<>
T.C
BASKENT UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
AGIZ DIiS VE CENE CERRAHISi ANABILIiM DALI

RATLARDA 4-NITROQUINOLINE 1-OXIDE “IiN
TETIKLEDIiGI DIL YASSI HUCRELI
KARSINOMASININ OLUSUMUNA VE GELIiSIMINE
PROPRANOLOLUN ETKISi

Dt. Secil CUBUK
DOKTORA TEZI
ANKARA/ 2014



<>
T.C
BASKENT UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
AGIZ DIiS VE CENE CERRAHISi ANABILIiM DALI

RATLARDA 4-NITROQUINOLINE 1-OXIDE “IiN
TETIKLEDIiGI DIL YASSI HUCRELI KARSINOMASININ
OLUSUMUNA VE GELiSIMINE PROPRANOLOLUN
ETKISI

DOKTORA TEZI
Dt. Secil CUBUK

Damisman: Prof. Dr. Sina UCKAN

ANKARA/ 2014



T.C
BASKENT UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERIi ENSTITUSU

Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi Doktora Programi gergevesinde Dt. Segil Cubuk tarafindan
yiriitiilmiis olan bu ¢aligsma, asagidaki jiiri tarafindan Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 15/09/2014

Tez Konusu:  “Ratlarda 4-Nitroquinoline 1-Oxide’in Tetikledigi Dil Yassi Hiicreli
Karsinomasinin Olusumuna ve Gelisimine Propranololun Etkisi ”

TEZ DANISMANI: Prof. Dr. I. Sina Uckan

TEZ JURiSI UYELERI

Prof. Dr. Kenan Araz Baskent Universitesi W )

Prof. Dr. I. Sina Uckan Medipol Universitesi

Prof. Dr. Onur Icten Ankara Universitesi v
Dog. Dr. Burak Bayram Baskent Universitesi
Yrd. Dog. Dr. Ufuk Ates Baskent Universitesi ‘/...(_MQ/(/(/C/)

ONAY: Bu tez, Bagkent Universitesi Lisanstistii Egitim-Ogretim ve Smav Yo6netmeligi’nin
ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri iiyeleri tarafindan uygun goriilmiis ve Enstitii
Yonetim Kurulunun L€.. /@9.. /2014 tarih ve .42 4L .. Karar Sayisi ile kabul edilmistir.

. Dr/ Rengin ERDAL
nstitli Midiiri



TESEKKUR

Bu tez galismasinin her asamasinda degerli bilgi ve tecriibelerini benimle paylasarak
¢alismanin tamamlanmasinda biyik emegi gecen, doktora egitimim sliresince akademik ve
mesleki alanda gelisme kaydetmemde cok biyik katkisi olan tez danismanim Sayin Prof Dr
Sina Ugkan’a,

Bu ¢alismanin yogun deney ve yazim asamasinda destekleriyle her zaman bana yardimci
olan, egitimim silirecinde meslek hayatim acisindan cok degerli bilgiler edindigim Baskent
Universitesi Agiz Dis Cene Cerrahisi Anabilim Dali Baskani Sayin Prof Dr Kenan Araz’a,

Ozellikle infantil hemanjioma tedavisinde propranolol kullanimi ile ilgili deneyimlerini
bizimle paylasarak bu calismanin temelini olusturmamiz ve 6nemi konusunda bize isik
tutan, calismanin planlanmasi asamasinda kiymetli desteklerini bizden esirgemeyen Baskent
Universitesi Pediatrik Onkoloji Bilim Dal’ nin degerli hocalarindan sayin Prof Dr Faik
Sanialioglu’ na,

Galismamizin histopapatolojik degerlendirme asamasinda ¢ok biyiik emekleri olan ve bu
konuda pek cok bilgi ve tecriibe edinmemi saglayan Baskent Universitesi Patoloji Anabilim
Dali Baskani Sayin Prof Dr Handan Ozdemir ve Asistan Doktor Firdevs Zeynep Taslica’ ya,

Doktora egitimim siresince karsilasti&im her sorunda danistigim, mesleki olarak
gelismemde c¢ok biyiik katkisi olmasi yaninda manevi agabeyim olarak gérdigiim sayin Dog
Dr Burak Bayram’a, c¢ok kiymetli bilgi ve deneyimlerini her zaman benimle paylasan
hocalarim sayin Yard Dog¢ Dr Ufuk Ates ve Yard Dog¢ Dr Yener Oguz’a

Klinik ¢alismalarimizda gosterdigi 6zverinin yanisira akademik ¢alismalarimizda da gece
gindiz gozetmeksizin bana akil hocaligi eden, mesleki her tirli sikintimda fikirlerine ¢ok
6nem verdigim dostum sayin Yard Dog Dr Sidika Akdeniz’e,

Calismamizin planlanmasi  ve hayvan deneyi siresince bilgi ve tecribelerini bizimle
paylasan Deney Hayvani Uretim ve Arastirma Merkezi , Uretim Unitesi ekibinden Sayin
Veteriner Hekim Didem Bacanl’'ya , hayvanlarin bakiminda ¢ok blyik emekleri olan
teknikerler Sayin Adem Kurtguoglu ve Sezai Kélciik’ e,

Doktora egitiminde calisma arkadashginin 6tesinde dostlarim olan, tez ¢alismasi siiresince
manevi destekleri ile yanimda olan Sayin Dr Dt Nur Altiparmak ve Dt Serap Giilsever’e,

Zorlu egitim slirecimde buglnkii noktaya gelmemde sabirlari ve Ozverileriyle en bliylk
destekgilerim olan annem Serpil Cubuk, babam Ersen Cubuk ve agabeyim Alper Cubuk ‘a
sonsuz tesekkirlerimi sunarim



OZET

Ratlarda 4-Nitroquinoline 1-Oxide ‘in tetikledigi dil yass1 hiicreli

karsinomasinin olusumuna ve gelisimine propranololun etkisi

Oral kavite karsinomalar1 en sik goriilen neoplazmlardandir. Oral kanserlerin
tedavisine yonelik pek¢ok calisma yapilmis olmasina ragmen son 4-5 yillik dekatta
hastalarin sagkalim oraninda Snemli bir degisiklik elde edilememistir. Hastaligin
kompleks tedavi yontemleri, yiiksek mortalite ve morbidite oranlar1 goz Oniinde
bulunduruldugunda karsinogenezis siirecinin latent donemini uzatan kimyasal
korunma yo6ntemlerinin gelistirilmesi 6nemli bir yaklagimdir.

Propranolol non-selektif — B-bloker ilaglardandir. ilacin antianjiogenezis ve P-
adrenerjik reseptor baskilama o6zelligi sayesinde kanser gelisiminde koruyucu etkisi
olabilecegine dair ¢alismalar bulunmaktadir.

4-Nitroquinoline 1-Oxide (4NQO) modeli oral karsinogenezisten kimyasal korunma
yontemleri gelistirmek i¢in siklikla kullanilan bir yontem olmustur. Bu ¢alismanin
amaci ratlarda 4NQO’ nun tetikledigi dil yassi hiicreli karsinogenezis siireci iizerine
propranololun etkisini aragtirmaktadir.

Caligma 27 adet Sprague Dawley cinsi erkek ratlar {izerinde yapilmistir. Biitiin
ratlara 50 ppm dozunda 4NQO i¢me suyunda uygulanmistir. Yapilan diger islemler
ise soyledir (her grup i¢in n=9 ) : Grup 1, 50 mg/kg/ giin dozunda propranolol oral
gavaj yoluyla 20 hafta uygulanmistir ; Grup 2, 20 haftalik karsinogenezis siireci
sonunda 2 hafta 50 mg/kg/giin dozunda propranolol uygulanmistir; Grup 3 (kontrol
grubu) , tedavi uygulanmamuistir.

Histopatolojik degerlendirme sonucu malign transformasyon riskinin bulunma orant
Grup ‘1 ‘de (9%33.3) Grup 2 (%55.5) ve 3 (%77.8) ile karsilastirildiginda daha
diisiiktiir. ikili derecelendirme sistemine gore prekanserdz lezyonlarm yiiksek risk
kategori oranlar1 ii¢ grupta benzerdir. Diisiik risk kategori oranlar1 ise; 1. Grupta

%22.2, 2. Grupta %33.3 ve 3. Grupta %55.5’tir. ‘Likelihood ratio testi’ ile



istatistiksel analiz yapildi ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
olmadig gorildii. (p>0.05)

Olusan beyaz lezyonlarin hiperkeratinizasyon ve vazodilatasyon dereceleri ii¢ grupta
benzerdir. (Median :2)

Her grupta birer tlimoral olusum tespit edildi. Birinci grupta olusan timor ¢api (1.8
cm) 3. Grupta olusanin (0.6 cm) 3 kati ve 2. Gruptaki 6rnegin (0.9 cm) 2 kati
kadardir.

Bizim c¢alismamizda propranololun dil karsinogenezisinin 6zellikle erken evrelerinde
kimyasal korunmada etkili olabilecegi gosterilmistir. Ancak 6rnek sayisinin daha

fazla oldugu ileri ¢alismalarla bu etki daha net ortaya koyulmalidir.

Anahtar Kelimeler: Propranolol, oral karsinogenezis, epitelyal displazi, 4-

nitroquinoline 1-oxide, rat

Bu tez calismasi Baskent Universitesi Tip ve Saghik Bilimleri Arastirma Kurulu

tarafindan onaylanmistir (Proje no: D-DA13/04).



ABSTRACT

The efficiency of propranolol on occurrence and development of 4-

nitroquinoline 1- oxide induced squamous cell carcinoma of the tongue in rats.

Oral cavity cancers are one of the most frequent neoplasms. Although there have
been many reported studies about treatment approach, survival rates in oral cancer
patients have been similar for 4-5 decades. Chemoprevention can extend the latency
period of carcinogenesis and it seems to be a crucial approach considering complex
treatment procedures and high morbidity and mortality rates of oral cancers.
Propranolol is a non-selective B-blocker drugs. Many previously reported study
showed that this agent can be effective for prevention of cancer development or
anticancer therapies by its anti-angiogenesis and (- adrenergic reseptor (B-AR)
inhibition action.

4-nitroquinoline 1-oxide model (4NQO) have been frequently used for development
new chemoprevention methods for oral carcinogenesis. The aim of this study was to
investigate the efficiency of propranolol on  4NQO induced squamous cell
carcinogenesis of the tongue in rats.

A total of 27 male Sprague Dawley rats were received 50 ppm 4NQO for 20 weeks
in drinking water. The other procedures were as follows (n=9 per group) :Group 1,
treated with 50 mg/kg/day propranolol by oral gavage; Group 2, following to
carcinogesis inducement for 20 weeks, propranolol were applied for 2 weeks; Group
3 (control group), no treatment was applied.

Histopathological analysis revealed decreased risk of malignant transformation
rates in Group 1 (33.3%) when compared with Group 2 (55.5%) and 3 (77.8%).
According to binary system of oral precancerous lesion there were slightly difference
between 3 groups regarding to high risk category (Group 1; 11.1%, Group 2 and 3;
%22.2) The rates of low risk category were 22.2% in Group 1, 33.3% in Group 2
and 55.5% in Group 3. The statistical comparision was performed by likelihood ratio

test and the difference between groups were not statistically significant. (P>0.05)

Vi



One tumor occurrence was detected for each group. Considering tumor size the
sample in Group 3 (1.8 cm) was almost threefold of the sample in Group 1 (0.6 cm)
and twofold of the tumor sample in Group 2 (0.9 cm)

Hiperkeratinisation and vasodilation degrees were similar for all groups (Median: 2)
As we concluded propranolol usage may provide chemoprevention especially in
early carcinogenesis stages. Though there advanced studies with larger samples is

required for revealing this effect more precisely.

