitesini  tolere edebilir ve tiimOr biiylimesi
desteklenirken biiylimenin durdurulmasindan ve apoptosisten kagabilir. NO

dogrudan endotelyal hiicre biiylime uyarisiyla hareket edebilir veya vaskiiler
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endotelyal biiyiime faktori (VEGF) gibi diger anjiojenik faktorlerin

ekspresyonunu indiikleyebilir.

2.11.2. NO-iligkili DNA Hasan

NO 6nemli bir biyoaktif ajan ve vazodilatasyon, nérotransmisyon ve demir
metabolizmasinda rolleri olan iletim uyarict molekiildiir. NO viriislere,
bakterilere, mantarlara ve protozoalara kars: sitotoksiktir. **'” Serbest radikal
olarak NO oldukca reaktiftir. Intraseliiler NO hizlica nitrit ve nitrat, S-nitroso-
tiolleri veya peroksinitriti olusturur. ' NO’nun biyolojik etkileri kismen
peroksinitrit ve NO" gibi NO meabolitleriyledir ve peroksinitrit tarafindan yapilan
protein nitrasyonu ve NO" tarafindan yapilan S-nitrolizayonu énemli sinyal iletimi
yollarimt  modiile edebilir. Fizyolojik etkilerinin yaninda NO nitrosatif
deaminasyon ile DNA hasar1 '*'*2, NO, ile DNA zincir kirilmasi '**, peroksinitrit
ile oksidatif hasar ve DNA modifikasyonlari yapabilir. '** NO, N-nitrozaminler

185,186
k >

olusturara ve peroksinitrit yoluyla DNA-reaktif lipid peroksidasyon

aramaddeleri olusturarak DNA modifikasyonlarina sebep olabilir. '*” NO ayrica
belirli DNA tamir aktivitelerini inhibe eder. '**'®

Karsinogenezde erken donemlerde perilezyonel inflamasyon goriildiigii iyi
bilinmektedir. Mutasyonel olaylarin NO’nun ve pekgok potansiyel olarak
karsinojenik metabolitinin inflamatuar ekspresyonunun redoks DNA hasari
yoluyla meydana gelip gelmedigi heniiz ispatlanmamistir. p53 TBG’nin bazi

bolgeleri 5-metilsitozinin deaminasyonu yoluyla insan karsinogenezinde NO’ya

etiyolojik katkida bulunabilir. ' NO’nun p53’te bu genin fonksiyonunu
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degistirecek yapisal degisiklikleri indiikleyebildigi bilinmektedir. '*' Dahasi,
baska modellerde NO’nun mutasyonel hasarin 6nemli bir isaret¢isi olabilecek ¢ift-
zincir DNA kiriklarini indiikleme kabiliyeti oldugu gosterilmistir. '*2

Kronik inflamasyon sirasinda NO’nun toksisitesi iki kimyasal olayla
olusur: 1) NO’nun peroksinitrit ve reaktif nitrojen tiirevleri olarak bilinen nitrat,
nitrit ve N,Oj3 gibi nitrosan tiirevler olustrumak i¢in siiperoksitle oksidasyonu ve
2) proteinler ve NO arasinda nitrolizasyon olaylari ile dogrudan reaksiyon.

NO DNA’ya hiicreye spesifik olabilecek pekcok mekanizmayla zarar

!9 Piirin ve pirimidinlerin nitrozasyonu sitozinin urasile ve guaninin

verebilir.
ksantine hidrolitik deaminasyonu ile sonuglanir. '** Piirin bazinin yerine pirimidin
bazinin gegmesi veya tersi NO’ya maruz kalan insan hiicrelerinde ve c¢iplak
DNA’da gdzlemlenen major mutasyonlardir. '* N,O; karsinojen-N-nitréz
bilesikleri, DNA zincir kiriklar1 olugsmasina sebep olan giiclii elektrofilik bir nitroz
ajandir. Peroksinitrit de DNA ile dogrudan reaksiyona girebilir ve mutasyonlara
ve DNA zincir kiriklarina yol agabilir. '*> Deaminasyonun yaninda NO ve/veya
peroksinitrit DNA baz oksidasyonu yapabilir.

NO ve reaktif oksijen tiirevleri DNA’ya dogrudan zarar verebilmelerine
ragmen memeli hiicreleri genom tamiri i¢in zengin ve kompleks mekanizmalara
sahiptir. Inflamasyon sirasinda DNA hasarmin birikmesi dogrudan hasarin ve
efektif olmayan tamirin gostergesidir. Malesef DNA tamir enzimleri de NO ve

reaktif oksijen tiirevlerinin hedeflerinden gibi goriinmektedir. '**'*® Baylelikle

iINOS’un olusturdugu NO hem DNA hasar1 yapabilir hem de tamir mekanizmasini
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inhibe edebilir. NO’nun ve metabolitlerinin bu etkisi NO’yu kanseri inflamasyona
baglayan en 6nemli medyatorler arasina sokmaktadir.

DNA hasarin1 onarma yaninda organizma hiicresel doniisiime karsi
programli hiicre Oliimii gibi bir baska koruyucu mekanizmas1 vardir.
Onarillamayan DNA hasar1 apoptosisin giiclii bir indiikleyicisidir. NO birkag

asamada apoptosisi inhibe ederek DNA-hasarli hiicrenin sag kalimini saglar.

2.12. Real-Time Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR)

1988 yilinda “Thermus aquaticus” bakterisinden saflastirilan, 1s1ya
dayanikli polimerazin (taq polimeraz) kullanimi ile DNA zincirinin istenilen bir
bolgesini c¢ogaltmak, molekiiler genetik alaninda devrim niteligi tasiyan bir
bulustur. Son yillarda PCR’da sicaklik dongiilerini saglamak ic¢in kullanilan
cihazlarin (thermocycler — 1s1 dongii cihazi) hassas Ol¢iim aletleriyle
birlestirilmesi, Real-time PCR olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine
neden olmustur. Realtime PCR teknolojisi ilk defa Higuchi ve arkadaslar
tarafindan 1993 yilinda gelistirilmistir. '*’ Real-time PCR, niikleik asit
amplifikasyonunun floresan boyalar kullanilarak es zamanli (real-time) olarak
izlenildigi bir yontemdir. Yontem icin 6zel tespit sistemine sahip bir PCR cihazi
gerekmektedir. Gen ekspresyonunun analizini degistiren bu metod ile geleneksel
PCR yontemi ve gen analizi birlestirilmistir. Ekstra goriintiilemeye gerek
duyulmamasi, nitelik ve nicelik yoniinden kisa siirede ¢ok sayida 6rnegi analiz
edebilmesi, sonuglarin kantitatif olarak verilmesi, dizilemeye gerek kalmadan tek

niikleotid farkliliklarinin saptanabilmesi, genotiplendirme yapilabilmesi, tiipte
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uygulandig1 i¢in kontaminasyon riskini en aza indirmesi yontemin avantajlari
arasindadir. Ayrica iirlin analizi i¢in agaroz jel elektroforezi ve DNA veya RNA
bantlarinin mor o6tesi 151k altinda goriintiillenmesi gibi basamaklar1 ortadan
kaldirmaktadir. '*® Bu 6zellikleri géz 6niine alindiginda, Real-time PCR; gen
ekspresyonunun 6l¢iimii, genotipleme analizi, kanser genetigi, kromozomlardaki
sayisal ve yapisal bozukluklarin (mutasyon) analizi, infeksiyon hastaliklarinin
tanis1 ve tedavi takibi, DNA hasarimin belirlenmesi (mikrosatellit instabilitesi),
epigenetik arastirmalar1 (metilasyon belirlenmesi), kemik iligi transplantasyonu
sonrasi minimal rezidiiel hastalik (MRD) ve kimerizmin izlenmesi, anne
karnindan izole edilen tek hiicreden prenatal tani, hemoglobinopatilerin prenatal
tanis1 gibi giderek artan kullanim alanlar1 ile mikrobiyoloji ve molekiiler genetik
laboratuarlarinda yaygin olarak tercih edilmektedir. '**

