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OZET

Oktemer K., Dentijer6z Kist, odontojenik keratokist ve
ameloblastomalarda p53 timoér siipresér genin ve indiiklenebilir Nitrik
Oksit Senteaz enziminin karsilastirmali immiinohistokimyasal olarak
incelenmesi. Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti, Cerrahi
(Dis), Doktora Tezi, Ankara, 2007.

Nitrik oksitin biyolojik dokularda fizyolojik ve patolojik slUreclerde karmasik
etkileri vardir. Indklenebilir nitrik oksit senteaz (iNOS) enzimi aracigi ile nitrik
oksitin uzun sdreli Gretimi timor gelisimi ile iligkilendirilmigtir. Wild tip p53
proteini salinimi iINOS salinimini azaltir ve bu da timér bulylimesini
yavaslagmaktadir. iINOS ve p53 etkilesimi cesitli insan tumérleri ve
kanserlerinde arastirilmis olmasina karsin, odontojenik kistlerde ve benign
odontojenik timérlerde arastinimamistir. Bu c¢alismanin amaci, degisik
biyolojik davraniglari olan ve nadir olsa da malign degisim gdsteren
dentijer6z kistler, odontojenik keratokistler ve ameloblastomalarda iNOS ve
p53 iligkisini arastirmaktir. 25 dentijerdz kist, 30 odontojenik keratokist ve 32
ameloblastoma speysmeni, arsivienmis doku érneklerinden elde edilmis ve
immuanohistokimyasal olarak iINOS ve p53 antikorlari kullanilarak iglemden
gecirilmistir. immunohistokimyasal boyamalar siniflandirimis ve iNOS igin
boyanma siddeti ve boyanan epiteliyal hicrelerin ylUzdesine goére, benzer
sekilde p53 icin epiteliyal hicrelerin boyanma ylzdelerine gbre skorlanmistir.
Sonugclarin istatistiksel analizi, odontojenik keratokistler ve ameloblastomalar
arasinda iNOS boyanma skorlari acisindan ve odontojenik keratokistler ile
dentijer6z kistler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugunu
g6stermigstir. INOS ve p53 skorlari arasinda sadece ameloblastomalarda bir
korelasyon bulunmus; odontojenik kistlerde ise bir korelasyon bulunmamistir.
Bu ¢alismanin sonuglari, p53 ve iNOS arasindaki iligki ile odontojenik kist ve
timérlerin biyolojik davraniglari arasinda bir baglanti olabilecegini gdsterse
de daha ileri galigmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar kelimeler: odontojenik kist, odontojenik timér, iINOS, p53,

immunohistokimya
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ABSTRACT

OKTEMER K., Comparitive immunohistochemical analysis of tumor
suppressor gene p53 and inducible nitric oxide synthase enzyme in
dentigerous cysts, odontogenic keratocysts and ameloblastomas.
Hacettepe Universty Health Sciences Institude, Ph. D. Thesis in Oral
Surgery, Ankara, 2007.

Nitric Oxide has complex effects in biological tissues taking part in both
physiological and pathological processes. Prolonged nitric oxide production
by the inducible nitric oxide synthase (iNOS) enzyme has been implicated in
tumor promotion. Wild-type p53 protein expression results in downregulation
of INOS expression, which reduces both tumor growth and dissemination.
The relation of INOS and p53 has been investigated in various of human
tumors and cancers but not in odontogenic cysts and benign odontogenic
tumors. The aim of this study was to invastigate the relation of INOS and p53
in dentigerous cysts, odontogenic keratocysts and ameloblastomas which
has different biological behaviors and rare but known potential of malignant
transformation. Specimens of 25 dentigeros cyst, 30 odontogenic keratocyst
and 32 ameloblastomas were obtained from archived tissue samples and
assessed immunohistochemically using INOS and p53 antibodies.
Immunohistochemical stainings were classified and scored for iINOS
according to the percentage of epithelial cells stained and density of staining
and for p53 according to percentage of epithelial cells stained. Statistical
analyses of the results revealed that there was statisicaly significant
difference between odontogenic keratocysts and ameloblastomas by means
of INOS expression and between odontogenic keratocysts and dentigerous
cysts by means of p53 protein expression. Significant correlation was found
between iINOS scores and p53 scores in ameloblastomas but not in
dentigerous cysts and in odontojenik keratocysts. The results of this study
suggests there may be a relation between iINOS-p53 correlation and
biological behavior of odontogenic cysts and tumors but needs further

investigation.

Key words: Odontogenic cysts, Odontogenic tumors, INOS, p53,

immunohistochemistry
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GIiRiS

Oral ve maksillofasiyel patoloji, son yillarda agiz ve bas boyun
bélgelerindeki  lezyonlarin  mikroskobik  diagnozunu  gelistirmek ve
histopatogenezinin  aydinlanmasini  saglamak Uzere, ileri diagnostik
tekniklerin  kesfi ile blylk ilerleme kaydetmistir. immunohistokimya
geleneksel hematoksilen-eozin ile histolojik incelemeye alternatif olarak
gelistirilen ileri diagnostik metodlardan birisidir. immiinohistokimya, patoloji
alaninda lezyonlarin histopatogenezine 1sik tutmakta ve hastalarin
prognozunun daha dogru belirlenmesine katkida bulunmaktadir (53). Pek ¢ok
arastirmaci, teshisinde zorlanilan malign  timorlerde, geleneksel
histomorfometrik, histokimya ve elektron mikroskobu calismalarina goére
belirgin avantaji bulunan bu metodun kullaniimasi gerektigini belirtmektedir
(91). Ancak dighekimligi alaninda, patolojik speysmenlerin

immunohistokimyasal yontemle incelenmesi nispeten yenidir.

Odontojenik kistlerin ve odontojenik timérlerin biyolojik davranis
karakteristikleri ve prognozlarinin belirlenmesi amaciyla literatirde son onbeg
yil icinde artmakta olan bir ilgi vardir. Bunun igin daha 6nce vicudun diger
sistemlerindeki lezyonlar i¢cin uygulanmis ve uygulanmakta olan
immunohistokimyasal calismalar ve ileri tetkikler bas boyun ve oral bdlge
lezyonlarinda da uygulanmaktadir. Bu amagla 6zellikle timor sUpressor
genler, doku onkogenleri, iltihap mediyatorlerini inceleyen arastirmalar
literatirde ¢ok sayida mevcuttur. Bu arastirmalarin odak noktalarindan birisi
insan kanserlerinde en sik degisiklige ugrayan gen olarak bilinen tamor
sUpresdrgen p53'dur (47, 135, 89). Ayrica ¢ok genig bir aralikta hem fizyolojik
hem de patofizyolojik etkilerinin oldugu bilinen Nitrik Oksit (NO) ve bu
kimyasall sentezleyen enzimler de patolojik lezyonlarda incelenegelmektedir.

p53 normal sartlar altinda hicre dénguUstinde timoér sUpressér gen
olarak islev gbren ve DNA’sinda hasar meydana gelmis hucreleri
programlanmis hlcre O6limine (apoptozis) yoénlendirebilen yada hicre
ddéngusunl durdurup hasarin onarimi igin sdre taniyan bir proteindir (110,

148). Wild tip p53 proteini “molekiler polis” olarak hareket eder ve genom



batdnldginin devamhhgini kontrol eder (71, 130). Ancak p53 geninde
mutasyon sonucu olusan mutant-tip p53 proteini gerekli iglevleri
kargilayamamaktadir ve diger p53 proteinlerinin aksine immunohistokimyasal

olarak saptanabilmektedir.

Nitrik oksit senteazlar (NOS) adi verilen kompleks bir grup enzimlerce
sentezlenen nitrik oksit ¢cok c¢esitli ve karmasik biyolojik etkilere sahip bir
kimyasaldir. Nitrik oksitin biyolojik dokulardaki konsantrasyonunun artiglari
genetik mutasyonlara sebep oldugu igin karsinogeneziste énemli rol oynadigi
disunulmektedir (78, 69, 96, 7, 123, 124, 125).

INOS ve timor slpresér gen p53 arasindaki iligki, yapilan yeni
aragtirmalarda ilgi ¢ekici bir b6lima kapsamaktadir (14). Buna gore, Wild tip
p53 proteini salinimi, ¢esitli timoér hdcrelerinde ve erigkin fibroblastlarda
iINOS saliniminin engellenmesine sebep olmaktadir. Bununla birlikte mutant
tip p53’0n INOS salinnmi Gzerine bdyle bir etkisi yoktur. Bundan
kaynaklanabilecek kontrolstiz nitrik oksit saliniminin ¢esitli arastirmalarda

multiple tim&r olusumlarina neden oldugu gdésterilmigstir ( 5).

Literatirde INOS ve p53'Gin karsilastirmali incelenmesi gastirik
karsinomlarda (145), gastirik mukoza iligkili lenfoid doku lenfomalarinda (74),
konjenital koledektal kistlerde (154), faringeal skuamd&z hicreli karsinomlarda
(111), oral skuamébz hucreli karsinomlarda (14) yapilmis olsada oral
bblgedeki benign karakterli timdrler ve odontojenik kistlerle iligkili bir

arastirma bulunmamaktadir.

Benign karakterli olarak tarif edilen odontojenik lezyonlarin patogenezi
ve neoplastik transformasyon olasiliginin aydinlatiimasi i¢in dis hekimliginde
daha fazla immunohistokimyasal aragtirma yapilmasina gerek duyulmaktadir.
Bu ¢alismanin amaci farkli biyolojik davraniglar gésterdigi bilinen odontojenik
kist ve timoérlerden dentijer6z kist, odontojenik keratokist ve
ameloblastomalarda timor sipressér gen p53 ve indudklenebilir nitrik oksit

senteaz enziminin (iINOS) karsilastirmall incelenmesidir.



GENEL BILGILER

2.1. Odontojenik Kistler

Maksilla, mandibula ve perioral boélgedeki kistler, histolojik, gérilme
sikhgi, davranis bicimi ve tedavi secgenegdi agisindan farkliik gosteren bir
toplulugu olustururlar (114). Odontojenik kistler bazi istisnalar disinda
yalnizca ¢ene kemiginde gorultr. Bazi kistler embriyolojik flzyon sirasinda
ortaya ¢ikan epitelin inklizyonundan kaynaklanmaktadir. Bazi ¢ene Kkistleri
ise odontojenik epitel kaynakli bir epitelle ¢evrilidir. Odontojenik kistler orijin
olarak gelisimsel ve inflamatuar olarak siniflandirilir. Gelisimsel kistlerin
etyolojisi tam olarak bilinmemektedir ancak inflamatuar bir reaksiyon sonucu
olusmamaktadir. Inflamatuar kistler adi Uzerinde inflamasyon sonucu
olusmaktadir (98).

2.1.1.0dontojenik Kistlerin Siniflandiriimasi

Odontojenik kistler 1992'de WHO (World Health Organisation)’nin
yaptidi klasifikasyon baz alinarak siniflandiriimaktadir. (63, 98).

A. Gelisimsel Kistler
1. Dentijerdz kist
2. Erdpsiyon kist
3. Odontojenik keratokist
4. Yenidoganin gingival (alveoler) kisti
5. Yetigkin gingival kisti
6. Lateral periodontal kist
7. Kalsifiye odontojenik kist
8. Glandular odontojenik kist
B. inflamutuar Kistler

1. Radikiler kist



2. Reziduel radikuler kist
3. Paradental kist
2.1.2 Dentijeroz kist

Dentijer6z kist stUrmemis disin kronu ¢evresindeki follikilin
seperasyonundan orijin alan bir Kkist olarak tanimlanir. Bu, gelisimsel
odontojenik kistlerin en yaygin goérllen tipidir ve epitelle cevrili kistlerin
%20’sini  olusturmaktadir (98). Dentijer6z kist, sirmemis disin kronunun
cevresine, mine-sement birlesim yerine yapisir (98, 82). Bununla beraber
kistin patogenezi bilinmemektedir. Bazi dentijer6z kistler mine organinin
stellat retikulumunun dejenerasyonu ile odontogenezisin erken dénemlerinde
meydana gelmektedir. Bazi olgularda ilgili diste mine hipolazisi de gérulebilir.
Dentijer6z kistlerde ilgili disin kronu tamamen sekillenmistir, bu da kron ile
artmis mine epiteli arasindaki sivinin birikiminden gelisebilecegi iddiasini
guclendirmektedir (114, 98). Radyolojik olarak dentijer6z kist sirmemis digin
kronunun c¢evresinde gelisen unilokiler radyolUsent bir lezyon olarak
izlenmektedir. RadyolUsensinin ¢evresinde iyi bir sinir ve sklerotik bir hat
izlenmektedir, ancak inflamasyon mevcutsa sinir diuzensiz hale gelebilir.
Blylk dentijerdz kistler lezyon igindeki kemigin trabekilasyonundan dolayi
multilokller bir gérintl verebilir. Genellikle sirmemis 3. molarlar bdlgesinde
g6raldagu rapor edilmistir. Klglk dentijer6z kistler asemptomatiktir ve rutin
radyolojik kontrol sirasinda ortaya c¢ikmaktadir. Dentijer6z kistler buyuyip
ilgili alanda kemikte agrisiz bir ekspansiyona neden olabilir. Blyuk lezyonlar
fasiyal asimetriye neden olabilir ve ¢ok sik gorilmez. Radyolojik olarak blylk
boyuta ulagsmig bu tir lezyonlara dentijerdz kist tanisi konulsa da, aslinda bu
blayUklUkteki lezyonlarin operasyon sirasinda genellikle odontojenik

keratokist ya da ameloblastoma olduklari ortaya ¢gikmaktadir ( 98).

