Osmangazi Tip Dergisi
Agiz Kanserleri Ozel Sayisi, Eyliil 2020;1-7

Aragtirma Makalesi / Research Article

Oral Kanserde Tumor Nekrozis Faktor-
Alfa (Tnf-a) Ekspresyonunun Molekiiler
Subtipleme ile Iliskisi

The Association Between Tumor Necrosis Factor-Alpha (Tnf-A)
Expression and Molecular Subtype in Oral Cancer

Yipek Atak, *Leyla Bozdag,*Reinhard Buettner,'Sibel Elif Giiltekin

'Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi, Oral Patoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye
’Gazi Univers@_tesi Fen Fakiiltesi, Biyoloji Anabilim Dali, Ankara, Tiirkiye
K 61n Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji Enstitiisii, KSln, Almanya

Ozet: Oral kavitenin en sik izlenen malign tiimorii olan oral skuamdz hiicreli karsinomun (OSHK) gelismesi ve ilerlemesi, genetik
alterasyonlarin birikmesinden kaynaklanmaktadir. Diger taraftan Tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-o)'nin tiimor invazyonunda 6nemli rol
oynadig1 da bilinmektedir. Bu galigmanin amaci, oral kanserdeki genetik alterasyonlar1 saptayip, molekiiler alttipleme ile inflamasyon ve
TNF-a ekspresyonu arasindaki iliskiyi incelemektir. Calisma, 25’1 OSHK tanisi almig toplam 39 doku ornegi tizerinde gerceklestirildi.
Parafine gomiilii bloklardan elde edilen DNA izolasyonunu takiben, 28 adet kanser iliskili gene ait genetik degisiklikler yeni nesil dizileme
analizi (NGS) ile tayin edildi. Dokulardaki TNF-a ekspresyonu immiinhistokimyasal ¢alismalar ile tayin edildi. inflamasyon skorlamasi, her
vaka i¢in hemotoksilen-eosin kesitlerde yapildi. Toplam 25 adet OSHK vakasinin 18’inde (%72) bir veya birden fazla mutasyon izlenmistir.
En sik mutasyonu goriilen gen, P53 geni olarak saptanmistir. Tiim vakalardan 3 tanesi (%12) ii¢ ve daha fazla gen mutasyonu gostermistir.
TNF-a ekspresyonu mutasyon saptanan tiimorlerde daha fazla izlenmistir. Yeni nesil dizileme analizi (NGS) ile ortaya ¢ikan mutasyon
spektrumu, OSHK'deki genetik degisikliklerin ne kadar ¢esitli ve karmasik oldugunu gostermektedir. Caligma sonuglari genetik degisiklikler
ile inflamasyon ve TNF-a ekspresyonu arasinda iliski oldugunu diistindiirmektedir. OSHK 'nin tan:1 ve tedavisinde histopatolojik incelemenin
yani sira, genetik alterasyonlar1 da ortaya koymak hedefe yonelik tedavide yeni alternatifler sunacaktir.

Anahtar Kelimeler: NGS, Oral kanser, TNF-a, yeni nesil dizileme analizi

Abstract: Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common malignant tumor of the oral cavity and the development and
progression of this tumor is due to the accumulation of genetic alterations. On the other hand, tumor necrosis factor alpha (TNF-a) is known
to play an important role in tumor invasion. The aim of this study was to detect genetic alterations in oral cancer and to investigate the
possible relationship between molecular subtype, inflammation and TNF-o expression. The study was conducted on 39 tissue samples, 25 of
which were diagnosed as OSCC. All were subjecte to DNA isolation from paraffin embedded blocks and followed by next-generation
sequencing (NGS) platform that examined the complete coding sequence of in 28 cancer-related genes. TNF-a expression in tissues was
determined by immunohistochemical studies. Inflammation scoring was performed in hemotoxylin & eosin sections for each case. Eighteen
of 25 (72%) OSCC cases showed alterations in at least in one gene. P53 was the most frequent altered gene in all lesions. Three or more gene
alterations were detected in 3 of all cases (12%). TNF-a was overexpressed in tumors with mutation. The mutation spectrum revealed by the
next-generation sequence analysis (NGS) suggests that genetic alterations in OSCC are diverse and complex. The results of the study suggest
that there is a relationship between genetic alterations and inflammation/TNF-a expression.
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Oral Kanserde Ttimér Nekrozis Faktor-Alfa (Tnf-a)

