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OZET

Oguz Soyding, H. (2012) Oral Mukozanin Prekanserdz Lezyonlar1 ve Kanserlerinde
Diagnostik Onemi Olabilecek Damarsal Belirleyicilerin Arastirilmasi. Istanbul

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Oral kanserler morbidite ve mortalite agisindan onemli bir hastalik grubudur ve
hastaligin erken evrede teshis ve tedavi edilmesi hastalarin yasama sansi ve yasam
kalitesi acisindan olduk¢a Onemlidir. Tiimor biiylimesi ve metastazinda Onemli bir
mekanizma olan anjiyogenez, proanjiogenik ve antianjiogenik faktorler arasindaki
denge bozuldugunda kontrol edilemez. VEGF (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii)
endotelyal hiicre ¢cogalmasini ve anjiogenezi uyaran, damarlanmayi diizenleyen 6nemli
bir glikoproteindir. Angiopoietin-1 (Ang-1) de kapiller damarlar1 gii¢lendiren, perisitleri
stabilize ederek endotel hiicre yasam siiresini arttiran ve yeni olusan vaskiiler yapiy1
giiclendiren anjiogenik etkili bir molekiildiir. Interferon-gamma-inducible protein-10
(IP-10)/CXCL10 anjiogenezi inhibe eden bir CXC kemokindir. Bu calismada oral
prekanserdz lezyonu ve erken evre oral kanseri olan hastalardan (n=50) alinan doku
orneklerinde VEGF-C, IP-10 ve Ang-1 immiinhistokimyasal olarak incelendi, serum ve
tiikiiriik Orneklerinde de ayni parametrelerin diizeyleri ¢ift antikor sandiivi¢ enzim
immunoassay (ELISA) yontemi ile belirlenerek sonuclar saglikli kontrollerle (n=50)
karsilagtirildi. Serum VEGF-C ve IP-10 diizeyleri oral kanserli hastalarda, prekanseroz
lezyonlu hastalara ve kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05).
Serum Ang-1 diizeylerinde kanserli hastalar ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
belirlendi (p<0.05). Tiikiiriik VEGF-C ve Ang-1 diizeylerinin oral prekanserdz lezyonlu
ve kanserli hastalarda saglikli kontrollere gére anlamli olarak yiiksek oldugu gozlendi
(p<0.05). Tikirtik IP-10 diizeyleri oral kanserli hastalarda prekanseréz lezyonlu
hastalara ve kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.05). Klinik
olarak daha Once oral prekanserdz lezyonlar ve oral kanser ile yapilan ¢aligmalar i¢inde
VEGF, IP-10 ve Ang-1 parametrelerini birlikte, serum, tiikiiriik ve doku olmak iizere ii¢
ayr1 Ornekte belirleyen bir calisma yapilmadigindan faydali bir calisma oldugu
kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Oral kanser, Prekanser6z lezyonlar, VEGF-C, Ang-1, IP-10

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 1839
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ABSTRACT

Oguz Soyding,H. (2012). Investigation of Possible Diagnostic Vascular Markers in
Precancerous Lesions and Malignancies of Oral Mucosa, Istanbul University, Institute

of Health Science, Basic Oncology Department. PhD Thesis. Istanbul.

Cancers of the oral cavity constitute an important group of diseases considering
morbidity and mortality. Early diagnosis of oral carcinomas is essential for increasing
the survival rates and life quality of the patients. Angiogenesis is an important
mechanism for tumor growth and metastasis. VEGF is an important signaling
glycoprotein involved in angiogenesis. In vitro, VEGF has been shown to stimulate
endothelial cell mitogenesis and cell migration. Ang-1 is a positive regulator of blood
vessel development, remodeling, and maturation. IP-10 is a member of CXC chemokine
family that inhibits bone marrow colony formation and angiogenesis. In the current
study, we determined the tissue, serum and saliva levels of VEGF-C, Ang-1 and IP-10
levels in the premalignant oral lesions and early stage oral cancer (n=50) patients and
healthy controls (n=50). We found that serum VEGF-C and IP-10 levels of oral cancer
patients were higher than the patients with premalignant lesions and healthy controls
(p<0.05). Serum Ang-1 were significantly different between the oral cancer patients and
the healthy controls (p<0.05). Saliva VEGF-C and Ang-1 levels were higher than the
healthy controls in the patients with premalignant lesions and oral cancer (p<0.05).
Saliva IP-10 levels of oral cancer patients were higher than the patients with
premalignant lesions and healthy controls (p<0.05). This is the first study that
determines the serum, saliva and tissue values of these parameters in both premalignant
oral lesions and oral cancer. We believe it will be useful for clinicians to decide the
diagnosis/prognosis of oral cancer.

Key Words: Oral cancer, Premalignant lesions, VEGF-C, Ang-1, IP-10

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 1839



1. GIRIS VE AMAC

Anjiogenez, kanserde metastatik potansiyel ve prognozla iligkili oldugundan,
hastalarda belirlenmesi hem tedavi, hem de takip acgisindan gerekli bir siire¢ olarak
kabul edilmektedir. Anjiogenezin belirlenmesinde mikrodamar dansitesinin saptanmast,
anjiogenik faktorlerin kan (serum/plazma), idrar ve tiikiiriik gibi viicut sivilarinda
kantitatif olarak; immiinohistokimyasal yontemle anjiogenik proteinlerin doku
diizeyinin kalitatif olarak belirlenmesi en ¢ok kullanilan yontemlerdir.

Bu caligmaya oral prekanser6z lezyonu ve erken evre oral kanseri olan hastalar
dahil edilmistir. Tiim hastalardan alinan doku o6rneklerinde diagnostik ve /veya
prognostik Onemi olabilecek vaskiiler endotelyal biiylime faktori-C (VEGF-C),
Interferon-gamma-inducible protein-10 (IP-10) ve Angiopoietin-1 immiinhistokimyasal
olarak incelenmis, serum ve tiikiiriik Orneklerinde de ayni parametrelerin kantitatif
diizeyleri belirlenmistir. Elde edilen sonuclar saglikli kontrollerle karsilastirilmastir.

Calismaya hem prekanserdz lezyonlu, hem de erken evre oral kanserli hasta
grubunun dahil edilmesinin sebebi kanserlesme riski yiiksek olan prekanseréz lezyonlu
hastalar1 erken donemde belirleyebilmektir. Bu ayirim istatistiksel farkliliklar olarak
hesaplanacaktir.

Oral kanserlerin tanist biyopsi ile konulmakta ve bu hasta i¢in zor olmaktadir.
Oysa tiikiiriikteki tiimor belirleyiciler tam1 koymaya yardimci olursa non-invaziv bir
yontem olarak hem daha kolay olacak, hem de daha hizli sonu¢ alinacaktir. Eger
tiikkiiriikte hastaligin tan1 koyma asamasinda patolojiye yardimci olacak hassas
belirleyiciler tespit edilebilirse, hastaligin evrelemesi ve riskini belirlemede faydali
olabilecegini belirten goriisler mevcuttur. Biz de Ornekleme ve saklama kolayligi,
pihtilasmamas1 ve hasta konforu goéz Oniine alindiginda daha avantajli bir calisma
materyali olarak goriilen tiikiiriigiin klinik olarak da bu parametreler agisindan énemli
bir tanisal ara¢ olup olmadigini belirlemeye calistik.

Klinik olarak daha once oral prekanser6z lezyonlar ve oral kanser ile yapilan
caligmalar icinde VEGF-C, IP-10 ve Ang-1 parametrelerini birlikte, serum, tiikriik ve

doku olmak iizere ii¢ ayr1 ornekte belirleyen benzer bir ¢caligma bulunmamaktadir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. ORAL KAVITE PREKANSEROZ LEZYONLARI VE KANSERLERI

2.1.1. ORAL KANSERLER

Oral kavite (agiz boslugu), onde alt ve iist dudaklarin mukoza ve cilt birlesim
hattindan arkaya kadar uzanan, alttan agiz tabani, iistten sert damak ve yanlarda yanak
mukozasi ile sinirli anatomik bosluktur. Oral kavite Ortiicii doku islevi yapan ¢ok kath
yass1 epitel (skuamoz epitel) ile doselidir. Bu anatomik bolgeden gelisebilecek kanserler
alt bolgeler olarak cesitli gruplarda incelenir. Oral kanser denildiginde dudak, alt ve iist
cene alveoler mukozasi, damak, dil, agiz tabam1 ve oro-farinks bolgesiyle
smirlandirilmis alanda goriilen olgular anlasilmaktadir. Oral kanserlerin 1/3’ii oro-
farinks bolgesini tutarken geri kalan 2/3’liik boliim oral kaviteyi tutmaktadir (1).

Diinya capinda en sik goriilen kanserler icerisinde yer alan oral kanserler,
oldukca yiiksek morbidite ve mortalite oranma sahiptir. Diger kanserler arasinda
goriilme siklig1 olarak altinci sirada yer alirken, diinyanin ¢esitli cografik bolgelerinde
bu insidans %1-40 arasinda degismektedir (2). Oral kanserler Avrupa ve Kuzey
Amerika’da tiim kanser olgularinin %?2-6’sm1 olustururken, Giiney Dogu Asya
ilkelerinde ve Hindistan’da farkl tiitiin kullanimi aligkanliklar1 sonucu tiim kanser
olgularmin %45’ini olugturmaktadir (1). Diinya Saglik Orgiitii’'niin tespit ettigi en
oliimciil sekiz kanser tiirli icerisinde yer almaktadir. Oral kanser insidansinin yas ile
birlikte arttigi ve hastalarn  %95’inden fazlasinin 40 yas {izerinde oldugu
bildirilmektedir. Oral kanser erkeklerde kadinlara oranla iki kat daha fazla
goriilmektedir (3).

Son yillarda tip diinyasinda kaydedilen gelismelere ragmen, oral kanser
hastalarinin sag kalim oranlarinda belirgin bir artis kaydedilememistir. 1 yillik sagkalim
oranlar1 %81 civarlarinda iken 5 yillik sagkalim oranlar1 hastaligin tiim evreleri icin
%48 ile %56 civarlarindadir (4,5). Diinya Saglik Orgiitii tarafindan oral kanserlerin
%90’ 1indan fazlasmin potansiyel olarak Onlenebilir nitelikte oldugu kabul edilmesine
ragmen, giin gectikge artan insidansi ve mortalite oranm ile global bir saglik problemi
olmaya devam etmektedir. Tiim gelismelere ragmen bes yillik sag kalim oranlarinda bir
degisiklik kaydedilememesi ve oral kanserlerin ¢ok biiyiik bir kisminin halen daha ileri

evrelerde teshis edilmesi, oral kanser taramalarinin yetersiz ve erken teshis



yapilabilmesi icin biyopsi disinda yardimci parametrelerin olmadigini gostermektedir
3).

Oral kavite kanserleri mukoza, tiikiiriikk bezi veya agzin diger yumusak ve sert
dokularindan koken alan cok cesitli tiirde kanserleri kapsamaktadir. Ancak bunlarin
%90’1ndan fazlasini, mukozanin yiizey epitelinden gelisen yassi epitel hiicreli karsinom
olusturmaktadir (5). Yassi epitel hiicreli karsinom siklikla dilde (%27,6) goriilmekte ve
bunu orofarinks (%?22,8), dudaklar (%16,5), agiz taban1 (%14), diseti (%9,1), sert
damak (%4,1) ve bukkal mukoza (%3,5) takip etmektedir (3).

Alkol ve sigara tiikketimi, genetik faktorler, cevresel faktorler, dental travmalar,
koti oral hijyen yassi epitel hiicreli karsinom etyolojisinde onemli yer tutmaktadir.
Ayrica tersiyer sifiliz, human papilloma viriis, beslenme bozukluklari, Plummer-Vinson
sendromu ve prekanserdz lezyonlar oral kanserler i¢cin predispozan faktorler olarak
kabul edilirler (6-8). Oral kavite kanserlerinde etyolojik ajanlar tabloda gosterilmistir
(Tablo2-1).

Tablo 2-1: Oral kavite kanserlerinde etyolojik ajanlar

Oral kavite kanserlerinde etyolojik ajanlar

Tiitiin (Sigara, pipo, puro)

Alkol

Viriisler (HPV-16 ve HPV-18)

Radyasyon / Ultraviyole (dudak)

Kronik irritasyonlar (kirik dis ve kronik enfeksiyonlar)
Baskilanmig immiin sistem

Genetik faktorler

Koétii agiz ici hijyen

Yetersiz beslenme (Vitamin A, C, E & demir)

Prekanseroz lezyonlar

2.1.2. ORAL KANSERLERDE EVRELEME
Tim bolgelerin malignitelerinin evrelendirilmesinde oldugu gibi bu bdlge

malignitelerinde de TNM sistemi kullanilir. Burada T- tiimoriin lokal yayilimini N-



tiimOriin bolgesel (servikal) lenf nodu yayilimini, M- tiimoriin uzak organ metastazini

gostermektedir (Tablo 2-2).

Tablo 2-2: Oral kanserlerde evreleme (9)

Tis karsinoma in situ

T1 tiimor 2 cm veya daha kiiciik boyutta
T2 tiimor 2-4 cm biiytikligtinde

T3 timor 4 cm’den biiytik

T4 tiimor komsu dokular1 tutmus (kortikal kemik, derin dil kaslar1 maksiller siniis, deri gibi)

NX lenf nodu degerlendirilmedi

NO lenf nodu metastazi yok

N1 ipsilateral, tek, 3 cm veya daha kiiciik boyutta lenf nodu

N2a ipsilateral, tek, 3-6 cm’lik lenf nodu

N2b ipsilateral, birden fazla, 3-6 cm’lik lenf nodlar1

N2c bilateral veya kontrlateral, 6 cm’den kiiciik lenf nodu veya nodlar1

N3 6 cm’den biiyiik lenf nodu

MX uzak metastaz degerlendirilmedi
MO uzak metastaz yok

M1 uzak metastaz var

Evre 0 Tis NO MO

Evre 1 T1 NO MO

Evre 2 T2 NO MO

Evre 3 T3 NO MO, T1-2 N1 MO

Evre 4 T4 NO-1 MO, T... N2-3 MO, T... N... M1




2.1.3. ORAL KANSERLERDE TEDAVI

Oral kavitenin T1 lezyonlarinda radyoterapi ve cerrahinin etkisi esittir.
Lezyonun yeri, hastanin fiziki durumu ve sosyoekonomik 6zelligi tedavinin seciminde
onemli faktorlerdir. Radyoterapi ile konugsma ve yutma fonksiyonlar: yoniinden iyi bir
sonu¢ alinirken, hastalarda radyoterapi sonrasinda tat duyusu kaybi ve agiz kurumasi
gozlenebilir.

Evre III ve IV kanserlerde cerrahi + radyoterapi uygun tedavi se¢imidir.
Adjuvan kemoterapinin yeri ise tartigmalidir.

Lenf nodu metastazi olmayan boyun bolgesine (NO) 1sin verilip verilmeyecegi
de tartigmalhdir. T2-T4 oral kavite lezyonlarinda metastatik potansiyel %30
civarindadir. Bu nedenle NO boyuna cerrahi veya radyoterapik yaklasim gerekli
olmaktadir. Hatta baz1 T1 oral kavite kanserlerinde bile NO boyuna cerrahi yaklagim

savunulmaktadir (9).

2.1.4. ORAL KANSERLERDE PROGNOZ

Kanserde prognoz tiimoriin lokalizasyonu, evresi ve histolojik yapisina gore
degisir. Oral yassi epitel hiicreli karsinomlarinda uzak metastaz, hastalarn %15-
20’sinde goriilir ve prognozu kotiidir. Uzak metastazin en sik gorildigi
lokalizasyonlar sirasiyla akciger (%66), kemik (%22) ve karaciger (%9.5) dir (10).

Oral yass1 epitel hiicreli karsinom lenf yoluyla metastaz yapar. Lenf nodu
tutulumu koétii prognozun en 6nemli gostergelerinden biridir. Bu sebeple olgularin %30-
40’1inda bolgesel lenf nodu metastazi vardir. Lenf yoluyla yayilma oran1 pek ¢ok tiimore
gore daha fazla oldugundan sagkalimi diisiiktiir (11,12). Erken evre tiimorlerde, daha
klinik olarak lenf nodu tutulumu gozlenmezken, olas1 lenf metastazi riskini
belirleyebilmek hastanimn takibi ve tedavisinin planlanmasi i¢in onemlidir (13). Oral
yass1 epitel hiicreli karsinomlarda bu amagla iizerinde en ¢ok calisilan parametre VEGF-
C’dir (4,14,15).

