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BAS BOYUN KANSERLERI VE TEDAVi STRATEJILERININ HPV iLE
ILISKISININ IN VITRO ARASTIRILMASI

Doktora Tezi

} Ersoy DOCiAN
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
ONKOLOJI ANABILIM DALI

OZET

Amag: Bu ¢alismada HPV (+) ve HPV (-) olan bas boyun kanseri primer hiicre kiiltiirlerinde
radyoterapi ve kemoterapiye yanitin karsilastiriimas: ve HPV durumuna bagh olarak en uygun
tedavi modelinin belirlenmesi amaglanmigtir.

Yontem: Bas boyun kanseri tanisi almis olan 34 hastanin tiimorlerinden doku o6rnekleri
toplandi. Tiimorlii doku 6rneklerinden tek hiicre siispansiyonlari elde edilip %10 FBS, %1
penisilin/streptomisin, %1 L-glutamin ve %1 fungizon ilaveli RPMI 1640 ortaminda kiiltiire
edildi. Her hastanin primer hiicre kiiltiirii i¢in alt gruplar su sekilde tanimlandi: kontrol,
sisplatin, setuksimab, sisplatin + setuksimab kombinasyonu, kemoterapi gruplarinin 15 Gy
radyoterapili kombinasyonlar1 ve sadece radyoterapi. Hiicre proliferasyonu (BrdU), DNA
hasar1 (H2AX) ve apoptoz (PARP) diizeyleri 24 saatlik inkiibasyonun ardindan akim sitometri
ile analiz edildi. HPV Tip 16 ve Tip 18 durumlar1 da gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (RT PCR) ile degerlendirildi. Veriler hastalarin klinik bulgulart ile birlikte
istatistiksel olarak degerlendirildi.

Bulgular: 24 erkek ve 10 kadin, ortalama yas ortalamasi 58,33 (23-80) olan bir olgu serisi ile
calisildi. Timor yerlesimi 10 olguda oral kavite, 4 olguda orofarenks, 14 olguda larenks ve 6
olguda hipofarenks idi. 5 olguda HPV Tip 16 pozitif tespit edildi (%14,7). Istatistiksel
degerlendirme sonucunda in vitro sisplatin, setuksimab, sisplatin + setuksimab kombinasyonu
ve bu gruplarin 15 Gy radyoterapili kombinasyonlarinin verildigi hiicrelerde DNA hasari, hiicre
proliferasyonu ve apoptoz agisindan HPV (+) ve HPV (-) olgular arasinda anlamli bir fark
goriilmedi (p>0,05). Tek basina 15 Gy radyoterapi verilen alt grupta, hiicre proliferasyon
indeksi, apoptoz ve DNA hasarli hiicre ylizdelerinde HPV (+) ve (-) olgular arasinda istatistiksel
anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05). HPV (-) olan olgularin tiimdr hiicrelerinde radyoterapi
tek basina daha fazla hiicre 6liimii, apoptoz ve DNA hasarina neden oldu.

Sonuc: Bu in vitro ¢alismada bas boyun kanserlerinin primer hiicre kiiltiirlinde HPV (+) ve
HPV (-) olgular arasindaki kemoterapi ve radyoterapi duyarlilig1 proliferasyon (BrdU), DNA
hasar1 (H2AX) ve apoptoz (PARP) analizleri ile degerlendirildi. Bulgularimiz sisplatin ve
setuksimabin her iki gruba da ek bir etkisinin olmadigin1 ve radyoterapinin HPV (-) olgularda
daha fazla etkin oldugunu gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Bas koyun kanseri, HPV, Tedavi stratejileri, Hiicre kiiltiirti,
Radyoterapi, Kemoterapi
Tezin sayfa adedi: 93

Damisman: Prof. Dr. ilhan Oztop
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IN VITRO EVALUATION OF HEAD AND NECK CANCERS AND THE
RELATIONSHIiP OF TREATMENT STRATEGIES WiTH HPV

DOCTORAL THESIS

_Ersoy DOGAN
DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCE INSTITUTE

DEPARTMENT OF ONCOLOGY

ABSTRACT

Aim: To compare the treatment responses of primary cell cultures of HPV positive and HPV
negative head and neck cancers to radiotheraphy and chemotheraphy and to determine the
optimal treatment modality depending on the HPV status of the tumor.

Method: Tumor resection samples were obtained from 34 patients with head and neck cancer.
Single cell suspensions were acquired from tumor samples and cultivated in RPMI 1640
medium supplemented with 10% FBS, %1 penicillin/streptomycin, 1% L-glutamine and 1%
fungisomel. The subgroups were planned for each patient’s primary cell culture as control,
cisplatin, cetuximab, combination of cisplatin +cetuximab and their 15 Gy radiotherapy
combinations. Cell proliferation (BrdU), DNA damage (H2AX) and apoptosis (PARP) levels
were analyzed after 24 hours by flow cytometry. Expression of HPV 16 and 18 was also
detected by Real time PCR. Data was statistically analyzed considering clinical outcomes of
patients.

Results: There were 24 male and 10 female patients with a mean age of 58.44 (23-80). Tumor
localisation was oral cavity in 10 patients, oropharynx in 4 patients, larynx in 14 patients and
hypopharynx in six patients. HPV 16 was positive in 5 cases (14.7%). In vitro evaluation of
cytotoxic, apoptotic and DNA damage among HPV 16 positive and negative cases did not show
statistically significant difference in cisplatin, cetuximab, combination of cisplatin and
cetuximab and their 15 Gy radiotherapy combinations (p>0.05). There was statistically
significant difference for cell proliferetion index, apoptosis and DNA damaged cell percentages
among HPV 16 positive and negative cases in 15 Gy radiotherapy alone group. Radiotherapy
alone caused more cell death, apoptosis and DNA damage in tumor cells of HPV negative
group.

Conclusion: In this in vitro study, chemotherapy and radiotherapy sensitivity of primary cancer
cell culture of head and neck cancers were analysed and compared among HPV positive and
negative cases by proliferation (BrdU), DNA damage (H2AX) and apoptosis (PARP) methods.
Our results indicate that cisplatin and cetuximab did not have an additional effect in both groups
and radiotherapy was found to be more effective in HPV negative cases.

Keywords: Head and neck cancer, HPV, Treatment strategies, Cell culture, Radiotherapy,
Chemotherapy

Page number: 93

Adyvisor: Prof Ilhan Oztop



1. GIRIS VE AMAC
1.1. Problemin Tanimi

Bas boyun kanserleri (BBK) diinyada en sik gdriilen altinci kanser ¢esidi olup
tiim kanserlerin yaklagik %5’ini olusturmaktadir (1-3). BBK nin biiyiik ¢ogunlugu tist
sindirim ve solunum yolu mukozasindan kaynaklanan skuamoz hiicreli kanserlerdir ve
bas boyun skuaméz  hiicreli karsinomu (BBSHK) olarak adlandirilir.
Adenokarsinomlar, tiikrilk bezi tiimorleri ve mezenkimal tiimorler daha az
goriilmektedir. BBK’nin goriilme sikliklar1 kaynaklandiklari alt anatomik bolgeye
(oral kavite, larenks, nazofarenks, orofarenks, hipofarenks, burun ve paranazal
siniisler, tiikriik bezleri) gére cografi farkliliklar gostermektedir. Insidansinda diinya
genelinde artis s6z konusudur. Ulkemizde primer lezyonun bulundugu bdlgeye gore
goriilme siklig1 sirasiyla larenks, oral kavite, nazofarenks hipofarenks, orofarenks,
burun ve paranazal siniizler olarak siralanmaktadir (4). ilerlemis cerrahi tekniklere ve
gelistirilmis kombine kemoradyoterapi (KRT) uygulamalarima karsin hastalik
prognozunda 6nemli bir gelisme heniiz elde edilememistir. BBK nin yiiksek olgiide
yasam tarzina, 6zellikle sigara ve alkol tiiketimine bagli oldugu bilinmektedir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalarda Human Papilloma Viriis (HPV) ile iliskili kanserlerde
artis oldugu tespit edilmistir ve HPV, BBK gelisiminde 6nemli bir risk faktorii olarak
kabul edilmektedir (2). Dairesel, zarfsiz, ¢ift zincirli bir DNA viriisii olan HPV’nin
yaklagsik 150 alt tipi raporlanmigtir. Alman virolog Dr. Harald Zur Hauzen 2008 yilinda
HPV ve servikal kanser iligkisini aydinlatarak Nobel Odiiliinii kazanmistir (5,6). HPV,
ozelikle de HPV Tip 16, BBK gelisiminde 6nemli bir onkojenik faktor olarak
goriilmektedir. Ozellikle orofarenks kanserlerinde olmak iizere BBK lerde giderek
artan oranda HPV pozitifligi tespit edilmektedir (7). Bu nedenle, ¢esitli ¢aligmalarda
HPV (+) timoér hiicrelerinin klinik ve molekiiler davranisi arastirilmis, HPV (+)
timorlere karsi spesifik tedavi yontemlerinin gelistirilmesi amaclanmistir. Buna
karsin, halihazirda HPV (+) BBK ig¢in spesifik olarak uygulanan tedavi modalitesi

bulunmamaktadir (8).

HPYV iligkili BBK klinik ve molekiiler 6zellikler agisindan sigara ve alkol ile
iligkili kanserlerden farklidir (7,9). Bu farkliliklarin tedaviye verilen cevabi ve
prognozu anlamli derecede etkiledigi disiiniilmektedir. Uygulanan tedavi
modalitesinden bagimsiz olarak HPV (+) BBK’nin daha iyi prognoza sahip oldugu
gosterilmistir (7,8,10).



Daha yogun tedavi modalitelerinin uygulanmasi, hastalik prognozunu
iyilestirmede ve yasam siiresini uzatmada en 6nemli strateji olarak kabul edilmektedir.
Buna karsin uygulanan tedavinin yogunlastirilmasiyla ortaya cikan toksik etkiler
hastalarin  tedaviyi tolere edebilmelerini giiclestirmekte, tedaviden beklenen
sonuclarin alinamamasina yol agmaktadir. Giiniimiizde HPV (+) ve HPV (-) BBK i¢in
uygulanan tedavi yontemlerinde farklilik bulunmamaktadir (8,11). Bununla birlikte
her iki kanser grubunun farkli klinik ve molekiiler 6zelliklere sahip olmasi, iki gruba
uygulanacak tedavi sekli ve yogunlugunun farkli olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
amagla yapilan ¢aligmalarda daha diisiik dozlarda KRT kullanilip hastalarin yasam
kalitesini artirabilecek ya da KRT etkinligini artirabilecek HPV’ye spesifik tedavi
yontemlerinin bulunmasi amaglanmistir (8). Yapilan calismalarda HPV (+) kanserlerin
tan1 aninda daha yiiksek klinik evre ve servikal lenf nodu metastazina sahip olmalarina
karsin hastalik prognozunun ve tedaviye verdikleri cevabin HPV (-) kanserlere kiyasla
daha iyi oldugu gosterilmistir (12-17). Bu durumunun nedenini ortaya koymak
amaciyla yapilan ¢alismalarda hayvan modelleri ve in vitro hiicre hatlart kullanilmig
olsa da HPV (+) ve HPV (-) taze tiimdr dokularindan elde edilmis primer hiicre
kiiltiirlerinde farkl tedavi etkinliklerini karsilastiran bu ¢alismadan 6nce yapilmis bir

caligma bulunmamaktadir (18-22).

Yeni tedavi stratejilerinin klinik uygulamaya ge¢cmeden 6nce, etkinliklerinin
preklinik olarak gdsterilmesi amaciyla hiicre hatlar1 siklikla kullanilmaktadir. Buna
karsin bu preklinik ¢aligmalar sinirli sayida mevcut olan hiicre hatlar1 iizerinde
yapilmaktadir. Hiicre hatlarmin tiim hastalardan elde edilmemesi ve farkli tedavi
yontemlerinin ayni hiicre hatti izerinde ¢alisilmasi, hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan
preklinik calisamalarin etkinligini sinirlamaktadir. Bu nedenle, giiniimiizde taze tiimor
dokularindan yapilan kanser hiicre kiiltiirleri preklinik ¢aligmalarda giderek artan

siklikla kullanilmaya baslanmistir (8,23,24).



1.2. Arastirmanin Amaci

Bu ¢aligmada, hastalardan elde edilen taze tiimor dokular: hiicre kiiltiirlerinde
iiretilmistir. Hiicre kiiltiirlerinde tiretilen HPV (+) ve HPV (-) BBK ig¢in radyoterapi
(RT) ve kemoterapi (KT) uygulanmis, tedavilerin tek basina ya da kombine etkileri in
vitro test edilmistir. Literatiirde BBK ile ilgili hiicre kiiltiirii izerinde yapilmis olan,
prospektif bir calisma bulunmamaktadir. Bu c¢alisma, BBK’lerde uygulanmasi
planlanan yeni tedavi stratejilerinin preklinik olarak hiicre kiiltiirlerinde test edilmesi

ve gelistirilmesi i¢in daha sonraki ¢aligmalara 151k tutacaktir.

1.3. Arastirma Soru ve Hipotezleri
Bu aragtirmanin ana hipotezi, BBK’nin RT ve KT ye verdigi yanitin timdriin
HPV (+) ya da HPV (-) olmasina gore farkli olacagidir. Buna dayanarak arastirmada

su sorularin yanitlart aranmistir:

1. HPV durumuna gére BBK’nin RT uygulamasi sonrast canlilik diizeyi nasil
degismektedir?

2. HPV durumuna goére BBK’nin RT uygulamasi sonrast DNA hasar1 nasil
degismektedir?

3. HPV durumuna goére BBK’nin RT uygulamasi sonrast DNA hasar iligkili
apoptoz diizeyi nasil degismektedir?

4. HPV durumuna gére BBK’nin sisplatin uygulamasi sonrasi canlilik diizeyi
nasil degigsmektedir?

5. HPV durumuna gére BBK nin sisplatin uygulamasi sonras1t DNA hasar1 nasil
degismektedir?

6. HPV durumuna gére BBK nin sisplatin uygulamasi sonras1t DNA hasart iligkili
apoptoz diizeyi nasil degismektedir?

7. HPV durumuna gére BBK’nin setuksimab uygulamasi sonrasi canlilik diizeyi
nasil degigsmektedir?

8. HPV durumuna gére BBK’nin setuksimab uygulamasi sonrast DNA hasari
nasil degigsmektedir?

9. HPV durumuna gére BBK’nin setuksimab uygulamasi sonrast DNA hasar1
iliskili apoptoz diizeyi nasil degismektedir?

10. HPV durumuna gére BBK’nin sisplatin + setuksimab uygulamasi sonrasi

canlilik diizeyi nasil degigsmektedir?



11. HPV durumuna gére BBK ’nin sisplatin + setuksimab uygulamasi sonrasit DNA
hasar1 nasil degismektedir?

12. HPV durumuna gére BBK ’nin sisplatin + setuksimab uygulamasi sonrasit DNA
hasart iliskili apoptoz diizeyi nasil degismektedir?