Bu sistemin gelistirilmesinde ¢esitli kimyasallar kullanilmistir. Bunlarin
arasinda DNA c¢ift zincirine baglanan, diziye 6zgiin olmayan floresan boyalar
(Etidyum bromiir, SYBR Green I) ve diziye 6zgiin cesitli floresan isaretli problar
(TagMan prob, Hibridizasyon problari, molekiiler beacon’lar, scorpion primerleri,

Light-up prob, Sunrise prob) bulunur. '’
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arac ve Gerecler

3.1.1. Kullamilan Laboratuvar Cihazlari ve Gerecler
Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya)

Spin vorteks ( Biosan, Rusya )

Kuru 1s1tic1 blok (Biosan, Rusya)

Manyetik karistirict (TMA 2071, Almanya)

Santrifiij (Hettich Mikro 22 R, Almanya)

Sogutmali santrifuj (Hettich Mikro 22 R, Almanya)
Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000, ABD )

pH metre (WTW 422, Almanya)

Mikropipetler (10 puL, 100 pL, 100 uL) (CLP, ABD)
Derin dondurucu (-86°C) (Sanyo, Japonya)

Derin dondurucu (-30°C) (Sanyo, Japonya)

Giivenlik kabini (VFRS 1206 E, Danimarka)

Azot tanki (GT212 EINOX Air liquide, Fransa)
Thermal Cycler (Hybaid PCR-sprint, Thermo electron corp., ABD)
LightCycler Real-time PCR cihaz1 (Roche, Almanya)
Filtreli mikropipet uclar1 (CLP, ABD)

Steril enjektor (2ml) (Ayset, Tiirkiye)

Steril enjektor (Sml) (Medplast-S, Tiirkiye)

Steril enjektor (10ml) (Hayat, Tiirkiye)

0.2-0.5-1.5 pl’lik ependorf tiipler (CLP, ABD
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3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tris-HCL (Sigma, ABD)

KCI (Sigma, ABD)

MgCl, (Fermantas, ABD)

EDTA (Etilendiamintetraasetikasit disodyum dihidrat) (Sigma, ABD)
Serum fizyolojik (Eczacibasi, Tiirkiye)

Steril dH,O (Eczacibasi, Tiirkiye)

DEPC’li (Dietilpirokarbonat) su (Biological Industries, Israil)

Kloroform (Amresco, ABD)

Izopropanol (Amresco, ABD)

Saf etanol (Carlo Erba, italya)

DNaz I recombinant (Roche, Almanya)

TagMan Master Mix (Roche, Almanya)

Bolgeye o0zgli primerler (COX-2, iNOS, ALOX-12 ve GAPDH)
(Tibmolbiol, Almanya)

Bolgeye 6zgii LNA prob (UPL prob 23, COX-2 i¢in) (UPL, Almanya)
Bolgeye 6zgli LNA prob (UPL prob 16, iNOS i¢in) (UPL, Almanya)
Bolgeye 6zgli LNA prob (UPL prob 83, ALOX-12 ve HPRT ig¢in) (UPL,

Almanya)

3.1.3. Kullanilan Kitler

peqGOLD TriFast™ Dokudan RNA izolasyon kiti (Peqlab, Erlangen,
Almanya)

Transcriptor First Strand cDNA sentez kiti (Roche, Almanya)
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3.2. Yontemler

3.2.1. Hastalar ve Ornekler
Calisma grubu 22 hastadan olustu. Ug kadin 19 erkek hasta mevcuttu. Hastalarin
yaglart 37 ile 71 yas arasinda degismekteydi ve yas ortalamasi 56.4 olarak
hesaplandi. Hastalarin tamaminin tanist histopatolojik olarak kondu ve yassi
hiicreli karsinomdu. Hastalarin yassi hiicreli karsinomlarinin yerlesim bolgelerinin
dagilimi1 su sekildeydi; larenks 13 hasta, oral kavite 2 hasta, 4 hipofarenks, 2
orofarenks, 1 alt dudak. Hastalardan tlimor dokular1 ya major cerrahi sirasinda ya
da insizyonel biyopsi sirasinda elde edildi. Kontrol grubunu tiimoér dokular1 alinan
hastalarin komsu tiimorsiiz bolgelerinden alinan dokular olusturdu. Hastalardan
hem tiimo6r hem de kontrol dokusu olarak yaklagik 5x5 mm boyutlarinda pargalar
elde edildi. Hastalardan elde edilen tiimor ve kontrol dokular steril bir sekilde
ependorf tiiplere yerlestirildi. Ependorf tiipler hemen siv1 azot i¢ine atild1 ve bu
sekilde transfer saglandi. Dokular ependorf tiipler icinde ¢alisma saatine kadar -80

°C’de saklandi.

3.2.2. Kanser Dokusundan Total RNA Saflastirilmasi
Hastalara ait doku ornekleri steril bir sekilde alindiktan sonra steril petri
kabinda serum fizyolojik ile yikandiktan sonra RNA izolasyonuna uygun (50mg-
100mg) biiyiikliiklerde bistiiri ile kiiclik pargalara ayrildi. DNaz ve RNaz
icermeyen steril 1.5 ml’lik ependorf tiiplerine alinan doku Ornekleri hizli bir
sekilde siv1 azot icinde donduruldu. Dokular analiz edilene kadar - 80°C’ de

saklandi.
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Doku orneklerinden RNA izolasyonu islemi, peqGOLD TriFast™

dokudan RNA izolasyon kiti kullanilarak, asagida yazili olan protokole gore

yapildi. Kontaminasyonu engellemek amaci ile islemler giivenlik kabini i¢erisinde

gergeklestirildi:

1-

10-

1.5 mI’lik ependorf tiip i¢inde bulunan 50-100 mg arasindaki dokular
cozlinmeden pastle ile homojenize edildi.

Homojenat tizerine 1000 mikrolitre (ul) TriFast eklendi ve oda
sicakliginda 5 dk bekletildi.

200 pl kloroform eklenerek, 15 sn boyunca karigtirildi ve 10 dk oda
sicakliginda tutuldu.

Ornekler 11.000 rpm’de 5 dk 4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij
sonunda karigim, altta kirmizi faz (fenol kloroform fazi), ara faz ve
iistte renksiz s1v1 faz olmak tizere ii¢ faza ayrildi.

Ust faz yeni bir steril 1.5 mI’lik ependorf tiipiine aktarild: ve iizerine
500 pl izopropanol eklenip karistirildi.

Ornekler 1.5 saat -20°C’de bekletildi. 11.500 rpm’de 10 dk 4°C’de
santrifiij edildi. Ust s1v1 atildu.

DNA kontaminasyonunu engellemek i¢in 60 pul DNaz (ug basina SU
DNaz), 300 ul DNaz Buffer I ve 400 ul DEPC’li su eklenerek 30 dk
37°C sicaklikta bekletildi.

Orneklerin iizerine 300 pl 25mM EDTA eklendi ve 65°C’de 10 dk
bekletildi.

12.000 rpm’de 10 dk 4°C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan tist
stv1 atildi.

1000 pl %75’1ik alkol eklenerek, 12.000 rpm’de 10 dk 4°C’de

santrifiij edildi. Pelete dokunmadan iist s1v1 atild1.
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11- Peletin lizerine tekrar 1000 ul %75°lik alkol eklenerek, 12.000

rpm’de 10 dk 4°C’de santrifiij edildi. Pelete dokunmadan iist sivi

atild1.