Dentijer6z kistin histopatolojik bulgular inflame olup olmamasina
gére degisir. Inflame olmayan dentijerdz kistte fibréz bag dokusu duvari
zayiflatir ve 6nemli oranda glikozaminoglikan ana maddesi igerir. Epiteli iki ya
da dért sirall kiibik epitel hiicrelerinden olusur. inflame dentijeréz kistlerde
fibréz duvar daha kollajenizedir ve bol miktarda kronik inflamatuar hicreler



infiltre olmustur. Epitelde rete cikintilari ve skuamoz gelisimin gézlenmesiyle
birlikte gok miktarda hiperplaziye rastlanmaktadir. Dentijer6z kist epitelinde
fokal alanlarda mik6z hicreler bulunmaktadir. Nadiren siliar epitel hicreleri
mevcuttur. Fibréz kist duvarinda seyrek olmakla beraber kigik adaciklar
halinde sebase®z hucreler goérilmektedir. Bu mikdz, siliar ve sebasetz
elementler dentijer6z kistin odontojenik epitelinde bir multipotansiyel
yarattigina inaniimaktadir. Dentijer6z kist duvarinin gros muayenesinde
luminal ylzeyde tek ya da daha fazla noduler kalinlagsma alanlari géralebilir.
Bu alanlar erken neoplastik degisimi tespit etmek icin mikroskobik olarak da
incelenmelidir. (98).

Dentijerd6z kist tedavisi, kistin sirmemis digle beraber dikkatlice
enutklasyonu olarak yapilmaktadir. Blyuk dentijer6z Kistler
marsupyalizasyonlarda tedavi edilebilir. Dentijerdz kistin blyik ¢ogunlugunun
prognozu muikemmeldir, ancak nadiren de olsa kistin tamamen
¢ikarilmasindan sonra rekirens gorulebilir. Bazi muhtemel komplikasyonlar
gbézardi edilmemelidir. Dentijer6z kist epitelinin neoplastik transformasyon
gOstererek ameloblastomaya doénlsebilecegi bildiriimektedir, ancak bu
stphesiz pek sik goérilen bir durum degildir. Nadiren de olsa dentijer6z kist
epitelinden skuamoz hicreli karsinoma ve intraossed6z mukepidermoid

karsinoma gelisebilir ( 98)
2.1.3. Odontojenik Keratokist

Odontojenik  keratokist, gelisimsel kistler igerisinde spesifik
histopatolojik bulgular ve klinik seyir agisindan 6zel ilgi gerektiren farkli bir
kisttir. 1956’da odontojenik keratokist terimi, keratin iceren her ¢cene Kistinin
taniminda kullanilirdi. Daha sonralari, primordial kistlerin mikroskobik olarak
odontojenik keratokist oldugu bildirilmigtir. Keratinizasyon diger odontojenik
kistlerde de gortlebilmesine ragmen, bu klistin 6zel histolojik seyri, kendisini
digerlerinden farkli kilar (114). Odontojenik keratokistin dental laminanin
hicre artiklarindan gelistigi artik herkesin tUzerinde anlastigi bir konudur. Bu
kist, olusma mekanizmasi ve biyolojik davranig olarak incelendiginde,
dentijer6z kist ve radikiler kistten farklidir. Odontojenik keratokistin olusmasi,



epitelin iginde bilinmeyen etkenler ya da fibr6z duvarin enzimatik aktivitesi ile
iligkili olabilir. Bazi arastirmacilar, odontojenik keratokistin kistten ziyade,
benign kistik neoplazm olarak degerlendiriimesi gerektigini savunmaktadirlar
(1, 21, 62, 126). Odontojenik keratokistler gelisimsel odontojenik kistlerin
%10-20’sini  olusturmaktadir.  Kiguk odontojenik  kistler  genellikle
asemptomatiktir ve rutin radyolojik muayene sirasinda fark edilirler. Daha
buyuk odontojenik keratokistlere agri, sislik ve puly drenaji eslik eder.
Odontojenik keratokistler bununla birlikte herhangi bir semptoma neden
olmayabilirler.  Odontojenik keratokistler kemik ekspansiyonuna neden
olmadan kemigin medullar kavitesinin i¢inde anteroposterior ydnde
blyimeye egilimlidirler. Dentijer6z kist ve radikller kist ayni biydkllige
ulastiginda kemik ekspansiyonuna neden oldugundan, bu bulgu ayirici klinik
ve radyolojik tani agisindan 6nemlidir. Multiple odontojenik keratokistler
mevcut olabilir ve bdyle hastalar Nevoid Bazal Hucreli Karsinom
Sendromunun diger bulgulari acisindan degerlendiriimelidir. Odontojenik
keratokistler yassi ve siklikla kortikal marjinli, iyi sinirlanmis radyolUsent
alanlari gbésterirler. Mandibilla gévdesinin posterioru ve yikselen ramustaki
blylk lezyonlar multiokller gérinth verebilir. Olgularin %25 ile %40’'inda
lezyonun icinde sUirmemis dis vardir, bazi durumlarda radyolojik bulgular
dentijer6z kist tanisini desteklemektedir. Bu olgularda kist, muhtemelen
sirmemis disin dental lamina artiklarindan gelismis ve surmemis digi
cevreleyecek sekilde buyumustir. Odontojenik keratokist tanisi histopatolojik
bulgulara gére konur. Radyolojik bulgular genellikle yardimci olur ancak kesin

tani icin yeterli degildir ( 98).

Odontojenik keratokistin tipik olarak ince ve kirilgan bir duvari vardir,
buda, siklikla lezyonun kemik icinden tek parga halinde enikleasyonunu
zorlastirmaktadir (114, 98). Kistin Iimeni, serum transudatina benzer temiz
bir sivi igerebilir ya da mikroskobik incelemede keratindz artik olarak goérulen
peynirimsi materyalle dolu olabilir. Mikroskobik olarak ince fibr6z duvarda
aslinda inflamasyon gérilmez. Epitel, genellikle 6-8 hiicre kalinhdindadir ve
uniform stratifiye skuamoz epitel tabakasindan olusmustur. Epitel-konnektif

doku birlesim yeri genellikle duzdir ve rete uzantilar formasyonu géze



carpmamaktadir. Luminal ylzey dizlesmis parakeratotik epitel hiicreleri icerir
ve dalgalan yada oluklu bir gorintl sergiler. Bazal epitel tabaka, siklikla
hiperkromatik goértnen, kiboidal ve kolumnar hicrelerden olusan bir
tabakadir. Fibr6z duvar iginde kiglk satelit kistleri, kordlar ya da odontojenik
epitel adaciklari gorilebilir. Bu yapilar olgularin %7 ile %26’sinda
gorulmektedir. inflamasyon varliginda odontojenik keratokistin  tipik
histopatolojik bulgulari degisiklik goésterir. Parakeratinize luminal yUzey
ortadan kalkabilir ve ortadan kaybolan karakteristik ¢itlenme gésteren bazal
tabaka ile beraber epitel,rete uzantlar olusturmak igin prolifere olur. Epitelyal
yuzey alanlarinda ortokeratinize bir ylzey gelisebilir. Odontojenik keratokist
tanisi, klasik belirtiler kistin diger béluminde gérilmezse konulamaz (98).

Bazi arastimacilar mikroskobik olarak ortokeratinize bir varyantin
mevcut oldugunu ve bunun odontojenik keratokistin bir alt grubu oldugunu
bildirmislerdir. Ancak odontojenik kistlerin kilinik ve histopatolojik bulgulari,
tipik odontojenik ( parakeratinize) kistlerden belirgin olarak farklihk gdsterir
(98, 106).

Odontojenik keratokist tanisi, klinik ve radyolojik incelemeyle tahmin
edilebilmesine ragmen kesin tani igin histopatolojik inceleme gerekmektedir.
Odontojenik  keratokistler, diger odontojenik kistler gibi kiretaj ve
endkleasyonla tedavi edilir. Kistin tamaminin tek parga halinde gikartiimasi,
kist duvarinin ince ve kirilgan yapisindan dolayr ¢ok zordur (98). Diger
odontojenik kistlerin aksine odontojenik keratokistler tedaviden sonra tekrar
etme egilimindedirler. (98, 114). Bunun, orijinal kistin operasyon sirasinda
¢ikartilamayan pargalarindan mi yoksa orijinal kist bélgesindeki dental lamina
artilarindan genisleyen, bir kistten mi gelistigi hala belirlenememistir (98).

Kistin ayrici tanisi yapilirken dentijer6z kist, ameloblastoma, kalsifiye
odontojenik kist, adenomatoid odontojenik timdr, ameloblastik fioroma ve
diger seyrek goérulen odontojenik timdrler gbézardi edilmemelidir. Ayrica
odontojenik keratokistler travmatik kemik kisti, santral dev hicreli grantloma,
lateral periodontal kist gibi pek c¢ok fissural kistten iyi ayirt edilmelidir.

Vaskuller anormaliler, benign kemik timérleri, plazmasitoma,myeloma ve



metastatik disik dereceli karsinomalar gibi non-odontojenik timérlerde
benzer bulgu verebilir ( 82, 98, 114).

Cesitli arastirmalar sonucu rekdrens sikligi % 5-62 arasinda
bildirilmistir.  Bu genis varyasyon, calisilan olgularin tam sayisina, takip
suUresinin uzunluguna, odontojenik keratokistlerin inkliizyon ve enklizyonuna
baglidir. Reklrrens en ¢ok mandibller odontojenik keratokistlerde, bolge
olarak da posterior gévde ve yukselen ramustaki lezyonlarda meydana
gelmektedir (98, 114). Bazi hekimler, kavitenin eniUkleasyondan sonra
kimyasal koter ajanlariyla yada canavar frezle periferal osteotomi yaparak
reklrens sikhginin azaldigini bildirmiglerdir (114). Odontojenik keratokistler
genellikle ilk cerrahiden sonraki 5 yilda tekrarlamasina ragmen, ilk 10 yilda
fark edilmeyen belirgin sayida rekirrens oldugu bildirilmigtir. Cerrahi tedavi
sonras! uzun sdreli klinik ve radyolojik takipler 6nerilmektedir. Reklrrens
egilimine ragmen odontojenik keratokistin prognozu mutkemmeldir. Lokal
olarak agresif seyreden bir odontojenik keratokistin, zaman zaman lokal
rezeksiyon yada kemik greftlemesi yéntemi ile tedavi edilmesi gerekebilir.
Odontojenik keratokistden gelisen karsinomalar belirtiimesine ragmen bu
oran, diger odontojenik kistlerin malign transformasyon gd&sterme
olasiligindan fazla degildir. Multiple odontojenik keratokisti olan hastalar
Nevoid Bazal Hucreli Karsinom Sendromu belirtileri  agisindan
degerlendirilmelidir (98, 114).

2.1.4 Nevoid Bazal Hiicreli Karsinom Sendromu

Nevoid Bazal Hucreli Karsinom Sendromu (NBHKS) otozomal
dominant gecis gosteren bir hastalktir. En énemli komponentleri; deride
bazal hicreli karsinomalar, ¢ene Kistleri, omurga anomalileri, vertebra
anomalileri ve intrakraniyal kalsifikasyonlardir. Bu hastalarda baska bir ¢ok
anomali de bildirilmistir ve muhtemelen sendromun belirtilerini géstermektedir
(98).

