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Ozet

Amag: Bas-boyun bolgesindeki yassi hucreli kanserler, tUm kanserlerin %5'ini olusturur. Bu bdlgedeki
kanserlerin %95'i yassi hucreli kanserlerdir. Bas-boyun bolgesi yassi hicreli kanserlerinin
etiyolojisinde; sigara, alkol, glines 111, bazi virlsler ve kromozom anomalileri, timor slpresér gen
kaybi veya onkojen aktivasyonu gibi degisiklikler rol oynar. Calismamizin amaci, bag-boyun yassi
hicreli kanseri tanisi konulmusg hastalarda olasi kromozom anomalilerini ortaya koymaktir.

Metod: Bu galismaya bas boyun bolgesi yassi hiicreli kanseri tanisi konulmus, 3'U kadin, 29'u erkek toplam 32
hasta dahil edilmistir. Hastalardan alinan periferik kan o6rnekleri kultire edilerek kromozom
anomalileri ve kardes kromatid degisimi oranlari arastirlmistir. Ayrica tedavi amach cerrahi
uygulanan 22 hastanin kanser doku drnekleri de kultire edilerek kromozom anomalileri arastiriimigtir.

Sonuglar: Hastalara ait metafaz plaklarinda bazi yapisal ve/veya sayisal kromozom anomalileri saptanmistir.
Ayrica incelenen kardes kromatid degisimi oranlari kanserli hastalarda kontrol grubuna gére anlamli
olarak yuksek bulunmustur (Z = -5,842 P < 0,0001).

Anahtar kelimeler: Bag-boyun kanserleri, Yassi Hiicreli Ca, Sitogenetik

Summary

Purpose: Squamous cell carcinomas of head and neck region makes up 5% of all cancers. Ninety-five percent
of the cancers in this region are squamous cell carcinomas. Smoking, alcohol, solar rays, certain
viruses and some genetic alterations such as chromosomal abnormalities, loss of the tumor
suppressor genes and activated oncogenes play significant roles in the etiology of squamous cell
carcinomas of head and neck region. In this study, we aimed to display chromosomal aberrations on
patients with squamous cell carcinomas of head and neck region.

Methods: Three female and 29 male, totally 32 patients diagnosed as having squamous cell carcinoma in the
head and neck were included in this study. Peripheral blood samples were taken from the patients
and these were analysed in order to search for chromosomal abnormalities and sister chromatid
exchanges (SCE). In addition, carcinomaus tissue samples from 22 patients, undergone surgery for
treatment, were taken in order to investigate chromosomal abnormalities in the tumor tissues.

Results: As a result of the study, structural and numerical chromosomal anomalies were determined. The SCE
rates were found to be significant in the patients with carcinoma compared to the control group (Z=-
5,842 P< 0,0001).
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Tablo 1. Hastalarin Meslekleri, Kanser Yeresim Yerleri ve Kanserlerin Evreleri

hasta adi tumor lokalizasyonu tumor evresi meslek
MO larinks T2 No Mo ev hanimi
DY larinks T+ No Mo Giftci
MG larinks T3 No Mo Giftci
KV larinks Niks Giftci
EY larinks T3 N2 Mo oto tamircisi
KG larinks T3 Nav Mo Giftci
i sol aurikula T3 No Mo ciftci
MZS larinks T2 No Mo emekli isci
MG alt dudak T2 No Mo ciftci
A K alt dudak T2 No Mo isci
MA larinks T2 No Mo Giftci
Ni larinks NUks Giftci
AY larinks T2 No Mo Giftci
i s sert damak T3 No Mo ciftci
AC larinks T2 No Mo sofor
MS alt dudak T2 No Mo ciftci
YP larinks T2 No Mo sofér
M K larinks T4 N2 Mo emekli memur
BE larinks T3 No Mo Giftgi
AY alt dudak T2 No Mo ev hanimi
N K alt dudak T2 No Mo Giftgi
FY larinks T2 No Mo emekli isci
ED larinks T3 No Mo sofér
MO alt dudak Ts N2 Mo isGi
SY larinks T2 No Mo Giftci
MY sag tonsil T2 No Mo ciftci
N A alt dudak Ts N2 Mo ciftci
ED larinks T3 No Mo Giftci
Bi aurikula T3 No Mo ev hanimi
i F larinks Niks Giftgi
SD larinks T3 Ny Mo Giftci
MY alt dudak T2 No Mo ciftci
Giris
Bas-boyun bolgesi kanserleri, tim malign timorler  kanserlerinde en fazla rapor edilen kromozom

icinde %5'lik bir orana sahiptir ve en sik goérilen altinci
timordur (1). Bu kanserlerin %90 yassi hucreli
karsinomadir(2,3).