12- Pelet kurumaya birakildi. 30-50 ul DEPC’li su ile sulandirildi.

Calisma giiniine kadar -80 °C’de saklandi.

3.2.3. ¢cDNA Sentez Tepkimesi

Elde edilen RNA’lar spektrofotometre’de [RNA i¢in 260 nanometre’de (nm);

protein i¢in 280 nm] 6l¢iilerek nanogram/mikrolitre (ng/ul) miktarlar1 ve safliklari

belirlendi. Primer olarak random hegzamerler kullanilarak cDNA sentez kiti ile

total RNA’dan ¢cDNA sentezi gerceklestirildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan

malzemeler ve miktarlar1 Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. RT-PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon

Hacim

Steril H,O-PCR Grade -

Reaksiyon Tamponu Ix (8mM MgCl,)
dNTP ImM
Random Hegzamerler 60 uM
RNaz inhibitérii 20 iinite (U)
Ters Transkriptaz 10U
Total RNA 2 ug

RNA miktarina gére degisken
4 ul
2 ul
2 ul
0.5 ul
0.5 ul

2ug
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3.2.3.1. RT-PCR Programi

Otomatik 1s1 dongii cihazi Tablo 2’de belirtilen programa ayarlanarak
RNA’lardan cDNA elde edildi. Reaksiyon sonucu ¢cDNA ornekleri Real-time

PCR’da kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.

Tablo 2. RT-PCR tepkime programi

Sicakhik Zaman Dongii sayisi
Primer Baglanmasi 25°C 10 dk 1 dongii
Ters Transkripsiyon 50 °C 60 dk 1 dongii
Inaktivasyon 85°C 5dk 1 déngii
Sogutma 4°C - 1 dongii

3.24. COX-2, ALOX12 ve iNOS Genlerinin Ekspresyon

Diizeylerinin Real-time PCR ile Degerlendirilmesi

COX-2, ALOX12 ve iNOS genlerinin ekspresyonunun kantitatif
degerlendirilmesi i¢in Light Cycler'™ (LC) cihazi kullanildi (Resim 1).
Amplifikasyonlar 10 pl toplam tepkime hacmi igerisinde, cDNA, bdlgeye 6zgii
primerler, UPL TagMan probu ve LightCycler TagMan Master mix kullanilarak

gergeklestirildi. COX-2, iNOS ve ALOX-12 gen ekspresyonunu normalize etmek
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icin elde edilen cDNA o6rnekleri, HPRT genine 6zgii primer ve UPL TagMan

probu kullanilarak ¢aligildi.
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A: Real Time PCR cihazi, B: PCR tepkimesi i¢in gerekli sicaklik, sure ve dongili sayisinin
bilgisayar ortaminda girildigi program sayfasi, C: PCR tepkimesi i¢in hazirlanan karigimin
konuldugu, cam malzemeden firetilmis kapiller, D: Tepkime sirasinda 6rneklerin durumunu grafik

ve logaritmik egri olarak gdsteren program sayfasi

Resim 1. Real Time PCR tepkimesi i¢in kullanilan LC cihazina ait goriintiiler.
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3.2.4.1. COX-2 Geninin Ekspresyon Diizeyinin Kantitatif Analizi

Sekil 3’de gosterilen primerler ile LC TagMan Master karigimi, UPL prob
23 ve COX-2 mRNA’sindan elde edilen cDNA’lar kullanilarak LC cihazinda
Real-time PCR tepkimesi ger¢eklestirildi. Real-time PCR tepkimesi karigimini

hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal maddeler ve oranlar1 Tablo 3’de verilmistir.

5’-TCACGCATCAGTTTTTCAAGA-3’
5’-TGCCCAGCACTTCACGCATCAGTTTTTCAAGACAGATCATAAGCGAGGGCCAGC

TTTCACCAACGGGCTGGGCCATGGGGTGGACTTAAATCATATTTACGGTGAAACT-3’

3’-CACCTGAATTTAGTATAAATGCCACT-5’

Sekil 3. COX-2 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve bunlarin
cDNA dizisi lizerindeki yerlesimi. [Referans dizi; AY462100.1, Homo

sapiens cyclooxygenase 2 (COX2) mRNA, complete cds.]

Tablo 3. COX-2 Real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,O - 5.8 ul
MgClI; (25 mM) 4 mM 1.2 ul
COX-2 PrimerF (10 pmol/pl) 4 pmol 0.5 pul
COX-2 PrimerR (10 pmol/ul) 4 pmol 0.5 pul
LC TagMan Master karisim 1x 1 pul
UPL prob 23 (100 pmol/pl) 10 pmol 0.1 pul
Cdna - 1 ul
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3.2.4.2. ALOX12 Geninin Ekspresyon Diizeyinin Kantitatif Analizi

Sekil 4 ’de gosterilen primerler ile LC TagMan Master karisimi, UPL prob
83 ve ALOX12 mRNA’sindan elde edilen cDNA’lar kullanilarak LC cihazinda
Real-time PCR tepkimesi gerceklestirildi. Real-time PCR tepkimesi karisimini

hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal maddeler ve oranlar1 Tablo 4’de verilmistir.

5’-CCAGTATCACTTGCTGAACACG-¥

5’-TCAGATTTCCAACTGCACGAGATCCAGTATCACTTGCTGAACACGCACCTGGTGG

CTGAGGTCATCGCTGTCGCCACCATGCGGTGCCTCCCAGGACTGCACCCCAT

CTTCAAGTTCCTGATCCCCCATATCCGCTACACCATGGAAATCAACACCCGGGC-3’

3’-TTCAAGGACTAGGGGGTATAG-5’

Sekil 4. ALOX12 mRNA’smin belirlenmesinde kullanilan primerler ve bunlarin
cDNA dizisi iizerindeki yerlesimi. [Referans dizi; NM_000697.1 Homo

sapiens arachidonate 12-lipoxygenase (ALOX12), mRNA.]

Tablo 4. ALOX12 Real-time PCR tepkime karisimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,O - 5.8 ul
MgClI; (25 mM) 4 mM 1.2 pl
ALOX12 PrimerF (10 pmol/ul) 4 pmol 0.5 ul
ALOX12 PrimerR (10 pmol/ul) 4 pmol 0.5 ul
LC TagMan Master karisim Ix 1 pul
UPL prob 83 (100 pmol/ul) 10 pmol 0.1 pl
cDNA - 1 ul
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3.2.4.3. iNOS Geninin Ekspresyon Diizeyinin Kantitatif Analizi

Sekil 5°da gosterilen primerler ile LC TagMan Master karisimi, UPL prob
16 ve iINOS mRNA’sindan elde edilen cDNA’lar kullanilarak LC cihazinda Real-
time PCR tepkimesi gerceklestirildi. Real-time PCR tepkimesi karigimini

hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal maddeler ve oranlar1 Tablo 5’de verilmistir.