NBHKS hastalarinda bir tek bulgu olmasi s6z konusu degildir. Hastada

kranial kemiklerin cevrelerinin artmalarina neden olan frontal ve



temporoparietal kemiklerde yassilasma go6rilmektedir. Gdzler belirgin bir
sekilde ayrn goérulir ve hastalarin % 40°inda gercek okuler hipertelorizm
g6ralr. Hafif mandibular prognatizm siklikla mevcuttur. Deri tamorleri
sendromun major komponentidir. Genellikle ya pubertede ya da hayatin 2.
yada 3. dekatinda gorulur, ancak ilk kiguk cocuklarda goraltr. TUmor
cikintili renkli papilden Ulsere renkli plaklara kadar degisiklik gdsterir.
Genellikle gines gérmeyen deride ancak en c¢ok orta yiz bdlgesinde
gOrulmektedir. Derideki tumor sayisi bir taneden birka¢ ylz taneye kadar
degisebilir. Palmar ve plantar pitler hastalarin % 60’inda mevcuttur. Bu, bazal
epiteliyal hicrelerin maturasyonunun gerilemesine isaret etmektedir. Bazal
hucreli karsinomalar pitlerin Ustlerinde gérilebilir. Sendromlu hastalarin %
60-75’inde iskeletsel anomaliler goéralebilir. En sik gorilen anomali bifid rib
yada splayed rib ( tarakh kaburga)dir. Bu anomali bir ¢ok kaburgayi
etkileyebilir ve bilateral olabilir. Kifoskolyoz hastalarin % 50’sinde gérdlebilir.
Spina bifida okulata ve metakarpallerin kisalmasi gibi anomaliler de daha
seyrek olmakla birlikte gdrilebilir. Falx selebrinin anteriopoterior kafa
grafisinde gorulen belirgin lamellar kalsifikasyonu hastalarin gogunda
mevcuttur. Over fibromalari ve medullablastomalar cogu hastada meydana
gelir. Paratiroid hormonu hassasiyetinin azalmasi bu hastaligin belirtileri
arasinda yer almasina ragmen son ddénemlerde tartisiimaya baglanmigtir (8,
33, 98, 114).

Cene kistleri en belirgin bulgudur ve hastalarin % 75’ inde gérilar. Bu
kistler odontojenik keratokistlerdir ancak izole odontojenik keratokistler ile
sendromlu hastalarda goérilken odontojenik keratokistler arasinda bazi
farklhiliklar vardir. Bu kistler multipledir, bazi hastalarda ayri ayri on Kkist
gordlebilir (98).

Radyolojik olarak kistler arasinda belirgin bir fark yoktur. Sendromlu
hastalarin kistleri, dentijerdz kistle karismasina neden olan bir disin kronu ile
iligkili olabilir(114).

Sendromlu hastalarin odontojenik keratokistleri, histopatolojik olarak
farkliik gOstermez ancak izole olanlara gére daha cok satalit kiste, fibréz
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kapsul icindeki odontojenik epitel artiklarina ve solid adaciklarin epiteliyal
proliferasyonuna rastlanir. NHBKS anomalileri minérdlr ve hayati tehlikeye
sokmaz. Prognoz genellikle deri timoérinin davranigina baglidir. Birkag
olguda agresif bazal hicreli karsinomalarin, beyin ve diger hayati organlara
invazyon yaparak hastanin 6limine neden oldugu bildirilmistir. Cene kistleri
endkleasyonla tedavi edilir ancak baska kistler gelismeye devam edecektir.
Multiple kistlerin operasyonlari, c¢esitli derecelerde c¢ene deformitesi
gelisimine neden olabilir. Sendromlu hastalari Kistlerinin infeksiyonu nispeten

yaygindir. Genetik konsultasyonu faydali olabilir ( 98).
2.2 Odontojenik Tumorler

Odontojenik timdrler farkl histopatolojik tip ve klinik davranis sergileyen
kompleks bir grup lezyondur. Bazi lezyonlar gegek neoplazmlar olup, nadiren
de olsa malign transformasyon sergilemesine ragmen bazilari timdére benzer

malformasyonlar géstermektedir (98).
Odontojenik Tumorlerin Siniflandiriimasi

A. Odontojenik Ektomezensim icermeyen Odontojenik Epitel
Kaynakl Tiimorler

1. Ameloblastoma

2. Kalsifiye epiteliyal odontojenik timor
3. Skamoz odontojenik tumor

4. Seffaf hicreli odontojenik timaor

B. Dental Sert Doku Olusmu Goériilen ya da Gorilmeyen ve
Odontojenik Ektomezensim Mevcut Olan Odontojenik Epitel
Kaynakl Tiimorler

1. Ameloblastik fiboroma
2. Ameloblastik fibro-odontoma
3. Odontoameloblastoma timorleri

4. Adenomatoid odontojenik timor
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5. Kompleks odotoma
6. Kompound odontoma

C. Odontojenik Epiteli iceren Yada icermeyen Odontojenik
Ektomezensim Kaynakl Timoérler

1. Odontojenik fibroma
2. Miksoma
3. Sementoblastoma

Odontojenik tiimorler, epitel ve odontojenik ektomezensim arasindaki
etkilesimi  g6stermektedir. Bazi  odontojenik  timdrler  odontojenik
ektomezengim katkisi olmadan, sadece odontojenik epitelden olugmuslardir.
Mikst odontojenik timdrler, odontojenik ektomezensim ve epitelden
olusmaktadir. Dental sert doku, bu olusum iginde yer alabilir. 3. grup
odontojenik timorler asil olarak odontojenik ektomezengsimden olugmaktadir.
Odontojenik epitel de bu olusumda yer alabilmesine ragmen, patogenezinde

6nemli herhangi bir rol oynamamaktadir ( 98).
2.2.1. Ameloblastoma

Ameloblastomalar en sik karsilasilan klinik olarak belirgin odontojenik
timérlerdir. Gértilme sikhdi odontomalar g¢ikarildiginda diger tim odontojenik
timorlerin  toplami kadardir. Ameloblastomalar odontojenik epitel orijinli
timorlerdir. Teorik olarak mine organin hicre artiklarindan, odontojenik
kistlerin epitelinden veya oral mukozanin bazal hicrelerinden gelisebilir.
Ameloblastomalar yavas buyuyen, lokal olarak invaziv ve ¢ogu vakada
bening géruntidedir (98).

Ameloblastomalarin 3 degisik klinik gérintist vardir. Bunlarin prognozu

ve tedavi yaklasimlari farklilhk gOsterir (98).
1. Konvansiyonel solid veya multikistik (%86)
2. Unikistik (%13)

3. Periferal (ekstraossedz) (%1)
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2.2.2. Konvansiyonel solid veya multikistik Ameloblastoma

Konvansiyonel solid veya multikistik ameloblastoma genis bir yas
grubunda goérulebilir. 10 yas alti ¢cocuklarada nadir gérulir ve 10 ile 19 yas
arasl grupta goéreceli olarak nadirdir. 3 Gncliden 7inci dekata kadar yaklagik
olarak benzer gortlme sikligi vardir. Bazi calismalar siyah irkta daha sik
g6raldigunu bildirse de farkli calismalar irklar arasinda gérilme siklhigi olarak
bir farklilik olmadigini bildirmektedir (98).

Tamoér genellikle asemptomatiktir ve kiglk lezyonlar ancak rutin
radyolojik muayene sirasinda saptanabilir. Klinik olarak agrisiz siglik veya
kemigin ekspansiyonu seklinde goérulir. Cok buydk boyutlara ulagsmis
timorlerde bile agrn ve parastezi nadirdir. Ameloblastomalarin % 85 i
mandibulada ézelliklede mandibula yUkselen ramus bélgesinde gorultr. % 15

ameloblastoma maksillada ve genellikle posterior bdlgelerinde gorular (98).

Radyolojik olarak en sik kargilagilan gérintd multilokller radyolusent
lezyon seklindedir. Bu gorintl rayolusent odaklar blylk oldugunda sabun
kbépUgu veya odaklar kiiglk oldugunda ari kovani gériinttst olarak tarif edilir.
Bukkal ve lingual ekspansiyon genellikle mevcuttur. Gevre dislerin kdklerinde
rezorpsiyon genellikle mevcuttur. Pek ¢ok vakada, gomuli kalmis bir dis
genelliklede mandibiler gdémdlid 3. molar lezyonla iligkilidir. Solid
ameloblastomalar bazen herhangi bir kisti ¢cagristiran unilokler radyollsent
lezyonlar olarak ta gérilebilir. Bu radyollsent lezyonlarin kenarlari genellikle
dizensiz dalgah bir gérintl sergiler. Multilokuler radyolusent gérintt yuksek
oranda ameloblastomayi ¢agristirsa da bazi odontojenik ve non-odontojenik

lezyonlarda benzer radyografik gérintlye sahip olabilir (98).

Konvansiyonel solid veya multikistik ameloblastomalar yiksek oran da
kistik degisime egilimlidir ve ¢ogu solid ve kistik yapilarin kombinasyonu
seklinde gorildr. Olusan kistler mikroskobik diizeyde olabilecegi gibi timérin
genelini iceren multiple biytk kistler seklinde de olabilir. Konvansiyoinel
ameloblastomalarin birka¢ mikroskobik alt grubu belirlenmistir ancak bu alt
gruplarin ttmoérin genel davranisinda ¢ok az etkisi oldugu saptanmigtir.
Buyuk timorlerde bir ka¢ mikroskobik alt grubun kombinasyonu bir arada
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olabilir. Daha sik goérilen Folikller ve pleksiform tiplerinin yani sira
akantomat6éz, granuller hulcreli, dezmoplastik ve basal hucreli tipleride
histolojik olarak goéralur. Folikller tipi en sik rastlanan ve kolay ayirt edilen
tipidir (98).

Folikiiler tip ameloblastoma

Masif fibroz konnektif doku stromasi icinde mine organi epiteline
benzeyen epitel adaciklari géralir. Epitel adaciklari daginik sekilde organize
olmus anguler hticrelerden olusan merkezle birlikte ve mine organinin stealat
retikulumuna benzer. Merkez tek sira halinde ylUksek kollumnar ameloblast
benzeri hlcrelerle gevrelenmistir. Bu hiicrelerin nukleuslari basal membranin
tersi kutubunda yerlesmislerdir. (reversed polarity). Diger bdlgelerde hlicreler
daha kiboidal ve basal membrana benzer sekildedir. Kistik olusumlar epitel
adalarinin iginde bulunan mikro kistrlerden birka¢ veya daha fazla santimetre
¢apina ulasabilen makroskopik kistlere kadar degisiklik gosterebilir (98).

Pleksiform tip ameloblastoma

Uzun, birbiriyle birlesen seritler veya daha blylk tabakalar halinde
odontojenik epitel icerir. Bu serit veya tabakalar halindeki epiteller kolumnar
veya klUboidal ameloblast benzeri hicrelerle baglanirlar ve zayif¢ca organize
olmus epiteliyal hlcrelerle gevrilidirler. Cevredeki stroma daginik organize
olmus ve vaskulerizedir. Bu tipte kist formasyonu pek goériimez. Ancak
olusursa epitelin kistik degisiminden ¢ok, stromal dejenerasyonundan olusur
(98).

Akantamato6z tip ameloblastoma

Folikiler ameloblastomanin epitel adaciklarinin santral kisimlarinda
keratin formasyonuyla iliskili yaygin skuamdz metaplazi varliginda
Akantamat6z tip ameloblastoma olarak adlandirilir. Bu degisiklik lezyonun
daha agresif oldugunu gdéstermektedir. Bu tir bir lezyon, skuaméz hcreli
karsinom veya skuam&z odontojenik timdérle karisabilir (98)
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Graniiler hiicreli tip ameloblastoma

Ameloblastomada bazen epiteliyal hicre gruplarinin, grantler hicrelere
transformasyonu gérilmektedir. Bu hicrelerin  stopolazmasi eozinofilik
granullerle doludur. Bu hucrelerin yapisi bilinmemektedir. Ultrayapisal ve
histokimyasal seviyede eozinofilik stoplazmik grandller, lizozomlara
benzemektedir. Bunlar her ne kadar yaslanma veya uzun sireli lezyonlardaki
dejeneratif degisiklikler olarak distnilmigsede bu tip gen¢ hastalarda ve
klinik olarak agresif lezyonlarda gértlmusttr. Bu grandler hiicre degisiklikleri
ameloblastomada yaygin olarak gézikliyorsa o zaman grandler tip

ameloblastoma olarak dasunulmelidir (98).
Dezmoplastik Tip

Bu tipte yodun kolojenize stroma iginde kigiuk adaciklar yada kordonlar
halinde odontojenik epital bulunmaktadir. Periferal kolumnar ameloblast
benzeri hlcreler, epitel adaciklari icinde gbze carpmaktadir.Bu tip,
maksillanin anteriorunda daha sik goérulir. Radyolojik olarak nadiren
ameloblastomaya benzetilmektedir, daha c¢ok fibro-osseéz lezyonlara
benzemektedir. Bu mikst radyolisent ve radyoopak gérintiden
kaynaklanmaktadir (98).