Key Words: Propranolol, oral cardinogenesis, epithelial dysplasia, 4- nitroquinoline
1-oxide, rat

This study was approved by Baskent University Institutional Rewiev Board (Project
no: D-DA13/06).
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1.GIRIS ve AMAC

Yasst hiicreli karsinoma (YHK) oral kanserlerin en sik karsilagilan tipidir.
Oral yass1 hiicreli karsinomanin tedavisinde yeni cerrahi teknikler ve destekleyici
radyoterapi ve kemoterapi teknikleri gelismis olsa da ilerlemis olgularda prognoz

halen zayiftir ve 5 yillik sagkalim orani yaklasik %56 olarak bildirilmistir.

Tlimorogenezis karsinojen etkenin tetikledigi genetik degisimlerin birikimi
ile olusan ¢ok asamali bir siiregtir. 4-nitroquinoline 1-oxide (4NQO) karsinogenezis
modelinde karsinojen maddenin ratlara igme suyu ile sistemik olarak ya da topikal
uygulanmasi ile insanda olusana ¢ok benzeyen nitelikte prekanserdz ve kanserdz
lezyon olusumu saglanmaktadir. Bu nedenle oral YHK’ler deneysel ¢aligmalarinda
siklikla kullanilmaktadir. 4NQO bir¢ok organda gii¢lii bir karsinojendir ancak igme
suyu ile diisiik konsantrasyonda uygulandiginda ratlarda 6zel olarak dilde
prekanserdz lezyon ve  yassi hiicreli karsinoma olusumuna neden oldugu

bildirilmistir.

Epitelyal displazi bir lezyonun histopatolojik olarak prekanserdoz durumunu
gosteren dnemli bir belirtegtir. Diinya Saglik Orgiitii oral epitelyal displazi tanisinda
ve derecelendirilmesinde c¢esitli hiicresel ve yapisal degisiklik kriterleri
tanimlamistir. Bu derecelendirme sisteminin en biiyiik dezavantaji degerlendirmenin
subjektif olmasi ve histopatolojik tanida gozlemciler arasinda anlamli farkliliklar
olmasidir. Kujan bu farkliligin en aza indirilmesi amaciyla ayn kriterleri kullanarak
prekanserdz lezyonlar1 disiik riskli veya yiiksek riskli olarak smifladigr “ikili
derecelendirme sistemi”ni olusturmustur. Bu yontem ile niceliksel bir degerlendirme
olusturarak derecelendirmenin patologlar i¢in daha kolay oldugu ve gdzlemciler

arasindaki farkliligin azaltilabildigi belirtilmistir.

Anjiogenezis varolan kapillerden yeni kan damari1 olusmasi olayidir ve timor
gelisimi ve metastazda dnemli bir rol oynar. Nonselektif bir beta bloker ilag olan
propranolol vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve basic fibroblast biiylime

faktori (bFGF) olusumunu engelleyerek, vazokonstriiksiyon etkisi ve kapiller



endotelyal hiicre apoptozunu tetikleyerek anjiogenezisi azaltabilmektedir ve bu etkisi
sayesinde son donemde infantil hemanjioma tedavisinde ilk basamak ila¢ olarak
kullanilmaktadir. Farkli viicut kanserlerinin gelisiminde ve ilerlemesinde
vaskiilarizasyonun biiyiik bir etkisi oldugu bilinmektedir ve bu nedenle tedavide en

biiyiik hedeflerden biri tiimdr bolgesindeki vaskiilarizasyonun baskilanmasidir.

Meme, nazofarenks, akciger, prostat, ovarium, pankreas, kolon ve oral
kanserlerin ylizey hiicrelerinden iiretilen B-adrenerjik reseptorlerin (BAR) normal
hiicrelerin {irettiginden fazla oldugu gosterilmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak farkli
endikasyonlarla B-bloker kullanan hastalarda ¢esitli kanser tiirlerinin gelisimini
inceleyen kohort ¢alismalari yapilmustir. Ornegin B-bloker ilag kullanan hastalarda
pankreas kanseri olusma riskinin kullanmayan hasta grubuna gére daha az oldugunu
gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir. Ayrica Palm ve arkadaslar1 yaptiklar: bir hayvan
calismasinda propranololun prostat kanser hiicrelerinin norepinefrine bagh

metastazini inhibe ettigini gostermistir.

Bas boyun bolgesi (dil, larengeal ve hipofarengeal) YHK’ larinda
propranololun tiimoriin biiyiimesi ve tiimor hiicrelerinin apoptozisine etkisi ile ilgili
Wolter ve ark’nin hiicre kiiltiirii ¢alismalart bulunmaktadir. Bu arastirmanin
sonucunda propranolulun B,Ar’i antagonize edici 6zelligi ile tiimor biiylimesini
inhibe ettigini gostermislerdir ve ozellikle kemoterapi ve radyoterapiye direngli bas
boyun bolgesi YHK olgularinda propranololun ilave tedavi olarak kullanilabilecegini
onermiglerdir. Bu calisma literaturdeki bu konuyla ilgili tek c¢alismadir ve oral
prekanser6z ve kanserdz  lezyon gelisim siirecine propranololun etkisinin

degerlendirildigi in vivo bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu bilgiler 15181nda bu tez calismasinda ;

e 4-NQO’ nun rat dillerinde tetikledigi prekanserdz ve/veya kanserdz lezyon
gelisimine propranololun klinik ve histopatolojik etkisini incelemek ve

karsilagtirmak,



Belirli bir karsinogenezis siireci sonunda propranolol kullaniminin, olusan
prekanser6z ve /veya kanseréz lezyona etkisini klinik ve histopatolojik

olarak incelemek ve karsilastirmak,

4-NQO karsinojen maddesine maruz birakilan hayvanlarda, deneyin basindan
itibaren kanserojen ajanla birlikte ve karsinogenezis tamamlandiktan sonra
tek basma propanolol uygulamasinin dil epitelindeki vaskularizasyona ve
hipekeratinizasyona etkisinin histopatolojik olarak skorlanarak gruplar

arasinda karsilagtirma yapmak amaglanmstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Oral Mukozanin Yapisi ve Ozellikleri

Oral mukoza ylizeyde c¢izgili yassi epitel ve derinde lamina propria olmak
tizere iki tabakadan olusur. Epitel tabakasi oral kavitenin farkli bolgelerinde
keratinize ya da nonkeratinize yapida olabilir. Keratinize oral mukozada epitel dort
tabakadan olusur. Derinden yiizeye dogru bu tabakalar; Stratum (st) basale, st

spinosum, st granulosum ve st korneum’dur.

Oral mukoza heterojen yapidadir. Histolojik ve fonksiyonel 6zelliklerine gore
cigneme mukozasi, yiizey Ortiicii mukoza ve 6zellesmis mukoza olarak isimlendirilir.
Cigneme mukozasi keratinize ¢izgili yassi epitel yapisinda olup yapisik disetinde ve
damakta bulunur ve mukoperiosteum ile kemige baglanir. Genis bag dokusu papilleri
karakteristiktir. Keratin tabaka mukozanin soluk pembe renkte goriilmesine yol agar
ancak travma, kronik inflamasyon gibi nedenlerle keratin tabaka kalinlasirsa mukoza

beyaz ve hafif siingerimsi goriintiide olur.

Yiizey ortiici mukoza dilin ventral yilizeyi, agiz tabani, yumusak damak,
bukkal, labial ve vestibuler yiizeyleri Orter.Yiizey oOrtiici mukoza non-keratinize
yapidadir ve seffaf goriiliir. Mikroanatomiyi fonksiyon bigimi ve gelen kuvvetin
siddeti belirler. Ozellesmis mukoza dilin dorsal yiizeyinde dil papillarin1 drter ve

Keratinize yapidadir (1).

Lamina propria tabakast Tip I ve III kollajen ve elastin fibriller, kan
damarlar1 ve sinir hiicreleri bulunan fibr6z bag dokusudur. Lamina propria stratum
papillare ve retikulare olmak iizere iki tabakadan olusur. Epitel ve bag dokusu
arasinda bazal membran adi verilen bir tabaka bulunur ve bag dokusuna ait papillalar

epitelin i¢ine dogru ¢ikintilar yaparlar.



2.2 Dil Mukozasin Ozellikleri

Dil esas olarak tat duyusunun organi olmakla beraber ¢igneme, yutma, emme
ve fonasyon fonksiyonlarina da katkida bulunan miiskiiler bir organdir. Ust
yiizeyindeki “V” seklindeki sulkus terminalis ile dil kokii ve dil govdesi olarak ikiye
ayrilir.

Dil intrinsik (vertikal, horizontal ve longitudial kaslar) ve ekstrinsik kaslar
(M. Genioglossus, M. Hypoglossus, M. Palatoglossus ve M. Styloglossus ) ve bu kas
kitlesini Orten facia linguae ve mukozadan olusur. Dil sirt1 lamina propriasi sinir agi
ve kilcal damar yoniinden zengindir ve stratum papillare tabakasinda yiizeyi epitelle
kapli c¢ikintilar (papillalar) bulunur. Bu papillalar sekillerine gore dort tiirde
isimlendirilir; papilla filiformis, papilla fungiformes, papilla foliata ve papilla vallata
(Sekil 2).

2.2.1. Papilla Filiformes

Dil papillar arasinda en ¢ok sayida olanidir ve dorsal ylizeyde esit sekilde
dagilmistir. Papilla filiformes ortokeratotik epitelle kaplidir; melanosit, langerhans
hiicreleri igerir ve sinir baglantis1 bakimindan zengindir. Bu sinir sonlanmalar1 dilin
mekanik duyu reseptorlerini tagiyan ve dokunma duyusunun iletiminde 6nemli rol
oynayan c¢ok duyarli olusumlardir. Filiform papillalar herhangi bir dejeneratif

degisiklikte ilk 6nce etkilenen papillalardir.

2.2.2. Papilla Fungiformes

Lokalizasyonu genellikle dilin ucu ve laterali olan mantar seklinde
yapilardir. Cok sayida tat alma cisimcikleri tasirlar. Bu papillerde tat cisimciklerine
ulasan sinir lifler1 yanisira mekanik ve termik reseptorler bulunur. Kirmizi nokta

seklindeki yapis1 zengin damarsal bag dokusu iceriginden ileri gelir.



2.2.3. Papilla foliata

Dil govdesinin arka kenarinda ¢ift tarafli, derin oluklu 5-8 tane mukoza

katlantilar1 seklinde yapilardir. Ser6z bezlerin agizlar1 bu katlantilar i¢ine agilir.

