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OZET

Deri kanseri tiim diinyada, ozellikle beyaz irkta giderek artan, morbidite ve
mortaliteye neden olabilen bir kanser tlrtdur. Deri kanserinin yaygin olarak goriilmesi ve
insidansinin  giderek artmasi nedeniyle deri kanseri profilaksi c¢aligmalart 6nem
kazanmustir. Kolesterol sentezinde ara metabolit olan skualenin derideki antioksidan,
sitoprotektif ve yaslanma geciktirici etkisi; kolon kanseri ve akciger kanserine karsi
koruyucu etkisi gosterilmistir. Calismamizda ise skualenin derinin skuamdz hiicreli

karsinomuna kars1 koruyucu etkisi arastirilip etki mekanizmasi saptanmaya ¢aligilmistir.

Literatiirdeki deri kanseri modellerinde kimyasal karsinogenez ya da ultraviyole
karsinogenez yontemleriyle farelerde aktinik keratoz benzeri premalign lezyonlar olan
papillom ismi verilen timarler olusturulmustur. Bu timorlere karsinojen maruziyeti devam
ettikce invaziv karsinoma evrildigi belirtilmistir. Kemoprofilaktik etkisi arastirilan
maddelerin premalign papillom isimli timorlere etkisi incelenmis olup ¢alismamizda da
aynt sekilde skuamoéz hiicreli karsinomun oncil lezyonu olarak kabul edilen aktinik

keratoz benzeri papillomlar literatiirdeki gibi “tiimor” olarak isimlendirilmistir.

Calismada 28 adet 25-30 gr agirliginda disi BALB/c tiirii fare kullanilmistir. Her bir
grupta yedi adet fare olacak sekilde dort grup belirlenip her farenin sirt bolgesine
Ultraviyole-B (UVB) 1511 uygulanarak deri karsinogenez modeli olusturulmustur.

Grup-1°de (kontrol grubu) sirt derisine skualen ¢oziiclisii (aseton), Grup-2’de sirt
derisine topikal skualen (asetonla ¢Ozlinmiis olarak) uygulandi. Grup-3’te sirt derisine
skualen ¢oziiciisii (aseton) uygulanip aym1 zamanda peroral skualen verilirken Grup-4’te
sirt derisine topikal skualen (asetonla ¢dziinmiis olarak) uygulandi ve peroral skualen

verildi. Bu uygulamalarin tiimii deney boyunca diizenli olarak yapildi.



Deneklerde aktinik keratoz olusturmak icin sirt derilerine ilk 10 giin boyunca her giin
540 milijoule/cm? UVB 1s1in1 uygulandi. Dért giinliik aranin ardindan 16 hafta boyunca
haftada Gi¢ giin, giinde 540 milijoule/cm? UVB uygulandi. Koruyucu amagl kullanilan
skualen ise ilgili gruplarda 18 hafta boyunca UVB 1sinlamasindan 30 dakika once topikal
olarak kullanildi. Oral skualen ise UVB 1sinlama giinlerinde oral gavaj kaniilii yardimiyla

peroral yolla verildi.

Gruplardaki fareler gelistirdikleri aktinik keratoz sayilari agisindan diizenli olarak
takip edilerek deney sonunda karsilastirildilar. Deney sonunda sakrifiye edilen farelerin sirt
derileri eksize edilerek hematoksilen eozin boyama yapildi ve 151k mikroskopu altinda
incelendi: Aktinik keratoz ile uyumlu, displazi ve mitozlar iceren premalign Kitleler
saptandi. Deri Orneklerinin tamami incelenerek epiteldeki hiperplazinin ve atipinin en
yogun oldugu bolgede epitelin kalinligi, keratin tabakasi hari¢ tutularak o6l¢iildi.
Inflamasyonun en yogun oldugu yerler saptanarak yangisal hiicreler sayildi ve gruplar
karsilastirildi. Ayrica skualenin karsinogenez patogenezinde p53 mutasyonuna etkisini
saptamak amaciyla kitlelerden alinan 6rneklerde immiinohistokimyasal yontemlerle mutant
p53 proteini incelenerek gruplar karsilastirildi. Topikal skualen kullanilan 2. ve 4. grupta
diger gruplara gore tiimor sayisinda ve epitel kalinliginda belirgin azalma, inflamatuar
hiicre oraninda anlaml bir artis saptandi. Mutant p53 proteini iceren hiicre oranlarinda ise

tim gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmedi.

Tum bu bilgiler 1s1ginda topikal olarak uygulanan skualenin premalign aktinik
keratoz benzeri papillom lezyonlarini anlamli olarak azalttigi, ortaya ¢ikma siiresini
geciktirdigi, immiin sistem hiicrelerinin sayisini artirdigl ve dolayisiyla derinin skuaméz

hicreli karsinomuna karst koruyucu etkisi oldugu sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: aktinik keratoz, p53, skualen, skuamdoz hicreli karsinom,

ultraviyole



ABSTRACT

Hiisnii Haci, MD. Investigation of the prophylactic effect of oral and topical
squalene administration in a skin carcinogenesis model developed by ultraviolet-B
radiation in mice. Dokuz Eylul University Faculty of Medicine; Plastic, Reconstructive
and Aesthetic Surgery Department, Thesis of Graduation, IZMIR 2018.

Skin cancer is the most common type of cancer that can cause morbidity and
mortality all over the world, especially among white people. Skin cancer prophylaxis
studies have become important because skin cancer is widespread all over the world and its
incidence is increasing. The antioxidant, cytoprotective and anti-aging effect of squalene,
the intermediate metabolite in cholesterol synthesis; protective effect against colon cancer
and lung cancer has been shown. In our study, the protective effect of squalene on
squamous cell carcinoma of skin was investigated and its mechanism of action was aimed
to be detected.

In skin cancer models in the literature, tumors called papilloma, which are actinic
keratosis-like premalignant lesions, were formed in mice by chemical carcinogenesis or
ultraviolet carcinogenesis methods. Invasive carcinoma has been shown to develop as
carcinogen exposure to these tumors persists. The effect of chemoprophilactic agents on
the tumors called premalign papilloma was investigated. Similarly, actinic keratosis-like
papillomas which are accepted as the precursor lesion of squamous cell carcinoma in our

study have been named as “tumor” like in the literature.

In the study 28 female BALB/c mice of 25-30 gr weight were used. Four groups
were determined as seven mice in each group and ultraviolet-B (UVB) rays were applied to

the back region of each mouse to form a skin carcinogenesis model.

The squalene solvent (acetone) was applied to the dorsal skin of Group-1 (control
group) and the topical squalene dissolved with acetone was applied to the dorsal skin of
Group-2. While the squalene solvent (acetone) was applied to the dorsal skin of mice and

the peroral squalene was given at the same time in Group-3, topical squalene (dissolved



with acetone) was applied to the back and peroral squalene was given in Group-4. All of

these applications were performed regularly throughout the experiment.

To produce skin tumors in the experimental animals, the dorsal skin was irradiated
with 540 millijoule/cm? UVB radiation for the first ten days. Following a four-day break,
540 milliJoules/cm? UVB was administered daily for three days a week during 16 weeks.
Squalene was applied topically in the relevant groups 30 minutes before UVB irradiation
for 18 weeks on the purpose of protection. In addition oral squalene was given perorally by
the gavage cannula to Group 2 and 4 on UVB irradiation days.

The mice in the groups were followed regularly in terms of the number of tumors
they developed and compared at the end of the experiment. The dorsal skin of sacrificed
mice were excised and examined under light microscope after haematoxylin eosin stain
protocol. Premalign masses consistent with actinic keratosis, including dysplasia and
mitoses, were detected. All skin specimens were examined and the thickness of the
epithelium in the region where epithelial hyperplasia and atypia were the most intensive
was measured excluding the keratin layer. The inflammatory cells were counted by
locating the areas where inflammation was most intense and groups compared. In addition,
in order to determine the effect of squalene on p53 mutation in tumor pathogenesis, mutant
p53 protein was examined by immunohistochemical methods in the samples taken from
tumors and the groups were compared again. Significant decrease in tumor number and
epithelial thickness and a significant increase in inflammatory cell ratio were observed in
the 2" and 4™ groups using topical squalene compared to the other groups. Stained cell
ratio of mutant p53 protein was not significantly different between all groups.

With all these information, it can be said that the topical application of squalene
significantly reduces premalignant actinic keratosis like papilloma lesions, retards the time
of emergence, increases the number of immune system cells and thus has a protective

effect against squamous cell carcinoma of skin.

Key Words: actinic keratosis, p53, squalene, squamous cell carcinoma,

ultraviolet



1. GIRIS VE AMAC

Deri kanseri, insanlarda en sik rastlanan kanser tiridir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde yilda 1.2 milyon vaka goriilmektedir. Epidemiyolojik, klinik ve laboratuvar
caligmalar1 solar ultraviyole 1sinlarinin ilk tiimor hiicrelerinin olusmasi (initiation), olusan
hiicrelerin biiyiimesi ve ¢ogalmasi (promotion) fazlarinda etkili oldugunu goéstermistir.
Deri kanserleri temel olarak iki alt bolime ayrilir: melanom ve melanom dist deri
kanserleri (MDDK). MDDK ise bazal hucreli karsinom (BHK) ve skuamdz hicreli
karsinom (SHK) olmak tizere temel olarak iki blylk grubu icermektedir ve bunlar sirasiyla
tim tan1 konulan deri kanserlerinin % 80’i ile % 16’sin1 olusturmaktadir (1).
Ultraviyoleye fazla maruziyet melanom ve melanom disi deri kanserleri (MDDK) dahil
olmak {izere bircok farkli deri hastaliklarina sebep olabilmektedir (2). Melanom
mortalitenin ¢ogundan sorumluysa da bazal hiicreli karsinom (BHK) ve skuamoz hiicreli
karsinom (SHK) gibi melanom dis1 deri kanserleri de ciddi morbiditeye ve bazen de 6lime
yol acabilmektedir. Prevalans olarak da MDDK’nin melanoma oranla ¢ok daha fazla
olmasi klinik 6nemlerini artirmaktadir. MDDK’nin etiyolojisinde en 0Onemli faktor
ultraviyole 1sinlarina maruziyettir (3). SHK agik tenli, yasli, kiimiilatif giines maruziyeti
yiiksek olan bireylerde ve diisiik enlemlerde yasayanlarda daha sik goriilmektedir (4). Son
caligmalarda MDDK’nin, ABD’de tiim tami konulan kanserlerin yaklasik %40’ 1
olusturmakta oldugu, 1994’ten beri %300’den fazla artis gosterdigi ve tedavi giderlerinin
yillik 650 milyon dolara mal oldugu gosterilmistir (5). Bu endise verici istatistiklere
bakildiginda ultraviyoleden korunma ve deri kanserini Onleme g¢aligmalarinin 6nemi

anlasilmaktadir.

Melanom dis1 deri kanserlerinde erken kanser tespiti tedavi igin en iyi firsattir. Erken
evre deri kanseri yiiksek bir iyilesme oranina sahipken, ileri evre kutanz SHK genellikle
kemoterapiye direnglidir. Bu nedenle giiniimiizde arastirmalar kutan6z SHK olusumunu

geciktirmek veya onlemek icin yeni kemoprofilaktik ajanlar gelistirmeye odaklanmustir.

Deri kanseri olusumunda oksidan stres artigi, immiin sistem baskilanmasi ve hiicre
dongiisiindeki ¢esitli mutasyonlar Onemli rol oynamaktadir (2,6-8). Kolesterol
metabolizmasinda ara urun olan skualenin derideki antioksidan ve yaslanma geciktirici
etkisi, kolon kanserine ve akciger kanserine karsi koruyucu etkisi cesitli calismalarda

gosterilmistir (9,10).



Calismamiz tasarlanirken farelerde UVB 1sinlariyla deri kanseri modeli olusturularak
bu surecte fareye topikal ve oral olarak uygulanan skualenin skuamdéz hicreli karsinoma
kars1 koruyucu etkisini gozlemlemek amaglanmistir. Skualenin koruyucu etkisi gosterildigi
takdirde tim diinyada en yaygmn kanser tirii olan deri kanseri profilaksisi igin yeni
preparatlar gelistirilmesine ve deri kanseri insidansinin, morbidite ve mortalitesinin

azaltilmasina katkida bulunmak amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Deri Embriyolojisi

Deri, dermis ve epidermis olarak iki tabakadan meydana gelmektedir. Intrauterin
erken donemde embriyonun yiizeyi tek katli ektoderm ile kaplidir ve bu tabakadan sinir
sistemi ve epidermis meydana gelir. Ektodermden kdken alan bu epidermis tabakasi
embriyolojik olarak ii¢lincii haftada tek katli epitel olarak ortaya ¢ikar (11). Bu tek katli
tabakay1 olusturan hiicreler farklilagmamas, kiiboid yapida, glikojen depolayan hiicrelerdir
(12). Intrauterin gelisimin dérdiincii haftasinin sonunda bu tabakanin yiizeyelinde periderm
isimli ikinci bir tabaka daha olusur. Bu skuamoz tabaka tamamen intrauterin hayata 6zgi
olup ilerleyen haftalarda kaybolur (12). Peridermin altindaki bazal tabaka gogalarak yeni
keratinositler {iretir ve stratum germinativum olarak adlandirilir. Yeni hiicreler olustukca
derinden yiizeyele dogru yer degistirerek ilerler. Onbirinci haftada bazal tabakadan ¢ogalan
bu hiicreler periderm altinda “ara tabaka” denilen ikinci bir tabaka olusturur ve epidermis
giderek kalinlasir. Bes ay civarinda keratohyalin graniilleri olusmaya baslar. Altinci ay
sonunda derinin kornifikasyonu tamamlanmistir ve bes ayri histolojik tabakasi ayirt
edilebilir duruma gelmistir (13). Alttaki tabaka olan dermis ise mezoderm kokenli bag
dokudan olusmaktadir ve igerisinde kan damarlari, lenfatik kanallar, sinir lifleri ve cesitli

reseptorler yer alir (14).

Melanositler, noral krest hiicrelerinden koken alir ve sekizinci haftada epidermise
ulagirlar. Besinci ayda melanositler melanozom iiretmeye ve melanini keratinositlere
transfer etmeye baglarlar. Langerhans hiicrelerinin hematopoetik kok hiicrelerden koken
aldig1 diigiiniilmektedir ve epidermiste altinci haftada goralur. Merkel hicrelerinin kdkeni
tartismali olmakla beraber noral krest hiicrelerinden ya da ektodermden koken aldigi

diistiniilmektedir ve gelisimin 16. haftasinda goriiniir hale gelirler (15).
2.2 Deri Histolojisi ve Fizyolojisi

Deri viicudun tiim dis yiizeyini kaplayan organdir. Sindirim, solunum ve Urogenital
sistem epitelyumu ile devamlilik gdsterir. Onemli bir duyu orgam ve D vitamini iiretim

merkezidir. En temel iki 6zelligi ise dogadaki mekanik, kimyasal ve mikrobiyolojik



etkenlere karsi bariyer gorevi gérmesi ve termoregiilasyonda énemli bir rol oynamasidir

(12).

Deri temel olarak dermis ve epidermis olarak iki tabakadan olusur. Di1s katman olan
epidermis temel olarak avaskulerdir ve esas gorevi kornifikasyon ismi verilen 6li hicre
bariyeri olusturarak viicudu dis etmenlerden korumaktir (16). Daha i¢ taraftaki dermis ise
vaskiiler olan yap1 olup termoregiilasyon ve derinin beslenmesinden sorumlu olan kisimdir.
Epidermis distan i¢e dogru stratum korneum, stratum lusidum, stratum graniilozum,
stratum spinozum ve stratum bazale olarak adlandirilan bes tabakadan olusur.
Epidermisteki bes katmanin tiimii sadece palmar ve plantar bolgelerde bulunur. Stratum
lusidum isimli tabaka yiik tasiyan ve derinin kalin oldugu bu bolgelere has bir tabaka olup
baska viicut boliimlerinde bulunmaz. Viicudun tiim boéliimlerinde ortak bulunan epidermis
tabakalar1 ise stratum korneum ve stratum bazaledir (16). Epidermis kalinlig1 viicutta
bolgeden bolgeye degismekte; goz kapaginda 0.04 mm iken el palmar bolgelerinde 1.6 mm
kalinliga ulasabilmektedir. Epidermis keratinosit, melanosit, Langerhans hiicreleri, Merkel

hlcreleri olarak bilinen dort temel hiicre icermektedir (Tablo 1).

Keratinositler epidermisteki baskin hiicre tipi olup bazal tabakadan korneal tabakaya
dogru pasif olarak ilerleyerek tabakalarin siirekli yenilenmesini ve bariyer fonksiyonunun
devamini saglarlar. Hiicrelerin bazal tabakadan korneal tabakaya kadar ilerlemesi ve
dokulmesi sureci epidermal dongu olarak adlandirilir ve bu dongii yaklasik olarak 52-75
gun surer. Genglerde bu dongli stiresi kisalmakla birlikte yaslilarda st sinira
yaklagmaktadir (17).

Epidermis bazal tabakasinda yaklasik her on keratinosite karsilik bir adet melanosit
bulunur (18). Melanositlerin temel gorevi melanozom isimli melanin dolu vezikuller
iretmektir. Bu vezikiiller melanositlerin dendritik uglarma go¢ ederek komsu
keratinositlere aktarilirlar (19). Melaninin asil goérevi cildi giines 1s18min  zararh
etkilerinden korumaktir. Ultraviyole 1smna maruziyet artttkca melanin sentezi ve
keratinositlere transferi artar ve deri rengi koyulasir (20). Langerhans hiicreleri ¢ogunlukla
epidermis orta katmanlarinda bulunan 6zellesmis immiin hiicrelerdir. Kemik iliginden
koken alan bu hucreler derideki major antijen sunan hiicrelerdir ve nonspesifik immdin
sistem elemanlaridir. Epidermisteki hiicrelerin yaklasik %3-6’sin1 olustururlar (21). Merkel

hiicreleri epidermiste 6zellesmis noéroduyusal hiicrelerdir. Viicutta cogunlukla palmar



bolge, tirnak yatagi, oral ve genital epitelde bulunur. Mekanoreseptor fonksiyonlari

oldugunu gosteren caligmalar mevcuttur (20).

Deri ekleri olarak bilinen ter bezleri, pilosebase folikiiller ve tirnaklar ektoderm
kokenli olup 6zellesmis epitel yapilaridir. Epidermisle baglantilarini koruyarak dermise ve

subkutise dogru uzanim gosterirler (18).

Epidermisin derininde yer alan dermis tabakasi ise epidermisten 15 ile 40 kat daha
kalindir; ancak seliilaritesi ise daha azdir. Bu tabaka derinin sinir, damar ve lenfatik
yapilarmin tiimiinii, glandiiler yapilarin ise ¢ogunu icermektedir. Deriye saglamlik
kazandiran ve kan dolasimini saglayan tabaka burasidir. Dermis, kendi i¢inde ylizeyelden

derine dogru papiller ve retikiiler dermis olmak tizere ikiye ayrilabilir (15).