Bazaloit Tip

En seyrek olarak gérllen tiptir. Bu lezyon uniform bazaloit hlcrelerin
adaciklarindan olusmaktadir. Adaciklarin merkezinde stellat retikulim
bulunmaktadir. Odaklarin periferal hicreleri kolumnardan ¢ok kuboidaldir
(98).

Konvensiyonel solidyada mutikistik intraosse6z ameloblastoma cesitli
yollarla tedavi edilmektedir. Bu tedavi secenekleri basit enlkleasyon ve
kiretajdan enblok rezeksiyona kadar degisebilir (98, 114). En dogru tedavi
secenegi yillardir tartisiimaktadir. Konvensiyonal ameloblastoma, kemik
rezorbsiyonu radyolojik olarak gérilmeden énce lezyonun periferalindeki
zarar gérmemis kemik tarbekillerine infilitre olma egilimindedir. Bdylece
timorin gergek siniri, radylojik olarak gorilenden daha yaygindir. TUmora
kiretajla ¢cikarmak kemik iginde kigUk timdr adaciklarinin kalmasina neden
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olur ve bu daha sonra reklrens gelisimine yol acar. Klretajdan sonra
reklrens orani %55-90 arasinda bildiriimistir. Reklrensin gelismesi bazen
yillar alabilir. 5 yillik takip sonucunda timoérin tespit edilmemesi hastanin
tamamen iyilestigi anlamina gelmemektedir. Marjinal rezeksiyon en sik
kullanilan tedavi olmasina ragmen %15lik bir rekirens orani bildirilmistir. Pek
¢ok cerrah rezeksiyon sinirinin, timérin radyolojik sinirini 1 cm gegecek

sekilde planlanmasi gerektigini savunmaktadir (98).

Maksillanin  posteriorunda gérilen ameloblastoma cerrahi sinirin
belirlenmesinin gug¢liginden dolay tehlikelidir. Radyoterapi ameloblastoma
icin nadiren tercih edilir ancak bazi calismalarda ameloblastomanin
radyosensitif oldugu bildirilmistir (98).

Konvansiyonel ameloblastoma, vital yapilara hizla yayilirken hastalarin
kaybedilmesine yol acan direncli, infiltratif bir neoplazm olarak kendini
gOsterir. Bununla beraber timérlerin ¢cogu hayati tehdit eden lezyonlar

degildir. Ameloblastoma nadiren gergek malign bir seyir gosterir (98).
2.2.3. Unikistik Ameloblastoma

Unikistik ameloblastoma, c¢ene Kkistlerine benzer klinik, radyolojik yada
gros belirtiler gbsteren ancak histolojik incelemede kistik kavitenin epitalinde
numinal ve/veya mural timoral blylmeye rastlanan kistik lezyonlardir (76).
Bu ylizden tedavisi ayri bir &nem gerektirir. Unikistik ameloblastoma, yapilan
caligmalara gbre tim intraosse6z ameloblastomalarin %10 ile %15’ini tegkil
eder. Unikistik ameloblastomanin benovo olarak bir neoplazmdan mi, yoksa
non-neoplastik  kist epitelinin  neoplastik transformasyonundan mi
kaynaklandigi hala tartigsiimaktadir.Her iki mekanizmayla da meydana
gelebilme olasihgl vardir ancak hangi hastada hangi yolla gelistiginin

belirlenmesi imkansizdir (98).

Unikistik ameloblastoma geng¢ hastalarda, siklikla hayatin ikinci on yilinda
gbrilmektedir. Unikistik ameloblastoma %90’dan daha fazla mandibulada,
sikhkla posterior bdlgede goérilmektedir. Lezyon genellikle asemptomatiktir
ancak c¢ok bulylUk lezyonlar ¢cenede agrisiz sislige neden olabilir. Cogu
hastada bu lezyonlar, stirmemis mandibular 3.molar disin kronunun
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cevresinde dairesel bir radyolUsensi olarak tarif edilir. Ameliyat bulgulari
lezyonun kist oldugu yéniindedir ancak Unikistik ameloblastoma tanisi,

speysmenin mikroskobik incelenmesinden sonra konur (98).
Unikistik ameloblastomanin Ug¢ histopatolojik varyanti vardir.
Luminal Unikistik Ameloblastoma

Kistin luminal ylzeyinde go6rtlmektedir. Lezyon fibrotik bir kist duvar ile
cevrilidir ve ici tamamen ya da kismen ameloblastik epitelden olugsmustur.
Bu, ters polarite ve baziller stoplazmik vakuolizasyon gdsteren hiperkromatik
cekirdege sahip, kolumnar ve kdboidal hicrelerin bazal tabakasini
gOstermektedir. Cevreleyen epital hiicreleri zayif bir bag olusturmaktadir ve
sitellat retikuluma benzemektedir. Bu bulgu inflamatuar 6dem ile ilgili degildir
(98).

intraluminal Ameloblastoma

Mikrosbik varyanta bir ya da fazla ameloblastoma, kist sinirindan limene
dogru cikintt yapmaktadir. Bu nodulller goéreceli olarak kiguktir yada
buyukgedir ve kist Iimenini doldururlar. Bazi olgularda Iimene ¢ikinti yapan
timoér nodall, unikistik ameloblastomanin pleksiform tipine benzeyen 6demli
bir gérantl sergiler. Bu lezyonlar pleksiform unikistik ameloblastoma olarak
tamimlanir. intraluminal hiicresel proliferasyon, her zaman tamamen
ameloblastomanin histopatolik kriterlerine uymaz, ancak daha belirgin
ameloblastoma bulgular speysmenin baska kisimlarinda bulunmaktadir (98).

Mural Ameloblastoma

Bu varyantta kistin fibr6z duvar tipik folikiler yada pleksiform
ameloblastomayla infilitre olmustur. Ameloblastik intfilitrasyonun derinligi ve
yayginligi degiskenlik gbsterir. Bundan dolayi timdérun yayginhgini belirlemek

icin speysmenin birkag katmanindan birden ¢ok kesitler alinmalidir (98).

Unikistik ameloblastomanin solid yada multikistik tipe gbére daha az
agresif oldugu ve enlkleasyon yada kiretajla tedavi edilmesi gerektigi
bildirilmektedir (98, 76, 116). Pek ¢ok unikistik ameloblastomanin klinik ve

radyolojik bulgulara odontojenik kistlere benzemektedir. Bu timérin tedavisi,
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kistlerde yapildigi gibi entkleasyon seklinde yapiimaktadir. Ameloblastoma
tanisi, kist oldugu tahmin edilen lezyon entkle edildikten sonra yapilan
mikroskobik muayenede konur. Tumoérin intraliminal yayilimi olsun ya da
olmasin, ameloblastik &6geler kistin limeninde bulunursa, enukleasyon
tedavisi yeterli gértlmektedir. Buna ragmen hasta uzun sire takip edilmelidir.
Speysmende fibréz kist duvarinda timér yayilimi gérulirse, tedavi farkl
yapiimahdir. Bazi cerrahlar bu durumda profilaktik  &lgtlerde lokal
rezeksiyonun uygun olacagini savunurken bazilari da hastalan siki radyolojik
takibe alip rekurens gelistiginde ileri tedavi yapmayi uygun gérmektedir (98,
76).

Unikistik ameloblastomanin kiretaj ve entkleasyonla tedavisi sonrasinda
%10 ile 20 lik reklrens orani bildiriimektedir. Bu oran konvensiyonel
ameloblastomanin ayni tedaviyi takiben gérilen %50-90lik reklrens orani ile
kiyaslandiginda bir hayli dugutktar (98).

2.2.4. Periferal ( Ekstraossedz ) Ameloblastoma

Periferal ameloblastoma c¢ok nadir gorulir ve tim ameloblastomalarin
%71’ini tegkil etmektedir. Bu timér ya oral mukozaya komsu epitel
adacilarindan yada ylzey epitelinin bazal epitel hicrelerinden meydana
gelmektedir. Histopatoljik olarak bu timdr intraossedz formun 6zelliklerine
benzemektedir (98).

Periferal ameloblastoma agrisiz, Ulseri olmayan sesil ya da sapli gingival
ya da alveoral mukozal lezyondur. Klinik 6zellikler nonspesifiktir ve ¢ogu
lezyonlar klinik olarak fibromaya benzemektedir. Genellikle 1,5 cm den
kOgUktar, ancak daha blylk lezyonlar da bildirilmistir. Genellikle orta
yaslarda goértulmektedir (98).

Periferal ameloblastoma genellikle gingival ve alveoral mukozanin
posteriorunda maksillaya gére mandibulada daha sik goérilmektedir. Pek az
olguda yilzeyel alveolar kemik hafifce rezorbe olmustur, fakat belirgin bir
kemik tutulumu yoktur. Alveolar yada gingival yumugsak dokulara yakin

bélgelerdeki mukozada gorulebilir (98).
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Periferal ameloblastomada ylzey epitelinin altindaki lamina propriyayi
kaplayan amoloblastoma adaciklari gérilmektedir. Prolifere epitel daha ¢ok
pleksiform ve follikller tipte tarif edilen intraosse6z ameloblastomadaki
Ozelliklere benzemektedir. Olgularin %50’sinde timdérin ylzey epitelinin

bazal tabakayla iligkili oldugu géralur (98).

Intraosse6z ameloblastomada farklh olarak periferal ameloblastoma daha
selim bir klinik seyir g0Osterir. Tedavisi lokal olarak lezyonun eksize
edilmesidir. Olgularin %25’'inde lokal rekurens belirtiimesine ragmen ikinci
lokal eksizyondan sonra rekurens gérilmez. Cok seyrek olmakla beraber
periferal ameloblastomanin malign transformasyonu goésterdigi bildirilmigtir
(98).

2.3. Karsinogenezis

Normal doku homeostazi, hiicre gogalmasi ve 8limindn dizenlenmesi
ile saglanir. Normal dokularda ¢cogalmayi saglayan mekanizmalar ¢cok hassas
bir kontrol altindadir ve sonsuz c¢ogalma gucu sinirhdir. Her kdk hiicre
bélindiglnde olusan kardes hiicrelerden biri kok hiicre olarak kalirken digeri
diferansiyasyon yoluna girer. Normal doku ¢ogalmasi siregleri, diizenleyen
sinyallerin kontroliindedir. Tumoér olma Ozelliginin kazanilmasi, bu kontrol
noktalarindaki degisiklikler sonucu olmaktadir. Kanser olusumunun molekuler
biyolojisi olarak tanimlanan karsinogenezis, genetik ve fenotipik seviyede ¢ok
asamall bir sdrectir (85,11). Oral bdlgede gorilen timdrlerdeki
karsinogenezis, normal hicre fizyolojisini dizenleyen sinyal iletim yollari
icinde yer alan genetik olaylarin, nitelik ve nicelik olarak degisiklige
ugramasiyla sonuclanan karmasik ve cok asamali bir strectir. Normal
kosullar altinda c¢ok iyi kontrol edilen bu uyarici ve engelleyici yollar, oral
epiteliyal hlcre biyolojisini reglle eder. Oral bdlgede goérilen timdrlerin
karsinogenezisinin altta yatan mekanizmalarinin aydinlanmasi, erken teshis
edilerek bireylerin yasam sdrelerinin uzamasina olanak saglayacagi igin, bu
alandaki gelismeler bilyllk dnem kazanmaktadir (140). Oliimciil olmayan
genetik hasar (mutasyon) karsinogenezisin temelini olusturmaktadir. Genetik
hasar, kimyasallar, radyasyon, virUsler, gibi cevresel faktorlerle olusabilecedi
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gibi gelecek kusaklara genetik olarak aktarilabilir. En az dért grup gen bu
surec ile iligkilidir. Bu genler onkogenler, timor stpresoér genleri, DNA tamir
genleri ve programlanmis hicre 6luminU kontrol eden genler zinciridir (11).
Kanser olusumuna yol acan genetik degisiklikler en c¢ok timoér stpresér
genlerde ve onkogenlerde meydana gelmektedir. Proto-onkogenler normal
buyime ve diferansiyasyonu dizenleyen hicresel genlerdir. Onkogenler
olarak aktive edildiklerinde buyime ve diferansiyasyon yollarinin
disregilasyonuna yol acarak neoplastik transformasyon olasiligini arttirirlar
(19). Buyume faktérleri dahil sinyal iletim yollarinda fonksiyon yapan tim
protein yapilar proto-onkogen Grtinuddr. Tamér stpresér genler de normal
hiicresel genlerdir ancak proto-onkogenlerin aksine, inaktive olduklarinda
neoplastik transformasyon gibi benzer bir sonuca neden olurlar (19). TUmér
stpresdr genleri resesif genlerdir, bdylece blylime baskilama islevinin
elimine edilmesi icin her iki kopyanin inaktive olmasi gerekir. inaktivasyon,
tipik olarak genin yada alelin bir kopyasinin delesyonuna ve &tekinin
mutasyonuna bagli olarak olugur. Mutasyona ugrayan kopya, digerinin

inaktive ettigi icin bu 6zellige dominant resesif 6zellik denir (85,147, 11).