Bas boyun kanserlerinin etiyolojisinde sigara
kullanimi, alkol, glines isinlarina maruz kalma, iyonize
radyasyon, dental travma, kétl oral hijyen, nltrisyonel
faktorler ve genetik degisiklikler sorumlu tutulmaktadir
(1,2). Kanserin genetik etiyolojisi Uzerine yapilan
calismalarda, kromozomlarda delesyon, translokas
yon, duplikasyon, nokta mutasyonlari ile onkojenlerin
aktivasyonu ve tUimor slpresér gen kayiplarinin
timorigenezis Uzerinde 6nemli rol oynadigi rapor
edilmistir (1-5).

Bas-boyun bdlgesi kanserleri genetik agidan
incelendiginde, kromozomlarda amplifikasyon,
delesyon, insersiyon, duplikasyon ve translokasyonlar
sik olarak goérilmektedir. Bas-boyun bodlgesi

anomalileri; 3p, 4q, 5q, 8p. 9p, 11q, 13q, 18q ve
21qg'da delesyon ile 1p, 3q, 5p, 7p, 8q, 11q, 17'de
insersiyon ve onkojenik gen amplifikasyonudur (1,6-9).

Bazi kanserli olgularda SCE (Sister Chromatid
Exchange: Kardes kromatid degisimi) oranlari saglikli
insanlara gore ylUksek oranda tespit edilmistir. SCE
kisaca, kardes kromatidler arasindaki 6zdes
segmentlerin simetrik degisimi olarak tanimlanabilir
(10, 11). Degisik mutajenik ve karsinojenik ajanlarin
gerek in-vivo, gerekse in-vitro ortamda DNA'da
olusturduklari hasar tespit i¢in en fazla kullanilan
tekniklerden birisi SCE analizidir (11). SCE oranlari
yas, cinsiyet, sigara kullanimi, gesitli ilaglar, bazi kronik
hastaliklar ve kanserlerde degisiklik gdstermektedir
(10, 12-15). Bas-boyun kanserli hastalar Uzerinde
yapilan sitogenetik incelemelerde, SCE oranlarinin
kontrol grublarina gore arttig1 rapor edilmistir (10-14).
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Tablo 2. Doku Kiilttirii Sonucu Bulunan Kromozom Anomalileri
hastano  hiperdiploidi hipodiploidi poliploidi yapisal kromozom erken sentromer  sentromerik
(2n") (2n) (3n,4n,5n) anomalileri ayrilimasi assosiasyor
2 + + + + +
4 - + + + + +
8 - - + +
17 - + + + - +
2 - - + + +
28 + - +

Calismamizin amaci, bas-boyun yassi hucreli
kanseri tanisi konulmus hastalarda kromozom
anomalilerini  tespit etmek ve SCE oranlarini
saptayarak bu tip kanserlerin genetik temelini
incelemektir.

Materyal ve Metodlar

Bu calismaya Subat 1999 ile Aralik 1999 tarihleri
arasinda, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak
Burun Bogaz servisinde bas-boyun bdlgesi yassi
hiicreli kanseri tanisi konulmus olan 29'u erkek ve 3'U
kadin toplam 32 hasta dahil edilmistir. Hastalarin daha
once radyoterapi velveya kemoterapi almamis
olmalarina dikkat edilmistir.

Hastalarin yas, cinsiyet, kanser yerlesim vyeri,
meslekleri ve kanserin evresi 0zel bilgi formuna
kaydedilmistir. Hastalardan elde edilen SCE oranlarini
kiyaslamak icin 20 kisilik saglikli kontrol grubu da
¢alismaya dahil edilmistir.

Sitogenetik calisma igin, hastalardan alinan
heparinize vendz kan o6rnekleri, birisi standart
konvansiyonel, digeri SCE icin hazirlanan iki ayn kaltir
ortamina ekilerek lenfosit kultarl yapilmistir.

Yapilan iglemler kisaca agiklanacak olursa,
standart  konvansiyonel teknikte; RPMI-1640
besiyerine %20 fetal calf serumu, %2 fitohemagltinin
ve L-glutamin ilave edilerek hazirlanan kiltdr ortami, 5
ml'lik steril tUplere bdlinerek Gzerine 1 ml periferik kan
ornegi ilave edilmis ve 37°Clik etlivde 72 saatlik
inkubasyon yapilmistir.