13. HPV durumuna gére BBK nin, sisplatin, setuksimab ve sisplatin + setuksimab
uygulamalarinin RT ile kombinasyonu sonrasi canlilik diizeyi, DNA hasar1 ve

DNA hasar iligkili apoptoz diizeyi nasil degismektedir?

2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bas Boyun Kanserlerinin Tanim

BBSHK, iist sindirim ve solunum yolu mukozasini ihtiva eden oral kavite,
orofarenks, nazofarenks, larenks, hipofarenks, burun ve burun boslugu gibi anatomik
yapilardan kaynaklanmaktadir. Hastaligin yerlesim yerine gore epidemiyoloji,
etiyoloji ve tedavi anlaminda farkliliklar gdstermektedir (1,3). Diinyadaki tiim
kanserler goz Oniine alindiginda en sik altinci sirada goriilmektedir. Tiim vakalarin
yaklasik % 6'sin1 olusturur ve kanserden oliimlerin yaklasik % 1-2' sinden sorumludur
(3,25,26). Farkl alt bolgelerde ortaya ¢ikan BBK’de tedaviler standart olmayip ayn
bolgede ortaya ¢ikan ama fakli evredeki kanserlerde bile farkli tedaviler
uygulanabilmektedir. Bu nedenle, tedavi planlamasi multidisipliner olarak
yapilmalidir. Tedavi sonrasit donemde hastalarda ortaya ¢ikabilen konusma, yutma,
beslenme gibi fonksiyonel ya da estetik bozukluklar géz oniinde bulundurulmali,
hastalar rehabilitasyon programina alinmalidir.

BBSHK igin iki onemli risk faktorii tiitiin ve alkol kullanimidir (27). Son
yillarda ise HPV, ozellikle de HPV tip 16 ile enfeksiyonun, basta orofarenks kanseri
olmak tlizere BBSHK patogenezinde rol oynadigi ortaya ¢ikmistir (28-31). HPV ile
iliskili orofarenks kanserlerinin, HPV ile iligkisiz kanserlere kiyasla daha iyi prognoza
sahip olmasi nedeniyle, HPV (+) kanserlerin farkli bir klinik ve biyolojik tiimdri
temsil ettigi kabul edilmektedir (13,31,33). HPV (+) kanserler daha geng yastaki
hastalarda ortaya ¢ikar, RT ve KT’ye daha duyarhidirlar. Bu nedenle HPV (+)
kanserlerin tedavisinde morbiditenin daha az olmasi i¢in cerrahiden daha ¢ok KRT
kullanilmaktadir (24,32). HPV (+) kanserlerin prognozunun daha iyi olmasi nedeniyle,
son yillardaki ¢aligmalarda daha az yogun tedavi modalitelerinin kullanilip tedaviye

bagli morbiditenin azaltilip azaltilamayacagini arastirilmaktadir (34-36).



2.2. Bas Boyun Kanserlerinin Epidemiyolojisi

Diinyada goriilen tiim kanserler igerisinde tiroid bezi kaynakli tiimorler hari¢
tutuldugunda BBK 6. sirada yer almaktadir (1-3). BBK’lerin ¢ogunlugu (%90), iist
sindirim ve solunum yolu mukozasindan kaynaklanan skuamdz hiicreli kanserdir ve
BBSHK olarak adlandirilir. BBSHK insidansinda ve anatomik alt bolgelere gore
goriilme sikliginda cografi farkliliklar vardir. Bu farklilik; ¢evresel kanserojenlere
maruziyet, alkol ve sigara kullanimi ve HPV insidanst gibi faktorlerle yakindan
iliskilidir (2,5,7).

Epidemiyolojik olarak, BBK’nin son on yilda bas boyun kanserinin kiiresel
insidansinda 6nemli bir artis olmustur (37,38). Su anda, diinya c¢apinda her yil
650.000'den fazla yeni bas boyun kanseri vakasi teshis edilmektedir ve bunlarin
insidans1 gelismekte olan tilkelerde artmaktadir (2,3,39). Genel olarak, BBK siyah
Afrikalilar1 beyaz irktan daha geng¢ yasta etkiliyor gibi goriinmektedir (39,40).
Erkekler kadinlardan ¢ok daha sik etkilenir (2,39,40).

BBSHK ’nin alt bolgelerinde goriilme sikliklar: cografi farkliliklar gosterse de
tiim diinyada en sik oral kavite tiimdrleri goriilmektedir (3). Ulkemiz ise BBK siklig1
acisindan diinyanin diger bolgelerinden farklidir. Saghk Bakanligi Kanser Daire
Bagkanligi’'nin 2015 verilerine gore Tiirkiye’de en sik goriilen BBSHK; larenks
kanseridir. Larenks kanseri Tiirkiye’de erkeklerde tiim kanserler igerisinde 7. siklikta
goriiliir ve insidansi her 100.000 kiside 7°dir (4). Diinya genelinde, 1990'dan 2017'ye
kadar, larenks ve nazofarenks kanserlerinin insidansinin azaldigi, orofarenks,
hipofarenks ve oral kavite kanseri insidansinin ise arttig1 goriilmektedir. Giiney Asya,
en yiiksek BBK insidans oranina sahip olup, onu Avrupa, Kuzey Amerika ve
Avustralya izlemektedir. BBK gelisiminde halen tiitiin ve alkol ana risk faktorleri
olmaya devam etmektedir. Bununla birlikte HPV’ye bagli ortaya cikan kanser
oraninin, etnik kdkene, lilkeye ve tiitiin kullanim yayginligina gore degismekle birlikte
biiylik olgiide arttigr goriilmektedir (2,7). Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD)
HPV'ye atfedilen orofarenks kanseri sayisinin sigara kullanimina bagl ortaya ¢ikan
larenks kanseri gibi diger BBK’lerden daha fazla oldugu bilinmektedir (7). Bu nedenle
BBK gelisimini Onlemek i¢in bir¢ok iilkede HPV asis1i giderek artan sayida
onerilmektedir. Bu etiyolojik faktorlerin disinda baz1 meslek gruplari da, yiiksek BBK

riskiyle iligkilidir. Meyve ve sebze tiiketiminin BBK'ye karst koruyucu etkisinin



oldugu bildirilmektedir (41). Tiim bu etiyolojik nedenler géz dniine alindiginda, BBK
insidansini azaltmak igin, tiitiin kullaniminin ve alkol tiiketiminin azaltilmas1 ve HPV
astlama kapsaminin genigletilmesi en Onemli hedeftir. Meslekte kanserojenlerin
azaltilmasi, iscilerin kanserojen maruziyetlerinden korunmasi, daha iyi beslenme
egitimi ve meyve ve sebzelere kolay ve uygun maliyetli erisim, BBK insidansin
azalmasina katkida bulunabilir (41,42).

2.3. Bas Boyun Kanseri Tipleri
BBSHK, bas boyun bdlgesinde yerlestikleri alana gore adlandirilmaktadir.
Buna gore 6 ana tip BBK bulunur. Bunlar larenks, oral kavite, nazofarenks, orofarenks,

hipofarenks ve burun boslugu ve siniis kanserleridir. (Sekil 1).
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Sekil 1. Yerlesim yerine gore bag boyun kanserleri



2.3.1. Larenks Kanseri

Larenks boyun orta boliimiinde, yutak ile trakea arasinda yerlesen organdir.
Larenksin 3 temel gorevi vardir. Bunlar; beslenme sirasinda aspirasyonun dnlenmesi,
ses Uiretimi ve nefes almadir. Larenks anatomik olarak supraglottis, glottis ve subglottis
olarak adlandirilan 3 alt boliime ayrilir. Larenks kanserleri her ti¢ bolgede ayr1 olarak
ortaya ¢ikabilecegi gibi tiimor birden fazla alt bolgeyi de tutabilir. Larenks kanserleri
icin en Onemli risk faktorii tiitlin kullanimidir (9). Larenks kanserlerinde tedavi
kanserin yerlestigi alan ve evresi goz Oniine alinarak planlanir. Primer tedavi
secenekleri arasinda cerrahi ve RT bulunur. RT daha ¢ok erken evre glottik larenks
kanserlerinde primer tedavi olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, total
larenjektomi yapilmasi gereken bazi hastalarda organ koruma amaciyla, komorbid
hastaliklar1 nedeniyle cerrahiye uygun olmayan ya da cerrahi tedavi olmak istemeyen
hastalarda da kullanilabilir. RT nin diger kullanim alani ise tek basma ya da KT ile
birlikte cerrahi sonrasi adjuvant tedavilerdir.

Glinlimiizde larenks kanserlerinin cerrahi tedavisinde 1i¢ secenek
bulunmaktadir. Bunlar, transoral cerrahiler, agik parsiyel larenjektomiler ve total
larenjektomidir. Bu cerrahilerin kapsami arttikga yastan bagimsiz olarak
komplikasyon oranlar artar, sagkalim oranlar1 ise azalir (43).

Transoral cerrahiler genellikle erken evre kanserlerde uygulanmaktadir ve
trakeotomi, nazogastrik beslenme gibi ek morbidite getirecek islemlere gerek
duyulmaz. Bu durum ek komorbid hastaliklar1 olan hastalarda iyi tolere edilir. Ayrica
ozellikle glottik erken evre kanserlerde lenf nodu metastaz riskinin diisiik olmasi
nedeniyle boyun diseksiyonuna gerek duyulmamaktadir.

Ancak agik parsiyel cerrahilerde genellikle trakeotomi uygulanir. Sesin
olusumuna katilan larengeal yapilar hasar goriir. Ek olarak bu cerrahilerde yutma
fonksiyonunu saglayan ve aspirasyonu engelleyen larengeal kaslar kesilir. Bu nedenle
konusma, yutma ve aspirasyonu engelleme iglevleri ciddi oranda etkilenir. Bu nedenle
bu hastalarin uzun siire konugsma ve yutma terapileri almalar1 gerekmektedir. Ancak
akciger rezervi, rehabilitasyona uyum yasla birlikte azaldig1 i¢in bu cerrahiler ileri yas
hastalarda yiiz giildiiriicii olmayabilir. Aspirasyon pndmonisi bu hastalarda en
korkulan komplikasyonlardan biridir. Parsiyel agik cerrahilerde hasta se¢imi; motive
olmus hasta ve hasta yakininin olmasi, hastanin uzun rehabilitasyon siirecine uyumlu
mental durumunun olmasi, yaygin parankim hasari olmayan iyi akciger rezervinin

varlig1 gibi durumlara baghdir (44).



2.3.2. Oral Kavite Kanseri

Oral kavite kanserleri siklikla sigara icen, ileri yasli ve erkek hastalarda
goriilmektedir. Tan1 aninda hastalarin yarisinin 65 yas ve iizerinde, yaklasik %
22’sinin ise 75 yas ve lizerinde oldugu belirtilmektedir (45). Oral kavite kanserleri i¢in
en onemli risk faktorleri tiitiin ve alkol kullanimidir. Bunlara ek olarak HPV de risk
faktorleri arasinda yer almaktadir. Oral kavite kanserleri dudak, dil, gingiva, agiz
tabani, retromolar trigon, bukkal mukoza ve sert damaktan kaynaklanmaktadir. Oral
kavite kanserlerinde mutlak kontrendikasyon bulunmadik¢a tedavi olarak cerrahi
tercih edilmelidir. Primer RT ya da KRT, cerrahiye kiyasla lokal ve bolgesel hastalik
kontrolii agisindan daha az basariya sahiptir (45,46). RT ya da KRT sonras1 basarisizlik
durumunda lokal ve bolgesel kontrolsiiz hastalik tablosu ortaya g¢ikabilmekte, bu
hastalar ilerleyici agr1 ile birlikte estetik ve fonksiyonel kayiplar nedeniyle hayatlarinin
geriye kalan boliimlerinde ciddi sikintilar yasayabilmektedirler. Bu nedenle, cerrahi
dis1 tedavi basarisizlig1 sonrasi ortaya ¢ikabilecek kontrolsiiz lokal ve bolgesel hastalik
riskine karsin hastalarda anestezi ve cerrahiye ait riskler g6z oniine alinarak cerrahi

rezeksiyonlar miimkiin oldugunca uygulanmalidir.

2.3.3. Nazofarenks Kanseri

Nazofarenks burun boslugunun arka kisminda yer alan, burun boslugu ve
yutagin iist kismini birlestiren bir gecis alanidir. Kafa tabani, boyun omurlari, sfenoid
sinlis ve Ostaki tiipii gibi Onemli yapilarla komsudur. Nazofarenks kanserleri
tilkemizde tiroid, girtlak ve oral kavite kanserlerinden sonra en sik goriilen BBK dir.
En 6nemli risk faktorii genetik iken Epstein Barr Virts, tuzlanmis gida tiiketimi, sigara
ve alkol kullanimi ¢evresel risk faktorleridir. Nazofarenks kanserleri en sik 30-60 yas
araliginda ve daha c¢ok erkeklerde goriiliir. Nazofarenks kanserlerinde tedavi
planlamas1 kanserin evresi ve ¢evre yapilara yayilimi goz Oniine alinarak yapilir.
Nazofarenks kanseri, epidemiyolojisi ve cografi dagilimi nedeniyle diger BBK’den
farklidir. RT ya da KRT bu bolgenin kanserleri icin standart tedavi yontemidir (47).
Primer tedavi olarak cerrahi bu hastalar i¢in yapilmamaktadir. Nazofarenkse ulagim
giicliikleri nedeniyle cerrahi tedavi sadece lokal ya da bolgesel niikks durumunda

giindeme gelebilir.



2.3.4. Orofarenks Kanseri
Orofarenks, oral kavitenin gerisinde nazofarenks ve larenks arasinda bulunan
alandir. Orofarenks kanserleri yumusak damak, uvula, dil kokii, palatin tonsillar ve
farenks arka duvarindan kaynaklanir. Diinyada orofarenks kanserleri HPV
enfeksiyonunun yayginlagmasi ile 6zellikle son yillarda dramatik olarak artmaktadir.
Orofarenks kanserlerinin tedavisinde dnceki yillarda, agresif cerrahiler uygulanmistir.
Bu cerrahilerin hastalar i¢in dezavantajlari; trakeotomi gereksiniminin olmasi,
konusma, ¢igneme ve yutma fonksiyonlarinin etkilenmesi ve olasi nazogastrik ya da
gastrostomi tiipii bagimliligidir. Tedaviye postoperatif RT eklenmesi durumunda
morbidite ve mortalite riski daha da artmaktadir. Son yillarda KT ve RT alanlarindaki
geligsmeler organ koruyucu tedavilerin daha ¢ok popiilarize olmasini saglamistir.
HPV (+) hastalarin genel ve hastaliga 6zgii sagkalimlar1 HPV (-) olanlara
gore daha yiiksek iken lokal ve bolgesel niiks oranlar1 ise daha disiiktiir (7,8). Bu
alanda yapilan ¢aligsmalarin 15181nda, giiniimiizde HPV (+) hastalarin tedavisinde KRT,

HPV (-) hastalarin tedavisinde ise cerrahi 6n plana alinmaktadir.