2.2.4. Papilla vallate (Sirkumvallat papillalar)

Sulkus terminalisin 6n kenarinda 7-12 tane bulunan en biiyiik dil papilleridir.
Bu papiller ac1 tadi algilayan tat cisimciklerini tasir derin tabakalarinda ise ser6z
bezler bulunur. Bu bezler Ebner bezleri olarak adlandirilir. Bu bezler tatma sirasinda

suya benzer bir s1v1 salgilayarak papil arasindaki yariklari temizlerler.(2)

2.3 Oral Mukoza Prekanseroz Lezyonlari

Belirli bir latent siire sonra kansere doniisebilme olasiligi bulunan lezyonlar
prekanserdz lezyon olarak adlandirilir. Agiz epiteli displazileri genellikle YHK
onciistidiir ve siklikla klinik olarak beyaz ya da kirmizi veya kirmizi-beyaz karigimi
mukozal lezyonlar olarak goriiliirler ve ¢cogunlugu klinik teshiste lokoplaki olarak
adlandirtlir. (3) Bu lezyonlar histopatolojik olarak hiperkeratizazyon, epitel
yiizeyinde erozyon, atrofi, iilserasyon ve/veya epitel tabakalarinda yapisal ve

hiicresel birtakim degisikliklerle seyreden displazi 6zelliklerine sahip olabilirler.

2.4. Hiperkeratinizasyon

Keratinizasyon st granulosumda bulunan keratinositlerin canli olmayan
yiizeyel hiicrelere doniiserek st  korneumu  olusturmasidir. Bu  islem
ortokeratinizasyon ya da parakeratinizasyon seklinde olabilir. Ortokeratinizasyonda
st korneum tabakasinda hiicrelerin tamami ¢ekirdeksizdir ve bu hiicreler lameller
seklinde birbirinin lizerine y1gilmis durumdadir. Parakeratinizasyonda ise hiicreler
piknotoik ¢ekirdek ve sitoplazmik organellerin kalintilarini igerirler. Genellikle
bolgeye gelen kronik travma sonucu keratin yapiminda artis olur ve histolojik olarak

hiperkeratinizasyon tablosu gelisebilir. Uyaranlar kimyasal ya da termik olabilir



fakat genellikle mekanik irritasyonlardir. Keratinin kolayca su absorbe etmesiyle

agizda mat beyaz bir goriintii olusur (3).
2.5. Lokoplaki

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) oral 16koplakiyi ‘klinik ya da patolojik olarak
nedeni bagka bir hastalik ile aciklanamayan hiperkeratotik beyaz plak’® olarak
tanimlamaktadir (4). Genellikle semptom olusturmazlar ve silindiginde mukozadan
uzaklagmazlar. Oral 16koplakinin diinya niifusunun yaklasik %?2’sini etkiledigi
bildirilmistir (5). Lokoplaki tamamen klinik bir terimdir, histopatolojik doku
degisikligini belirtmez ve DSO bu lezyonlarin prekanserdz lezyon simifinda oldugunu

belirtmistir.

Lokoplaki etyolojisi kesin degildir. Etyolojisinde sigaranin ve diger tiitiin
maddelerinin biiyiik rol oynadigi bilinmektedir. Bunun yanisira alkol kullanimu,
radyasyon, mikroorganizmalar, mekanik irritasyon, okluzal travma, parafonksiyonel
hareketler (yanak isirma gibi), A vitamini ve Fe eksikligi, Candida albicans ve
human papilloma virlis enfeksiyonu gibi etkenler de hastaligin gelisiminde rol

oynayabilirler (5).

Lokoplaki oral ve orafarengeal kavitenin biitiin boliimlerinde goriilebilir. En
cok goriildiigii bolgeler dudak vermillonu, yanak mukozasi, dilin laterali, agiz tabani
ve disetidir. Farkli calismalarda l6koplaki biyopsilerinin %5-25 araliginda displazi
ile iligkili oldugu; malign doniigiim oraninin ise %1-28 araliginda, ortalama %4
oldugu rapor edilmistir. Genellikle tanidan 2-4 yil sonra malign degisim oldugu
belirtilmis ancak aylar icinde ya da daha uzun yillar sonra da doniisim

olabilmektedir (6-9).

Lokoplakiler klinik olarak homojen tipte ya da homojen olmayan tipte

bulunabilirler.



2.5.1. Homojen lokoplakiler

Erken ve hafif siddette lezyonlar genellikle yiizeyden hafif kalkik gri ya da
gri-beyaz sinir belirginligi olan beyaz plaklar halindedir. Hafif dereceli lezyonlar
displazi gostermez, kendiliginden kaybolurlar ya da lezyonda zamanla herhangi bir
degisiklik goriilmez. Ancak sigara kullanimi gibi tetikleyici etkene maruziyet devam
ederse lezyon daha kalinlasabilir. Bu safthada lezyon homojen 16koplaki adini alir.
Bu lezyonlarin yaklasik ticte biri geriler ya da ortadan kalkar ancak geri kalan

kisminda lezyon daha ciddi bir hal alabilir (5).

Homojen l6koplakiler diizgiin yiizeyli, ince beyaz plaklar halindedir ve ¢evre

doku ile arasinda klinik olarak sinir belirginligi vardir.

2.5.2. Homojen olmayan lokoplakiler

Lokoplakiler beyaz-kirmizi renkte (eritroplaki), girintili ¢ikintili (verriikoz)

ya da nodular ylizeye sahip olabilirler.

Eritrolokoplaki beyaz lezyonun cevresinde ya da kenarinda belirgin olarak
eritem ve eroziv alanlarin goze carptigi tablodur. Genellikle yanma, agri gibi
semptomlar olusur ve yashlarda goriiliir. Tam1 koyuldugunda cogunlukla erken

invaziv oral kanser ile iliskili olabilmektedir (10).

Verriikdz 1okoplaki homojen olmayan I6koplakilere bir diger ornektir.
Verriik6z 16koplaki uniform beyaz bir lezyon olmasina ragmen kendine 6zgii girintili
cikintili yiizey yapist ile homojen 16koplakilerden ayirt edilebilir. Histolojik olarak
genellikle degisik derecelerde displazik degisiklikler bulunur. Verriikdz 16koplakinin
klinik olarak verriikoz karsinomadan ayirt edilebilmesi genellikle miimkiin olmaz.
Bunun yanisira verriikoz karsinomaya dontigme ihtimali de vardir. Ackerman timort
olarak adlandirilan bu tip karsinomalar infiltratif olmakla beraber ekspansif olarak da

gelisir.



Nodiiler 16koplaki genellikle sinir belirginligi olan tabani eritemli kiiglik
kabartilar (nodiiller) halindeki l6koplakilerdir. Tek basma ya da herhangi bir

l6koplakinin bir bolgesinde olusabilir.

Lokoplakilerde mikroskobik olarak yiizey epitelinde st korneum tabakasinda
kalinlasma (hiperkeratozis) ve/veya st spinozum tabakasinda kalinlasma (akantozis)
vardir. Siklikla bag dokusunda kronik iltihabi hiicrelere rastlanir. Keratin tabakasi
ortokeratin ya da parakeratin hiicreler ya da iki hiicre tipini birden igerebilir ve
displazi gorilebilir. Displazi varligi ve siddeti malign doniisiimde en biiylik risk

faktoriidiir.

2.5.3. Lokoplaki Tedavi Yontemleri

Lokoplaki tedavisinde klasik kitaplarda bildirilen yaklasimlar Oncelikle
sigara, travma gibi olas1 etyolojik faktorler ortadan kaldirilmasi ve lezyonun
gerilemesine firsat vermek i¢in 2-4 hafta beklenilmesidir. Displazi degerlendirmesi

yapilmasi agisindan biyopsi alma islemi bu siireyi asmamalidir (5,6).

Lokoplaki semptomlar1 gidermek ve malign transformasyonu Onlemek
amaciyla tedavi edilir. Yanak mukozasi ve ve dudak gibi bolgelerde displazi mevcut
degilse 6 aylik araliklarla takip edilerek kontrol biyopsileri alinir. En ¢ok uygulanan
tedavi yontemi cerrahi eksizyon ve lazer terapisidir. Cerrahi smirlar literaturde
detayli bir sekilde tartisiimamistir ancak ¢ogu klinisyen birka¢ milimetre (mm)
saglam sinir icerecek sekilde eksizyon yapmaktadir. (11) Bu yaklagim klinik olarak
belirlenebilen 16koplakinin g¢evre epitelinde de hiicresel degisikliklerin goriilmesi
nedeniyle kabul gormektedir. Rekurrens orani ¢esitli ¢alismalarda %0-30 araliginda
bildirilmistir. Cerrahi eksizyon disinda uygulanan tedavi yontemleri; kriyoterapi,

lokal ya da sistemik retinoid, bazi ag1z gargaralar1 ve fotodinamik terapidir.

Malign degisim riskine gore diger oral mukoza prekanser6z lezyonlari,
proliferatif verriik6z 16koplaki, eritroplaki, oral submiik6z fibrozis, aktinik chelitis ve

liken planus olarak sayilabilir (11).



2.6. Epitelyal Prekanseroz Lezyonlarin Histopatolojik Basamaklar:

Oral epitelyal displazilerden karsinoma gelisimi olabilecegi gibi bazi hafif
lezyonlar kendiliginden gerileyebilir. Hiperplazi, hafif ve orta displazide tedavi
yaklasimi ‘izle ve bekle’ seklindedir. Siddetli displazi ve karsinoma in-Situ
durumunda cerrahi rezeksiyon ya da cerrahi olmayan ablasyon (krioterapi,lazer gibi)
tedavileri onerilir. Ancak Kujan ve ark orta dereceli displazi olgularinin %46’ sinda
malign transformasyon gelistigini rapor etmis ve kendi olusturduklart ikili
derecelendirme sistemi ile bu tiir lezyonlarin diisiik riskli ya da yiiksek riskli
lezyonlar olarak kategorize edilerek tedavi yonteminin belirlenmesi gerektigini

bildirmislerdir (12).

Displazi gdsteren olgularda uygulanmasi gereken diger islemler soyledir:

e Hastalar tiitlin ve benzeri madde kullanim aliskanliklarini birakmasi
yoniinde uyarilmali

e Kandida enfeksiyonu, demir eksikligi gibi tetikleyici diger hastaliklar
tedavi edilmeli

e Lokal travma yapici faktorler (keskin kenarli dolgular, protezler ,dental
kiriklar) ortadan kaldirilmali,

e Hastanin klinik takibinde lezyondaki renk, sekil, biytliklik gibi
degisiklikler g6z ardi edilmemeli,

e Displazi ¢esidi histolojik olarak tekrar degerlendirilmeli (5)

Oral mukoza prekanser6z lezyonlarinin derecelendirilmesinde kullanilan
farkli siniflamalar vardir. Genel olarak histopatolojik olarak bu lezyonlarda invazyon
goriilmez, epitelde bir miktar kalinlasma ve hiperkeratinizasyon vardir ancak
hiperkeratinizasyonun siddetinin bir 6nemi yoktur. Her simiflamada orneklerin
derecelendirilmesi Oncelikle epitel tabakalarindaki yapisal degisiklikler goz Oniine
almarak yapilmahidir. DSO’niin 2005 yilinda yaptig1 smiflamada epitelyal
prekanser6z lezyonlarin 5 histopatolojik basamagi oldugu bildirilmistir. Bu

basamaklar su sekildedir:
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2.6.1. Epitelyal hiperplazi

Hiperplazi hiicre sayisinda artis demektir. St spinousum tabakasinda
akantozis seklinde ve/veya bazal/parabazal tabakada olabilir. Epitel tabakasinda atipi

olmaksizin diizenli bir kalinlasma s6z konusudur.