1. Giris

Oral skuamdz hiicreli karsinom (OSHK), oral
mukozanin yiizey skuamdéz epitelinden koken
alan malign epitelyal tiimoriidiir. Oral
kavitedeki ~ malign  tiimorlerin %901
mukozanin yiizey skuaméz epitelinden koken
aldigr icin oral skuamdz hiicreli karsinom,
oral kanser/agiz kanserini ifade etmektedir

).

Oral kanser, tim kanserler icerisinde 6.
siklikla izlenen, morbidite ve mortalitesi
yiiksek bir tiimordiir (2). Vakalarin %50°si 5
yil igerisinde yasamlarin1 yitirmektedir (2).
Oral kavite, diger anatomik bolgelere gore
daha g6z Oniinde ve klinik olarak rahat
ulagilabilir bir yerde olmasmna ragmen,
hastalarin biiylik bir cogunluguna ge¢ evrede
tant konabilmektedir (1).

Bu baglamda, bu alandaki arastirmalarda
erken tam1 koyabilmek, prognozu belirlemek
ve yapilan tedaviye verilecek yaniti
ongorebilmek icin biyobelirteclerin
saptanmasi ¢cok Onemli bir yer tutmaktadir.
Ancak bu konudaki ¢alismalar, oral
karsinogenezisin karmasik yapisindan dolayi
kesin bir sonuca ulasabilmis degildir.

Inflamasyon; malign transformasyon, timor
progresyonu, lokal invazyon, anjiyogenez ve

metastaz gibi malign tiimorlerin
karakteristigini olusturan olaylarin
gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir (3,4).
Inflamasyonun ozellikle timor

mikrogevresine hem pozitif hem negatif
yonde etkisi oldugu Dbilinmektedir (3).
Proinflamatuar bir sitokin olan TNF-a, hiicre
siklusu aktivasyonu, tiimor progresyonu ve
metastaz gelisimi ile iliskilendirilmis olup

hem pro hem anti tiimorojenik ozellikleri
acisindan ¢okca c¢alisilmistir (4-8). Yapilan
son calismalarda diagnostik ve prognostik
acidan oral kanser icin potansiyel bir
biyobelirte¢ olarak ileri siirilmektedir (6,7,9).

Glinlimiizde genom dizilemeleri ile genoma
dair bilgilerin elde edilmesini saglayan yeni
nesil dizileme  teknolojileri, kanser
arastirmalarinda  kullanilan en  gelismis
teknolojilerden biridir (10-12). Yeni nesil
dizileme analizi, hem genleri inceler, hem de
bazi mutasyonlarin tespit edilmesini saglar
(10). Ayrica, bilinmeyen dizi varyasyonlarinin

kisa  zamanda ve daha  kolaylikla
belirlenmesini saglar, bdylece klinisyenlerin
kanser olusumu, ilerlemesi ve metastaz
mekanizmalarimt  daha iyi anlamalarim

miimkiin kilar (10,11,13). Bu da giliniimiizde
basta akciger kanseri olmak iizere pek c¢ok

kanserin  tedavisinde, hedefe  yonelik
tedavilerin  uygulanabilmesini ~ miimkiin
kilmustir (14).

Ulkemizde alaninda ilk verilerin elde edildigi
bu c¢alismanin amaci, oral kanserdeki
mutasyonlar1 inceleyip elde edilen verilerle
genetik degisiklikler, inflamasyon ve TNF- a
ekspresyonu arasindaki iliskiyi incelemektir.

