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Bas ve boyun kanserlerinin genetik temeli ve gen tedavisi

Genetic basis of head and neck cancers and gene therapy
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Cerrahi ve geleneksel kombine tedaviler ézellikle
ileri evre bas ve boyun kanserlerinde yeterin-
ce basarili olamamaktadir. Hedef dokuya 6zgul
olmamalari ve hastada olusturdugu toksisite
kemoterapi ve radyoterapinin 6nemli dezavantaj-
landir. Bu nedenle, gen tedavisi daha 6zgul bir
yaklasim sunabilir. Gen tedavisinin amaci, hasta-
da sistemik toksisite olusturmadan, malign hicre-
leri secici olarak elimine eden terapdtik genlerin
kanser hucrelerine aktariimasidir. Bu makalede
bas ve boyun kanserlerinin genetik temeli ve gen
tedavisinin énemli unsurlari gbézden gecirildi: (i)
Onkogenlerin inhibisyonu; (ii) tumér supresér gen
replasmani; (iii) malign hicrelere karsi immuin
yanitin dizenlenmesi; (iv) 6n ilaglarin genetik
aktivasyonu; ve (v) antianjiyogenik gen tedavisi.
Gunimizde gen tedavisi bas ve boyun kanser-
lerinde geleneksel tedavilerinin yerini alacak
dizeyde degildir, ancak yakin gelecekte dnemli
roll olacagina siphe yoktur.

Anahtar Sézclkler: Adenoviral vektdr; apoptozis; gen
tedavisi; bas boyun kanseri; molekiler patogenez; p53.

Surgery and combinations of traditional treatments
are not successful enough particularly for
advanced stage head and neck cancer. The major
disadvantages of chemotherapy and radiation
therapy are the lack of specificity for the target
tissue and toxicity to the patient. As a result, gene
therapy may offer a more specific approach. The
aim of gene therapy is to present therapeutic
genes into cancer cells which selectively eliminate
malignant cells with no systemic toxicity to the
patient. This article reviews the genetic basis of
head and neck cancers and important concepts in
cancer gene therapy: (i) inhibition of oncogenes; (ii)
tumor suppressor gene replacement; (iii) regulation
of immune response against malignant cells; (iv)
genetic prodrug activation; and (v) antiangiogenic
gene therapy. Currently, gene therapy is not sufficient
to replace the traditional treatments of head and
neck cancers, however there is no doubt that it will
have an important role in the near future.

Key Words: Adenoviral vector; apoptosis; gene therapy;
head and neck cancer; molecular pathogenesis; p53.

Cerrahi tekniklerin daha iyi tanimlanmasiyla,
radyoterapi (RT) ve kemoterapi (KT) uygulamasin-
daki gelismeler sayesinde bag ve boyun kanserleri-
nin (BBK) tedavisi oldukga iyi bir diizeye gelmistir.

Ancak biitiin bu yeniliklerin 6zellikle de ileri evre
BBK’lerdeki sagkalima olumlu etkisi sinirhidir. Bu
durum gen tedavisi gibi yeni arayislara girilmesine
neden olmustur.
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Canlilarin tim Ozellikleri kusaktan kusaga,
‘gen’ ad1 verilen maddelerle tasinmaktadir. Genetik
materyal hiicrelerde deoksiriboniikleik asit (DNA)
olarak bulunur. Deoksiriboniikleik asitteki kalic1
degisikliklere mutasyon denir. Germ hiicrelerini
etkileyen mutasyonlar sonraki kusaklara iletilir
ve kalitsal hastaliklara neden olabilir. Somatik
hiicrelerdeki mutasyonlar ise sonraki kusaklara
iletilemez; ancak, kanser ve dogustan bozukluk-
lara neden olduklarindan 6nemlidir. Insanlarda
bircok malign tiimdr genetik ve gevresel faktorle-
rin kompleks etkilesimi sonucu gelisir. Aslinda, en
temel diizeyde, kromozomal ve genetik mutasyon-
larin birikimi s6z konusu oldugu i¢in, tim kan-
serlerin gelisimi ve progresyonu genetik zeminde
olur.” Genetik yatkinlig1 olan kisilerde ¢ok az mik-
tarlarda ttittin ve alkol kullanimi olsa bile bag ve
boyun skuamoz hiicreli kanseri (BBSHK) gelisme
olasilig1 yiiksektir; oysa, ¢ok yogun tiitiin ve alkol
kullanan ancak genetik yatkinligi olmayan kisiler-
de BBSHK gelisme olasilig1 daha diisiik olabilir.”
Bas ve boyun skuaméz hiicreli kanserlerinde kar-
sinogenezi acitklamak icin en iyi model alan kan-
serlesmesidir. Doku yiizeyinin tekrarlayan (tiitiin
gibi) kanserojen etkilere maruz kalmas: birden
fazla bagimsiz premalign ve malign odaklarin
gelismesi riskini artirir® Bir¢ok kanser tipinde,
timor supresor genlerin kayb: ve onkogen aktivas-
yonu kanser gelisiminde beraber rol oynar."