5-TCCTGGTTTGACTGTCCTTACC-3’

5’-CAGGTCTCTTICCTGGTTTGACTGTCCTTACCCCGGGGAGGCAGTGCAGCCAGC

TGCAAGCCCCACAGTGAAGAACATCTGAGCTCAAATCCAGATAAGTGACATAAGT-3’

3’-GTCACTTCTTGTAGACTCGAGTT-5'

Sekil 5. iNOS mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve bunlarin
cDNA dizisi iizerindeki yerlesimi. [Referans dizi; ENST00000379105.1,

Nitric oxide synthase, inducible (NOS type II)]

Tablo 5. iINOS Real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,O - 5.8 ul
MgClI; (25 mM) 4 mM 1.2 pl
iNOS PrimerF (10 pmol/ul) 4 pmol 0.5 ul
iNOS PrimerR (10 pmol/nl) 4 pmol 0.5 ul
LC TagMan Master karisim 1x 1 pl
UPL prob 16 (100 pmol/pl) 10 pmol 0.1 ul
cDNA - 1l
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3.2.4.4. HPRT Geninin Ekspresyon Diizeyinin Kantitatif Analizi

Sekil 6°de gosterilen primerler ile LC TagMan Master karisimi, UPL prob
83 ve HPRT mRNA’sindan elde edilen cDNA’lar kullanilarak LC cihazinda Real-
time PCR tepkimesi gerceklestirildi. Real-time PCR tepkimesi karigimini

hazirlamak i¢in kullanilan kimyasal maddeler ve oranlar1 Tablo 6’da verilmistir.

5’-AACCTCCTCTTGCCTGCTG-¥

5’-GCATAAACCTCCTCTTGCCTGCTGCCTCCTCAAAGACCTCCCTCCCTCCTTCACT

GCCCTTCTGCTCCTGGAGAGCCACCCTCTCTCCATTTATCCTTCCTATCAGCTTCA-3’

3’-TCTCGGTGGGAGAGAGGTAA-S’

Sekil 6. HPRT mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve bunlarin
cDNA dizisi lizerindeki yerlesimi. [Referans dizi; M26434.1, Human

hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT) gene, complete cds.]

Tablo 6. HPRT Real-time PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH,O - 5.8 ul
MgClI; (25 mM) 4 mM 1.2 pl
HPRT PrimerF (10 pmol/ul) 10 pmol 0.5 ul
HPRT PrimerR (10 pmol/pl) 10 pmol 0.5 ul
LC TagMan Master karisim Ix 1l
UPL prob 86 (100 pmol/ul) 10 pmol 0.1 pl
cDNA - 1 ul
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Real-time PCR karisimi hazirlandiktan sonra karigim kapiller tiiplere
dagitildi ve en son iizerine cDNA eklendi. Kapiller tiipler 3000-5000 rpm’de 10
sn santrifiij edildi. Daha sonra LC cihazinda asagida belirtilen amplifikasyon
programi kullanilarak PCR tepkimesi gergeklestirildi. COX-2, ALOX12, iNOS,

ve HPRT i¢in ayn1 PCR programi kullanilmistir

3.24.5. COX-2, ALOX12, iNOS ve HPRT Light-Cycler Deney

Program

Program 1 - Ayrilma (Denatiirasyon)

Dongii 1
Analiz -
Hedef Sicakhk Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon Siiresi (s:dk:sn) 10.0
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0

Program 2 — Primer Baglanmasi ve Uzama

Dongii 50

Analiz Cogalma

Hedef Sicakhik Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
Inkiibasyon siiresi (s:dk:sn) 10 20
Sicaklik Degisim Hizi (°C/sn) 20.0 20.0

Program 3 — Sogutma

Dongii 1
Analiz -
Hedef Sicakliklar Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
Inkiibasyon Siiresi (s:dk:sn) 30
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0
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Reaksiyon sonucu her bir bireye ait COX-2, ALOX12, iNOS ve HPRT
genlerinin mRNA ekspresyon diizeyini gosteren threshold cycle (Ct) degerleri
belirlendi. COX-2, ALOX12 ve iNOS genlerinin ekspresyon diizeyleri HPRT

geninin ekspresyon diizeyi referans alinarak normalize edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada bas boyun kanser dokusunda COX-2, ALOX12 ve iNOS
genlerinin ekspresyon seviyeleri arastirilmis ve sonuclar istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Calisma kapsaminda 22 hastaya ait kanser dokusu ile kontrol
amagcli olarak ayn1 bireylerin komsu saglam mukozalar1 kullanilmistir.

COX-2, ALOX12 ve iNOS genlerinin ekspresyonunun Real-time PCR ile
lgiimii i¢in Light Cycler™ cihazi kullamildi. COX-2, ALOX12 ve iNOS gen
ekspresyonunu normalize etmek i¢in hasta ve kontrol gruplarina ait her bir cDNA
ornegi, HPRT genine 6zgii primerler ile LC TagMan Master karisimi kullanilarak
caligildi. Relatif gen ekspresyonunun istatistiksel sonuclart REST programi
kullanilarak “Pfaffl” matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida

belirtilmistir .

E (hedef) ACt (kontrol- hasta)

R=

E (referans) ACt (kontrol- hasta)

Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini ifade etmektedir. ACt degeri kontrol
ile hasta Orneklerinin Ct degerleri arasindaki farki gosterirken, R degeri ise
ekspresyon oranim1 gostermektedir. Ct, tepkime sirasinda olusan floresans
isimanin esik degerini gegtigi andaki siklus sayisini ifade eder. Ct degeri
tepkimenin basinda mevcut olan mRNA (cDNA) miktari ile ters orantilidir.

Gen ekspresyonunun Pfaffl matematiksel yontemi ile hesaplanabilmesi
icin gerekli olan referans HPRT geninin mRNA diizeyinde ekspresyonunu
gosteren Real-time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 7°de

gosterilmistir.
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Dongii Sayis1

Sekil 7. Hasta ve kontrol dokularinda HPRT geninin mRNA diizeyinde

ekspresyonunu gosteren Real-time PCR tepkimesine ait amplifikasyon

egrisi.

COX-2 genine ait mRNA ekspresyonunu gosteren amplifikasyon egrisi

Floresan (F1)

Sekil 8’da gosterilmistir.
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Sekil 8. Hasta ve kontrol dokularinda COX-2 geninin mRNA diizeyinde

ekspresyonunu gosteren Real-time PCR tepkimesine ait amplifikasyon

egrisi.
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ALOX12 genine ait mRNA ekspresyonunu gosteren amplifikasyon egrisi
Sekil 9’da gosterilmistir.
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Dongii Sayis1

Sekil 9. Hasta ve kontrol dokularinda ALOXI12 geninin mRNA diizeyinde
ekspresyonunu gosteren Real-time PCR tepkimesine ait amplifikasyon

egrisi.

INOS genine ait mRNA ekspresyonunu gosteren amplifikasyon egrisi
Sekil 10°de gosterilmistir.
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Sekil 10. Hasta ve kontrol dokularinda iNOS geninin mRNA diizeyinde
ekspresyonunu gosteren Real-time PCR tepkimesine ait amplifikasyon

egrisi.
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Tim hastalara ait tiimor dokular1 ile saglikli kontrol dokular
karsilagtirlldiginda COX-2, 1INOS ve ALOXI12 genlerinin ekspresyon

miktarlarinda artis oldugu bulunmustur (Grafik 1).

7
G W Tumdr
5

= Kontrol

Relatif ifadelenme Diizeyi

4 * *

2 4
o
COX-2 INDS ALOX12

* 1 COX-2’nin tim timor dokularindaki artis1 istatistiksel agidan anlamli bulunmustur
(p=0,001).

** : ALOX12’nin tiim timdr dokularindaki artigi istatistiksel agidan anlamli bulunmustur
(p=0,011).

Sekil 11. Tiim hastalara ait tiimor ve saglikli kontrol dokularindaki COX-2, iNOS

ve ALOX12 genlerinin goreceli mRNA ekspresyon seviyeleri. Genlerin

kontrol dokusundaki ekspresyon diizeyi 1 birim kabul edilerek, kanser

dokusundaki degisimleri gosterilmistir.