Olu
Stratum keratinositler
—| korneum
.I Stratum lusidum | z
Stratum r -
granulosum an I )
= keratinositler
Stratum spinosum | :
L Melanositler
Stratum bazale | | Langerhans
hicresi

Bazal membran
Taktil hiicresi

= Dermis

Duyusal serbest
sinir ucu

H Stratum korneum

H Stratum lusidum

‘I Stratum granulosum

+ I Stratum spinosum I

2 -
I Stratum bazale l

4 l Bazal lamina

—_—

-—I Dermis

Melanoblast

‘ Melanosit ‘
— I Duyusal sinir sonlanmasi I Dertik

Melanoblast

Merkel hiicresi

Sekil 1: Epidermisin tabakalar1 ve epidermiste yer alan hiicreler (23)



Tablo 1: Derinin fonksiyonlar1 ve bu fonksiyonlari gergeklestiren yapilar

Fonksiyon

Koruma
Kimyasal, partikdl
Ultraviyole radyasyon
Antijen, hapten

Mikroorganizmalar

Dengelenmis i¢ yapinin korunmasi

S1v1, elektrolit ve makromolekiil kaybinin 6nlenmesi

Sok emme 6zelligi

Is1 regiilasyonu

Yalitim

Duyu
Nemlendirme
Koruma ve kazima
Enerji depolama
D-Vitamini sentezi

Vicut kokusu-Feromon salgisi

Dis goriintis

Yapi/Hiicre

Epidermis
Melanosit
Langerhans Hiicreleri
Langerhans Hiicreleri

Epidermis
Epidermis
Dermis-Subkutan doku

Kan damarlari

Ekrin ter bezleri

Subkutan yag

Ozel sinir sonlanmalar
Sebase glandlar

Tirnak

Subkutan yag
Keratinosit

Apokrin ter bezleri

Sag, tirnak, dudak

Ozellesmis yapilar

gibi
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| Epidermal kenar

Epidermis || Dermal papilla
4 Papiller |-
tabaka ||
Dermis | Retiku-
ler Taktil (Duyusal)
tabaka reseptor
= Arter
Ven
subkutan. |- Areolar bag doku
tabaka —
- Adipositler |

Resim 2: Derinin ii¢ boyutlu yapis1 (22)

2.3 Deri Kanseri

ABD’de 1990’lardan bu yana ortalama kanser insidansi ve Ozellikle mortalitesi
azalirken deri kanserlerinin insidansi istikrarli bir sekilde artmaktadir. Deri kanserleri en

stk kanser tiirii olmakla beraber, tiim kanser vakalarmin yarisinin deri kanseri oldugu

tahmin edilmektedir (24).

Deri kanseri kendi igerisinde melanom ve melanom dis1 deri kanseri olarak iki ana
gruba ayrilabilir. Melanom dis1 deri kanseri (MDDK) grubunda temel olarak bazal hicreli
karsinom (BHK) ile skuamdz hiicreli karsinom (SHK) yer almaktadir. BHK, SHK’ye gore
3-4 kat daha sik goriilmektedir. Ag¢ik tenli popiilasyonda deri kanserleri daha sik
goriilmekle birlikte, koyu tenli popiilasyonda goriiliiyorsa genellikle degisik etkenler ile
olusmakta ve siradis1 anatomik bdlgelerde ortaya ¢ikmaktadir. BHK ve SHK’de mortalite
orani yiiksek olmamakla birlikte 6zellikle SHK vakalarinda ileri yas ve baskilanmis immiin

sistem eslik ediyorsa mortalite artabilmektedir (25).
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2.3.1 Etiyolojik Faktorler

Hicre nikleusunda DNA’daki bazi genlerde olugsan mutasyonlar onarilamazsa ve
kontrol edilemeyen bir cogalma yetenegi kazanirsa kanser gelisimi baglar. Boyle hasarli
genleri onaran ve kanser gelisimini 6nleyen baz1 mekanizmalar bulunmaktadir. p53 hiicre
dongusinu diizenleyen en dnemli transkripsiyon faktorlerinden biridir. Kanser olusumunu
baskilamak i¢in Onemli bir proteindir. DNA’da hasar olustugunda hiicre dongiisiinii
durdurarak DNA hasarmin onarilmasini saglar. Onarim sonrasi hiicre dongiisii devam eder.
DNA hasar1 onarilamayacak durumda ise p53 proteini dongiiyii durdurarak apopitoz
yolagini baglatir ve programli hiicre 6liimii ile hatali genlerin elimine olmasina yardime1
olur (Sekil 2). p53 geninde mutasyon olustugunda bu fonksiyonlar yerine getirilemez ve
hicre malign dontisiime agik hale gelir. SHK’lerin %90’dan fazlasinda, BHK’lerin

%50’den fazlasinda p53 mutasyonu saptanmistir (25).

Hiicre dongusu
duraksamasi

Ap:pitoz

B Hiicre yaslanmasi

Sekil 2: p53 proteininin hicredeki gorevleri (26)

Ultraviyole 1sminin karsinojenik etkisi ¢ok 1iyi tanimlanmistir. Ultraviyolenin
kiimiilatif etkisi Ozellikle hiicresel DNA iizerine olur. p53 yolagi gibi DNA onarim

mekanizmalarini bloke ederek hiicredeki mutasyonlarin onarilmasini 6nler (25).
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Tablo 2: Melanom Dis1 Deri Kanseri Etiyolojik Faktorleri

Melanom Dis1 Deri Kanseri Etiyolojik Faktorleri

Maruziyet

Giines
Diisiik enlemde ve yiiksek UV maruziyeti olan ortamda yasamak
Dis ortamda ¢alismak
Kimidilatif maruziyet

Diger UV kaynaklar
Solaryum vb. yapay UV kaynaklari
Psdralen+UVA fotokemoterapisi
Mesleki maruziyet

Iyonizan radyasyon

Sigara tiketimi (Sadece SHK)

Kimyasal maddeler veya ilaglar
Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (Fenol, krezol, ksilenoller, piridinler vb.)
Arsenik

Genetik veya Medikal Durumlar

Acik renk deri, sa¢ ve goz rengi

Melanom dis1 deri kanseri dykusu

Yanik skari

Diskoid lupus eritematozus

Drene siniis trakti

Kronik ulser

Radyasyon dermatiti

Immiinsiipresyon

Giines 15181 ve ultraviyole 1sin1 tiimor olusturucu ve ilerletici etkiye sahiptir (27).
Glinesten yeryiiziine ulasan ultraviyole A (UVA) ve UVB 1sinlarindan MDDK olusumu ve
ilerlemesini saglayan primer etken UVB’dir (28). En Kkarsinojenik etkiye sahip olan UVC
(Ultraviyole-C) ise atmosferi gecememektedir. Bunlar arasinda yeryiiziine en fazla
miktarda ulasan ise UVA’dir ve az da olsa karsinojenik etkisi vardir (29). UVB’nin biiyiik
kismi atmosferik stratosfer tarafindan emilse de bir kismi1 yeryiiziine ulagsmaktadir ve UV

karsinojenik etkisinin biiyiik oranda sebebi budur. Ultraviyole 1ginlarin yeryiiziine ulagmasi
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atmosferik kosullar, enlem, saat, mevsim ve ozon tabakasinin durumu gibi birgok

faktorden etkilenmektedir (30).

BHK ve SHK temel olarak agik tenli popiilasyonun hastaligidir. Derinin igerdigi
melanin miktart UV’ye duyarliligi dogrudan etkiler. Agik tenli kisiler UV’ye daha duyarl
olup deri kanserine daha yatkinken, koyu tenli kisilerde UV duyarlilig1 daha az olup deri
kanseri insidans1 bu popiilasyonda ¢ok daha disiiktiir (28). Yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir ki cocuk ve ergenlik ¢aglarinda yogun UV maruziyeti BHK, erken dekatlarda
kronik UV maruziyetinin kumulatif etkisi SHK’ye neden olmaktadir. Bunlarin aksine
melanom etyolojisinde ise yaniga neden olacak kadar akut UV maruziyetinin aralikli

olarak ger¢eklesmesi bulunmaktadir (31).

UV 1sinlar deri kanseri gelisiminde temel olarak iki yoldan etki etmektedir: Birincisi
DNA’daki komsu primidin molekiilleri arasinda ¢apraz bag olusturarak hiicrelerin genetik

kodlarinda hasar olusturmak, ikincisi ise immiin sistemi baskilamaktir (32).

Kronik UV maruziyeti derite kronik bir inflamasyon yaratmaktadir. Antiinflamatuar
ajanlar kullanilirsa ya da prostagladin E2 salinimi 6nlenirse UV kaynakli immiinstipresyon

engellenebilmektedir (33).

Immiin sistem de tiimdr olusumunda énemli bir yere sahiptir. Yeterli immiin yanitin
olmasinin farelerde kanser gelisimini Onlemede en 6nemli basamaklardan biri oldugu
gosterilmigtir. Langerhans hiicrelerinin antijenleri taniyip T hucrelere sunma gorevleri
vardir. Kronik UV maruziyetinin bu hiicrelerin sayisint ve fonksiyonunu azalttig1

gosterilmistir (34).

Organ nakli hastalarinda ve otoimmiin hastaliklarda oldugu gibi immiin baskilayici
ila¢c kullanan hastalarda ise MDDK riski 50-100 kat artmustir. Bu ilaglar1 kullanan kisilerde

olusan timorler de daha agresif seyirli olmaktadir (35,36).

Tiim kronik yaralarda 6zellikle yanik zemininde olusan kronik yara ve skarlarda
uzun donemde deri kanseri riski artmistir. En sik goriilen kanser tipi ise SHK’dir. Kronik
yara zemininde gelisen SHK’ye marjolin iilser denir. Yara olusumuyla kanserin ortaya
cikist arasinda 2-40 y1l arasi latent periyot goriilmektedir. Bu tlimorler giines maruziyetine

bagl gelisen tiimorlerden daha sik metastaz yapma egilimindedir (37).
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MDDK’nin insidansinin artmasina ek olarak ayrica yiiksek riskli hasta gruplari
bulunmaktadir. DNA onarim mekanizmalarinda mutasyon sonucu olusan ve otozomal
resesif gecis gosteren kseroderma pigmentozum hastalarinda ultraviyole 1sina
hipersensitivite ve DNA onariminda genetik yetersizlik vardir ve deri kanseri riski 2000
kat artmistir (32). Organ transplantasyonu yapilan hastalarda rejeksiyonu Onlemek
amaciyla kullanilan immiinsiipresan ilaglar nedeniyle SHK dahil olmak Uzere genel kanser

yatkinlig1 artmistir (38).

Genis bir olgu-kontrol ¢alismasinda ise fotosensitizan ajanlarin, 6zellikle topikal
antimikrobiyaller ve tiazid diiiretiklerin SHK ve BHK gelisme riskini arttirdig
gosterilmistir (39). Psoriazis gibi bazi dermatolojik hastaliklarda kullanilan psoralen-
Ultraviyole A (PUVA) tedavisinde bulunan 8-metoksipsoralen ve UVA da hayvan
modelleri ve insanlarda kanserojendir (40).

Fenol, krezol, ksilenoller ve piridinler gibi polisiklik aromatik hidrokarbonlara
mesleki ya da baska sebeplerle kronik maruziyet deri kanseri etyolojisinde yer almaktadir
(41). Radyasyon da iyi bilinen kanserojen etmenlerdendir. Is nedeniyle diizenli olarak
radyasyona maruz kalan kisilerde ya da benign lezyonlar nedeniyle radyoterapi uygulanan
kisilerde BHK ve SHK’ye yatkinlik olustugu gdzlenmistir (28). Insan Papilloma Virus
(HPV) enfeksiyonu durumlarinda da artmis inflamasyon ve replikasyon kapasitesi

nedeniyle MDDK insidansi artmistir (42).

Pathak ve Fitzpatrick deri yapilarm1 UV 1g18a duyarlilik ve melanin yogunlugu
agisindan alti gruba ayirarak smiflandirmigtir. Tip 1°de deri kanseri olma ihtimali en
yiiksekken tip 6’ya dogru gidildikge bu risk azalir (43) (Sekil 3).

15



| Il Il % Vv Vi
Fitzpatrick cilt
tipleri
E"“’er’“a'“‘e'a“‘“_‘n

— (| UV duyarl, | . UV direngli,
UV fenotipi | | vanzayatkin Bronzlasmaya yatkin

[owm ]|

Sekil 3: Fitzpatrick deri tipleri

2.3.2 Korunma

Deri kanseri en sik kanser tlridir. Melanom ve MDDK insidansi ve tedavi
maliyetleri her gecen yil diinya genelinde artmaktadir. Morbidite, mortalite ve tedavi
maliyetlerindeki bu artig deri kanserinden korunmaya daha ¢ok O6nem verilmesine yol
agmustir. Erken tan1 ve uygun tedavi %95’lere varan kiir oranlari saglamaktadir. Korunma
MDDK’deki en 6nemli stratejidir (44). Korunma stratejisinde primer, sekonder ve tersiyer
korunma olmak Uzere 3 temel basamak vardir. Primer korunma deri kanserini onleyici

davraniglarda bulunmaktir ve temel olarak UV maruziyetinden kaginmay1 gerektirir (45).

Amerikan Dermatoloji Akademisi ve Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri

Konferansinda deri kanserinden korunma davranigi olarak asagidaki oneriler kabul

edilmistir (46):

e UV kaynagi olan giinesten 6zellikle 10:00-16:00 saatleri arasinda korunmak

eKoruyucu giysi ve giines gozligii kullanmak

oSPF (Giines koruyucu faktér) 15 ve iizeri olan giines koruyucu krem
kullanmak

e Ultraviyole 1511 yayan cihazlardan (solaryum gibi) uzak durmak

e Alt1 ayliktan kiigiik ¢ocuklar i¢in giinesten koruyucu krem yerine koruyucu

giysi ve sapka kullanmak
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Bunlara ek olarak MDDK insidansinin gok yiiksek oldugu Avustralya’da yapilan ¢ok
sayida kohort ¢alismasi gostermistir ki primer korunmada halkin deri kanseri konusunda
bilgilendirilerek korunma yontemleri ile ilgili egitim verilmesi de deri kanseri insidansini
azaltmaktadir. Halkin rutin olarak giines koruyucu krem kullanmasi tesvik edilmeli ve
bronzlagmis tenin popiilarize edilmesine son verilmelidir. Ergenlik ve geng eriskinlik
doneminde maruz kalinan ultraviyole 1sinlarin ve giines yaniklariin ileri yaglarda MDDK
ve melanom gelistirmedeki etkisi goz Onlinde bulunduruldugunda primer korunma
calismalarinin Ozellikle gencler iizerinde yogunlastirilmasi gerektigi gortlmektedir(44).
Giines koruyucu kremlerin etkisi SPF (Sun protection factor) (Giines koruyucu faktor) ile
Olgiilir. Bu deger de eritemdeki azalmayla dogru orantilidir. Giines koruyucu krem
kullanan kisilerde eritemin rahatsiz edici etkileri daha geg¢ ortaya ¢iktigindan kisiler giines
altinda daha fazla vakit gecirme egiliminde olmaktadirlar. Bu da giines koruyucu krem
kullananlarda paradoksal olarak daha fazla UV kaynakli hasar olusturabilmektedir. Halkin
egitiminde giines koruyucu krem kullanilsa bile giinesten kaginmak gerekigi

vurgulanmalidir (44).

Melanom dis1 deri kanserinden primer korunma methoduyla davranis degisiklikleri
ve glines koruyucu krem kullanimina ragmen deri kanseri insidansinda beklenen diizeyde
bir azalma saglanamamigtir. Bu nedenle baska stratejilerin de kullanilmasi gerekmektedir.
Sekonder korunma dermatolog veya pratisyen hekim tarafindan diizenli bir sekilde tim
viicut inspeksiyonu yapilarak riskli ya da premalign lezyonlarin belirlenmesi, gerekirse bu
lezyonlara miidahale edilmesi olarak tanimlanabilir. Bu sekilde premalign lezyonlar malign
doniislime ugramadan, malign lezyonlar ise daha erken evrelerde taninmis ve daha diigiik
morbidite ve maliyetle tedavi edilmis olacaklardir (45). Bunun disinda riskli lezyonlara
yonelik kemoprofilaktik ajanlarin  uygulanmasi1 da sekonder korunma kapsamina
girmektedir. Sporn ve arkadaslari kemoprofilaksiyi “karsinogenez siirecini durdurmak
veya tersine Gevirmek igin uygulanan farmakolojik yaklagim” olarak tanimlamiglardir.
Ideal kemoprofilaktik madde toksik olmayan, ucuz, kolay ulasilabilir, oral ve topikal
formlar1 olan bir madde olmalidir. Hayvan deneylerinde etkisi gosterilen kemoprofilaktik
maddelerin genis klinik ¢alismalarla da etkisi gosterilmelidir. SHK’yi 6nlemede kullanilan
ajanlarin aktinik keratoz iizerine etkisi incelenmektedir. Onleyici etkisi gdsterilen ajanlarimn

SHK’ye kars1 koruyucu oldugu sdylenebilir (44).

Tersiyer korunma deri kanseri tanisi1 ve tedavisi almis kisilerin diizenli takiplerinin

yapilmasi, olasi rekiirrens durumlarinin erken saptanmasidir. En sik rekiirrens ilk timor
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saptanmasindan sonra ilk ii¢ yil i¢inde goriilse de bu hastalar 6miir boyu takip altina
alinmal1 ve olas1 rekiirrensler ve yeni timor olusumlar1 acisindan dikkatle incelenmelidir

(45).
2.3.3 Histopatoloji

Aktinik keratoz, in situ SHK ve invaziv SHK birbirinden farkli lezyonlar olmakla
birlikte epidermal Kkeratinositlerden kodken alan karsinogenezin birbirini takip eden
asamalaridir. Kronik karsinojen maruziyeti ile oncelikle aktinik keratoz (solar keratoz)
olusur. Karsinojen maruziyetinin devam etmesi halinde ise in situ SHK (Bowen hastalig1)
ve en sonunda da invaziv SHK ortaya ¢ikar. Bu asamadan itibaren de lenf nodu ve uzak

organ metastaz ihtimali s6z konusudur (44).

Aktinik keratoz, premalign lezyon olarak simiflandirilsa da erken SHK olarak da
adlandirilabilir. Histolojik olarak parakeratotik ve ortokeratotik hiperkeratoz ile akantotik
epidermis goriiliir. Epidermisin bazal tabakasindaki neoplastik keratinositler nedeniyle
artmig seliilarite, mitoz ve niikleer pleomorfizm vardir. Stiperfisyel perivaskuler lenfositik
infiltrat ve papiller dermiste elastozis vardir (47). Bu asamadaki lezyonlarin
kemoprofilaktik ajanlar uygulanarak geri cevrilmesi ya da karsinogenez surecinin

yavaslatilmasi SHK’ye doniisiimii azaltabilmektedir (44).

Bowen hastalig1 intraepitelyal karsinom olarak adlandirilir ve epidermisin tiim
tabakalarinda atipik keratinositler bulunur (skuaméz hicreli karsinoma in situ). Tim
epidermiste atipik keratinositlerin dezorganize maturasyonu, pleomorfik niikleuslar, atipik
mitozlar, multiniikleer tiimor hiicreleri ve intakt bazal tabaka vardir. Karsinojen
maruziyetinin devami durumunda invaziv SHK’ye doniliserek metastaz yetenegi

kazanabilmektedir (47).