TUMOR SUPRESOR GENLER VE
ONKOGENLER

Timor supresor genleri hiicre siklusunu
diizenleyen genlerdir. Insanlarda kanserle ilgi-
li olarak en fazla ¢aligtlan hiicre siklusu geni
17p kromozomunda bulunan p53 tiimor supresor
genidir.>® p53‘iin BBK'lerde de 6énemli rol oyna-
dig1 bilinmektedir.”? Bu gen hiicrenin DNA hasa-
rinin veya olugsmus bir mutasyonun onarilmasina
olanak tanir. Eger DNA onarimi basarisiz olursa,
p53 apoptozisi veya programlanmis hiicre 6li-
miind indiikleyebilir.®! p53 aktivitesindeki kayip
kromozomal anormalliklerin sayisinda artis ile
sonuglanir.” Cerrahi sinirlar mikroskopik ince-
leme ile normal goriinse de marjinlerde mutant
p53’tin varlig1 niiks icin bir habercidir. p53'de bir
anormallik olmasi, normal mukozanin displastik
mukozaya doniisimii gibi skuamoz hiicreli karsi-
nomdaki erken genetik degisikliklerden sorumlu
olabilir.”! p53'in aktivitesinin iyi olmasi KT ve
diger yardimai tedavilere yanitin daha ytiz giildii-
riicti olmast ile de ilintilidir.""!
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Onkogenler kanser gelisimine neden olan gen-
ler olarak aydinlatilmistir. Bunun bir 6rnegi RET
(REarranged during Transfection) onkogenidir.
10q11.2 kromozomunda yerlesik olan RET genin-
de germline mutasyonlar olan ailelerde herediter
mediiller tiroid karsinomu gelistigi ortaya ¢ikmis-
tir.' 11q13 kromozomunda yerlesmis olan siklin
D1, BBSHK’lerde siklikla amplifiye olan protoon-
kogendir.'” Agir1 aktivasyonu ilerlemis hastalik ile
iligkilidir ve hastaliksiz sagkalim siiresini azaltir.
P16 geni tirting, siklin yollarinin ve siklin D1'in bir
inhibitériidiir ve dolayisiyla, hiicre siklusu regiilas-
yonuna katilir. pl6 inaktivasyonu BBSHK'lerdeki
en erken genetik olaylardan biridir.">

B-cell lymphoma 2 (bcl-2) gen ailesi trtinleri
hiicre siklusu regiilasyonuna ve apoptozise katilir.
B-cell lymphoma-2 geni iiriinti p53 bagiml yollar
bloke ederek apoptozisi inhibe eder. B-cell lympho-
ma 2'nin fazla aktivasyonu KT'de dirence neden
olur. Bax geni, bcl-2nin bir inhibitériini kodlar.
Bax geni apoptozisin indiiksiyonunda rol oynar.™!
Bax ile bcl-2nin orani bir apoptotik uyaran taki-
ben hiicrenin sagkalimini veya oliimiint belirler.