Yassi epitel hiicreli karsinom siklig1 toplumda giderek artmaktadir. Erken tan1 ve
tedavi yontemlerine ragmen oral kanserlerin prognozu oldukca kotii olup 5 yillik sag
kalim oranm1 diisik oldugundan prekanser6z lezyonlarin erken saptanmasi ve
kemoprevensiyonu prognozun iyilestirilmesinde ©6nemlidir. Prekanserdz lezyonlarin
erken saptanmasi, primer ve sekonder prevensiyon stratejileri ile oral kanser gelisiminin

engellenmesi giincel arastirma konularidir. Riskli hastalarda kemoprevensiyon



prekanserdz lezyonlarin progresyonunu engelleyebilir (16). Bu sebeple erken tani i¢in

biyopsiden daha kolay ve basit parametrelere ihtiya¢ vardir.

2.2. PREKANSEROZ LEZYONLAR

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 1997 yilinda prekansersz lezyon tanimini “normal
haline gore kanserin daha kolay olusabildigi, morfolojik olarak farklilasmis doku”
seklinde yapmistir (17). Malign doniisiim potansiyeli tasiyan baslica oral prekanseroz
lezyonlar 16koplaki, eritroplaki, submukoz fibrozis, liken planus gibi epitelyal

lezyonlardir.

2.2.1. ORAL LOKOPLAKI (OL)

Lokoplaki klinik ya da patolojik olarak herhangi bir hastaliga ait olmayan ve
silindiginde mukozadan uzaklagsmayan belirgin sinirli oral beyaz lezyon olarak kabul
edilmektedir (17). Oral mukozanin beyaz lezyonlari; kalinlasmis bir keratin tabakasi,
epitelyal hiperplazi, intraselliiler epitelyal 6dem ve/veya alttaki bag dokusunun azalmis
vaskiilaritesi gibi mukoza yiizeyindeki degisiklikler sonucu 1sik dagiliminin farkh
olmasiyla meydana gelmektedir. Beyaz lezyonlarin iki ana sebebi olarak nekroz ve

hiperkeratoz gosterilmektedir (18).

Lokoplakiler benzer klinik goriiniimlerine karsin histopatolojik olarak benign
hiperkeratozdan invaziv skuaméz hiicreli karsinoma kadar degisen bir cesitlilik gosterir
(19). Bu klinik ve mikroskobik sathalar, 16koplaki olgularinda gittikce artan ciddiyeti
gostermektedir. Klinik olarak lokoplaki 6n tanis1 konulan lezyonun histopatolojik olarak
incelenmesi sonrasinda lokoplaki tanisi yerini histopatolojik tantya birakir (20).
Histopatolojik bulgulara gore hastaya yaklasim su sekilde olmalidir.

e Eger displazi yoksa 6 aylik araliklarla takip,
e Eger displazi hafif, orta ise takip ve medikal tedavi
e Eger displazi siddetliyse total eksizyon, 1 aylik araliklarla 1 yil siireyle takip,

e Eger karsinoma in situ ise kanser protokolii izlenir (18).

Oral mukozanin en sik rastlanan prekanserdoz lezyonu olan lokoplaki ileri yas
(0zellikle 50 yas iizeri) ve erkek cinsiyette daha sik goriiliir. Sigara, alkol, tiitiin

cigneme, kotii agiz hijyeni gibi etkenler 16koplaki gelisiminde rol oynar. En ¢ok oral



kavite ve larenks mukozasmda goriilir ve %15 - 40 arasinda malignite riski tasirlar.
Malign doniistim riski sigara kullananlarda daha fazladir.

Lokoplaki klinik goriiniim olarak homojen (yiizeyi diizgiin olan) ve homojen
olmayan (ylizeyi diizgiin olmayan) olarak iki grup altinda incelenir. Eritroplaki ile
beraber gozlenen homojen olmayan l6koplakilerin (eritrolokoplaki) malign
transformasyon oran1 homojen lokoplakilerden daha yiiksektir (16).

13 wyillik bir siirede toplanan 3256 lokoplaki tanisi almis hasta orneklerinin
incelenmesi sonucu; OL’nin bukkal, alveolar ve mandibular mukozada sik goriildiigii;
dudak (%24), agiz tabam (%42), ve dilde (%24) yerlesen lezyonlarda maligniteye
doniisiimiin daha sik oldugu bildirilmistir (21). Oral I6koplakili 130 hastay: iceren diger
bir ¢alismada da agiz tabani, yumusak damak, alveoler mukoza ve bukkal mukozadaki
lezyonlarda displazi ve invaziv kanser riskinin arttigi bildirilmistir (22). A vitamini,
retinoidler, E vitamini ve bleomisin gibi ¢esitli tedavi modaliteleri denenmekte olsa da,
l6koplakinin malign tranformasyona ugramasini 6nleyecek bir tedavi yoktur (23). cOral
prekanserdz lezyonlarin cerrahi eksizyon sonrasi 7.5 yillik takibinde ise %11’ inde

karsinom gelistigi saptanmustir (16).

2.2.2. ERITROPLAKI (OEL)

Eritroplaki lokoplakiden daha nadir goriilen ancak 16koplakilere kiyaslandiginda
17 kat daha fazla kanserlesme riski tasiyan prekanserdz lezyondur. Klinik ya da
patolojik olarak herhangi bir hastaliga ait olmayan oral mukozadaki kirmizi plaklardir.
Sinirlart belirgin olan lezyon, mukozadaki atrofi nedeniyle genellikle sig bir ¢okiintii
alan1 bi¢cimindedir. Yiizeyi diizensiz ve sari-beyaz graniilli olabilir. Bir boliimii
l6koplaki ile birlikte gdzlenebilir (eritrolokoplaki). En sik bukkal mukoza, orofarinks ve
agiz tabaninda gozlenen, malign potansiyeli yiiksek olan, yaklasik %90 invaziv yassi
epitel hiicre karsinom, karsinoma insitu ve displazi gelisen bu prekanserdz lezyonun

tanisi icin biyopsi zorunludur (17).

2.2.3. SUBMUKOZ FiBROZIS

Oral dokuda sari-beyaz renk degisimiyle iist gastrointestinal kanalin submukozal
tabakasmi etkileyen bir kollagen bozuklugudur.  Genellikle Giineydogu Asya
tilkelerinin (6zellikle Hindistan ve Pakistan) dogal bitkilerinden "betel quid; gutka"
yapraklarini da iceren bir karisimin agiz i¢inde tutulmasi sonrasinda olusur. Kullanim

aliskanligina bagh olarak damak ve yanak mukozasinda bu lezyonlara daha sik rastlanir.



Lezyonlarm bulundugu bolgelerdeki mukoza atrofik ve soluktur. Atrofiye ragmen soluk
goriinimiin nedeni, bag dokusundaki yogun fibrozis ve yerel dolasim bozuklugudur.
Oral submukoz fibrozis lezyonlar1 tek basma olabilecegi gibi lokoplaki ve/veya
eritroplaki ile birlikte bulunabilir. Lezyonlardan karsinom gelismesi olasiligi %35

dolayindadir (16).

2.2.4. ORAL LIKEN PLANUS

Oral liken planus mukozanm rolatif olarak sik goriilen kronik ve enflamatuar
hastaligidir. Ozellikle sigara igenlerde goriilen hipertrofik tipini klinik olarak oral
l6koplakiden ayirt etmek giic olmaktadir. Bu durumda ayiric1 tani histopatolojik olarak
yapilmaktadir (20).

Histolojik olarak dogrulanmis 241 oral liken planus vakasmin kayitlarmin
retrospektif olarak incelendigi bir ¢calismada 10 yillik takip sonunda %3.7 hastada oral
liken planus alanlarinda invaziv yassi epitel hiicreli karsinom veya in-situ karsinom

gelistigi bildirilmistir (16).

2.2.5. KERATOAKANTOMA
Genelde alt dudakta ve 50 yas lizerinde daha sik gozlenen, kenarlari kabarik
ilser tarzinda cok nadir goriilen benign epitelyal bir tiimordiir. Yassi epitel hiicreli

karsinomdan klinik olarak ayrilamadigindan tani i¢in biyopsi zorunludur.

2.2.6. NIKOTIN STOMATITi
Siklikla ileri yasta ve erkeklerde, 6zellikle pipo kullaniminin yarattig1 termal etki
sonucu sert ve yumusak damakta gozlenen bir prekanserdz lezyondur. Tiitiin

kullaniminin kesilmesi ile lezyonlar dramatik sekilde geriler (24).

2.3. TUKURUK

Tikiiriik, plazmayla esit ya da daha diisiik osmolaritede organik ve inorganik
molekiiller iceren akiskan bir sividir. Primer olarak major ve minor tiikiiriik bezlerinden
salgilanmasma ragmen burun boslugu, farinks ve agiz mukozasmdan gelen sivilar da
tilkiirigiin icerigine katkida bulunur (25). Major tiikiiriik bezleri; parotis, submandibuler
ve sublingual bezdir. Minor tiikiiriik bezleri basta oral kavite ve farenks olmak iizere,
tiim {iist sindirim ve solunum yolu mukozasi altinda yaygin olarak yerlesir ve sayilari

700-1000 kadardir.



Tiikiiriik bezleri salgilarmin yapilarina gore miikdz, serdz ve mikst olmak tizere
tice ayrilir. Miikoz bezlerin salgis1 musinden zengindir ve viskoziteleri yiiksektir. Bu
salg1 daha ¢ok mukoza kayganlhig saglar ve mukozayr koruyucu ozelligi vardir. Serdz
bezler ise enzim ve mineralden zengin, akici ve sulu bir salgi iiretir. Mikst (seromiikdz)
bezler ise barindirdiklar1 ser6z ve miikoz hiicrelerin yogunluguna bagh olarak salgi
yapar (26).

Tikiirligiin agiz sagligmin korunmasinda 6nemli bir yeri vardir. Tikiiriik
sekresyonunun azalmasi veya igeriginin degismesi dis, diseti ve oral kavite
hastaliklarina yol acar. Normal tiikiiriik; renksiz, transparan, viskoz ve tatsizdir.
Tikiiriigiin yogunlugu 1003-1009 arasinda degisir. Hipotonik bir sividir. Viskozitesi 19-
35 arasindadir. Tikiiriik pH’1 6,7-7,4’dur (27). Erigkinde giinde 1000-1500 ml. tiikiiriik
salgilanir. Istirahatte tiikkiirtigiin salgilanma hizi ortalama 0,05-0,3 ml/dk; uyarildiginda
ise 0,18-1,7 ml/dk dir. Tiikiiriik akis hizi giin icinde degisiklik gosterir. Aksam
saatlerinde artan tiikiiriik akis hiz1 geceleri diiser ve uykuda en diisiik seviyeye ulasir
(25).

Tiikiiriigiin Gorevleri

1- Tiikiirtiglin, besinlerin parcalanmasinda, agiz mukozasmin islatilarak cigneme ve
yutma islemlerinin kolaylastirilmasinda ve lokmanin 6zefagusa tasinmasinda yardimci
rolii vardir. Tiikiiriik bezlerinde bulunan aminooksidaz, aminoasitlerin par¢alanmasinda
rol alir. Ayrica tiikiiriikk yapisinda bulunan pityalin ve amilaz, karbohidratlarin
sindiriminde onemli rol oynar.

2- Tiikiiriikte mikroorganizmalarin cogalmasini engelleyen ve mukozay1 enfeksiyondan
koruyan bazi maddeler bulunur. Bunlar arasinda aglutininler, histatin,
immunoglobulinler, peroksidaz, lizozim, aminopeptidaz, laktoferrin sayilabilir.
Bakteriostatik ve bakterisit etkisinden dolayi, agiz kokusuna neden olan bakterilerin
tiremesini engeller.

3- Tiikiirtikle salgilanan bikarbonat ve fosfatlar, tamponlama gorevi ile ciiriik
olusmasint engeller. Tiikiirik azliginda karbohidratlarn fermantasyonu ile asit
olusacagindan, dis ¢iirlimesine yol agar.

4- Agizdaki gidalarin tadmin alinabilmesi i¢in onlarin suda erimis halde olmalar:
gereklidir. Ayrica dildeki tat cisimcikleri tiikiiriikle temizlenerek yeni uyaranlara hazir

duruma getirilir.
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5- Konusma icin bukkal ve faringeal mukozanin yeterince 1slatilmas1 dnemlidir. Agiz
kurulugu durumunda konusma zorlasir.

6- Tikiirtik organizmanin pH degismelerinde tampon etki yapar.

7- Tiikiiriik organizmada 1s1 diizenleyicisi olarak rol oynar. Sicak havalarda 1s1 artmasi
nedeniyle kuruyan mukozadan, refleks yolla sulu tiikiiriik salgis1 meydana gelir.

8- Inorganik ve organik maddelerin ¢ogu tiikiiriikle disar1 atilir. Cesitli metabolizma
artiklari, hormonlar ve toksinler tiikiiriik yolu ile atilir.

9- Tiikiiriikkte defibrinolitik aktivite vardir. Ayrica tiikiiriikte, lipolitik aktivite, esteraz,
maltaz, fosfataz, hyalurinidaz, katalaz ve mukolitik enzimler bulunur.

10-Tiikiirtik bilesiminde bulunan kalsiyum, florur, fosfat, ve magnezyum gibi iyonlar
dis minesine difuze olarak minenin olgunlasmasini saglar. Boylelikle ciiriiklere kars1

daha direngli bir yap1 olusur (25).

Tiikiiriigiin normal bilesenleri arasinda bulunmayan bazi maddeler pasif
difiizyon, aktif tasinma gibi hiicre i¢i ve ultrafiltrasyon gibi hiicre dis1 yollar araciligiyla
bu biyolojik siviya ulagabilmektedirler. Serum bilesenlerinin de tiikiiriige diseti olugu
stvist araciligiyla ulasabildigi ve bazi tiikiiriik proteinlerinin kaynaginin serum oldugu
bildirilmistir.

Tiikiiriigiin bir sistemik hastaligin tanisinda kullanimi fikri ilk kez 1901 yilinda
Michaels tarafindan ortaya atilmistir (28). Bu diisiince tiikiiriigiin bazi hormonal,
immunolojik ve toksik molekiillerin doku diizeylerini yansitabilecegi gercegine
dayanmaktadir. Ayrica tiikiiriigiin 6rnekleme ve saklama kolayligi, pihtilasmamas: ve
hasta konforu, klinik olarak serumdan daha avantajli bir tanisal ara¢ olarak goriilmesini
saglamistir. Bir¢ok biyolojik siirece dahil olan ve viicuttan tamamen girisimsel olmayan
yollarla elde edilebilen tiikiiriik 6rneklerinin kullanildig1 ¢alismalarda proteomik veya
genomik teknolojiler kullanilarak, biyolojik belirtegler gelistirilmeye c¢alisilmaktadir
(29).

Tiikiiriikteki biyolojik belirteclerin sistemik hastaliklarin degerlendirilmesinde
artan bir sekilde kullanimi ve oral kavitedeki yassi epitel hiicreli karsinomlarin
%75’inin agiz icinde tiikiiriigiin en cok gollendigi ve temasta oldugu mukozal alanda
yer almasi, tiikiiriikte kanser belirtecleri ile ilgili caligmalarin gerceklestirilmesini

saglamistir. Oral yassi epitel hiicreli karsinomlu hastalarin serumlarinda cesitli epitelyal
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kokenli timor belirleyiciler ¢aligilmistir. Oral kanserlerin tiikiiriikkle dogrudan iliskili
olmasina ragmen bu belirleyicilerin ¢cogunun tiikiiriikte ¢alisilmamis olmasindan yola
cikan Nagler ve arkadagslari, 14 dil tiimorli hastanin tiikiiriik 6rneklerinde sik kullanilan
alt1 timor belirleyiciyi (CEA, CA125, TPS, Cyfra 21-1, CA19-9, SCC) calismislar ve
sonuclart 16 saglikli kontrolle karsilastirmiglardir. Calisilan parametrelerin tamanmi
hastalarda kontrol grubuna gore yiiksek bulunmus, fakat istatistiksel anlamlilik sadece
Cyfra 21-1, TPS ve CA125 icin belirlenebilmistir. Bu ii¢ parametrenin kontrollere gore
yaklasgik 400 kat daha yiiksek bulunmasi, tiikiiriikte diagnostik belirleyicilerin
kullanilabilecegini, ayrica hasta takibinde 6zellikle de cerrahi ya da radyoterapi sonrasi
olusmus skarlar ile niikslerin ayirt edilmesinde faydali olabilecegi diistiniilmiistiir (30).