2.3.5. Hipofarenks Kanseri

Hipofarenks, larenksi yanlardan ve arkadan cevreleyen alan olup temel
fonksiyonu yutmanin saglanmasidir. Hipofarenks alt bolgelerini larenksin her iki
yaninda bulunan priform siniisler, postkrikoid alan ve posterior farengeal duvar
olusturur. Hipofarenks kanserleri en sik priform siniislerden kaynaklanir. Baglica risk
faktorleri tiitlin ve alkol kullanimidir. Bununla birlikte sigara kullanmayan ve anemisi
olan kadin hastalarda da goriilebilir. Uzun yillar boyunca hipofarenks kanserlerinin
tedavisi i¢in total larengofarenjetomi ile birlikte adjuvan RT uygulanmistir. Ancak
organ koruma protokollerinin orta ¢ikmasi ve KT ve RT’ deki gelismeler neticesinde
cerrahi tedaviler daha az uygulanmaya, cerrahi tedavi dis1 modaliteler daha popiiler
olmaya baglamistir (48). Ancak Ozellikle erken evre tiimorlerde larenks
fonksiyonlarimi1 koruyan transoral lazer ve robotik cerrahi gibi organ koruyucu
cerrahiler de hipofarenks kanserlerinin tedavisinde kullanilmaktadir. Radikal ya da
acik cerrahiler daha ¢ok ekstralarengeal tlimoral uzanimi olan hastalarda ya da KRT

sonras1 kurtarma cerrahileri i¢in uygulanmaya baslanmistir (48).



2.3.6. Burun Boslugu ve Siniis Kanseri:

Bu bolgenin tiimorleri olduk¢a nadir goriiliir ve tiim BBK’lerinin % 3’linii
olusturur (49). Risk faktorleri arasinda yas, alkol ve sigara kullanimi, ¢cevresel faktorler
ve HPV enfeksiyonu bulunmaktadir. Cogunlukta nazal kavite ve maksiler siniisten
kaynaklanir. Genellikle tan1 konuldugunda ileri evrededir ve 5 yillik sagkalim oranlari
% 30-40’t1r (50). Bu tiimorlerin altin standart tedavisi cerrahidir. Erken evre sinonazal
kanserlerde cerrahi yeterli iken ileri evrede tedaviye adjuvan RT eklenir. Tan1 aninda
intrakranial uzanimi olan, karotis tutulumu olan, rezektabl olmayan tiimoérlerde

indiiksiyon KT ile tedaviye baslanabilir (49).

2.4. Bas Boyun Kanserlerinde Tedavi

En iyi tedavi planlamasi, tedavi sonrasi yanitin degerlendirilmesi ve hasta
takibi icin multidisipliner bir yaklagima ihtiya¢ vardir. Ekipte cerrahlar, radyasyon
onkologlari, medikal onkologlar, patologlar, radyoloji uzmanlari, niikleer tip
uzmanlari, konusma ve yutma patologlari, diyetisyenler gibi farkli branslardan
uzmanlar yer almahdir. Yapilan bir ¢aligmada, multidisipliner tiimér konseyinin,
ozellikle yeni tan1 almis bas boyun kanserli hastalarda tani ve tedavi kararlarini nemli

derecede etkiledigi bildirilmistir (51).

2.4.1. Cerrahi Tedavi

2.4.1.1. Primer Tiimor Rezeksiyonu

RT uygulanmaya baslamadan 6nce, cerrahi bas boyun kanseri hastalar1 i¢in tek
tedavi yontemi olarak kullanilirken RT nin kullanilmaya baslamasiyla cerrahi yerine
RT &nerilmeye baslanmistir (52). Ilerleyen zamanlarda iki tedavi yontemi kombine
olarak birlikte kullanilmaya baslanmistir (53). Zaman igerisinde kanserin cerrahi
rezeksiyonunu takiben ortaya c¢ikan fonksiyonel ve kozmetik bozukluklari en aza
indirmek amaciyla teknolojik gelismeler ve yeni cerrahi teknikler ortaya ¢ikmistir
(54,55). Kanser tedavisinde daha az invaziv tedavi modaliteleri ile daha iyi hastalik
prognozu elde edilebilmistir. (56). Yine benzer sekilde kanser rezeksiyonu sonucunda
ortaya ¢ikan organ ve fonksiyon kayiplarmin oniine gecebilmek amaciyla cerrahi
yerine RT ya da RT ile birlikte KT nin kullanildig1 organ koruma protokolleri
poplilerite kazanmaistir.

Oral kavite kanserlerinde cerrahi hala ana tedavi segenegidir ve mutlak
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kontrendikasyon bulunmadikga tedavi olarak cerrahi tercih edilmelidir. Primer RT ya
da KRT, cerrahiye kiyasla lokal ve bdlgesel hastalik kontrolii acisindan daha az
bagariya sahiptir (57,58). RT ya da KRT sonrasi basarisizlik durumunda lokal ve
bolgesel kontrolsiiz hastalik tablosu ortaya ¢ikabilmekte, bu hastalar ilerleyici agr1 ile
birlikte estetik ve fonksiyonel kayiplar nedeniyle hayatlarinin geriye kalan
boliimlerinde ciddi sikintilar yasayabilmektedirler (58). Bu nedenle, cerrahi dis1 tedavi
basarisizlig1 sonrasi ortaya ¢ikabilecek kontrolsiiz lokal ve bolgesel hastalik riskine
karsin hastalarda anestezi ve cerrahiye ait riskler g6z oniine alinarak agresif cerrahi
rezeksiyonlar miimkiin oldugunca uygulanmalidir. Cerrahi rezeksiyon uygulanan
hastalarin postoperatif donemde kozmetik ve fonksiyonel agidan yasam kalitelerinin
artirilmas1 amactyla uygun rekonstriiksiyon yontemlerinin kullanilmasi da 6nemlidir
(59).

2000’11 y1llarda lazerin ve robotik cerrahinin uygulamaya ge¢cmesiyle orofarenks
kanserlerinin tedavisinde transoral cerrahiler popiilarize olmaya baslamistir. HPV (+)
hastalarin genel ve hastaliga 6zgii sagkalimlart HPV (-) olanlara gore daha yiiksek iken
lokal ve bolgesel niiks oranlari ise daha diistiktiir (8,13). Bu ¢alismalarin 1s181nda, HPV
(+) hastalarda KRT, HPV (-) hastalarda ise cerrahi 6n plana almabilir. Acik
cerrahilerde tiimore ulasim icin mandibulotomi, yutma ve ¢igneme kaslarinin
boliinmesi gibi morbiditesi yiiksek olan islemler uygulanabilmektedir. Cigneme,
yutma, konusma gibi islemlerin temel yapisi olan kaslarin kesilmesi hastalarda hem
postoperatif beslenmeyi hem de iyilesmeyi kotii etkiler. Bu nedenle agik cerrahiler
sonrasi estetik, fonksiyonel ve yasam kalitesi sonuglar1 diger tedavi yontemlerine gore
daha kotidiir (13). Ancak ozellikle erken evre orofarenks kanserlerinde transoral
cerrahiler, onkolojik prensiplerden 6diin vermeden agik cerrahi ile iliskili morbiditeyi
belirgin sekilde azaltmaktadir. Ayrica transoral cerrahi uygulanan hastalarda
trakeotomi gereksinimi oldukga azdir, trakeotomi uygulananlarda da kalic1 trakeotomi
orani ise %1’in altindadir. Ozellikle transoral cerrahi sonrasi hastalarin % 80’inden
fazlast normal diyeti tolere edebilmektedir. Uzun siireli nazogastrik tiip ya da
gastrostomi bagimliligr % 20°nin altindadir. Bu nedenlerle ortalama hastanede yatis
siiresi daha kisadir (13).

Glinlimiizde hipofarenks kanserlerinin tedavisi i¢in {i¢ cerrahi secenek
mevcuttur; radikal agik cerrahi (total larengofarenjektomi veya total larenjektomi +
parsiyel farenjektomi), parsiyel agik cerrahi (parsiyel farenjektomi + parsiyel

larenjektomi) ve parsiyel transoral lazer/robotik (veya minimal invaziv) cerrahi (48).
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Hipofarenks kanserlerinde servikal lenfatik metastaz oranlarinin yiiksek olmasi
nedeniyle primer tiimdr rezeksiyonuna ek olarak boyun diseksiyonu da eklenmelidir.
Yapilan cerrahinin biiyiikliigiine gére komplikasyon oranlar1 da artmaktadir.
2.4.1.2. Boyun Diseksiyonu

BBK’de boyun diseksiyonu yapilis amacina gore elektif, torapatik, planl ve
kurtarma boyun diseksiyonu olmak tizere dorde ayrilabilir. Elektif boyun diseksiyonu,
klinik evrelemede metastatik lenf nodu saptanmayan (kNO), buna karsin primer
timoriin  yiiksek lenfatik metastaz riski olmasi durumunda uygulanan boyun
diseksiyonudur. BBK’de prognozu belirleyen en onemli faktor servikal lenf nodu
metastazinin varligidir (60). Bu nedenle kNO olan ve servikal lenf nodu metastaz
olasiligr yiliksek olan kanserlerde elektif boyun diseksiyonunun uygulanmasi
onerilmektedir (60,61). Klinik olarak lenf nodu metastazi olan tiim hastalarda ise
primer timor rezeksiyonu ile birlikte es zamanli terapotik boyun diseksiyonu
yapilmalidir. Boyun diseksiyonu sonras1 patolojik incelemede lenf nodu metastazinin
olmast durumunda adjuvan RT uygulanabilirken, metastatik lenf nodunda
ekstrakapsiiler invazyonun olmasi ise konkomitan KRT endikasyonudur.

Planli boyun diseksiyonu ise kN2-N3 olan ve RT ya da KRT uygulanan
hastalara, tedavi sonras1 6.-8. haftada tedavi yanitindan bagimsiz olarak uygulanan
boyun diseksiyonudur. KRT sonrasi primer alanda tiimdrii ve uzak metastazi olmayan
hastalarda erken donemde saptanan rezidiiel ya da ge¢ donemde ortaya ¢ikan rekiirren

hastalik i¢in uygulanan boyun diseksiyonudur (62).

2.4.2. Kemoterapi

KT tek bagina palyatif bir tedavi olarak kullanilabilir, bununla birlikte kiiratif
bir tedavi olarak RT'den dnce (indiiksiyon veya neoadjuvan olarak), RT'nin yaninda
(eszamanli olarak) ya da bazi durumlarda cerrahiden sonra verilebilen RT ile kombine
(adjuvan olarak) edilmektedir (63). RT ve KT kombinasyonunun, 6zellikle ilerlemis
hastalig1r olan hastalarda nispeten diisiik toksisiteyi korurken bdlgesel metastazi
azaltt1g1 ve hayatta kalma oranlarini iyilestirdigi bildirilmistir (64,65). Uzak metastazi
azaltmak i¢in kombine indiiksiyon ve es zamanli KRT kullanimi giderek artmaktadir
(66,67). Lokal olarak ilerlemis, rezeke edilemeyen tiimorii olan bas boyun kanserli
hastalar, kotii performans durumu veya komorbid hastaliklar nedeniyle

kontrendikasyon olmadig: siirece KRT ile tedavi edilebilir (68).
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Akut yan etkiler KT icin en 6nemli sinirlamadir, ancak son zamanlarda geg
toksisite ve yan etkilerin de arttigina dair kanitlar artmaktadir (69,70). BBK i¢cin KRT
sonras1 hasta memnuniyeti ve yasam kalitesi hakkinda daha fazla aragtirmaya ihtiyag
vardir. Sisplatinin tedavi sirasinda antioksidan savunma sistemindeki azalmanin yani
sira ¢oklu doku ve organ toksisitesine de neden oldugu bildirilmistir. Sisplatin ile
iligkili toksik yan etkiler arasinda ototoksisite, nefrotoksisite, hepatotoksisite ve
kardiyotoksisite bulunur (71). Bas boyun kanserli hastalar icin bir baska altin standart
olan 5-Fluorourasil'in de erken ve gec¢ yan etkilere neden oldugu bildirilmistir. Bu
etkiler, daha az siddetli ishal, mide bulantisi, kusma, agiz yaralari, nétropeni ve
trombositopeniden daha az yaygin olan ancak yagami tehdit eden norotoksisite ve
kardiyotoksisiteye kadar cesitlilik gdsterir (72).

Bonner ve ark. tek basina RT ile karsilastirildiginda, yiiksek doz RT ve
setuksimabin eszamanli bir kombinasyonu ile tedavi edilen ilerlemis bas boyun
kanseri hastalarinda lokal ve bolgesel kontroliin arttigini belirtmistir ve bu sonug
tedavide monoklonal antikorlarin rolii olabilecegini diistindiirmiistiir (73). Epidermal
biliylime faktorii reseptorii (EGFR), BBK’de yiiksek oranda eksprese edilir ve asiri
ekspresyonu, daha kétii prognozla iligkilidir (74). EGFR'yi hedefleyen bir monoklonal
antikor olan ve BBK i¢in klinik uygulamada rutin olarak kullanilan tek hedefli tedavi
olan setuksimabin, Ozellikle ileri ve tekrarlayan hastaliklarla bas boyun kanseri
hastalarinin sagkalimin1 6nemli 6l¢giide artirdig gosterilmistir (73,75). Setuksimabin
yan etkilerinden bazilar1 klasik akneiform deri dokiintiisii, hipomagnezemi, infiizyon
reaksiyonlar1 riski ve daha az goriilen anafilaktik reaksiyondur (75,76). Son
zamanlarda ortaya ¢ikan bir baska ajan grubu, tirozin kinaz inhibitorleridir. Bunlar,
tliimor bilyiimesini, invazyonu ve metastazi tesvik eden hiicresel yollarda gerekli olan

spesifik tirozin kinazlar1 bloke ederek hareket eden bir kemoterapdtikler sinifidir (77).

2.4.3. Radyoterapi

Bas boyun kanseri hastalarinin yaklasik % 401 tedavileri sirasinda RT
almaktadir. Bu hastalarin biiyiik ¢ogunlugu cerrahi sonrasi adjuvan tedavi olarak RT
almaktadirlar. RT, BBK tedavisinde geleneksel bir yontemdir. RT nin temel amaci,
ozellikle omurilik, i¢ kulak, tiikiiriik bezleri ve karotis arter gibi énemli yapilar
etkilemeden tiimore terapotik radyasyon dozu vermektir (78). Giiniimiizde bag boyun
RT’sinde risk altindaki bu organlarin korunmasina yardimc1 olmak i¢in, 3 boyutlu

bilgisayarl1 tomografi tabanli goriintileme kullanilarak dikkatli bir planlama
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yapilmaktadir. RT geleneksel olarak 1.8-2.0 Gray (Gy) fraksiyonlar1 seklinde, giinde
bir kez, haftada 5 giin, 6 veya 7 hafta siireyle toplam 70 Gy'ye cikacak sekilde verilir.

Cevre dokular1 korumak i¢in iyi bilinen bir yontem, kansere iyilestirici yliksek
radyasyon dozu verirken cevredeki dokulara radyasyonu azaltan yogunluk ayarl
radyoterapi (IMRT) ve gorlinti kilavuzlu radyasyon terapisinin (IGRT)
kullanilmasidir (79).