SITOGENETIK VE BAS VE BOYUN SKUAMOZ
HUCRELI KANSERI iLISKiSI

Bas ve boyun skuaméz hiicreli kanserlerinde
birtakim kromozomal anormallikler ortaya kon-
mustur. Onkogenlerin ve timor supresor genlerin
delesyonlar, amplifikasyonlar ve translokasyon-
larin kirilma noktalarinda yerlestigi diistintilmek-
tedir. Kanser hiicreleri haploid (normal DNAmin
yarist miktarda), diploid (normal DNAin iki kat1
miktarda); veya tetraploid (normal DNAnin dort
kat: miktarda) olabilir. Aneuploidi (anormal DNA
miktar1) birgok kanser hiicresinin bir 6zelligidir.
Bunlarin tiimér hiicrelerinin bozulmus proliferas-
yonuna bagh oldugu diistintilmektedir ve agresif
klinik davranigi yansitmaktadir.'7#!

Epidermal biiyiime faktorii (EGF), transforme
edici biiyiime faktorii (TGF) alfa, insiilin
benzeri biiyiime faktorii (IGF)

Epidermal biiytime fakt6rii, EGF reseptérii ve
TGF alfa gen tirtinleri BBSHK'lerde siklikla fazla
miktarda ifade edilmektedir. Fibroblast biiytime
faktorii ile iligki genlerin (hst-1 ve int-2) amp-
lifikasyonu ile klinik evrenin korelasyon egili-
mi oldugu goriilmistiir.” Hayvanlarda yapilan
calismalarda IGF reseptorlerini antagonize eden
gen tedavilerinin sagkalim tizerine olumlu etki-
lerinin oldugu bildirilmistir.??!
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TEK VURUS VE IKi VURUS TEORILERI

Bazi kisiler kansere kars1 daha yatkindur, ¢linkii
timor supresdr veya onkogen mutasyonlar: igin
heterozigot durumundadir. Bir diploid hiicrede
zaten hazirda bir bozuk gen kalitimla kazanilmis-
tir (tek vurug) ve kalan normal gen kopyasinin
mutasyona ugramast (iki vurus) kanser olusu-
mu i¢in yeterlidir. Kalitimla kazanilmis bir anor-
mallik olmadan kanser olugsmasi ise daha diisiik
olasiliklidir, ¢tinkii iki mutasyonun da sonradan
kazanilmasi gerekmektedir. Bu gortisiin dogrulugu
bazi kanserler i¢in gosterilmistir.”” Retinoblastoma
hem sporadik hem de kalitimsal sekilde olugabilir.
Sporadik retinoblastoma tek taraflidir. Herediter
forma sahip kisiler ‘RB1’ isimli bir timor supresor
genin kaybina, mutasyonuna veya inaktivasyonu-
na sahiptir. Bu kisiler herediter olarak belirlenmis
tek vurusa sahiptir. Retinoblastoma olugma olasi-
lig1 yiiksektir ve genellikle bu lezyonlar tek taraf-
lidir.?! Bas ve boyun kanserlerinin tedavisinde bu
genin kullanilmasinin basarili sonuglar1 oldugu
gosterilmistir.”?

Bas ve boyun skuamoéz hiicreli kanserleri, bir
klonal hiicre grubunda, sonradan kazanilmis bir-
cok genetik bozuklugun neticesinde birkag basa-
makta olugmaktadir. Bu genetik mutasyonlar muh-
temelen belli tek bir sirada olusmamaktadir. Ancak
pl6 kaybi gibi bir takim genetik degisikliklerin
erken olustugu ve bunlarin displastik dokularda
bulundugu diistiniilmektedir. Cyclin D1 agir1 akti-
vasyonu gibi diger degisiklikler ise ge¢ olusmak-
tadir ve invaziv skuaméz karsinom ve metastaza
neden olabilmektedir.*!