Oral yass1 epitel hiicreli karsinom tanisi biyopsi ile konulmaktadir. Oysa
tiikiiriikteki tiimor belirleyiciler tan1 koymaya yardimei olursa non-invaziv bir yontem
olarak hem daha kolay olacak, hem de daha hizli sonu¢ almacaktir. Eger tiikiiriikte
hastaligin tan1 koyma asamasinda patolojiye yardimci olacak hassas belirleyiciler tespit
edilebilirse, hastaligin evrelemesi ve riskini belirlemede faydali olabilecegini belirten
goriigler de mevcuttur (31).

Son yillarda saglikli bireylerle bas-boyun bdlgesi kanser hastalarmin tiikiiriik
orneklerinin karsilastirildigr c¢alismalarda, kanser hastalarinda 6zgiil proteinler i¢in
mRNA diizeylerinin arttig1 belirlenmistir. p53 geninin kodon 63’iindeki mutasyonu, oral
yasst hiicreli karsinom i¢in molekiiler bir biyolojik belirte¢ olarak kabul edilmektedir.
Meme kanserinde tiikiirikkte yiiksek diizeylerde c-erbB-2 bulunmaktadir ve bu
diizeylerin degerlendirilmesi ile tedavi etkinligi takip edilebilmektedir (29).

Oral prekanser6z lezyonlu ve yassit epitel hiicreli karsinomlu hastalar ile
kontrollere ait tiikiiriik orneklerinde IL-1, IL-6 ve IL-8 seviyelerine bakilan bir
caligmada, her ii¢ parametrenin kontrollerde diisiik, prekanserdz lezyonlu hastalarda
yiikksek, yass1 epitel hiicreli kanserli hastalarda daha da yiiksek oldugu ve
diagnostik/prognostik faktorler olabilecekleri sonucuna varidmistir (32).

Oral kanser gelisiminin ¢ok basamakl bir siire¢ oldugunu; normal oral mukoza
epitelinin sirasiyla prekanserdz lezyonlara, displastik lezyonlara ve oral kanserlere
doniistiiglinii, ancak prekanserdéz lezyon-kanser ayrimimin sadece biyopsi ile
yapilmasmin hem klinisyen, hem de hasta i¢in ¢ok da konforlu olmadigini diisiinen Jong
EP ve arkadaslari, tiikiiriiglin bu doniisiimde rol alan bazi belirleyicileri iceriginde

barindirabilecegi fikrinden yola c¢ikarak bir caligma planlamislardir. Prekanserdz
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lezyonlu ve oral kanserli hastalardan tiikiiriik 6rnekleri almislar, yaklasik 855 proteinin
tarandigrt uzun bir aday protein belirleme siireci sonucunda aktin ve miyosin
proteinlerinin prekanserdz lezyon ve kanser ayriminda kullanilabilecek umut verici non-

invaziv testler olabilecegi sonucuna varmislardir (33).

2.4. ANJIOGENEZ

Anjiogenez, onceden var olan damarlardan tomurcuklanma sonucu yeni damar
olusumudur (34). Anjiogenez terimi ilk olarak 1935 yilinda plasentada yeni kan
damarlarinin olusumunu ifade etmek icin kullanilmistir. Menstriiasyon, ovulasyon,
gebelik, pre/postnatal doku gelisimi ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik durumlarin
yanisira, enflamasyon, dejeneratif ve metabolik hastaliklar, kollajen doku hastaliklar1
(romatoit artrit vb.), retinopatiler ve psoOriasis gibi hastaliklar ile neoplaziler gibi
olaylarda da 6nemli bir rol oynamaktadir (35).

Yeni kapiller damar olusumu daha ©Onceden varolan veniil veya kapiller
damarlardaki endotel hiicrelerden kaynaklanir. Anjiogenik maddelerin salinimi ile
olusan endotel hiicre aktivasyonu sonucu:

(1) Ana damarin bazal membraninin proteoliz ile parcalanmasi ve kapiller filizin
olusmasi,

(2) Endotelyal hiicre proliferasyonu,

(3) Endotelyal hiicrelerin anjiogenik uyar1 kaynagina dogru go¢ etmesi,

(4) Kapiller tiip olusumu meydana gelir (36).

Anjiogenez, Ozgiin uyaric1 (anjiogenik) molekiiller ile baslatilir ve 0Ozgiin
baskilayici (antianjiogenik) molekiiller tarafindan durdurulur (Tablo 2-3). Anjiogenik ve
antianjiogenik molekiiller, endotel hiicre dongiisii sirasinda devamli olarak ve birlikte

faaliyet gosterirler (37).
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Tablo 2-3: Anjiogenezi uyaran ve baskilayan faktorler

Anjiogenik molekiiller

Antianjiogenik molekiiller

Angiogenin

Arrestin

Angiopoietin-1, Anjiopoietin-2

Kallikrein baglayan protein (KBP)

Epidermal biiyiime faktorii (EGF Endorepellin
Eritropoietin (EPO) Endostatin
Fibroblast biiyiime faktorleri (FGF) Fibulin

Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1)

Trombospondin-1 (TSP-1)

Integrinler

Trombospondin-2 (TSP-2)

Interlokin-8

Biiyiime faktorleri ve sitokinler

Hepatosit biiylime faktorii

Interferonlar (alfa,beta, gama)

Leptin

Interlokinler (IL-4, IL-12, IL-18)

Matriks metalloproteinazlar

Pigment epitel kaynakli faktor (PEDF)

Nitrik oksit sentetaz

Trombosit faktor-4

Plasental biiyiime faktorii (PIGF) Troponin 1

Trombosit kaynakli biiylime faktorii-BB

(PDGF-BB) Anjiostatin

Pleiotrophin Antirombin

Doku faktorii/PAR Plazminojen aktivator inhibitorii (PAI)

Transforming growth faktor-a (TGF-alfa)

Matriks metalloproteinazlarin doku inhibitorleri (TIMP)

Tiimor nekrozis faktor-a (TNF-alfa) Vazostatin

VE-kadherin IP-10 (CXCL10)

VEGF MIG (CXCL9)
CXCL4

2.4.1. TUMOR ANJIOGENEZI

Tiimor ile anjiogenez arasindaki baglantiyr gosteren ilk ¢alisma 1963 yilinda

baslatilmig ve bu ¢alisma sonucunda izole perfiize organlara implante edilen tiimoriin

biiylimesi birka¢c milimetreyi asmamistir. Buna karsilik donodr kobaya implante edilen

tiimoriin, implantasyondan sonra hizli bir sekilde biiyiidiigii, 1 cm® hacmini astig1 ve

kobay1 6ldiirdiigii goriilmiistiir. Bu durum tiimoriin izole perfiize organda vaskiilarize
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olmamasi, buna karsilik tiimoriin kobayda vaskiilarize olmasiyla aciklanmistir (35).
Tiimorlerin anjiogeneze bagh olarak biiytidiigii hipotezi, deneysel ¢alismalar ve klinik
gozlemler ile desteklendiginden giiniimiizde yaygin olarak kabul gérmektedir (38).

Solid tiimorlerin beslenmesi, metabolik iiriinlerin taginmasi, biiylimesi ve
metastaz yapmasi i¢in anjiogeneze ihtiyaci vardir. Capr 2-3 mm’den kiigiik tiimorler,
besin destegini mevcut damarlardan difiizyonla saglayabilir. Ancak biiyliyebilmesi i¢in
kapiller damarlarin uyarilmas: ve yeni kapillerlerin olusmasi gerekmektedir. (39).
Hiicreler oksijensiz kaldiklarinda anjiogenik faktorler salgilayarak, yeni kapillerlerin
gelisimini tesvik ederler (40, 41). Kan damarlarmin besin ve oksijen saglamak i¢in
timOr parenkiminin icine girmesiyle, infiltre olmaya ¢alisan immiin hiicrelere giris
rotasi, sistemik dolasima metastaz yapmaya calisan tiimor hiicrelerine de cikis rotasi
saglanir (42). Normalde her dokuda anjiogenez kapasitesi vardir ve bu mekanizma ¢ok
sik1 denetim altindadir. Tiimor anjogenezinde ise kan damari olusumunu denetleyen
mekanizmalar neoplastik hiicrelerce bozulmus, bu bozulma sonucunda negatif
diizenleyiciler azalirken pozitif diizenleyiciler artmistir. Tiimoriin damarlanmasina
yardimc1 olan pozitif diizenleyici mekanizmalarm, tiimor hiicrelerinin kendileri
tarafindan aktive edildigi gosterilmistir (43).

Timor hiicrelerinin yeni olusan damarlarin etrafinda silindir seklinde ve 150-
200 um oksijen diffiizyon aralig1 birakarak dizildigini gosterilmistir. Tiimor hiicrelerine
ilaveten, konak immiin hiicreleri de tiimor anjiogenezinde rol oynayabilir. Makrofaj
aktivasyonu bir¢ok tiimorde goriilir ve bu durum tiimor anjiogenezini giiclendirir.
Aktive makrofajlar; tiimor nekrozis faktor-alpha (TNF-alfa) ve temel fibroblast biiyiime
faktorii (b-FGF) gibi anjiogenik maddeler sekrete edebilir (44).

Anjiogenez, timdr hiicrelerinden ve tiimor stromasindaki konak hiicrelerden
salinan anjiogenik molekiillerle diizenlenir. “Anjiogenik anahtar” olarak adlandirilan bir
mekanizma ile anjiogenez uyaric1 ve Dbaskilayict faktorler arasindaki denge
saglanmaktadir. Baskilayic1 konsantrasyonunda azalma, ya da uyarici seviyelerindeki
artiy ile denge degisebilmekte ve “anahtar” aktive olabilmektedir (45). Anjiogenik
anahtar acildiginda iki yonlii parakrin stimiilasyon baglar. Cogalan tiimor hiicreleri
tarafindan uyarilan anjiogenik faktorler, endotel hiicrelerinin cogalmasini stimiile eder.
Cogalan endotel hiicreleri tarafindan sekrete edilen biiylime faktorleri de tiimor

hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarir (44, 39).
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Timor hiicrelerinin damarlanma yollari:
Tumor hiicreleri,
@) anjiogenik faktorleri sentez edebilirler,
(ii) makrofajlar1 uyarip anjiogenik faktor salmak i¢in aktive edebilir,
(iii)  spesifik kollojenaz ve heparinaz sentezleme kabiliyetinden dolayi,
ekstraselliiler matrikste depolanan anjiogenik faktorleri salgilayabilir,
(iv)  birden fazla anjiogenik faktor salinimi yeteneginde olabilir,
(iv)  postkapiller veniillerden fibrinojen sizmtismma sebep olan bir vaskiiler

permeabilite faktorii salabilir.

Normal dokuda bulunan ve tiimoOrli dokudan salinan anjiogenik peptidler
arasinda ¢ok az biyokimyasal farklilik vardir veya hi¢c yoktur. Tiimére cevap olarak
olusan yeni kapiller ve fizyolojik neovaskiilarizasyon siirecinde olusan yeni kapiller
arasinda da Onemli morfolojik fark yoktur. Buna karsilik tiimoOr anjiogenezisi ile
fizyolojik anjiogenez arasindaki en 6nemli fark, tiimore bagli anjiogenezin ¢ok yogun
olmast ve devamlilik gostermesidir. Timor anjiogenezi, neoplazm ortadan kalkincaya
veya hasta Oliinceye kadar devam eder. Yara iyilesmesi gibi fizyolojik anjiogenezde ise
yara i¢inde yeni olusan kapiller damarlar yoluyla doku oksijenlenmesi arttigindan

makrofajlarin anjiogenik kapasitesi sona ermektedir (35).

2.4.2. ANJIOGENEZ VE METASTAZ

Anjiogenez, metastaz olusumunda en Onemli mekanizmadir ve anjiogenez
olmazsa tiimor hiicreleri sirkiilasyona giremez. Timor cevresindeki kan damar1 artisi
malign hiicrelerin kan dolasimina girmesini kolaylastirmaktadir. Yeni olusan kapillerler
daha kirilgan (frajil) bir bazal membrana sahiptir ve tiimor hiicreleri tarafindan,
olgunlasmis damarlara oranla daha kolay invaze edilebilir. Invaze olan kapiller,
metastaz olusumuna aktif olarak katilabilir ve vaskiiler alanlara tiimor hiicresinin
girisini kolaylastirarak sistemik yayilima neden olur. Metastazin olugmasi i¢in timor
anjiogenezi gereklidir, fakat yeterli degildir. Metastaz yapabilmesi i¢in tiimor hiicresi
prolifere olmali, konak dokuyu invaze etmeli, damar icinde canli kalmali, konak immiin

sisteminden kagmali ve viicudun farkli bir yerinde biiylimeye baslayabilmelidir (44).
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[Ik kez Srivastava, 1988 yilinda bir melanom ¢aligmasinda metastaz ile timor
kan damarlar1 arasindaki iliskiyi gostermistir. Bu calismada; metastazli vakalardaki
timor tabanindaki vaskiiler alan, metastaz1 olmayanlara gore iki kez daha fazla olarak
tespit edilmistir (46).

Neovaskularizasyonun yoklugunda tiimorler, nadiren 2-3 mm. c¢ap1 asarlar,
nekrotik ve/veya apopitotik goriiniimdedirler; nispeten hareketsiz durumdadirlar ve
siklikla klinik olarak tespit edilemezler (47). Vaskularizasyonla birlikte cogalan
hiicrelerin populasyonu 6nemli 6lgiide artar. Hizli bir biiyiime, invazyon ve gevre
dokulara bas1 olusur. Anjiogenez invazyonu kolaylastirir ve tiimoriin genislemesine izin
verir. Vaskularize bir tiimorde tiim tiimor hiicreleri anjiogenik degildir. Cok iyi
vaskularize tiimorlerde bile mikrodamar dansitesinin diisiik oldugu alanlar ve yiiksek
oldugu alanlar gozlenir. Yiiksek oranda anjiogenik hiicreler iceren tiimorler daha biiyiik
thtimalle yaygin metastaz yapar. Deneysel calismalarda, neovaskularizasyondan once,
timOr hiicrelerinin nadiren dolasima girdikleri gosterilmistir. Yiiksek mikrodamar
dansitesi yiizey alanini arttirarak hiicrelerin dolagima girmesini kolaylastirir ve hiicreler
stirekli dolasimda bulunurlar. Tiimor hiicresi basariyla metastaz yapmis olsa bile hedef
organda hemen vaskiilarize olmayabilir ve mikroskopik diizeyde kalabilir. Klinik veriler
metastatik potansiyelin ve prognozun anjiogenez siddetine bagli oldugunu
desteklemektedir. Bu nedenle anjiogenezin siddeti belirlenmeye calisilmaktadir. Bu
konuda kullanilan yOntemler, mikrodamar dansitesinin saptanmasi, anjiogenik
faktorlerin kan ve idrarda Olgiilmesi, anjiogenik proteinlerin doku diizeyinin

saptanmasidir (48).

Ozet olarak tiimor anjiogenezinde;

B Negatif diizenleyiciler azalr.

B Pozitif diizenleyiciler artar.

B Anjiogenezi uyarict mekanizmalar tiimor hiicreleri tarafindan aktive edilir.

B Hiicreler oksijensiz kaldiklarinda anjiogenik faktorler salgilayarak, yeni
kapillerlerin gelisimini uyarir.
Kan damarlari, besin ve oksijen saglamak i¢in tiimor parenkimi i¢ine girer.
Olusturulan damarlar, infiltre olmaya calisan immiin hiicrelere giris rotasi,
sistemik dolagima metastaz yapmaya calisan tiimor hiicrelerine de ¢ikis rotasi

saglar.



17

2.4.3. VASKULER ENDOTELYAL BUYUME FAKTORU (VEGF) AILESI

Timor hiicreleri biiylime ve metastatik yayilim esnasinda cesitli biiylime
faktorleri salgilar. Trombosit kaynakli biiyiime faktorleri siiper ailesinin iiyesi olan
vaskiiler endotel biiyiime faktorii ailesi, in vivo ve in vitro kosullarda endotel
hiicrelerine yiiksek derecede 6zgiillik gosteren giiclii anjiogenik faktorlerdir.