RT ¢ogunlukla cerrahi sonrasi adjuvan tedavi olarak kullanilmaktadir. BBK ’nin
kaynaklandig1 alana gore degigmekle birlikte adjuvan RT endikasyonlari; lokal ileri
kanserler, kikirdak ve kemik invazyonu, servikal lenf nodu metastazinin varligidir.
Giliniimiizde BBK tedavisinde RT’nin primer tedavi segenegi olarak kullanildig:
alanlar vardir. Erken evre glottik larenks kanserlerinde cerrahi tedaviye alternatif
olarak RT yaygin olarak kullanilmaktadir. Total larenjektomi gerektiren bazi ileri evre
larenks kanserlerinde ve hipofarenks kanserlerinde ise, organ koruma protokolii olarak

tek basina ya da KT ile kombine olarak kullanilabilir.

2.5. Human Papilloma Viriisii (HPV)

HPV, deri ve mukoza zarlarin1 enfekte eden bir DNA viriisiidiir. Bugiine kadar
100'den fazla HPV tiirii tammlanmstir. Onceki ¢alismalar rahim agzi kanserinde HPV
ile iligkili karsinojenezin roliinii incelemistir. Rahim agzin1 enfekte eden HPV, yiiksek
ve diistik riskli gruplara ayrilir (6). HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 68,
69 ve 73 yiiksek riskli HPV olarak simiflandirilir. Ayrica farenks kanserleinin en az
%12'si, agiz kanserlerinin %3'i ve orofarengeal kanserlerinin %30-60'1 HPV

enfeksiyonundan kaynaklanmaktadir (25).

2.5.1. Bas Boyun Kanserlerinde HPV

Son yillarda diinyada BBSHK insidansinda bir artis bildirilmis ve tiim diinyada
ilgi gérmiistiir (2,3). BBSHK keratinize veya nononkeratinize tipte olabilir. Keratinize
yasst hiicreli karsinom daha ¢ok yaslh erkeklerde goriiliir ve sigara ve alkol tiikketimi
ile yakin iliskilidir. Nonkeratinize yasst hiicreli karsinom ise tiitiin ve alkol
kullanmayan ya da kullanimi az olan erkeklerde en sik 40-55 yaslarinda goriiliir ve
HPV DNA pozitifligi karakteristik 6zellik olarak saptanir (15).

ABD gibi gelismis iilkelerde sigara igme oran1 giderek diistiigii i¢in, HPV (-)
olan, tiitiin ve alkolle iligkili olan orofarenks kanseri insidans1 giderek azalmaktadir.

Buna karsin HPV iligkili orofarenks kanseri insidansinda ise belirgin bir artig
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goriilmektedir (1-3). Gozetim, Epidemiyoloji ve Son Sonuglar (SEER) programindan
elde edilen veri havuzu verilerine gore, HPV (-) kanserlerin prevalanst 1988'den
2004'e kadar %50 azalirken, HPV (+) orofarenks kanseri ise %225 artmistir (80). HPV
(+) orofarenks kanserleri, HPV enfeksiyonu ile iligkisi olan ve HPV (-) kanserlere
kiyasla daha iyi prognozu olan ayr1 bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Yapilan
bircok ¢alismada, tiimdr dokularinda polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), in situ
hibridizasyon (ISH) ya da immiinohistokimyal boyama ile p16 pozitifligi saptanarak
tanimlanan HPV (+) orofarenks kanserli hastalarin, HPV (-) orofarenks kanserli
hastalara kiyasla daha iyi genel ve hastaliksiz sagkalima sahip olduklar1 gosterilmistir
(12-14).

Yapilan prospektif bir ¢calismada 253 yeni tani almis ya da tekrarlayan bas-
boyun kanserli hastalarin % 25'inde HPV (+)’1igi tespit edilmistir. Ozellikle orofarenks
yerlesimi ve diislik tiimdr derecesinin HPV (+) olma olasiligini artirdigr goriilmiistiir
(29). HPV (+) orofarenks kanserleri, esas olarak dil kdkiinde ve palatin tonsillerde
ortaya cikar. Palatin tonsillerde ya da dil kokiinde ortaya ¢ikan orofarenks
kanserlerinin yaklasik % 62'si HPV (+) iken, orofarenksin diger boliimlerinde yerlesen

kanserlerde yaklasik % 25 HPV (+)’ligi goriilmektedir (11).

2.5.2. Karsinogenezde HPV’nin Patolojik Molekiiler Mekanizmalar:

HPV ile iligkisiz BBSHK’de 6zellikle de sigara ve alkol kullanan hastalarda
siklikla p53 mutasyonlar1 vardir (81). 9p21-22 delesyonu onkojenik siirecin erken
safhalarinda gdzlenmektedir ve sonug¢ olarak tiimor baskilayict gen pl6’nin islevi
kaybolmaktadir (82). pl16 geni tarafindan iiretilen P16INK4a, siklin 1-siklin bagiml
kinaz 4/siklin bagimli kinaz 6 (CDK4/CDK6) ile bir kompleks olusturur,
Retinoblastoma (Rb) geninin fosforilasyonunu ve transkripsiyon faktorii E2F ile
iligkili hiicre rotasyonunu (pRB yolagi) inhibe etmektedir (83). HPV ile iliskili
BBK’de wild tip p5S3 mevcuttur ve mutasyonlar sadece %10 veya daha az oranda
meydana gelmektedir. Bununla birlikte, HPV’nin viral proteini olan E6, p53'ii inaktive
ederek iglevinde azalmaya neden olmaktadir. Viral protein E6, E6AP isimli hiicresel
proteini uyararak p53 proteinine baglanmasini saglar ve p53’°tin yikimina neden olur.
E6 ekspresyonu olan hiicrelerde fonksiyonel p53 bulunmamaktadir. p53’iin hiicresel
yanit olusturmasi gereken DNA hasar1 gibi durumlarda, p53’iin gérevini yapamamasi
sonucunda DNA hasar1 onarilamaz. HPV’nin diger viral proteini olan E7, konak¢1

hiicrelerin hiicre dongiistinii kontrol eden fosforile edilmis Rb'yi inaktive eder. E7
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proteini, pRb’nin hipofosforile sekline baglanir (84). Hipofosforile Rb, ¢ogalmay1
indiikleyen E2F transkripsiyon faktorii ile inaktif kompleks halindedir ve bu kompleks
hiicre ¢ogalmasini engeller. Rb’nin fosforilesyonu sonucunda Rb-E2F kompleksi
¢oziiliir ve E2F transkripsiyon aktivitesinin inhibisyonu ortadan kalkar. Sonug olarak
Rb’nin fosforilesyonu sonucunda hiicre siklusunda boliinmenin esas engeli ortadan
kalkar ve hiicre ¢ogalmaya baslar. p16, siklin D1 ve siklin bagimli kinaz (CDK) 4/6'nin
kompleks olusumunu inhibe eden bir CDK baskilayici kodlayan bir timor baskilayici
gendir. Siklin D1 ve CDK 4/6 kompleksi, Rb proteininin fosforilasyonu sonucu
E2F'nin salinmasi yoluyla hiicre dongiisiinii ilerletirken, Rb proteini/E2F kompleksi,
pl6'nin transkripsiyonunu da baskilamaktadir. Bdylece HPV-E7, Rb proteinini
inaktive ettiginde, p16 asir1 eksprese olmaktadir (85) (Sekil 2).

P16nkda

Ubikitinasyon
Degradasyon

Sekil 2. Yiiksek riskli HPV onkogenlerinin sinyal yolaklari



Bu nedenle, molekiiler seviyedeki fenotip, HPV (+) ve HPV (-) BBK arasinda
tamamen farklidir. HPV'nin BBK’de saptanmasi i¢in, tipe 6zgii PCR, ger¢ek zamanl
PCR, in situ hibridizasyon, serum antikor deneyleri, immiinohistokimyasal olarak p16

tespiti gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir (86).

2.5.3. HPV (+) Bas Boyun Kanserli Hastanin Klinik Ozellikleri

Molekiiler-genetik ayrimlara ek olarak HPV (+) kanserler, HPV (-) kanserlere
gore demografik, klinik ve histopatolojik olarak farkliliklar gostermektedirler. HPV
(+) BBSHK'li hastalar HPV (-) BBSHK'li hastalar ile karsilagtirildiginda ortalama
olarak yaklasik 5 yil daha gen¢ olma egilimindedir (11). HPV (+) BBK’lerin
cogunlugu, bas ve boynun diger anatomik bolgelerine kiyasla biiyiik oOlciide
orofarenksteki lingual ve palatin tonsillerden kaynaklanmaktadir (16). Tan1 aninda
HPV (+) hastalarda servikal lenf nodu metastazlar1 daha sik goriilmektedir ve bu
hastalar daha ileri klinik evreye sahiptirler (16,17). Bununla birlikte HPV (+) kanseri
olan hastalar daha iyi klinik seyir gostermektedirler (87). Histopatolojik olarak, HPV
(+) kanserler basaloid, nonkeratinized ve kotii diferansiye histolojiye sahip olma
egilimindedir (88).

2.5.4. HPV (+) Tiimériin Klinik Onemi

BBSHK’nin HPV ile iligkisinin tespitinin gelecekte kanserin teshisi, prognozu,
tedavisi ve Onlenmesi acgisindan etkilerinin olacagi disiiniilmektedir (87,88).
Metastatik boyun kitlesi yakinmasi ile basvuran hastalarin servikal metastatik lenf
nodlarinda HPV tespitinin yapilmasi ile, yiiksek ozgiilliikle primerin orofarenks
yerlesimli oldugu gosterilebilir. HPV (+) kanserli hastalarin, prognoz iligkili
caligmalarin ¢ogunda HPV (-) tiimorii olan hastalarla karsilastirildiginda daha iyi
prognoza sahip olduklar1 goriilmistiir. Bugiline kadar yapilan ¢alismalar, HPV (+)
hastalarin, HPV (-) hastalara kiyasla kanserden 6lme riskinde % 60 ila % 80 oraninda
azalma olabilecegini gostermistir (31). Sigara igmeme egiliminde olan bu hastalarda,
KRT’ye duyarliligin fazla olmasi, viral antijenlere kars1 gelisen immiin cevabin varligi
ve alan kanserizasyonunun olmamasi gibi faktorler sagkalimin daha fazla olmasinin
nedenleri olarak gosterilmektedir (10,33). HPV (+) kanserlerde p53'iin E6 ile iligkili
degradasyonu nedeniyle, HPV (+) tiimoérler, HPV (-) tiimdrlere kiyasla RT’ye ve
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KT’ye karst daha iyi bir yanit vermektedir (88). Bu nedenle giinlimiizde HPV (+)
hastalarda KRT, HPV (-) hastalarda ise cerrahi tercih edilmektedir.

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Bu calisma, hiicre kiiltiirlerinde tiretilen HPV (+) ve HPV (-) BBK’lere RT ile
kombine KT’nin ya da tek bagina RT nin etkilerinin in vitro olarak test edilmesini
saglayan olgu-kontrol tiirlinde bir arastirmadir. Elde edilen sonuglar HPV (+) ve HPV
(-) kanserlere yonelik yeni tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi i¢in daha sonraki

caligmalara 151k tutacaktir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Aragtirmanin vaka toplama kismi Dokuz Eyliil Universitesi Kulak Burun ve
Bogaz Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda; in vitro deneysel uygulamalar Temel Onkoloji
Anabilim Dali’nda, RT uygulamalari Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali’nda 2016-
2019 yillar1 arasinda gergeklesmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplan

Aragtirma evrenine Dokuz Eyliil Universitesi Kulak Burun ve Bogaz
Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda BBK tanis1 alan ve daha 6nce hi¢ tedavi almamis olan
34 olgu dahil edilmistir. Caligma gruplar1 dahilinde; tedavi uygulanmayan, sisplatin
alan, setuksimab alan, sisplatin+setuksimab alan, sadece RT alan, RT + sisplatin alan,
RT+setuksimab alan ve RT + Sisplatin + Setuksimab alan olmak iizere toplam 8 grup
bulunmaktadir (Sekil 3 ve Sekil 4).
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Sekil 3. Bas boyun kanseri hiicre kiiltiirlerinde KT uygulama gruplari

Sekil 4. Bas boyun kanseri hiicre kiiltiirlerinde RT ve KRT uygulama gruplari
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3.4. Calisma Materyali

v

DN NN

D N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N Y N U N N

anti PARP antikoru
anti H2AX antikoru
anti BrdU antikoru

Akim sitometri akis sivisi

Inkiibatér ana kart1 (thermo igin)

Tiip rak: renkli plastik

Kriyotiip kutusu (cryo box)

Mikrofiltre 70 mikrom steril

Otoklav bandi buhar

Petri kutusu 15mm ¢apinda

Aliiminyum folyo

Otomatik pipet seti (0,5-10; 10-100; 100-1000 ul)
Pipet tabancas1 1-100 ml (pipette aid)

Manuel pipet steril 2 ml

Manuel pipet steril 10 ml

Hiicre kaziyict (cell scraper)

Lam saklama (tagima) kutusu, 100 lamlik
Penisilin / streptomisin

D-PBS (dulbecco fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi)
RPMI-1640 medium 500 ml

FBS fotal dana (fetal bovine) serum inaktive edilmis 100 ml
DMEM [dulbecco's modified eagle medium] 500 ml.
Pastor pipeti 3 ml

Gazli bez (7.5x7.5 cm)

Lam 100lik

Pipet ucu mavi 0-1000 mikrol

Flask 75 cm2

Pipet ucu sar1 20-200 mikrol

Filtreli santrifiij tlipii 4 ml (24 adet/paket)

Yiizey kapakli kuyucuklu slayt

Flask 25 cm2

Kriyovial steril, polipropilen 2 ml.
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Lamel 24x50 100lik

Eldiven pudrasiz lateks

Lam polilizin kaph

Insiilin enjektorii (100 ad/kutu)
Bistiiri ucu no:24 (100 ad/kutu)
Deney hayvanlari altlig
Kadmiyum standart soliisyonu

Tripsin EDTA soliisyon

D N NI N N N N Y N N

L-glutamin
3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Arastirmanin bagimli degiskeni: PARP ekspresyonu degisimi, H2AX degisimi, BrdU
degisimi, total canlilik degisimi

Arastirmanin bagimsiz degiskeni: Gruplar

3.6. Veri Toplama Araclar

3.6.1. Olgular ve Ornek Hazirlama

Patolojik olarak ispatlanmis bas boyun kanseri olan 34 hastadan (24 erkek, 10
kadin) cerrahi rezeksiyon sonrasi, yeterli miktarda tiimdr hiicresi igeren taze tiimor
dokularr alind1. Ornekler alinmadan 6nce hastalara bilgilendirilmis géniillii olur formu
okutulup imzalatildi. Alinan taze tiimor dokusu soguk zincirle RPMI hiicre kiiltiirii
ortami igerisinde laboratuvara islenmek iizere transfer edildi. Orneklerden steril
kosullarda polilizinli lam {iizerine imprint alindiktan sonra tiimor hiicrelerinin
yeterliligi toludin mavisi ile boyanarak tespit edildi. Orneklerden DNA izolasyonu igin

bir kism1 -80°C ‘de saklandi. Kalan doku da primer hiicre kiiltiirii icin kullanildi.