GEN TEDAVIiSIiNIN TEMEL PRENSiPLERI

Gen tedavisi, bir kiginin somatik hiicrelerine,
bir hastalig1 tedavi etmek amaciyla fonksiyonel
genlerin verilmesi olarak tanimlanabilir. Kanser
gen tedavisinin amaci, genleri bir ila¢ olarak kulla-
narak malign hiicreleri onarmak veya 6ldiirmektir.
Kanser tedavisinde kullanilan genler dort sinifta
toplanabilir:

1. Malign hiicrelere karst immiin yanitin
diizenleyen genler (T hiicrelerini, dogal oldiirticii
hiicreleri ve makrofajlar1 uyaran bir dizi sitokin ve
alloantijen genleri),*!

2. Malign hiicrelerin 6liimiinii uyaran genler
(Apoptozisi uyaran genler, 6nilaglarin aktivasyo-
nunu saglayan genler veya hiicreleri RT’ye duyarl
kilan genler),*!
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3. Tumor olusumunu o6nleyen genler (Timor
supresor genleri uyaran veya onkogenleri etkisiz-
lestiren genler),2!

4. Hastay1 diger tedavi yaklasimlarinin zararh
etkilerinden koruyan genler (Normal kemik iligi-
nini KT’ye direncli hale getiren genler).

GEN TRANSFER EDICi AJANLAR

Hedef hiicrelere gen transferini saglayan ajan-
lara ‘vektor’ denir. Vektor, ¢iplak bir DNA veya
RNA olabilecegi gibi, DNA veya RNA ile baglan-
mis diger bir ajan (6rn: ligand veya lipozom) veya
tedavi edici geni tagiyan bir viriis partikiilii de
olabilir. ideal bir vektor organizmaya toksik etki
yaratmadan hedef timdr hiicrelere gen aktariminm
saglayabilmelidir. Viriisler genetik materyali dogal
olarak aktarabilen mikroorganizmalardir.

1. Viral vektorler
a. Retroviriis

Retroviriis gen tedavi protokollerinde kulla-
nilan ilk vektordiir. RNA virtistidiir. Viral RNA
konak genoma bir provirtis seklinde kalici olarak
entegre olur ve konakta genetik degisikliklere
neden olabilir. Hiicreleri nonspesif olarak enfekte
eder. Viral kod sekanslar1 [group-specific antigen
(gag), polymerase (pol), envelope (env)] ¢ikari-
larak yerlerine tedavi edici genler yerlestirilir.
Lentivirtis disinda retrovirtisler sadece bdliinen
hiicrelere etkilidir. Bu vektorlerin dezavantajlar
konsantre edilmelerinin gii¢ olmasi, in vivo ortam-
da transdiiksiyonun yeterli etkinlikte olmamas ve
hedef hiicre disindaki hiicreleri de etkilemesidir.
Retrovirtisler ile in vitro ortamlarda dil kanserinin
gen tedavisinde olumlu sonuglar bildirilmigtir.*!

b. Adenoviriis

Adenoviral vektorler E1 bélgesi degistirilerek
kullanilmaktadir. E1 bélgesinin ¢ikarilmasi virii-
siin litik proliferasyonunu 6nlemektedir ve rep-
likasyon agisindan defektif bir vektor haline gel-
mesini saglamaktadir. Adenoviriis boliinmeyen
hiicreleri etkili bir bicimde enfekte edebilir ve cok
miktarda gen triinii olusturur. Ancak, gen tiriin-
leri konakta immiiniteyi uyardiklar1 i¢in etki gegi-
cidir. Bu nedenle tekrarlayan dozlara gereksinim
gosterebilir ve kanser tedavisinde niikse neden
olabilir. Oral skuaméz hiicreli karsinom tedavisin-
de transdiiksiyon etkinliginin iyilestirilmesi ama-
ayla katyonik lipozom ile konjuge rekombinant
adenovirtis vektorii kullanilarak bagarili sonuglar
alindig: bildirilmigtir.?”