VEGF ailesinin yedi iiyesi tanimlanmistir: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,

VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F ve Plasenta biiyiime faktorii (PIGF) (49).
1) VEGF-A: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii-A (VEGF-A) molekiil agirligi 45 kD
olan, endotel hiicre ¢cogalmasini ve yeni damar olusumunu uyaran, glikoprotein yapida
bir molekiildiir. VEGF geni 6. kromozomun kisa kolunda (6p12) yer almaktadir (50).
VEGF-A’nm igerdigi aminoasit sayilarima gore; VEGF121, VEGF145, VEGFI165,
VEGF183, VEGF189 ve VEGF206 olmak iizere alt1 adet izoformu vardir (51).
VEGF’nin onemli kaynagi megakaryositlerdir. Akciger alveolar hiicreleri, bobrek
proksimal tiibiil hiicreleri, arteriyolleri cevreleyen fibroblastlar, bronsiyal ve koroid
pleksus epitel hiicreleri, hepatositler gibi ¢esitli viicut hiicrelerinde, 6zellikle de malign
timor hiicrelerinde (karaciger, mesane, bobrek, over, mide, kolon, beyin ve meme
kanserleri) sentezlenmektedir (52).

VEGF’in segici olarak endotel hiicrelerinde mitojenik etki ile damar gelisimini
uyarmasi, viicutta hem fizyolojik anjiyogenezde, hem de tiimor biiylimesi ve
yayilmasimda rol oynar (53). Anti-apoptotik proteinlerin sentezinin artmasi veya anti-
apoptotik sinyal yollarmin aktivasyonu ve damar gec¢irgenligini artirict 6zelligi ile hiicre
gogiinde etkilidir. VEGF’in bu 6zelligi damar duvarindan proteinlerin sizmasina, fibrin
matriks olusumuna ve stromal hiicrelerin invazyonuna yol acarak tiimor hiicrelerinin
yasamasi i¢in elverisli ortam hazirlamaktadir (54).
2)VEGF-B: Baslangicta VEGF-A ile %231 0zdes olan bir sinyal peptidinin
boliinmesinden sonra, 186 aminoasitli bir protein olarak olusur (51).
3)VEGF-C: VEGF-benzeri protein olarak da bilinir. VEGF-A ile %16's1 benzeyen 388
amino asitten olugsmustur (55).

4) VEGF-D: 334 aminoasitten olusan ve VEGF-A'ya %31 oraninda ayn1 amino asitler
iceren bir proteindir. VEGF-C ile benzer islevler yapar (56).

S) VEGF-E: VEGF-A ile amino asit dizilimi %25 oraninda ayni olan bir polipeptittir.
Giicli bir mitojen ve permeabilite arttirict faktordiir (57).

6) VEGF-F: VEGF’nin yapisina ¢ok benzeyen, yilan zehirinde bulunmusg bir
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molekiildiir. Bu molekiil anjiogenezi VEGF-A’dan daha az arttirmasina ragmen,
vaskiiler gecirgenligi VEGF-A’ya gore daha siddetli arttrmaktadir (58).
7) Plasental biiyiime faktorii (PIGF): VEGEF ailesinin tanimlanan ilk iiyesidir. VEGF-

A ile %37’si benzeyen 152 aminoasitten olusmustur (51).

2.4.4. VEGF RESEPTORLERI

VEGEF ailesinin etkilerini gdsterebilmesi i¢in, endotel hiicreleri iizerinde bulunan
0zgiin transmembran tirozin kinaz reseptorlerine baglanmasi gerekir. Bu reseptorler;
VEGEF reseptor-1 (VEGFR-1, flt-1), VEGF reseptor-2 (VEGFR-2, flk-1) ve VEGF
reseptor-3’diir (VEGFR-3, flt-4). VEGFR-1 ve VEGFR-2, ¢oziinebilir-VEGF reseptor-1
(sVEGFR-1) ve ¢oziinebilir-VEGF reseptor-2 (sSVEGFR-2) olarak serbest olarak da
bulunmaktadir (Sekil 2-1). VEGF reseptorleri 0zgiil ligandina baglandiginda
dimerizasyona ugrayarak aktiflesir. Aktif hale gelen VEGF reseptorleri hiicre igerisinde
sinyal iletisi saglayan bazi proteinleri fosforile eder. Proteinlerin fosforile olmasi ikincil
habercilerin olusmasina katkida bulunur ve mesaj hiicre icine taginir. Bu aktiflesme
endotel aktivasyonuna, vaskiiler gecirgenlige ve anjiogenezin artmasina yol agar (59).

VEGEF ailesi tiyeleri spesifik VEGF reseptorleri disinda noronal reseptorler olan
Norofilin reseptorlerine de baglanabilir. Endotel, noron ve tiimor hiicrelerinde bulunan
Norofilin-1, VEGF165’in VEGFR-2’ye ilgisini arttirir. Norofilin-2, VEGF165 ile
birlikte VEGF145°1 ve plasental biiyiime faktoriinii de baglar (60).
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PIGF VEGF-E VEGF-C
VEGF-B VEGF-A  VEGF-F VEGF-D

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Sekil 2-1: VEGF ailesi ve reseptorleri (61)

2.4.5. VEGF-C

VEGF-C, VEGF-benzeri protein olarak da bilinir. VEGF-C salinimi ¢ogunlukla
kalp, plasenta, kas, over ve ince barsaktan olur (55). VEGF-C, kii¢iik bir 6nciil molekiil
olarak iiretilir. Daha sonra proteolitik enzimler tarafindan N ve C terminal uglari
uzaklastirilarak isleme ugrar (62). Olgun VEGF-C’nin VEGFR-3’e olan affinitesi daha
fazladir ve VEGF-C’nin tam olarak aktif olmus olgun formu VEGFR-2’yi aktive eder
(55). VEGF-C’nin tiimorii cevreleyen stromal hiicrelerden ve tiimor iligkili
makrofajlardan ¢cok miktarlarda eksprese oldugu bildirilmistir (63).

Lenfatik damar biiyiimesi olan lenfanjiogenez, fizyolojik durumlarda
olusabildigi gibi, yara iyilesmesi, inflamasyon, tiimor lenfanjiogenezi ve tiimor
metastazi gibi patolojik olaylarda da gozlenir (64). VEGFR-3 lenfanjiogenezde kilit rol
oynar. Primer tiimor hiicresinin, VEGF-C ve VEGF-D aracilig1 ile lenfanjiogenezisi
baslatarak, lenfatik yayiliminda direkt rol oynadigi gosterilmistir (65). VEGF-C,
VEGFR-2 ve VEGFR-3'e baglanarak vaskiiler ve lenfatik endotel hiicrelerinde
mitojenik etki yapar (49).
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VEGF-C’nin anjiogenezi uyarma ozelligi diger VEGF’lere gore daha azdir.
Yapilan bir deneyde, transjenik farenin derisinde VEGF-C’nin fazla salgilanmasinin
endotel hiicre proliferasyonuna ve lenfatik damarlarda genislemeye neden oldugu, buna
karsilik vaskiiler doku olusmadig: rapor edilmistir (66). Tiimoér modellerinde VEGF-
C’nin fazla salinimi lenf nodu metastazi gelisimi ile birlikte gitmektedir (67).

Akciger, meme, prostat, serviks, kolon, mide kanseri ve malign melanom ile
yapilan caligmalarda, VEGF-C ve VEGF-D salinimimin tiimor progresyonu, lenfatik
damar yogunlugu ve lenf nodu metastazi varlig: ile iliskili oldugu rapor edilmistir (68-

71).

2.4.6. ANGIOPOIETINLER

Angiopoietin-1 (Ang-1) gelisen endotelyuma perisitlerin ve vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin katilimimi, kan damarlarinin olgunlagsmasmi saglayan ve yeni olusan
vaskiiler yapiyr giiclendiren anjiogenik etkili bir molekiildiir. (72,73). VEGF gibi
endotel hiicreleri icin mitojenik etki gdstermeden endotel hiicrelerinin kendi arasindaki
ve cevredeki diiz kas, perivaskiiler alan ya da ekstraselliiler matriks ile olan iligkisini

giiclendirir ve endotel hiicre yasam siiresini arttirir (74).

Ang-1, endotelyal hiicre reseptorii Tie- 2’ye baglanarak, VEGF'nin gecirgenlik
artiric etkisini tersine cevirir, yani bir c¢esit inhibitor goérevi goriir. Boylece diiz kas
hiicrelerinin toplanmasini ve damarin olgunlagsmasi saglar. Asir1t VEGF ekspresyonu
cok sayida gecirgen (sizinti yapan) damar olusumuna yol acarken, asiri Ang-1
ekspresyonu, artmis yogunluktaki ve ¢aptaki gecirgen-olmayan damarlarin olusumuna

neden olmaktadir (75).

Ang-2, Ang-1’in dogal bir antagonisti olup onunla ayni reseptore, yani Tie2
reseptoriine baglanmaktadir ve bu baglanma damar1 kararsiz hale getirmektedir
(76,77). Ang-1 ve Ang-2 arasimndaki denge kan damarlarinin stabilitesini, biiyiimesini ya
da gerilemesini belirler. Her iki molekiil de endotel hiicre sayisini arttrmaz, VEGF ile

uyarilmis neovaskularizasyonu diizenler.

VEGF varliginda, Angiopoietin-2, Tie-2’ye baglanarak endotel hiicrelerinin
stabilizasyonunu bozar ki bu da anjiyojenezin baslamasi i¢in gereklidir. Ang-2, Ang-1’e
dogru olan endotel hiicre go¢iinii bloke ederek, VEGF’in etkisini kuvvetlendirir ve
yeni damar olusumuna yol agar (78). Ang-2 ve VEGF artis1 ve Ang-1 artmamasi, yeni

ve olgunlasmamis damar olusumunu uyarir (79).
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2.4.7. INTERFERON-GAMMA-INDUCIBLE PROTEIN-10 (IP-10)/CXCL10

Interferon-gamma-inducible protein-10 (IP-10)/CXCL10, monosit, T lenfosit ve
dogal Oldiiriicti (natural killer) hiicrelerinin go¢iinii uyaran, adeezyon molekiillerinin
ekspresyonunu etkileyen ve anjiogenezi inhibe eden bir CXC kemokindir (80).

Kemokinler insan kanserlerinde makrofaj ve lenfosit infiltrasyonunun 6nemli
bilesenleri olmasi sebebiyle cesitli kanserlerde eksprese edilerek 16kositlerin hareketini
dogrudan uyarirlar. Farkli hiicre tiplerini aktive eden ve selektif olarak onlarla iliski
icerisinde olan kemokinler, inflamasyon, enfeksiyon, doku hasari, allerji,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve tiimor patofizyolojisinde rol alirlar. Bugiine kadar
kemokin ailesine ait 30 adet kemokin ve 15 adet kemokin reseptorii tanimlanmaigtir.
Kemokinlerin uygun reseptdre baglanmasi sonucunda sinyal iletimi ile uyarilan
hiicreler, doku zedelenmesi veya inflamasyon olan bolgeye go¢ etmek (kemotaksi)
tizere harekete gecerler. Balkwill ve arkadaslarinin hipotezine gore tiimorle iliskili
makrofajlar cesitli sitokinler salgilayarak, bu salgiladiklari sitokinlere gore tiimor
progresyonunu uyarabilir veya baskilayabilirler (81).

Kemokinler, heparin baglayan molekiiller olup amino asit dizileri bakimimdan
%20-75 oraninda homoloji gostermektedirler. Kemokinler, yapilarinda bulunan sistein
(cysteine=C) kalintilarinin bulundugu molekiiliin N-terminal ucundaki yerlesim
pozisyonlarma gore CXC, CC, XC ve CX3C olmak iizere 4 gruba ayrilmaktadir (82,
83). CXC kemokinlerin yapilarinda bulunan ilk 2 sistein kalintis1 tek bir aminoasit
tarafindan ayrilmig bulunmaktadir (Cysteine-X amino acid-Cysteine). CC kemokinler
ise ilk iki sistein kalintis1 yan yana bulunan kemokinlerdir (Cysteine-Cysteine).
CXXXC (CX3C) smifindaki fraktalkin, membran bagimli glikoprotein yapisinda olup

ilk iki sistein kalintis1 ii¢ aminoasitle ayrilmig konumda bulunmaktadir (84) (Sekil 2-2).
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CXC kemokinler, N terminallerinde glutamik asit- 19sin-arginin (Glu-Leu-Arg)

dizilimi gosterenler (ELR kemokinler) ve gostermeyenler (non-ELR kemokinler) olarak

biyolojik aktiviteleri farkli olan 2 alt gruba ayrilir (83). Glu-Leu-Arg diziliminin

yoklugu notrofillere karsi olan etkilerinin zayif olmasina neden olur. ELR (+) CXC

kemokinler giiclii bir anjiogenez destekg¢isidir. Karsit olarak ELR (-) CXC kemokinler

giiclii bir anjiogenez inhibitoriidiir (Tablo 2-4).
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Tablo 2-4: ELR motiflerine (Glu-Leu-Arg) gore anjiogenik ve antianjiogenik CXC

kemokinler (80)
Anjiogenik (ELR+) Antianjiogenik (ELR-)
IL-8 (CXCLJ) IP-10 (CXCL10)
ENA-78 (CXCLS) MIG (CXCL9)
GRO-alfa (CXCL1) ITAC (CXCL11)
GRO-beta (CXCL2) CXCL4

GRO-gamma (CXCL3) CXCL14
GCP-2 (CXCL6)
PBP

CTAP-III
beta-TG

NAP-2 (CXCL7)

Timoriin -~ sagkalimini  mikrogevresindeki anjiogenik ve anti-anjiogenik
kemokinlerin dengesi saglar. Anjiogenik etkisi iizerinde en cok calisilan CXC kemokin
olan CXCLS (interlokin-8)’in over, kiiciik hiicreli dis1 akciger, prostat, meme, mide ve
bas-boyun kanserlerinde anjiogenez ve metastaz olusumunda Onemli rolii oldugu
gosterilmistir. VEGF aktivasyonu arttiginda bcl-2’nin ekspresyonunun artmasi sonucu
CXCLS8 ekspresyonunun arttig1 ve endotel hiicresi iizerinde anjiogenik etki gosterdigi
belirtilmistir (83, 86). CXCL9, CXCL10 (IP-10) ve CXCLI11 ise endotel hiicresinin
CXCLS8’e verecegi cevabi baskilayarak, vaskiilarizasyon, tiimor biiyiimesi ve metastazi

baskilamakta ve anjiogenezi inhibe etmektedir (87).

IP-10 (CXCLI10) diiretimi Interferon-gamma, IL-2, IL-12, IL-18 ve IL-23
tarafindan uyarildiginda vaskiiler hiicre gociinii ve cogalmasmi engelleyerek timor
biiylimesini ve metastaz olusumunu baskilar (80, 88). Cesitli epitelyal ve endotelyal
hiicre tiplerinin IP-10 (CXCL10)’a baglanan ¢ok sayida spesifik reseptorleri oldugu
bulunmustur. IP-10, CXCR3 reseptoriine spesifik olarak baglanmasimnin disinda hiicre
yiizey heparan siilfat glikozaminoglikana (GAG) da baglanmaktadir (89). Luster ve
Leder IP-10’un anti-tiimOr etkilerini arastiran ilk arastirmacilardir ve IP-10’un

lipopolisakkaritlerin canlidaki antitiimor etkilerini diizenleyen Onemli bir sitokin
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olabilecegini belirtmislerdir (90). IP-10 ekspresyonunun psoriaris, hipersensitivite
reaksiyonlari, deneysel glomerulonefrit ve allerjik ensefalomyelit gibi cesitli dokularin
inflamasyon durumlarinda arttig1 belirtilmektedir (91).

Normal prostat hiicrelerinin, kanserli hiicrelere gére daha az anjiogenik kemokin
(IL-8 gibi) ve daha fazla anjiostatik kemokin iirettigini belirten Nagpal ML ve
arkadaslari, insan prostat kanseri hiicre soylarini asir1t miktarda CXCL10 (IP-10) ile
uyardiklarinda hiicre ¢ogalmasinin baskilandigini ve PSA (prostat spesifik antijen)
tiretiminin diistiiglini gdstermislerdir (92).

Teruya-Felstein J ve arkadaslari, nasal hiicreli lenfoma, non-hodgkin lenfoma ve
burkitt lenfomal hasta grubu ile saglikli kontrollere ait serum IP-10 diizeylerini ELISA
yontemi ile belirlemisler ve nasal hiicreli lenfomal1 hastalarda kontrollere gore yiiksek
bulmuslardir (93).