SCE uygulamasinda ise yukarida hazirlanan ve

icerigi ayni olan 5 ml'lik kdltdr ortamina 10 Mk 5-
bromo-2-deoksilridin stok solisyonundan 0,1 ml
eklenerek ve isiktan korumak igin aliminyum folyo ile
sarilarak 37°C etivde 72 saatlik kulttr yapilmigtir. Her
iki kdltdrin sonlanmasindan 1,5 saat Once kdiltur
ortamina 10 pgr/ml'lik stok kolsemid sollisyonundan
0,1 ml ilave edilerek 72 saatlik kltir tamamlanmustir.
Daha sonra 0,075 M KCI solUsyonu ile hipotonik
uygulamasi ve takiben 3/1 oranindaki metanol/asetik

asit tespit solisyonu ile 3 kez pelletin yikanmasindan
sonra hazirlanan metafaz plaklari, Tripsin-Giemsa
boyamasi yapilarak her bir hastadan en az 20 farkli
metafaz pladi incelemeye alinmigtir (16). Elde edilen
SCE sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesinde olgu
sayisinin 30'dan az olmasi nedeniyle Mann-Whitney U
testi tercih edilmigtir.

Bu arada bas-boyun yassi hicreli kanseri tanisi
konulmus ve opere edilen hastalarin operasyon
materyalinden, steril sartlarda yaklasik 1x1 cm
blyUkliginde kanser dokusu alinarak tUmor hicre
kaltarl ve kromozom analizi yapilmistir.

Bu amacla alinan tumdr materyali steril ortamda
petri kabi icerisinde bisturi ile ¢ok klguk parcalara
ayrilarak kollajenaz uygulamasi yapilmis, daha sonra
bu materyal, Ham's F-10 besiyeri, fetal calf serumu, L-
Glutamin, antibiyotik, insulin, kolera toksini ve
epidermal growth faktdr ihtiva eden kiltir ortamina
alinarak 4 ayri flaskta, 37°C'lik sicakta %5 CO; iceren
etivde inklibe edildi. Haftada iki kez pasaj yapilan
kdltarler 3-6 hafta slreyle inklibe edildi. Mitoz oraninin
en yuksek oldugu dénemde, %1'lik kolsemid eklenerek
2 saat sonra kultire son verildi. Takiben flaska %
0.25'lik Tripsin-EDTA eklenerek flaskin tabanina
yapismis olan hucreler kaldinldi, hipotonik ve tespit
isleminden  sonra  Tripsin-Giemsa  boyamasi
sonrasinda kromozom analizi yapildi. Solid doku
kaltirinde, kontamine olarak gonderilen veya kultur
sirasinda kontaminasyon tespit edilen Orneklerin
klltarlerine son verilerek, bu olgular dederlendirme digl
birakildi.

Bulgular

Calismaya histopatolojik olarak bas-boyun bdélgesi
yass! hcreli kanseri tanisi konulmus olan 29'u erkek,
3'0 kadin toplam 32 hasta dahil edilmigtir. Hastalarin
yaslari 29 ile 80 yas arasinda degismektedir.
Hastalarin timor lokalizasyonu, timoér evresi ve
meslekleri tablo 1'de sunulmustur. Niks olgularda
primer tUmor hakkinda yeterli bilgi alinamadidi icin
tumor evrelendirilmesi yapilamamisgtir.
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Tablo 3. Periferik Kan Kiilttiriinde Bulunan Kromozom Anomalileri
hastano  hiperdiploidi hipodiploidi poliploidi  yapisal kromozom  erken sentromer sentromerik
(21r) (2rr) (3n4n,5n.) anomalileri ayrilmasi assosiasyon
1 + + + - + +
3 + + + - -
4 - + - + + -
5 - + + - - +
7 - - + + + +
8 - + + + + -
9 - + + - - +
10 - + + - + +
12 + + - + + +
1 3 - - + - - +
14 - + + - + -
15 - - + - + -
16 - + + - +
18 + + + - - -
19 - - + - - -
20 - + + + + +
2 1 - - + - + +
22 - - + - + +
23 - - - - + -
24 - - + - + -
26 - + - - + -
27 - + + - - +
28 - - + + - +
29 - + + - - +
30 + + + - - -
31 - - + - + +
32 - - + - + -

Hastalarimizin tUmoér lokalizasyonu ile sigara
aliskanh@ arasindaki iligki incelendiginde, 32 hastanin
22'sinde gunde yarim ile 3 paket arasinda degisen
miktarda ve 1 yil ile 50 yil sureli sigara kullanim
aliskanligi tespit edilmis ve 6zellikle 20 larinks kanserli
hastanin 15" inin (%75) sigara ictigi belirlenmisgtir.