130

c. Adeno-yardumcr viriis (Adeno-associated virus;
AAV)

Adeno-yardimcr viriis, zarfsiz, tek sarmal
DNA viriistidiir. Hiicrede latent olarak kalir ve
replikasyon igin genellikle bir yardimc viriisle
(adenoviriis, herpesviriis veya vaccinia viriis)
ko-enfeksiyon gerektirir. Adeno-yardimci virtis
boliinmeyen hiicreleri enfekte edebilir ve konak
genomuna entegre olarak genin tedavi edici etkin-
ligi devamli olabilir. Ustelik viral kod sekans-
lar1 olmadig: i¢in konakta immiin yanita neden
olmaz. Ancak ftiretimi zordur ve transdiiksiyon
diisiik etkinliktedir. Adeno-yardimci viriis ile
apoptozisi tindiikleyen genlerin transferi ve cisp-
latinin kombine tedavisinin in vitro ve in vivo
ortamlarda BBSHK’lerde sinerjistik etkili oldugu
bildirilmistir.?®

d. Herpesviriis

Herpes simpleks virtisi (HSV) zarfly, bir gift
sarmal DNA viriisiidiir. Noronal hiicrelere spesi-
fik bir tropizm gosterir ve hiicrelerde gizli olarak
kalabilir. Genis bir genoma sahip olmasi nedeniyle
biiylik miktarda yabanct DNA fragmanlarini yer-
lestirebilir. Ancak yeterince karakterize edileme-
mistir. Bas boyun kanserlerinin tedavisinde HSV
ile transfer edilen intihar genlerinin in vitro ¢alis-
malarda bagarili oldugu bildirilmigtir.?”!

e. Vaccinia viriis

Vaccinia viriis, poks virtisler ailesinin bir tiyesi
olarak, DNA replikasyonu ve RNA transkripsiyo-
nu ayricalikli olarak sitoplazmada gerceklegsen tek
virtistiir. Poks viriisler, biiyiik miktarlarda DNA
tastyabilir. Genomlarim1 entegre etmedikleri igin
etkileri gecicidir. Bag ve boyun skuaméz hiicreli
kanserlerinin gen tedavisinde bu viriis denenmis-
tir ve umut verici sonuglar alinmigtir.?”

f. Simian viriis 40 (SV40)

Simian viriis 40 ile transfer edilen genin per-
sistan olarak ifade edildigi bulunmustur. Tim
viral kodlama sekanslar1 uzaklastirilabilir ve bir
yardimci adenoviriis ile iiretilebilir. Insan hiicre-
lerinde transdiiksiyonunun diistik etkinlige sahip
olmasi SV40 vektortiniin kullanimini kisitlamak-
tadir. Bu viriistin BBSHK’lerde kullanim alam
oldugu in vitro caligmalarda gosterilmistir.!

2. Viral olmayan vektorler

Viral olmayan vektorlerin spesifik doku ve
organlara yonlendirilmesi nispeten kolaydir. Zay1f

Kulak Burun Bogaz lhtis Derg

immiinojenik etkilerinden dolay1 tekrarlayan
uygulamalar yapmak mumkiindiir. Ayrica tasima
kapasiteleri bazi 6zelliklerin DNA molekiiliine
eklenmesine uygundur. Ciplak DNA ve DNA tasi-
yic1 kompleksler bu amagla kullanilabilir® Ciplak
DNA (saflastirilmis plazmid) en basit vektordiir.
Lipozomlar herhangi bir boyutta DNA ile kombine
edildiklerinde bir¢ok hiicre tipine aktarilabilecek
bir lipid - DNA kompleksi olusturur. Ancak verilen
genlerin ifadelenmesi diisiik ve gecici olmaktadir.

KANSERDE GEN TEDAVIiSi STRATEJILERI

1. Onkogenlerin aktivasyonunun inhibe edil-
mesi

Hedef onkogene ait niikleotid dizisini tamam-
layic1 DNA parcalar: igeren bir vektor verilir ve
bu sekilde onkogene ait protein sentezi bloke
edilmis olur.®®¥ Onkogenlerin inaktivasyonu igin
onkoproteinleri nétralize eden antikorlar: kod-
layan vektorler de bu amagla kullanilabilir.?
Onkogen inaktivasyonu ile timor hiicreleri orta-
dan kaldirilamaz. Bu nedenle tiimoriin baskilan-
masini1 saglamak icin onkogene ait “antisense”
molekiillerin devamli olarak verilmesi gerek-
mektedir.