Gerec¢ ve Yontem

Calisma, Gazi Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Oral Patoloji Anabilim Dali
arsivinde bulunan OSHK tanisi almig toplam
22 vakaya ait formaldehitte tespit edilmis
parafin bloklardaki doku ornekleri {izerinde
yiriitiildii. Vakalara ait tiim demografik
veriler kaydedildi. (Tablo 1)

Tablo 1. Vakalarin demografik verileri

No. Yas Cinsiyet Lokalizasyon Biyopsi tiirii
1 58 E Bukkal mukoza Eksizyon

2 50 E Dudak mukozasi Eksizyon

8 56 E Damak mukozasi Rezeksiyon
4 45 K Agiz tabani Rezeksiyon
5 85 K Damak mukozasi Insizyonel
6 67 K Mandibular diseti Eksizyon

7 40 K Dil Rezeksiyon
8 43 E Dil Rezeksiyon
9 51 K Mandibular diseti Insizyonel
10 63 K Dil Rezeksiyon
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11 E Damak mukozasi Rezeksiyon

12 53 K Mandibular diseti Insizyonel

13 64 E Damak mukozasi Pars.Rezeksiyon

14 40 E Mandibular diseti Rezeksiyon

15 52 E Dil Eksizyon

16 39 E Damak mukozasi Insizyonel

17 40 K Dudak mukozasi Eksizyon

18 67 K Mandibular diseti Insizyonel

19 55 K Dil Insizyonel

20 76 K Bukkal mukoza Eksizyon

21 68 E Dil Rezeksiyon

22 38 E Mandibular digeti Insizyonel
(E: Erkek, K:Kadin)
Vakalara ait hemotoksilen-eozin boyali TNF-a (mouse poliklonal E-AB-40020
camlar 151k mikroskopunda tekrar  Elabscience China) antikoru +4 derecede tim

degerlendirilip molekiiler ¢alisma i¢in uygun
bloklar tespit edildi ve Diinya Saglik Orgiitii
(DSO) histolojik derecelendirme sistemine
gore skorlamalar yapildi. Buna gore; timor
alanindaki hiicrelerin keratinizasyon derecesi,
hiicresel ve niikleer pleomorfizm, artmis ve
atipik  mitoz  gibi  kriterlere gore
derecelendirme yapilmaktadir (15,16). Daha
sonra tlimorler iyi derece diferansiye, orta
derece diferansiye ve az diferansiye
(anaplastik) olarak siniflandirildi (15).

Immiinhistokimyasal ¢aligma avidin-biyotin
kompleks yontemi kullanilarak
gerceklestirildi.  (Neomarkers  Ultravision
Detection system Anti-Polyvalent, HRP/DAB
kit). Bu amagla, parafin bloklardan alinan 4
w’luk kesitler deparafinizasyon, rehidrasyon,
antijen retrieval (citrate tampon), %3’lik
hidrojen peroksit blok asamalarindan sonra

gece inkiibe edildi. Daha sonra sekonder
antikorlar  uygulanarak DAB (3,3-
Diaminobenzidine.  ACH500-IFU.  Scytek

Laboratories U.S.A.) kromojen kiti ile
goriintiileme ve Harris hemotoksilen ile
zemin boyama yapildi. Pozitif kontrol olarak
inflamatuar diseti dokusu kullanildi.

altinda
sistemi ile

Degerlendirme 151k mikroskopu
histolojik  derecelendirme

yapilmugtir. (Tablo 2 ve 3). Bu
amagla,camlardaki 5 biiyiik biiyiitme alaninda
(x400) sayllan ~ immunpozitif — timor
hiicrelerinin ylizdesi ve boyanma yogunluklari
asagidaki tablolarda gosterildigi sekilde
hesaplanarak skorlama yapilmigtir.  Final
histolojik derecelendirme  bu iki skorun
carpimiyla elde edildi ve vakalar 0-12

arasinda skorlandi (6).