Tim hastalarin tiimor dokularinda COX-2 gen ekspresyon miktarinda
gozlenen yaklagik 11 kathik artisin istatistiksel agidan anlamli oldugu
belirlenmigtir (p = 0,001). Ayrica ALOX12 geninin ekspresyon miktarina
bakildiginda tiim tiimoér dokulari icin belirlenen yaklasik 4 katlik artmanin da

istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlenmistir (p = 0,011). Buna karsin iNOS
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geninin transkripsiyonundaki 2 kathik artisin, tim timor dokulart ile saglikli
kontrol dokular1 karsilastirildiginda istatistiksel a¢idan anlamli olmadig:

bulunmustur (p = 0.286) (Tablo 7).

Tablo 7. Tiim tiimor 6rnekleri ve saglikli kontrol dokularinda arastirilan genlerin

ekspresyon seviyesine iligkin istatistiksel veri (n=22).

Gen Ekspresyon Standart Hata %95 Giiven Arahgi P degeri
HPRT 1.000 0,608 - 1,596 0,391 - 2,552 1,000
COX-2 11,644 4.262 — 28,646 2,538 -39,993 0.001
iNOS 3,084 1,689 - 6,229 1,054 - 10,656 0,041
ALOX12 4,813 2,482 - 10,749 1,863 - 20,511 0,008

Larenks kanserlerinde, COX-2, iNOS ve ALOXI2 genlerinin mRNA
seviyelerinin kontrol dokularina kiyasla artis oldugu bulunmustur. (Sekil 12)

13

12
11

=
Q

B Tumor

H Kontrol

Relatif ifadelenme Diizeyi

QO = N W kR U N W

COX-2 INOS ALOX12

Sekil 12. Larenks kanserlerinde ve saglikli kontrol dokularindaki COX-2, iNOS
ve ALOX12 genlerinin goreceli mRNA ekspresyon seviyeleri.
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Genlerin kontrol dokusundaki ekspresyon diizeyi 1 birim kabul edilerek,
kanser dokusundaki degisimleri gosterilmistir. Tiimor dokularinda her ii¢ genin
ekspresyon miktarinda gozlenen artisin istatistiksel acidan anlamli oldugu
bulunmustur (P < 0,05).

Larenks kanserlerinde, COX-2 gen ekspresyon miktarinda gézlenen 11,6
katlik artisin istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlenmistir (P = 0,001). iNOS
geninin ekspresyon miktarinin kontrol dokularina kiyasla B1 tiimor dokularinda 3
kat arttig1 belirlenmistir (P = 0.041). ALOX12 geninin ekspresyon miktarinda da
B1 tiimorler i¢in belirlenen yaklasik 5 kathik artmanin da istatistiksel acidan

anlamli oldugu belirlenmistir (P = 0,008) (Tablo 8).

Tablo 8. Larenks i¢in timor ve saglikli kontrol dokusunda arastirilan genlerin

ekspresyon seviyesine iligkin istatistiksel veri (n=13 hasta).

Gen Ekspresyon Standart Hata %95 Giiven Arahg1 P degeri

HPRT 1.000 0,608 - 1,596 0,391 - 2,552 1,000
COX-2 11,644 4.262 — 28,646 2,538 —39,993 0.001
iNOS 3,084 1,689 - 6,229 1,054 - 10,656 0,041
ALOX12 4,813 2,482 - 10,749 1,863 - 20,511 0,008
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5. TARTISMA VE SONUC

Inflamasyon ve kanser arasindaki baglanti yaklasitk 150 yil ©6nce
farkedilmis. 1863°te Virchow kanserlerin kronik inflamasyon bolgelerinde olugsma
egiliminde oldugunu  gdstermistir.””  Epidemiyolojik  calismalar  kronik
inflamasyonun artms kanser riskiyle iliskisini desteklemektedir. ''22%%!

Inflamasyon ve kanser arasindaki iliskiye yonelik arastirmalar ncelikle
l6kositler gibi inflamatuar hiicreler tarafindan iiretilen reaktif oksijen ve nitrojen
tiirlerinin mutajenik saldir1 yapip yapmadigi ve tiimoriin baglamasiyla sonuglanip
sonuclanmadigma yonelik olmustur. ''' Giniimiizde inflamasyondan kanser
gelismesinin inflamatuar hiicreler ile beraber sitokinler, kemokinler ve enzimleri
igeren medyatdrler tarafindan olusturulan siire¢ olabileceginin farkina varilmistir.
"2 Bu konak yamiti tiimérleri baskilayabilmesine ragmen, bir¢ok sinyal yoluyla
kanser gelisimini hizlandirabilir. ''?

Biyoaktif lipidleri olusturan eikozanoid metabolizmasi kanser olusmasina
yol actigr bilinmektedir. '****> Bas boyun kanserlerinin de icinde bulundugu
insanda goriilen malignensilerin ¢ogu koken aldiklar1 normal dokudan daha fazla
oranda prostoglandin iiretirler. 2% Prostoglandinlerin déniismiis hiicrelerdeki ve
tiimorlerdeki artmis sentezi artmig COX-2 ekspresyonunun sonucu olabilir.
Prostoglandinlerin hiicre proliferasyonuna, anjiojeneze, immiiniteye ve apoptosise
etkilerinden dolay1 kanser patogenezinde dnemli olabileceklerine inanilmaktadir.
Prostoglandinlerin ~ karsinogeneze  katkida  bulunduguna dair  hipotez
epidemiyolojik ve deneysel kanitlarla desteklenmektedir. COX ve ALOX

yolaklarinin metabolitlerinin bas boyun kanserli hastalarin tiimér dokularinda,
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plazmalarinda ve tiikriiklerinde arttign bulunmustur. 2**?°"2% Ayrica, gesitli
enzimlerin degismis ekspresyonlar1 ve arasidonik asit metabolizmasiyla iliskili
genlerin yass1 hiicreli kanser olusmasina katkida bulundugu bilinmektedir.

COX-2 ile bas boyun yassi hiicreli kanserlerini baglayan birka¢ farkli
mekanizma vardir. COX-2’nin asir1 ekspresyonuna bagl olarak artan PG sentezi
hiicre proliferasyonunu arttirabilir '**, anjiyojenezi destekleyebilir 2", immiiniteyi
baskilayabilir *'' ve apoptosisi inhibe edebilir. '*’ COX-2 ayrica ksenobiyotikleri
karsinojenik olan reaktif elektrofillere doniistiirerek aktive eder. Ornegin, tiitiinde
bulunan ve prokarsinojen olan benzo[a]piren-7,8-dioliin yiiksek oranda reaktif ve
mutajenik bilesik olan benzo[a]piren-7,8-diol-9,10-epoksite oksidasyonunu
katalizler. '

Pekgcok premalign ve malign hastalikta COX-2’nin yiikseldigi
gosterilmistir. 136 Mestre ve ark.’nin bas boyun kanserli 15 hastadan olusan bir
caligmasinda normal mukoza ile karsilagtirildiginda bas boyun kanserli hastalarda
tiim bolgelerde100 kat daha fazla COX-2 mRNA ekspresyonu saptanmustir. 2'
COX-2’nin selektif inhibitorlerinin bag boyun kanserlerinin de dahil oldugu
pekcok deneysel tiimoriin olusumunu, biiylimesini ve metastazini azalttigini
gosteren calismalar meveuttur. *'**!'* Dong ve ark.’min 85 larenks kanserli
hastadan olusan calismasinda COX-2 ekspresyonunun anlamli olarak yiikseldigi
saptanmistir. °° Gallo ve ark. 35 bas boyun kanserli hastada COX-2
ekspresyonunu ve PGE2 iiretimini analiz ederek bas boyun kanserlerinde COX-2
yolagini arastirmislar ve komsu normal doku ile kasilastirildiginda bas boyun