SHK derinin epidermis tabakasindan ya da skuamoz epitele sahip miikoz
membranlardaki keratinositlerden koken alir. SHK’ler adenoid ya da miisin iireten
kanserler olarak da ortaya ¢ikabilir. Tiimordeki keratinositlerin normal keratinositlere
benzemesi ve yiiksek oranda keratinizasyon olmasi durumunda “iyi diferansiye” olarak
tamimlanir. Bu benzerlik ve keratinizasyon miktar1 azaldigi takdirde “orta ve koti
diferansiye SHK” olarak adlandirilir (48). Bunlar disinda hiicre atipi derecesi, tumoérin

yapist, atipik mitozlarin miktar1 da tiimor derecelendirmesinde 6nemli degiskenlerdir (48).
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SHK, histolojik a¢idan klasik, dezmoplastik, igsi hiicreli, pigmente, verriikoz,
akantolitik, adenoskuamdz, pappiller SHK olarak alt gruplara ayrilabilir. Klasik SHK,
atipik mitotik aktivite igeren genislemis ve pleomorfik niikleuslu atipik hiicrelerle
karakterizedir. Inflamasyon genellikle iilsere lezyonlarda bulunur ve lenfosit, plazma

hicreleri ve notrofilleri igerir. Atipik hiucrelerle ¢evrili keratin incileri bulunur (44).

Dezmoplastik SHK, tiimériin en az %30’unu ilgilendiren dezmoplastik stromayla
cevrili orta veya kotli diferansiye keratinositlerle karakterizedir. Metastatik yayilim orani
daha yiiksektir. Igsi hiicreli SHK, daha 6nceki travma ya da radyoterapi ile iliskili olup,
Marjolin Ulserde en ¢ok gorilen alttiptir. Dermisi infiltre eden igsi hiicreler ve bunlarin
cevresinde girdap seklinde kollajen iplikleriyle karakterizedir. Miksoid stroma, pleomorfik
dev hicreler ve atipik mitozlar igerebilir. Pigmente SHK ¢ok nadir olup genellikle koyu

tenli popiilasyonda oral ve konjonktival mukozayi etkiler (44).

Akantolitik SHK, adenoakantoma olarak da bilinir ve yash insanlarda, bas-boyun
bolgesinde, radyoterapi alanlarinda goriiliir. Cok sayida diskeratotik hiicre iceren adenoid
patern ile karakterizedir. Papiller SHK, yasli, immiinsiiprese kadinlarda goriiliir ve kirmizi-
bronz arasinda rengi olan lezyonlardir. Adenoskuamdz karsinom glandiler ve skuamoz
diferansiyasyonun birlikte goriildiigii, ¢ok nadir ve agresif karakterli bir lezyondur.
Intrasitoplazmik miisin igeren adenomatdz komponenti de olan SHK tiiriidiir. Verriikoz
karsinom iyi diferansiye SHK tiirii olup histolojik olarak diigiikk atipi, koilositik
degisiklikler, santral notrofil koleksiyonu iceren egzofitik skuamdz proliferasyonla

karakterize lezyondur (44).

SHK’de tiimor kalinligr arttikca lokal rekiirrens ve lenf nodu metastaz1 olasiligi da
artmaktadir (25). Timor ¢apt 2 cm’den biiyiikse rekiirrens riski 2 kat, metastaz riski 3 kat

artmaktadir (47).
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Resim 3: SHK histopatolojik gorintuleri

A)Bowenoid aktinik keratoz B)lyi diferansiye SHK C,D)SHK’de perivaskiiler,

perindral infiltrasyon

SHK’de ndral invazyonun histolojik olarak gortilmesi artmis invazyon ve metastaz
oranlariyla iliskilidir (49). Erken perindral invazyon genellikle asemptomatiktir ve
genellikle patolojik incelemede ortaya c¢ikar. Asemptomatik hastalarda cerrahi ve
radyoterapi uygulamasi ile kiir oram1 %80’e ulasirken, semptomatik hastalarda ayni

tedaviye ragmen kiir oranlar1 %45 seviyesindedir (50).

2.3.4 Premalign Lezyonlar
1-Aktinik Keratoz

Aktinik keratoz kronik giines maruziyeti sonucu olusan, a¢ik tenlilerde, 6zellikle ileri
yasta sik goriilen premalign deri timaoradiar. Aktinik keratozlarin yaklasik %16’s1 invaziv
SHK’ye doniisiir; ancak hangi lezyonun malign doniisime ugrayacagini ongoérmek

miimkiin degildir (51).
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Aktinik keratoz deriden hafif kabarik, hafif kirmizi renkte, pullu kitlelerdir. Asiri
keratin birikimi oldugu takdirde makroskopik olarak SHK ile karisabilen “kutandz
boynuz” olarak isimlendirilen yapilar olusur. Bu kitlelerin komsu normal deriyle aralarinda
genellikle asamali bir gegis olur, kesin hatlar1 ¢ogu zaman se¢ilemez. Aktinik keratoz
lezyonlarinin hipertrofik, atrofik, bovenoid ve likenoid gibi bir¢ok histolojik alt tipi
bulunmaktadir. Tedavide topikal 5-florourasil (5-FU) ya da cerrahi eksizyon uygulanir.

2-Lokoplaki

Yunanca’da “beyaz yama” anlamina gelen 16koplaki lezyonlar1 oral ya da vulvar
mukozada goriilebilmektedir. Kronik tiitiin kullanimi ya da protez dislerin kronik
irritasyonu ile olabilecegi gibi papilloma viriis enfeksiyonu kaynakli da olusabilmektedir
(52). Lokoplaki lezyonlarina yapilan biyopsiler sonucu %17’sinin in situ, %3 {inlin invaziv
SHK oldugu gosterilmistir (53). Lokoplaki zemininde gelisen SHK’ler aktinik keratoz
zemininde gelisenlere gore daha fazla metastatik 6zellik gostermektedir. Tedavide cerrahi

eksizyon ya da kriyocerrahi kullanilmaktadir.
3-Kseroderma Pigmentozum

Kseroderma pigmentozum etkilenen kisilerin ultraviyolenin DNA’da olusturdugu
hasarlar1 tamir edemedigi genetik bir hastaliktir. ABD’de her 250000 canli dogumda bir
gorilmektedir. Deride ve gozlerde giinese olan asirt hassasiyetten dolayr BHK, SHK ve

melanom riski yaklagik 1000 kat artmuistir (54).

Kseroderma pigmentozum aslinda kromozom kirilma sendromlar1 ve DNA onarim
bozukluklar1 grubunun bir iyesidir. Bu grupta bulunan diger hastaliklar ise Fankoni

anemisi, ataksi telenjiektazi, Bloom sendromu ve Cockayne sendromudur.
4-Keratoakantoma

Agik tenli kisilerde, genellikle giinese maruz kalan bdlgelerde olusan, hizli biiyiime
gosteren tumorlerdir. 4-8 hafta gibi kisa bir siirede biyume gésterse de genellikle 4-6 ay
icerisinde spontan regresyona ugramaktadir. Ancak diisiik de olsa malign doniisiim riski

oldugundan dolayi cerrahi eksizyon onerilmektedir.

Genellikle yuvarlak, keskin sinirli, ortasinda keratin tikaci igeren, deriden kabarik,

soliter lezyondur. Etyolojisinde UV 1sin1, kronik travma, viral enfeksiyon, kimyasal
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maruziyeti ve immiin yetmezlik yer almaktadir (55). Tedavisinde cerrahi eksizyon, lazer

ablasyon ve desikasyon-kiiretaj yer almaktadir.
5-Bowen hastaligi

In situ SHK olarak da adlandirilan bu lezyon diizensiz sinirh, eritematdz,
kabuklanmis, pullu goériiniimdedir. Mikroskopik olarak dermoepidermal bileske biitiinliigii
bozulmamustir. Glans penis, vulva ve oral mukozadaki bowen hastalifinin 6zel ismi
“Queyrat eritroplazisi” olarak adlandirilmaktadir. Tedavisi cerrahi eksizyon ya da topikal

5-FU uygulamasidir.

Resim 4: Premalign lezyonlar

A)Bowen hastalig1 B)Kseroderma pigmentozum C)Aktinik keratoz
D)Keratoakantoma E)L6koplaki

2.3.5 Tami YOntemleri

SHK tanisinda kritik olmayan boélgelerdeki kiiclik lezyonlara eksizyonel biyopsi
uygulanabilir. Tan1 koyma oraninin yiiksek olmasi yaninda muhtemel tedavi de saglamasi

onemli bir avantajdir (56).
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Daha biiyiik lezyonlarda ya da kozmetik veya fonksiyonel agidan 6nemli (yiiz, kulak,
el vb) alanlarda ise taniy1 kesinlestirmek amaciyla eksizyonel biyopsiden dnce insizyonel
biyopsi ya da punch biyopsi diisliniilmelidir. Ciinkii bu bolgelerde yapilacak eksizyon
komplike rekonstriiktif islemler gerektirebilir. Her U¢ biyopsi yoénteminde de dikkat

edilecek temel prensipler bulunmaktadir. Bunlar (56):

e Biyopsi materyali deriyi tam kat icermelidir. Boylece tiimor derinligi hatasiz

saptanabilir. Malignite siiphesi olan lezyonlarda shave biyopsi 6nerilmez.

e Biyopsi normal ve tlimoral deriyi birlikte icermelidir. Boylece spesimeni
inceleyen patologun normal dokuyu referans alarak dogru tan1 koymasi

kolaylastirilir.

e Optimal kozmetik sonuclar icin mimkinse insizyonlar deri gerim cizgilerine

(Langer cizgileri) paralel yapilmalidir.

e Punch biyopsi yapilirken Langer ¢izgilerine dik olarak deri gerilmeli ve
boylece biyopsi sonrasi olusan elipsin uzun aksinin Langer ¢izgilerine paralel

olmas1 saglanmalidir.
2.3.6 Tedavi

MDDK tedavisinde kiretaj-elektrodesikasyon, kriyoterapi, elektrocerrahi, topikal 5-
florourasil, fotodinamik terapi, imikimod ve radyoterapi sayilabilir. Bununla birlikte
cerrahi midahale birincil tedavi yontemidir. Erken tedavi edildiginde bes yillik hastaliksiz
doénem oran1 % 90'dan fazladir. MDDK rekurrensi % 8-16, ikinci lezyon niiks oranlart ilk
iki yilda % 75, bes yil iginde % 95 gibi yiiksek diizeylerdir (57). Tedavi Oncesi lenf
nodlarinin kapsamli degerlendirilmesi, metastaz taramasi yapilmasi; tedavi sonrasinda ise
yakin hasta takibinin saglanmasi hastaligin kontrolii ve artmig sagkalim agisindan 6nem

tagimaktadir (25).
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Tablo 3: Skuam6z Hiicreli Karsinomda Tedavi Secenekleri (25)

Tedavi

Cerrahi Eksizyon

Mohs cerrahisi

Kiretaj-

elektrodesikasyon

5-Fluorourasil

Radyoterapi

Kriyocerrahi

Kemoterapi

Fotodinamik

tedavi

Endikasyon

Cogu timor

Genis, invaziv,

belirsiz sinirlar,

yuksek riskli alanlar

Kicuk(2-4 mm),
primer, lokalize,

yuzeyel tumorler

Yiizeyel,
multisentrik

(stnirlh  kullanim
alani)

Cerrahi

yapilamayacak yasl
ve komorbiditeleri
olan veya inoperabl
hastalara

Lokalize ve primer
tmorlerde ve cerrahi
riski yuksek

hastalarda

Kontrol edilemeyen
lokal ya da

metastatik hastalikta

Yzeyel
lezyonlarda

Avantaj

Defektler primer
kapatilir, daha iyi
kozmetik sonug,

tek agamali

TUmorin daha
iyi histolojik
kontroli

Kolay

uygulanabilirlik,
genis  kullanim

alani

Noninvaziv

doku

odaklanarak

Tumoral

uygulanabilir

Normal dokuyu

etkilemez

Palyasyon
saglar, sagkalimi

uzatabilir

Non invaziv

Dezavantaj

Mohs Cerrahisine
kiyasla baz: tiplerde
daha yuksek
rekiirrens, sinirlt
histolojik kontrol

alan
Ozel

Uzun stre
islemler,
teknikler ve egitim
gerektirir

Zayif histolojik
kontrol,  hipertrofik
skar,

hipopigmentasyon,
gecikmis yara
iyilesmesi

Uzun sireli tedavi,
pighmentasyon
degisiklikleri, invaziv
ve rekirren tumorlere
uygulanamaz

Ozel uzmanlik
gerektirir, Ulserasyon
riski, kotl estetik
sonug, sekonder
malignite riski

tedavidir,
kot histolojik
kontrol, invaziv ve
reklrren timorlerde
kullanilamaz

Korleme

Toksisite,
Normal dokularin
hasarlanmasi

Is1gin sinirlt
penetrasyonu,
histolojik kontrol
olmaz, fotosensitize
hastalarda

kullanilamaz

Kiir oram

%95-98

%99

%50(>3 mm)-
%2100 (<2 mm)

%60-70

%75-90

Primer
timorlerde
%95’e  kadar

(<2 cm)

Cok diisiik

%10-40
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1. Kiuretaj — Elektrodesikasyon

Kiiretaj ve elektrodesikasyon ¢ogunlukla dermatologlar tarafindan tercih
edilmektedir. TUmorun deriden kabarik kismi kiiret ile ortadan kaldirilir ve koter ile tabani
yakilir. Koterize edilen kisim zamanla dokiilerek defekt sekonder olarak iyilesir. Alinan
spesimen patolojiye gonderilir. ki cm’den kiiciik ¢apl tiimorlere uygulanabilir. % 97-98
gibi yiiksek kiir oranlar1 bildirilmistir (58). Yontemin avantaji hizli ve basit olmasiyken bu
yontem kitlenin derinliginin 6nemli oldugu SHK ve malign melanomda hastalik evresini
ve derecesini dogru degerlendirme olanagi tanimaz. Cerrahi sinirlarda tiimor olma ihtimali
ve dolayisiyla niiks olasiligi yiiksektir. Hipertrofik skar ve hipopigmentasyon riski
yiiksektir. Ayrica baz1 anatomik hassas bolgelerde (goz kapagi, dudak, nazal kanat, kulak)
sekonder iyilesme neticesinde kabul edilemez skarlar ve deformiteler birakabilmektedir.

Bu nedenlerle primer tedavi olarak genellikle tercih edilmez (25).
2. Cerrahi Eksizyon

Tim dunyada en ¢ok tercih edilen tedavi yontemidir. Deri tam kat eksize edildigi
icin dogru tan1 koyma ve tiimor olmayan cerrahi sinirlarla eksizyon saglama orani yiiksek
olmaktadir. Primer kapama yapildig: i¢cin daha kabul edilebilir izler kalmaktadir. Defektin
yeri ve biiyiikliglne gore flep ya da deri grefti ile rekonstriiksiyon da tercih
edilebilmektedir. Cogu durumda SHK’de 4-6 mm cerrahi sinirla eksizyon yapilip defekt
kapatilir (59). Kiir oranin1 artirmak amaciyla tiimoriin orijinal boyutuna gore bu cerrahi
smir 10 mm’ye kadar cikarilabilir (60). 1ki cm ¢apindan biiyiik, 6 mm’den fazla derinligi
olan, subkutan ve/veya perindral invazyon yapan yiiksek riskli SHK’ler ile dudak, kulak,
g6z kapagi, sagh deri gibi riskli lokasyonlardaki SHK’ler 10 mm cerrahi sinirla eksize
edilmelidir (61). Bir diger yontem ise timorii eksize edip frozen incelemesine
gondermektir. Bu yontemin avantaji ameliyat sirasinda, defekt kapatilmadan patoloji
sonucunun gelmesidir. Materyal smirinda tiimor saptanirsa gecikmeden reeksizyon
yapilabilir ve rekonstriiksiyon giivenli bir sekilde sonlandirilir. Ancak bu ydntemin
dezavantaji ise patoloji incelemesinin yanlis negatif sonu¢ verme ihtimalinin yiiksekligidir.
Patolog, oOrnegi kalict kesitlerde oldugu kadar detayli inceleyemediginden yalanci

negatiflik oran1 nispeten yliksek olmaktadir.

Cerrahi smur negatifligi olasiligin1  ortadan kaldirmak amaciyla uygulanan

yontemlerden biri eksizyon sonrasi rekonstriiksiyon yapilmadan defektin yara bakimi ile
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takip edilmesi ve patoloji sonucuna gore rekonstriiksiyon isleminin bir diger seansta

yapilmasidir (25).
3. Mikrografik Cerrahi

Mikrografik cerrahi Mohs tarafindan tanimlanan, dokunun eksizyonu sonrast hemen
histolojik inceleme yapilan bir yontemdir. Yapilan haritalandirmaya dayanarak tiimor
pozitif olarak gelen bolgeden reeksizyon yapilir ve bu sekilde tiim cerrahi sinirlar negatif
gelene kadar devam edilir. Cok uzun siiren bir yontem olmasindan dolay1 rutin kullanima
girememistir. BHK’nin agresif tiplerinde, tlimdrlerin sinirlar1 makroskopik olarak net
tanimlanamiyorsa, 6zellikli bolgelerin (medial kantal bolge, burun kanadi, dudak gibi)
yapisinin miimkiin olduk¢a korunmasi amaciyla kullanilabilmektedir. Kiir oranlari en

yuksek olan yéntem olarak kabul edilmektedir (25).
4. 5-Florourasil (5-FU)

5-FU etki derinligi fazla olmadigindan yiizeyel lezyonlarda topikal olarak kullanilan
kemoterapotik bir ajandir. Etki derinligini artirmak amaciyla lezyonun deriden kabarik
olan kismina kiiretaj uygulama sonrasi tabana 5-FU uygulanabilmektedir. Bir diger
secenek de topikal olarak 3-6 hafta 5-FU uygulamasi sonrasi kiigiilen lezyonun
eksizyonudur. Noninvaziv olmasi nedeniyle kolay uygulanabilir. Pigmentasyon

bozukluklar1 yapabilmektedir. invaziv ya da rekiirren tiimérlerde kullanilmamalidir (25).
5. Kriyocerrahi

S1vi azotun sprey seklinde topikal uygulanarak lezyonlarin dondurulmasi islemidir.
Ozellikle dermatoloji kliniklerinde tercih edilen bu tedavi yontemi verri, seboreik keratoz,
molluskum kontagiyozum, spider anjiom gibi benign lezyonlarda daha sik kullanilsa da 7
mm derinlige kadar ulasabilen etkisiyle aktinik keratoz ve bowen hastalig1 gibi premalign
lezyonlarda da oldukga yiiksek kiir oranlar1 sunmaktadir (62). BHK ve SHK’de de etkili
olmakla birlikte malign tiimorlerde tan1 olanagi saglamamasi ve timdriin derinliginden

emin olunamayacagi igin genellikle tercih edilmemektedir (25).
6. Radyoterapi

Iyonlastiric1 radyasyon, elektronu bir atom veya molekiilden serbestlemek igin
gereken enerji olarak tanimlanir. Cogu radyasyon ajani iyonlagsmaya neden olmak ig¢in

fotonlar1 veya elektronlart kullanir. Bu enerjinin tiimorler iizerinde tedavi edici olarak

26



kullanilmasi radyoterapi olarak adlandirilir. Iyonize edici radyasyonun tiimér hiicrelerini
oldiirmesini saglayan mekanizma tam olarak anlasilamasa da iyonlastirici radyasyon,
serbest oksijen radikalleri Ureterek hicresel hasara neden olur. Melanomun radyoterapiye
yaniti genellikle kotii olsa da BHK ve SHK’nin tedavisinde radyoterapinin yeri
bulunmaktadir (63). Hastanin yasi ya da komorbiditeleri nedeniyle operasyona alternatif
olarak kullanilabilse de genellikle inoperabl hastalarda tiimor yiikiinii azaltmak, timor
hacmini kiiciiltmek ve palyasyon amaciyla kullanilmaktadir. Direk tiimor dokusu ya da
metastaz bulunan dokular ile lenf nodlar1 hedeflenerek uygulanir. Kozmetik sonuglar
kotadar (25).