2.6.2. Displazi/ Skuaméz Intraepitelyal Neoplazi/ Atipik hiperplazi

Displazi normal dokudan malignensiye doniisiim siirecindeki farkli
basamaklarin morfolojik fenotipi olarak tanimlanabilir (12). Insanda prekanserdz
lezyon smiflamasinda en ayrintili c¢aligmalar kadin genital serviks epitelinde
yapilmistir (13). Genital serviks epitelindeki prekanser6z degisiklikler servikal
intraepitelyal neoplazi (SIN) olarak adlandirilmis ve SIN I; hafif displazi, SIN II; orta
displazi ve SIN III; siddetli displazi, karsinoma in-situ olacak sekilde derecelendirme
yapimustir  (14). SIN smiflamasi oral epitelyal displazilerin smiflanmasinda
kullanilan bir ydntemdir. Ancak DSO oral potansiyel malignensilerinin malign
doniistimiinde bu simiflamada kullanilan basamaklarin hepsiyle iligkili olduguna dair
bir kanit olmadigin1 belirtmekte ve bu siniflamanin biitiin diinyada kullanilan displazi
siiflamasinin yerine gegebilecek nitelikte olmadigini belirtmistir. Prekanserdz
lezyonlarin siniflamasinda kullanilan diger bir yontem de Ljubljana simiflamasidir.
Ljubljana siniflamasi larengeal patologlar tarafindan gelistirilmistir. Bu simiflamada
displazi terimi kullanilmaz; atipik hiperplazi terimi kullanilir ancak bu smiflama da

oral prekanser6z lezyonlarin smiflamasinda yaygin olarak kullanilmamaktadir.

(Tablo 2.1)

Tablo 2.1: DSO displazi siniflamasi, SIN ve Ljubljana sistemlerinin karsilastirilmasi

Hiperplazi Basit hiperplazi

Hafif displazi SIN 1 Bazal/Parabazal hiperplazi
Orta displazi SIN 2 Atipik hiperplazi

Siddetli displazi SIN 3

Karsinoma in-situ Karsinoma in-situ
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Oral epitelyal displazi siniflamasi genital serviks epitelinde olusturulana
benzer sekilde ilk olarak Smith-Pindborg tarafindan yapilmig ve daha sonra Katz
tarafindan modifiye edilmistir (15,16). Bu derecelendirmede lezyonlar displazi yok,
hafif veya belirgin displazi var seklinde smiflanmistir ancak daha sonra bu
sistemlerin yetersiz kaldigi goriilmiistiir. Giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan
oral epitelyal displazi siiflamas1 DSO’niin olusturdugu epitel tabakalarinda bir

takim yapisal ve hiicresel degisikliklerin kriter alindig1 siniflamadir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2: DSO epitelyal displazi degerlendirilmesinde goz oniinde bulundurulan yapisal ve hiicresel

degisiklikler
Yapisal Kriterler Hiicresel Kriterler
1 Epitelde diizensiz tabakalasma | Anormal biiyiikliikte
¢ekirdekler
2 Bazal hiicrelerde polarite kayb1 | Anormal sekilde ¢ekirdekler
3 Damla seklinde rete ¢ikintilar1 | Anormal boyutta hiicreler
4 Artmis sayida mitotik Anormal sekilde hiicreler
sekillenmeler
5 Anormal superfisiyel mitozlar = Cekirdek-sitoplazma oraninda
artma
6 Tek hiicrede premature Cekirdek boyutunda artma
keratinizasyon
7 Reteler arasinda keratin inciler = Atipik mitotik sekillenmeler
8 Bazal hiicre hiperplazisi Cekirdekgeik sayis1 ve
boyutunda artig
9 Hiperkromatizm

Bu kriterlere gore oral epitelyal displazi derecelendirmesi soyledir:

Hafif displazi: Genel olarak yapisal bozukluk epitel tabakasinin iicte birlik
kismi ile smirli olmasi ve buna hiicresel atipinin eslik etmesi hafif displazik

degisiklik olarak diisiiniiliir.

Orta seviyeli displazi: Bu kategorideki displazi i¢in gereken baslica kriter
epitelin orta iigliisiine kadar uzanan yapisal bozulma olmasidir. Ancak hiicresel atipi

siddeti ile derecelendirme artabilir.

Siddetli displazi: Yapisal bozulmaya eslik eden hiicresel atipi epitel

tabakasinin 2/3’linden fazlasina uzanmigsa siddetli displazi varligindan soz edilir.
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Ancak daha once de bahsedildigi gibi orta 1/3’ liige uzanan yapisal bozulmaya
anlamli bir hiicresel atipi eslik etmisse bu durumda da displazinin derecesi orta

seviyeden siddetli seviyeye ylikselir.

Karsinoma in-situ: Teorik olarak karsinoma in situ durumunda malign
transformasyon bulunurken invazyon heniiz ger¢eklesmemistir. Morfolojik olarak
bunu fark etmek miimkiin degildir. Karsinoma in situ tanisi i¢in gereken kriterler;
belirgin hiicresel atipi ile hemen hemen biitiin epitel tabakasinda yapisal
anormalliktir. Atipik mitotik sekillenmeler ve anormal yiizeyel mitoz genellikle

karsinoma in situ gelistiginde goriliir (4).

Kujan ve ark DSO’niin belirledigi kriterleri kullanarak prekanserdz lezyonlari
malignensiye doniisiim agisindan diisiik riskli/ yiiksek riskli olarak siniflamiglardir.
Bu smiflamada en az dort yapisal degisiklik ve bes hiicresel degisiklik igeren
lezyonlar yiiksek riskli olarak; dort yapisal degisiklikten ya da bes hiicresel
degisiklikten az degisiklik iceren lezyonlar ise diisiik riskli olarak
degerlendirilmistir. Kujan ve ark retrospektif calismalarinda 96 adet Ornegi
incelemisler ve drnekleri hem DSO oral epitelyal displazi siniflamasi hem de ikili
derecelendirmeye gore smiflamislardir. Orneklerin takip biyopsilerini de inceleyerek
malign degisim oranm1 ve kullanilan siiflamalarin bu degisimi tahmin oranlari
belirlenmigtir. Calismanin sonuglarinda ikili derecelendirme sisteminin malign
transformasyon riskinin belirlenmesinde yliksek sensitivite (%85) ve spesifiteye
(%80) sahip oldugu gosterilmistir. Diisiik riskli lezyonlarn DSO siniflamasinda
hiperplazi ve diisiikk dereceli displaziler oldugu, yiiksek riskli lezyonlarin ise yiiksek
dereceli displazi ile karsinoma in situ igeren lezyonlar oldugu gériilmiistiir. DSO
smniflamasina gore orta seviyeli displazi igeren olgularin %46°s1 yiiksek risk
kategorisinde degerlendirilmis ve bu Orneklerden %87.5’inde malign doniisiim
gerceklesmistir. Bu nedenle ikili derecelendirme sisteminin bir avantaji orta seviyeli
displazi olarak degerlendirilen orneklerin yiiksek riskli ya da diistik riskli olarak

ayriminin yapilmasi ve buna gore tedavi yaklasiminin belirlenmesidir (17).

13



Bu smiflamanmn  DSO displazi smiflamasma gore diger bir avantaji
prekanserdz lezyonlarin derecelendirilmesinin iki secenege indirilmesi ile patologlar

arasinda goriis birliginin saglanma olanagiin artmasidir.
2.7. Yass1 Hiicreli Karsinoma

Oral yass1 hiicreli karsinoma (YHK) tiim diinyada en sik goriilen kanser
tirleri arasinda sekizinci sirada yer alir. Gelismekte olan iilkelerde bu sira
tiglinciiliige kadar yiikselmektedir. Hastalarin %60’tan fazlasinda hastalik ileri evrede
iken teshis koyulabildigi ve bes yillik sagkalim oraninin yaklasik %356 oldugu
bildirilmistir (18,19). Erkeklerde goriilme orami kadinlardakinden fazladir. YHK
genellikle orta ve ileri yaslarda gelismekle beraber her yas grubunda goriilebilir.
Hastaligin prevelansinda etkili olan faktorler sigara ve alkol kullanimi, diyet
aliskanligi, diisiik sosyal statii ve zayif oral hijyendir. Bunun yami sira baz
viruslerin (human papilloma viriis ve Epstein-Barr virus) ve diger kanser tiirlerinde
oldugu gibi genetik yatkinligin da rol oynadigi bildirilmistir. Pek ¢ok oral YHK nin
ozellikle 16koplaki gibi bir prekanserdz lezyonla iligkili ya da bu lezyonlarin malign
degisime ugramasi ile gelistigi bilinmektedir. Ag1z icinde en sik posterolateral ya da
ventral dil bolgelerinde gelistigi bildirilmistir (20). Diger goriildigi bolgeler agiz
tabani, yumusak damak, diseti, yanak, dudak ve sert damaktir.

YHK su klinik 6zelliklerde goriilebilir;

o Ekzofitik (Kitle seklinde, papiller, verrukoform)

Endofitik (Invazif, iilsere, oyuk seklinde)

Lokoplaki benzeri (Beyaz yama seklinde)

Eritroplaki benzeri (Kirmiz1 yama seklinde)

Eritrol6koplaki benzeri (Kirmizi-beyaz goriintiide)

YHK agri, kanama, dil hareketinde kisitlilik, disfaji, parestezi veya servikal

lenf nodu tutulumu seklinde klinik bulgular verebilmektedir.
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YHK histopatolojik olarak bazal membran ve subepitelyal bag dokusuna
dogru diizensiz bir sekilde epitel hiicrelerinin ¢ogalmasiyla karakterizedir. Bu hiicre
topluluklar1 biiyiidiikce daha derin dokularda, yag dokusu, kas ve kemik dokusu gibi
dokularda yikima yol acarlar. Damarlarda yikim yaparak kan ve lenf yoluyla
metastaz gelisebilir. Lezyon epitelinin yeni kii¢iik kan damar yapim kapasitesi
(anjiogenezis) yliksektir. Keratin yassi epitelin normal iirliniidiir ve lezyon epiteli
tarafindan inci tanecikleri seklinde keratin yapimi vardir va hatta tek bir hiicreden

bile bireysel keratinizasyon gelisebilmektedir.

2.7.1. Yass1 Hicreli Karsinoma Tedavisi

Oral YHK’ larinin tedavi planlamasinda hastaligin derecesi ve tiimoriin
lokalizasyonu onemlidir. Primer tedavisi genis cerrahi rezeksiyondur. Cerrahiyi
tiimdriin patolojik karakterine gore radyoterapi ve/veya kemoterapi takip edebilir.
Cerrahi smirlarin negatif oldugu erken evre karsinomalarda (I. ve II. evre )
radyoterapinin faydali olacag: diisiiniilmezken ; III - IV. evre, cerrahi sinirin pozitif
oldugu ya da bir ya da daha fazla ekstrakapsiiller yayilimi olan lenf nodu tutulumlu
timorler yliksek rekiirrens riskli kabul edilir ve cerrahiyi takiben radyoterapi ya da
kemoradyoterapi Onerilir (21). Kemoterapi genellikle radyoterapiyle beraber,
kemoradyasyon oOncesi baslangic tedavisinde ya da palyatif tedavi olarak
uygulanabilir. Bunun yanisira son 30 yillik siirecte 6zellikle larenks ve orofarenks
karsinomalarinda ‘organ koruma’ amagli sadece kemoterapi ve radyoterapinin
uygulandigi tedavi yaklasimlar: bulunmaktadir. Primer kemoradyoterapinin sagkalim

oranlart %29-66 gibi ¢cok genis bir aralikta bildirilmistir (22).