3.6.2. Primer Hiicre kiiltiirii

Laminar akish kabinet icerisinde kalan doku RPMI ortaminda bistiiri ile
parcalara ayrildiktan sonra steril filtreden gecirildi. Boylelikle tek hiicre siispansiyonu
elde edilmis oldu. Santrifiijle elde edilen hiicre pelleti 1 ml RPMI ortaminda (%10
FBS, %1 L-Glutamin, %]l penisilin/streptomisin ve %1 anti-mikotik ilaveli)
resiispanse edilip 10 pl’si alinip 20 pl tripan mavisi ile boyanarak hiicre canlilig1 ve

toplam hiicre sayis1 tespit edildi.
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3.6.3. Doz Optimizasyon Deneyleri
On deneyler ile birka¢ olguda sisplatin, setuksimab ve RT igin doz

optimizasyonu yapildi.

Ila¢ denemeleri: 96 kuyucuklu plate icine ekilen hiicreler 37°C’de %5 CO2

iceren etiivde 24 saat inkiibe edildi. Daha sonra hiicrelerin adhezyonunu bozmadan
ortamlar uzaklastirilarak BBK tedavi protokollerinde kullanilan ve hedefe yonelik
kanser tedavilerinde kullanilan ajanlar olan sisplatin ve setuksimab sirasiyla 0,22
pg/ml, 0,4 pg/ml ve 0,2uM, 4,1 uM dozlarda bu hiicrelere kiiltiir ortami igerisinde 100
ul/ kuyucuk olacak sekilde eklendi. 37 °C %5 COz igeren etiivde 24 saat inkiibasyon
sonrasinda 10 pl/ kuyucuk WST-1 eklendi. 37 °C %5 CO: igeren etiivde 2 saat inkiibe
edildikten sonra 450 nm/630 nm dalga boylarinda ELISA da absorbanslar1 okutularak
kontrol grubu ile kiyaslanarak canlilik yiizdeleri dolayisiyla kemoterapétik ajanlarin

sitotoksik etkinligi belirlendi.

RT uygulamasi: 96 kuyucuklu plate i¢ine ekilen hiicreler 37°C %5 CO; igeren

etlivde 24 saat inkiibe edildi. Hiicrelerin bulundugu plate radyasyon onkolojisinde 7,
10, 15 Gy aralikta tek doz foton ile irradiye edildi. 24 saat sonunda hiicre canlilik testi
WST yapildu.

3.6.4. WST-1 ile Hiicre Proliferasyonunun Tayini

WST-1 caligma prensibi: Sitotoksik etki ve metabolik aktivitenin belirlenmesi
icin yapilan WST-1 testi canli hiicrelerden tetrazolium tuzlarinin ayristirilmasina
dayanan non-radyoaktif, spektrofotometrik, kolorimetrik bir testtir. Tetrazolium
tuzlar1 hiicresel enzimler tarafindan formazan tuzlarina doniistiiriilmektedir. Canli
hiicre sayisindaki artig 6rneklerdeki mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesinde artmaya
yol agmaktadir. Enzim aktivitesinin giiclenmesiyle birlikte kiiltiirdeki hiicrelerde
metabolik olarak aktif halde bulunan hiicrelerin miktar1 ile dogrudan korele olarak
formazan ile boyanan hiicre formunda artig olmaktadir. Formazan boya metabolik
olarak aktif olan hiicreler tarafindan tiretilmekte olup, spektrofotometre ile belirtilen
dalga boyunda boyanan hiicrelerin absorbansi dl¢lilmektedir.

Hiicrelerin bulundugu 96 kuyucuklu plate i¢inde bos bir kuyucuga da sadece
ortam koyularak kor olarak kullanildi. 100 pl/kuyucuk hiicre i¢in her kuyucuga 10
uwl/kuyucuk WST1 hiicre proliferasyon reaktifi eklenerek (1:10 diliisyon) hiicreler
35°C %5’lik CO2 etiivde 2 saat inkiibasyona birakildi. Plate calkalayicida 1 dakika
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calkalandiktan sonra ELISA okuyucuda 450 nm de okutuldu. Referans dalga boyu
olarak 600 nm den fazlas1 (630 nm) seg¢ildi. Kontrol grubunun absorbans ortalamalari
%100 canlilik olarak kabul edilerek diger absorbanslar karsilastirilarak hiicre canlilik

yiizdeleri tayin edildi.

3.6.5. DNA izolasyonu

Primer kiiltiir haricinde HPV varliginin tespiti i¢in ayrilan bir kisim timor
dokusundan DNA izolasyonu gergeklestirildi. DNA izolasyonu Roche High Pure
Viral Nucleic Acid Kit kullanilarak, iiretici firmanin protokoliine goére yapilmistir.
Dokularin iizerine 50 pl Proteinaz K ve 200 pl Liziz buffer ilave edilerek 55°C de 1
saat bekletildi. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra 6rneklerin {izerlerine 200 ul Binding
Buffer (poly A Igeren) ve 50 ul Proteinaz K eklenerek iyice karigtirildr. 10 dk 72°C’de
inkiibasyona birakildi. Daha sonra her tiipe 100 ul Binding Buffer eklendi ve pipetle
karistirilip DNA’larin ¢okmesi saglandi. Hasta sayis1 kadar koleksiyon tiipii ¢ikartildi
ve her birine filtreli tlip yerlestirildi ve hazirlanan karisim tiiplere aktarildi. 8000x g de
1 dk santrifiij edildi. Koleksiyon tiipleri atilip yenileri takildi. Her tiipe 500 pl inhibitor
uzaklastirma tamonu eklendi. 8000x g de 1 dk santrifiij edildi. Koleksiyon tiipleri atild1
ve filtreli tiipler yeni tiiplere takildi. Her tiipe 450 pl yikama tamponu eklendi. 8000x
g de 1 dk santrifiij edildi. Koleksiyon tiipleri atilip yenileri takildi. Her tiipe 450 pl
yikama tamponu eklendi. 8000x g de 1 dk santrifiij edildi. Koleksiyon tiipleri bosaltilip
tekrar 13000x g de 10 saniye ¢evrildi. Koleksiyon tiipleri atilip filtreli tiipler 1,5ml lik
ependorflara alindi. Her tiipe 6nceden ependorflara boliinerek hazirlanmig ve 72°C’de
bekleyen elusyon tamponundan 50 pl eklendi. 8000x g de 1 dakika santrifiij yapildu.
Fltreli tiipler atild1 ve DNA’lar ependorf i¢inde elde edilmis oldu.

3.6.7. RT-PCR Ile HPV Varhginin Degerlendirilmesi

Orneklerden elde edilen viral DNA’lar HPV 16, HPV 18 ve Beta G karigimlari ile
Roche LightCycler 48011 cihazi ile ¢alisildi. PCR reaksiyonlarini hazirlamak i¢cin HPV
16 ve HPV 18 2x PCR master karisim, izole edilmis DNA, HPV 16 ve HPV 18 pozitif
kontrolleri ve niikleaz icermeyen su reaksiyon basia son hacim 20 pl olacak sekilde
kit protokolii i¢inde belirtilen miktarlarda karistirildi. Her run igcin HPV 16 ve 18
negatif kontrolleri ve pozitif kontrolleri kullanild1. Her 7un i¢in 5 pl negatif kontrol ve
15 pl PCR master karisim PCR tiipiine eklendi. Ayrica her run igin 5 pl pozitif kontrol
ve 15 ul PCR master karisim PCR tiipii i¢ine eklendi. PCR programi su sekilde yapildi:
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e Cycle 1; 95 °C de 3 dakika,

e Cycle 2 (40x); birinci adim 94 °C de 15 saniye, ikinci adim 60 °C 30 saniye,
ticlincli adim 72 °C 45 saniye,

e Cycle 3;72 °C 5 dakika,

o (ycle 4; 4°C de bitecek sekilde galisildi.

HPV 16 ve HPV 18 pozitifligi Tablo 1‘e gore degerlendirildi. Herhangi biri
pozitif ise olgu HPV iligkili kabul edildi.

Tablo 1. PCR sonucuna gére HPV Degerlendirme Skalasi

Parametre Ct Beta Globulin Sonug
HPV 16 Pozitif Pozitif HPV 16 Pozitif
HPV 16 Negatif Pozitif HPV 16 Negatif
HPV 16 Negatif Negatif Izolasyon tekrar
HPV 18 Pozitif Pozitif HPV 18 Pozitif
HPV 18 Negatif Pozitif HPV 18 Negatif
HPV 18 Negatif Negatif Izolasyon tekrar

3.6.8 Apopitoz, DNA Hasar1 ve Hiicre Proliferasyonunun Akim Sitometri ile
Degerlendirilmesi

Bu calisma i¢in BD Pharmingen firmasmin apopitoz, DNA hasar1 ve hiicre
proliferasyonu i¢in tiglii akim sitometri ticari kitinden yararlanildi. Hiicreleri in vitro
isaretlemek i¢in her kuyucuga 10 pl BrdU soliisyonu (1x DPBS i¢indeki 1 mM BrdU
soliisyonundan) eklendi ve 45 dk inkiibatorde bekletildi. Hiicre yiizey antijenleri ile
immiinfloresan boyama i¢in BrdU atiml1 hiicreler 50 pl boyama tamponu i¢inde akim
sitometri  tliplerine  alindi.  Hiicreler 100 pl BD  Sitofiks/Sitoperm
fiksasyon/Permeabilizasyon soliisyonunda 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek
fikse edilip permeabil hale getirildi. Daha sonra 1 ml 1X BD Perm/Yikama tamponu
eklenip 250 g’de santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirildi. 100 pl BD
Sitofiks/Sitoperm Plus Permeabilizasyon tamponu i¢inde buz {izerinde 10 dk
inkiibasyonun ardindan yikama islemi yapildi. Hiicrelerin re-fiksasyonu ic¢in 100 pl
BD Sitofiks/Sitoperm fiksasyon/Permeabilizasyon soliisyonunda 5 dakika oda
sicakliginda inkiibasyon ve ardindan yikama yapildi. Hiicreler 100 pl diliie edilmis

olan DNaz icinde resiispanse edildi ve 1 saat 37°C ‘de inkiibe edildi. Yikama ardindan
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hiicreler 20 pl BD Perm/Yikama tamponunda resiispanse edilerek iizerine PerCP-
Cy™5.5 Anti-BrdU (5 pl/test), Alexa Fluor® 647 Mouse Anti-H2AX (pS139) (5
ul/test), PE Anti-Cleaved PARP (Asp214) (5 wl/test) seklinde antikorlar eklendi. 20
dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Hiicreler yikandiktan sonra 1 ml
tampon igerisinde resiispanse edilip akim sitometri analizi ger¢eklestirildi.
3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Elde edilen verilerin analizi SPSS istatistik programinin 24.0 versiyonu
kullanilarak yapildi. Veriler ortalama + standart sapma biciminde verildikten sonra
nonparametrik Mann Whitney U ve Ki kare testleri kullanildi ve p< 0.05 anlaml1 kabul
edildi.

3.8. Arastirmanin Akis Semasi

Taze dokularin toplanmasi ve RPMI ortam i¢inde soguk zincirle laboratuvara transferi

v

Lama imprint alinmas1 ve toludin mavisi ile boyama

v

Dokunun bir kismi ile DNA izolasyonu
Dokunun kalan klsmmdan‘tek hiicre slispansiyonu eldesi

Hiicre sayimui ve tripan mavisi ile canlilik kontrolii

Sisplatin, setuksimab ve RT i¢in doz optimizasyonu
Bulunan dozlar ile primer hiicre kiiltiiriiniin 24 saat inkiibasyonu

Akim sitometri ile hiicre proliferasyonu, apoptioz ve DNA hasar1 analizi
Tiim olgularda HPV 16 ve HPV 18 ‘in RT-PCR ile degerlendirilmesi
HPV pozitif ve negatif olgularin ila¢ yanitlarinin karsilagtirilmasi
Klinik verilerin toplanmasi
Istatistiksel Analiz

Literatiir taramasinin giincellenmesi

Tez yazimi
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3.9. Etik Kurul Onay1

Tiim ¢alismalar Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Girisimsel
Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu'nun 2013/20-16 protokol no’lu onay1

dogrultusunda gergeklestirilmistir.

26



4. BULGULAR

4.1. Olgular ve HPV Durumuna Goére Dagilimlari

Bu caligmaya dahil edilen 34 olgunun 24 ii erkek (%70,6) 10 “u kadin (%29,4)
olarak dagilim gosterdi. Tiimor lokalizasyonlar1 10 olguda oral kavite (%29,4), 4
olguda orofarenks (%11,8), 14 olguda larenks (%41,2) ve 6 olguda hipofarenksti
(%17,6). Diferansiyasyon durumlarina bakildiginda 10 olgu kétii diferansiye (%31,3),
16 olgu orta diferansiye (%50) ve 6 olgu iyi diferansiye idi (%18,8). Evre 1 olgu sayis1
6 (%17,6), Evre 2 olgu sayis1 8 (%23,5), Evre 3 olgu sayist 9 (%26,5) ve Evre 4 olgu
sayist 11 (%32,4) seklinde dagilim gosterdi. HPV (+) olan 5 olgu tespit edildi (%14,7).
HPV (-) olan 29 olgunun 21 i erkek (%72,4) ve 8 1 kadin (%27,6) iken HPV (+) 5
olgunun 3 ‘i erkek (%60) ve 2’si kadind1 (%40). HPV (-) olan tiimorlerin 8’1 oral
kavite (%27,6), 3’1 orofarenks (%10,3), 12’si larenks (%41,4) ve 6’s1 hipofarenks
(%20,7) yerlesimli idi. HPV (+) olan 5 tiimoriin 2’si oral kavite (%40), 2’si larenks
(%40) ve biri orofarenks (%20) yerlesimliydi. HPV (-) olan tiimérlerden 9’u kotii
diferansiye (%33,3), 15’1 orta diferansiye (%55,6) ve 5’1 iyi diferansiye (%11,1) iken
HPV (+) olan 3 olgu kétii diferansiye (9%20), 1 olgu orta diferansiye (%20) ve 1 olgu
iyi diferansiye (%60) idi. Bununla beraber HPV (-) olan olgularin 5 i Evre 1 (%17,2),
7’s1 Evre 2 (%24,1), 7 ‘si Evre 3 (%24,1) ve 10 ‘u Evre 4 (%34,5) iken HPV (+) olan
olgularin 1’1 Evre 1 (%20), 1’1, Evre 2 (%20), 2 ‘si Evre 3 (%40) ve 1 ‘i Evre 4 (9%20)
idi.
4.2. Doz Optimizasyon Bulgulari

Literatiir degerlendirmesine gore bulunan, klinik ile uyumlu olan setiiksimab
dozlart 0,2 uM ve 4,1 uM iken sisplatin dozlar1 0,22 pg/ml ve 0,4 pg/ml olarak
hazirlandi. Yapilan WST-1 hiicre proliferasyon testine gore canlilik yiizdeleri tespit
edildi (Sekil 5 ve 6).
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Sekil 5. Kemoterapi uygulamalar1 sonucu hiicre canlilik yilizdeleri

140%
120%

100%

100%
78%
80%
60% 56%
40% 0%
19%

20%

0%

Kontrol 15 Gy 20 Gy 30 Gy

Hiicre Canlihg %

Sekil 6. Radyoterapi uygulamalar1 sonucu hiicre canlilik yiizdeleri

Bu verilere dayanarak tiim olgulara 15 Gy RT, 4,1 uM setuksimab ve 0,40 pg/

ml sisplatin ve kombinasyonlarinin uygulanmasina karar verildi.
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4.3. Apopitoz, DNA Hasari ve Hiicre Proliferasyonu Akim Sitometri Bulgular:

PCR analizlerine gore hastalarin 29’u HPV (-) (HPV 16 ve HPV 18 negatif),
5’1 HPV (+) (HPV 16 pozitif ve HPV 18 negatif) olarak dagilim gostermistir. Yukarida
belirtilen ilag ve RT uygulamalarina gore;

HPV (+) vakalarda BrdU ile tespit edilen proliferasyon yiizde ortalama
degerleri; kontrol grubunda 92,48+2,33, sisplatin verilen grupta 57,06+15,75,
setuksimab verilen grupta 82,08+10,35, sisplatin ve setuksimab kombinasyonu
grubunda 54,94+23.49 bulunmustur. Buna ek olarak sadece RT uygulananlarda
ortalama proliferasyon yiizdesi 80,26+9,00, RT ve sisplatin kombinasyonunda
59,38+13,28, RT ve setuksimab kombinasyonunda 72,30+9,52 ve son olarak RT+
sisplatin + setuksimab kombinasyonunda ise 43,50+15,63 olarak bulundu.