7. Kemoterapi

Cesitli sitotoksik ajanlar ya da mitozu engelleyici ajanlar kullanilarak tiimoriin asirt
cogalmasi kontrol altina alinmaya caligilir (25). Kemoterapinin amaci da radyoterapi gibi
normal hiicrelerden ¢ok tiimor hiicrelerinin oOldiirtilmesidir. Normal hiicrelerin hasarli
DNA’y1 onarma kapasitesi kanser hiicrelerinden fazladir. Ayrica bir¢ok kemoterapdtik ajan
mitoz boliinme asamasinda etki gosterdigi i¢in bdliinme hizi yiiksek olan tiimdr hiicreleri
iizerine daha toksiktir. Bunun yaninda deri, kemik iligi, barsak mukozasi gibi mitoz
oraninin yiksek oldugu dokulara da toksik etki gostererek yan etkiler olusturabilmektedir
(63). Kemoterapi, adjuvan ya da primer tedavi olarak, topikal ya da sistemik yolla
uygulanabilir. Kontrol edilemeyen lokal hastalikta ya da metastaz durumlarinda
kullanilabilir (25).

8. Fotodinamik Tedavi

Fotodinamik tedavi iki asamali bir yontemdir: Oncelikle 1513a duyarli bir madde
(porfirin gibi) intravendz olarak verilir. Bu madde viicuttaki dokulara yayildiktan sonra
tiimor dokusu tizerine bu maddeye uygun dalga boyunda 151k uygulanir. Béylece timor
dokusu iginde biriken fotosensitizan ajan oksijenle tepkimeye girerek reaktif oksijen
metabolitleri olusturur ve bunlarin sitotoksik etkisiyle timorlii hiicrelerin yok edilmesi
saglanir. Kemoterapiye gore ¢ok daha az yan etki goriilmektedir. Bu 151k endoskopi ile
ulagilabilen yerlere de wuygulanabilmesine ragmen ¢ogu metastatik lezyona 151k
ulastirllamadigindan o lezyonlara etkili degildir. Sadece lokalize hastaliga etkili olabilmesi

en 6nemli dezavantajidir (64).
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2.4 Skuamd6z Hucreli Karsinom Hayvan Modelleri

Derinin skuam6z hiicreli karsinomu olusturmak amaciyla hayvan deneylerinde temel
olarak iki asamali kimyasal model veya ultraviyole modeli kullanilmaktadir. Bu
modellerde farkli etkenler kullanilarak deri kanserleri ve diger deri degisiklikleri
olusturulabilmektedir. Bu modeller deri kanserinde kemoprofilaktik ve kemoterap6tik
ajanlar gelistirmeye oldugu kadar tiimor gelisiminin farkli asamalarinda genetik
mutasyonlar1 ve diyet manipiilasyonlarint ¢alismaya da olanak saglamaktadir (65).
Literaturde skuaméz hucreli karsinom modellerinde SENCAR, SKH-1, CD-1, BALB/c
tiirti fareler kullanilmistir (66—68).

2.4.1 Iki Asamal Kimyasal Model:

Iki asamali kimyasal karsinogenez modeli diinyada en sik kullanilan fare deri
skuamo6z hicrel karsinom modelidir (69). Bu modelde topikal olarak uygulanan 7,12
dimetilbenzantrasen (DMBA) hiicrelerde geri doniissiiz  bir karsinojenik  etki
baslatmaktadir. Ardindan kendisi kanserojen olmayan; ancak olusan tiimdriin gelisimini
indukleyici etkisi olan 12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat (TPA) isimli maddenin
tekrarlayan dozlarda uygulanmasi ile ilerleyen haftalarda oOncelikle premalign aktinik
keratozun farelerdeki karsiligi olan papillomlar gelismekte, karsinojen maruziyeti devam

ettikce ise invaziv SHK gelismektedir (70).
2.4.2 UV (Ultraviyole) Model:

Deri kanserlerinin biiyiik ¢ogunluga UV'ye kronik agir1 maruz kalma nedeniyle olur.
Halk sagligiyla alakali olmasi ve UV'nin deri Uzerindeki biyolojik etkisini anlamak igin bu
isima enerjisinin deri kanserine neden oldugu mekanizmalara uzun zamandir ilgi
duyulmaktadir. Yapilan gozlemler UV ile indiiklenen deri kanserini genel olarak daha iyi

anlamamiza yardimci olmustur (71).

UV spektrumu temel olarak ii¢ gruba ayrilir: UVC (200-280 nm), UVB (280-315
nm) ve UVA (315-400 nm). Giines maruziyetinin zararli etkilerinin ¢ogundan sorumlu
olan ise UVB’dir (72).

Kronik giinese maruziyetin deri kanserine neden olabilecegi fikri ilk kez Unna

(1894) tarafindan ortaya atilmistir. Findlay (1928), fareleri kullanarak yapay bir 11k
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kaynagindan UV'ye kronik maruz kalmanin skuaméz hiicreli karsinomlara (SHK) neden
oldugunu ilk kez ortaya koymustur. On yillar sonra, Blum (1959) 151k kaynagi ile 1ginlanan
hayvanlar arasma UVB dalga boylarim1 segici olarak bloke eden plaka camin
yerlestirilmesinin deri kanseri insidansim1 biiyiik Ol¢iide azalttiginmi gostermistir (71).
Kseroderma pigmentosum gibi hastaliklarda UV kaynakli DNA hasarinin onariminda
bozukluk oldugu ilk kez 1968’de Cleaver tarafindan gosterilmistir (73). UVB'nin UVA'ya
oranla bu maligniteleri ortaya ¢ikarmada daha fazla etkili oldugu belirtilmistir (71).

Farede UV karsinogenez modeli, iyi tanimlanmis iki asamali kimyasal karsinogenez
modeline gore daha degiskendir. Farkli dozlarda UV (genellikle UVB) farkli siirelerde,

farkli fare suslarinda uygulanmustir. Standart bir prosediir tanimlanmamistir(38,74-76).

UV ile indiiklenen fare deri kanseri modeli daha fizyolojiktir. Deri karsinogenezinin
altinda yatan mekanizmalar1 incelemek i¢in en uygun olan ydntemdir; ¢iinkii kullanilan
karsinojenler insandaki deri kanseri etkenlerine benzerdir. Hem p53 hem de PTCH tumor
stpresor genlerindeki mutasyonlar insan ve fare tizerindeki UV kaynakli karsinogenezde
rol oynarken p53'teki mutasyonlar DMBA/TPA ile timor olusturulan farelerin sadece bir
kisminda (~% 30) goriiliir. UV karsinogenez ¢alismalar1 tiiysiiz farelerde daha etkili
olmakla birlikte genetik olarak manipiile edilmis bu fare modellerini degerlendirme
kabiliyetini zorlastirir. Timor baglatma ve ilerletmenin genel prensipleri, hem kimyasal

karsinogenez modellerine hem de UV karsinogenez modellerine uygulanabilir (38).

Farelerde yapilan calismalar, UVA ve UVB'nin hem tiimor baslatict hem de tiimor
gelistirici ajanlar olarak tam karsinojen oldugunu gostermektedir (38,66,77). Bununla
birlikte UVA, baslatic1 etkiden daha c¢ok bir tiimor ilerleticisi olarak islev goren zayif bir
tam karsinojendir. UV makromolekiiller tarafindan absorbe edilir. Siklobiitan dimerlerin
olusumu, sitozin fotohidratlari, 6-4 foto iirlinleri, DNA capraz baglart ve DNA c¢ift iplikli
kirilmalari baglatilarak dogrudan DNA hasar1 uyarilir (1). Bu hasarlar p53 proteininde hizli
bir artisa sebep olur ve DNA replikasyonu ile hiicre dongiisii durdurularak hasar onarilir ya
da hasar onarilamayacak diizeyde ise apopitoz yolu aktive edilerek hasarli DNA igeren
hiicre ortadan kaldirilir. Bu savunma mekanizmas1 UVB hasarli hiicreleri ortadan kaldirsa
da bazi hiicreler onarim ve apopitoz yolundan kagarak yasamaya devam ederler (78). Bu
hiicrelere uzun siire UVB maruziyetinin tekrarlanmasi ile p5S3 geninde UV’ye 6zgii CC
(sitozin-sitozin)’den TT (timin-timin)'ye ve C (sitozin)'den T (timin)'ye mutasyonlar

gerceklesebilir. Mutant p53 geninin {irettigi islevsiz p53 proteini nedeniyle hiicre
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durdurulamaz bir déngiye girerek deri kanseri olusumunu baslatir (38,78). UV’nin neden
oldugu bu tipik mutasyonlar hem insan hem de fare UV kaynakli deri kanserleri igin p53
geninde yuksek bir frekansta tespit edilmistir (38,79-81). Insan p53 dipirimidin

mutasyonlari, aktinik keratozlarin % 80'inde ve SHK'lerin % 90'indan fazlasinda bulunur

(82).
P ot ‘?z\
Toph. ™ Toob,

2 timin bazi Siklobutan dimeri

Pirimidin Dimeri

r—> 2 Ultraviyole isini

Timin dimeri

Sekil 4: UV etkisiyle DNA’da siklobiitan dimerleri ve pirimidin dimerlerinin

olusumu

Kronik inflamasyonun MDDK'nin gelisimine katkisi iyi bilinmemekle birlikte, timor
gelistirici faktorlerin keratinositler tarafindan proinflamatuar molekiillerin sekresyonunu

indikledigi ortaya konulmustur. Bu olay bagisikligi baskilayan ve tiimor biiylimesini
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destekleyen sitokinleri ve kemokinleri iireten dermise inflamatuar hiicrelerin alinmasiyla

sonuglanir (83).

Asamali kimyasal karsinogenez modelinde deri kanseri gelisimi, hedef hiicrelerde
poliaromatik hidrokarbonlarin etkisi sonucu molekiiler ve biyokimyasal degisikliklerin
birikmesiyle baslar. Baslangi¢c asamasinda olusan DNA hasar1 onkogenlerin aktivasyonuna
ve bazi tiimor supresér genlerin inaktivasyonuna neden olur. Bu mutant keratinositler
klinik olarak belirgin degildir; ancak goriiniir premalign aktinik keratozlara neden olan
ilerleme agsamasinda ek biyokimyasal degisiklikler gegcirirler. Tiim aktinik keratoz benzeri
papillomlarin kiiciik bir kismi1 invaziv karsinomlar olmasina izin verecek baska
degisiklikler gecirir. Epstein, fotokarsinogenezde de bu siirecin ayni oldugunu farelerde
yaptig1 ¢alismada gostermis; UV 1gmninin hem tiimor baslatict mutasyonlara hem de
tUmoOriin ilerlemesini saglayan biyokimyasal degisikliklere neden oldugunu ortaya

koymustur (84).

Baslatma
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Sekil 5: UV ile deri kanseri modelinin agamalari (38)

Kronik UV maruziyetini takiben gelisen deri kanserleri farelerde ve insanlarda
oldukga antijeniktir. Organ nakli olan hastalar1 tedavi etmek i¢in kullanilan immiinstipresif
ilaclar UV ile indiiklenen deri kanseri olasiligini biiyiik oranda artirmakta ve ek olarak bu

kanserler genel populasyona gore daha agresif seyretmektedir (36).
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UV ile indiklenen deri kanserlerinin yiiksek immiinojenitesine ragmen bu etkilenen
hiicreler neoplastik hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in 6zellesmis olan bagisiklik sisteminden
kacarlar ve boylece invaziv maligniteler haline gelebilirler (8,81,85,86). Superfisiyal
dermise ulasan UV'nin deride antijen sunan hiicrelerin islevini bozdugu, diizenleyici T
hiicrelerinin {iretimini uyararak ve ayni zamanda imminosupresif bir sitokin olan
interlokin-10 (IL-10) Gretimini artirip interlokin-12 (IL-12) Gretimini azaltarak bu etkilere

neden oldugu gosterilmistir (87—89).

UV kaynakli deri kanserlerinde immin sistemin ©6nemi insanlar (zerindeki
gozlemlerle de desteklenmistir. UV'ye bagl baskilanmis immiin yaniti olan bireylerin

UV’ye karst direngli olanlara gore MDDK gelistirme oranlar1 daha yiiksek bulunmustur
(90,91).

2.5 Ultraviyole

Ultraviyole 151k, 100-400 nanometre (nm) dalga boylar1 arasinda yer alan
elektromanyetik radyasyondur. Bir tarafinda goriintir 1s18in mavi-mor formu varken
spektrumun diger tarafinda x 1sinlar1 bulunmaktadir. iki majér UV kaynagi bulunmaktadur:

biri giines, digeri ise insan yapimi lambalardir (92).

,100-200nm ~ 200-280 nm  280-315nm 315400 nm

| Ozon/Germisidal I-’

Vakum UV Kis Orta Uzun dalga UV '
(UV-V) dalga

Sor X-ray Ultraviyole Kizilotesi Mikrodalgalar o
iginlar dalgalari
i ; 103 10" 10

10" 10" 10°

Gorlinir

Sekil 6: Elektromanyetik 1s1n tayfi

UV sinlart 1801 yilinda Alman fizik¢i Johann Wilhelm Ritter tarafindan
kesfedilmistir. 1878’de UV kisa dalga boylarinin bakteriler {izerindeki bakterisidal etkisi
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fark edildikten sonra sterilizasyon amaciyla kullanilmaya baslanmustir. Insanlarda tedavi

ajan1 olarak 1903’ten itibaren lupusa kars1 kullanilmistir (92).

UV spektrumu temel olarak ii¢ gruba ayrilir: UVC (200-280 nm), UVB (280-315
nm) ve UVA (315-400 nm) (72). UVA ve UVB isinlar1 deriye zarar verir ve deri kanserine
neden olabilir, UVC i1sinlar1 atmosfer tarafindan filtrelenir ve diinya yiizeyine ulagsmaz
(93). Yeryiiziine ulasan UV isinlarindan UVB (280-315 nm) en karsinojenik olmasina
ragmen UVA’nin (315-400 nm) da karsinojenik etkisinin oldugu hayvan caligmalarinda
gosterilmistir (94). Ancak UVB ile karsilastirildiginda farelerde UVA ile deri kanseri
yapmak i¢in daha uzun siire maruziyet gerekmekte ve tliimor ortaya ¢ikmadan onceki latent
periyot ¢ok daha uzun olmaktadir (66,76,95). UV ismlarinin  miktar1 1ginlarin
mukavemetine, derinin 1sina maruz kaldig: siirenin uzunluguna ve derinin giysilerle ya da
giines kremi ile korunup korunmadigina baglidir. UV isinlart deri hiicrelerinde DNA
hasarina, hiicre proliferasyonuna yol acan sinyal iletim yollarinin, inflamatuar yanitlarin ve
immiinsiipresyonun indiiklenmesine neden olur. UV ismlarindan kaynaklanan tum bu
etkiler tiimor gelisiminde gereklidir. UV 1sinlari, deride kanser baslama ve ilerlemesine
neden olan tam bir karsinojen olarak islev goriir (93,96). Bu nedenle fotoprotektif
takviyelerin uygulanmast UV 1ginlamasina bagli deri hasar1 ve histopatolojik degisiklikleri

onlemek amaciyla kullanilabilir.

Akut UVB maruziyetinin eritem, 6dem ve cogunun yaklasik iki hafta iginde

kaybolacagi hiicresel hasar olusturdugu gosterilmistir (97).

Kronik UV maruziyeti hiperpigmentasyon, hiperkeratinizasyon, skuamdz hiperplazi,
DNA hasar1 (98), giines yanmigi hiicrelerinin (apoptotik keratinosit) olusumu (99),
immiinsiipresyon, proinflamatuvar sitokinlerin asirt salinmast (100) ve yaslanma da dahil

olmak Uzere bir dizi patolojik degisiklikle deri hasarini indiikleyebilir (101-103).

UVB 1smlamasinin ayrica asir1 serbest oksijen radikali iiretilmesine, oksidatif stres
ve oksidatif DNA hasarina neden olabilecegi iyi bilinmektedir. Ayn1 zamanda asir1 serbest
oksijen radikali keratinosit zarindaki fosfolipidlerin, proteinin ve doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonunu hizla baslatarak hiicre Oliimiine yol agar (104). Bununla birlikte,
derideki UV radyasyona bagli oksidatif hasar1 azaltmak i¢in topikal antioksidanlarin

fotoprotektif etkisinin 6nemi gosterilmistir (101).
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Tek bir seferde maruz kalinan yiiksek doz ultraviyole 1s1ninin insan fibroblastlarinda
telomer kisalmasina neden olabildigi gosterilmis, ultraviyole maruziyetine bagli hizli

gelisen telomer kisalmasinin erken deri yaglanmasina yol acabilecegi belirtilmistir (105).
2.6 Kemoprofilaksi

Kemoprofilaksi dogal veya sentetik iiriinler kullanilarak tiimor olugumu, gelisimi ve

ilerlemesini durdurma veya geri gevirme stratejisi olarak tanimlanabilir (106).

Literatiirde skuamo6z hicreli deri kanseri kemoprofilaksi ¢alismalarinda parthenolide
(3), santalol (76), nar tohumu yag1 (107), silimarin (108), sarkophine diol (70), sarkotriol
(109), perilil alkol (110), zeytinyag1 (111), honokiol (93), folik asit (112), kafein (113),
barthogenic acid (114), magnolol (115), yesil ¢ay ekstresi (116), indosyanin yesili (117),
silibinin (118,119) gibi bircok madde kullanilmis ve tiim bu calismalar iki asamali
kimyasal karsinogenez veya UVB karsinogenez modelleri kullanilarak ortaya konulmustur.

Deri dokusu dogada tekrarlayan sekilde UV isinlarina maruz kalir ve derideki
lipidler, proteinler ve DNA UV kaynakli hasarlara karsit son derece duyarlidir (6). UV
isininin - zararli etkilerinin gogu serbest radikallerin olusumuyla gergeklesir (7). Lipit
peroksidasyonunun kanser gelisiminde Onemli rol oynadigi disiiniilmektedir.
Peroksidasyona ugrayan ¢oklu doymamis yag asitleri hiicresel membranlarda ve diisiik
yogunluklu lipoproteinlerde bol miktarda bulunur. Bir dizi antioksidanin farelerde UV
isinimnin indiikledigi deri kanserinin gelisimini azaltabildigi bulgusu, bu islemde oksidatif
reaksiyonlarin 6nemli oldugu ve deri kanseri Onleme hedefi olarak kullanilabilecegi

konularina 1s1k tutmaktadir (8).

Tim bu gozlem ve bilgiler 1s138ida UVB kaynakli deri degisikliklerini 6nlemede
yeni yaklagimlar ve stratejiler gelistirilmesi insandaki melanom dis1 deri kanseri insidansini
(MDDK) azaltabilecektir. Bu da deri kanseri profilaksi ¢aligmalarinin &nemini

gostermektedir.