Evre 1II-III kolorektal kanser (adenokarsinom) dokularinda ise IP-10
ekspresyonunun azaldigi, niiks ve metastazli vakalarda daha da diisiik oldugu bulunmus;
sagkalim takibi sonucunda diisiik IP-10 diizeylerine sahip hastalarm 5-yillik hastaliksiz
sagkaliminin daha kisa oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda arastirmacilar
IP-10’un kolorektal kanserlerde 6nemli bir prognostik faktdr olabilece§i sonucuna
varmiglardir (94).

Bu caligmada oral kavitede prekanser6z lezyonu olan hastalarla, malignitesi olan
hastalarin serum ve tiikiiriik Orneklerinde vaskiiler endotelyal biiylime faktorii-C
(VEGF-C), Interferon-gamma-inducible protein-10 (IP-10) ve angiopoietin-1 diizeyleri
belirlendi, aymi parametreler doku Orneklerinde de immiinhistokimyasal olarak

incelendi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. ARASTIRMADA KULLANILAN ORNEKLER

Calismaya 2007-2010 yillar1 arasinda 1.U Istanbul Dis Hekimligi Fakiiltesi ve
Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Kliniklerine basvuran oral kavite alt ve
tist cene yerlesimli agiz mukozasinda displazik degisiklikleri olan ve biyopsi alinmasi
uygun goriilen hastalardan goniillii olanlar dahil edildi. Tamamen saglikli dokular: elde
etme imkanimiz olmadigindan, cesitli cerrahi islemler sirasinda ¢ikartilmig parcalar1 ve
saglikli goriinen agiz mukozalarini kontrol grubu olarak ¢alismaya dabhil ettik.

Hastalardan biyopsi ile doku 6rnekleri alinmadan once sabah 8.00-12.00 saatleri
arasinda tiikiiriikk ve kan ornekleri alindi.

Tiikiriik: Goniillillerden tiikiiriik alma igleminin 1 saat 6ncesinde herhangi bir
sey yememeleri ve igmemeleri istendi. Daha sonra goniillillerden agizlarini su ile
calkalayip rahat bir pozisyonda oturmalari, baslar1 hafif 6ne egik, dudaklar1 hafif aralik
bicimde durmalar: ve gelen tiikiiriigii steril dereceli ve kapakl plastik tiipe en az 3 ml
olacak sekilde biriktirmeleri istendi.

Hastalardan alian tiikiiriik 6rnekleri bekletilmeden hemen 10000 rpm’de 5
dakika santrifiij (Hettich Micro 200R) edilip, ayrilan supernatant kismu test sayisi
tamamlanincaya kadar -80°C ’de saklanda.

Serum: Hastalardan alinan kanlar 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij (Hettich
Universal 32) edildikten sonra, ayrilan serumlar test sayis1 tamamlanincaya kadar
-20°C’de saklandu.

Doku: Hastalardan klinik olarak 2 cm ve daha kiigiik lezyonlar eksizyonel
biyopsi, daha biiyiik lezyonlar ise insizyonel biyopsi ile cikartiip 1.U. Onkoloji
Enstitiisi Tiimor Patolojisi Bilim Dali’'na yollandi. Yollanan biyopsiler rutin
islemlerden gecirildi (% 10’luk tamponlanmis formolde fikse edildi, rutin doku
takibinden gecirilip, parafin bloklar hazirlandi, parafin bloklardan hazirlanan 5 mikron
kalimligindaki kesitlerden bir boliimii hematoksilen — eozin ile boyanip raporlari
hazirlandi). Bu olgulara ayrica immunhistokimyasal olarak antiVEGF-C, antilP — 10 ve
Antiangiopoetin-1 primer antikorlar1 uygulandi. Caliymamiz icin sectigimiz olgular
icinde, 50 tane saglikli goriinen agiz mukozasi, 20 tane agir ve orta derecede displazik

ag1z mukozasi ve 30 tane ag1z mukozasimdan kaynaklanan primer erken evre, lenf nodu
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tutulumu olmayan yassi epitel hiicreli karsinom olgusu yer aldi. Tiim biyopsi parcalari
VEGEF-C, 1P-10 ve angiopoetin-1 ekspresyonu acisindan incelenirken yok (0), az (1),
orta (2) ve yogun (3) olarak degerlendirildi.

3.2. ARASTIRMADA KULLANILAN YONTEMLER

3.2.1. ELISA Yontemi

Serum ve tiikiiriikte VEGF-C, IP-10 ve Ang-1 parametrelerinin belirlenmesi
ELISA yontemi ile yapildi. Bu yontem, kantitatif olarak protein miktarmi belirlemek
icin kullanilan yontemlerden biridir. ELISA yonteminde protein miktarimi belirlemek
icin yapilan isaretleme radyoaktif maddelerle degil, enzim araciligiyla yapilmaktadir.

ELISA terimi “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay” soziiniin bas
harflerinden olusur. Bu yontemde reaksiyonun bilesenlerinden biri solid faza
kaplanmustir. Bu solid faz kiiciik kiirecikler veya mikrotiter plaklar olabilir. Bu 6zellik
serbest veya baglanmis isaretli molekiillerin ayrilmasina yardimci olur. Bilinen
miktarda antijen ihtiva eden standartlar ve Ornekler eklenip bunlarin antikor kapl
yiizeye baglanmasi saglanir. Baglanmayan antijenin yikama islemi ile
uzaklastirilmasindan sonra baglanan antikordan farkli enzim isaretli ikinci antikor ilave
edilir. Bu sekilde olusan komplekse Antikor- Antijen- Antikor “enzim solid faz
sandovi¢c kompleksi” denir. Baglanmamis durumdaki sekonder antikorlar yikama islemi
ile uzaklastirilir ve enzimin substrati eklenir. Enzim substrati ile etkilesir ve 6rnekteki
antijen miktar1 ile dogru orantih renk reaksiyonu olusur. Bu renk reaksiyonun
absorbansi spektrofotometrede belli dalga boyunda okunur ve konsantrasyonu bilinen
standartlarla ¢izilen standart egri yardimiyla 6rneklere ait konsantrasyonlar belirlenir.

ELISA yonteminin esasi sematik olarak gosterilmistir (Sekil 3-1).
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Sekil 3-1: ELISA yonteminin esasi

3.3. ARASTIRMADA KULLANILAN KiMYASAL MADDELER

3.3.1. VEGF-C Elisa Kit (R&D Systems Minneapolis, USA )

Liyofilize VEGF-C Standart (rekombinant insan VEGF-C)

Assay Diluent RD1W (protein bazli tampon)

VEGF-C Konjugati (horseradish peroksidaza baglh poliklonal VEGF-C antikoru)
Kalibrator Diluent RD6U (hayvan serumu)

Renk reaktifi A (stabilize hidrojen peroksit)

Renk reaktifi B (tetrametilbenzidin)

Konsantre yikama soliisyonu

Stop soliisyonu (2N siilfiirik asit)

Anti VEGF-C kapli mikroplate

3.3.2. Ang-1 Elisa kit (R&D Systems Minneapolis, USA)
Liyofilize Ang-1 Standart (rekombinant insan Ang-1)
Assay Diluent RD1-20 (tampon)

Kalibrator Diluent RDSP (protein bazli tampon)
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Ang-1 Konjugati (horseradish peroksidaza bagli monoklonal Ang-1 antikoru)
Renk reaktifi A (stabilize hidrojen peroksit)

Renk reaktifi B (tetrametilbenzidin)

Konsantre yikama soliisyonu

Stop Soliisyonu (2N siilfiirik asit)

Anti Ang-1 kapli mikroplate

3.3.3. IP-10 Elisa kit (R&D Systems Minneapolis, USA)
Liyofilize IP-10 Standart (rekombinant insan IP-10)

Assay Diluent RD1-56 (protein bazli tampon)

Kalibrator Diluent RD5K (protein bazli tampon)
Kalibrator Diluent RD6Q (hayvan serumu)

IP-10 Konjugati (horseradish peroksidaza bagl poliklonal IP-10 antikoru)
Renk reaktifi A (stabilize hidrojen peroksit)

Renk reaktifi B (tetrametilbenzidin)

Konsantre yikama soliisyonu

Stop Soliisyonu (2N siilfiirik asit)

Anti IP-10 kapli mikroplate

3.3.4. VEGF-C Antikor (R&D Systems Minneapolis, USA)

3.3.5. Ang-1 Antikor (R&D Systems Minneapolis, USA)

3.3.6. IP-10 Antikor (R&D Systems Minneapolis, USA)

3.3.7. Cell & Tissue Staining Kit (R&D Systems Minneapolis, USA)

3.4. ARASTIRMADA kULLANILAN GERECLER
Santrifiij (Hettich Universal 32 )

Santrifiij (Hettich Micro 200R)

Pipet takimi (Finnpipette)

Karistirici (Es-clot rotative shaker ES-24)

Mikroplate yikayici ( Medispec ESW- Microplate washer)
ELISA okuyucu ( Rayto, RT-1904C Chemistry Analyzer)
Ksilol, %99’1uk alkol, %96’ ik alkol

Antijen retrieval reagent (EDTA Buffer, Citrat buffer)

Fosfat buffer soliisyonu
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%3’liik hidrojen peroksit (3’liik H,O)
Blokaj Soliisyonu

Amonyakli Su

Su bazli kapatma malzemesi

Distile su

Pappen kalemi

Pozitif sarjli lam

Isik mikroskobu (Olympus BX60)

3.5. TESTLERIN YAPILISI

Hasta ve kontrol grubuna ait serum ve tiikiirik VEGF-C, Ang-1 ve IP-10 (R&D
Systems Minneapolis, USA) diizeyleri ELISA yontemi ile duplike olarak calisilarak,
I.U. Onkoloji Enstitiisii Kanser Biyokimyasi ve Tiimér Marker Laboratuarlarinda
belirlendi. Doku VEGF-C, Ang-1 ve IP-10 diizeyleri ise immiinhistokimyasal olarak

I.0U. Onkoloji Enstitiisii Tiimor Patolojisi Bilim Dali Laboratuarinda incelenmistir.

3.5.1. VEGF-C Diizeylerinin Belirlenmesi
VEGEF-C diizeylerini belirlemek icin kullanilacak 109 pg/mL, 219 pg/mL, 438
pg/mL, 875 pg/mL, 1750 pg/mL, 3500 pg/mL ve 7000 pg/mL degerlerinde standartlar
70000 pg/mL stok standarttan Kalibrator Diluent RD6U kullanilarak hazirlandi. Serum
ve tiikiiriik ornekleri oda sicakligina getirildi. Calisma protokoliine gore serum Ornekleri
Kalibrator Diluent RD6U kullanilarak 5 kat seyreltildi.
Tiim antikor kaph kuyucuklara 100 pLL Assay Diluent RD1W eklendikten sonra
50 pL standart, tiikiiriik ve seyreltilmis serum Ornekleri otomatik pipet yardimiyla
uygulandi. Mikrokuyucuklar oda sicakliginda ve karistiricidda 2 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. 400 puL yikama soliisyonu ile 4 defa yikama yapilip (Medispec
ESW- Microplate washer), iyice kurutulduktan sonra 200 pL biotin konjugat1 eklenip,
tekrar 2 saat boyunca oda sicakliginda ve karistiricida inkiibasyona birakildi. 400 L.
yikama soliisyonu ile 4 defa yikama yapilip 200 pL Substrat Soliisyonu (Renk reaktifi
A + Renk reaktifi B) eklenerek, 30 dakika karanlikta tekrar inkiibasyona birakildi.
Olusan renk reaksiyonu 50 pL durdurma soliisyonu ilavesiyle durduruldu. 450 nm’de
ELISA okuyucuda (Rayto, 2100C Chemistry Analyzer) Orneklerin absorbanslar1 ve

konsantrasyonlar1 ayrt ayr1 okundu. Absorbanslar1 okunan ve degerleri bilinen
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standartlar yardimiyla semi-logaritmik olarak c¢izilen standart egri grafiginden
hesaplanan konsantrasyon degerleri otomatik olarak okunan konsantrasyonlarla
karsilastirildi. Belirlenen serum degerleri seyreltme katsayisiyla carpilarak diizeltildi.
Kullanilan testlere ait ELISA yOnteminin uygulama semas1 ve ¢izilen standart egri

grafigi sekilde sekilde gosterilmistir (Sekil 3-2, Sekil 3-3).
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Antikor kaph kuyucuklara ;

100 pL Assay Diluent RDIW
50 pL standart/serum/tiikiiriik 6rneginin eklenmesi
l 2 saat oda sicakliginda, karistiricida inkiibasyon
4 defa yikama

l

200 pL konjugatin eklenmesi
l 2 saat oda sicakliginda, karistiricida inkiibasyon

4 defa yikama ve iyice kurulama
200 pL substrat soliisyonu eklenmesi
l 30 dk oda sicakliginda, karanlikta inkiibasyon

50 pL durdurma soliisyonu eklenmesi

l

ELISA okuyucusunda 450 nm’de absorbans ve otomatik konsantrasyon okunmasi

Sekil 3-2: VEGF-C yonteminin akim semasi
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Sekil 3-3: VEGF-C’in standart absorbanslar1 ve bilinen konsantrasyonlar1 arasinda cizilen
standart egri grafigi (Serum ve tiikiiriik i¢in ayn1 standart egri kullanilmustir)

3.5.2. Ang-1 Diizeylerinin Belirlenmesi

Ang-1 diizeylerini belirlemek icin kullamilacak 62.5 pg/mL, 125 pg/mL, 250
pg/mL, 500 pg/mL, 1000 pg/mL, 2000 pg/mL ve 4000 pg/mL degerlerinde standartlar
40000 pg/mL stok standarttan Kalibrator Diluent RD5P kullanilarak hazirlandi. Serum
ve tiikiiriik ornekleri oda sicakligina getirildi. Calisma protokoliine gore serum Ornekleri
Kalibrator Diluent RDSP kullanilarak 50 kat, tiikiiriik 6rnekleri ise 2 kat seyreltildi.

Antikor kaph kuyucuklara 100 puLL Assay Diluent RD1-20 eklendikten sonra
50 pL standartlar ve seyreltilmis serum ve tiikiiriik 6rnekleri otomatik pipet yardimiyla
uyguland1 ve 2 saat oda sicakliginda, karistiricida inkiibasyona brrakildi. Yikama
soliisyonu ile 4 defa yikayip, (Medispec ESW- Microplate washer) 200 pL Ang-1
Konjugat eklendi ve yeniden 2 saat oda sicakliginda, karistiricida inkiibasyona birakilda.
4 defa yikama isleminden sonra 200 WL Substrat Soliisyonu (Renk reaktifi A + Renk
reaktifi B) eklenerek, 30 dakika karanlkta inkiibasyona birakildi. Olusan renk
reaksiyonu 50 pL durdurma soliisyonu ilavesi ile durduruldu. 450 nm’de ELISA
okuyucuda (Rayto, 2100C Chemistry Analyzer) Orneklerin absorbanslar1 ve
konsantrasyonlar1 ayr1 ayr1 okundu. Absorbanslart okunan ve degerleri bilinen
standartlar yardimiyla semi-logaritmik olarak c¢izilen standart egri grafiginden

hesaplanan konsantrasyon degerleri otomatik olarak okunan konsantrasyonlarla
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karsilastirildi.  Belirlenen degerler seyreltme katsayisiyla carpilarak serum ve
tilkiiriikteki Ang-1 diizeyleri hesaplandi. Kullanilan testlere ait ELISA yOnteminin
uygulama semast ve cizilen standart egri grafigi sekilde gosterilmistir (Sekil 3-4, Sekil
3-5).
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Antikor kaph kuyucuklara ;

100 pL Assay Diluent RD1-20 eklenmesi

l

50 pL standart/serum/tiikiiriik eklenmesi

2 saat oda sicakliginda, karistiricida inkiibasyon

4 defa yikama

l

200 pL Ang-1 Konjugat eklenmesi

l 2 saat oda sicakliginda, karistiricida inkiibasyon

4 defa yikama

l

200 pL substrat soliisyonu eklenmesi
l 30 dk oda sicakliginda, karanlkta inkiibasyon

50 pL durdurma soliisyonu eklenmesi

ELISA okuyucusunda 450 nm’de absorbans ve otomatik konsantrasyon okunmasi

Sekil 3-4: Ang-1 yonteminin akim semasi
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Sekil 3-5: Ang-1’in standart absorbanslar1 ve bilinen konsantrasyonlar1 arasinda ¢izilen standart

egri grafigi (Serum ve tiikiiriik i¢cin ayni standart egri kullanilmigtir)

3.5.3. IP-10 Diizeylerinin Belirlenmesi

IP-10 diizeylerini belirlemek i¢in kullamilacak 7.8 pg/mL, 15.6 pg/mL, 31.2
pg/mL, 62.5 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL ve 500 pg/mL degerlerinde standartlar
40000 pg/mL stok standarttan tiikiiriik 6rnekleri i¢in Kalibrator Diluent RD5K, serum
ornekleri icin ise kalibrator Diluent RD6Q kullanilarak ayri ayr1 hazirlandi. Serum ve
tiikiiriik ornekleri oda sicakligma getirildi. Caligma protokoliine gore tiikiiriik 6rnekleri
Kalibrator Diluent RD5K kullanilarak 5 kat seyreltildi.