Sik kullanilan kemoteropatik ilaglar; platinyum iceren birlesenler (cisplatin,
carboplatin), 5-fluorouracil ve taxanlardir(paclitaxel, docetaxel). Bununla beraber
pek cok ilacin; retinoid asit, garcinol, etodolak, yesil ¢ay polifenolleri, protokatekuik
asit, troglitazon, nimesulide, YHK gelisim riskini azaltabilecegi ve tedavisinde etkili
olabilecegi tizerine hayvan deneyleri ve hiicre kiiltiirii ¢alismalari bulunmaktadir

(23).
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2.8. B-Adrenerjik Reseptor Blokerleri

B-bloker ilaglar adrenerjik transmitterin beta adrenerjik reseptorler tizerindeki
etkisini Onleyen ilaclardir. Beta reseptorler [-1 ve -2 olmak iizere iki gruba
ayrilirlar. Propranolol, timolol, pindolol ve metaprolol beta adrenerjik reseptor

blokeri ilaglara 6rnektir (24).

Propranolol hem B-1 hem de -2 reseptorleri bloke eden, selektif olmayan [3-
adrenerjik reseptor antogonistidir. Plazme renin aktivitesinde azalma, santral sinir
sisteminden sempatik uyar1 c¢ikisinda azalma, kalp fonksiyonlarinda depresyon ve
baroreseptdr hassasiyetinde degisiklik gibi etkileri nedeniyle propranololun

hipertansiyon, anjina ve bazi aritmilerin tedavisinde dnemli bir yeri vardir.

Kardiyak hastaliklarda kullanimmin yanmi sira anksiyete, hipertiroidizm
nedenli tasikardi kontroliinde, esansiyel tremor tedavisinde, migren profilaksisi ve

bazi bas agrisi tiplerinde de kullanilabilmektedir.

Oral propranololiin infantil hemanjioma iizerine olan kiiratif etkisi ilk olarak
2008 yilinda Leaute-Labreze tarafindan kardiyopulmoner hastalik tedavisi
endikasyonu ile kullanilan ¢ocuk hastalarda tesadiifen kesfedilmistir (25). Daha
sonra bu konuda ¢ok sayida raporda da propranololiin farkli organ tutulumu olan
infantil hemanjioma tedavisinde kullaniminin olumlu sonuglar1 bildirilmistir (26-28).
Peridis ve ark havayolunun infantil hemanjioma tedavisi ile ilgili yaptiklar1 meta
analizde propranololun diger tedavi segeneklerine gore invaziv olmama, lezyonda
cabuk gerileme goriilmesi, trakeostomi gerektirmemesi, uzun siireli entiibasyon
gerektirmemesi gibi avantajlari nedeniyle ilk basamak tedavi olarak tercih edilmesi

gerektigini belirtmislerdir (29).

Propranololiin bu tiimor {izerine etki mekanizmasi tam olarak agiklanamasa
da vazokonstriiksiyon etkisi, VEGF gibi anjiogenetik faktorlerin iiretimini
baskilamas1 ve kapiller endotelyal hiicrelerin apoptozunu arttirmasi gibi

ozelliklerinin tedavide etkili oldugu sdylenebilir (25,30).
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Solid tiimdrlerin gelismesi ve metastazinda anjiogenezisin onemi ¢ok iyi
bilinmektedir. Damarlanma olmadig1 durumlarda tiimdr 1-2 mm captan daha fazla
biiyiiyemez. Yeniden damarlanma tiimoriin perfiizyon yoluyla beslenmesini ve
oksijenlenmesini saglayarak biiyiimesini uyarir. Ayrica damarlanmanin tiimoriin

metastazinda da ¢ok biiyiik rolii oldugu da bilinmektedir (31).

Yeni kapiller olusumu tiimor hiicrelerinde ve tiimorii infiltre eden iltihabi
hiicrelerden salinan ¢ok sayida anjiogenik faktorler sayesinde olur. Bu faktorlerden
en onemli ikisi VEGF ve bFGF’dir. Tiimor hiicreleri ayn1 zamanda anjiogenezisi
baskilayan trombospondin-1 gibi antianjiogenik molekiilleri uyaran faktorler de
tiretirler. Esasen tiimoriin bliylimesi bu iki tip faktorler arasindaki denge ile kontrol

edilir.

Anjiogenezis timor gelisiminin erken evrelerinde uyarilamaz ve bu nedenle
timoOr uzun siire in situ derecesinde ya da kiiclik boyutlu kalabilir. Anjiogenik
faktorlerin yapiminda ya da antianjiogenik faktorlerin yikiminda artis yoniinde
dengenin degismesi anjiogenezisin artmasina ve tiimoriin biiyiimesine ve metastazina

yol agar. Bu nedenle tiimor tedavisinde vaskularizasyonu baskilamak esas

hedeflerden biridir (31).

Meme, nazofarenks, akciger, prostat, ovarium, pankreas ve kolon
kanserlerinin yani sira oral kavite yass1 hiicreli karsinomasinin yiizey hiicrelerinden
tiretilen B- adrenerjik reseptorlerin (BAR) normal hiicrelerin iirettiginden fazla
oldugu gosterilmistir. (32-40) Oral kavite ve 6zafagus YHK salgilanan BAR normal
mukozadan salgilananin hemen hemen 4 katidir.(%76.6 ve %20) (41, 42) Ayrica p-
AR’lerin varligimin YHK nin ileri safthada olmas1 ve nodal metastazla iliskili oldugu

bilinmektedir (43).

Epinefrin igeren YHK hiicrelerinin stimiilasyonu; hiicre ¢gogalmasi ve go¢iinii
tetikler ve bu etkiler BAR antogonistleri ile azaltilabilir. Ketakolaminlerin hiicre
cogalmasim1 hangi mekanizma ile etkiledigi tam olarak ortaya koyulamamuistir.

Ancak epitelyal biiylime faktorii (EGFR), siklooksijenaz (COX) ve VEGF ile matriks
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metalloproteinaz (MMP) olusumunu arttirip; kaspaz aktivitesini baskilayarak hiicre

cogalmasina neden olabilecegi bildirilmistir.

In vitro ¢aligmalar B-bloker ilaglarin kanser hiicresi ¢ogalmasi, invazyonu ve
apoptozise rezistansimi azalttigin1 gostermistir (44). Wolter ve ark bas boyun
YHK’larinin tedavisinde propranololiin tek basina, cisplatin ya da gama radyasyonla
beraber kullanimimin etkinligini in vitro olarak incelemislerdir. Bu ¢aligmanin
sonucunda proanjiogenik proteinlerin ve VEGF iiretiminin inhibe oldugunu,
apoptozisin arttigin1 ve YHK hiicrelerinin sagkaliminin azaldigini gostermislerdir.
Ayrica propranololiin radyasyon tedavisi ve kemoterapinin etkilerini gelistirdigi de

bu calismanin sonuglarindandir (45).

2.9. Hayvanlarda Oral Kanser Olusturma Modelleri

Oral epitelyal tiimorler karsinojen etkenlerin indiikledigi genetik degisimlerin
dokuda birikmesiyle; hiperplazi, displazi, premalign lezyon olusumu (16koplaki ve
submukozal fibrozis gibi) gibi bir seri histolojik degisikligi takiben olusmaktadir. Ust
solunum  yolu epitelyal yiizeyinin ayn1 karsinojen etkenlere siklikla maruz
kalabilmesi nedeniyle bu bolgede karsinoma gelisme riskinin fazla oldugu ilk kez

1953 yilinda Slaughter ve ark tarafindan bildirilmistir (46).

Hayvan modellerinde oral kanser olusturmak igin pek ¢ok karsinojen ajan
tizerinde calisilmistir. Komiir katrani, sigara dumani ve 20 methyl cholonthrene
(20MC) bu alanda ilk olarak kullanilan baz1 kimyasallardir. Ancak bu kimyasallarla

onemli derecede timor gelisimi saglanamamigtir (47).

Deneysel  oral  Kkarsinogenezis  ¢alismalarinda  9,10-dimethyl-1,2-
benzanthracene (DMBA) siklikla kullanilan bir karsinojendir. Ancak DMBA ve
¢ozeltisi iltihabi cevap, nekroz ve kabuk olusumuna neden olan lokal bir irritandir ve
bu nedenle erken epitelyal lezyonlarda bu model ile ¢alismak zordur (48). Bunun
yant sira DMBA ile olusturulan hamster yanak kesesi tiimorleri YHK nin histolojik
Ozelliklerinden  farklillk  gosterir  ve insandaki lezyonlara tam  olarak
benzememektedir (49, 50).
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4 nitroquinoline 1-oxide (4NQO) sentetik, suda ¢oziilebilen bir karsinojendir.
Ik olarak Wallenius ve Leckholm 1973 yilinda suda ¢dzdiikleri 4NQO ile damakta
epitelyal displazi ve takibinde YHK olustugunu gdostermislerdir.(51) 4NQO ile rat
modellerinde DMBA ile olusturulandan daha iyi bir karsinojenezis modeli elde
edilebilmektedir. 4NQO quinolineden tiiretilmistir ve etkileri ilk olarak 1957 yilinda
Nakahara ve ark tarafindan gézlemlenmistir. Bu kimyasal baslangigta kemoteropatik
ilag olarak gelistirilmesi planlanmistir ancak ilacin cilt kanseri olusumuna yol actig1
goriilmiistiir (52). Daha sonra fare ve ratlarda oral kanser olusturmak amaciyla

kullanilmaya baglanmustir.
2.10. insanda Oral Karsinogenezis Siireci ve 4NQO Hayvan Modelleri

Insan ve rat agi1z mukozas: arasinda ¢ok sayida benzerlik bulunur. Normal rat
sert damak ve dil mukozas1 ortokeratinize, ¢izgili yass1 epitel hiicrelerinden olusur.
Epitel bazal tabaka ,st spinosum, st granulosum ve ortokeratinize tabaka igermesiyle
insan oral mukoza epiteline ¢ok benzer. Insan ve rat agiz mukozasi displazisinin
benzerligini degerlendirmek i¢in yapilan bir c¢aligmada 4NQO uygulanan rat
mukozasi ile insan displastik doku 6rnekleri elde edilmistir ve 4NQO ile olusturulan

deneysel premalign asamalarin insandakiyle ¢ok benzedigini gostermistir (48).
2.10.1. 4ANQO ve Doku Seciciligi

4NQO, oral yolla ya da topikal uygulamayla basta dorsal ve ventral dil olmak
tizere damak ve Ozafagusu iceren gastrointestinal sistem organlarinda karsinoma
olusturmak igin siklikla kullanilmaktadir (51, 53). Subkutandz enjeksiyon yoluyla

akciger kanseri olusumu i¢in de kullanilabilir (54).

4ANQO’nun ratlarda gii¢lii bir hiicre i¢i oksidatif stres ve kromozomal hasar
olusturdugu gosterilmistir. 4NQO redoks sikliisiine girerek superoksit ya da hidrojen
peroksit gibi reaktif oksijen iiriinlerinin olugsmasina neden olur. 4NQO’nun
karsinojenik etkisi nitro grubunun enzimatik rediiksiyonu ile baglatilir. 4NQO;
NADH (nitroreduktaz) ve NAD(P)H (quinone rediiktaz) ile 4HAQO’e (4-

hydroxyaminoquinoline-1 oxide) indirgenir ve etkin hale gelir. 4NQO rediiktaz

19



enzimi diaphorase olarak da adlandirilir ve 4NQO’ya duyarliliktan sorumlu
enzimdir. Bu karsinogenezis modelinde YHK gelisme oraninin O6zellikle dilde
yiiksek olmasi diaphorase enzim miktarinin dil mukozasinda yiiksek olmasiyla
iliskilendirilebilir (55). Bakterilerde 4NQO’nun baz ciftleri (GC-AT) arasinda
degisime yol actigi ve delesyon mutasyonlarina neden oldugu gosterilmistir (56).
4NQO bir¢cok organizmada potent bir karsinojendir ancak i¢cme suyu ile

karistirildiginda spesifik olarak dilde YHK 1 indiiklemektedir (57).