Normal hicrelerde, bu 6nemli diizenleyici genlerin sinyallerinin dengesi,
hiicre blyimesi ve diferansiyasyonu koordine eder. Ancak bu sinyallerin
dldzeninin bozulmasi proliferasyonda artma yada programlanmis hicre
6liminde azalmaya neden olur. DNA tamir mekanizmalarn tarafindan
onarilamayan daha ileri anomaliler gelisir ve hlcrelerdeki anomaliler akimule
olmaya devam ettikge neoplastik transformasyon gelisme olasihdi artar.
Hucre proliferasyonu ve hlcre 6limu0 arasindaki bu dengenin programlanmis
hicre oluma ile idamesi, oral epitel dabhil tim yenilenen hicre
populasyonunun stabilitesi icin gereklidir (11). Cene kemiklerinde goérilen ve
herhangi bir malign transformasyon goéstermeyen odontojenik kistler ile
neoplastik trasformasyon gobsterme egilimi olan diger odontojenik
lezyonlarda, bu surecleri belirleyen genlerin tespit edilmesi, bu lezyonlarin
patogenezi, prognozu ve ileri tedavi se¢enegine I1sik tutmasi agisindan son

derece 6nemlidir.
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2.3.1 Apoptozis

ik olarak 1972'de Kerr (56) tarafindan tanimlanan apoptozis, fizyolojik
yada programli hiicre 6lumu demektir. Apoptozis genetik kontrol altinda olup
(83, 40, 31, 117, 2, 20, 93) dokunun bUyUukliginin dizenlenmesinde
mitozun tam tersi rol oynar (56). Apoptozisin, hicresel diferansiyasyon ve
maturasyon gibi normal ddzenleyici mekanizmalarin yani sira  bir ¢ok
fizyolojik ve patolojik olaydan sorumlu oldugu dustnulmektedir (20, 115).
Hicre 6limuyle sonuglanan apoptozis, biyolojik ve morfolojik olarak, akut
patolojik hlicre 6limU olarak tarif edilen nekrozdan farklilik gésterir. Hicresel
nekrozda hicreler yaralanmayi takiben hizlica sigerler, lizise yatkin hale
gelirler ve membran butlinligu bozulur. Hicre igerikleri ekstrasellller bosluga
yayilir ve inflamatuar yanit olusur. Bu sekilde hicre 6lum0 inflamatuar
cevabini da uyaracagindan, nekrotik hiicre élimleri embriyonel gelisim veya
doku hucrelerinin yenilenmesi slrecinde goértulmesi dokularda tahrip edici
etkilere neden olabilir (58). Apoptoziste ise ¢ekirdek ve sitoplazma blzusar,
fragmanlara ayrilir. Olusan bu apoptotik cisimlerden ekstraselller ortama
hicre icerigi sizmaz. Apoptotik hlcreler makrofajlar yada komsu hucreler
tarafindan hizla fagosite edilir. Béylece inflamasyon olusturmadan yok olurlar
(112, 83, 31, 108). Apoptozis c¢ok hlcreli organizmalarda hlcre
proliferasyonun karsiti olan dnemli bir mekanizmadir ve ikisi arasindaki
homeostatik denge, organizmanin gelisimi ve devami icin zorunludur.
Embriyolojik gelisim sirasinda, eriskin hayatta gerekmiyecek dokular
apoptozise ugrayarak yok olurlar. Erigkin hayatta ise organlarin sabit sayida
hiicrelere sahip olmalari ve farklilasmis islevlerin devami, proliferasyon ile
6lim arasindaki dengenin korunmasi ile olur (26, 117,93, 120). Apoptozis ,
fizyolojik islevi diginda patojenlere karsi savunma gdérevi de goérlr. Apoptozis
memeli morfogenezisinde organlarin sekillenmesini saglar ve varhdi kendisi
icin tehlike olusturan infekte yada genetik olarak hasarli veya kendine karsi

immunolojik olarak reaktif olan hicreleri ortadan kaldirir (26, 31, 2, 120).
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2.3.2 Apoptozis ve Kanser

Doku buoytrken, cogalan hicrelerin  dizenlenmesinde  6nemli
homeostatik fonksiyon yapan apoptotik sdre¢, timér gelisiminde,
progresyonunda ve tedavisinde 6nemli rol oynamaktadir (57). Normalde
hicre proliferasyonu ile hicre 6limu bir denge halindedir ve bu sekilde
dokular belirli hiicre sayilarini korurlar. Bu slrecin defektif regtlasyonunun
kanser, AIDS, otoimmln hastaliklar ve santral sinir sisteminin dejeneratif
hastaliklarinin  etyolojisinde etkisi oldugu ileri sOrGlmagstir (18). Bu
hastaliklarda, apoptotik 6lime ugramasi gereken DNA’si hasar gérmus
hicreler yasamaya devam edecek ve Kkontrolsiz bir ¢ogalma
gerceklesecektir. Apoptozisin genetik kontroll tam olarak anlasiimamistir.
Bircok arastirma, bazi onkogen, timér stpresér gen ve blaylime faktérlerinin
bu sirecin dizenlenmesinde etkili oldugunu ortaya koymustur (90, 57, 36,
120).

inaktivasyonlari timérigenezise yol agcan p53, DCC (deleted in colon
cancer) ve retinoblastom geni (RB) gibi tim&r stpresér genlerin kesfi, insan
karsinogenezisini anlamamizda yeni ufuklar agmistir (73). Son zamanlarda
Uzerinde en c¢ok arastirma yapilan gen p53 genidir. Bu genin hUlcre
proliferasyonunda o6nemli rol oynadigi bilinmektedir. Normal p53 islev
kaybinin, invitro olarak hlcre transformasyonuyla ve invivo olarakda

neoplazmlarin geligimi ile iligkili oldugu 6ne strilmektedir (42, 152,19, 130)
2.4 p53 Tumor Supresor Gen

p53 Proteini, ilk olarak Simian Virus 40 (SV40) ile enfekte veya
transforme hcrelerde buylk timér antijenine baglanan bir protein olarak
bildirilmigtir (73, 89). “Wild tip” p53 geni, insan 17. kromozomunun kisa
kolunda yer alir ve insan kanserlerinde en sik degisiklige ugrayan gendir (92,
47, 85, 73,89).

Gecmis yillarda p53 geninin, igcerisinde hicre siklus kontrol, DNA
tamiri, genom stabilitesi, programlanmis hicre &6limi (apoptozis),
diferansiyasyon ve anjiyogenezisin de bulundugu c¢ok c¢esitli hlcresel
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olaylarda anahtar role sahip oldugu gésterilmistir (89, 130,151). Ayni adla
anilan nukleer bir fosfoproteini kodlayan p53, 53 kilodalton agirliginda 393
amino asitten meydana gelmekteir (47, 105). Bu gen hicre blylmesi ve
transformasyonunu baskilayarak hicre cogalmasini kontrol eden faktorlerin

basinda yer almaktadir (30).

p53’0n Wild tip formu timér stpresér geni islevi gbrir ve mutant formu
timorijenik aktiviteyi gosterir (75). Wild tip p53 proteini “molekdler polis”
olarak hareket eder ve genom bltinliginin devamhhigini kontrol eder (71,
Sionov ve Haupt, 1999). Fizyolojik kosullarda normal hicre béliinmesi icin
p53’Un gerekliligini gésteren herhangi bir kanit yoktur (73,92, 19). Wild tip
p53, 6-20 dakika gibi kisa bir yari émure sahiptir ve immunohistokimyasal

yontemlerle tespit edilemez (102).
2.4.1. DNA Hasari ve p53

p53 Proteini, DNA hasari, hipoksi, nikleotid eksikligi, hiperoksi, redoks
potansiyeli degisiklikleri ve aktive onkogenler gibi ¢esitli hiicresel streslere
cevap olarak apoptozis veya hiicre siklus arestinde kritik bir rol oynar. Aktive
olan p53, hedef DNA'ya sekans spesifik baglanarak transkripsiyon
(kopyalanma) faktér( olarak etki eder (71, 153, 30). Genetik hasara ugramis
hucrelerin eliminasyonu fonksiyonel p53 proteini varhidina baghdir (71). DNA
hasarini takiben p53 proteini hizli bir sekilde birikerek aktive olur (89,110,
130). Genomun gardiyani olarak bilinen p53 proteini, DNA hasarinda hicre
siklusunu G1 fazinda durdurarak S fazina girmesini engeller. Bu sayede,
genetik defekt dlizeltilene kadar proliferasyonu engelleyerek DNA’nin onarimi
icin hiicrenin zaman kazanmasini saglar. Onarim basarisiz olursa, p53
apoptozisi tetikleyerek mutasyona ugramis hulcrelerin kendi kendini yok
etmesini saglar (Sekil 2.1) (71, 89).
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Sekil 2.1 p53 proteininin islevi (71)

Hulcre siklusu sirasinda duraksatilmis hicreler, DNA’larini onararak ya
siklusa geri dbénerler yada diferansiye olurlar. Onarimi gerceklestiremeyerek
mutasyona ugrayan hicreler ise apoptozis yéninde tetiklenir. p53, bu etkisini
ptroto-onkogenlerden apoptozisi stimule eden bir 6lum proteini olan bax’i
indUkleyerek ve anti-apoptotik ajan-olarak goérev yapan bcl-2 genini
baskilayarak gerceklestirir. p53 geninin islev yapamadidl durumlarda
apoptotik cevap aktive olmaz, DNA hasarl hlcre proliferasyona devam eder

ve malign koloniler olusur (30).

Ayrica, DNA hasarini takiben, hicrelerin G1’de arest olmayip, S yada
G2 fazinda arest olmasi da tamir i¢cin zaman kazanmay! saglamaktadir.
Bununla birlikte bazi terapétik ajanlar p53'G etkileyerek G2'deki aresti
modifiye edebilir. p53, G2 aresti icin gerekli olmamasina ragmen, kafeinin,
aresti durdurmasini engelledigi bilinmektedir. UCN-01 (staurosporin),

streptomices stauropores bakteriden izole bir proteinkinaz C inhibitéridar ve



24

apoptozis indUkleyicisi olarak pek c¢ok norolojik hastaligin tedavisinde

kullaniimaktadir .
2.4.2 Mutant Tip p53

Herhangi bir nedenle genetik dedisime ugrayan p53 geni, tamor
sUpresoOr gen olma 6zelligini kaybeder (121). p53 insan kanserlerinde en sik
degisiklige ugrayan gen olarak bilinir (47, 135, 89). p53 genindeki biyolojik
degisiklikler proteinin asirt salinimi, nokta mutasyonlar yada delesyon
seklinde izlenir (70). Nokta mutasyonlar (missense) p53 geninde %90’dan
fazla meydana gelmektedir (71, 89, 94, 110). Mutant tip p53 geni hicre
siklusunu kontrol etme yetenegine sahip degildir. DNA hasari oldugunda
hiicreyi G1’de durduramaz. Ayrica DNA’'ya baglanma 6zelligi olmadigindan
transkripsiyonu da kontrol edemez (55, 47, 89). Mutant tip p53’tn wild tip p53
aktivitesini inhibe ederek yarilanma Oomrd uzun mutant forma soktugu
gOsterilmistir (10, 71). Tumor olusumu ile iligkili bazi virGslerin (adeno viris,
simian virs 40, HPV) p53’Un inaktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir (28,
30, 48, 119).

p53 mutasyonlari ile, p53 proteininin genom gardiyani gbrevi ortadan
kalkmakta ve DNA zedeleyici etkenlerin hicreyi etkilemelerine ortam
hazirlanmaktadir (89).