Tikiirlik Orneklerini ¢alismak icin antikor kapl kuyucuklara 150 pL Assay
Diluent RD1-56 eklendikten sonra 100 uL standartlar ve seyreltilmis tiikiiriik 6rnekleri
otomatik pipet yardimiyla uygulandi. Serum 6rnekleri i¢in ise antikor kaph kuyucuklara
75 UL Assay Diluent RD1-56 eklendikten sonra 75 L standart ve serum Ornekleri
otomatik pipet yardimiyla eklendi, 2 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. 400
uL yikama soliisyonu ile 4 defa yikandiktan sonra ( Medispec ESW- Microplate
washer) 200 L. IP-10 Konjugat eklendi, 2 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakild1.
Yikama islemi 4 defa tekrarlandiktan sonra 200 L substrat soliisyonu eklenip, 30
dakika karanlikta inkiibasyona birakildi. 50 pL durdurma soliisyonu ilavesi ile
reaksiyon durduruldu. 450 nm’de ELISA okuyucuda (Rayto, 2100C Chemistry
Analyzer) Orneklerin absorbanslar1 ve konsantrasyonlar1 ayr1 ayri okundu.

Absorbanslar1 okunan ve degerleri bilinen standartlar yardimiyla semi-logaritmik olarak
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cizilen standart egri grafiginden hesaplanan konsantrasyon degerleri otomatik olarak
okunan konsantrasyonlarla karsilastirildi. Belirlenen tiikiiriik degerleri seyreltme
katsayisiyla carpilarak asil diizeyleri hesaplandi.  Kullanilan testlere ait ELISA
yonteminin uygulama semas1 ve cizilen standart egri grafikleri sekilde gosterilmistir

(Sekil 3-6, Sekil 3-7, Sekil 3-8) .
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Antikor kaph kuyucuklara ;
75 uL Assay Diluent RD1-56 150 puL Assay Diluent RD1-56
75 pL standart/serum eklenmesi 100 pL standart/tiikiiriik eklenmesi

Oda sicakliginda 2 saat inkiibasyon

4 defa yikama

200 pL IP-10 Konjugat eklenmesi
l Oda sicakliginda 30 dk inkiibasyon

4 defa yikama

v

200 pL substrat eklenmesi

Oda sicakliginda 30 dk karanlikta inkiibasyon

50 pL durdurma soliisyonu eklenmesi

v
ELISA okuyucusunda 450 nm’de absorbans ve otomatik konsantrasyon okunmasi

Sekil 3-6: IP-10 yonteminin akim semasi
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Sekil 3-7: Serum IP-10un standart absorbanslar1 ve bilinen konsantrasyonlar1 arasinda ¢izilen
standart egri grafigi
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Sekil 3-8: Tiikiiriik IP-10’un standart absorbanslar1 ve bilinen konsantrasyonlar1 arasinda ¢izilen
standart egri grafigi

3.6. IMMUNHISTOKIMYASAL BOYAMA YONTEMI

Rutin formol-parafin takibinden gecen dokulardan elde edilen parafin bloklardan
pozitif sarjli lamlara yaklagsik 5 mikron kalinhiginda kesitler alindi. Kesitlerin lam
izerine tam olarak yapismalar1 ve deparafinizasyonu i¢in lamlar bir gece boyunca

etiivde 56°C sicaklikta bekletildi. Boyama islemine baglamadan once lamlar sirasiyla
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ksilolde 30 dakika, 99°’lik alkolde 15 dakika, 96° lik alkolde 15 dakika bekletilerek

distile suya alind1.
Daha sonra kesitlere sirasiyla asagidaki islemler uygulandi :

I- Formalin fiksasyonuyla olusan gizlenmis antijenik bolgelerin aciga cikarilmasi
amactyla Antijen Retrieval Reagent ile 6n muamele yapildi. Bu islem icin Citrat Buffer
soliisyonu (Citrate Buffer (x10), 500ml, Thermo Scientific) kullanildi. Antijen retrieval
islemi mikrodalga firinda 5 dakikadan dort kez uyguland1 ve daha sonra 20 dakika oda
1sisinda sogumaya birakildi. Soguyan lamlar distile suya alindi ve kesitlerin etrafi
pappen kalemi ile cizilerek 5 dakika Fosfat Buffer Soliisyonu’nda (PBS) (Phosphate
Buffered Saline (x25), 500ml, Scytek Laboratories) bekletildi.

2- Endojen peroksidaz aktivitesinin onlenmesi i¢in kesitler %3’liikk hidrojen peroksitle
(H20,) inkiibe edildi. 20 dakika sonunda lamlar distile su ile yikand1 ve 5 dakika PBS’te
bekletildi.

3- Non-spesifik zemin boyasmi 6nlemek icin kesitler 15 dakika blokaj soliisyonu (Super
Block, 125ml, Scytek Laboratories) ile inkiibe edildi.

4- Primer antikorlar VEGF-C (0,1 ml, concentrated,R&D Systems Minneapolis, USA),
IP — 10 (0,1 ml, concentrated, R&D Systems Minneapolis, USA) ve angiopoetin-1 (0,1
ml, concentrated, R&D Systems Minneapolis, USA) damlatildi. Siire sonunda lamlar

distile su ile yikand1 ve 5 dakika PBS’te bekletildi.

5- Primer antikora baglanacak olan sekonder antikor soliisyonu (Anti- Polyvalent
Biotinylated Antibody, 125ml, Scytek Laboratories) damlatildi ve 25 dakika inkiibe
edildi. Siire sonunda lamlar distile su ile yikand1 ve 5 dakika PBS’te bekletildi.

6- Sekonder antikora baglanacak olan peroksidaz-streptavidin soliisyonu (Sensitek
HRP, 125 ml, Scytek Laboratories) damlatildi ve 25 dakika inkiibe edildi. Siire sonunda
lamlar distile su ile yikand1 ve 5 dakika PBS’te bekletildi.

7- Kesitler AEC kromojen soliisyonu (AEC chromogen/substrate kit, 125ml, Scytek
Laboratories) ile 20 dakika inkiibe edildi ve goriiniir hale getirildi. Stire sonunda lamlar

distile su ile yikanda.
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8- Lamlar 3 dakika Mayer Hematoksilen’inde bekletildikten sonra musluk suyu ile
yikandi. Daha sonra 15 saniye amonyakli suda bekletilerek distile suya alindi. Tiim

preparatlar su bazl kapatma malzemesiyle kapatilarak 151k mikroskobunda incelendi.

3.7. SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESINDE KULLANILAN
ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Istatistiksel analizler SPSS versiyon 16 (SPSS 16, Chicago, IL, USA) yazilimi
kullanilarak yapilmistir. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram
ve olasilik grafikleri) ve analitik yontemlerle (Kolmogorov- Smirnov / Shapiro-Wilk
testleri) incelenmistir. Tanimlayici analizler normal dagilan degiskenler i¢in ortalama ve
standart sapmalar kullanilarak verilmistir. Verilerin normal dagilim gosterdigi
belirlendiginden, parametreler calisma gruplari arasinda Student-t testi kullanilarak
karsilastirilmugtr. Istatistiksel anlamlilik igin tip-1 hata diizeyi %35 olarak kullanildi. P
degerinin 0.05’in altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli sonu¢lar seklinde

degerlendirilmistir (95).

Her bir parametreye ait 6zgiilliikk, duyarlilik ve dogruluklar saglikli kontrollerin
aritmetik ortalama degerleri tist sinir alinarak asagidaki formiillere gore hesaplanmustir

(93).

Duyarlilik (%) = [GP/(GP+YN)]x100

Ozgiilliik (%) =[GN/(GN+YP)]x100

Dogruluk (%) =(GP+ GN)/(GP +GN + YP + YN)
GP: Gergek pozitifler
YP: Yalanci pozitifler
GN: Gergek negatifler
YN: Yalanci negatifler
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4. BULGULAR

Tamami evre I-1I, lenf nodu tutulumu olmayan yass1 epitel hiicreli karsinom
tanis1 almis olan kanserli hastalardan 12’°si kadin, 18’1 erkektir. Prekanserdz lezyonlu
olan hastalarin ise 9’u kadm, 11’1 erkektir. Kontrol grubu 25 kadin ve 25 erkekten
olusturulmustur. Yas ortalamalar1 prekanserdz lezyonlu hastalarda 51.36+12.88,
kanserli hastalarda 59.36+11.80, kontrol grubunda ise 54.33+11.03 olarak
belirlenmistir. Hastalarin tiitiin ve alkol kullanimlar1 sorgulanmus, tiitiin olarak sadece
sigara tikketimi oldugu gozlenmistir. Cinsiyete ve tanilara gore sigara ve alkol kullanimui

tabloda gosterilmistir (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Cinsiyete ve tanilara gore sigara ve alkol kullanimi

CINSIYET

KADIN (n)  ERKEK (n)

SIGARA (+) 10 15
KANSER .

SIGARA (-) 2 3
K:12

ALKOL (+) 2 12
E:18

ALKOL (-) 10 6

SIGARA (+) 6 11
PREKANSEROZ .

SIGARA (-) 3 0
K:9

ALKOL (+) 1 8
E:11

ALKOL (-) 8 3

Calisma gruplarina ait tiim doku parcalar1t VEGF-C, Angiopoietin-1 ve IP — 10
ekspresyonu acisindan incelenmis; yok (0), az (1), orta (2) ve yogun (3) olarak
degerlendirilmistir.

Immunhistokimya sonuglarma gére VEGF-C ekspresyonu kontrol grubunda en
diisiik, prekanseroz lezyonlu dokularda orta derecede ve oral kanserli hastalarda yiiksek
oranda gozlenmistir (Sekil 4-1).

Ang-1 ekspresyonu VEGF-C’nin aksine kanser hastalarinda en az (1)
ekspresyon gostermistir. Prekanserdz lezyonlarda tipki VEGF-C gibi orta derecede (2),
kontrol grubunda ise en yogun (3) ekspresyon belirlenmistir (Sekil 4-2).
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IP-10 ise VEGF-C ile benzerlik gostermekte, kanserli hastalarda en yiiksek,

kontrol grubunda ise en diisiik ekspresyon sergilemektedir (Sekil 4-3).



Sekil 4-1: VEGF-C ekspresyonu (AntiVEGF-C primer antikoru X400)

A. normal epitel
B. prekanserdz lezyon
C. yassi epitel hiicreli karsinom
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Sekil 4-2: Ang-1 ekspresyonu (AntiANG-1 primer antikoru X400)

A. normal epitel
B. prekanserdz lezyon
C. yassi epitel hiicreli karsinom
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Sekil 4-3: IP-10 ekspresyonu (AntilP-10 primer antikoru X400)

A. normal epitel
B. prekanserdz lezyon
C. yassi epitel hiicreli karsinom
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Hasta ve kontrol gruplarina ait serum aritmetik ortalama, standart sapma,

ortanca, minimum ve maksimum degerleri tabloda gosterilmistir (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: Gruplara ait serum aritmetik ortalama (x), standart sapma (sd), ortanca (m),

minimum (min) ve maksimum degerleri (maks)

VEGF-C (ng/mL)

ANG-1 (ng/mL)

IP-10 (ng/mL)

SERUM x+sd x+sd x+sd
m (min, maks) m (min, maks) m (min, maks)
KONTROL
8.04+1.05 62.48+26.05 0.18+0.08
(n=50)
8.13 (5.15-10.70) 52.47 (21.37-151.29) | 0.16 (0.08-0.25)
PREKANSEROZ LEZYON
(n=20) 8 23+1.36 54.89 +£16.3 0.23+0.12
8.61(6.52-10.51) 48.62 (14.99-80.34) 0.17 (0.11-0.39)
KANSER
8.96+2.06 50.95 £23.24 0.27+0.10
(n=30)

8.61 (6.78-15.38)

65.01 (30.05-135.77)

0.21 (0.11-0.43)
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Hastalar ve kontrollere ait tiikiiriik aritmetik ortalama, standart sapma, ortanca,

minimum ve maksimum degerleri tabloda gosterilmistir (Tablo 4-3).

Tablo 4-3: Gruplara ait tiikiiriik aritmetik ortalama (x), standart sapma (sd), ortanca (m),
minimum (min) ve maksimum degerleri (maks)

VEGF-C (ng/mL) ANG-1 (ng/mL) IP-10 (ng/mL)
TUKURUK x+sd x+sd x+sd
m (min, maks) m (min, maks) m (min, maks)
KONTROL
(n=50) 0.65+0.12 2.4+1.54 0.55+£0.24
n=
0.66 (0.45-0.87) 2.24 (0.40-8.99) 0.47 (0.37-1.39)
PREKANSEROZ LEZYON
(n=20) 0.75+£0.17 3.24+1.55 0.61+£0.22
0.74 (0.51-1.08) 2.79 (1.46-7.98) 0.59(0.37-1.12)
KANSER
(n=30) 0.81£0.19 3.31+£2.2 0.78+0.95
0.71 (0.47-1.27) 1.47 (0.46-8.23) 0.48 (0.38-4.54)
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Serum VEGF-C diizeylerinde oral prekanserdz lezyonlu hastalar ile saglikli
kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05). Buna
karsilik oral kanserli hastalarda VEGF-C diizeyleri prekanserdz lezyonlu hastalara
(p=0.01) ve kontrol grubuna (p=0.02) gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur.
Gruplara gore serum VEGF-C diizeyleri sekilde gosterilmistir (Sekil 4-4).

97
15,007

12,507 96

10,007

VE
-
-
-

8,61 8,61
8,13

I T T
KONTROL PREKANSE KANSER
Grup

Sekil 4-4: Gruplara ait serum VEGF-C diizeyleri
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Oral prekanserdz lezyonlu hastalarin serum Ang-1 diizeyleri ile, saglikli
kontroller ve kanserli hastalarin serum Ang-1 diizeyleri arasinda fark olmadigi (p<0.05)
goriilmiis, ancak kanserli hastalar ile kontrol grubu arasinda anlamh fark belirlenmistir

(p=0.02). Gruplara gore serum Ang-1 diizeyleri sekilde gosterilmistir (Sekil 4-5).

50

150,001 %
49
o

100,007

S_ANG 1
-

65,01

50,00 52,47 48,62
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T T T
KONTROL PREKANSE KANSER
Grup

Sekil 4-5: Gruplara ait serum Ang-1 diizeyleri
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Serum IP-10 diizeylerinin oral prekanserdz lezyonlu hastalarda saglikli
kontrollere gore anlamli olarak yiiksek oldugu gozlenmistir (p=0.02). Kanserli
hastalarda hem prekanser6z lezyonlu hastalar, hem de kontrollere gore daha yiiksek
serum [P-10 diizeyleri belirlenmis olmasina karsin sadece kanser ve kontrol grubu
arasinda ileri derecede istatistiksel anlamlilik bulunmustur (p=0.001). Gruplara ait

serum IP-10 diizeyleri sekilde gosterilmistir (Sekil 4-6 ).
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Sekil 4-6: Gruplara ait serum IP-10 diizeyleri
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Tiikiirik VEGF-C diizeylerinin oral prekanser6z lezyonlu hastalarda saglikli
kontrollere gore anlamli olarak yiiksek oldugu gozlenmistir (p=0.01). Kanserli
hastalarda VEGF-C diizeyi prekanserdz lezyonlu hastalar ve kontrollere gore daha
yiiksektir ve oral kanser hastalar: ile kontrol grubu arasinda istatistiksel anlamlilik
mevcuttur (p=0.01). Gruplarin tiikiiriik VEGF-C diizeyleri sekilde gosterilmistir (Sekil
4-7).
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Sekil 4-7: Gruplara ait tiikiiritk VEGF-C diizeyleri
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Tiikiirik Ang-1 diizeyleri oral prekanserdz lezyonlu hastalarda saghkli
kontrollere gore ileri derecede anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0.001). Kanserli
hastalarda ise kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek (p=0.02) olan tiikiiriik Ang-1
diizeyleri, kanserli hastalar ile prekanserdz lezyonlu hastalar arasinda belirgin bir
farkhilik gostermemektedir (p>0.05). Gruplarin tiikiiriik Ang-1 diizeyleri sekilde
gosterilmistir (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8: Gruplara ait tiikiiriikk Ang-1 diizeyleri
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Tiikiiriik IP-10 diizeylerinde oral prekanser6z lezyonlu hastalar ile saglikli
kontroller arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05). Oral
kanserli hastalarda tiikiiriikk IP-10 diizeyleri prekanserdz lezyonlu hastalara (p=0.02) ve
kontrol grubuna (p=0.02) gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Gruplara gore

tiikiiriik IP-10 diizeyleri gosterilmistir (Sekil 4-9).
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Sekil 4-9: Gruplara ait tiikiiriik IP-10 diizeyleri
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Testlere ait belirlenen istatistiksel anlamliliklar tabloda gosterilmistir (Tablo 4-4).