2.7 Skualen

Viicudun tiim dis yiizeyini kaplayan insan derisi en biiylik organdir ve ultraviyole
(UV) 1smin1 da igeren giines 15181 stresine siirekli maruz kalir. Deri dokusu giines 1s1gindan
oksidatif strese karsi savunmasiz oldugu diisiiniilen lipid bakimindan zengindir. Skualen
alt1 izopren birimi iceren 30 karbonlu bir triterpen (CsoHso) olup poliansatire alifatik

hidrokarbondur. Skualen koyuya yakin sart renkli bir sividir. Zeytinyaginda % 0.2-0.7
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arasindaki konsantrasyonlarda bulunur, diyetteki diger yaglarin ise sadece % 0.002-
0.03'int olusturmaktadir. Bitkiler ve hayvanlardaki steroidlerin sentezinde anahtar bir ara
{iriindiir. Insanlarda deri yiizeyindeki lipidlerin ana bilesenlerinden biridir (yaklasik % 13)
(120). ilk olarak biiyilk miktarlar iceren ve en zengin kaynagi oldugu diisiiniilen
kopekbaligi (Squalus spp.) karaciger yagindan izole edildigi i¢in bu sekilde
adlandirilmistir.  Genellikle ¢ok disiik yogunluklu lipoproteinler (VLDL) ile birlikte
serumda tasiir ve deride en biiyiik konsantrasyona sahip olmakla birlikte tim dokulara

dagilir (121).

H4C CHs

Sekil 7: Skualenin kimyasal formili (CsoHso)

Yapisal olarak skualene benzer bir¢ok poliprenil bilesigi dogada bulunur ve kritik
biyolojik islevleri yerine getirir. Bunlar; p-karoten, koenzim Q10, A vitamini ve K1
vitaminini icerir. Bu maddeler sentezleri i¢in prenil gruplar1 gerektirir ve bu nedenle

yapisal olarak skualene benzerdir.

Serum skualeni kismen endojen kolesterol sentezinden ve kismen diyetteki
kaynaklardan saglanmaktadir. Ozellikle biiyiik miktarda zeytinyagi veya kopekbaligi
karacigeri tiikketen popiilasyonlarda serum skualen diizeyi yiliksektir (121).
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HMG-CoA
reduktaz

Asetil-CoA NSl HMG-CoA ; Mevalonat

Aktive C15 7 Aktive C10 @ Aktive C5
Skualen Lanosterol Kolesterol
(Lineer C30) L

Sekil 8: Kolesterol sentez basamaklari

Sebase bezler kil folikiillerine yagl bir madde (sebum) salgilayan kiiciik bezlerdir.
Insanlarda palmar ve plantar bolgeler hari¢ tiim deri bolgelerine dagildig: halde, yiiz ve
kafa derisi {izerinde en bol miktarda bulunurlar. Skualen sebumun baskin bilesenlerinden
biridir (yaklasik % 13) (122). Skualen deride oksidatif hasar ve serbest radikal olusumunu
azaltmak i¢in kritik bir rol oynamaktadir (121).

Tablo 4: Sebase bezlerden salgilanan sebum igerigindeki maddeler

Uriin Dagilim (%)
Trigliserit, Serbest yag asidi, Digliserit 57

Mum esteri 25

Skualen 13
Kolesterol 2

Diger 3
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Sekil 9: Sebum salgisindan sorumlu sebase bezlerin yerlesimi

Doganin miikemmel yumusaticilarindan biri olan skualen, hizli ve etkili bir sekilde
deriden emilerek yagl bir kalint1 birakmadan deriye saglikli bir esneklik kazandirir (123).
Derinin okliizif maddelerle kaplanmasi derinin hidrasyonunu artirir. Bunu dogada en iyi
yapan maddelerden biri yenidoganlarin derisinde goriilen verniks kazeoza isimli tabakadir.
Stratum korneumun hidrasyonunda Onemli bir rol oynamaktadir. Rissmann ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada verniks kazeozayi taklit etmek amaciyla skualen;
trigliseridler, kolesterol, seramidler ve yag asitleriyle karistirilmig ve deri hidrasyonunda

cok etkili oldugu gosterilmistir (124).

Skualenin énemli antioksidan 6zellikleri oldugu gésterilmistir. In vitro deneysel
caligmalarda skualenin oldukga etkili bir serbest oksijen tutucu oldugu; klinik ¢aligmalarda
ise giines 15181 gibi oksidatif stres etkenlerine karsi bu serbest oksijen tutucu etkisi

sayesinde insan derisini lipit peroksidasyonundan korudugu gosterilmistir (125).

Kohn ve arkadaslar1 skualenin serbest oksijen tutucu etkisinin insan deri ylzeyindeki
diger tiim lipitlerden fazla oldugunu belirtmislerdir (126). Skualen, peroksidasyona karsi
cok hassastir ve deride reaktif oksijen tutucu olarak islev goriir. UV 1smina ve diger
oksidatif hasar kaynaklarina bagli olarak insan deri yizeyini lipid peroksidasyonundan
korur (127).

Calismalar skualenin antioksidan, antiinflamatuar ve sitoprotektif etkileri oldugunu
gostermistir. Skualenin ayrica kolon (9) ve akciger kanserine (10) karsi da koruyucu
etkileri oldugu ve antitiiméral aktivitesinin oldugu ¢esitli ¢alismalarla gosterilmistir (128).

Karsinojen uygulamasi oncesinde ve/veya sirasinda skualen verildiginde koruyucu etki

37



g6zlenir. Skualenin Onleyici etkinliginde yer alan mekanizmalar, Ras farnesilasyonunun
inhibisyonunu, kanserojen aktivasyonunun modulasyonunu ve antioksidatif aktiviteleri
icerebilir (128).

Van Duuren ve Goldschmidt fare derisine uygulanan skualenin, benzopiren ile
uyarilan deri karsinogenezini inhibe ettigini ortaya koymustur (129). Murakoshi ve
arkadaslari, topikal olarak uygulanan skualenin, DMBA ile baslatildiktan sonra fare deri
timorleri tlizerindeki TPA'min tiimor ilerletici etkisini 6nemli olgiide baskiladigin
gostermistir (130). Ayrica bazi ¢aligmalar, skualenin gesitli antikanser ajanlarin etkilerini

giiclendirdigini ortaya koymustur (131).

Skualen kolesterol, safra asitleri ve sterollerin biyosentezinde rol oynayan anahtar bir
ara maddedir (9). Strandberg ve arkadaglari 5 giin siireyle % 1 oraninda diyet skualeni
verilen farelerin karaciger mikrozomlarinda HMG-CoA rediktaz aktivitesinin kuvvetle
baskilandigini (~% 80) bildirmislerdir (132). Ayrica 10 haftalik bir siirede % 1 skualenin
diyetle uygulanmasinin serum kolestrol diizeylerini artirmadigi da gosterilmistir (9).
Kritchevsky ve arkadaslari, yliksek kolesterolli bir diyette % 3 skualenin 14 hafta boyunca
tavsanlara diyetle verilmesinin, benzer kolesterol oraniyla beslenen kontrollerden daha
fazla aterom tiretmedigini agiklamistir (133). Strandberg ve arkadaslar1 insanlara 7-10 giin
boyunca giinde 900 mg skualen vermis, serum skualeninde 17 kat artis meydana getirmis;

ancak serum kolesterol diizeylerinde belirgin bir artig goriilmemistir (134).

Bu gozlemler oldukga 6nem tasimaktadir; ¢linkii teorik olarak skualenin diyetle
desteklenmesi, kolesterol ve safra asidi Uretimini artirabilir ve aterosklerotik hastalik
riskinin artmasina neden olabilir. Bu calismalar esliginde oral skualen tiiketiminin serum

kolesterol seviyesinde belirgin artis yapmadigi soylenebilir.

Kisa siireli g¢alismalar, normal diyetle skualen alimimin uzun siireli etkilerini
sorgulamak icin kolesterol ve diger metabolitlerin metabolizmasi ile ilgili sorulara tam
olarak cevap verme noktasinda yetersizdir. Bu nedenle bu tir etkileri incelemek i¢in uzun

vadeli caligmalara gerek duyulmaktadir (9).
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3. GEREC VE YONTEM

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na
sunulan tez projesinin onaymnm ardindan c¢alisma Dokuz Eyliill Universitesi Deney

Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari’nda yiiriitiildii.
3.1 Arastirma Dizayni

Skuamoz hicreli deri karsinomuna karsi skualenin koruyucu etkisinin arastirildigi bu
tez calismasi 4 grupta (7 adet kontrol grubu / 7 adet topikal skualen grubu / 7 adet oral
skualen grubu / 7 adet topikal+oral skualen grubu) toplam 28 denek (zerinde deneysel

caligma olarak gergeklestirilmistir.
3.2 Deney Hayvam

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan oOnerilen laboratuvar hayvani
kullanom kilavuzunda belirtilen sartlarda (sicaklik 23 +2 santigrat derece, 12 saat
giindiiz/gece siklusu) bakimi yapilan ve Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma Laboratuvari’ndan temin edilen 28 adet, 20-25 gr agirliginda, disi BALB/c susu

fare kullanlda.

3.3 Deney Hayvanlarinin Se¢imi

Literaturde skuamoz hiicreli deri kanseri modellerinde SENCAR, SKH-1, CD-1,
BALB/c tiirii fareler kullanilmistir (66-68). SENCAR ve SKH-1 turu fareler tlkemizde
bulunmamaktadir. CD-1 tiirii fareler ise ¢ogunlukla ¢ok asamali kimyasal karsinogenez
modelinde  kullanilmis olup  fotokarsinogenez modellerinde kullanim  Grnegi
saptanmamisgtir (68). Fotokarsinogenez modeliyle deri kanseri olusturulabildigi ve
profilaktik ajanlarin denendigi literatiirde gosterilen BALB/c tiirii fareler deneyimize

uygun hayvan olarak secilmistir (110,135).

Erkek farelerin disilere gore daha saldirgan olmasi ve diger farelerin sirtlarinda
olusan tiimor dokularina zarar verme egiliminde olmasi nedeniyle deney ve kontrol

gruplari i¢in sadece disi farelerin kullanilmasi kararlastirilmistir.
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Resim 5: BALB/c fare
3.4 Deney Hayvanlarinin Bakim

Calismada kullanilan deney hayvanlarinin bakimi Dokuz Eyliil Universitesi Deney
Hayvanlar1 Aragtirma Laboratuvari’nda yapildi. Denekler uluslararasi hayvan deney ve
bakim kilavuzlarina gore standart laboratuvar kosullarinda (sicaklik 23+2 °C, 12 saat
giindiiz/gece siklusu), standart pellet yemlere ve suya serbest ulasiminin oldugu kafeslerde,
yediserli gruplar halinde izlendi. Her gruptaki denekler diger gruplardaki hayvanlarla
karigsmayacak sekilde yediserli olarak dort ayr1 kafeste bakildi. Denekler sadece UVB,
topikal aseton/skualen, oral skualen uygulanmasi amaciyla kafeslerinden c¢ikarildi. UVB
uygulanmast sirasinda Deney Hayvanlart Arastirma Laboratuvari’nda hazirlanan
diizenekteki yerlerine yerlestirilen denekler uygulama sonrasi yine kendi kafeslerine

alindilar.

3.5 Anestezi

Deney prosediirii baglamadan 6nce deneklerin sirt killarinin depilasyonu 6ncesi dietil
eter (Tekkim Kimya San. Tic. Ltd. Sti. Bursa Tiirkiye) inhalasyon anestezisi uygulanmistir.
Deney sonuna kadar yapilan haftalik depilasyon sirasinda, topikal aseton (Tekkim Kimya
San. Tic. Ltd. Sti. Bursa/Tiirkiye) ve skualen (4K Kimya Sanayi ve Tic. A.S. Izmir,
Turkiye) uygulamasi ile ultraviyole-B uygulamasi sirasinda anestezik madde
verilmemistir. Haftalik tiraglamalar sirasinda sirt killarinin artik daha seyrek ve boylarinin
daha kisa olmasi nedeniyle haftalik tiraglama islemleri de anestezik madde uygulanmadan

kolaylikla gerceklestirilmistir. Boylece deney sonuna kadar deneklerin maruz kalacaklart
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anestezik madde miktar1 oldukc¢a kisitlanmis ve denek mortalitesinin  minimuma

indirilmesi hedeflenmistir.
3.6 Hayvan Modeli

Disi 6-8 haftalik BALB/c farelerin sirt killar1 Nair tily dokiicii krem (Church&
Dwight Co. Birlesik Krallik) ile tirag edildikten sonra 10 giin boyunca her giin, kabin
iizerinden, kabindeki deneklere 35 cm mesafeden 540 miliJoule/cm?/giin dozunda
ultraviyole-B  (UVB) 1sim1 (Koninklijke Philips Electronics, Amsterdam, Hollanda)
uygulandi.

Bu tiimoér baslatict asama ardindan uygulamaya 4 giinliik ara verilip tiimor ilerletici
asama i¢in 16 hafta boyunca, haftada 3 giin (sali, persembe, cumartesi) olmak {izere ayni

mesafeden 540 mJ/cm? dozda UVB uygulandi.
3.7 Deney Plam

Dokuz Eyliil Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (HADYEK)
alinan izin geregince Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan rastgele gruplama ile alinan 28

adet 6-8 haftalik disi BALB/c fare asagidaki dort gruba ayrilarak deney gerceklestirildi:

1 Kontrol grubu (UVB)

2. Topikal skualen grubu ( UVB + Topikal skualen)

3 Oral skualen grubu (UVB + Oral skualen)

4. Topikal + oral skualen grubu ( UVB + Topikal skualen + Oral
skualen)

3.8 Deney Gruplar

1. Grup-1= Kontrol grubu (UVB): Timoér modeli uygulandi. Uygulama
baglamadan 30 dk once sirt derisine skualen ¢ozicl olarak kullanilan 200 uL (mikrolitre)

aseton topikal olarak uygulanda.

2. Grup-2= Topikal skualen grubu (UVB + Topikal skualen): Timdr modeli
uygulandi. Uygulama baslamadan 30 dk once sirt derisine 200 pL aseton ile ¢dziinmiis 500
uL skualen topikal olarak uygulandi. Ardindan modelde belirtilen sekilde 2 saat boyunca

UVB uygulanmasi ardindan seans sonlandirildi.
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3. Grup-3= Oral skualen grubu (UVB + Oral skualen): Tumoér modeli
uygulandi. Uygulama baslamadan 30 dk once sirt derisine skualeni ¢ozmede kullanilan
aseton (200 pL) topikal olarak uygulandi. Ardindan 2 saat boyunca modelde belirtilen
sekilde UVB uygulanmasi ardindan seans sonlandirildi. Haftada ii¢ giin (sali, persembe,

cumartesi) oral gavaj kaniilii yardimiyla 200 pL skualen oral yolla uygulandi.

4. Grup-4= Topikal + oral skualen grubu ( UVB + Topikal skualen + Oral
skualen): Tiimor modeli uygulandi. Uygulama baslamadan 30 dk 6nce sirt derisine 200 uL
aseton ile ¢ozlinmiis 500 pL skualen topikal olarak uygulandi. Ardindan 2 saat boyunca
modelde belirtilen sekilde UVB uygulanmasi ardindan seans sonlandirildi. Haftada (¢ giin
(sali, persembe, cumartesi) oral gavaj kaniilii yardimiyla 200 pL skualen oral yolla
uygulandi.

Literatirde daha 6nce yapilan g¢alismalar, 200 pL asetonun (topikal) deri kanseri
gelisimine etkisi olmadigin1 gostermistir (70,136). Bu nedenle topikal skualen uygulanan
gruplara skualen ¢oziiclisli olarak aseton uygulanmistir. Gruplar arasinda uygulama farki
olmamasi1 amaciyla asetonla ¢oziilmiis topikal skualen uygulanmayan gruplara ise sadece

topikal aseton uygulanmistir.
3.9 Deney Duzenegi

Deney i¢in 32 bolmeli, dikdortgen ahsap bir kabin hazirlandi. Kabinin temizligi ve
kullanimin1 kolaylastirmak amaciyla bolmeler takilip ¢ikarilabilir sekilde yapildi. Her bir
denek ayr1 bolmelere yerlestirildi. Boylece deneklerin UVB uygulamasi sirasinda izole
olmalart ve UVB’nin efektif sekilde sirt bolgelerine temas: saglanmis oldu. Kabin
hazirlanirken her bir hayvan icin gerekli minimum taban alan: olan 60 cm? géz Uiniinde
bulunduruldu ve her bir bolmenin taban o&lgiileri 6x10 cm ebatlarinda olacak sekilde
hazirland1 (137). Kabin iizerinden UVB uygulama amaciyla iki adet UVB lambanin monte
edildigi dort ayakli platform hazirlandi. Tiim bu diizenek de 6n yiiziinde kapagi olan kapal
cam kabin igerisine yerlestirildi. Ortamdaki diger hayvanlarin ve laboratuvar ¢alisanlarinin
ultraviyole 1s1nina maruz kalmamasi i¢in de cam kabinin etrafi 151k gecirmeyecek sekilde

kaplandi.
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Resim 6: UVB uygulamasi sirasinda kabindeki bolmelerine yerlestirilmis fareler

3.10 Deneklerin Hazirlanmasi

Farelerin UVB uygulanacak olan sirt bolgelerinin tiraglanmasi amaciyla tily dokiicti
krem kullanildi. Killarin tamamini alamamasi, ince bir kil tabakasi birakmasi, bu nedenle
UV’nin etkin olarak cilde ulasmamasi, her uygulamada sedasyon amaciyla anestezik
madde uygulanmasi gereklili§i ve bu nedenle mortalitenin artmasi ihtimali, deneklerin
vertebralarindan dolayr diizgiin bir ylizey olmamasi, deride yaralanma ve kanama gibi
mekanik hasar olasiligindan dolay: tiras makinesi kullanimi tercih edilmemistir. Deneyin
ilk giiniinde eter anestezisi altinda sirt bolgesine tity dokiicii krem uygulandi. Ug dakikalik
bekleme ardindan 1slak gazli bezle sirt bolgesi silinerek dokiilen killar ve tuy dokicu krem
kalintilar1 tamamen temizlendi. Deney siirecinde killar asimetrik sekilde ve her denekte
farkli bolgelerde, farkli yogunluklarda ¢ikmaya devam etti. UVB 1smimin deriye
ulasabilmesi ve denekler arasinda maruz kalinan kiimiilatif 1s1mm dozu agisindan fark

olmamasi amaciyla her hafta dizenli olarak depilasyon iglemi tekrarlandi.
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3.12 Ultraviyole-B Uygulanmasi

Deneklere gruplarina uygun topikal ajanlar (skualen/aseton) uygulandiktan 30 dakika
sonra denekler UV kabinindeki yerlerine yerlestirilerek UVB 1smnina maruz birakildilar.
UVB kaynag1 olarak iki adet paralel yerlestirilmis Philips marka TL 40W/12 RS model
floresan genis bant UVB lambas1 kullanildi. Kullanilan lambalar 290-315 nm spektrumda
1sin yaymaktadir. Isinlama deney diizeneginde anlatildign ve Resim-7’de gosterildigi

sekilde yapilmistir.

Resim 7: Deneklere kabinde UVB uygulamasi

Bolmelerden birine daha dnceden agilmis olan delikten UVB 6lgiicii cihazin probu
yerlestirilerek UV dozu hesapland1 (Resim 8). UVB dozu 6l¢iiminde PCE-UV34 (PCE
Instruments, Almanya) isimli cihaz kullanildi. Isik kaynagina mesafesi deneklerle yaklasik

ayn1 seviyede olan sensérle yapilan lgiimde 0.075 mW(miliWatt)/cm? gii¢ saptandi.