2. TiimoOr supresor gen aktivasyonu

p53 mutasyonu biitiin insan kanserleri-
nin %50den daha fazlasinda bulunmaktadir.”!
Fonksiyonel p53 eksikligi olan kanser hiicre-
lerinde p53 gen aktivasyonunun yeniden insa
edilmesi apoptozise neden olmaktadir.”” Bas-
boyun bolgesine ait kanserlerde en sik rastla-
nan genetik degisiklerden biri de pl6 tiimor
baskilayict geninin inaktivasyonudur. Bu neden-
le pl6 geni gen replasmaninda ideal bir hedef
olmustur. Bu sekilde tiim6r baskilayici genle-
rin verilmesi durumunda apopitozisin uyarildig:
bildirilmistir.™® Kemoterapétik ilaglarin, iyonize
radyasyonun veya diger tiimor baskilayici genle-
rin kombine tedavisi p53 gen tedavisi i¢in terapo-
tik yanit1 gticlendirmektedir.!'”

3. Immiinoterapi

Immiinoterapide amag tiimérle iligkili antijenle-
rin (bagisiklik sistemi tarafindan antikor tiretimine
yol agan yabanci molekiiller) belirlenmesi ve anti-
jen sunucu hiicrelerin antitimér immiin yanitinin
artirilmasidir. Bu sekilde tiimér hiicreleri CD84,
CD4+ T lenfositleri veya dendritik hiicreler tarafin-
dan taninabilmektedir.’** Ancak timor hiicreleri-
nin tiimiinde sadece bir antijenin dominant olarak
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bulunma sansinin diisiik olmas: nedeniyle birden
fazla antijeni iceren asilamalar kullanilmaktadir.
Otoimmiin hastalik gelisimi bu tedavinin potansi-
yel bir riskidir.®®!

4. Intihar gen tedavi

Bu tedavide 6nce tiimor hiicresine gen yerles-
tirilir, daha sonra bu gene ait protein tiriini has-
taya verilen bir onilaci (hentiz aktif hale doniis-
tiiriilmemis ilag) toksik iiriinlere cevirerek hiicre
oliimiine yol agar. Intihar gen tedavisi ile ilgili
BBSHK'ler icin hayvan ¢alismalarinda basarili
sonuglarin alindig bildirilmigtir.2**!

5. Antianjiyogenik gen tedavisi

Tiimoér dokusundaki biiytimenin en o6nemli
ayirt edici 6zelliklerinden biri anjiyogenezis yoluy-
la saglanan yiiksek diizeydeki kan akimidir.”
Ttimor hiicreleri tarafindan tiretilen anjiyogenetik
faktorler arasinda vaskiiler endotelyal biiytime fak-
tord, fibroblast biiytime faktorii ve anjiyoproteinler
bulunmaktadir. Anjiyogenezis inhibitorleri ara-
sinda endostatin, anjiyostatin, antitrombin bulun-
maktadir. Bu iki grup arasindaki denge tiimoriin
anjiyogenezis ozelligini belirlemektedir.1*04!

Sonug olarak, gen tedavisi uygulamalarinda
gesitli sinirlamalar bulunmakla birlikte pratik-
te klinik kullaniminin bulundugu kanitlanmustur.
Glntimiizde gen tedavisi geleneksel tedavilerin
yerini alacak diizeyde degildir ancak KT ve RT ile
kombine edilerek tedavinin etkinligi artirilabilir.
Ancak gelecek yillarda gen tedavisinde Onemli
gelismelerin yasanacagi kuskusuzdur.

Cikar ¢cakismasi beyani

Yazarlar bu yazinin hazirlanmas: ve yayin-
lanmas1 agsamasinda herhangi bir ¢ikar ¢akismasi
olmadigini beyan etmislerdir.

Finansman

Yazarlar bu yazinin aragtirma ve yazarlik stire-
cinde herhangi bir finansal destek almadiklarin
beyan etmiglerdir.
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