2.10.2. 4ANQO Hayvan Modelinin Kullamim Alanlari

4NQO insan agiz kanserleri gelisim asamalarinda artan ya da azalan
biomarkerlar {izerinde ¢alismalar yapmak amaciyla gelistirilmis; apoptozis, hiicre
dongiisii, hiicre-hiicre sinyal mekanizmasi gibi yollarda rol oynayan biomolekiillerin
YHK ‘nin gelisiminin ¢esitli asamalarinda nasil degisime ugradigini belirleyebilmek
icin birgok c¢alismada bu kanser modeli kullanilmistir (58). Bu molekiiller oral
kanserlerin erken teshisinde ve hangi prekanser6z lezyonun karsinomaya doniisme
riskinin  yliksek oldugunun tespit edilmesine olanak saglamalar1 ag¢isindan

onemlilerdir.

Kimyasal korunma ile karsinoma olusumunun geciktirilmesi iizerine 4NQO
ile olusturulan model kullanilarak bir¢ok arastirma yapilmistir. Cesitli dozlarda ve
uygulama siirelerinde 4NQO ile olusturulan karsinogenezis modellerinde retinoid
asit, garcinol, etodolak, yesil cay polifenolleri, protocatechuic asit, troglitazon,
capsaicin, rotenone, silymarin, garlic, nimesulide, sigir laktoferrini, flavonoid morin,

ferulik asit gibi pek ¢ok kimyasal ajanin koruyucu etkisi arastirilmistir (58).

2.10.3. 4ANQO’nun Kullanim Yollari, Dozu ve Siiresi

4ANQO suda c¢oziilebilen bir madde olmasi nedeniyle ¢alismalarin ¢ogunda
fare ya da farkl tiirde siganlarin igme suyuna karigtirilarak kullanilmistir (51, 59-61).
Bazi caligmalarda ise dil yada damak yiizeyine firca ile topikal olarak uygulanmistir
(62,63).
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Dayan ve ark. ¢ok diisiikk doz (0.001%) 4NQO’nun ratlarin igme suyuna
katilmasiyla dil mukozasinda hiperkeratozis, displazi ve YHK olusumu gibi gesitli

seviyelerde kliniko-patolojik lezyonlarin indiiklenebildigini gostermislerdir (64).

Literatiirde 4NQO’nun 20 ile 200 ppm arasinda degisen dozlarda 8-32 hafta
gibi farkli slirelerde uygulanarak olusturulan karsinogenezis modellerini igeren ¢ok

sayida c¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalarda en sik uygulanan doz 50 ppm’ dir
(58).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Baskent Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
1.4.2014 tarihinde 13/24 nolu arastirma projesi olarak onaylanmistir ve eriskin,

ortalama 350 gram agirlifinda Sprague Dawley (SD) cinsi erkek ratlarda yapilmistir.
3.1. Denek Sayisinin Belirlenmesi

Bu c¢alismada gruplar i¢in gereken minimum denek sayisinin istatistiksel
olarak belirlenmesinde El-Rouby ‘nin ¢alismasi referans alinmistir (65). NCSS &
PASS 2000 (NCSS LLC., Kaysville, Utah, USA) istatistik paket programi
kullanilmis, %90 giic ve %5 yanilma diizeyinde istatistiksel olarak Onemi test
edebilmek i¢in gruplarin her birine en az 9’ar olmak {izere toplam 27 adet denek

gerektigi gorilmiigtiir.
3.2. Karsinogenezisin Indiiksiyonu ve Propranololun Uygulanmasi

Tim hayvanlar yemek ve su igin ¢ikisi olan sicaklik/ nem kontrollu (22
santigrat derece, %60-%35 nem oraninda) kafeslerde tutulmustur. Bir haftalik ortama

aligma siiresinden sonra hayvanlar rastgele 3 gruba ayrilmistir.

1.Grup (9 rat): 50 ppm 4NQO (Sigma Aldrich,St Louis,USA) i¢gme suyunda
coziilerek uygulanmis ve aym zamanda 50 mg/kg dozunda propranolol
(Dideral,Sanofi Aventis) oral gavaj yoluyla uygulanmistir. 20. hafta sonunda

sakrifikasyon gerceklestirilmistir.

2. Grup (9 rat): 50 ppm 4NQO i¢me suyunda ¢oziilerek 20 hafta siireyle
uygulanmistir. Bu siirecin sonunda 50 mg/kg dozunda propranolol oral gavaj yoluyla

uygulanmaya baslanmis ve 14 giinliik stire¢ sonunda sakrifikasyon yapilmistir.

3. Grup (Kontrol grubu 9 rat) : 50 ppm 4NQO i¢me suyunda g¢oziilerek

uygulanmistir. 20 hafta sonunda hayvanlar sakrifiye edilmistir.
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Igme sular1 haftada bir kere taze karisim ile degistirilmistir.

3.2.1. 4NQO Sulu Cozeltisinin Hazirlamsi

Agirhigr yaklasik 350 gr olan SD cinsi ratin bir haftalik tiikettigi su
miktarmin ortalama 200-250 gr oldugu ve 27 hayvanin bir haftalik siirecte yaklasik
6000 gr su tiikettikleri gdzlemlenmistir. Bu miktarin 50 ppm’lik oraninin 0,3 gr/hafta
oldugu hesaplanmistir. 0,3 gr 4NQO maddesi hassas terazide Olgiilerek suda homojen
olarak ¢Oziilmesi saglanana kadar (7-8 dk) santrifuje edilmistir (Sekil 3.1). Daha

sonra bu ¢ozelti 500 gr’lik su kaplaria paylastirilmastir.

4NQO maddesi saklama kosullarina uygun olarak -20 santigrat derecede 151k

gecirmeyen kutusunda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1: 4NQO sar1 renkli toz halinde bir madde olup karsinojenik etkisi ultraviyole igmi ile

azalmaktadir

3.2.2. Propranololun Uygulamsi

Ortalama 350 gr, 9 adet rata uygulanmasi planlanan propranolol miktarinin
(Dideral, Sanofi Aventis) toplamda yaklasik 160 mg/giin oldugu hesaplanmistir.
Buna gore 4 tablet/giin dideral toz haline getirilip bir miktar suda ¢oziilerek her bir

rata oral gavaj yoluyla esit miktarda uygulanmistir.

Deney siireleri sonunda intraperitoneal yiikksek doz ketamine/xylazin

enjeksiyonu ile sakrifikasyon yapilmistir.
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Dil ve dil kokleri biitiin halde eksize edilerek makroskopik olarak belirlenen
lezyonlarin sekli, rengi ve bolgesi incelenmis ve beyaz plak olusumu, papiller lezyon

ve tiimor olusumu kategorileri kaydedilmistir (Sekil 3.2, 3.3).

Sekil 3.2. ve Sekil 3.3: Bilateral olarak kommissuralar hizasindan yapilan kesiler yardimiyla dilin

tamamen agi8a ¢ikarilip eksize edilmesi
3.3. Histopatolojik Degerlendirme

Ornekler %10 buffered formalin solusyonunda fikse edilmis, uzunlamasina
ortadan iki parga halinde kesilerek parafine gomilmistiir (Sekil 3.4). Daha sonra

uzunlamasina 5p’luk kesitler alinarak hematoxylin ve eosin ile boyamasi yapilmstir.
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Sekil 3.4: Dil 6rnekleri uzunlamasina iki pargaya kesilerek parafine gdmiildii

Dil kesitleri 151k mikroskopu ile normal, hiperplazi/ hiperkeratinizasyon,
displazi ve karsinoma olusumlari agisindan histopatolojik olarak degerlendirilmistir.
Ayrica hiperkeratinizasyon ve vaskuler dilatasyon olusumu Ross ve arkadaglarinin
olusturdugu sistem Ornek alinarak puanlanmustir (66). Buna gore oncelikle deney
gruplar1 hakkinda bilgisi olmayan iki patolog (Taslica ZF, Ozdemir H) tarafindan
kesitlerdeki hiperkeratinizasyonun ve vazodilatasyonun en yogun oldugu bolgeler
tespit edilmis ve bu degisiklikler hafif (1), orta (2) ve siddetli (3) olmak fizere ii¢

derecede siniflanmistir.

Ornekler DSO’niin belirledigi oral epitelyal displazi kriterlerleri kullanilarak
ikili derecelendirme sistemi ile diisik riskli ya da yliksek riskli olarak
siniflandirlmistir. Ayrica 6rnekler DSO displazi siniflamasiyla hafif, orta, siddetli

displazi olarak da kategorize edilmistir.
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3.4. istatistiksel Analiz Yontemleri

Veri analizi SPSS (SPSS Inc, Windows, version 11.5 ,Chicago, IL, United
States) programi kullanilarak yapilmistir. Hiperkeratinizasyon ve vazodilatasyon
parametrelerinin histopatolojik olarak derecelendirilmesinde gozlemciler arasindaki
uyumlulugu belirlemek icin kappa katsayis1 hesaplanmistir. Buna gore; kappa<o;
gozlemciler arasinda uyusma olmadigini, 0-0.20 arasinda hafif, 0.21-0.40 arasinda
orta, 0.41-0.60 arasinda ekseriyetle, 0.61-0.80 aras1 6nemli derecede ve 0.81-1 arasi

neredeyse miikkemmel uyumluluk oldugunu gostermektedir.

Hiperkeratinizasyon ve vazodilatasyon parametreleri i¢in Kruskal Wallis testi
uygulanmis ve  gruplar arasinda farklilik istatistiksel olarak anlamli ya da anlamli
degil seklinde degerlendirilmistir. Prekanser6z lezyonlarin malign transformasyon
risklerinin analizi i¢in Likelihood Ratio testi uygulanmistir ve p< 0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Olarak Lezyonlarin Ozellikleri

Makroskopik olarak lezyonlarin hepsinin dil kdkiinde oldugu ve ¢cogunun
l6koplakiyi andiran beyaz plak ya da papiller/nodiiler yiizey 6zelliginde oldugu
goriildii (Tablo 4.1). Her grupta birer 6rnekte iilsere, ekzofitik ve/veya papiller kitle
seklinde tiimoral olusum tespit edildi (Sekil 4.1- 4.5).

Tablo 4.1: Makroskopik lezyonlarin gruplar arasinda dagilimi

Beyaz plak 4 4 4
Papiller/nodiiler 4 4 4
Lezyon

Tiimoéral Olusum 1 1 1
Toplam 6rnek 9 9 9

L1

Sekil 4.1. ve Sekil 4.2: Deney siireci sonunda olusan noduler lezyonlarin klinik goriintileri
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Sekil 4.3: 1. Grupta olusan iilsere, endofitik , yaklasik 0.6 cm ¢apl1 tiimoral yap1

Sekil 4.5: Ucgiincii grupta olusan ¢ap1 yaklasik 1.8 cm olan tiimoral yapi
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Ontanis1 YHK olan lezyonlarin histopatolojik goriintiileri resim 4.6-4.10°da
gosterilmektedir. Grup 2 ve 3’ te goriilen tiimdral olusumlarin histopatolojik tanisi

invaziv YHK iken; grup 1°de yer alan 6rnegin tanisi karsinoma in-situ seklindedir.