Giig, birim zamanda yapilan is miktaridir. Watt=Joule/saniye formiiliine gore cihazin
bu mesafeden cm? basina saniyede 0.075 miliJoule(mJ) enerji verdigi hesaplanabilir. Bir
saatte 3600 saniye oldugundan 0.075x3600=270 mlJ enerji bir saatte iletilmektedir. iki

44



saatlik siirede hedefledigimiz 540 mlJ/cm? degere ulasilmaktadir. iki saatlik uygulama

sonrasinda denekler kabin ortamindan alinarak takip edildikleri kafeslerine yerlestirildiler.

Resim 8: UVB uygulamasi sirasinda lambadan yayilan 1sin dozunun hesaplanmasi
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Resim 9: UVB 1s1n dozunu 6l¢en dozimetre
3.13 Skualen Eldesi ve Uygulamasi

Ham zeytinyag1 rafinasyonu sonucunda rafine zeytinyagi ve zeytinyagi yag asidi
olmak iizere iki {iriin ¢ikis1 olur (Sekil 10). Zeytinyag1 yag asidinin alt1 asamada islenmesi
sonucunda skualen elde edilir (Sekil 11). Bu asamalar; esterifikasyon, distilasyon,
notralizasyon, agartma, vinterizasyon ve deodorizasyondur. Prosesin temeli ise diisiik

vakum altinda buharlastirmaya dayal1 bir sistem olan distilasyondur.

Skualen elde edildikten sonra 1s18a ve havaya maruz kalarak oksitlenmemesi ve
etkisinin azalmamasi amaciyla her biri 60 ml hacimli, koyu renkli, cam siselere

doldurularak hava ve 1sikla temas etmesi engellenmistir.
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Resim 10: Skualenin saklandig1 151k ve hava gegirmeyen siseler

Deneklerde % 98 saflikta elde edilen skualen (4K Kimya Sanayi ve Tic. A.S., Izmir,
Tirkiye) kullanildi. Topikal olarak kullanilan deneklerde (2. ve 4. grup) 0,2 ml aseton ile
0,5 ml skualen karistirilarak sirt derisine uygulandi. Oral olarak kullanilan gruplarda (3. ve
4. grup) ise saf haliyle 0,2 ml skualen haftada 3 kez peroral yolla deneklere uygulandi.
Skualenin oral uygulanmasi ig¢in 22 Gauge ¢apta 25 mm uzunlukta paslanmaz ¢elik gavaj
kaniilleri kullanilmistir (FTSS-22S-25) (Prime BioScience PTE LTD, Singapur). Topikal
uygulamalar ise (aseton/skualen) 1 ml’lik enjektoriin igne ucunun ¢ikarilmast ardindan

farelerin sirtina deney grubuna uyan miktarda sivi damlatilarak yapilmustir.
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RAFINASYON ZEYTINYASI YAG RAFINE
SURECI ‘ Asiol ZEYTINYAGH

Sekil 10: Ham zeytinyaginin rafinasyon siireci

HAM ZEYTINYAGI
RAFINASYON
ZEYTINYASGI YAS AsiDI
1. ESTERIFIKASYON
1. DISTILASYON
2. ESTERIFIKASYON
2. DISTILASYOMN
NOTRALIZASYON

AGARTMA

VINTERIZASYOMN

DEODORIZASYON

SOUALEME

Sekil 11: Ham zeytinyagindan skualenin elde edilme siireci
3.14 Gruplarin izlemi

Deney baslangicinda deneklerin sirt derisinin tiraglanmasi ardindan topikal ve oral
skualen ile UVB uygulamasina hemen baslandi. Toplam 18 hafta siiren deney boyunca
topikal ve oral ajanlar ayn1 sekilde uygulanmaya devam edildi. Deneklere topikal ve oral
ajanlar ile UVB uygulanan dénemler disinda kendi kafeslerinde hazir pellet fare yemlerine

ve suya serbest erisimleri saglandi.
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Deneyin ilk giliniinde ve sonrasinda her iki haftada bir tiimor sayis1 ve viicut agirlig
acisindan denekler diizenli olarak degerlendirildi. Tiim deney siiresince agirlik kaybi ve

mortalite gibi toksisite isaretleri agisindan denekler izlendi.
3.15 Sakrifikasyon ve Ornek Alim

18 haftalik deney siireci sonunda denekler yliksek doz eter anestezisi ile sakrifiye
edildi. Sakrifikasyon sonrasi her bir denegin kilsiz sirt derisi tam kat olarak cerrahi makas
yardimiyla eliptik olarak eksize edildi. Alman deri 6rnekleri ayr1 kaplarda formaldehit

igerisinde saklandi.
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Resim 11: Deneklerin sakrifikasyonu sonrasi sirt derilerinin eksizyonu
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Resim 12: Eksize edilen sirt derisi materyali

3.16 Degerlendirme
3.16.1 Makroskopik Degerlendirme

Denekler iki haftada bir degerlendirilerek agirlik 6l¢iimleri yapildi. Sirt bolgesindeki

makroskopik olarak aktinik keratoz ile uyumlu lezyonlar sayilarak kaydedildi.

Sakrifikasyon sonrast tiim deneklerin i¢ organlari makroskopik olarak siipheli
metastatik lezyonlar agisindan incelendi. Tiim bu verilerle olusturulan tablolar esas alan

grafikler hazirland1 ve gruplar karsilastirild.
3.16.2 Histopatolojik Degerlendirme

Ondordinci haftada 1. ve 2. grupta birer farenin sirt derilerinden insizyonel biyopsi
alindi. Onsekizinci haftanin sonunda yapilan sakrifikasyon ardindan ise fare sirt derileri

cerrahi makas yardimiyla tam kat olarak eksize edildi ve tiim bu ornekler % 10’luk
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formalin (4% NB Formaldehyde Novagen Diagnostik Laboratuvar ve Saglik Hizmetleri
San. Ve Tic. Ltd. Sti.) sollisyonu icerisinde 24-48 saat sire ile tespit edildi.

Deneklerden elde edilen deri Grneklerinin tumunun incelenmesi hedeflendi. Bu
amacla deri 6rnekleri her denek icin deri dokusunun boyutuna bagli olarak dort, bes veya
alt1 parcaya ayrilarak kasetlere konuldu ve parafin bloklar elde edildi. Her bir bloktan ise 5
um (mikrometre) kalinliginda ikiser kesit alinarak hematoksilen-eozin boyamasi yapildi.
Tiim preparatlar 151k mikroskobunda incelenerek epidermisin en kalin oldugu ve mitoz
say1s1, aktinik degisiklikler, tek hiicre nekrozlar1 gibi bulgularin en fazla oldugu preparatlar
o denegin asil preparati olarak segilerek degerlendirmeye alindi. TUm bu preparat segcme ve
degerlendirme islemleri preparatlarin hangi gruplara ait oldugunu bilmeyen patolog

tarafindan tek kor olarak gerceklestirildi
1- Hematoksilen Eozin Boya ProtokolU

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in bir gece 60°C’lik etlivde tutuldu.
Ardindan ilki 20 dakika (etiivde) diger ikisi 10’ar dakikalik ii¢ farkli ksilene tabi tutuldu.
Dehidratasyon islemi i¢in bes degisik azalan alkol serilerinden gegirildi, kesitler distile su
ile c¢alkalandiktan sonra 10 dakika hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton,
Peterborough, Cambridgeshire, Birlesik Krallik) ile boyandi. Boyamanin ardindan boyanin
fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, iki dakika
eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peterborough, Cambridgeshire, Birlesik Krallik) boyasi
ile boyandi. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve iki seri absolii alkolden
gecirilen kesitler seffaflagtirma amaciyla 20°ser dakika {i¢ degisim ksilende tutulduktan
sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi (Tablo 5).
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Tablo 5: Hematoksilen-Eozin boyama protokolii

Islem Madde Sure
Deparafinizasyon 60°C etlivde 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 1 (etlivde) 20 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 2 (oda 1sisinda) 10 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 3 (oda 1s1sinda) 10 dakika
Rehidratasyon %100’liik alkol Calkalama
Rehidratasyon %100’ ik alkol Calkalama
Rehidratasyon %96’l1k alkol Calkalama
Rehidratasyon %80’lik alkol Calkalama
Rehidratasyon %70’lik alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Boyama Hematoksilen 10 dakika
Yikama Akarsu 10 dakika
Boyama Eozin 2 dakika

2-  Histopatolojik Inceleme ve Olgciimler

Histopatolojik degerlendirme kisminda anlatildig: sekilde her denek i¢in asil preparat
elde edildikten sonra bu preparatlarin mikroskop altinda en kalin yeri saptanarak Sl¢iildii.
Mikroskop olarak Olympus BXS51 (Olympus Corporation, ABD) kullanildi. Bu
mikroskopa monte edilmis olan Olympus DP70 (Olympus Corporation, ABD) kamera ile
goriintiiler  bilgisayar ortamina aktarilarak Olympus cellSense Entry (Olympus
Corporation, ABD) programiyla ekran goriintiileri alind1 ve Olc¢iimler yapildi. Epitel
kalinlig1 hesaplanirken literatlirdeki gibi stratum korneum tabakasi hari¢ tutularak

epidermisin kalinlig1 6l¢iildii (138).

Inflamasyon durumu degerlendirilirken biiyiik biiyiitme alaninda (40x buylitme)
epidermisteki inflamatuar hiicrelerin tiim hiicrelere orani géz oniinde bulunduruldu ve

yiizde degerleri alinarak kaydedildi. Bu degerler iizerinden gruplar karsilastirildi.
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3.16.3 Immiinhistokimyasal Degerlendirme

Daha 6nce secilen bloklardan yine 5 um kalinliginda kesitler alinip anti-p53 antikoru
ile immiinhistokimyasal boyama uygulanarak gruplarin karsilastirmali degerlendirmesi

yapild.
1-  Immiinhistokimyasal Boyama Protokolii

Deneydeki her denegin daha dnce anlatilan sekilde saptanan asil preparatlart DAKO
Autostainer (Agilent Technologies, ABD) cihazinda anti-p53 (Invitrogen Life

Technologies, Auckland, Yeni Zelanda) antikoru ile inkibe edildi.
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Tablo 6: immiinhistokimyasal boyama protokolii

Islem
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Rehidratasyon
Rehidratasyon
Rehidratasyon
Rehidratasyon
Rehidratasyon
Peroksidaz Blokaji
Yikama
Yikama
Boyama
Sogutma
Yikama
Yikama
Protein Blokaji
Boyama
Yikama
Yikama
Boyama
Yikama
Yikama
Yikama
Yikama
Yikama
Yikama
Yikama
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Kapama

Ortam

Ksilen

Ksilen

%100’liik alkol
%100’k alkol
%95’ lik alkol
%70’lik alkol
%50’lik alkol

%3 Hidrojenperoksit + Metanol
PBS

PBS

Sitrat-95°

Oda sicakligt
PBS

PBS

Fetal bovin serum
Primer Antikor
PBS

PBS

Sekonder Antikor
PBS

PBS

Peroksidaz Substrat Soliisyonu
PBS

PBS

PBS

Akan su

%95’liik alkol
%95’k alkol
%100’k alkol
%100’1iik alkol

Sure

5

5

3 dakika
3 dakika
3 dakika
3 dakika
3 dakika
10 dakika
5 dakika
5 dakika
10 dakika
20 dakika
5 dakika
5 dakika
1 saat

1 gece

5 dakika
5 dakika
30 dakika
5 dakika
5 dakika
5 dakika
2 dakika
2 dakika
2 dakika
10 dakika
5 dakika
5 dakika
5 dakika
5 dakika
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2-  Immiinhistokimyasal Olciim ve Skorlama

p53 antikoru (PAb 240) ile boyanan preparatlar 151k mikroskobunda patolog
tarafindan tek kor olarak incelendi. Immiinhistokimyasal boyanmanin en yogun oldugu
alan saptandi. Biiyiik biiyiitme (40x) alaninda niikleer ve sitoplazmik boyanma olan

hiicrelerin tim c¢ekirdekli hiicrelere orani saptandi ve yiizde orani olarak kaydedildi.
3.16.4 Istatistiksel Degerlendirme

Bu caligmada dort grupta veriler 6lgiimle elde edilmis ise normal dagilima uygunlugu
Shapiro-Vilk testiyle kontrol edildi. Normal dagilim saglaniyorsa tanimlayici analizlerde
ortalama sapma ile sunuldu, analitik olarak ANOVA F test ile karsilastirildi. ANOVA F
testin uygulanabildigi veri tekrarli 6l¢iimlerin (haftalara gore agirlik) gruplar arasi (deney
gruplari) etkisi kontrol edildi ve ANOVA F testi ile karsilastirmast yapildi. Diger 6l¢iilen
ve toplanabilirlik 6zelligi olan sayim degiskenleri i¢in non-parametrik o6zellikte
oldugundan dort grup arasindaki farkliliga Kruskal Wallis (KW) testiyle karar verildi. KW
analizinde farklilik saptandiginda farkin hangi esli karsilastirmalardan oldugunu bulmak
igin post-hoc Dunn’s test uygulandi. Tiim analitik karsilastirmalarda p<0.05 anlamlilik
sinir degeri olarak kabul edildi. SPSS 22.0 paket programiyla analizler gergeklestirildi.
Grafiksel degerlendirmelerde de Excel ve SPSS programlari kullanildi.

56



4. BULGULAR

4.1 Makroskopik Bulgular
4.1.1 Agwrhik

Deney boyunca iki haftada bir yapilan 6l¢iimler karsilastirildiginda haftalara gore 10
zaman diliminde agirlik artislar1 her grup i¢in anlamlhidir (p<0.001); ancak gruplar arasinda

agirhik artis hizinda fark yoktur (p=0.185). (Tablo 7)

Tablo 7: Gruplara ve Haftalara Gore Agirlik (gram) Artiglarinin Karsilagtirilmasi

Haftalar | Kontrol Topikal Oral Topikal+Oral F ve p degeri
0 21.64 21.71 22.71 22.64 Fioplam=126.375
2 22.86 22.93 24.29 24.14 Proplam<0.001
4 24.07 24.21 25.50 25.57 Fhaftala=509.311
6 25.21 25.57 26.93 27.00 Phaftalar<0.001
8 26.36 26.71 28.43 28.50 Forup=1.815
10 27.43 27.93 29.50 30.00 Pgrup=0.185
12 28.57 29.14 30.50 31.29

14 29.58 30.29 31.29 32.21

16 30.21 31.43 31.93 33.00

18 31.36 32.36 32.57 34.64

4.1.2 Aktinik Keratoz Sayist ve Prevalansi

Yapilan gozlemlerde deneyin 8. haftasina kadar higbir denekte tlimoral olusum
gozlenmezken 8. haftada 1. gruptaki tim hayvanlarda, 3. grupta ise deneklerin
%85.7’sinde makroskopik olarak aktinik keratoz ile uyumlu timorler saptandi. Sekizinci
haftada 2. ve 4. grupta ise hi¢ timor gozlenmezken 10. haftada bu gruplarda sirasiyla
timor prevalansi %28.5 ve %71.4 olarak gorildu. On ikinci haftada ise tim gruplardaki
timor prevalansi %100 seviyesine ulasti. Topikal skualen uygulanan gruplarda iki hafta
daha ge¢ timdr olusumu basladigi sdylenebilir. Ancak 10. haftadan itibaren deney sonuna
kadar gruplar arasinda tiimor sayisi agisindan fark olsa da prevalans agisindan fark

saptanmadi.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, deney sonunda topikal skualen grubunda
%49.5, topikal + oral skualen grubunda %48.1 daha az sayida tiiméor saptandi. Oral skualen

grubunda kontrol grubuyla karsilastirildiginda %11.1 daha az tiimdr gortilmiistiir.
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Sekil 13: Gruplardaki tiimor sayisi ortalamalarinin haftalara gore dagilimi
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Sekil 14: Gruplardaki tiimor prevalansinin haftalara gére dagilimi

Tiimor sayim degerleri iizerinden dort grubun 18. haftadaki tiimor sayilari

nonparametrik kosulda Kruskal Wallis analiziyle ayn1 zaman dilimi i¢in karsilastirilmistir

(Tablo 8).

Tablo 8: Gruplardaki tiimor sayilarinin dagilimlarinin 18. hafta i¢in karsilastirilmasi

Gruplar Ortanca (min-max) | pxkw Posthoc Dunn’s Test
1 (kontrol) 11 (10-15) p<0.001 | P»3=0.016
2 (topikal skualen) 6 (5-8) P1.,=0.002
3 (oral skualen) 11 (7-13) P3.4=0.037
4 (topikal+oral skualen) 6 (5-7) P14=0.006

Gruplarin 18. haftadaki tiimor sayilar1 arasinda anlamli fark vardir ve bu fark 2. ve 4.
grubun 1 ve 3. gruplar ile arasindaki farktan kaynaklanmaktadir. Ikinci ve 4. grup, 1. ve 3.

gruptan daha az sayida tiimor igermektedir.
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4.1.3 I¢ Organ Incelemesi

Deney sonunda sakrifikasyon sonrasi tiim deneklerin kontrol edilen i¢ organlarinda

kuskulu bir lezyon saptanmadi.

Resim 13: Sakrifiye edilen deneklerin i¢ organlarinin incelenmesi
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Resim 14: Deney sonu sirt derisi goriintiileri

skualen C)Oral skualen D) Topikal+oral skualen

A)Kontrol B)Topikal
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4.2 Mikroskopik Bulgular
4.2.1 Hematoksilen Eozin Boyama Bulgular:

Elde edilen kesitler 151k mikroskobunda histolojik olarak degerlendirildi ve dokunun
mikro yapisini incelememize olanak sagladi. On dorduncl haftada 1. ve 2. grupta birer
denekten alian sirt cildi insizyonel biyopsileri daha 6nce anlatildigi sekilde hazirlanarak
hematoksilen-eozin ile boyand: ve 151k mikroskobunda incelendi: Aktinik keratoz ile
uyumlu lezyonlar tanimlandi. Etkilenen alanlarda epidermiste kalinlasma, parakeratoz ve
hiperkeratoz en dikkat g¢eken bulgulardi. Epidermiste ve ozellikle kil folikiillerinde

inflamatuar hiicrelerde artis tespit edildi. Yer yer keratin incileri ve mitotik figurler izlendi.

Resim 15: 14. haftada alinan insizyonel biyopsi bulgulari.(Boweonid aktinik
keratoz)

A)10’luk biiyiitme B)40’lik biiylitme
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Etkilenmis alanlarda stratum spinosumda hafif diskeratoz izlendi. Bu bolgelerdeki kil
foliikiillerinde de epidermal proliferasyon oldugu, bazi kil folikiillerinin keratinle dolmus
oldugu goriildii. Hiperkeratozun yogun oldugu alanlarda yer yer iilsere lezyonlar vardi ve
bazilarinin igleri keratin ile doluydu. Baz1 tiimoral alanlarda pleoseliiler dermatit ve travma

ya da sekonder enfeksiyona bagli oldugu diisiiniilen belirgin inflamatuar reaksiyon

gozlendi.