kanserli dokularda COX-2’nin asir1 ekspresyonu saptanmis. '*° Yirmi dort bas
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boyun kanserli hastadan olusan bir ¢alismada bas boyun kanser dokularinda COX-
2 ekspresyonunun kontrol mukozayla karsilastirildiginda tiim bolgelerde en az
150 kat arttig1 gdsterilmistir. '*° Oral yass1 hiicreli kanserli 27 hastadan olusan bir
calismada COX-2 mRNA ekspresyonu normal komsu dokuyla karsilastirildiginda
anlamli olarak yiiksek bulunmus. *'* Yirmi {i¢ hipofarenks kanserli hastadan
olusan bir ¢alismada 20 hastada COX-2 mRNA ekspresyonu saptanmis. Pandey
ve ark. tarafindan diizenlenen prospektif kontrollii calismada 42 oral yassi1 hiicreli
karsinom olgusu, 13 premalign oral lezyon ve 32 oral mukoza RT-PCR
kullanilarak COX-2 ekspresyonu acisindan degerlendirilmis ve premalign
lezyonlarla ve normal mukozayla karsilastirildiginda anlamli olarak yiiksek COX-
2 ekspresyonu tespit edilmis. *'> Bu ¢alismada tiim hastalarin timér dokularinda
normal kontroller ile karsilastirildiginda COX-2 gen ekspresyon miktarinda
istatistiksel olarak anlamli artis saptanmistir ve bu bulgu literatiir ile uyumludur.
Lipoksijenazlar arasidonik asiti biyolojik olarak aktif metabolitlere
metabolize eden enzim ailesini olustururlar. 216 Lipoksijenazlar arasidonat 5, 8, 12,
15-lipoksijenaz seklinde ayrilirlar. (ALOXS, ALOXS8, ALOX12, ALOXI5)
Tiumor gelismesine karsi harekete gecen 16kosit veya makrofajlarin inflamatuar
reaksiyonlar1 sonucu lipid peroksidasyon iirlinleri salinabilir. Bu {iriinler DNA ile
dogrudan etkilesebilir '’ ve DNA hasarma neden olabilir. *'* Sikloksijenaz ve
lipoksijenaz yolaklarindan ¢ikan lipid peroksidasyon tiriinleri tiimor ilerlemesinde
veya tiimér metastazinda rol oynayabilir. 2'*%°
ALOX12’nin insanlarda kanseri diizenledigine dair kanitlar vardir.

ALOX12 yoluyla iiretilen 12(S)-HETE nin pekcok kanserle giiclii iliskisi oldugu
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ispatlanmustir. **' Meme, kolorektal ve prostat tiimérlerini icine alan pek cok
tiimérde ALOX12 asir1 eksprese edilmektedir. **** 12-HETE tiimor ve endotel
hiicrelerinde integrin ekspresyonunu indiikleyebilir ve genelde metastaz,
proteoliz, invazyon ve anjiojenezin cesitli asamalarinda rol alir. **° 12(S)-
HETE’nin tiimér dokusu seviyeleri timoriin invazif o6zelligi ile iliskili
bulunmugtur, 22>22

12-HETE’nin  bas boyun kanserlerindeki rolii  yeteri  kadar
arastirllmamistir. Bir ¢alismada oral yassi hiicreli karsinomlu hastalarin
tiikkriiglinlin ve primer tiimor dokusu orneklerinin analizi 12-HETE, 5-HETE VE
15-HETE seviyelerinin  anlamli  olarak yiikseldigini  gostermistir.”’’*
ALOX12’nin ALOX12 inhibitdrleri ile inhibisyonu karsinosarkoma hiicrelerinde
proliferasyonu inhibe etmis ve apoptosisi indiiklemistir. Ayn1 calismada ALOX12
metaboliti olan 12(S)-HETE ALOXI12 inhibitoriiniin indiikledigi apoptosisi
onlemistir. ¢’ Yapilan c¢alismalar NSAI’in bas boyun kanserlerinde down-regiile
olan ALOX15-1 ve ALOX15-2 izoenzimlerinin artisina sebep oldugu saptanmis.
Bu etkilere hiicre proliferasyonu ve apoptosis indiiksiyonu eslik etmis. *** Bu
caligmada tiim hastalarin tiimor dokularinda ALOX12 geninin ekspresyon
miktarina bakildiginda kontrol dokularla karsilastirildiginda tiim tiimér dokular
i¢cin anlamli olarak yiikseldigi belirlenmistir.

NO, L-arjininden NOS tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla olusur.
NOS’un bilinen ii¢ izoformu mevcuttur; noronal (nNOS), endotelyal NOS (eNOS)

ve indiiklenebilir NOS (iNOS). nNOS ve eNOS kisa zaman periyodunda diisiik

seviyede NO iiretirler ve kalmodulin varliginda sitoplazmik kalsiyumun artis1 ile
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hizla aktive olurlar. iNOS uzun zaman periyodlarinda yiiksek konsantrasyonlarda
NO fiiretebilir. Sitokinler (interferon gama, tiimor nekroz faktorii) ve diger ajanlar
tarafindan aktive edilir; intraseliiler kalsiyum artigina ihtiya¢ duymaz. '** NOS bir
defa indiiklendiginde ¢6ziinebilen guanilat siklazi aktive eden ve uzamis diiz kas
relaksasyonuna, vazokonstriktorlere azalmis yanita ve muhtemelen doku hasarina
yol acan devamli NO iiretir. *°

NO viicutta vazodilatasyon, yara iyilesmesinin diizenlemesi, enfeksiyona
spesifik olmayan immiin yanit, konak savunmasi ve sitotoksisite gibi pek cok
kritik role sahiptir. *° NO inflamatuar yanitta vaskiiler fonksiyonda énemli rol
oynar. NO potent bir vazodilatatérdiir. Inflamasyonda vaskiiler diiz kas
relaksasyonu yaninda diger onemli gorevleri vardir. Platelet agregasyonu ve
adezyonunu azaltir, mast hiicresinin indiikledigi inflamasyonu bazi yonleriyle
inhibe eder ve 16kosit toplamasinda diizenleyici role sahiptir. **

NO miktarina ve iretildigi sartlara gore hem yararli ve hem de zararl
etkileri vardir ki bu nedenle NO i¢in “iki —kenarli kili¢” terimi kullamlir. '**
Esasinda, makrofajlardan salimman NO’nun tiimdr hiicrelerinde hiicresel oSliimi
ilerlettigi iyi bilinmektedir. >*' Dahasi, yapilan bir ¢calismada iNOS geniyle enfekte
olmus tiimoral hiicrelerin sadece kendi 6ltimleri i¢in yetecek miktarda degil ayni
zamanda diger hiicrelerde sitotoksisite ve apoptosisi indiikleyecek miktarda NO
iirettikleri gdsterilmistir. **> NO’nun DNA hasar1 ve DNA sentezi inhibisyonu,
mitokondriyal aktivite inhibisyonu ve demir-igerikli enzim inhibisyonunu
kapsayan c¢esitli mekanizmalarla tiimorisidal 6zelliklerinin oldugu bilinmesine

ragmen timor progresyonu ve yayilmastyla iliskisi tizerinde durulmaktadir. **
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NO’nun solid tiimorlerin biliylimesinde ve metastazinda etkili oldugu
bilinmektedir. NO’nun hem tiimoérii ilerletici hem de tiimorii inhibe edici etkileri
oldugu i¢in bu alan biraz karmasiktir. NOS insan kolorektal adenokarsinomlar,
serviks karsinomu, jinekolojik neoplazmlar, bas boyun yass1 hiicreli karsinomlari,
santral sinir sistemi tiimorleri ve hepatoseliiler karsinom gibi neoplazmlarinda
timér hiicrelerinde taninmustir. ** NO’nun spesifik etkisi muhtemelen lokal
konsantrasyonlarina baglidir ve mevcut veriler pekcok kanserde NO’nun
anjiojenezi arttirdigini ve tiimoriin biiyiimesini kolaylastirildigini géstermektedir.
2332336 Deneysel calismalar yiiksek NOS aktivitesi olan tiimérlerin in vivo olarak
daha hizli biiyidiigini gostermektedir. 2’ NO tiimér proliferasyonundan iiclii
etkiyle sorumlu olabilir; 1) tiimor vaskiilarizasyonu ve anjiyojenezi ilerleterek, 2)
tiimor hiicresinin endotel hiicrelerine adezyonunu kolaylastirarak, 3) vaskiiler
permeabiliteyi arttirarak. Bu etkilerin hepsi primer tiimoriin hizli biiylimesini
kolaylastirabilir. >**