Calismaya alinan hastalarin 22 tanesine tedavi
amagli cerrahi operasyon uygulanmis olup, bu
hastalarin kanser doku 6rneklerinden solid doku timor
kaltard cahsiimistir. Bu hastalarin sadece 6 tanesinden
kromozom analizi yapilabilmistir. Digerlerinde mantar
enfeksiyonu gelismesi, yodun kollajen birikimi, kultire
uygun doku elde edilememesi (nekroz dokusunun
yogun olmasi) ve bakteriyel kontaminasyon gelismesi
sonucunda kromozom analizi yapilamamistir. Doku
kaltdrl sonucu elde edilen metafaz plaklarinda en sik
poliploidilere rastlanmigtir. Ayrica hastalarin metafaz
pladi incelemesinde PCD (Premature Centromere
Division) ve sentromer assosiyasyonu gorinumlerinin
sikhgi dikkati cekmistir (Tablo 2).

Hastalarin periferik kan érnekleri tGzerinde yapilan
calismalarda, 27 hastanin kromozom analizi sonuglari

ile 30 hastanin SCE analiz sonuclari degerlendirmeye
alinmigtir. Diger hasta ornekleri kultir basarisizlid
nedeniyle dederlendirmeye alinmamistir.

Periferik kan kultlrl ve doku kultliri sonucunda
elde edilen kromozomlar yapisal ve sayisal anomali
acisindan degerlendiriimistir. Kanser sitogenetigi
calismalarinda sayisal veya yapisal kromozom
anomalisinin varligindan bahsedebilmek igin, bu
anomalinin en az iki farkl metafaz plaginda gortlmesi
gerekmektedir (17). Biz de calismamizda ayni hastaya
ait en az iki farkli metafaz plaginda gérdigumdiz ayni
tip anomaliyi pozitif olarak degerlendirdik.

Bu c¢alismada en sik rastladigimiz kromozom
anomalileri; incelenen 27 hastanin 23'Unde gorulen
poliploidi, 17 hastada gorilen erken sentromer
ayrilmasi ve 16 hastada gorulen hipodiploidi idi.
(Tablo 3).

Kanserli hastalarin periferik kanlarindan SCE
analizi igin ayrica ekim yapilarak kromozomlar elde
edilmig, ortalama 20 metafaz plagdi sayilarak hastalarin
SCE oranlari hesaplanmistir (Tablo 4).
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Tablo 4. Sigara icen ve igmeyen Kanserli Hastalardaki SCE Oranlari

hasta no sigara igenlerde SCE orani hasta no sigara icmeyenlerde SCE orani

2 17,25 1 10,65
3 10,43 7 10,50
4 9,74 8 10,70
5 15,50 10 11,45
6 13,40 12 10,67
9 11,30 20 10,61
11 13,20 26 9,72
13 12,70 27 10,25
14 11,30 30 9,80
15 14,80

16 10,18

17 9,25

18 12,40

19 11,66

21 11,72

22 14,68

23 11,28

24 13,72

25 12,44

29 13,16

32 10,68

ortalama 12,42 £2,02 ortalama 10,48 10,52

Hastalardan elde edilen SCE oranlan hastalarin
sigara kullanimina gére ayri ayri belirlenerek kontrol
grubu ile karsilagtirmigtir (Tablo 4).

Sigara igen kanserli hastalarda SCE orani 12,42 +
2,0 iken, sigara icmeyenlerde bu oran 10,48 + 0,52
olarak bulunmus olup, iki grup arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamhdir (Z = -2,693 P< 0,05).

Calismaya alinan hastalarin timinde SCE oranlan
11,84 £ 1,92 iken, kontrol grubunda bu oran 7,15 +
0,29 olarak saptanmistir. iki grup arasindaki fark
istatistiksel yonden anlamli bulunmustur (Z=-5,842
P<0,0001). Sigara icen kanserli hastalardaki SCE
oranlari ile kontrol grubu arasindaki farkin da oldukc¢a
anlamli oldugu bulunmustur (Z = -5,40 P<0,001).