Hiperkeratinizasyon ve vazodilatasyon skorlamasina ait veriler tablo 4.2. ve
tablo 4.3’de; iki patologun vazodilatasyon ve hiperkeratinizasyon puanlamasi ile
ilgili 6rnekler sekil 4.11-4.14° te gosterilmistir. Lezyonlarin malign transformasyon

riski acisindan degerlendirme verileri sekil 4.1°de gosterilmektedir.

-

Sekil 4.6: Grup 1 (20 hafta 4NQO+propranolol )’ de goriilen timéral olusumun mikroskobik
goriintiisii; anormal yapida hiicresel ve yapisal degisiklikler epitelin biitiin tabakalarinda

bulunmaktadir. Karsinoma in situ tanis1 koyulmustur. (HE ,4x10)
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Sekil 4.7: Grup 2 (20 hafta 4NQO+ 2 hafta propranolol) ‘de goriilen tiiméral olusumun mikroskobik
gOriintiisii keratin incisi olusumlar1 gdsteren invaziv timdor adaciklari. Tant yassi hiicreli
karsinoma (HE, 4X10)

Sekil 4.8: Derin invazyon gosteren keratin incileri (HE, 10X10)
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Sekil 4.9: Grup 3 (Kontrol grubu)’da gériilen tiiméral olusumun mikroskobik goriintiisii. Tani, yassi
hiicreli karsinoma (HE 4X10)

Sekil 4.10: Grup 3 Yasst hiicreli karsinoma (HE 10X10)
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Sekil 4.11: iki patolog tarafindan yapilan vazodilatasyonun ‘3-siddetli vazodilatasyon’ olarak

derecelendirilen dil mukoza 6rnegi

Sekil 4.12: “1-hafif’ dereceli vazodilatasyon olarak degerlendirilen 6rnek
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Sekil 4.14: Hiperkeratinizasyon skorlamasi ‘1-hafif” olarak yapilan dil 6rnegi
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Malign transformasyon riski yiiksek olarak degerlendirilen 6rneklerin DSO
derecelendirilmesine gore tanisinin siddetli displazi oldugu belirlenmistir (Resim
4.11). Disiik risk grubundaki 6rneklerin hepsinde bazal hiicre hiperplazisi, bulbous
rete peg yapist ve/veya epitelde diizensiz tabakalasma seklinde yapisal bozukluklar
oldugu gériilmiistir (Resim 4.12). Diisiik risk grubundaki &rneklerin  DSO
derecelendirmesine gore hiperplazi ya da hafif displazi sinifinda oldugu goriilmiistiir
(Tablo 4.3). Malign transformasyon riski olmayan Orneklerde sadece

hiperkeratinizasyon olusumu bulunmaktadir.

Tablo 4.2: Hiperkeratinizasyon derecelerinin gruplar arasinda dagilimi

Hiperkeratinizasyon Grup 1 Grup 2 Grup 3 Toplam
Dereceleri
1 Ornek Sayist 3 4 2 9
Yiizde %33.3 %44.4 %22.2 %33.3
2 Ornek Sayist 5 4 6 15
Yiizde %55.6 %44.4 %66.7 %55.6
3 Ornek Sayisi 1 1 1 3
Yiizde %11.1 %11.1 %11.1 %11.1
Toplam 9 9 9 27

Tablo 4.3: Vazodilatasyon skorlamasinin gruplar arasinda dagilimi

Vazodilatasyon Grup 1 Grup 2 Grup 3 Toplam
Dereceleri
1 Ornek Sayist 3 2 0 5
Yiizde %33.3 %22.2 %0 %18.5
2 Ornek Sayist 5 6 6 17
Yiizde %55.6 %66.7 %66.7 %63
3 Ornek Sayist 1 1 3 5
Yiizde %11.1 %11.1 %33.3 %18.5
Toplam 9 9 9 27
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° = Risk yok
> W Yiksek risk
47 m Disiik risk
3 -
2 -
1 -
0 -
Grup 1
Sekil 4.15: Gruplara gore lezyonlarin diisiik risk/yiiksek risk dagilimlart
Tablo 4.4: DSO oral epitelyal displazi siniflamasina gore rneklerin dagilimi
1. Grup 2. Grup 3. grup
Hafif displazi 1(%11,1) 1(11,1) 2(%22,2)
Orta Displazi - - -
Siddetli Displazi 1(%11.1) 2 (%22,2) 2 (%22.2)
Toplam 3 (%33,3) 5 (%55,5) 7 (%77,7)
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Sekil 4.16. veSekil 4.17: ‘Yiiksek risk’ kategorisinde degerlendirilen lezyona ait mikroskobik
goriintii. Yapisal ve hiicresel degisiklikler epitelin biitiin tabakasinda
bulunmaktadir. DSO’ ne gore bu lezyon siddetli displazi sinifindadir.
(HE 4X10, 20X10)
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Sekil 4.18: Bazal hiicre hiperplazisi ve hiperkromatizm gibi hiicresel degisikliklerle diisiik risk
kategorisinde degerlendirilen 6rnek HE: 40X10

Sekil 4.19: Diizensiz tomurcuklanmalar gosteren bulbous rete peg olusumu ile diigiik risk

kategorisinde degerlendirilen 6rnek
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4.3. Istatistiksel Bulgular

4.3.1. Hiperkeratinizasyon ve vazodilatasyon skorlamasinda iki patolog

arasindaki uyumluluk

Iki patologun hiperkeratinizasyon derecelendirmesine ait kappa katsayisi
0.731, vazodilatasyon derecelendirmesine ait kappa katsayisi 0.683 olarak hesaplandi
ve bu degerler iki patolog arasinda hiperkeratinizasyon ve vazodilatasyon
derecelendirmesi acgisindan “Gnemli derecede uyumluluk oldugu” seklinde

yorumlandi (Tablo 4.5-4.6).

Tablo 4.5: Gozlemciler arasinda hiperkeratozis skorlar1 agisindan uyumluluk

Hiperkeratozis 1. Gozlemci
. Kappa  p-degeri
Derecesi 1 2 3 Toplam
2. Gozlemci 0.731 <0.001
1 7 (%25,9) - - 7 (%25,9)
2 2 (%7,4) 14 (%51,9) 1 (%3,7) 17 (%63,0)
3 - 1 (%3,7) 2 (%7,4) 3 (%11,1)
Toplam 9 (%33,3) 15 (%55,6) 3(%11,1) 27 (%2100,0)

Tablo 4.6: Gozlemciler arasinda vazodilatasyon skorlamasi agisindan uyumluluk

Vazodilatasyon 1. Gozlemci
] Kappa  p-degeri
Derecesi 1 2 3 Toplam
2.Gozlemci 0.683 0.002
1 4 (%14,8) 3 (%11,1) - 7 (%25,9)
2 1 (%3,7) 13 (%48,2) - 14 (%51,9)
3 - 1 (%3,7) 5 (%18,5) 6 (%22,2)
Toplam 5 (%18,5) 17 (%63,0) 5 (%18,5) 27 (%100,0)

4.3.2. Hiperkeratizasyon ve vazodilatasyon parametreleri acisindan

gruplarin karsilastirilmasi

Iki patolog arasinda onemli derecede uyum oldugu belirlendikten sonra
deneyimli olan patologun (H.O.) hiperkeratinizasyon ve vazodilatasyon

derecelendirmelerine istatistiksel analiz uygulandi. Kruskal Wallis testi ile yapilan
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analiz sonucu hiperkeratinizasyon (p:0.725) ve vazodilatasyon (p:0,132) dereceleri

acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi.

4.3.3. Lezyonlarin malign transformasyonu acisindan diisiik riskli ya da
yiiksek riskli olmalarina gore gruplar arasindaki karsilastirma

bulgulari

Lezyonlarin malign taransformasyon agisindan diisiik ya da yiiksek riskli
olmalarina gore degerlendirilmeleri ki kare testi ile yapilmistir. Buna gore gruplar
arasinda risk varli§i ve yoklugu yoniinden, diisiik risk varligi yoniinden ve yliksek

risk varlig1 yoniinden istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemistir. (p>0.05)

Tablo 4.7: Gruplara gore deneklerin risk durumlarinin dagilimu

Grup 1 Grup 2 Grup 3 p-degeri
Risk Yok 6 (%66,7) 4 (%44,4) 2 (%22,2) 0,154
Diisiik Risk 2 (%22,2) 3 (%33,3) 5 (%55,6) 0,327
Yiiksek Risk 1 (%11,1) 2 (%22,2) 2 (%22,2) 0,769
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5. TARTISMA

Oral kanserler yliksek mortalite ve morbidite oranlar1 nedeniyle toplum
saglig1 agisindan 6nemli risk faktorii olan hastaliklardir. Molekiiler biyoloji, onkoloji
ve cerrahi alanlarinda yapilan genis arastirmalara ragmen oral kanser hastalarinin
sagkaliminda son 4-5 dekatlik siiregte degisiklik goriilememistir (58). Bu nedenle
karsinogenezis stlirecindeki bir takim genetik ve epigenetik olaylar serisinin kontrol
altina alinarak malignensi gelisiminde latent siirenin uzatilmasi ya da kanser
olusumunun durdurulmasina yonelik kimyasal korunma yontemleri ile ilgili
arastirmalar onem kazanmistir. 4NQO modeli bu arastirmalarda en sik kullanilan

karsinogenezis yontemi olmustur (58).

Literatiirde 4NQO modelinde ajanin uygulama yolu, dozu ve siiresine
yonelik farkli yontemler bildirilmistir. Bizim c¢aligmamizda 4NQO’nun dozu ve
uygulama siiresi bu karsinogenezis modeli {izerinde pek¢ok arastirma yapmis olan
Ribeiro ve ark.’nin kullandiklar1 yontem referans alinarak belirlenmistir (59). Bu
arastirmacilar Wistar tiirii ratlara 50 ppm dozunda 4NQO uygulamis 4., 12. ve 20.
haftalarda sakrifikasyon gerceklestirerek dil epitelinde olusan histopatolojik
degisiklikleri incelemislerdir. On ikinci haftada sakrifiye edilen hayvanlarin
%70’inde sadece hiperplazi ve hiperkeratinizasyon, %30’unda ise bu degisikliklerin
yaninda hafif/ orta dereceli displazi olusumu goriilmiistiir. Yirminci haftada ise
orneklerin ¢cogunda (%70) YHK olusmus geri kalaninda (%30) displazi olusumu
bildirilmistir. Bizim ¢aligmamizda 20. haftada kontrol grubunda gelisen lezyonlarin
cogunun (%44.4) hafif ve siddetli displazi oldugu, %11.1’inde ise YHK olustugu

goriilmiistiir.

Literatiirde farkli dozlarda 4NQO uygulamasiyla ilgili arastirmalara
bakildiginda dozun 4 katina ¢ikartildigi (200 ppm) ve uygulama siiresinin ayni
tutuldugu (20 hafta) bir ¢calismada karsinoma olusum insidansinin Ribeiro ve ark’nin
modeli ile benzer oldugu ( %70’e karsilik %68,8 ) gosterilmistir (59, 67). Bu iki
arastirma ile birlikte bizim ¢alismamiz da karsinogenezis siirecinin multifaktoriyel

bir olay oldugunu gostermekte ve buna bagli olarak ayni karsinojen madde ile
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indiiklenen deneysel modellerde hayvan iiretimindeki ya da laboratuar sartlarindaki
farkliliklarin bu siirece etki ederek prekanserdz lezyon ve tiimdr olugum insidansini

degistirebilmektedir.