Tablo 4-4: Testlere ait istatistiksel anlamliliklar (p degerleri)

SERUM TUKURUK
VEGF-C ANG-1 IP-10 VEGF-C ANG-1 IP-10

Kanser-

Kontrol p=0.02 p=0.02 p=0.001 p=0.01 p=0.02 p=0.02
Prekanseroz-

Kontrol p>0.05 p>0.05 p=0.02 p=0.01 p=0.001 p>0.05
Kanser-

Prekanseroz p=0.01 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p>0.05 p=0.02
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Her bir parametreye ait Ozgiillik, duyarliik ve dogruluklar hesaplanmis ve
serum ve tiikiiriik icin ayr1 tablolarda verilmistir (Tablo 4-5, Tablo 4-6). Tiim duyarlilik
(sensitivite), 0zgiilliikk (spesifite) ve dogruluk (accuracy) testleri i¢in kontrol grubunda
calisilan parametreler olan VEGF-C, Ang-1 ve IP-10’un aritmetik ortalama degerleri iist
smir deger olarak kabul edilmistir (serum VEGF-C: 8.04 ng/mL, tiikiiriik VEGF-C: 0.65
ng/mL, serum Ang-1: 62.5 ng/mL, tikiirik Ang-1: 2.4 ng/mL, serum IP-10: 0.18
ng/mL, tikirik IP-10: 0.55 ng/mL). %65’in iizerindeki oOzgiillik, duyarlihik ve

dogruluklar degerlendirilmistir.

Tablo 4-5: Serumda calisilan testlere ait duyarhlik, 6zgiilliik ve dogruluk degerleri

SERUM
Duyarlilik (%) Ozgiilliik (%) Dogruluk (%)
Kanser Prekanseroz Kanser Prekanseroz Kanser Prekanseroz
VEGF-C 58 50 68 42 64 45
ANG-1 67 25 70 30 69 53
IP-10 63 42 72 72 68 62

Tablo 4-6: Tiikiiriikte calisilan testlere ait duyarlilik, 6zgiillik ve dogruluk degerleri

TUKURUK
Duyarlilik (%) Ozgiilliik (%) Dogruluk (%)
Kanser Prekanseroz Kanser Prekanseroz Kanser Prekanseroz
VEGF-C 68 75 75 75 66 75
ANG-1 0 0 100 100 60 68
IP-10 32 58 64 64 50 62

Serum VEGEF-C testinin i¢in oral kanserli hastalar i¢cin 0zgiilliigii % 68 olarak
hesaplanmigtir.

Tiikiiriik VEGF-C testinin oral kanserli hastalar i¢in duyarlilig1 % 68, 6zgiilliigii
%75 ve dogrulugu % 66; prekanserdz lezyonlu hastalar i¢cin duyarliligi % 75, 6zgiilliigi
% 15 ve dogrulugu % 75 olarak belirlenmistir.

Serum Ang-1 testinin oral kanserli hastalarda duyarliig1 % 67, 6zgilligii %70

ve dogrulugu % 69 olarak bulunmustur.
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Tikiiriik Ang-1 testinin oral kanserli hastalardaki 6zgiilliigii %100 ve dogrulugu
% 60; prekanserdz lezyonlu hastalar icin ozgiilliigii % 100 ve dogrulugu % 68 olarak
bulunmustur.

Serum IP-10 testinin oral kanserli hastalarda 6zgiilliigii % 72 ve dogrulugu %

68; prekanseroz lezyonlu hastalar i¢in 6zgiilliigii % 72 olarak hesaplanmustir.
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S. TARTISMA

Arastirmamizda oral prekanserdz lezyon (n=20) ve oral kanserli (n=30) hastalar
ile saglkli kontrollerin (n=50) doku o&rneklerinde VEGF-C, IP-10 ve Ang-1
immiinhistokimyasal olarak incelendi, serum ve tiikiirik Orneklerinde aym
parametrelerin kantitatif diizeyleri belirlendi. Elde edilen sonuglar saglikli kontrollerle
karsilagtirilmistir.  Bu parametrelerin - 6zellikle tiikiiriikte belirlenmesi, “invaziv
yontemlere bagvurmadan oral kanserlerin erken tamisinda yardimci olabilir mi?”
sorusuna yanit aramak icin yapildi. Ayn1 zamanda kanserlesme riski yiiksek olan
prekanser6z lezyonlu hasta grubunun takibinde faydali parametreler olup
olmayacaklarina da bakild.

Literatiire baktigimizda bu calismada belirledigimiz parametrelerden VEGF-
C’yi de icine alan VEGF ailesinin oral yassi epitel hiicreli karsinomlarindaki rolii ile
ilgili ¢cok sayida calisma oldugu goriilmektedir (13,96-99).

Li QI ve arkadaglar1 99 dil tiimorlii hastanin (yasst epitel hiicreli) dokularindaki
VEGF-C ekspresyonunu, 17 benign dil lezyonu olan hasta dokularina gore daha yiiksek
bulmuslardir. Lenfatik metastazi olan dil tiimorlii hastalarda metastazi olmayanlara gore
daha yiiksek olan VEGF-C ekspresyonu, evre I-1I hastalarda evre III-IV hastalara gore
daha diisik bulunmustur. 5 yillik sagkalim oranlarina bakildiginda, VEGF-C
ekspresyonu yiiksek olan hastalarin daha az yasadigi belirlenmis ve VEGF-C’nin lenf
nodu metastazi, hastaligin evresi ve prognoz ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir
(96).

Shintani ve arkadaslar1 evreleri I ve IV arasinda degisen primer oral yass1 epitel
hiicreli karsinomlu 98 hastanin dokularinda VEGF-A/B/C/D ekspresyonlarini belirleyip
hastalarin  evreleri ile degiskenliklerini karsilastirmaya c¢alismislardir. Hasta
orneklerinden 59’unda VEGF-A, 61’inde VEGF-B, 66’sinda VEGF-C ve 54’iinde
VEGF-D ekspresyonu immunhistokimya yontemi ile belirlenmistir. Calisilan
parametrelerden higbirisini hastaligin evresi ile iligskisi bulunamamistir. Ancak, VEGF-
A ve B’nin timOr anjiogenezi ve mikrodamar yogunlugu ile; VEGF-C ve D’nin ise
lenfatik tiimor yayilimu ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir (97).

Siriwardena ve arkadaslar1 oral yassi epitel hiicreli karsinomlu 54 hastanin
parafin bloklarindan immunhistokimya (IHC) yontemi ile VEGF-C ekspresyonlarma
bakmislar ve 37 dokuda yiiksek oldugunu gostermislerdir. Ayn1 caligma kapsaminda 18
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hastanin da taze dokusundan RT-PCR yontemi ile VEGF-C mRNA’s1 izole etmeyi
denemisler ve 15 dokuda izole etmislerdir. Ayrica spesifik olarak lenfatik endotel
hiicrelerini belirleyen, ancak kan damarlar: ile reaksiyon gostermeyen D2-40 antikoru
kullanilarak IHC yontemi ile lenfatik duruma bakildiginda, nod metastaz1 olan
vakalarda anlaml olarak fazla lenf damar1 gozlendigi, gozlenen lenf damar: sayisi ile
VEGF-C ekspresyonunun iligkili oldugunu bulmuslardir (13). Bizim ¢alismamizda ise
immunhistokimya sonuglarma gére VEGF-C ekspresyonu en az kontrol grubunda, orta
derecede prekanser6z lezyonlu dokularda, en yiiksek ise oral kanserli hastalarda
gozlenmistir.

Lenfanjiogenezdeki rolii bilinen VEGF-C’nin, siklikla lenf metastazi yapan bir
hastalik olan oral yass1 epitel hiicreli karsinomda, heniiz lenf nodu tutulumu olmayan
erken evre hastalarda belirleyerek “hastaligim prognozu ile ilgili bir bilgi verebilir mi?”
sorusuna yanit aramaya ¢alisan Faustino SE ve arkadaglar1 agiz tabani ve dilde, klinik
olarak evre I-II, primer oral yassi epitel hiicreli karsinomlu 87 hastanin biyopsi
orneklerinde VEGF-C ekspresyonuna bakmiglar ve hastalarin 66’sinda yogun
sitoplazmik VEGF-C boyanmasi, 21 hastada ise zayif VEGF-C boyanmasi
belirlemislerdir. Ortalama 82.2 ay takip edilen hastalarda lenf nodu tutulumunun en
onemli prognostik faktorlerden biri oldugu ancak VEGF-C’nin gizli lenf nodu
tutulumunu belirlemede roliiniin olmadig1 sonucuna varmiglardir (11).

Artmus lokal ve periferik VEGF seviyelerinin lenf nodu tutulumu ile iliskili
oldugunu belirten Strauss L ve arkadaslar1 bas-boyun kanserli 46 hastayr lenf nodu
pozitif ve sagkalimi1 27 aydan az olanlar ile lenf nodu negatif ve sagkalimi1 27 aydan
fazla olanlar olarak iki gruba aywrarak VEGF-A, VEGF-C ve VEGF-D diizeyleri
acisindan degerlendirmislerdir. Lenf nodu tutulumlu hastalarin tiimor dokularinda
VEGF-A ve VEGF-C ekspresyon diizeylerinin daha yiiksek oldugunu, plazmalarinda
ise sadece VEGF-A diizeylerinin anlaml olarak yiiksek oldugunu gostermislerdir (98).
Calismamizdaki erken evre oral kanserli 30 hastamizin tamaminin dokularinda VEGF-C
ekspresyonu gozlendi. Oral kanserli hastalarda kontrol grubuna gore artmis bulunan
VEGF-C ekspresyonuna paralel olarak artmis serum (p=0.01) ve tiikiiriik (p=0.02)
VEGEF-C diizeylerini belirledik. Serum VEGF-C testinin oral kanserli hastalar i¢in
Ozgiilligii % 68 olarak hesaplandi ve sagliklhi kisileri hastalardan ayirabilmek icin

kullanilabilecegi sonucuna varildi.
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Bas-boyun kanserlerinin anjiogenez aracilig ile biiyiimelerini ve lenfanjiogenez
araciligiyla metastaz yapmalarin1 saglayacak endotelyal biiylime faktorlerini yiiksek
miktarlarda salgiladig1 bilinmektedir. Tiikiiriik, VEGF’in bilinen kaynaklarindan biridir.
Tikiiriikte yapilmis VEGF-C ile ilgili bir calismaya literatiirde rastlanmamustir. Upile T
ve arkadaslarinin yaptigi, 7 oral yassi epitel hiicreli hastanin hem serum, hem de
tilkiiriik orneklerindeki VEGF-A diizeyleri 14 saglhkliya gore ileri derecede anlamli
olarak yiiksek buldugu bir calisma mevcuttur (100). Yasst epitel hiicreli dil kanserli
hastalarin tiikiiriik 6rneklerinde de kontrol grubuna gore yiiksek miktarlarda VEGF-A
oldugu gosterilmis ve tiikiirik VEGF-A’nin kanser taramasi ve kanserin erken tanisinda
yeni bir belirleyici olabilecegi, hatta gelecekte bir tedavi hedefi olarak bile
kullanilabilecegi belirtilmistir (101). Bizim sonuglarimizda da tiikiirik VEGF-C
diizeylerinin oral prekanserdz lezyonlu hastalarda saglikli kontrollere gore anlaml
olarak yiiksek oldugu gozlendi (p=0.01). Kanserli hastalarda tiikiirik VEGF-C diizeyi
prekanserdz lezyonlu hastalar ve kontrollere gore daha yiiksek bulundu ve oral kanserli
hastalar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel anlamlilik belirlendi (p=0.01). Tiikiiriik
VEGF-C testinin oral kanserli hastalar i¢in duyarliligt % 68, ozgiilligi %75 ve
dogrulugu % 66, prekanserdz lezyonlu hastalar i¢in duyarliligi % 75, ozgilligi % 75 ve
dogrulugu % 75 olarak belirlenmistir. Bu veriler dogrultusunda tiikiiriik VEGF-C hem
kanserli hastalar, hem de prekanserdz lezyonlu hastalar icin hasta ile saglikli grubu
ayirmakta yardimci olacaktir.

Li C ve arkadaslar1 41 oral yassi epitel hiicreli karsinomlu hasta, 30 prekansertz
doku ve 10 normal oral mukozada Ang-1 ekspresyonuna baktiklarinda, Ang-1
ekspresyonunun kanserli hastalarda diger gruplara gore diisiik oldugunu gormiislerdir.
Prekanserdz doku ile normal oral mukoza arasinda ise fark gosterilememistir (102).
Aymi yazarlar bir diger calismalarinda ise 62 oral yassi epitel hiicreli karsinomlu 6rnek
ile 30 prekanserdz oral doku ve 10 normal mukozada immunhistokimya yontemi ile
Ang-1, Ang-2 ve VEGF ekspresyonlarina bakarak hastaligin prognozunda etkili olup
olmadiklarim belirlemeye caligmislardir. Ang-1/Ang-2 ekspresyon orani, kanserli
hastalarda diger iki gruba gore daha diisiik olarak bulunmus, ayrica kanserli hastalarda
lenf nodu metastaz durumu ile iligkili oldugu belirlenmis ve prognostik bir faktor olarak

degerlendirilebilecegi sonucuna varilmistir (103). Li C ve arkadaglarinin ¢alismasinda
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oldugu gibi, kanser, prekanserdz ve normal oral mukoza dokular1 ile yaptigimiz
calismamizin sonuglarinda da literatiirle uyumlu sekilde kanserli hasta dokusunda Ang-
1 ekspresyonu diger iki gruba gore diisiik belirlenmistir. Serum Ang-1 diizeylerinde
sadece kanserli hastalar ile kontrol grubu arasinda anlamli fark belirlenmistir (p=0.02).
Tikiiriik Ang-1 diizeyleri oral prekanser6z lezyonlu hastalarda (p=0.001) ve kanserli
hastalarda (p=0.02) saglikli kontrollere gore yiiksek bulunmustur.

VEGF vaskiiler yapilarin olusumunun erken doneminde etkili olurken, Ang-1
vaskiiler yapilarin ge¢ donem stabilizasyonu ve olgunlasmasi iizerinde etkilidir.
VEGF’in vaskiiler gecirgenlik iizerinde yaptigi artisin Ang-1 tarafindan engellendigi
gosterilmistir (79). Tiimorde ise anjiogenez siireklidir ve damarlar olgunlagsmaya vakit
kalmadan siirekli olarak yenilenip cogalmaktadirlar. Normal sartlarda anjiogenez
tizerine pozitif etkili bir diizenleyici oldugu belirtilen Ang-1’in hem kanserli hastalarin
serumlarinda, hem de dokularinda kontrole gore daha diisiik diizeylerde belirlemis
olmamizin sebebi tiimOrdeki anjiogenezin siirekliligi ve damarlarin olgunlagmasma
firsat kalmadan siirekli cogalmasi olabilir.