Resim 16: Hematoksilen eozin boyama bulgulari

A)Bowenoid aktinik keratoz B)Normal epidermis C)inflamasyon ve folikiilit
D)AKktinik keratoz E)Epidermal hiperplazi F)Keratin incileri
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1-  Epidermis Kalinlig

Epidermis Kalinhk Ortalamalari

0,35

0,30
0,25

0,20

0,15

0,10
0,05

0,00

1.grup 2.grup 3.grup 4.grup

Sekil 15: Gruplara gore epidermis kalinlik ortalamalari

Tablo 9: Gruplardaki epidermal kalinliklarin dagilimlarinin karsilastiriimasi

Gruplar Ortanca (min-max) Prw Posthoc Dunn’s Test
1 (Kontrol) 0.33 (0.25-0.42) p<0.001 P2.3=0.005
2 (Topikal skualen) 0.13 (0.10-0.20) P1.,=0.001
3 (Oral skualen) 0.32 (0.26-0.32) P34=0.041
4 (Topikal+oral skualen) 0.15 (0.13-0.23) P14=0.015

Epidermis kalinlig1 ortancasi gruplara gore sirasiyla 0.33, 0.13, 0.32 ve 0.15’tir.
Epidermis kalinliklar1 nonparametrik dagilim gosterdigi igin ortanca degeriyle sunulmustur

ve bagimsiz dort grup Kruskal-Wallis analiziyle karsilagtirilmistir.

Gruplarin epidermis kalinliklar1 arasinda anlamli fark vardir (p<<0.001) ve bu fark 2.
grubun 1 ve 3 ile; 4. grubun 1 ve 3 ile arasindaki farktan kaynaklanmaktadir. ikinci ve 4.

grup, 1. ve 3. gruptan daha az epidermal kalinlasma gelistirmistir.
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2-  Yangisal Hiicre

Bagimsuz Degiskenler Kruskal Wallis Testi
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Sekil 16: Yangisal hiicre oranlarinin Kruskal Wallis testiyle karsilastirilmasi

Tablo 10: Yangisal hiicre dagiliminin gruplara gore karsilastirilmasi

Gruplar Ortanca (min-max) Prw Posthoc Dunn’s Test
1 (Kontrol) 10 (5-15) p<0.001 p1--=0.009

2 (Topikal skualen) 25 (15-40) p:14=0.011

3 (Oral skualen) 10 (5-20)

4 (Topikal+oral skualen) 20 (15-40)

Yangisal hiicre sayilar1 nonparametrik dagilim gosterdigi i¢in ortanca degeriyle

sunulmustur ve bagimsiz dort grup Kruskal Wallis analiziyle karsilastirilmistir.

Gruplarin yangisal hiicre yiizdeleri arasinda anlamli fark vardir (p<0.001) ve bu fark
2. ve 4. grubun 1. grupla arasindaki farktan kaynaklanmaktadir. ikinci ve 4. grupta 1. gruba

gore yangisal hiicre infiltrasyonu belirgin olarak daha fazla saptanmistir (sirastyla p=0.009;
p=0.011).
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4.2.2 Immiinhistokimyasal Boyama Bulgular:

Resim 17: Mutant p53 protein ekspresyonunun gosterilmesi

A)Bazal tabakadaki artmig tutulum B)Nukleer boyanma C)Yogun niikleer ve kismi

sitoplazmik boyanma D)Ozellikle bazal tabakadaki niikleer boyanma

Mutant p53 boyanma oranlart nonparametrik dagilim gosterdigi igin ortanca

degeriyle sunulmustur ve bagimsiz dort grup Kruskal-Wallis analiziyle karsilastirilmistir.

Tablo 11: Mutant p53 protein dagiliminin gruplara gore karsilastirilmasi

Gruplar Ortanca (min-max) Pkw

1 (Kontrol) 35(20-50) p=0,381
2 (Topikal skualen) 30 (10-60)

3 (Oral skualen) 15 (10-60)

4 (Topikal+oral skualen) 35 (15-50)
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Gruplarm p53 boyanma yiizdeleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark

saptanmamistir (p=0,381).

Resim 18: Cesitli immiinhistokimyasal boyanma paternleri

A)Aktinik keratoz alaninda 6zellikle bazal tabakada artmis tutulum B)Kil kokiindeki
artmis sitoplazmik boyanma C)Nukleer+sitoplazmik boyanma
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S. TARTISMA

Deri kanseri, insanlarda en sik rastlanan kanser tiiriidiir. Melanom ve melanom dis1
deri kanseri (MDDK) insidans1 tiim diinyada hizla artmakta olup 6énemli bir toplum sagligi
sorunu olusturmaktadir. Genellikle ileri yasta ve beyaz tenli popiilasyonda goriilmekle
birlikte immiinsiiprese hastalarda da prevalansi yiiksektir (2). MDDK’nin en 6nemli iki tipi
bazal hicreli karsinom (BHK) ve skuam6z hicreli karsinomdur (SHK). BHK, SHK’den 4-
5 kat daha fazla goralir (1). Bu timérlerde mortalite oran1 melanomla kiyaslandiginda
diisiikk olsa da ozellikle SHK vakalarinda ileri yas ve baskilanmis immiin sistem eslik
ediyorsa mortalite artabilmektedir (25). SHK, MDDK grubunda en 6nemli metastatik
hastalik ve 6liim nedenidir (139).

MDDK olusumunda risk faktorleri olarak giines maruziyeti, kanserojen etkilerin
kiimiilatif etkisi nedeniyle ileri yas, sigara tiikketimi, UV maruziyeti (PUVA tedavisi,
solaryum), HPV enfeksiyonu (tip 16, 31 ve 34), arsenik ve polisiklik aromatik hidrokarbon
maruziyeti, immunsipresyon, yagdan zengin beslenme, kronik dermatozlar, ilserler, sinus

hatlar1 ve kronik fistiiller yer alir (47).

SHK gelisimiyle iliskili deri lezyonlar1 ise parakeratoz, lupus eritematozus, liken
planus, liken sklerozis, epidermolizis billoza, akrodermatitis kronik atrofikans, iktiyozis,
kromoblastomikozis, arteriyovendz malformasyon, nevus sebaseus, lineer epidermal
nevis, granidloma inguinale, akne konglobata, nekrobiyozis lipiodika, verrisiform

ksantoma, lenfograniiloma venereum olarak sayilabilir (140,141).

Deri kanseri insidansinin artigindan en ¢ok sorumlu tutulan etken ise giines kaynakli
ultraviyole 1simlaridir (2). UV’ye maruziyet sonucu epidermisteki keratinosit DNA’larinda
mutasyonlar gergeklesir. DNA hasar1 olustugunda normal hiicre isleyisinde p53 isimli gen
aktive olur ve p53 tiimor baskilayici proteini iiretir. Bu protein hiicre siklusunu durdurarak
DNA tamir enzimlerini aktive eder ve onarim i¢in firsat tanir; ancak onarim yapilamiyorsa
apopitoz yoluyla hiicrenin 6lmesini saglar. UV ayn1 zamanda p53 geninde de mutasyonlara
sebep olur. Bu da hiicre DNA hasarlarinin onarim mekanizmasini bozacagindan kontrol
edilemeyen hicre ¢ogalmasina neden olur ve malignite gelisimine yatkinlik yaratir.
SHK’lerin  %90’dan fazlasinda, BHK’lerin %350°’den fazlasinda p53 mutasyonu
saptanmistir (25). Sitozinden timine (C'den T'ye) ve/veya CC (sitozin-sitozin)’den TT

(timin-timin)’ye mutasyonlar UV hasarinin karakteristigidir ve bu spesifik mutasyon UVR
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kaynakli DNA hasarinin taninmasini saglar (71,78). UV isinlar1 ayrica immiin sistemi

baskilayarak da deri kanserinin gelismesine zemin hazirlar (32).

G+

DNA eslenmesi

once hucre

bliyiimesi s

DNA eglenmesi
DNA eslenmesi
sonrasi béliinme
hazirhiklari
G2

Sekil 17: Mitoz boliinmenin asamalari

Deri kanseri, Dermatoloji ve Plastik Cerrahi klinik pratiginde 6nemli bir yer
tutmaktadir. Her gegen giin tedavi ve profilaksi ile ilgili yapilan klinik ve preklinik
caligmalar diinya genelinde artmaktadir (2). Preklinik ¢alisma olarak ise kemoprofilaksi

calismalar1 hiz kazanmustir.

Kemoprofilaksi; dogal ya da yapay maddelerin uygulanarak kanser gelisiminin
tamamen engellenmesi, kanserojen ilerlemenin yavaslatilmasi veya tersine ¢evrilmesiyle
kanser gelisme riskini azaltmak i¢in kullanilan yaklagimdir (106,142). Cesitli deri
kanserlerine kars1 kemoprofilaktik caligmalar 1970 yilinda Sporn ve arkadaslar tarafindan

ilk kez tanimlanmistir (143). O giinden bu yana deri kanseri modelleri gelistirilmis ve
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fitokimyasallar, dogal antioksidanlar, mineraller ve vitaminler kullanilarak yapilan

arastirma ¢alismalar1 6zellikle son yillarda sasirtict bir oranda artmistir (2,68).

Kemoprofilaktik maddelerle ilgili preklinik ¢aligmalar invitro ya da invivo (hayvan
deneyi) olarak planlanabilir. invitro olarak planlanacak bir ¢aligma, doku ve organ
sistemleri dizeyindeki bir¢cok degiskenden arindirilmis olacak ve organizmaya biitiinsel
yaklasimi saglayamayacaktir. Bu gibi dezavantajlar1 nedeniyle invitro ¢alismadan

uzaklasarak deneyimizi invivo ¢aligsma olarak kurguladik.

Hayvan modeli olarak literatiirde kimyasal karsinogenez ve fotokarsinogenez olarak
iki temel yontem bulunmaktadir. Kimyasal karsinogenezde tiimor baslatici faktdr olarak
DMBA isimli bir kimyasal madde topikal olarak kullanilirken, timor ilerletici faktor
olarak TPA isimli kimyasal madde kullanilmaktadir (70,76). Fotokarsinogenez modelinde
ise tiimor baslatic1 ve ilerletici agsamalarin her ikisi de UV 1smlariyla yapilmaktadir. Bazi
caligmalarda ise tiimor baslatici olarak UV, ilerletici olarak TPA veya baslatict olarak
DMBA, ilerletici olarak UV kullanilmistir (76). Bu gibi hibrit yontemler denendiyse de
literatiirde genel kabul géren uygulama tiimor olusumunun ya tamamen kimyasal ajanlarla

ya da tamamen UV ile gergeklestirilmesidir (76).

UV ile indiiklenen fare deri kanseri modeli iki asamali kimyasal karsinogenez
modeline gore daha fizyolojiktir. Deri karsinogenezi altinda yatan mekanizmalari
incelemek igin en uygun olan yontemdir, ¢linkii kullanilan karsinojenler insandaki deri
kanseri etkenlerine benzerdir. EK olarak p53 tiimor sipresér genlerindeki mutasyonlar,
insan ve fare iizerindeki UV kaynakli karsinogenezde Onemli bir rol oynarken,
DMBA/TPA ile tiimér olusturulan farelerin sadece bir kisminda (~% 30) goriiliir (38).

Insan deri kanseri etyolojisindeki temel faktor giines kaynakli ultraviyole 1sinlari
oldugu icin deneyimizde buna benzer yontem olan fotokarsinogenez yontemini hayvan
modeli olarak sectik. Boylece insan deri kanseri olusumunu daha gergekgi bir sekilde taklit
etmeyi amacladik. UV alttiplerinden ise UVB hayvan ¢aligmalarinda en sik kullanilan

fotokarsinojendir (144). Bu nedenle deneyimizde UVB 1s1n1 yayan lambalar kullanilmistir.

Bu yontemin en 6nemli dezavantajlarindan biri ise modeli uygulamak icin genel
kabul gormiis bir prosediiriin olmamasidir (74,75). UV ile deri kanseri modeli uygulanan
deneysel ¢alismalarda her seansta farkli dozda UV uygulamasi [30, 180, 200, 250 mJ/cm?
her hafta farkli sayida uygulama seansi [2,3,5] ve farkli uzunlukta [16,20,25,30,40 hafta]
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deneyler yapildigi gorilmistir (2,3,93). Literatiirdeki bu calismalar incelendiginde her
seansta uygulanan 151n dozu azaldikg¢a ve haftalik UV seans sayisi azaldikga tiimor ortaya
¢cikma siiresinin de uzamakta oldugu goriildii. Ancak bu faktorler arasinda dogrusal bir
iliski saptanamadi. Her seanstaki UV dozunu diisiik tutmak aktinik keratoz ve skuamoz
hicreli karsinom gelisme siiresini uzatmaktadir. Bu da haftalar ilerledik¢e denek kaybi
olasiligim1 artirmaktadir. Bunun yaninda her seansta verilen UV dozu gereginden fazla
artiritlirsa da deneklerde hipertermi ve dehidrasyon gibi toksisite belirtileri goriilebilir ve

yine bu durum denek kaybina neden olabilir.

Fare, kimyasal ya da UV deri karsinogenez protokoliine en duyarli laboratuvar
hayvani olarak kabul edilmistir (68). Bu nedenle ¢alismamizda deney hayvani olarak fare
secilmistir. Genetik olarak immdanstprese (nude) fareleri kullanmak gruplar arasi farklar
ve calismanin sonuglarint olumsuz etkileyebilecegi i¢in immiinkompetan fareler tercih
edilmistir. Literatiirde skuamo6z hiicreli deri kanseri modellerinde SENCAR, SKH-1, CD-1,
BALB/c tirl fareler kullanilmistir (66-68). SENCAR ve SKH-1 turi fareler tlkemizde
bulunmamaktadir. CD-1 tiirii fareler ise ¢ogunlukla ¢ok asamali kimyasal karsinogenez
modelinde  kullanilmig olup  fotokarsinogenez modellerinde  kullanim  6rnegi
saptanmamugtir (68). Fotokarsinogenez modeliyle deri kanseri olusturulabildigi ve
profilaktik ajanlarin denendigi literatiirde gosterilen BALB/c tiirii fareler deneyimize

uygun hayvan olarak se¢ilmistir (110,135).

Karsinojen maruziyeti sonrasi ilk evre olan tiimor baglama asamasinda deride
morfolojik degisiklikler goriilmez; ancak DNA’da molekiiler degisiklikler ve mutasyonlar
olusur. Ilerleme asamasinda ise epidermal hiicre proliferasyonu ve hiperplazi gorlr.
Karsinojene maruziyet devam ettikge premalign aktinik keratozun faredeki karsiligi olan
papillom lezyonlart goriiniir hale gelir. Daha uzun siireli maruziyet sonucu ise doniigim
asamasi baglar ve ek genetik degisiklikler meydana gelerek invaziv SHK olusumu goriiliir
(145). Aktinik keratozlarin goriilmesi ilerleme asamasina denk gelmektedir ve karsinojen
maruziyetinin devam etmesi halinde invaziv deri kanserine doniisecek premalign lezyon
olarak kabul edilmektedir ve kemoprofilaksi ¢alismalar1 degerlendirilirken bu Kkitlelerin

insidansi ve sayis1 hesaplanmaktadir (145,146).

Zeytinyagi, Akdeniz diyetindeki en Onemli yag kaynagidir (147). Zeytinyagi
tilkketiminin bir¢ok kanserin diisiik insidans1 ve prevalansiyla iliskili oldugu gosterilmistir

(148-150). Bu antitiimoral etkiden sorumlu olan maddenin ise zeytinyagi igeriginde

71



bulunan skualen oldugu diisiiniilmiistiir. Skualen ile yapilan caligmalarda ise 6nemli bir
biyoaktif madde oldugu, antioksidan ve antitiimoral 6zellikleri oldugu belirtilmistir (149).
Invitro ¢alismalarda ¢ok etkili bir serbest oksijen tutucu ajan oldugu ve serbest oksijen
radikallerini elimine ederek sitoprotektif etki gosterdigi goriilmustiir (125,151).

Skualen binlerce yildir kullanilan bir madde olmasina ragmen kimyasal formiili
1906°da tanimlanmistir. 1930°da Keijiro Kogami skualenin insan sagligi iizerine olumlu
etkilerini bildirmistir. 1963’te Nobel 6diillii bilim insan1 Paul Kerrer skualenin insan
vucudunda da bulundugunu kesfetmistir. 1963°te skualenin makrofaj aktive edici etkisi,
1982°de detoksifiye edici etkisi, 1993’te radyasyon maruziyetine karsi1 koruyucu etkisi,
1995°te UV kaynakli lipit oksidasyonunu onleyici etkisi gosterilmistir (152).

Skualenin kolon kanseri, akciger kanseri, oksidatif DNA hasar1 ve deri yaslanmasina
karst olumlu etkisi hayvan deneylerinde gosterilmistir (9,10,151). Calisgmamizda ise
skaulenin oral ve topikal uygulanmasinin UVB ile gelistirilen fare deri kanseri

modelindeki etkisini ortaya koymay1 amagladik.

UV ve oksijenle temas eden skualenin antioksidan etkisini kaybederek prooksidan
ozellikler kazandig1 gosterilmistir (125,153). Bu nedenle skualen diisiik hacimli koyu renk
cam siselerde saklanmistir. Her bir sise agildiktan sonra icerigindeki skualen kisa siirede
tlketilerek skualenin hava ve 11k ile minimum temasi saglanmistir. Bu sayede skualenin
antioksidan etkisinin korunmasi amag¢lanmigtir. Bu saklama kosullar1 énemlidir; ¢unki
skualenin oksidasyonu sonrasi skualen hidroksit ve skualen peroksit bilesikleri olugsmakta
ve molekiler diuzeyde koruyucu etkisi kalmamakla birlikte aksine oksidan etki nedeniyle

hiicre hasar1 ve yaglanmasini hizlandirici etkiye neden olabilir (125,153).

S1v1 ajanlar peroral verilirken dozun her denekte ayn1 ve dogru miktarda olmasini
garantilemek igin oral gavaj yontemi onerilmektedir (154,155). Mide esneyebilen bir organ
olup maksimum hacmi 50 ml/kg (viicut agirhgmin kilogrami basina 50 ml) olarak
belirtilmistir. Ancak farede gavajla giivenli ve iyi uygulama olarak 6nerilen doz 10 ml/kg
ve altidir (156). 20 gram viicut agirligi olan fare igin bu deger 0,2 ml’ye karsilik
gelmektedir.

Literatiirde skualenin sistemik etkili olmasi igin Onerilen oral doz diyet miktarinin
%S5’idir (152). Ortalama 20-25 g agirligindaki bir BALB/c farenin ginlik beslenme
miktar1 yaklagik 3 gramdir (12 g/100 g vicut agirligi/giin) (157). Bu miktarin %5°1 ise 0,15
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gram olarak hesaplanmaktadir. Skualenin 0,2 ml’si ise yaklasik olarak 0,17 gram
agirliktadir (858 kg/m®). Boylece oral yolla verilen 0,2 ml skualenin sistemik etki

olusturmak i¢in yeterli dozda oldugu goriilmektedir.

Midenin fazla doldurulmasi pasif reflii, aspirasyon pnomonisi, farengeal, 6zefageal
irritasyon ve gastrik perforasyon riski bulundurmaktadir (154). Bu komplikasyonlardan
korunmak i¢in ¢alismamizda midenin asir1 doldurulmasindan kagimilmistir. Ayn1 zamanda

da skualenin sistemik etkili dozunun alt limitinin Gzerinde kalinmistir.