HPV (+) vakalarda PARP ekspresyonu ile tespit edilen DNA hasar1 iligkili
apopitoz yiizde ortalama degerleri; kontrol grubunda 4,76+2,45, sisplatin verilen
grupta 40,20+16,74, setuksimab verilen grupta 18,66£8,06, sisplatin ve setuksimab
kombinasyonu grubunda 40,64+23,88 bulunmustur. Buna ek olarak sadece RT
uygulananlarda apoptoz yiizdesi 13,56+£9,23, RT ve sisplatin kombinasyonunda
34,30+£12,43, RT ve setuksimab kombinasyonunda 24,20+9,52 ve son olarak RT+
sisplatin + setuksimab uygulanmasiyla ise 51,78+17,13 olarak bulundu.

HPV (+) vakalarda H2AX ekspresyonu ile tespit edilen DNA hasar1 ylizde
ortalama degerleri; kontrol grubunda 6,76+4,04, sisplatin verilen grupta 29,76+13,75,
setuksimab verilen grupta 17,54+12,62, sisplatin ve setuksimab kombinasyonu
grubunda 31,42+16,96 bulunmustur. Buna ek olarak sadece RT uygulananlarda DNA
hasar1 ylizde ortalama degeri 11,28+5,75, RT ve sisplatin kombinasyonunda
36,34£19,39, RT ve setuksimab kombinasyonunda 23,26+6,06 ve son olarak RT+
sisplatin + setuksimab uygulanmasiyla 47,14+26,86 olarak bulundu.

HPV (-) vakalarda BrdU ile tespit edilen proliferasyon ylizde ortalama
degerleri; kontrol grubunda 88,81+5,19, sisplatin verilen grupta 68,13+11,79,
setuksimab verilen grupta 76,78+9,89, sisplatin ve setuksimab kombinasyonu
grubunda 57,07+14,47 bulunmustur. Buna ek olarak sadece RT uygulananlarda
ortalama proliferasyon yiizdesi 70,57+£9,82, RT ve sisplatin kombinasyonunda
49,80+13,69, RT ve setuksimab kombinasyonunda 64,70+6,66 ve son olarak RT+
sisplatin + setuksimab uygulanmasiyla 36,67+15,50 olarak bulundu.

HPV (-) vakalarda PARP ekspresyonu ile tespit edilen DNA hasart iligkili

apopitoz yiizde ortalama degerleri; kontrol grubunda 7,15+3,73, sisplatin verilen
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grupta 25,25+11,26, setuksimab verilen grupta 20,04+10,02, sisplatin ve setuksimab
kombinasyonu grubunda 38,29+13,23 bulunmustur. Buna ek olarak sadece RT
uygulananlarda ortalama DNA hasan iliskili apopitoz ylizdesi 24,124+9,50, RT ve
sisplatin kombinasyonunda 42,46+13,86, RT ve setuksimab kombinasyonunda
30,39+9,70 ve son olarak RT+ sisplatin + setuksimab uygulanmasiyla 59,14+16,05
olarak bulundu.

HPV (-) vakalarda H2AX ekspresyonu ile tespit edilen DNA hasar1 ylizde
ortalama degerleri; kontrol grubunda 7,72+4,02, sisplatin verilen grupta 26,93+12,24,
setuksimab verilen grupta 16,15+9,74, sisplatin ve setuksimab kombinasyonu
grubunda 40,13+14,84 bulunmustur. Buna ek olarak sadece RT uygulananlarda DNA
hasar1 ylizde ortalama degerleri 21,33+9,49, RT ve sisplatin kombinasyonunda
41,81+13,69, RT ve setuksimab kombinasyonunda 31,03+10,85 ve son olarak RT+
sisplatin + setuksimab uygulanmasiyla 53,28+17,49 olarak bulundu.

Belirtilen bu degerler Sekil 7°de yer alan akim sitometri “dot plot” analizleri

ile elde edilmistir.
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4.4. Tedavi Yanitlarinin Analizi

Tedavi sonrasi tiim tiimorlerde elde edilen farkli tedavi gruplarindaki

proliferasyon, apoptoz ve DNA hasar1 bulgular1 Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2. Elde edilen tedavi yanitlarinin tiim tedavi gruplarindaki dagilimi

Standart

Minimum | Maksimum | Ortalama Deviasyon
Proliferasyon
Kontrol 76,1 96,7 89,350 5,0227
Sisplatin 33,3 88,3 66,503 12,8000
Setuksimab 54,4 95,7 77,559 9,9835
Sisplatin + Setuksimab 22,1 80,7 56,753 15,6560
RT 48,6 88,1 71,991 10,1883
RT + Sisplatin 26,1 74,8 51,206 13,8669
RT + Setuksimab 41,3 80,9 65,818 9,8798
RT+ Sisplatin + Setuksimab 7.3 62,5 37,674 15,4801
Apopitoz
Kontrol 1,2 15,2 6,794 3,6399
Sisplatin 10,0 65,8 30,009 12,6495
Setuksimab 3,9 42,5 19,838 9,6620
Sisplatin + Setuksimab 13,2 73,5 38,635 14,7782
RT 5,2 45,3 22,571 10,0651
RT + Sisplatin 18,5 72,3 41,259 13,7946
RT + Setuksimab 14,3 52,2 29,479 9,7876
RT+ Sisplatin + Setuksimab 32,4 88,4 58,056 16,1575
DNA Hasarn
Kontrol 2,2 17,4 7,579 3,9726
Sisplatin 7,7 65,8 27,350 12,2913
Setuksimab 3.4 37,0 16,356 10,0027
Sisplatin + Setuksimab 11,3 73,5 38,847 15,2174
RT 3,9 40,6 19,850 9,6713
RT + Sisplatin 17,8 67,3 41,006 14,4416
RT + Setuksimab 10,2 48,7 29,885 10,5901
RT+ Sisplatin + Setuksimab 7.4 88,1 52,374 18,7586
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Tim farkli gruplardaki proliferasyon, apoptoz ve DNA hasar1 bulgular
parametrik olmayan Mann Whitney U testi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmamistir (p>0,05) (Tablo 3).

Tablo 3. Tiim tedavi gruplarinda tedavi yanitlarinin istatistiksel karsilagtirma bulgulari

Proliferasyon DNA hasan Apoptoz

N=34 p degerleri

Kontrol 0,926 0,897 1,000
Sisplatin 0,515 0,238 0,322
Setuksimab 0,669 0,445 0,867
Sisplatin+Setuksimab 0,809 0,809 0,696
RT 0,926 0,926 0,897
RT+Sisplatin 0,752 0,752 0,780
RT+Setuksimab 0,589 0,589 0,897
RT+Sisplatin+Setuksimab 1,000 1,000 0,838
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HPV (-) ve HPV (+) tiimérler kendi i¢inde, uygulanan farkli tedaviler sonrasi

elde edilen proliferasyon, apoptoz ve DNA hasar1 bulgulari agisindan parametrik

olmayan Mann Whitney U testi ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark

saptanmamustir (p>0,05) (Tablo 4).

Tablo 4. HPV durumuna gore grup ici farkli tedavi yanitlarimin istatistiksel

karsilagtirma bulgular

Proliferasyon DNA hasan Apoptoz

HPV (+) n=5 p degerleri

Kontrol 0,400 0,200 0,400
Sisplatin 0,200 1,000 0,200
Setuksimab 1,000 1,000 0,800
Sisplatin+Setuksimab 0,400 1,000 0,400
RT 0,200 0,200 0,200
RT+Sisplatin 0,200 0,400 0,200
RT+Setuksimab 0,200 1,000 0,200
RT+Sisplatin+Setuksimab 0,200 0,800 0,200
HPV (-) n=29 p degerleri

Kontrol 0,649 0,401 0,518
Sisplatin 0,218 0,401 0,083
Setuksimab 0,720 0,615 0,649
Sisplatin+Setuksimab 0,237 0,237 0,200
RT 0,324 0,301 0,324
RT+Sisplatin 0,582 0,114 0,218
RT+Setuksimab 0,756 0,649 0,401
RT+Sisplatin+Setuksimab 0,487 0,075 0,401
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Pearson korelasyon testine gore yas ortalamalari ile farkli gruplardaki tedavi
yanitlar1 degerlendirildiginde HPV (-) vakalarda kendi igerisinde istatistiksel anlamli
bir korelasyon saptanmamistir (p>0,05). HPV (+) hastalarda ise sadece setuksimab
alan hastalarda yas ile proliferasyon, DNA hasar1 ve DNA hasarina bagli apoptoz

miktar1 arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir (Tablo 5).

Tablo 5. HPV durumuna gore hastalarda yas ortalamasinin gruplardaki tedavi yanitlari

ile korelasyonunun istatistiksel karsilastirma bulgulari

Proliferasyon DNA hasar Apoptoz

HPV (+) p degeri

r degeri
Kontrol 0,704 0,758 0,986
-0,235 0,192 0,011
Sisplatin 0,232 0,827 0,199
-0,653 -0,136 0,688
Setuksimab 0,020* 0,011* 0,034*
-0,935 -0,956 -0,907
Sisplatin+Setuksimab 0,807 0,024* 0,738
0,152 -0,925 -0,207
RT 0,205 0,837 0,310
-0,682 -0,128 0,575
RT+Sisplatin 0,312 0,712 0,332
-0,574 0,228 0,554
RT+Setuksimab 0,940 0,090 0,833
0,047 -0,819 -0,132
RT+Sisplatin+Setuksimab 0,937 0,318 0,907
0,049 -0,567 -0,073

HPV (-) p degeri

r degeri
Kontrol 0,261 0,965 0,224
-0,216 -0,009 0,233
Sisplatin 0,155 0,543 0,413
-0,271 -0,118 0,158
Setuksimab 0,931 0,807 0,625
0,017 -0,047 -0,095
Sisplatin+Setuksimab 0,953 0,499 0,828
-0,011 -0,131 0,042
RT 0,490 0,269 0,442
-0,134 0,212 0,148
RT+Sisplatin 0,961 0,597 0,643
0,010 0,102 0,090
RT+Setuksimab 0,288 0,837 0,197
0,204 -0,040 -0,247
RT+Sisplatin+Setuksimab 0,544 0,994 0,841
0,118 -0,001 -0,039
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4.5. Hastalarin Bas Boyun Tiimérlerinin Patolojik Ozelliklerine Gore Tedavi
Yanitlar1 Bulgular:

Hastalarin patolojik evreleri, diferansiyasyon diizeyleri, g6z oniine alinarak
parametrik olmayan Kruskal Wallis testi ile tiim vakalarda farkli tedavilere
proliferasyon, DNA hasar1 ve apoptoz bakimindan istatistiksel anlamli fark
gostermedigi tespit edildi (p>0, 05). Benzer sekilde HPV (-) ya da HPV (+) vakalarda
da kendi igerisinde istatistiksel anlamli farlkilik goriilmedi (p>0, 05).

Ancak HPV (-) hastalar arasinda Kruskal Wallis testine gore RT+ sisplatin +
setuksimab kombinasyonu alan grupta primer tiimor lokalizasyonuna gore
proliferasyon diizeyinde farklilik goriilmistiir. Buna goére primer tiimor lokalizasyonu
hipofarenks olan HPV (-) hastalarda proliferasyon diizeyi istatistiksel anlamli olarak
en yiiksek bulunmustur (p=0,038) (Tablo 6).