Tablo 2. Immunhistokimyasal degerlendirme

Boyanan hiicre sayis1 (x400/ 5 alanda)

Skor 0 Immun pozitif hiicre yok

Skor 1 Immunreaktivite gdsteren pozitif timor hiicresi oran1 0-%25

Skor 2 Immunreaktivite gdsteren pozitif timor hiicresi oran1 %26-50 arast
Skor 3 Immunreaktivite gdsteren pozitif timor hiicresi oram %51-75 aras
Skor 4 Immunreaktivite gdsteren pozitif timor hiicresi oram %75’ten fazla
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Tablo 3. Boyama yogunlugunun degerlendirilmesi

Boyama yogunlugu

Skor 0 immun pozitif hiicre yok
Skor 1 hafif yogunlukta boyanma
Skor 2 orta yogunlukta boyanma
Skor 3 yogun olarak boyanma

Yeni nesil dizileme Analizi: Vakalara ait gen

analizleri, her bir vaka i¢in en az %30
oraninda timoér dokusu iceren alanlar
bulunduran parafin bloklardan secilerek

yapilmigtir. Degerlendirmeye uygun parafin
bloklardan, lamlara 10 p’luk doku kesitleri
almarak DNA izolasyonu yapilmistir. Elde
edilen cDNA miktar1 Real Time PCR
kullanilarak ~ Olgilmiistiir. Rutin  akciger
kanseri ve melanom panelinde kullanilan
ALK, BRAF, CDK4, CDKN2A, CTNNBL1,
DDR2,EGFR, ERBB2, FGFR2, FGFRS,
GNA1l, GNAQ, HRAS,IDH1, KEAP1, KIT,
KNSTRN, KRAS, MAP2K1, MET,NFE2L2,
NRAS, OXA1L, PDGFRA, PIK3CA, PTEN,
RACI1 ve TP53 olmak iizere 28 adet kanser
iligkili gene ait genetik degisiklikler yeni nesil
dizileme analizi (NGS) ile tayin edilmistir.
Sekanslama MiSeq (Illumina) {izerinde
gergeklestirilmistir.

Bulgular
1-Demografik veriler

Calismaya dahil edilen vakalarin cinsiyet
bakimindan esit olarak dagildigi goriilmiistiir.
(11 Erkek, 11 Kadin) Vakalarin yas
ortalamalarinin 56 oldugu saptanmuistir.
Vakalar en sik mandibular diseti (%27,27) ve
dilde (%27,27); sonra sirasiyla damak
mukozas1 (22,72), bukkal mukoza (%9,09),
dudak mukozasi (%9,09) ve agiz tabaninda
(%4,54) goriilmiistiir. Orneklerin  ¢ogunu
rezeksiyon materyali olusturmaktadir (%36).

2-Histolojik degerlendirme

Diinya Saghk Orgiitii’'niin malign epitelyal
tiimorler i¢in verdigi histolojik

derecelendirme  kriterlerine  gore  (15),
vakalarin 2 tanesinin verrilkoz karsinom; 2
tanesinin de erken invaziv karsinom oldugu
goriilmiis olup geri kalan 18 adet vaka
konvansiyonel OSHK dir. Bu 18 adet vakanin
13 tanesi iyi diferansiye, 5 tanesi orta
diferansiye olarak smiflandirilmigtir, az
diferansiye izlenmemistir.

Histolojik  derecelendirme  sistemleri ile
demografik  veriler  degerlendirildiginde
verrikoz  karsinom ve erken invaziv
karsinomlarin cinsiyet dagilimi esit olarak
bulunmustur. lyi diferansiye OSHK’larda
cinsiyet dagiliminin esit oldugu goriilmiistiir.
(6 kadin, 6 erkek). Vakalarin yas ortalamalari
52 olarak bulunmustur. Orta diferansiye
OSHK’lerde, 3 kadin, 2 erkekte goriildiigi
bulunmustur. Vakalarin yas ortalamalar1 58
olarak saptanmustir.

3-immiinhistokimyasal degerlendirme

Calismaya dahil edilen toplam 22 vakanin
15’inde immiinhistokimyasal degerlendirme
yapildi. Isik mikrokobu altinda nukleer ve
stoplazmik boyanma gosteren tiimdr hiicreleri
pozitif olarak kabul edildi. Vakalar arasinda
skor 0 olan 4 vaka (%27), skor 1 olan 1 vaka
(%7), skor 2 olan 1 vaka (%7), skor 3 olan 7
vaka (%47), skor 6 olan 2 vaka (%13)
izlenmis olup skor 6’dan daha biyik
derecelerde boyamasi olan vaka
gbzlenmemistir (Tablo 4).