Serum Ang-1 testinin oral kanserli hastalarda duyarliig1 % 67, 6zgilligi %70
ve dogrulugu % 69 olarak bulundugundan bu test de hem kanserli hastalari, hem de
saglikli grubu ayirmakta kullanilabilir. Tikiirik Ang-1 testinin oral kanserli
hastalardaki ozgiilligii %100; prekanserdz lezyonlu hastalar i¢cin dzgiilligii % 100 ve
dogrulugu % 68 olarak bulundu. Tiikiiriik Ang-1 yiiksek 6zgiilliikk degerleri ile saglikh
grubu aymrmakta oldukca yararli bir belirleyici olarak diisiiniildii. Serum ve tiikiiriik
Ang-1 diizeyleri kanserli hastalar1 saghklilardan ayirmak i¢in kullanilabilecek bir test
olmasina ragmen, kanserli hastalar ve prekanserdz lezyonlu hastalar arasinda anlamli bir
fark bulunamadigindan, prekanserdz lezyonlarin kanserlesme riskini belirlemede rolii
olmadig1 sonucuna varilmstir.

Literatiirde bugiine kadar oral kanserli hastalarin plazma ve oral sivilarinda IP-
10 ile ilgili iki calisma yapilmustir (104, 105). Oral yassi epitel hiicreli karsinom
karsinogenezi lokal kronik enflamasyon siireci ile iligkili olmasina ragmen tiimor iliskili
sitokin ve kemokinlerin diizeylerinin tiimér mikrogevresinde oldugu kadar sistemik
dolasimda da degismis olabilecegini diisiinen Chang ve arkadaslari, icinde VEGF ve IP-
10’un da oldugu 48 farkli proteinin plazma diizeylerini saghkli kontrol (n=112), oral
yass1 epitel hiicreli karsinom (n=111) ve prekanser6z lezyonu (n=107) olan hasta

gruplarinda “multiplex suspension array system” yontemi ile belirlemislerdir. Plazma
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VEGEF diizeyleri kanserli hastalarda kontrol grubuna gore ileri derecede anlamli olarak
yikksek bulunmus, IP-10 diizeylerinde ise gruplar arasinda herhangi bir farklilik
gozlenmemistir (104). ELISA yontemiyle yaptigimiz arastirmamizda oral kanserli
hastalarimizin hem serum (p=0.001) hem de tiikiiriik IP-10 (p=0.02) diizeyleri kontrol
grubuna gore yiiksek bulundu.

Literatiirdeki IP-10 ile iliskili diger calismaya 9 oral kanserli ve 4 larenks
kanserli (yassi epitel hiicreli karsinom) hasta, 25 kronik periodontitisli hasta ile 6
saglikli kisi dahil edilmistir. Calisma grubunun oral sivilarinda ELISA yOntemi ile
CXCL4, CXCL8 ve CXCL10 (IP-10) gibi cesitli kemokinler arastirilmig ve bizim de
aynt yontemle calismis oldugumuz CXCL10 (IP-10)’un sadece kanserli hastalarin
tedavi Oncesi sivilarinda tespit edildigi, radyoterapi ile tedavi edilen kanserli hastalarda
tedavi sonras1t CXCL10 (IP-10) diizeylerinin anlaml sekilde diistiigii gosterilmistir.
Oral ve larenks kanserli hastalar arasinda ise herhangi bir fark belirlenememistir (105).
Bu caligma ile benzer bir hasta grubu (oral kanser ve prekanserdz lezyon) ile planlanmis
calisma sonuclarimizda da tiikiiriik IP-10 diizeyleri kanserli hastalarda prekanseroz
lezyonlu hastalar ve kontrol grubuna gore yiiksek bulundu. Ancak prekanser6z lezyonlu
hastalar ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark bulunmadi. Tikiirik IP-10
diizeylerine ek olarak belirledigimiz serum IP-10 diizeyleri kanserli hastalar ile kontrol
grubu (p=0.001) arasinda ve prekanserdz lezyonlu hastalar ile kontrol grubu (p=0.001)
arasinda farkli bulundu. Serum ve tiikiiriik IP-10 diizeylerinin kanserli hastalari
sagliklilardan aymrmada kullanilabilecek bir diagnostik belirleyici olabilecegi, ancak
kanserlesme riski olan prekanseréz lezyonlu hastalar1 ayirt etmede faydali olamayacag:
sonucuna varildi. Oral kanserli hastalarda serum IP-10 testi %72 ve tiikiiriikk IP-10 testi
%64 0zgiillik degerleri ile bu sonucu desteklemektedir. IP-10 ekspresyonu en diisiik
kontrol grubunda, orta derecede prekanser6z lezyonlu dokularda, en yiiksek ise oral
kanserli hastalarda gozlendi ve serum ile tiikiiriik IP-10 sonuglarimizin dokudaki
ekspresyon sonuglari ile uyumlu oldugu belirlendi. Tiikiiriik IP-10 ise hem oral kanserli
ve hem de prekanserdz lezyonlu hastalarda %64 ozgiillik degerleri ile sagliklilari
hastalardan ayirmada faydali olabilecek bir test olarak bulundu.

Kanserde tiimore reaktif iltihapsal yanit eslik etmektedir. Ayrica bir ¢ok timor
olgusu iilserlidir, dolayisiyla onarim yanit1 da bu siirece eslik etmekte ve tiimor
anjiogenezi haricinde de bolgede damarlanma artmaktadir. Buna bagli olarak

anjiogenezle iligkili olarak doku ve tiikiiriik Orneklerinde ¢alistigimiz parametrelerin
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tamaminin lokal olarak tiimorden kaynaklandigini sdylememiz miimkiin olmamaktadir.
Benzer problemler kontrol grubu olarak calistigimiz ornekler icin de gecerlidir.
Tamamen saglikli dokular1 elde etme imkanimiz olmadigindan, cesitli cerrahi islemler
sirasimnda cikartilmig pargalar1 ve saghkli goriinen agiz mukozalarimi kontrol grubu
olarak caligmaya dahil ettik. Goriinliste saghkli olmasina ragmen bu pargalarin
iltihapli/iilserli dokularin komsular1 olabilecegi ve bunlardan kaynaklanan cesitli
biyolojik yanitlarin da lokal (doku ve tiikiiriik Orneklerinde) olarak bolgede etkili
olabilecegi goz ardi edilmemelidir.

Tiikiiriigiin normal bilesenleri arasinda bulunmayan bazi maddeler pasif
difiizyon, aktif tasinma gibi hiicre i¢i ve ultrafiltrasyon gibi hiicre dis1 yollar araciligiyla
bu biyolojik siviya ulasabilmektedirler. Serum bilesenleri de tiikiiriige diseti olugu sivisi
araciligiyla ulasabilecegi ve bazi tiikiiriik proteinlerinin kaynaginm serum oldugu
bildirilmistir (29). Bizim de sonug¢larimizla belirlemeye calistigimiz bulgulardan en
Oonemlisi, parametrelerin, tiimoral sebeplerle lokal olarak sadece tiikiiriikte miktarinin
artabilecegi, ancak sistemik dolasimda miktarinin ¢ok degismeyecegi varsayimini
dogrulayabilmekti. Prekanser6z lezyonlarda tiikiiriik VEGF-C ve tiikiiriik Ang-1 kontrol
grubuna gore yiikksek bulunmus, ancak prekanserdz lezyonlu hastalar ile kontroller
arasinda serum VEGF-C ve serum Ang-1 de bir farklihik gozlenmemistir. Tiikiiriik
VEGF-C ve Ang-1’'in klinikte prekanser6z lezyonlu hastalarin takibinde ve risk
gruplarinin  belirlenmesinde faydali olacagim1 diisiinmekteyiz. IP-10’un serum
diizeylerinin ise kanserli hastalarda prekanserdz lezyonlu hastalardan ¢ok farkli
olmayip, tiikiiriik diizeylerinin kanserli hastalarda anlamli sekilde yiiksek bulunmasi,
tilkiiriik IP-10’un kanserlesme riski fazla olan prekanserdz lezyonlu hastalar1 saglikh
kisilerden ayirt etmede ve kanserlesme riski acisindan takipte yararlanilabilecek bir test

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Klinik olarak heniiz lenf nodu tutulumu olmayan, erken evre oral kanserli
hastalarda immunhistokimyasal yontemle VEGF-C, Ang-1 ve IP-10 ekspresyonunu,
ELISA yontemi ile serum ve tiikiirik VEGF-C, Ang-1 ve IP-10 diizeylerini belirledik
ve kanserli hastalarin sonuglarin1 kontrol grubu ve prekanser6z lezyonlu grupla
karsilastirdik. Kanserli hastalarda diger gruplara gore pozitif degerler ve yiiksek
sonuclar elde ettik. Prekanserdz lezyonlu ve kanserli hasta gruplarini daha uzun siire
takip etme sansimiz olur da, mevcut calismayr bu yonde gelistirebilirsek, VEGF-C,

Ang-1 ve IP-10’un hem kanserli hastalarda prognostik faktdr, hem de prekanserdoz
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lezyonlarda kanserlesmeyi erken belirleyebilecegimiz bir faktdr olup olmadigini daha

kesin sonuglarla vermemiz miimkiin olacaktir.
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FORMLAR

HASTA BILGILENDIiRME FORMU
Cahsma Adi: Oral Mukozanin Prekanserdz Lezyonlar1 ve Kanserlerinde Diagnostik
Onemi Olabilecek Damarsal Belirleyicilerin Arastirilmasi
Proje Yiiriitiiciisii: MSc.Hilal OGUZ SOYDINC
Tez izleme Komitesi: Prof.Dr. Vildan YASASEVER, Prof.Dr. Nejat DALAY,
Dog¢.Dr. Vakur OLGAC

Amac: Bu caligmada, oral kavitede prekanseroz lezyonu ve malignitesi olan hastalarin
kan ve tiikriik orneklerinde diagnostik ve /veya prognostik 6nemi olabilecek vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii-C (VEGF-C), Interferon-gamma-inducible protein-10 (IP-
10) ve Angiopoietin-1’in belirlenmesine c¢alisilacak ve sonuglar saglikli kontrollerle
karsilastirilacaktir. Hastalardan alinan doku oOrneklerine histopatolojik olarak tanilari
konduktan sonra ayn1 parametreler immiinhistokimyasal olarak incelenip, kan ve tiikriik
ornekleri ile korelasyonu karsilastirilacaktir.

Calismaya tanilar1 patolojik olarak konulmus oral prekanser6z lezyonlu ve oral

kanserli toplam 50 hasta dahil edilecek, 1.U Onkoloji Enstitiisii Tiimor Patolojisi ve
Kanser Biyokimyas1 Laboratuarlarinda yapilacak deneyler sonucu elde edilecek
sonuclar saglikli kontroller (n=50) ile karsilastirilacaktir.
Konunun Ozgiinliigii ve Bilimsel Onemi: Klinik olarak daha once oral premalign
lezyonlar ve oral kanser ile yapilan ¢aligmalar icinde VEGF-C, IP-10 ve Ang-1
parametrelerini hem bir arada hem de serum, tiikrilk ve doku olmak iizere ii¢ ayri
ornekte belirleyen benzer bir calisma yapilmamustir.

Planlamis oldugumuz bu calismaya hem premalign lezyonlu hem de oral
kanserli hasta grubunun dahil edilmesi ile her iki grup arasindaki olasi farklar
belirlenerek kanserlesme riski olan hasta grubunun tespit edilmesi amag¢lanmaktadir. Bu
baglamda klinik olarak faydali bir calisma olacag: kanaatindeyiz.

Yonetim Diizeni: Proje yoneticisi, caligmanin siirdiiriilmesi icin birimler arasindaki
iletisimi saglayacak ve deneysel caligsmalarda yer alacaktir. Proje yoneticisi konuyla
ilgili literatiir bilgilerinin toplanmasi ve degerlendirilmesi, hastalardan alman kan,

tilkkriik ve doku Orneklerinin uygun kosullarda saklanmasi, deneylerin yapilmasi,
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verilerin degerlendirilmesi ve sonucglarin klinik anlamda karsilastirilmast  ve
degerlendirilmesi asamalarindan sorumludur.

U. Dishekimligi Fakiiltesindeki arastiricilar, hastalarin anamnezi alinarak ve gerekli
muayeneleri yapilarak klinik olarak tanilarmin konulmasi, biopsi, kan ve tiikriik
orneklerinin uygun olarak alinmasi1 asamalarinda, I.U Onkoloji Enstitiisii Tiimor
Patolojisi Bilim Dali’ndaki arastiricilar ise hastanin biopsi 6rneklerinden patolojik
olarak tani konmas1 asamasinda gorev alacaklar, immiinhistokimyasal caligmalarda
danisman ve gézetmen olarak yardimci olacaklardir.

Calisma kapsaminda yapilacak olan kan ve tiikriikle bildirilen parametrelerin kantitatif
diizeylerinin belirlenmesi proje yiiriitiiciisiiniin baglh oldugu I.U. Onkoloji Enstitiisii
Kanser Biyokimyasi Bilim Dali laboratuarlarinda gerceklestirilecektir.

Bu calismaya goniillii olmaya karar verirseniz bu bilgilendirilmis olur (onay ) formunu
imzalamaniz gerekecektir. Sadece kendi rizaniz ile hi¢ bir baski ve zorlama olmaksizin,
tedaviniz esnasinda doktorunuz tarafindan alinacak doku 6rneginiz ile doktorunuza
damisilarak alinacak 7-10 cc.’lik kan ve tiikriik 6rneginiz ile bu bilimsel ¢alismaya
katilmig olacaksiniz. Kan alma sirasinda kan alman bolgede aci, morarma, kanama ya
da diger rahatsizliklar meydana gelebilir, fakat bu giigliiklerin en aza indirilmesi i¢in
Onlemler alinacaktir. Size kisisel bilgileriniz olarak sadece yasiniz sorulacaktir. Etik
kurullar inceleme amaciyla medikal kayitlardaki kisisel medikal bilgilerinize ve bu
caligmadan elde edilen bilgilere erisebilirler. Medikal bilgilerinize erisim ¢aligsma icin
gereken verilerin toplanmasi ve iglenmesi ile smirl olacaktir.

Arastirma amacli bu ¢caligmanin sonuglar1 bilimsel toplantilarda ya da yayimnlarda
sunulabilir, ancak bu sunumlarda sizin kimliginiz a¢iklanmayacaktir. Ayrica sizden
arastirma ile ilgili olarak herhangi bir maddi talepte bulunulmayacak ve size de
herhangi bir ticret ddenmeyecektir. Katilmaya karar verdikten sonra da herhangi bir
zamanda bu caligmaya katilma i¢in olurunuzu geri ¢ekebilir ve calismadan
cikabilirsiniz. Bu karar medikal tedavinizi etkilemeyecektir. Ayrica bu arastirmaya
katilmaya karar verdiginiz takdirde ileriye doniik olarak hastaliginiz hakkinda elde
edilecek bilgilerle bilim diinyasin1 konuyla ilgili olarak dnemli derecede katki
saglayacaginiz kesindir. GOniillii olmaya karar verdiginiz ve bu bilgilendirilmis goniilli
onay ve riza formunu imzaladigimiz takdirde yukarida yazilanlar1 okuyup kabul
ettiginizi ve hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin ailenizin bilgisi dahilinde sadece kendi

rizaniz ile karar verdiginizi onaylamis olacaksiniz.
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ikinci boliim: (Katilimcinin/Hastanin Beyanz)

Saym Do¢.Dr. Vakur OLGAC 1n gozetiminde MSc. Hilal OGUZ SOYDINC tarafindan
I.U. Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dalinda tibbi bir arastirma yapilacagi
belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra
boyle bir arastirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inaniyorum. Arastirma sonuclarmin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.
Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak i¢in aragtirmadan
cekilecegimi dnceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 da tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde, her tiirlii
tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim)

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, Dr. Vakur
OLGAC’10212 414 24 34 — 207 no’lu telefondan ve I.U. Onkoloji Enstitiisii’nden
arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davranisla karsilagsmis degilim. Eger katilmay1 reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar getirmeyecegini
de biliyorum.

Bana yapilan tiim a¢iklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi basgima
belli bir diisiinme siiresi sonunda ad1 gecen bu arastirma projesinde “katilimc1” (denek)
olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik bir memnuniyet ve
goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.
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6. GONULLU ONAY FORMU

Yukarida goniillilye arastirmadan dnce verilmesi gereken bilgileri gdsteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazil1 ve sozlii agciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla hi¢cbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1
kabul ediyorum.

Goniilliiniin Adi-soyadi, Imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no.,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin Adi1-soyadi, imzasi,
Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Agiklamalar1 yapan arastirmacinin Adi-soyadi, Imzasi

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin Adi-
soyadi, Imzas1, Gorevi
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