p53’Un insan kanserleri iginde en ¢ok mutasyona ugrayan ve dolayisi ile
genetik degisikliklerin birikimine yol agarak normal hicre bliylmesi kontroll
ve terminal diferansiyasyonunun bozulmasinda etkili bir gen oldugu
bilinmektedir. p53 timdr slpresér geni, bu fikirden yola cikarak pek cok
kanser arastirmalarina konu olmustur. Pek cok arastirmada p53 geninin
cesitli analizler sonucu pozitif gctkmasi timoér geligimi ile iliskilendirilmistir. p53
geni ekspresyonu primer akciger kanserlerinde (50), bas boyun bdlgesinde
g6rilen skuaméz hicreli karsinomlarda (38, 87, 129, 88, 35, 70, 100, 109),
cene kemiklerinde meydana gelen osteosarkomlarda (103), malign mukozal
lezyonlarda (102), brongial displazi ve akciger skuaméz hicreli
karsinomlarda (17, 99), 6zefagial skuaméz hucreli karsinomlarda (118),
kolorektal neoplazmlarda (6) gastirik prekanser6z neoplazmlarda (127),
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lenfoma ve reaktif lenf nodu ile lenfatik malignensilerde (143, 132), benign
deri lezyonlari ve UV ile irradiye olmus normal insan derisinde (43, 133)
arastinlmistir. Bu tUmor sUpresér genin asirt ekspresyonu bazi yazarlar
tarafindan direkt timoérin malignensisine baglanirken, bazi benign
lezyonlarda neden kuvvetli ekspresyona rastlandigi ve her ekspresyonun
malign transformasyon ile iligkilendirilmesi mi gerektigi tartisma konusu

olmaya devam etmektedir.
2.5. Nitrik Oksit

Nitrik Oksit (NO) soguyan gezegenin atmosferinde olusmus dinya
Uzerindeki en eski molekullerden biridir. Belgikali bilim adami Jan Baptista
van Helmont 1610 civarinda NO’i laboratuarda ilk sentezleyen kisi olarak
tanimlanabilir (16). 1772'de Joseph Priestley buna “nitr6z hava” adini vermis
ve bitkilerin hayatini desteklemedigini ancak maruz kalan etin bozulmasinin
yavasladigini tespit etmistir (16). 1980’lerin basinda NQO’in bakterisidal bir
ajan olarak gbdzden gecirilmigtir ancak 1987°'de endotel kaynakli gevsetici
faktér (EDRF)’Un iglevlerinden sorumlu kimyasal oldugu bulunmustur (104,
51). Bu bulusu takiben, NO ile ilgili calismalar cok fazla sayida artmistir. Her
ne kadar ilk raporlar vaskuler tonus Uzerine etkisine odaklanmig olsa da
ilerleyen zamanlarda NO’in ¢ok genis bir aralikta hem fizyolojik hem de

patofizyolojik etkilerinin oldugu saptanmistir (16, 64).

Nitrik oksit ¢ok yonll bir biyolojik haberci olup, farkl biyolojik etkilere
sahip olabilen bir kimyasal maddedir. Aslinda nitrik oksit baslangicta cesitli
biyolojik fonksiyonlarin regllasyonunda gbérev alan, hicre i¢i ve hicreler
aras! bir haberci molekll olarak tanimlanmistir. Bu gbérevlere tipik 6rnek
olarak sinir sistemindeki nérotransmiter fonksiyonu ve damar diz kaslarinin
gevsemesine olan etkileri sayilabilir. Daha sonraki calismalarda, |6kositlerin
endotel hicrelerine yapismalari ve inflamasyonda oldugu dokuya g6¢
etmesinde, platelet agregasyonun inhibisyonunda, damar gegirgenliginin
kontroliinde, penil erreksiyonda, immun sistemin fonksiyonlarinda, barsaklar
ve bdbreklerde tuz ve su emiliminde de nitrik oksitin regulatér fonksiyonlara

sahip oldugu gosterilmigtir. Bugtn, bilindigi kadari ile, vucidun hemen her
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hicresinde nitrik oksit ile kontrol edilen ¢ok sayida tepkime ve fonksiyon
vardir. Bu nedenle vicudun her hicresinin nitrik oksitin hedefi oldugu
sOylenebilir ( 58, 134).

Nitrik oksitin hucreleri sitotoksik etkilere kargi koruyucu etkileri de
tanimlanmigtir. Radikal 6zelligine sahip bir bilegik olan nitrik oksit, bu 6zelligin
bir geregi olarak, basta oksijen radikalleri olmak Uzere diger atom merkezli
radikallerle tepkimeye girerek, kendisiningg. ve tepkimeye girdigi radikalin
radikalik 6zelligini sonlandirir. Bu 6zelligi nitrik oksite tokoferoller ve askorbik
asite benzer antioksidan bir 6zellik kazandirir. Nitrik oksitin doku ve hicreleri
cesitli bilesiklerin sitotoksik etkilerine karsi koruyucu etkisi de vardir. Bu
koruyucu etkisini, l6kositlerin hlicre ylzeyine tutunmalari ve yapismalarini
inhibe ederek godsterir. Nitrik oksitin belirlenen bir diger koruyucu etkisi ise
Tumor nekrotizan faktér (TNF) toksisitesine karsi htcreleri koruyucu etkiye
sahip olmasidir ( 58).

Belirtilen regllatér ve koruyucu etkilerinin yani sira, nitrik oksit sitotoksik
etkilere de sahiptir. Ornedin konakginin anti-timdr ve anti-patojen cevabi
sirasinda, nitrik oksit, Uretimi gerekli olan bir molekuldir. Normal fizyolojik
homeostatik kontrolde gorev alan nitrik oksit, cesitli inflamatur olaylar ve
hastaliklarda sentezi artan ve doku hasarina katkida bulunan etkenlerden
biridir. Artirit, ateroskleroz, doku enfarksiyonlari, dejeneratif néral hastaliklar,
diyabet ve pek cok diger hastaliklarda nitrik oksit sentezi artar ve Uretilen
nitrik oksit doku hasarina dogrudan katkida bulunur. Nitrik oksit’in sitotoksik
etkilerinin molekuler dizeydeki nedeni, nitrik oksitten kaynaklanan reakif
tirlerin enzim inhibisyonlarina, DNA parcalanmalarina, zar lipidlerinin
oksidatif yikimina ve hiicresel antioksidanlarin tiketimine neden olmalaridir
(58). Nitrik oksitin bu ¢ok yonli etkileri sekil 2.2 de 6zetlenmistir.
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Platelet agregasyonunun inhibisyonu
Renal ve intestinal gorevleri

Diiz kaslarin gevsemesi

Hiicre adhezyonunun kontrolu
Damar gecirgenligine etkileri
Immiin sistemdeki fonksiyonlar

Anti inflamatuar etkileri

{ Antioksidan fonksiyonu
TNF toksisitesine kars: etkileri

Antioksidanlar tiiketmesi

Enzim inhibisyonlari

DNA hasarlar

Lipid peroksidasyonu

Diger toksik etkenlere duyarlilig1 arttirmasi

NITRIK OKSIT

Sekil 2.2 Nitrik oksit molektlinin ¢ok yonll etkileri (58)
2.5.1. Nitrik Oksitin temel kimyasi

Herhangi bir atom veya molekilin dis yéringelerinde bir veya daha
fazla paylasiimamig elektronun bulunmasi, s6z konusu kimyasal maddenin
reaktivitesini arttirir. Nitrik oksitte, bir nitrojen atomu ve bir oksijen atomunun
dizeni bir adet paylasiilmamis elektrona sebep olur bundan dolay! bu molekdil
yiksek oranda reaktif bir serbest radikaldir (58). Bununla birlikte diger
serbest radikallerden daha az reaktiftir ve fizyolojik sicakliklarda kendisi ile
reaksiyona girmez (16). Nitrik oksit sUperoksit, oksijen, tiol gruplarn ile
reaksiyona girerek nitrozotioller, toksik bir molekil olan peroksinitrit ve nitritler
gibi bir ¢ok diger Grinin olugmasini saglar (16). Peroksinitrit, nitrik oksit ve
superoksit radikalleri ayni ortamda var oldugunda olusur ve 6zellikle DNA ve
DNA tamirinde 6nemli enzimlere kargl yuksek toksisitesi vardir ( 150). TUm
bu reaktif nitrojen oksit tdrleri gecis metallerle (civa ve hem-igeren
proteinlerdeki demir gibi) ve cesitli enzim ve proteinlerdeki tiol gruplar ile
reaksiyona girer. Sonug olarak meydana gelen etkiler konsantrasyona
baghdir, ancak sitokrom c oksidaz gibi enzimlerin inhibisyonuna bdylece
azalmis ATP Uretimine ve hlcre 6limUne sebep olabilir (16).
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2.5.2. Nitrik oksitin sentezi

Nitrik oksit, Nitrik oksit senteazlar (NOS) adi verilen kompleks bir grup
enzimlerce sentezlenir. Bunlar bilinen en karmasik enzimlerdir ve aktiviteleri
icin pek cok faktér ve ko-faktdre ihtiya¢ duyarlar. L-arjinin amino asiti NOS
enzimlerinin supstratidir, nitrik oksit ve yan 0rin olarak I-sitrulin olusumu
gerceklesir (84).(Sekil 2.3)

H,N H5N H,oN
£EN e AN :
C=NH /C:N-OH 9:[
7
HN NADPH NADP* HN 0,5 NADPH 0,5 NADP+ HN
¢ = CH S
: —_—— ~ s =
o 7 ~ i el NG
HEC\ On 2 Hzc\ f.iw_ H_\U Hz(\
CH, CH» CH,
g i H NH(/:
H,NI l(,\ HQNHC\ 2 3
COOH COOH COOH
L-Arjinin N-Hidroksi-Arjinin Sitrulin

Sekil 2.3 L-Arjininden Nitrik oksit sentezi (58)

Her biri ayri genlerece Uretilen G¢ tip NOS enzimi vardir ve bulunma
zamanlarina go6re adlandinimiglardir (122). NOS1 néral dokulardan ilk
saflastirilan ve klonlananlaridir, bu sebepten dolayr néronal NOS (nNOS)
olarak da adlandiniimigtir. Bu enzim merkezi sinir sistemi ve néronlarda
haberci molekil olarak kullanilan nitrik oksitin salinimindan sorumludur (58).
NOS3 endoteliyal hicrelerde ilk bulunan izoformudur ve endoteliyal NOS
(eNOS) olarak adlandiriimistir. Bu enzim endotelial gevsetici faktéri
(EDRF)’Gn salinimindan sorumludur (58.) Sirasiyla endotel hicreler ve
noéronlardan surekli Uretildikleri icin NOS1 ve NOS3 konstititif NOS
(cNOS)’lar olarak ta adlandinlirlar (45, 58). Bu iki enzim aktiviteleri icin doku
kalsiyum konsantrasyonundaki artiglara bagimhidirlar ve bu sebeple nitrik
oksiti disUk, kisa sureli konsantrasyonlarda dretirler. Bu iki izoformun aksine
NOS2 indiklenebilir — bu sebeple indiklenebilir NOS (iNOS) olarak
adlandirimistir — kalsiyumdan bagimsiz bir izoformdur (16, 32).

eNOS ve nNOS’In tersine iINOS indiklendiginde slrekli bir nitrik oksit

dretimi gerceklestirir (16). Ayrica bir kere indiklendikten sonra iINOS enzimi
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diger iki NOS izoformuna gbére ¢ok daha yiksek konsantrasyonlarda,

saatlerce veya glnlerce (144) nitrik oksit Gretmeye devam eder.

NNOS ve eNOS izoformlarinin aksine, hdcrelerde iINOS izoformunun
aktivasyonu DNA diizeyinde kontrol edilir. indiiklenmemis hiicrelerde iNOS
aktivitesi cok dlisik veya olcllemeyecek kadar azdir. iINOS’In en énemli
indukleyicileri timor nekrotizan faktor alfa (TNF-a), interferon gama (INF-y),
lipopolisakkaritler (LPS) ve interlékin-1 (IL-1)'dir (58, 60, 142). iNOS
ekspresyonunu nitrik oksitin kendisi, TGF-8,IL-4,IL6,IL8 ve IL 10 inhibe eder
ve bunlarla birlikte, glukokortikoidler, siklosporin gibi bazi immuanosupresif
ilaglar da inhibisyonda etkilidir (58, 16).(Tablo 2.1)

Tablo 2.1 iINOS indukleyicileri ve indiksiyon inhibitérleri (58)
Indiikleyiciler

*Sitokinler (IL-1, INF-y, TNF-o)

*Biiyiime faktorleri (PDGF, FGF)

*Protein kinaz C aktivatorleri (forbol esterleri)

*cAMP-arttiric1 etkenler (forskolin, dibutiril cAMP)

Indiiksiyonun inhibitorleri
*Sitokinler (IL-4, IL-8, IL-10, monosit kemotaktik protein-1,
makrofaji deaktive eden faktor
*Biiyiime faktorleri (TGF-B1, 2, 3, PDGF-AB, PDGF-BB, IGF-I)
*Tirozin kinaz inhibitorleri (genistein, herbimycin A, Tyrphostin)
*NF-xB inhibitérleri (pyrrolidine dithiocarbamate, diethyl- dithiocarbamate)
*Glukokortikoidler

iINOS un énemli bir regulatéri ise timor stpresér gen olan p53’ tir ve
artmis hlcresel nitrik oksit seviyesini algilayarak negatif feedback déngusu
ile INOS’1 inhibe eder. Bu iligkinin oral kanserlerde ¢ok farkli énemleri vardir
(16).