Serbest radikal olarak NO oldukca reaktiftir. Intraseliiler NO hizlica nitrit
ve nitrat, S-nitroso-tiolleri veya peroksinitriti olusturur. "**'*' NO’nun biyolojik
etkileri kismen peroksinitrit ve NO™ gibi NO meabolitlerindendir. NO genotoksik
ve anjiojenik Ozellikleri oldugundan mutant p53 tasiyan hiicreleri segebilir ve
mutant p53 hiicreleri NO’nun indiikledigi apoptosise daha az duyarli olabilir. Bazi
caligmalar kronik inflamasyonda NOS’un asir1 iiretiminin genotoksisteye yol
acabilecegini vurgulamuslardir. NO nitrosatif deaminasyon ile DNA hasari '*"+1%2
NO, ile DNA zincir kirilmasi 183, peroksinitrit ile oksidatif hasar ve DNA

modifikasyonlari yapabilir. '**
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Bas boyun yass1 hiicreli karsinomlarinda NOS ekspresyonu ve aktivitesi
calistimistir.2***  Gavilanes ve ark. faringolarengeal kanserli 26 hastanin
orneklerinde NOS aktivitesini arastirmislar ve timdr biiyliimesi ve malignensinin
kalsiyumdan bagimsiz NOS izoformunun enzimatik {iriinii olan NO’daki
degisiklikle iliskili oldugu 6ne siiriilmiistiir. *® Shigyo ve ark. yaptigi 63 yass1
hiicreli karsinomlu hastadan olusan bir calismada normal larengeal epitelde iNOS
i¢in pozitif immiinboyama saptanmazken, hafif/orta displaziden agir displaziye ve
karsinoma ilerlerken ekspresyon seviyeleri yiikselmis ve karsinomda en yiiksek
seviyelere ulasmis. **' Connelly ve ark.’nin diizenledigi 22 oral yasst hiicreli
karsinomu, 12 displazi ve 12 normal spesimenin immiinhistokimyasal
caligmasinda oral yassi hiicreli karsinomlarinda oral prekanseréz lezyonlarla
kiyaslandiginda NOS anlamli olarak yiiksek bulunmus. Bu c¢alismada ayrica
normal epitelle karsilastirldiginda NO anlamli olarak yiiksek bulunmus. *** Chen
ve ark. tarafindan diizenlenen bir ¢alismada bukkal karsinomlu 25 hastanin doku
ornekleri immiinhistokimya ve RT-PCR ile calisilarak iNOS proteini (%64) ve
mRNA (%53) aktivitesi tespit edilmis. *** Gallo ve ark. 43 bas boyun yass1 hiicreli
karsinomlu hastadan olusan bir ¢alismada bas boyun yassi hiicreli
karsinomlarinda COX-2 ve NOS’un simultane up-regiile oldugunu ve her iki
yolagin tiimdr anjiyojenezi ve lenf nodu metastazi ile giiglii korelasyonunu
gostermislerdir. *** Bu calismada iNOS geninin transkripsiyonunda 2 katlik
artisin, tim bas boyun yassi hiicreli karsinom dokularinda saglikli kontrol

dokular1 karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli olmadigr bulunmustur.
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Buna karsin, iNOS geninin ekspresyon miktarinin kontrol dokularina kiyasla
larenks yassi hiicreli karsinom dokularinda 3 kat arttig1 belirlenmistir.

Bu ¢alismada COX-2, ALOX12 ve iNOS genlerinin bas boyun yassi
hiicreli karsinomlarinda ekspresyon diizeyi aragtirilmistir. Calismamizda kontrol
komsu dokulardaki  ekspresyon miktar1 ile karsilastinldiginda @ AA
metabolizmasinin 6nemli bilesenlerinden olan COX-2 ve ALOXI12 geninin
ekspresyonundaki artisg istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Calismada
ekspresyonu degerlendirilen bir diger gen olan iNOS’un ekspresyonunda kontrol
grubuyla karsilastirildiginda tiim bas boyun kanser dokularinda artis saptanmis
fakat istatistiksel agidan anlamli bulunmamistir. Bununla birlikte sadece larenks
kanserleri degerlendirildiginde {i¢ gendeki ekspresyon miktar1 kontrol dokularla
karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu baglamda bu
calisma her li¢ genin ve dolayisiyla bunlarin iiriinlerinin larenks kanserlerinde,
COX-2 ve ALOXI12 genlerinin de tiim bas boyun kanserlerinde rolii oldugunu
literatiir ile uyumlu bir sekilde gostermistir. Bu ¢alismanin mevcut literatiir ile
celisen tek yoOnii tiim bas boyun kanser dokularinda kontrol dokularla
karsilastirildiginda iNOS ekspresyonunda anlamli derecede artis saptanmamasidir.
Inflamasyon ile karsinogenezi birbirine baglayan pek cok ¢alisma mevcuttur.
Ozellikle bu ¢alismanin konu olarak aldig1 kanserde COX-2, ALOX12 ve iNOS
gen ekspresyonlarimin  karsinogenezdeki rolii lizerinde literatiirde sikga
durulmustur. Dolayisiyla bu enzimlerin bazi1 se¢ilmis kanserlerdeki es zamanli

inhibisyonu bu kanserlerde giincel bir tedavi segcenegi olabilir.
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6. OZET

Bas boyun yassi1 hiicreli karsinomlar1 diinya capinda onemli bir saglik
problemi, besinci en yaygin kanser tiirii ve 6liim sebebidir. Bas boyun yassi
hiicreli karsinomlarinin  gelisiminde alkol, sigara, beslenme, meslek, viral
enfeksiyon ve kotii agiz bakimi gibi belirli risk faktorleri olmasina ragmen, bu
hastaliga yol agan mutasyonel olaylardan sorumlu net mekanizma heniiz
tanimlanamamigstir. Bununla birlikte sayillan risk faktorleri bas boyun
kanserlerinin = %5-10"unu  agiklamamaktadir. Kronik inflamasyonun uzun
zamandir pek ¢ok bolgede kanserle iligkisi, timdr olusumunun 6nemli bir bileseni
oldugu bilinmektedir, fakat sorumlu mekanizma tam olarak tanimlanamamastir.