Tablo 6. HPV (-) bas boyun kanserinde primer tiimor lokalizasyonuna gore

proliferasyon diizeyi

Primer tiimor Ortalama + SD p degeri
lokalizasyonu RT+Sisplatin+Setuksimab
Oral kavite 56,16+12,11
Orofarenks 69,13+12,09
Larenks 65,19+16,41 0,038*
Hipofarenks 41,02+14,75
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4.6. HPV Varhgma Gore Proliferasyon, DNA Hasar1 ve Apopitoz Bulgularinin

Karsilastirilmasi

HPV (+) ve HPV (-) gruplarda proliferasyon, DNA hasari ve DNA hasar iligkili
apopitoz diizeyleri Mann Whitney U testi ile degerlendirildiginde RT alan grupta
proliferasyon, apopitoz ve DNA hasar ylizdeleri istatistiksel anlamli fark gostermistir
(swrastyla p=0,049, p=0,022 ve p=0,025). Buna goére HPV (+) vakalarda sadece RT
verilen grupta proliferasyon daha yiiksek olup, apopitoz ve DNA hasar1 daha diisiik
diizeydedir (Tablo 7). Sisplatin, Sisplatin + Setuksimab, RT + Sisplatin, RT +
Setuksimab ve RT + Sisplatin + Setuksimab tedavileri sonucunda elde edilen
proliferasyon, apopitoz ve DNA hasar1 yiizdeleri HPV (+) ve HPV (-) gruplar arasinda
karsilastirildiginda istatistiksel anlamli farklilik tespit edilmemistir (p > 0.05).
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Tablo 7. HPV durumuna gore farkl tedavilere bagh proliferasyon, apopitoz ve DNA

hasarindaki degisimlerin karsilastirilmasi

HPV (+) HPV (-) P degeri
Proliferasyon
Kontrol 92,48+2,33 88,81+£5,19 0,133
Sisplatin 57,06£15,75 68,13+11,79 0,073
Setuksimab 82,08+10,35 76,78+9,89 0,280
Sisplatin + Setuksimab 54,94+23,49 57,07+£14,47 0,784
RT 80,26+9,00 70,57+9,82 0,049*
RT + Sisplatin 59,38+13,28 49,80+13,69 0,258
RT + Setuksimab 72,30+9,52 64,70+6,66 0,157
RT+ Sisplatin + Setuksimab 43,50+15,63 36,67+15,50 0,370
Apopitoz
Kontrol 4,76+2,45 7,154+3,73 0,180
Sisplatin 40,20+16,74, 28,25+11,26 0,163
Setuksimab 18,66+8,06 20,04+10,02 0,773
Sisplatin + Setuksimab 40,64+23,88 38,29+13,23 38,635
RT 13,56+9,23 24,12+49,50 0,022*
RT + Sisplatin 34,30+12,43 42,46+13,86 0,270
RT + Setuksimab 24,20+9,52 30,39+9,70 0,196
RT+ Sisplatin + Setuksimab 51,78+17,13 59,14+16,05 0,355
DNA Hasan
Kontrol 6,76+4,04 7,72+4,02 0,625
Sisplatin 29,76+13,75 26,93+12,24 0,642
Setuksimab 17,54+12,62 16,15+9,74 0,779
Sisplatin + Setuksimab 31,42+16,96 40,13+14,84 0,243
RT 11,28+5,75 21,3349,49 0,025*
RT + Sisplatin 36,34+19,39 41,81+13,69 0,443
RT + Setuksimab 23,26+6,06 31,03+10,85 0,132
RT+ Sisplatin + Setuksimab 47,14+£26,86 53,28+17,49 0,508
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5. TARTISMA

Ust sindirim ve solunum yolu mukozasindan kaynaklanan BBSHK igin klasik
risk faktorleri arasinda sigara, alkol tiiketimi ve HPV enfeksiyonlar1 bulunmaktadir (1-
3). Giiniimiizde bu kanserler HPV durumuna gére HPV (+) ve HPV (-) olmak {izere
iki farkli gruba ayrilmaktadir. HPV, BBK i¢in bilinen bir onkojenik ajan haline gelmis
olup giiniimiizde HPV (+) BBK vakalarinin, 6zellikle de HPV (+) orofarenks kanseri
vakalarinin insidansi giderek artmaktadir (2,3). HPV (+) BBK farkli karsinogenez
yollarin1 takip etmekte ve sagkalim, prognoz ve tedavi yanit1 acisindan farkli klinik
davraniglar gostermektedir. HPV ile iliskili BBK’lerin, HPV (-) olanlara kiyasla daha
iyi tedavi yanitlari ve sagkalim oranlarinin oldugu bilinmektedir (11-13,87). HPV Tip
16, BBK ile en sik iliskilendirilen alt tiirdiir (5). Timoériin HPV ile iligkisi, HPV
varhiginin PCR ya da ISH ile belirlenmesi ile ya da timdr Orneklerinde
immiinohistokimyasal olarak artmig pl6 protein ekspresyonunun saptanmasini ile
ortaya konabilir (86). HPV (+) BBSHK ’lerin tedavi yanitlarinin, klinik seyirlerinin ve
prognozlarinin farkli olmasi, bu kanserlerde mevcut standart tedavilerin yerine farkl
kombine tedavi alternatifleri kulanilabilecegini disiindiirmektedir (16-17). Bu
nedenle, HPV (+) tiimorlerin iyi klinik seyirli olmalar1 géz oniinde bulundurularak
daha az yogunlukta ve farkli tedavilerin verilip verilemeyecegine yonelik yapilan
caligmalar artis gostermistir (33-35,89). Bu bilgilere dayanarak bu ¢alismada HPV (+)
ve HPV (-) olan BBK primer kiiltiirlerinde RT ve KT yanitin1 karsilastirmak ve
timoriin HPV durumuna bagli olarak en uygun tedavi modelini ortaya koymak
amaglanmistir. Bu amagla, ¢calismaya dahil edilen 34 olgunun 24 ii erkek (%70,6) 10
‘u kadin (%29,4) olarak dagilim gostermistir. Bu olgularin 29 ‘u HPV (-), 5 ‘i ise HPV
(+) olarak bulunmustur. Calisma gruplar1 dahilinde; HPV (-) ve HPV (+) tiimérlerde;
tedavi uygulanmayan, sisplatin alan, setuksimab alan, sisplatin+setuksimab alan,
sadece RT alan, RT + sisplatin alan, RT+setuksimab alan ve RT+sisplatin+setuksimab
alan olmak iizere toplam 8 grup tanimlanmistir. HPV (-) ve HPV (+) tiimorler
uygulanan farkli tedavilere gore DNA hasari, hiicre proliferasyonu ve apoptoz
acisindan karsilagtirilmigtir.

Katzel ve ark. tedavi edilen evre II-IVB bas boyun kanserli 223 kadin ve 661
erkek hastanin tedavi sonuglarini degerlendirmistir (90). Hastane sisteminden alinan
kanser kayit verilerinin analizine gdére bas boyun kanseri olan kadinlarin erkeklerle

kiyaslandiginda yogun KT ve RT’ye daha az duyarli oldugunu gostermistir.
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Calismamizda ise kadin ve erkekler arasinda tedavi yanit1 acisindan benzer bir fark
tespit edilmemistir.

Gotz ve ark. HPV (+) BBSHK deki farkliliklar1 degerlendirilmek amaciyla 2004
ve 2014 wyillar1 arasinda yayimlanmis olan 139 c¢alismanin meta analizini
gerceklestirmistir (91). Buna gore HPV (-) hastalarin yas ortalamas1 HPV (+) hastalara
gore daha yiiksek gozlenmis ancak bu durum tedavi yaniti ile istatistiksel anlamli
bulunmamistir.  Bizim calismamizda da benzer sekilde HPV durumuna gore
hastalarda yas ortalamasinin gruplardaki tedavi yanitlar1 ile korelasyonu
saptanmamistir.

Yapilan calismalarda HPV (+) orofarenks kanseri olan hastalarinin daha iyi
prognoz gosterdigi belirtilmistir (87). HPV (+) tiimorlerin daha iyi prognoza sahip
olmalarinin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Tiimoriin HPV (+) olmasi iyi
prognostik bir faktor olarak kabul edilmekte, bu durum HPV (+) timorlerin RT ve
KT’ye daha duyarli olmalarina baglanmaktadir. Literatiirde HPV (+) tlimorlerin RT
ve KT’ye olan duyarliligint ve bunun olas1 mekanizmalarini inceleyen ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir (92). Ozcan ve ark. HPV durumuna gére RT duyarliligini
degerlendirdikleri derlemede, HPV (+) hastalarin RT’ye olan duyarliliginin HPV (-)
hastalara kiyasla daha fazla oldugunu belirtmislerdir (93). Liu ve ark. HPV ve RT
duyarlilig1 iliskisini degerlendirdikleri ¢calismalarinda HPV (+) BBSHK hastalarin KT
ve RT’ye kars1 daha yiiksek duyarliliga bagl olarak sagkalim oranlarinin da arttigim
gostermislerdir (94). HPV pozitifligi, artan RT duyarliligi ile iligkili olmasina ragmen,
altta yatan mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. HPV (+) tiimdrlerin
KT ve RT’ye daha duyarli olmalarinin bir nedeni olarak, HPV (+) timdrlerin sahip
oldugu viral proteinlere karsi insan viicudunda indiiklenen immiin cevabin timor
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasini kolaylastirdig: diisiiniilmektedir (21,95).

Literatiirde hiicre hatlar1 kullanilarak in vitro ortamda yapilan caligmalarin
cogunda HPV (+) tlimor hiicrelerinin RT’ye daha duyarli oldugu gosterilmistir (19-
22). Bununla birlikte bazi in vitro ¢alismalarda ise HPV (+) tiimorlerin HPV (-)
tiimorlere kiyasla RT ve KT’ye daha direngli olduklar1 bulunmustur (21,95). Hiicre
hatlar1 kullanilarak, kanser hiicrelerinin tedaviye yanitinin degerlendirildigi
caligmalarin, tedavilerin canli ortamda verilmemesi nedeniyle bazi kisithiliklar
bulunmaktadir. Son yillarda canli konagin bu duruma etkisini arastirmak icin
ksenogreft iizerinde yapilan ¢alismalar tiimor oksijenizasyonunun ve immiin cevabin

tedavi yanitint 6nemli derecede etkiledigini gostermistir (95,96). Bu calismalarda
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hiicre hatlar1 kullanilarak hiicre kiiltiirlerinde iiretilen tiimdr hiicrelerinin fare gibi
ksenogreft iizerinde iiretilen kanser hiicrelerinden daha farkli tedavi yanitlarinin
oldugu gosterilmistir. Bu durumun HPV (+) tiimorlere karsi intakt immiin cevabin var
olmasindan kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Bu nedenle insandaki canli tiimor
hiicreleri de tedaviye yanit anlaminda farklilik gdsterebilmektedir. Bunun en 6nemli
nedenlerinden biri olarak HPV (+) tiimorlere karst ortaya c¢ikan immiin cevabin
tedaviye yanitta onemli rol oynamasi olarak gosterilmektedir.

Spanos ve ark. HPV (+) ve HPV (-) hiicre hatlarinin artan radyasyon dozlarina
verdikleri yanit1 degerlendirdikleri ¢alismalarinda HPV (+) hiicre hatlarinin RT’ye
daha direncli oldugunu gostermislerdir (95). Ayni ¢calismada, HPV (+) ve HPV (-) fare
epitel hiicreleri kullanilan in vivo ortamda ise HPV (+) tiimoérlerin HPV (-) hiicre
kiiltiirlerine kiyasla RT’ye daha duyarli olduklar1 goriilmiistiir. Nagel ve ark. ise HPV
(+) ve HPV (-) hiicre hatlarinin RT duyarliliklar1 arasinda fark olmadigini
gostermislerdir (21). Yine bu ¢alismada HPV (+) ve HPV (-) hiicre hatlarinin RT’ye
ve setuksimaba verdikleri tedavi yanit1 arasinda fark bulunmamis, HPV (-) hiicre
hatlarinin sisplatine daha duyarli olduklar1 gosterilmistir. Bu durumun nedeninin
tiimor oksijenizasyonu ve tiimor hiicrelerine karsi ortaya ¢ikan immiin cevabin oldugu
diistinilmektedir.

Bizim c¢alisgmamizda da bu calismalara benzer sekilde HPV (+) ve HPV (-)
tiimorlerde sisplatin ve setuksimabin birlikte kullanildiklarinda ya da RT ile kombine
edildiklerinde tedavi yanitlar1 arasinda fark olmadig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte
HPV (-) timorlerin RT’ye daha duyarli olduklar1 goriilmiistiir. Sisplatin, setuksimab,
sisplatin + setuksimab kombinasyonu ve bu gruplarin 15 Gy RT’li kombinasyonlarinin
verildigi tiimor hiicrelerinde DNA hasari, hiicre proliferasyonu ve apoptoz agisindan
HPV (+) ve HPV (-) olgular arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark gériillmemistir.
Buna karsin tek basina 15 Gy RT’nin daha fazla hiicre 6liimii, apoptoz ve DNA
hasarma neden oldugu tespit edilmis olup hiicre 6liimii, apoptoz ve DNA hasari
acisindan HPV (+) ve HPV (-) olgular arasinda istatistiksel anlamli farklilik tespit
edilmistir.

Definitif KRT, lokal ileri bas boyun kanseri olan hastalar i¢in standart bir
tedavidir. Bu hastalara optimal bireysellestirilmis tedavi uygulamak i¢in, heterojen
timorlerin prognostik 6zelliklerine gore alt gruplara ayrilmasina ihtiyag¢ vardir. HPV
(+) BBK’nin KRT yanitlarinin daha iyi oldugu bilinse de halihazirda HPV (+) ve HPV

(-) bas boyun kanserlerinin tedavisi arasinda farklilik bulunmamaktadir (24). Her iki
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grupta da primer tedavi ya da cerrahi sonras1 adjuvant tedavi olarak sisplatin bazli KT
ve RT kombinasyonu uygulanmaktadir. Bununla birlikte bu tedavilerin toksik
etkilerinden kaginabilmek amaciyla yogunlugu azaltilmig tedavi stratejilerinin yani
sira daha az toksik ajanlarin sisplatin yerine kullanildig1 bir¢cok ¢aligma yapilmistir
(34-36,97,98). Bu ¢alismalarda sisplatine kiyasla daha az toksik oldugu diisiiniilen ve
bir monoklonal anti-EGFR antikoru olan setuksimab, sisplatin ile karsilastirilmistir.
Tim BBK g0z Oniine alinarak yapilan calismalarda, setuksimaba ait tedavi
sonuclarinin sisplatin ile kiyaslandiginda daha kétii oldugu bulunmustur (99). Bununla
birlikte HPV (+) orofarenks kanserlerinin prognoz ve tedaviye yanit agisindan diger
BBK’den farkli oldugu g6z 6niinde bulundurularak, HPV (+) orofarenks kanserlerinde
daha iyi tedavi sonuglarinin elde edilebilecegi diisiiniilmiis ve bu amacgla HPV (+)
orofarenks kanserlerine spesifik bir¢cok arastirma yapilmistir.

Sadece RT ile kiyaslandiginda sisplatin ile birlikte RT uygulanmasinin akut
toksik etkilerinin ¢ok daha fazla oldugu bilinmektedir. Ek olarak kserostomi ve disfaji
gibi uzun dénemde ortaya ¢ikan sekelleri de artirmaktadir (34-35,99,100). Ozellikle
HPV (+) orofarenks kanseri olan ve sagkalim siiresi uzun olan geng hastalarda bu tiir
yan etki ve sekeller hayat kalitesini olduk¢a diisiirmektedir. Bu hastalar i¢in toksisiteyi
azaltirken tiimdre yonelik etkinligi azaltmayacak sekilde tedavi dozunun diistiriilmesi
giiniimiizde tlizerinde ¢ok durulan bir yaklagim olmustur (99). Bu yaklasimlardan bir
tanesi de toksisitesi yiliksek olan sisplatin yerine setuksimabin kullanimidir
(73,75,89,99).

RT, BBK’de EGFR ekspresyonunu artirarak direng gelisimine neden olabilir.
Bir EGFR inhibitérii olan setuksimab RT ile birlikte uygulandiginda bu direng
geisimini agmaya yardimei olabilir. Yapilan baz1 ¢aligmalarda BBK tedavisinde RT’ ye
setuksimab eklenmesinin genel sagkalimi anlamli olarak artirdigi gosterilmistir ve
setuksimab, sisplatinin daha az toksik olan bir alternatifi olarak &nerilmistir (101)
Buna karsin HPV (+) orofarenks kanserlerinde setuksimab ile EGFR inhibisyonunun
diger BBK kadar tedavide etkin olmadigini gosteren ¢aligmalar da vardir (99).