Tartisma

Ulkemizde bas boyun kanserlerinin genetik
etiyolojisine  ybnelik c¢alismalar az sayidadir,
Bdlgemizde ise bu konuda daha dnceden yapilmis
bir calisma tespit edilememigtir. Olgu sayisi az
olmasina ragmen bu calisma bélgemizde yapilan ilk
calisma olmasi nedeniyle takip edecek calismalara
yardimci olacaktir.

Bas-boyun bolgesinde yodun bakteri florasi olmasi
ve kultur iglemleri sirasinda kontaminasyon
olusabilmesi nedeniyle literatiirle uyumlu oranlarda

bazi solid doku kultirlerinde basarisizlik olmustur (9,
18).

Bu calismada hastalarin kromozom analizinde
poliploidi ve hipodiploidi yapisindaki metafaziar fazla
oranda tespit edilmistir. TUmoér sitogenetiginde
poliploidik hlcrelere sik olarak rastlanir. Veltman ve
arkadasglari 20 bas-boyun yassi hicreli kanserli
hastanin 15'inde poliploidik hilcreler tespit etmistir
(19). EI-Naggar ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada
24 bag-boyun yassi hlcreli kanserli hastanin 15'inde
sayisal kromozom anomalileri saptanmistir (20).
Benzer baska calismalarda da degisik tipte sayisal
kromozom anomalileri rapor edilmistir (7-9, 21). Fakat
bizim ¢alismamiz da dahil olmak Uzere timoére 6zgu
bir  sayisal kromozom anomalisi ortaya
konulamamisgtir.

Calismamizda degisik tipte yapisal kromozom
anomalileri tespit edilmistir. Bunlar arasinda, marker
kromozomlar, minute ve double minute kromozomlar
ile erken sentromer ayrilmasi tespit edilmistir. Timdre
spesifik bir yapisal kromozom anomalisi tespit
edilememistir.

Akerwal ve arkadaslar 54 bas-boyun yassi hicreli
kanserli hastanin 14 (%23)'Gnde degisik yapisal
kromozom anomalilerini rapor etmiglerdir (18). Bas
boyun kanserleri Uizerine yapilan diger ¢alismalarda da
degisik tipte yapisal kromozom anomalileri bildirilmistir
(4,5, 7-9, 15, 22). Bu ¢alismalarda da timdre spesifik
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bir  yapisal kromozom  anomalisi

konulamamistir.

ortaya

Mutajen ve karsinojenierin DNA'da olusturduklari
hasari tespit icin en c¢ok kullanilan ve hassas
tekniklerden birisi de SCE analizidir (11). Literatirde
SCE oranlarnin yas, sigara aliskanligi, genotoksik
ajanlara maruz kalma, bazi kronik hastaliklar, genetik
hastaliklar ve cesitli kanser tlrlerinde arttigi rapor
edilmistir (10,12-15).

Calismamizda hastalarin SCE oranlari; sigara icen
ve icmeyenlerde ve genel olarak hesaplanmistir. Buna
gbre SCE oranlari sigara icenlerde 12,42 + 2,02,
sigara icmeyenlerde 10,48 + 0,52 olup, genel
ortalamada 11,84 £ 1,92 olarak bulunmustur. Bulunan
bu degerler kontrol grubu ( 7,15 % 0,29) ile
kargilastirlmis ve her grup igin aradaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (Z = -
5,842, P < 0,0001). Bu sonuglarimiz literatirle
uyumluluk géstermektedir (23).

Oral kanserlerde yapilan iki ayri galismada
hastalarin SCE oranlari kontrol grubuna goére yuksek
bulunmus olup, ¢alismamiza dahil edilen oral kanserli
hastalarda da SCE oranlari olduk¢ca yuksek
bulunmustur (13,14).

Sonu¢ olarak bas-boyun yassi hicreli kanser
hastalarinda sayisal velveya yapisal kromozom
anomalilerine sik olarak rastlanmaktadir. Sayisal
anomaliler icerisinde poliploidilerin sikhgi dikkati
cekmis olup, kanser turtne spesifik bir yapisal ve/veya
sayisal kromozom anomalisi tespit edilememistir. Bas-
boyun yassi hiicreli kanser hastalarinda SCE oranlari
kontrol grubuna gdre anlamli derecede yiksek
bulunmustur.

Bas-boyun yassi hicreli kanserlerinin genetik
etiyolojisini  sitogenetik acidan ortaya koymayi
amagclayan bu calismamizin, ileride olgu sayisi
artinlarak ve molekuler genetik ydntemlerle
desteklenerek surdurtuimesi gerektigini disunmekteyiz.
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