Biyoaktif lipidlerin olusumuna yol agan eikozanoid metabolizmasinin
kanser olusumuna yol agtugl bilinmektedir. Siklooksijenaz (COX) ve
lipooksijenaz (ALOX) yolaklarinin metabolizmasinin bas boyun kanserli
hastalarin tiimor dokularinda, plazmalarinda ve tlikriiklerinde arttigi bulunmustur.
Ayrica, aragidonik asit metabolizmasiyla iligkili ¢esitli enzim ve genlerin farkh
ekspresyonlar1 yasst hiicreli karsinogeneze katkida bulunmaktadir. Son
donemlerde, COX enziminin tiimdr olusumundaki rolii iizerinde durulmaktadir.
Bas boyun kanserli hastalarda COX-2’nin asir1 eksprese edildigini gosteren pek
cok calisma mevcuttur. Artan COX-2 seviyeleri karsinogeneze ksenobiyotik
metabolizma, apoptosis, immun yanit ve anjiojenez iizerine olan etkileri yoluyla
katkida bulunur. Lipooksijenazin katalizledigi arasidonik asit metabolizmasinin
kanser olusumundaki fonksiyonel rolii konusunda yeterli veri mevcuttur. Ozellikle

ALOXS ve platelet tip ALOX12 izoenzimleri genel olarak prokarsinojenik kabul
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edilirler. ALOX12 melanoma, prostat ve epidermal kanserler gibi farkli
kanserlerde saptanmistir. 12-HETE, ALOX12’nin tiimor biiylimesini ve hareketini
diizenleyeci roldeki tek metabolitidir. Fakat 12-HETE nin bas boyun yass1 hiicreli
karsinomlarindaki rolii tam olarak arastirilmamaistir.

Nitrik oksit (NO), nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi aracilign ile L-
arjinin’inden olusur. NOS’un birbirine yapisal olarak ¢ok benzeyen 3 izoformu
bulunmaktadir; Noronal NOS (nNOS), indiiklenebilir NOS (iNOS ), endotelyal
NOS (eNOS). nNOS ve eNOS sirasiyla ndronlarda ve endotel hiicrelerinde siirekli
mevcuttur ve intraseliiler Ca®" yiikselmesine ihtiya¢ duyarlar. Bu izoformlar esas
olarak kalsiyum girisi ile diizenlenir ve kisa zaman periyodunda diisiik seviyede
NO diretirler. Diger yandan, iNOS her hiicre tipinde sitokinler tarafindan
indiiklenmesi sarttir ve uzun zaman periyodlarinda yiiksek konsantrasyonlarda
NO iiretebilirler. Meme, 6zofagus, barsak, prostat ve bas boyun kanserlerinin
dahil oldugu pek ¢ok malign tiimorde iNOS’un eksprese edildigi bildirilmektedir.
NOS hem tiim6r olusumuna katkida bulunup hem de inhibitér etkiye sahip oldugu
icin, NOS’ un tiimor biyolojisindeki rolii ¢cok az anlagilabilmistir.

Bu ¢alismada COX-2, ALOX12 ve iNOS genlerinin bas boyun yassi
hiicreli karsinomlarinda komsu normal dokuyla karsilastirildiginda asir1 eksprese
edilip edilmedigi arastirilmistir. Yirmi iki hastadan rezeksiyon sirasinda kanser
dokusu (5x5mm) ve komsu normal mukoza temin edildi. Yass1 hiicreli karsinom
parcalan steril ependorf tiiplere yerlestirildi ve hemen sivi azotta donduruldu.
Tim dokular analiz zamanina kadar -80°C’de saklandi. COX-2, ALOXI12 ve

iINOS genlerinin ekspresyon seviyeleri real-time PCR ile saptandi. Tiim hastalarin
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tiimor dokularinda COX-2 gen ekspresyon miktarinda gozlenen yaklasik 11 katlik
artisin istatistiksel acidan anlamli oldugu belirlendi (p = 0,001). ALOX12 geninin
ekspresyon miktarina bakildiginda tiim tiimér dokulari i¢in belirlenen yaklasik 4
katlik artmanin da istatistiksel agidan anlamli oldugu belirlendi (p = 0,011). Buna
karsin iNOS geninin transkripsiyonundaki 2 katlik artisin, tiim timdr dokular ile
saglikli kontrol dokular1 karsilastirildiginda istatistiksel acidan anlamli olmadigi
bulunmustur (p = 0.286) Fakat larenks kanserli hastalarda iNOS geninin
ekspresyon miktarinin kontrol dokularina kiyasla 3 kat arttigi belirlenmistir (P =
0.041). Bu veriler COX-2 ve ALOXI12’nin tiim bas boyun kanserlerindeki
potansiyel roliinii gdstermektedir. Ayrica li¢ enzimin de larenks kanserlerinde

potansiyel rolii bulunmaktadir.
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7. SUMMARY

Head and neck squamous cell carcinoma represent a major international
health problem, accounting for the fifth most common type and cause of cancer-
related death worldwide. Although certain risk factors for the development of
head and neck squamous cell carcinoma including alcohol, tobacco, nutrition,
occupation, viral infection and poor dentition are known, the exact molecular
mechanisms responsible for mutational events leading to this disease have not
been identified. These risk factors do not, however, adequately explain %5-10 of
head and neck squamous cell carcinoma cases. Chronic inflammation has long
been recognized as being associated with increased risk for human cancer at
various sites and as an important component of tumorogenesis, although the
mechanisms involved are not fully characterized.

Eicosanoid metabolism leads to generation of bioactive lipids known to
promote cancer. Metabolism of both cyclooxygenase (COX) and lipooxygenase
(ALOX) pathway have been found to be elevated in tumor tissues, plasma and
saliva obtained from patients with head neck cancer. In addition, altered
expression of various enzymes and genes related to arachidonic acid metabolism
are known to contribute to squamous cell carcinogenesis. Recently, attention has
been drawn to the role of the COX enzyme and its involvement in tumorigenesis.
A large volume of data exists showing that COX-2 is over-expressed in head and
neck squamous cell carcinomas. Increased levels of COX-2 may contribute to
carcinogenesis by modulating xneobiyotic metabolism, apoptosis, immun

surveillance and angiogenesis. Substantial evidence supports a functional role for
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lipooxygenase-catalyzed arachidonic acid metabolism in cancer development.
ALOXS and platelet type ALOX12 are generally considered procarcinogenic.
ALOX12 has been found in different cancer tissues including melanoma, prostate
and epidermal cancers. 12-HETE is the only metabolite of the arachidonic acid-
metabolizing enzyme ALOX12 suggested to act as regulator of tumor growth and
motility. However, the role of 12-HETE in squamous cell carcinoma of head neck
has not been adequately investigated.

NO is synthesised from aminoacid L-arginine, by the enzyme nitric oxide
synthase (NOS). There are at least three NOS isoenzymes; endothelial (eNOS),
neuronal (nNOS) and inducible (iNOS). Since iNOS is independent of local
calcium levels, it continues to produce NO for many hours or even days following
induction. Several malignant neoplasms including breast, esophagus, intestine,
prostate and as well as head and neck squamous cell carcinoma have been
reported to express iNOS. The role of NOS in tumor biology is stil poorly
understood, since NO appears to have both tumor promoting and inhibitory
actions.

In this study we have investigated whether COX-2, ALOX12 and iNOS
were overexpressed in squamous cell carcinoma of head neck compared with
normal adjacent mucosa. Cancer tissues and adjacent normal mucosa for the
control group were obtained from 22 patients who underwent resection of their
tumors. Pieces (5x5 mm) of squamous cell carcinoma were placed in sterile tubes
and frozen immediately in liquid nitrogen. All tissue samples were stored at -80°C

until analysis. The real-time PCR was used to assess the expression of COX-2,
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ALOX12 and iNOS genes. The results showed that COX-2 and ALOX12 mRNA
expressions are significantly increased in squamous cell carcinoma of head and
neck compared with adjacent normal mucosa. Expression of iNOS was not
significantly elevated in tumor tissues compared with normal mucosa. However
INOS expression was found to be significantly elevated compared with normal
adjacent mucosa in patients with laryngeal cancer. These data suggest that COX-2
and ALOX12 may play role in carcinogenesis of head and neck cancer. iNOS as

well as COX-2 and ALOX12 may play a role in laryngeal carcinogenesis.
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