2.5.3. Nitrik Oksit’in Sitotoksik ve Apoptotik Etkileri

Sitokinler ve toksinler, makrofajlar ile gok sayidaki diger hiicreleri INOS
sentezini indUkleyerek uzun sureli ve ylksek derigsimde nitrik oksit sentezine
neden olurlar. Bu nedenle, inflamasyon, sitokinler, bakteriyel toksinler nitrit ve
nitrat olusumunu arttirirlar. Nitrik oksitten kaynaklanan reaktif tlrler sitotoksik
etkili olduklarindan, mikroorganizmalara kargi immin savunma sistemine

katkida bulunurlar. Bu nedenle, iINOS-eksikligi olusturulmus deney hayvanlari
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patojenlere karsi cok daha duyarhdirlar (58). Nitrik oksitten kaynaklanan
reaktif tirler anti timor etkilere de sahiptirler. Vicutta Uretilen bu tar reaktifler
konakglyr da etkilediklerinden, sentezi saglayan makrofajlar ve yakin
cevredeki hlcreler Uzerinde de sitotoksik etkilere sahiptirler. Nitrik oksit'in
sitotoksik etkilerinin glikoliz, sitrik asit déngusa ve 6zellikle de mitokondiriyel
solunumun inhibisyonundan kaynaklandigi kabul edilmektedir (58, 60). invitro
ve invivo ¢alismalar, otoimmun diyabet basta olmak lzere, ¢esitli diyabetlerin
patogenezinde nitrik oksit yapiminin etkili oldugunu géstermektedir.

Hicre tipine bagli olarak nitrik oksit proapoptotik ve antiapoptotik
etkilere sahiptir. Her ne kadar nitrik oksitin kaynagi ve konsantrasyonu
hicrelerin nitrik oksite maruz kaldiklarindaki cevabini belirlese de, nitrik
oksite kargi proapoptotik ve antiapoptotik cevabin olusmasi etkilenen
hiicrelerin tipine 6zeldir (27, 41, 60, 68, 72, 139, 146). Antioksidanlarin
mevcudiyeti gibi cesitli degiskenler de degisik nitrik oksit saglayicilarinin
apoptotik potansiyellerini azaltabilir (60, 138). Nitrik oksite karsi butliin bu
hiicre 6limU cevaplari, hicre tipleri arasinda ¢ok degisik yanitlarla birlikte,
nitrik oksitin disik dozlarinda apoptotik ve yiksek dozlarinda nekrotik olarak
gerceklesir (52, 54, 60, 81).

2.5.4. Nitrik Oksitin Karsinogenezisteki Rolii:

Normal somatik hiicrenin kanser hilcresine degisimi genellikle pek ¢ok
genetik degisikligin sonucunda meydana gelir ve bu onkogenlerin
aktivasyonunu ve timoér sdpresdr genlerin inaktivasyonunu icerir. Bu
degisiklikler hucrenin, hucre proliferasyonunu, migrasyonunu,
diferansiyasyonunu ve hicre 6limunt kontrol eden normal mekanizmalardan
kagmasina olanak verir (16). Karsinogenezise yol agan mutasyonlarin sikligi
hicresel mikro-gevredeki kimyasallarca ve daha az kapsamda genetik

predispozisyonla belirlenir(16).

Nitrik oksit ve reaktif oksijen turlerinin olusturdugu reaktif nitrik oksit
tirleri DNA’y1 direkt hasara ugratabilir. Nitrik oksitin DNA’da hasar
olusturmasinin U¢ kimyasal mekanizmasi vardir. Birincisi reaktif nitrik oksit

tirlerinin DNA yapisi ile direkt reaksiyonlaridir. ikincisi DNA tamiri siirecini
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inhibe etmesidir. Uclinclisii ise peroksit ve alkilleme ajanlari gibi genotoksik
tarlerin Gretimini arttirmasidir (149). Aerobik bir ortamda reaktif nitrik oksit
tirleri memeli ve bakteri DNA’larinda tek sarmal yapida bozulmalara yol
acabildigi gibi sitozin, adenin ve guaninin deaminasyonuna sebep olur (78).
Nitrik oksitin amino asitlerdeki tiyol gruplarina buyuk bir afinitesi vardir ve
sonu¢ blylk miktarlarda sistein artiklari bulunduran DNA ligazlarin (DNA
tamir enzimi) inaktivasyonu olabilir (150). Yuksek konsantrasyonlarda Nitrik
oksit genetik mutasyonlara sebep oldugu icin, uzun sureli nitrik oksite maruz
kalmanin karsinogenezisde énemli bir rolU oldugu distntlmektedir (13, 46,
79, 69, 96).

Nitrik oksitin karsinogenezi tiumor stpresér gen olan p53’'0 inaktive
ederek ilerlettigi de dne stralmustir (16). Nitrik oksitin esas etkisi miktarina,
hiicrelerin redoks durumuna, hilcre tipine ve metallerin bulunmasina baghdir
(49). Bununla birlikte insan kanserlerinde nitrik oksitin, tretilen miktarlardan
dolayi, mutajenik olup olmadi§i tarigma konusudur. Invitro bir calismada
bronsial hiucrelere Nitrik oksit sunuculari ve kemirgen iNOS geni transferi
sonrasl p53 geninde kayda deger bir mutasyon izlenmemistir (37). Buna
karsihk akciger kanserlerinde toplam NOS aktivitesi ve p53 mutasyonlari
arasinda pozitif korelasyon oldugu goésterilmistir (3). Forester ve dig. (39)
normal ve timd&r hlcrelerinde nitrik oksit'e maruz kalma sonrasi wild tip p53
proteini akumulasyonun oldugu ve sonucunda iNOS aktivitesinin distigunu
bildirmiglerdir. Ancak sadece wild tip p53’Un bu etkiye sahip oldugunu mutant
p53’Un bu etkiye sahip olmadigini bildirmislerdir (39). p53 hiicresel nitrik oksit
icin ¢ok duyarl bir algilayicidir ve nitrik oksit konsantrasyonlari yiksek
oldugunda apoptozisi indiklemeden 6nce iINOS’I baskilar (16). Bu sebeple
oral kanserlerde cok sik bir bulgu olan p53 mutasyonlari potansiyel olarak

zararh etkileri olan kontrolstiz INOS aktivitesine sebep olabilir.
2.6. Gen Bozukluklarini Tespit Etmede Kullanilan Analizler

Tamor sOpresdér gen ve onkogenlerde meydana gelen bozukluklari
tespit etmede pek ¢ok analiz kullaniimasina ragmen en etkili yontemler PCR
(Polymerase Chain Reaction), SSCP (Single-Stranded Conformation
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Polymorphism) ve immiinohistokimyasal yéntemlerdir. Ayrica gelismis bir
sitognetik teknik olan In Situ Hibridizasyon (direkt olarak kromozomal
anomalileri tespit eden analiz) analizi de kullanilabilir. PCR ve SSCP
teknikleri, gen mutasyonlarinin saptanmasinda en etkili molekller genetik
ybntemler olmasina ragmen, mikemmel labarotuar kosullari gok zaman ve
para gerektiren ve uygulamada pek cok guclikle karsilasilan tekniklerdir.
Apoptotik hicrelerin varhigini direkt olarak tespit eden TUNEL yada mTunel
teknigi de, apotozis ile iligkili proteinlerin apoptotik etkilerini tespit etmede,
immunohistokimyasal analize destek olarak kullanilan ileri bir tekniktir (44,
91).

imminohistokimyanin patolojide pek ¢ok avantaji bulunmaktadir.
Birincisi, bu teknik rutin olarak hazirlanmig doku &érneklerine uygulanilir ve
patologa alisik oldugu mikroskop sartlarinda ¢alisma olanagi saglar. ikincisi,
cok hassas bir sistemdir, gbreceli olarak distk dizeydeki antijen
ekspresyonunu dahi tespit edebilir ve dikkatli secilirse, antijen-antikor
baglanmasi cok spesifik olabilir. Uclinci avantaji ise, gereclerin diger
tekniklerle kiyaslaninca ucuz olmasi ve laboratuarda ¢ok az yere ihtiyag
duyulmasidir (53). imminohistokimya, dokuya bazi antikorlar uygulayarak
spesifik kimyasal maddeleri tespit etmeye yarayan analizdir. Antikorlar doku
kesitlerine uygulanip ilgili antijene baglanir. Daha sonra bu antikorlarin
lokalizasyonu tayin eden belirleyici molekuller kullanilarak bunlari gérunir
hale getiren yéntem uygulanir. in vivo olarak, antijene verilen yanit acikca
gorulmektedir. Bu antijen Uzerinde bulunan ¢ok sayidaki determinantlara
(antijen Ozerindeki epitopik bdlgeler) reaktif olan antikorlara poliklonal antikor
denir. Monoklonal antikor, immortal olarak transforme olmus melez hlicreden
uretilen daha spesifik idiotiptir. immiinohistokimyasal analizde her zaman
mutasyon varliginda pozitif boyanma elde edilmez. Bu ylzden bu analizler
genetik analizlerle desteklenmeli ve kesin mutasyon varli§i ondan sonra

tartisiimalidir (91).
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GEREC VE YONTEM

Bu retrospektif calismada dentijer6z kist, odontojenik keratokist ve
ameloblastoma teshisi konulmus ve arsivlenmis 6érneklerde timor stpresor
gen p53 ve indUklenebilir Nitrik oksit senteaz enzimi immunohistokimyasal

ybntemlerle degerlendirilmigtir.
3.1 Ornekler

Bu tez galismasina 1990-2007 yillari arasinda Hacettepe Universitesi
Dis Hekimligi Fakultesi Agiz, Dis, Cene Hastaliklari Ve Cerrahisi Anabilim
Dalinda opere edilerek, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dalinda dentijer6z kist, odontojenik keratokist ve ameloblastoma
teshisi konulmus patolojik érnekler dahil edilmistir. Bu yillar arasinda ilgili
teshisler konulmus tim &rnekler degerlendiriimis ve epitelyum butinlGga
bozulmus veya epiteli degerlendirilemeyecek kadar inflamasyon igeren
speysmenler calisma disinda birakilmigtir. Buna gbére 25 dentijer6z Kkist
olgusu, 30 odontojenik keratokist olgusu, 32 ameloblastoma olgusu
calismaya dahil edilmistir. immunohistokimyasal analiz icin arsivlenmis

orneklerin secilen parafine gémulmus doku bloklart kullaniimigtir.
3.2 immunohistokimyasal Yéntem

Parafine gdbmualmuUs odontojenik kist ve tumor dokularin boyanmasinda

asagida belirtilen protokol uygulanmistir:
1. Parafine gdmulmus dokulardan 5 mikron kalinhginda kesitler elde edildi.

2. Dokular deparafinize edildi ve 4 kere 5 dakika ksilolde, ve 3 dakika %100
etanolde yikandi.

3. Distile su ile 3 dakika yikandi.

4. Tum Kkesitler endojen peroksidasyonun inhibisyonu igin 10 dakika
hidrojen peroksit ile muamele edildi ve 10 dakika boyunca 3 kere distile
su ile yikandi.
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5. Her bir kesite 3-4 damla primer antikor damlatildiktan sonra ( Anti-iNOS
rabbit polyclonal antibody; Assay Designs Inc., Michigan 48108, USA;
p53 mouse monoclonal antibody, Clone DO-7, N1581, “Ready to use”,
Dako 6392 Via Real, Carpintera CA 93013, USA) oda sicakliginda 10
dakika iINOS igin, 10 dakika p53 antikoru i¢in inkibe edildi.

6. Kesitler 3 kere PBS (phospate buffered saline) ile yikandi ve fazlaliklar
akitildi.

7. 10 dakika boyunca iki kere, tasacak coklukta %10 normal serum

uygulandi ve daha sonra 3 kere PBS ile yikanip fazlaliklar akitildi.