Mehanna ve ark. tarafindan yapilan De-ESCALaTE calismasinda HPV (+)
orofarenks kanserli hastalarda RT’ye ek olarak uygulanan setuksimab ve sisplatin
toksisite, sagkalim ve rekiirrens agisindan karsilastirilmistir (102). Bu calismada
setuksimabin tedavi toksisitenin azaltilmasina katkisinin olmadigi gibi timér kontrolii

ve sagkalimin da istatistiksel anlamli olarak daha kétii oldugu bulunmustur. Bu
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calismada, HPV (+) orofarenks kanserli hastalarin tedavisinde sisplatin ve RT
kombinasyonunun kullanilmasi 6nerilmistir.

(Calismamizda ise setuksimab ve sisplatin arasinda istastistiksel anlaml1 bir fark
tespit edilmemistir. Ancak ¢alismamizda HPV (+) hastalarda, sadece setuksimab alan
hastalarda yas ile proliferasyon, DNA hasar1 ve DNA hasarina bagli apoptoz miktari
arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir. Bir baska deyisle bu hastalarda yas
arttikca proliferasyon, DNA hasar1 ve DNA hasarina bagli apoptoz azalmaktadir.

Bu caligma, daha 6nce hi¢ tedavi almamig BBK vakalarinda standart tedavi
yaklagimlarmin HPV durumu ile primer kiiltiirde iligkilendirildigi ilk ¢aligma olup
literatiire yaptig1 katki ile 6zgilin bir degere sahiptir. Ancak c¢aligmanin 6nemli bir
sinirlamasi1 vakalarin sadece 5’inin HPV (+) olmasidir. Bu nedenle ilerleyen

caligmalarda daha fazla HPV (+) BBK vakasinin degerlendirilmesi yararli olacaktir.

55



6. SONUC
HPV (+) ve HPV (-) olan BBK primer kiiltiirlerinde RT ve KT ye yanitini
karsilagtirmak ve tiimoriin HPV durumuna bagh olarak en uygun tedavi modelini

ortaya koymak amaglanan bu ¢aligmada su sonuglar elde edilmistir:

e HPV durumuna gore hastalarda yas ortalamasinin gruplardaki tedavi yanitlar
ile korelasyonu saptanmamustir.

e HPV (+) hastalarda sadece setuksimab alan hastalarda yas ile proliferasyon,
DNA hasart ve DNA hasarma bagli apoptoz miktar1 arasinda negatif
korelasyon tespit edilmistir. Bir baska deyisle bu hastalarda yas arttik¢a
proliferasyon, DNA hasar1 ve DNA hasarina bagli apoptoz azalmaktadir.

e HPV (-) hastalar arasinda primer tiimdr lokalizasyonu hipofarenks olanlarda
proliferasyon diizeyi en yiiksek bulunmustur.

e HPV (+) vakalarda sadece RT verilen tiimorlerde proliferasyon daha yiiksek

olup, apopitoz ve DNA hasar1 daha diistik diizeydedir.
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Uygulanan tedavi:
HPV durumu:

HPV 16:

HPV 18:

Canlilik Testleri: %
Kontrol

Sisplatin:

Cetuximab:
Radyoterapi:

Kombinasyonlar:
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EK-3. Bilgilendirilmis Onam Formu

“BAS BOYUN KANSERLERI VE TEDAVi STRATEJILERININ HPV iLE
ILISKISININ IN VITRO ARASTIRILMASI” CALISMASI
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Bas boyun bdlgesi kanserleri diinyada en sik goriilen kanserler arasinda yer almaktadir. Bag
boyun kanserlerinde en 6nemli iki risk faktorii sigara ve alkol tiikketimidir. Bununla birlikte, son yillarda
Human Papilloma Viriis (HPV) adi verilen viriisiin 6zellikle orofarenks olarak adlandirilan agiz ici ve
yutak bolgesi kanserlerinin olusumunda etkisi oldugu gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalarda bu viriistin
tespit edildigi kanserlerin kemoterapi (ilag tedavisi) ve radyoterapiye (151n tedavisine) daha iyi yanit
verdigi ve hastalik seyrinin bu viriisii tasimayan kanserlere kiyasla daha iyi oldugu gosterilmistir. Buna
karsin halihazirda bu viriislin tespit edildigi kanserlerde kullanilan kabul edilmis, standart bir tedavi
bulunmamaktadir.

Bu calismada oncelikle hastalarin timorli dokularindan o6rnekler alindiktan sonra, timorlii
dokularin viriisii tastyip tasimadigina bakilacaktir. Daha sonra viriisii tagiyan ve tasimayan timor
dokular1 6zel laboratuarlarda, kanser hiicre kiiltiirlerinde iiretildikten sonra hiicre kiiltiirlerine ilag
tedavisi, 151n tedavisi ya da her ikisi birden uygulanacak ve kanser hiicrelerinin bu tedavilere verdikleri
cevap incelenecektir. Caligma sonucunda viriisii tasiyan ve tagimayan hastalarin tedavisinde en etkili
yoOntemin tespit edilmesi amaglanmaktadir.

Calisma boyunca uygulanacak tiim girisimler hastaliginizin  gerektirdigi  bigimde
gergeklestirilecektir ve yapilmakta olan ¢aligma hastaliinizin tedavi planlamasini etkilemeyecektir.
Size uygulanacak olan tedavi yontemi sizin ve hastaligimizin 6zellikleri goz oniine alinarak yapilacak,
her hastaya yapilan standart islemler yapilacak ve operasyonunuz da hastaligimzin gerektirdigi
standartta uygulanacaktir. Bu c¢alismada ameliyatimzda elde edilen ve patolojik incelemeye
gonderilecek doku drneklerinden bir kismi ¢alisma igin kullanilacaktir.

Caligma siiresince, degerlendirme asamasinda ve bilimsel yayin asamasinda kimlik bilgileriniz mutlaka
gizli tutulacaktir.

Tiim yukarida yazilanlari okudum ve bana ayrica ayrmtili olarak anlatildi. Istedigim asamada
¢aligsmadan ¢ikabilecegim iletildi. Arastirma i¢in gerekli harcamalarin tarafima veya bagli bulundugum
sosyal giivenlik kurumuna yiiklenmeyecegi konusunda bilgilendirildim. Bu kosullarda s6z konusu

¢alismaya kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.
Gontilliiniin ad1 ve soyadi, imzast, adresi

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin adi ve soyadi, imzasi

Dr. Ersoy Dogan

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden gorevlinin adi ve soyadi, imzasi, gérevi

69



EK-4.1 Tez ile iliskili Makale 1

Patterns of cervical lymph node metastases in oral tongue squamous cell carcinoma: implications for elective and
therapeutic neck dissection

By: Dogan, E (Dogan, E.) [1); Cetinayak, HO (Cetinayak, H. 0.) (2] ; sarioglu, S (Sarioglu, 5.) [3]; Erdag, TK (Erdag, T. k) (1) ; kiz, A0 (1kiz, A. 0,) (1)
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Abstract

Objectives: To ine the patt f lymph node in oral tongue and examine the implications for elective and therapeutic neck
dissection.

Method: The study entailed a retrospective analysis of 67 patients with previously untreated oral tongy 1 who had

simultaneous glossectomy and neck dissection.

Results: Of the 40 clinically node-negative patients, 7 patients had ic lymph nodes on No occult found at

level IV. Of the 27 clinically node-positive patients, the incidence rate of level IV metastasis was 11.1 per cent (3 out of 27 patients). No 'skip metastases' were
found at level IV. Level IV were signif related linically staged nod ised as over 2a (p = 0.03) and metastasis to level Ill (p = 0.01).

Conclusion: Routine inclusion of level IV in elective neck dissection is not necessary for clinically node-negative patients with oral tongue squamous cell
il extended id neck dissection with adjuvant radiotherapy can be sufficient in the treatment of selected patients with
clinically node-positive necks.
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Elective superior mediastinal dissection for laryngeal carcinoma involving subglottis

By: Dogan, E (Dogan, Ersoy) (1] Aslier, NGY (Aslier, Nesibe Gul Yuksel) [1); Cetinayak, HO (Cetinayak, Hasan Oguz) [2); Erdag, TK (Erdag, Taner kemal) [1)
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Document Type: Article

Abstract

Conclusion: Despite the low incidence of superior iasti is (SMM) lecti peri iastinal dissection (ESMD) and close
follow-up for all patients with laryngeal carcinoma involving the subglottis, because higher peristomal recurrence (PR) rates and lower survival rates were
observed in the presence of SMM numerically even though statistical lacking. : This study was toidentify the incidence of

SMM and to evaluate the need for ESMD in laryngeal tumors involving the subglottis. Methods: Medical records of patients who had undergone total

lar for laryngeal carci were reviewed ively and 68 patients (45 with ESMD and 23 without ESMD) who had pathologically proven
subglottic involvement were included in the study. Results: SMM was found in 3 of 45 (6.6%) patients who underwent ESMD. The PR rate was higher in patients
with SMM (66.7%) than in patients without SMM (9.5%) and the presence of SMM was significantly related to PR (p = 0.043) in univariate analysis. However, this
relationship was not preserved in multivariate analysis. The 3- and 5-year survival rates of patients with SMM were lower (both 66.7%) than patients without
SMM (83.3% and 76.2%, respectively), but decreased survival rates did not differ statistically from the survival rates of 42 patients without SMM.
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Comparison of the Prognoses of Laryngeal Preneoplastic Lesions based on Ljubljana

and World Health Organization Classifications

Abstract

Objective

To evaluate the prognosis of patients with laryngeal preneoplastic lesions based on Ljubljana
classification (LC, Revised LC) and World Health Organization Dysplasia System (WHO-DS)
2005 and 2017

Materials and Methods

Patients diagnosed with a laryngeal preneoplastic lesion in our clinic between 2005 and 2018
were included in the study. Biopsy preparations of patients were re-examined by the pathology
unit and classified based on LC, Revised LC, WHO-DS 2005, and WHO-DS 2017. Patients
with carcinoma were identified during follow-up. The prognosis of preneoplastic lesions was
statistically analyzed based on carcinoma development and duration using these four different
classifications.

Results

Carcinoma developed in 16 of 142 patients after repeated biopsy. The risk for carcinoma
development was found to be higher in atypical hyperplasia than in squamous cell hyperplasia
and basal-parabasal cell hyperplasia according to LC (p: 0.027 and 0.035), indicating no
statistically significant difference: in the high-grade squamous intraepithelial lesion (SIL) than
in low-grade SIL according to revised LC (p: 0.04); in atypical hyperplasia than in other groups
according to WHO-DS 2005; and in high-grade dysplasia than in low-grade dysplasia
according to WHO-DS 2017 (p: 0.013).

The Cox regression analysis demonstrated that the risk of developing carcinoma statistically
increased with age in all classifications, independent of the severity of dysplasia. Gender does

not affect carcinoma development.
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In Vitro Evaluation of Treatment Responses in Primary Cell Cultures of HPV Positive
and HPV Negative Head and Neck Squamous Cell Carcinoma
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Purpose: To compare the treatment responses of primary cell cultures of HPV positive
and HPV negative head and neck squamous cell carcinoma to radiotherapy and
chemotherapy and to determine the optimal treatment modality depending on the HPV
status of the tumor.

Method: Tumor resection samples were obtained from 34 patients with head and neck
cancer. Single cell suspensions were acquired from tumor samples and cultivated in
RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS, 1% penicillin/streptomycin, 1% L-
glutamine and 1% fungisomel. Eight subgroups were planned for each patient's
primary cell culture as control, cisplatin, cetuximab, radiotherapy, combination of
cisplatin +cetuximab and their 15 Gy radiotherapy combinations. Cell proliferation
(BrdU), DNA damage (H2AX) and apoptosis (PARP) levels were analyzed after 24
hours by flow cytometry. Expression of HPV 16 and 18 were also detected by Real
time PCR and immunohistochemistry. Data was statistically analyzed considering
clinical characteristics of patients.

Results: There were 24 male and 10 female patients with a mean age of 58.44 (23-80
years). Tumor localization was oral cavity in 10 patients, oropharynx in four patients,
larynx in 14 patients and hypopharynx in six patients. HPV 16 was positive in five
cases (14.7%). In vitro evaluation of cytotoxic, apoptotic and DNA damage among HPV
16 positive and negative cases did not show statistically significant difference in
cisplatin, cetuximab, combination of cisplatin and cetuximab and their 15 Gy
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IN VITRO EVALUATION OF HPV STATUS AND ITS RELATION WITH TREATMENT
STRATEGIES IN HEAD AND NECK CANCERS

Ersoy Dogan? , Pinar Ercetin® , Barbaros Aydin® , Ahmet Omer ikiz? , Zekiye Altun®, ilhan Oztop*,
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| Dokuz Eylul University School of Medicine Department of Basic Oncology
2| Dokuz Eylul University School of Medicine Department of Otorhinolaryngology Head and Neck Surgery
3| Dokuz Eylul University School of Medicine Department of Radiation Oncology
4| Dokuz Eylul University School of Medicine Department of Clinical Oncology

Purpose: To compare the treatment responses of primary cell culture HPV positive and HPV negative head and
neck cancers to radiotheraphy and chemotheraphy and to determine the optimal treatment modality
depending on the HPV status of the tumor.

Method: Tumor resection samples were obtained from 34 patients with head and neck cancer. Single cell
suspensions were acquired from tumor samples and cultivated in RPMI 1640 medium supplemented with 10%
FBS, %1 penicillin/streptomycin, 1% L-glutamine and 1% fungisomel. 8 subgroups were planned for each
patient’s primary cell culture as control, cisplatin, cetuximab, combination of cisplatin +cetuximab and their 15
Gy radiotherapy combinations. Cell proliferation (BrdU), DNA damage (H2AX) and apoptosis (PARP) levels were
analyzed after 24 hours by flow cytometry. Expression of HPV 16 and 18 was also detected by Real time PCR.
Data was statistically analyzed considering clinical outcomes of patients.

Results: There were 24 male and 10 female patients with a mean age of 58.44 (23-80). Tumor localisation was
oral cavity in 10 patients, oropharynx in 4 patients, larynx in 14 patients and hypopharynx in six patients. HPV
16 was positive in 5 cases (14.7%). In vitro evaluation of cytotoxic, apoptotic and DNA damage among HPV16
positive and negative cases did not show statistically significant difference in cisplatin, cetuximab, combination
of cisplatin and cetuximab and their 15 Gy radiotherapy combinations (p:>0.05) . There was statistically
significant difference for cell proliferetion index, apoptosis and DNA damaged cell percentages among HPV 16
positive and negative cases in 15 Gy radiotherapy alone group. Radiotherapy alone caused more cell death,
apoptosis and DNA damaje in tumor cells of HPV16 negative group.

Conclusion: In this in vitro study, chemotherapy and radiotherapy sensitivity of primary cancer cell culture of
head and neck cancers were analysed and compared among HPV positive and negative cases by proliferation
(Brdu), DNA damage (H2AX) and apoptosis (PARP) methods. Our results indicate that cisplatin and cetuximab
did not have an additional effect in both groups and radiotherapy was found to be more effective in HPV
negative cases.

Keywords: Head and neck cancer, HPV, treatment strategies
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