Insanda oral YHK nin gelisiminde klinik degisikliklere bakildiginda erken
lezyonlarin parlak beyaz-gri renkte, iyi sinirli mukoza kalinlagmalar1 seklinde ve
16koplaki benzeri oldugu ve bu olusumlarin ileri safthalarda ekzofitik olarak kolayca
farkedilebilen nodiil ya da endofitik bir sekilde gelisen nekroze, iilsere bir lezyona
dontstiigii  bilinmektedir. 4-NQO ile olusturulan karsinogenezis modelinde

lezyonlarin klinik goriiniimii insanda olusan degisikliklerle benzerdir (64).

Bizim c¢alismamizda da olusan lezyonlarin klinik goriintiisii literatiirde
bildirildigi gibi beyaz plak ve papiller/nodiiler yiizey 6zelligi gésteren lezyonlardir.
Bu lezyonlarin klinik 6n tanisinda I6koplaki terimi kullanilabilir. Ancak lezyonun
malign transformasyon potansiyelini belirtmemesi ve klinik uygulamalarda tani,
tedavi ve takip siireclerinde karmasaya yol agmasi nedeniyle l6koplaki teriminin
kullaniminin sadece 6n taniyla smirli kalmasi gerektigi ve lezyonun histopatolojik
karakteri ile (displazi igeren /displazi icermeyen lezyon) tanimlanmasi gerektigi
belirtilmistir (68, 69). Bu nedenle bizim c¢alismamizda da prekanserdoz beyaz

lezyonlarin adlandirilmasinda 16koplaki terimi kullanilmamustir.

B-blokerler kardiyovaskiiler hastalik tedavisinde, anksiyete, migren ve
glukoma tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglardir. Bir¢ok tiimor tiiriinde,
meme, nazofarenks, akciger, prostat, yumurtalik, pankreas ve kolon, B-
adrenoreseptor bulunmasi ve bunun yanisira tiimorler tarafindan proanjiogenik
faktorlerin salinmasi nedeniyle PB-bloker kullanan hastalarda kanser gelisme ve
metastaz riskinin azalabilecegine yonelik klinik caligmalar yapilmistir  (32-40).
Algazi ve ark 839 kardiyovaskuler sistem hastasini igeren kohort ¢aligsmalarinda -
bloker ile tedavi goren hastalarda 9%0.51 oraninda kanser gelisimi oldugunu buna
karsilik bagka yontemlerle tedavi goren hastalarda ise bu oranin %6 oldugunu
bildirmiglerdir (70). Barron ve ark ise epidemiyolojik ¢alismalarinda beta bloker
kullanan meme kanserli hastalarda sagkalim oraninin daha yiiksek oldugunu

gostermislerdir (71).
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Solid tiimdrlerin biliylimesi ve metastazinda anjiogenezisin rolii ¢ok iyi
bilinmektedir. Bu nedenle tiimor tedavilerinde vaskularizasyonun baskilanmasi hedef
alimir ve neovaskularizasyonu Onlemek i¢in antianjiogenik ajanlar kullanilir.
Propranololun infantil hemanjioma tedavisindeki etkisinin yanisira farkli tiir viicut
kanserlerinin goriilme insidansindaki azaltici etkisinin en Onemli nedenlerinden

birisinin ilacin anjiogenezisi baskilamasi oldugu diigiiniilmektedir (72).

Bas boyun boélgesi (dil, larengeal ve hipofarengeal) YHK ’larda propranololun
tliimoriin biiylimesi ve timor hiicrelerinin apoptozisine etkisi ile ilgili yapilan in vitro
calismada propranolulun BAr’i antagonize edici 6zelligi ile tlimor biiylimesini
inhibe ettigi gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada propranololun apoptozisi indiikledigi ve
radyoterapi ve kemoterapinin etkisini arttirdig1 goriilmiistiir. Aragtirmacilar 6zellikle
kemoterapi ve radyoterapiye direngli bas boyun bolgesi YHK olgularinda
propranololun yararli olabilecegini dnermektedir ve bu caligma literaturdeki bu

konuyla ilgili tek caligmadir (45).

Bizim ¢aligmamiz propranolulun antianjiogenik ve BAR sentezini azaltma
ozelligi sayesinde oral YHK gelisiminde koruyucu ve tedavi edici etkisini gostermek
amaciyla olusturulan ilk in vivo ¢alismadir. Deney siireci sonunda kontrol grubunda
olusan tiimoral yapinin c¢ap1 (1.8 cm) 1. grupta olusan tiimoriin ¢apinin (0.6 cm) 3
kat1 kadardir. Histopatolojik degerlendirmede 1.gruba ait ornekteki malignensinin
invazyon goriilmeyen, heniiz karsinoma in-situ durumunda oldugu; kontrol

grubundaki tiimoriin ise derin invazyon gosteren YHK oldugu goriilmiistiir.

Klinik olarak prekanser6z lezyon olan diger orneklerde histopatolojik olarak
degisikliklerin degerlendirmesi Kujan ve ark’larinin gelistirdigi ikili derecelendirme
smiflamasma gore yapilmustir (12). Bu smiflamanmn  DSO’niin olusturdugu
smiflamaya gore bazi avantajlart oldugu bildirilmisti. DSO smiflamasinda
prekanserdz lezyonlar bes derecede siniflanmaktadir ve displazi derecelendirmesinde
patologlar arasinda daha fazla cesitlilik oldugu ve yontemin tekrarlanabilirliginin
daha az oldugu bildirilmistir. Ikili derecelendirme sisteminde prekanserdz lezyon
siiflamasi iki kategoriye indirilmis ve DSO oral epitelyal displazi simiflamasina

gore daha kolay ve niceliksel bir degerlendirme sistemi olusturulmustur. Ayrica bu
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sistem ile gozlemciye bagli degiskenligin azaltildigr bildirilmistir. Bu
degerlendirmeye gore yiiksek risk grubundaki lezyonlarin malign transformasyon
miktarinin  diisiik risk grubundaki lezyonlardan 3-4 kat daha fazla oldugu
gosterilmistir (73-76).

Yukarida bahsedilen avantajlari nedeniyle bizim ¢alismamizda da
prekanserdz lezyonlarin siniflamasi ikili derecelendirme sistemi ile yapilmistir. Buna
gore yiiksek malignensi doniisiim riski tasiyan 6rneklerin yiizdesi kontrol grubu ve 2.
grupta %22.2 iken; 1. grupta %11.1°dir. Diisiik risk tasiyan orneklerin yiizdeleri ise
1. grupta %22.2, 3. grupta %55.6 olarak belirlenmistir. Ikinci grupta ise bu oran
%33.3’tiir. Malignensiye donilisim risk degerlendirilmesinde ise uzun dénem

propranolol kullaniminin bu riski hemen hemen yariya indirdigi belirlenmistir.

Ornek sayisiin az olmasi ve istatistiksel olarak fark goriilmemesine ragmen
karsinojen etkenin epitelde olusturdugu bazal hiicre hiperplazisi, rete peg yapisinda
degisiklik ve epitel strafikasyonunda degisiklikler gibi yapisal degisikliklerin
olusumunda yukarida bahsedilen oranlar (%55.6 ya karst %22.2) ve tlimoral
yapilarin  bliyliklik ve invazyon dereceleri g6z Oniinde bulunduruldugunda
prekanserdz ve kanserdz lezyonlarin gelisim siirecinde propranololun koruyucu bir
etkisi oldugu soylenebilir ve bu caligma ileri arastimalar i¢in bir baslangi¢ noktasi

olabilir.

Propranololun neovaskularizasyonu baskilamasinin yaninda
vazokonstriiksiyon yolu ile de infantil hemanjioma gibi vaskuler tiimorlerde tedavi
edici etkisi oldugu disliniilmektedir.  Bu c¢alismada biitiin 6rneklerde kan
damarlarinin ¢aplarindaki degisiklikler Ross ve ark’nmin olusturduklari standart
skorlama ile degerlendirilmistir ve siddetli vazodilatasyon gosteren 6rnek sayisinin
kontrol grubunda 3 (%33.3), 2. Grupta 2 (%22.2) ve 1. Grupta 1 (%11.1) adet oldugu
goriilmiistiir (66). Bu yiizde oranlar1 goz oniinde bulundurularak uzun siire (20 hafta)
uygulanan propranololiin dil mukozasinda vazodilatasyon olusma derecesini
azaltmada etkili oldugu ve bu nedenle tiimor gelisiminde ve enflamatuar olaylarda

baskilayici etkisinin olabilecegi sOylenebilir.
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Standart skorlama sistemi ile degerlendirilen bir diger parametre ise
hiperkeratinizasyondur. Bizim calismamizda orneklerin hepsinde klinik goriintiileri
ile uyumlu olarak histopatolojik olarak keratinizasyon artis1 goriilmiistiir ancak
siddetli hiperkeratinizasyon orani (%11.1) tim gruplarda aymidir; hafif ve orta
siddetli hiperkeratinizasyon yiizdeleri ise {i¢ grupta da benzerdir. DSO malign
transformasyon riski agisindan hiperkeratinizasyonun siddetinin  bir Onemi
olmadigin1 belirtmistir ve bu c¢alisma sonucunda da olusan hiperkeratizasyon

miktarinda gruplar arasinda farklilik olmadig1 goriilmiistiir.

Ross ve ark’ nin yukarida bahsedilen skorlama yontemi subjektif bir
degerlendirme sistemi olusturmasina ragmen Ornekler arasinda derecelendirme
yapmak ve sadece gruplar arasinda kiyaslama yapmak amaciyla kullanilabilir bir
yontemdir. Tiim Orneklere patologun eszamanli bakmasi ve farkli patologlarin
ornekleri  degerlendirmesi ile gozlemciler arasinda olusan farkliligin en aza
indirilmesi bu yontemin giivenilirliligi arttirmaktadir. Bizim ¢alismamizda 6rnekler
histopatolojik olarak iki arastirmaci tarafindan degerlendirilmistir ve kappa katsayisi
hesaplanarak iki arastirmaci arasinda “Gnemli derecede uyum” oldugu goriilmiistiir.
Bu c¢alisma deneysel oral prekanserdz lezyonlarda hiperkeratinizasyon ve
vazodilatasyon derecelendirilmesinin bu yontemle yapildigi ilk caligmadir ve bu

alanda ileride yapilacak arastirmalara 151k tutacak niteliktedir.
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6. SONUC ve ONERILER

.Bu ¢alismada propranolol gibi oldukg¢a giivenli, ucuz ve uzun siiredir etkileri
bilinen bir - blokerin antianjiyogenezis etkisi ile infantil hemanjioma tedavisinde ilk
basamak ila¢ olarak kullanilmasina dayanarak damarlanmanin ¢ok yogun oldugu oral
YHK’nin gelisimine etkisi incelenmis ve propranololun prekanseréz durumdan
malignensiye doniisiim siirecinde baskilayici etkisi olabilecegine dair bir 6n veri

elde edilmistir.

Bu ¢alisma 4NQO oral karsinogenezis modelinin Tiirkiye’de kullanildig: ilk
calismadir. Benzer calismalarin daha fazla denekte daha uzun siireli ve de en
Oonemlisi daha yiiksek propronalol dozuyla yapilmasi ile bu ilacin kanser gelisimi ya

da olusumu iizerine etkisi daha net ortaya koyulabilecektir.
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