Immunhistokimyasal inceleme ve histolojik
derecelendirme arasinda iliskilendirme
yapildiginda skor 0 olan vakalarin yaris1 orta
diferansiye, yaris1 1iyi diferansiye olarak
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bulundu (%50) (n:4). Skor 3 olan vakalarin 3
tanesi iyi diferansiye (%43), 2 tanesi orta
diferansiye (%28), 1 tanesi verriik6z karsinom
(%14), 1 tanesi erken invaziv karsinom (%14)
olarak izlendi (n:7).

4- Yeni nesil dizileme analizi

degerlendirmesi

Yirmi iki adet vakanin 6 tanesinde mutasyon
izlenmemistir (%27,27). Mutasyonu izlenen
16 vakanin 9 tanesinde tekli mutasyon
(%56,25), 4 tanesinde ikili mutasyonlar
(%25), 3 tanesinde (%18,75) ise li¢ ve ligten
fazla mutasyonlar goriilmiistiir. En sik
mutasyonun TP53 tiimor supresér geninde
oldugu gorilmistir (%69). Bunu 5 vakada
goriilen ALK mutasyonu izlemektedir (%32).
Mutasyonu en sik izlenen diger genlerin
sirastyla.  DDR2  (%25), PTEN (%19),
PIK3CA (%19), KRAS (%19) oldugu
saptanmistir. TP53 ¢oklu mutasyon goriilen
vakalarda %54 oraninda  alterasyon
gostermistir. ALK geni ise ¢oklu mutasyonu
saptanan genlerin %80’inde mutanttir.

Molekiiler verilerin demografik verilerle olan
iliskisine bakildiginda, tekli mutasyonlar, 5i
erkek, 5’1 kadin olmak tizere 10 vakada
goriilmiigtiir. Bu vakalarin yas ortalamasi, 57
olarak bulunmustur. Ikili mutasyonlar, 3
tanesi erkek, biri kadin olmak iizere toplam 4
vakada saptanmistir. Bu vakalarin yas
ortalamasinin 46 oldugu goriilmiistiir. U¢ veya
iicten fazla mutasyon saptanan vakalarin 2’si

erkek, biri kadindir. Bu vakalarin yas
ortalamasi ise 54 olarak izlenmistir.

Calismamizda gen alterasyonlari ile anatomik
lokalizasyon arasinda belirli bir iliski
1zlenmemistir.

Diger taraftan, mutasyon saptanmayan vakalar
incelendiginde, 6 vakanin, 4 tanesi kadin, 2
tanesi erkektir. Vakalarin yas ortalamasinin 58
oldugu bulunmustur. Vakalarin biri agiz
tabaninda, ikisi mandibular disetinde ve ikisi
dilde olmak iizere c¢ogunlukla alt ¢ene
bolgesinde oldugu saptanmistir.

Mutasyonlarin histolojik derecelendirme ile
iliskisi incelendiginde, verriikdz karsinomlarin
%350’sinde mutasyon oldugu goriilmiistiir.
Erken invaziv karsinomlarin ise hepsinde tekli
mutasyon oldugu saptanmustir. Iyi diferansiye
OSHK’larda 4 tane vakada tekli mutasyon
(%31), 3 tane vakada ikili mutasyon (%23) ve
2 tane vakada ise iigten fazla mutasyon (%15)
goriilmistiir. Orta diferansiye OSHK ’larda ise
coklu mutasyon saptanmamistir. Vakalarin
%56,25’inde  tekli ~ mutasyon  varligi
gozlenmistir.