Literatiirde topikal uygulama icin standart bir doz saptanamamakla birlikte yiksek
dozlarda bile irritan ya da toksik olmadig1 gosterilmistir (152). Calismamizda denek basina
her seansta 0,5 ml topikal skualen kullanilmistir. Daha 6nce yapilan ¢alismalar, 0,2 ml
asetonun (topikal) deri kanseri gelisimine etkisi olmadigini gostermistir (70,136). Bu
nedenle topikal skualen uygulanan gruplara skualen ¢oziiciisii olarak aseton uygulanmistir.
Gruplar arasinda uygulama farki olmamasi amaciyla asetonla ¢oziilmiis topikal skualen
uygulanmayan gruplara ise sadece topikal aseton diger gruplarla aynmi miktarda

uygulanmistir.

Literatiirdeki skuam6z hucreli deri kanseri kemoprofilaksi ¢alismalarinda aktinik
keratoz lezyonlar1 degerlendirmeye alinmig, karsinojenlerin maruziyetinin devam etmesi
durumunda bu lezyonlarin invaziv SHK’ye doniisecekleri belirtilmistir (76,109,112). Bu
nedenle calismamizda da literatiirle uyumlu olarak aktinik keratoz lezyonlarinin prevalansi
ve sayist dikkate alinarak istatistiki incelemeler bu tiimorlere yonelik yapilmistir. Farelere
uygulanan UV seanslarinin 8. haftasinda kontrol grubu ile oral skualen grubunda sirt
derilerinde aktinik keratoz ile uyumlu tumorler goriilmiistiir. Topikal skualen grubu ile
topikal+oral skualen grubunda ise bu tiimorler 2 hafta daha geg ortaya ¢ikmistir. On ikinci
haftadan deney sonuna kadar olan suregte ise tuim gruplarda timor prevalansi %100 olarak
saptanmistir. On sekizinci haftada tiimor sayilari degerlendirildginde ise 2. ve 4. gruplarda
belirgin bir sekilde daha az timdr oldugu goriilmiistiir (p<0,001). Bu nedenle topikal
olarak uygulanan skualenin aktinik keratoz lezyonlari sayisinda belirgin azalma

olusturdugu sonucuna ulasabiliriz.

Budiyanto ve arkadaslar1 UVB ile farelerde gelistirilen deri karsinogenezi modelinde
skualenin temel kaynagi olan zeytinyagini topikal olarak kullanmislar ve kemoprofilaktik
etkisini arastirmiglardir. Bu ¢alismada zeytinyaginin topikal olarak uygulanmasinin deri

tiimorlerinin ortaya ¢ikisini 2 hafta geciktirdigi; ancak deney sonunda timdr insidansinin
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tiim gruplarda ayni (% 100) oldugu belirtilmistir. Yine de deney sonunda gruplar arasinda
timor sayist olarak anlamli derecede fark bulunmus ve topikal uygulanan zeytinyaginin
UVB ile deri karsinogenezine karst kemoprofilaktik etkisi oldugu belirtilmistir (111).
Zeytinyagimin igerigindeki onemli molekiillerden skualenin kemoprofilaktik etkisinin
g6zlendigi calismamizda da topikal skualen uygulanan gruplarda timérler kontrol grubuna
gore 2 hafta daha ge¢ ortaya ¢ikmis, deney sonunda tiimor insidansi tiim gruplarda ayni

olsa da tlimor sayisit agisindan anlamli fark bulunmustur.

Kolon ve akciger gibi organlarin malignitelerinin kemoprofilaksisinde oral skualenin
kemoprofilaktik etkisi gosterilmis olsa da literatiirde deri kanseri modelinde oral skualenin
kemoprofilaktik etkisini arastiran ¢alisma bulunamamustir (9,10). Calismamizdaki oral
skualen verilen gruplarda, skualen sistemik etkili minimum dozun Uzerinde verilmesine
ragmen kemoprofilaktik etki gézlenememistir. Bunun nedeni topikal skualen uygulanan
gruplarda skualenin deride bariyer gorevi gérerek UV isinlarmin deriye ulagmasini
onlemesi olabilir. Ayni zamanda topikal olarak uygulandiginda dogrudan hedef dokuya
ulagmasi, oral uygulamaya kiyasla deri dokusu diizeyinde daha yiiksek konsantrasyonda
olmasi ve boOylece daha fazla sitoprotektif ve antioksidan etki gostermis oldugu

diistiniilmektedir.

Calismamizda UV uygulanan ve herhangi bir koruyucu uygulanmayan kontrol
grubunda 8. haftada aktinik keratoz gelismesi bilgisi literatlr ile uyumlu gérinmektedir.
Diisik doz UV verilenler disindaki c¢alismalarda 8-10. haftalarda aktinik keratoz
goriilmeye baglanmustir (76).

Deri slrekli olarak UV 1sinlarina maruz kalir ve derideki lipidler, proteinler ve DNA
UV kaynakli hasarlara karsi son derece duyarlidir. UV 1smimin zararh etkileri serbest
radikallerin olusumu araciligiyla gergeklesir. Lipit peroksidasyonunun kanser gelisiminde
onemli rol oynadig: diisiiniilmektedir. Coklu doymamis yag asitleri, hiicre zarlarinda ve
diisiik yogunluklu lipoproteinlerde bol miktarda bulunur. Baz1 antioksidanlarin farelerde
UV 1smimin indiikledigi deri kanserinin gelisimini azaltabildigi bulgusu, bu islemde
oksidatif reaksiyonlarn 6nemli oldugunu ve deri kanserini Onleme hedefleri olarak
kullanilabilecegini gostermektedir (2). Diyet friinlerinde bulunan yesil ¢ay, liziim
cekirdegi Ozii, silimarin gibi ¢esitli antioksidanlarin hayvan modellerinde UV kaynakli deri
kanseri olusumunu baskilayabildigi gosterilmistir (71). Skualen alt1 adet konjuge olmamis

cifte bag icermekte olup dogadaki doymamislik orani en yiiksek lipitlerden biridir (158).
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Bu sayede, UV etkisi ile hiicrede olusan serbest oksijen radikallerini tutarak etkisiz hale
getirip DNA’y1 ve hiicreyi korumaktadir (127). Calismamizda topikal olarak
uyguladigimiz skualenin kemoprofilaktik etki gostermesinin nedenlerinden birinin bu

antioksidan etkisi oldugunu diisiinmekteyiz.

Cilde kronik UVB uygulanmasi epidermal kalinligi artirmaktadir. Epidermal
hiperplazi kronik UV maruziyetine kars1 viicudun savunma yanitidir. Bu artista epidermal
hiicre tabakalarmin sayisinin artmast ve doku &demi etken olarak gosterilmektedir
(83,159). Yapilan caligmalarda skualenin hiicrelerde anormal hiperproliferasyonu azalttig
gosterilmistir (152). Calismamizda fare deri orneklerinde normal olarak saptanan
bolgelerde yapilan dlglimlerde stratum korneum hari¢ epidermis kalinlig1 yaklasik 22-26
um araliginda saptanmustir. Epidermal hiperplazi alanlarinda ise 1,2,3,4. gruplardaki
median degerler sirastyla 330, 130, 320 ve 150 pum olarak oOlgiilmiistiir. Skualenin
koruyucu etkisinin gézlendigi 2. ve 4. gruplarda bile epidermis kalinlig1 normal deriye gore
yaklasik 5-6 kat artmis olup diger gruplarda bu artis 13-14 kata kadar ¢ikmaktadir. Bu
gozlemler sonucunda topikal skualen uygulamasinin UVB’nin epidermal hiperplazi
etkisini sinirladigint sOyleyebiliriz. Skualen cilt ylizeyine uygulandiginda epidermisten
yuksek oranda emilmekte ve deride yagli bir etki birakmadan deri elastikiyetini ve
yumusakligini artirmaktadir. Ayni zamanda deride ince bir film tabakasi olusturarak UV
1isinlarina karsi bariyer gorevi gormektedir (158). Bu bariyer gorevi ile derideki antioksidan
ve sitoprotektif etkiden dolayr UV isinlarimin epidermal hiperplaziyi artirict etkisini
sinirlamis olabilir. Skualen UV i1smlarinin deriye ulagsmasimi siirladigindan epidermal
hiperplazi daha az uyarilmaktadir. Bu etki muhtemelen hem keratinosit ¢ogalmasini

sinirlayarak hem de 6demi azaltarak olusmaktadir.

UV ile indiiklenen immunstpresyonun deri kanseri olusumu patogenezinde rol aldigi
gosterilmistir. Gensler ve arkadaglar1 UV ile fare deri timori modelinde topikal uygulanan
E vitamininin imminsupresyonu ve karsinogenezi azalttigin1 gostermislerdir. Deri
dokusunda immiin sistem hiicrelerinin artisinin kansere karsi savunma mekanizmasi olmasi
dolayisiyla kemoprofilaktik etkiyi gosteren bir bulgu oldugunu belirtmislerdir (8).
Deneysel calismalarda skualenin immiin sistem performansini ve makrofaj fonksiyonunu
artirdigl, immiin sistem hiicrelerinin biyomembranlarin1 fagositoz sirasindaki oksidatif
stresten korudugu, retikiiloendotelyal sistemi stimiile ettigi gosterilmistir. Calismamizda

topikal skualen uygulanan gruplarda belirgin derecede inflamatuar hiicre artis1 goriilmesi
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bu bilgiyi destekler niteliktedir ve topikal skualenin, uygulandigi bolgede UV 1sinlarinin

immunsupresif etkisini baskiladigini gostermektedir.

p53 genindeki nokta mutasyonlart insan kanserlerinde en sik goriilen genetik
degisikliktir ve rolii en iyi tanimlanmig olanlardan biridir (160). Akciger, kolon, 6zefagus,
meme, karaciger, retikiiloendotelyal sistem ve deri maligniteleri bu mutasyonlarin sebep
oldugu bazi tiimorlerdir. Mutant p53°iin yiiksek oranda saptandigi kanserler radyoterapi ve

kemoterapiye direng ile iligkilidir (161).

UV ile indiiklenmis p53 mutasyonlar1 deri kanseri gelisiminde 6nemli rol oynar. Bu
mutasyonlar premalign lezyon olan aktinik keratozda da gorilmekle birlikte tumorler
makroskopik olarak ortaya ¢cikmadan aylar 6nce UV uygulanmig farelerin deri dokusunda
bulundugu gosterilmistir  (162,163). Calismamizdaki premalign aktinik keratoz

lezyonlarinda da mutant p53 yogun miktarda saptanmustir.

UV ile indiiklenmis deri kanserlerinde en sik etkilenen gen p53 timor siipresor
genidir. UV uygulamasi oncesi derilerine topikal olarak SPF-15 giines koruyucu krem
uygulanan farelerde p53 mutasyon sikliginin anlamli derecede azaldigi gosterilmistir (164).
Skualen uyguladigimiz gruplarda mutant p53 iceren hiicre oraninin diisiik olacag: hipotezi

ile ¢aligmay1 planladik.

Calismamizda anti-p53 antikoru ile yapilan inkiibasyon sonrasi mikroskopik
incelemede epidermal keratinositlerde hem nikleer hem de sitoplazmik tutulum
izlenmistir. Tutulan hiicre oranlar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark

saptanamamustir (p=0,381).

Budiyanto ve arkadaslarinin farelerde UVB ile cilt karsinogenezine Kkarsi
zeytinyaginin  kemoprofilaktik etkisini arastirdiklar1 ¢alismada topikal uygulanan
zeytinyaginin kemoprofilaktik etki gosterdigi, deney sonunda tiimdr sayisini anlamli olarak
azalttigt gosterilmis; ancak mutant p53 diizeyleri arasinda anlamhi  bir iliski
saptanamamustir (111). Calismamizda da benzer sekilde mutant p53 diizeyleri agisindan

gruplar arasi anlamli bir fark bulunamamastir.

Literatiirde deneysel ¢alismalarda UV 1s1n1 sonlandirildiktan sonra mutant p53 igeren
hiicre oranlarinin zamanla azaldig1 gosterilmistir. Bu azalmanin, mutant protein elimine
edilerek ya da mutant p53 iceren hicrelerin diferansiyasyonu ve deskuamasyonu ile

olusmaktadir. Ancak bu azalmanin genellikle cok yavas oldugu ve mutant p53
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boyanmasinin UV maruziyeti sonlandirildiktan sonra 22 haftaya kadar devam edebildigi
bildirilmistir (165). Bu durum mutant p53 igeren hiicre agisindan gruplar arasi fark
olmamasi bulgusunu kismen agiklayabilir; ¢linkii hiicre malign doniisimden korunsa bile
niikleus ve sitoplazmasinda mutant p53 proteini  birikmis olarak aylarca

saptanabilmektedir.

Malignitelerin patolojik incelemesinde anti-p53 immiinhistokimyasal g¢alismalarda
genellikle nukleer birikim beklenir. Arastirmalar gostermistir ki niikleus ve sitoplazma
arasinda siirekli gecis yapan bu protein sitoplazmada da birikebilmektedir (166). Hatta p53
sitoplazmik birikiminin kemoterapiye kotli yanit, timdr metastazi ve uzun donemde diisiik
sagkalimla iligkili oldugu gosterilmistir (161). DNA hasari onarilamayacak durumdaysa
p53 proteini sitoplazmaya gegerek mitokondriyal apopitoz yolunu baslatir ve hiicreyi
oliime gotiiriir. Yine bu asamada olan hiicrede immiinhistokimyasal yontemle sitoplazmik

mutant p53 saptanabilir (167).
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Resim 19: p53 boyanma paterni

A)Nukleer ve sitoplazmik B)Sitoplazmik C)Nukleer
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Calismamizda kullanilan anti-p53 (PAb240, Invitrogen) antikoru ile yapilan bir
calismada bu antikorun mutant p53°e spesifik olmakla birlikte mutant olmayan (wild-type)
p53’in denatire formuna da baglanabildigi gosterilmistir (160). Bu durum da

preparatlarimizdaki sitoplazmik boyanma oranini artiran bir etmen olarak diigtiniilmiistiir.

Oral olarak uygulanan skualenin tiimor sayisi, epitel kalinligi, inflamatuar hiicre
orani gibi 6l¢iimlerde anlaml bir fark yaratamamasinin bir nedeni doz olabilir. Fare icin
Onerilen peroral sivi limitini (0,2 ml) agsmadan ve skualenin minimum etkili oral dozunun
tizerinde kalarak (0,15 mg) oral skualen uygulanmig olmasina ragmen anlamli bir etki
gosterilememistir. Daha yuksek dozlar, daha sik seanslar halinde oral gavaj yontemiyle
verilebilir. Farkli oral dozlarda tasarlanmis calismalarda deri kanserine karsi etkisi
aragtirilabilir. Ayrica bazi caligmalarda skualenin suya karistirilarak farelerin diyetine
eklendigi belirtilmis olmasina ragmen skualen lipid yapida olup suda ¢dziinmeyen bir
maddedir. Bu yolla fareler yeterli miktarda ve sabit bir oranda skualen
tiilketemeyeceklerdir. Bir bagka secenek ise skualeni farelerin pellet yemlerine karistirmak
olabilir; ancak bu durumda da hava ve 151k ile temas eden skualenin antioksidan ve diger
olumlu etkileri azalabileceginden ve her fareye sabit miktarda skualen verilme imkani
olmayacagindan bu yontem tercih edilmemistir. Tim bu durumlart g6z Oniinde
bulundurarak oral gavaj yontemini kullanmayi tercih ettik. Boylece her fareye sabit ve esit
miktarda skualeni peroral yolla vermeyi sagladik. Ancak bu yontemin de uygulanmasinin
zor oldugunu vurgulamak onemlidir. Dogru kaniil se¢imi yapilip dogru teknik uygulansa
bile denekler igin her zaman 6zefagus, trakea, mide perforasyonu ve denek kaybi ihtimali
bulunmaktadir. Deney siiresinin uzunlugu ve ¢ok fazla sayida gavaj uygulamasi gerektigi
g6z onlinde bulundurulursa bu yontemin denek kaybini artirabilecegi ve ¢ok guvenilir bir

yontem olmadig: goriilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

UV Kkarsinogenez yontemi ile farelerde aktinik keratoz lezyonlari olusturulabilir.
Maruziyete devam edildigi takdirde invaziv karsinomlara donlisim gerceklesir.
Kemoprofilaksi calismalar1 degerlendirilirken premalign aktinik keratoz lezyonlarinin

sayis1 ve insidansi degerlendirilmektedir.

Literatirde akciger kanseri, kolon kanseri ve iki asamali kimyasal deri
karsinogenezine kars1 koruyucu etkisi ile antioksidan ve sitoprotektif etkileri gosterilmis
olan skualenin UVB ile olusturulan skuamdz hicreli deri kanserine karsi koruyucu etkisi

arastirilmastir.

Calismamiz, deri karsinogenezi modellerinde oral skualenin kemoprofilaktik
etkisinin arastirildigi ve UVB ile deri karsinogenezi modelinde topikal skualenin koruyucu
etkisinin aragtirtldig1 literatiirdeki ilk ¢alismadir. Bu galismada topikal skualen uygulanan
2. ve 4. grupta diger gruplara gore tiimor sayisinin ve epitel kalinliginin daha az oldugu,
inflamatuar hiicre oraninin daha fazla oldugu goriilmiistir. Tiim bu bilgiler 1s18inda
skualenin topikal uygulanmasinin UVB ile gelistirilen deri kanserine kars1 kemoprofilaktik
etki gosterdigi sOylenebilir. Bu etkinin ortaya ¢ikmasinda skualenin UVB’ye karsi deride
yaptig1 bariyer gorevi, antioksidan etkisi, apopitoz induksiyonu, hicre proliferasyonunun
azaltilmasi, immiinsiipresyonun Onlenmesi gibi bir¢ok mekanizmanin rol oynadigi
diisiniilmektedir. Tim bu bulgular 1s18inda topikal skualenin deri karsinogenezini
tamamen Onlemedigi; ama tiimor olusumunu geciktirdigi ve olusacak timor sayisini

azaltabildigini sdylemek daha dogru olacaktir.

UVB ile deri karsinogenezi modelinde topikal uygulanan skualenin infalamatuar
hiicre yogunlugunu artirdigi gosterilmis olup mutant p53 diizeyleri agisindan gruplar
arasinda anlamli fark saptanmamistir. Literatiirde mutant p53’iin deri karsinogenezinde
prediktif oldugunu ve bunun aksini iddia eden ¢alismalar bulunmaktadir. Bu nedenle deri
karsinogenezi caligmalarinda mutant p53 diizeyinin arastirilmasi anlamli ve giivenilir

sonuclar vermeyebilir.

Deri kanseri modelinde skualenin topikal etkisini destekleyici benzer caligmalar
yapilabilir. Skualenin bariyer etkisini ortadan kaldirmak amaciyla UVB uygulamasinin

hemen ardindan topikal skualen uygulanan c¢aligsmalar yapilabilir. Deri kanseri hiicre
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serilerindeki etkisi in vitro olarak arastirilabilir. Baska kemoprofilaktik ajanlarla birlikte
uygulandigindaki etkisi ile kemoterapdtik ajanlarla birlikte verilerek mevcut tiimorlere
kars1 tedavi edici etkisi incelenebilir. Skualen iceren preparatlarin randomize kontrollii

olarak uygulandigi prospektif klinik caligmalar tasarlanabilir.

Topikal skualenin skuam6z hicreli deri karsinomuna karsi koruyucu etkisinin
gosterilmis olmasi yapilacak sonraki ¢calismalar i¢in umut vericidir. Daha fazla preklinik ve
klinik ¢alismayla desteklendigi takdirde ¢cok daha farkli etki mekanizmalari agiklanabilir,

dogru doz ve uygulama sekli konusunda bilgimizi artirmaya yardimci olabilir.
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