Iyi diferansiye OSHK’larm ¢ogunlukla TNF
alfa acgisindan skor 3 oldugu bulunmustur
(%57). Orta diferansiye OSHK’lerin %60
oraninda TNF alfa skor 3 oldugu gozlenmistir
(Tablo 4). TNF alfa boyamasi yapilan ¢oklu
mutasyona  sahip  vakalarin  hepsinin
derecelendirme  skoru  6’nin  {izerinde
izlenmistir (Resim 1).
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Resim 1. TNF alfa pozitif tiimér hiicrelerinin goriiniimii. (DAB kromojen x200)
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Tablo 4. OSHK vakalarinda gen alterasyonu, histolojik derecelendirme ve TNF-a skoru

No. Yeni nesil Dizileme verileri Histolojik Derecelendirme TNF-a Skoru
1 PTEN, TP53, ALK Verriikoz Ca 6
2 TP53, ALK, DDR2 Iyi Dif. 6
3 ALK Orta Dif. 0
4 Wt iyi Dif. 0
5 PIK3CA Orta Dif. 0
6 DDR2 Iyi Dif. 3
7 ESS Iyi Dif. -
8 PIK3CA, TP53 Orta Dif. 3
9 Wit Verriik6z Ca 3
10 TP53, KRAS fyi Dif. -
11 TP53 lyi Dif. -
12 ALK,DDR,EGFR,ERBB2, KRAS, NRAS, Iyi Dif. -
PIK3CA, PTEN, TP53
13 Wit lyi Dif. 3
14 TP53 Iyi Dif. 0
15 IR5S Erken Inv. -
16 PTEN, DDR2 fyi Dif. 2
17 TP53 Orta Dif. 3
18 Wt Orta Dif. 1
19 Wit lyi Dif. 3
20 KRAS Erken inv.Ca 3
21 Wit lyi Dif. -
22 ALK, TP53 fyi Dif. -
2. Tartisma ve Sonug
Calismamizda yeni nesil dizileme analizi yolunun  asin aktivasyonu, PIK3CA
sonucunda, mutasyonu en sik izlenen gen mutasyonlart veya PTEN kaybi yoluyla

TP53 olmustur  ve vakalarin %69 unda
saptanmistir. Bilindigi gibi OSHK’lerde en sik
mutasyonu gorillen gen TP53 diir, bu
baglamda caligma bulgularimiz literatiir ile
uyumluluk gostermektedir (16,17).

Calismamizda mutasyonu izlenen diger genler
ALK, DDR2, PTEN, PIK3CA ve KRAS’dir.
Bu genlerin hepsi OSHK igin ¢oke¢a ¢alisilmig
olan genlerdir. Tiim insan kanserleri goz
Online alindiginda, KRAS mutasyonlar1 en
yaygin Ras mutasyonu tiridir (17). Ras
yolaklari, Raf yolunu ve fosfatidilinositol 3-
kinaz (PI3K) yolunu igerir. OSHK’lerde PI3K

meydana gelebilmektedir (17). Diger yandan
ALK ve DDR2 mutasyonlari OSHK igin
invazyon ve metastazla iliskilendirilen
genlerdir (18,19). TP53 geninin 5 vakada
tekli, 6 vakada coklu mutasyonlarda varligi
izlenmistir. TNF-alfa skorlamalarina gore
vakalarmm  ¢ogunlukla skor 3  oldugu
gortlmiistir (%60). Coklu mutasyon varlig
gorillen vakalarin  hepsinde TNF alfa
diizeyleri yiikksek olarak bulunmus ve
hepsinde TP53 ve ALK geninin beraber
mutant oldugu saptanmustir. Bu bulgular bize
TNF-alfanin ¢oklu mutasyonlarla
ilskilendirilebilecegi ve tiimdriin biyolojik
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davranigi agisindan  fikir  verebilecegini
diisiindiirmektedir.  Nitekim, TNF alfa
pozitifliginin yiiksek olusu literatiirde diisiik
sag kalim oranlartyla iligkilendirilmistir ve
OSHK’ler icin potansiyel bir prognostik bir
belirteg olabilecegi ileri siirilmektedir (4-8).

Literatiir bilgilerimizin 1s1ginda, ¢alismamiz
ilkemizde OSHK’larda yeni nesil dizileme
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