8. Kesitler, oda sicakliginda 3-4 damla biyotinlenmis baglayici antikor
(sekonder) ile 10 dakika islemden gegcirildi ve 3 kere PBS ile yikandiktan

sonra fazlaliklar dikkatlice akitildi.

9. Kesitlere streptavidin ajani damlatiip oda sicakhginda 30 dakika
bekletildikten sonra 3 kere PBS ile yikandi.

10. Géruntileme igin kesitlere peroksidaz isaretli kromojen diaminobenzidin
(DAB) damlatilarak oda sicakliginda 5-10 dakika bekletildi.

11. Kesitler 5 dakika boyunca 3 kere distile su ile yikandi.

12. Zit boyama igin hematoksilen kullanildi ve kesitler dehidratasyon igin 4
kere degistirilerek alkolde 3 dakika bekletildikten sonra ksilol ile 4 kere 3
dakika temizlendi ve kapatildi.

Degerlendirmeler 151k mikroskobunda yapildi. Boyamalar x10, x20,
x40 objektifler kullanilarak 1sik mikroskobunda degerlendirildi. p53 igin
cekirdek, iINOS icin sitoplazmik boyamalar pozitif olarak kabul edildi. Belirgin
olmayan veya sUpheli boyamalar negatif sonug olarak degerlendirildi.

3.2.1 iNOS immiinoreaktivitesinin Degerlendirilmesi

Anti-iNOS  antikoru  uygulanan  speysmenlerin  mikroskobik
incelemesinde, sitoplazmasinda herhangi boyanma gértlmeyen veya stpheli
boyanma gbziken epitel hlcreleri negatif olarak degerlendirildi.
Sitoplazmasinda boyanma gérilen hdcreler boyanma yogunluguna goére
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hafif boyanmada +1, siddetli boyanmada +2, bazi bdlgeleri hafif bazi
bdlgeleri siddetli boyanma gdésteren olgular +1 +2 olarak degerlendirildi.
Ayrica speysmendeki tim kistik veya timoral epitelin boyanma yutzdesine
gbre, %25 ve altindaki ylzdelerde boyanmada fokal olarak, % 25-50 arasi
ve, %50-100 olarak siniflandinidi.

3.2.2 p53 immiinoreaktivitesinin Degerlendirilmesi

p53 immunreaktivitesi, boyanan alanlarin  fazlahdina  gére
degderlendirildi. Buna gbére ¢ekirdek boyanmasi gdstermeyen zayif gdsteren
veya tek tlk boyanma gdsteren érnekler negatif olarak tanimlandi. Cekirdek
boyanmasi gdstermesine karsin preparatin geneline gére sadece belirli alani
kapsar sekildeki boyanmalar Fokal + olarak degerlendirildi. Preparatin
genelinde belirli bir alani degdil ¢odunlugu kapsar sekildeki boyanmalar ise
Yaygin + olarak degerlendirildi.
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BULGULAR

Bu calismada dentijeréz kist, odontojenik keratokist ve ameloblastoma
teshisi konulmus ve tedavisi yapilmis hastalarin arsivlenmis speysmenleri
kullanildi. Bu lezyonlardan 25 dentijer6z kist olgusu, 30 odontojenik

keratokist olgusu, 32 ameloblastoma olgusu calismaya dahil edildi.
4.1 Dentijerdz Kist immiinboyanma Bulgulari

Yapilan mikroskobik incelemelerde p53 reaktivitesi hlcrelerin
nukleuslarinin koyu kahverengi olarak boyanmasi ile, iNOS reaktivitesi ise
hicrelerin  sitoplazmalarinin  dedisen yogunlukta kahverengi olarak
boyanmasi ile ayirt edilmigtir. Sekil 4.1 ve 4.2 de dentijer6z kist epitelinde
bazal membrana komsu hicrelerde p53 reaktivitesi, sekil 4.3 ve 4.4'te

dentijerdz kist epitelinde siddetli INOS reaktivitesine érnekleri gdsterilmigtir.

Yapilan immunohistokimyasal boyanma sonucunda boyanma
yogunluguna goére 25 dentijer6z kistin, 7 sinin epitelinde iINOS immdn
boyanmasi negatif olarak, 15 inde +1 olarak, 2’sinde +2 olarak ve 1 érnek +1
ve +2 olarak degerlendirildi. Dentijer6z kist epitellerinin iINOS boyanma
yuzdeleri de@erlendirildiginde ise negatif olarak degerlendirilen 6rnekler
¢ikarildiginda, 18 dentijer6z kistin, 9’'unda fokal boyanma, 4 6rnekte % 25-50
arasinda boyanma, 5 érnekte %50 ve Uzeri boyanma gbzlenmigtir. Dentijer6z
kistlerdeki p53 boyanma bulgularina gére 25 dentijeréz kistin 17 sinde negatif
olarak, 4 Unde fokal + olarak ve 4 Unde yaygin + olarak degerlendirildi.
(Tablo 4.1,Tablo 4.2,Tablo 4.3)
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Sekil 4.1 Dentijerdz kist epitelinde 40x blyitmede bazal membrana komsu
hicrelerde p53 reaktivitesi

. -~ L ]
° ‘ A2

Sekil 4.2 Dentijerdz kist epitelinde 40x blyitmede bazal membrana komsu
hicrelerde p53 reaktivitesi
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Sekil 4.4 Dentijer6z kist epitelinde 20x blyttmede siddetli INOS reaktivitesi
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Tablo 4.1 Dentijerdz kist érneklerinin iNOS ve p53 imminreaksiyon bulgulari.

OLGU |TESHIS iNOS p53

1 Dentijeréz Kist Negatif Negatif
2 Dentijer6z Kist Fokal + 1 Negatif
3 Dentijeréz Kist Negatif Fokal +
4 Dentijeréz Kist Negatif Negatif
5 Dentijeréz Kist Fokal + 1 Negatif
6 Dentijeréz Kist % 50-100 +1 Negatif
7 Dentijerdz Kist % 25-50 +1 Fokal +
8 Dentijeréz Kist % 50-100 +1 Negatif
9 Dentijeréz Kist Fokal + 1 Negatif
10 Dentijeréz Kist Negatif Negatif
11 Dentijeréz Kist Negatif Negatif
12 Dentijeréz Kist % 50-100 +1 +2 |Negatif
13 Dentijeréz Kist Fokal + 1 Negatif
14 Dentijer6z Kist Fokal + 1 Negatif
15 Dentijeréz Kist Negatif Negatif
16 Dentijeréz Kist Negatif Yaygin +
17 Dentijeréz Kist % 25-50 +1 Negatif
18 Dentijer6z Kist % 25-50 +1 Fokal +
19 Dentijeréz Kist % 50-100 +1 Negatif
20 Dentijeréz Kist Fokal + 1 Negatif
21 Dentijerdz Kist Fokal + 1 Fokal +
22 Dentijeréz Kist Fokal + 1 Negatif
23 Dentijeréz Kist % 25-50 +2 Yaygin +
24 Dentijeréz Kist Fokal + 1 Yaygin +
25 Dentijeréz Kist % 50-100 +2 Yaygin +
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Tablo 4.2: Dentijer6z kistlerde iINOS reaktivitesi ve speysmendeki Kkist
epitelinin boyanma ylzdeleri

Dentijeréz Kist iNOS Reaktivitesi Bulgular

o9

o7

o3 o3

o
o
o

Ornek Sayisi (Toplam: 25)
O =2 N W H OO N 0O O

Negatif
Fokal +1
% 25-50 +1

% 50-100 +1
% 50-100 +1
+2
% 25-50 +2
% 50-100 +2

iNOS reaktivitesi

Tablo 4.3 Dentijerdz Kistlerde p53 reaktivitesi verileri

00 0

ek bk e

ONEGOOON

Omek Sayist [ Toplam: 25)

Negatif Fckal + Yavdain +
P53 reaktivitesi

4.2 Odontojenik Keratokist inmiinboyanma Bulgulari

Sekil 4.5 ve 4.6 da odontojenik keratokist epitelinde bazal membrana
komsu hicrelerde p53 reaktivitesi, sekil 4.7 ve 4.8'de odontojenik keratokist

epitelinde siddetli ve yaygin iNOS reaktivitesine drnekleri gbsterilmistir.

Yapilan imminohistokimyasal boyanma sonucunda boyanma
yogunluguna gére 30 odontojenik keratokist'in, 4’Gnin epitelinde iINOS
immun boyanmasi negatif olarak, 20’sinde +1 olarak, 4’inde +2 olarak ve 1
ornek +1 ve +2 olarak degerlendirildi. Odontojenik keratokist epitellerinin
INOS boyanma ylzdeleri degerlendirildiginde ise negatif olarak

degerlendirilen 6rnekler cikarildiginda, 26 odontojenik keratokistin, 9’'unda



41

fokal boyanma, 7 6rnekte % 25-50 arasinda boyanma, 10 érnekte %50 ve
Uzeri boyanma gézlenmistir.

Odontojenik keratokistlerdeki p53 boyanmasi sonuglarina gére 30
odontojenik keratokistten 8'i negatif olarak, 7’si Fokal + olarak ve 15’i Yaygin
+ olarak degerlendirilmistir (Tablo 4.4, Tablo 4.5, Tablo 4.6)

Sekil 4.5 Odontojenik keratokist epitelinde 20x blylitmede bazal membrana
komsu hiicrelerde p53 reaktivitesi

]

Sekil 4.6 Odontojenik keratokist epitelinde 40x blyltmede bazal membrana
komsu hucrelerde p53 reaktivitesi
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Sekil 4.7 Odontojenik keratokist epitelinde 20x blyitmede yaygin ve siddetli
iINOS reaktivitesi

Sekil 4.8 Odontojenik keratokist epitelinde 20x blyUtmede yaygin ve siddetli
iNOS reaktivitesi
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Tablo 4.4 Odontojenik keratokist érneklerinin iINOS ve p53 immunreaksiyon

bulgulart.

OLGU TESHIS INOS p53

1 OK % 50-100 +2 Fokal +
2 OK % 25-50 +1 Yaygin +
3 OK Fokal +1 Negatif
4 OK Fokal +1 Negatif
5 OK % 25-50 +1 Negatif
6 OK Negatif Yaygin +
7 OK % 25-50 +1 Negatif
8 OK Fokal +1 Yaygin +
9 OK % 25-50 +1 +2 Yaygin +
10 OK % 50-100 +1 Negatif
11 OK Fokal +1 Fokal +
12 OK Fokal +1 Yaygin +
13 OK % 50-100 +1 Negatif
14 OK % 25-50 +1 Fokal +
15 OK % 50-100 +1 Yaygin +
16 OK Fokal +1 Fokal +
17 OK % 25-50 +1 Yaygin +
18 OK Negatif Yaygin +
19 OK Fokal +1 Yaygin +
20 OK Negatif Yaygin +
21 OK % 50-100 +2 Fokal +
22 OK Fokal +1 Yaygin +
23 OK % 50-100 +1 +2 Yaygin +
24 OK % 50-100 +1 Fokal +
25 OK % 50-100 +2 Yaygin +
26 OK % 50-100 +2 Fokal +
27 OK Negatif Yaygin +
28 OK Fokal +1 Negatif
29 OK % 50-100 +1 Negatif
30 OK %25-50 +1 Yaygin +
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Tablo 4.5 Odontojenik Keratokistlerde iINOS reaktivitesi ve speysmendeki
kist epitelinin boyanma ylzdeleri

4
o
]

©

OKK INOS Reaktivitesi Bulgulari

v}

Ornek Sayist (Toplam: 30)
N WO B O N

-

(=}

Negatif

Fokal +1

% 2550 +1

%50-100
+

04 25-60 +1
+2

%50-100
++]
%50-100
+2

Tablo 4.6 Odontojenik Keratokistlerde p53 reaktivitesi verileri

Ornek Sayist (Toplam: 30)

b

4 oA
ONRORONRD

Od

tojenik Keratokist p52 reaktivitesi
bulgular:
- o155
- =
- = I
T T 1
MNMegatif Fokal + Yaygin +
P53 reaktivitesi
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4.3 Ameloblastoma immiinboyanma Bulgulari

Sekil 4.9 ve 4.10da ameloblastoma epitelindeki hicrelerde p53
reaktivitesi, sekil 4.11 ve 4.12’de ameloblastoma epitelinde siddetli iINOS

reaktivitesine 6rnekleri gosterilmigstir.

Yapilan immudnohistokimyasal boyanma sonucunda boyanma
yogunluguna goére 32 ameloblastoma, 10’unun epitelinde iINOS immdn
boyanmasi negatif olarak, 18’inde +1 olarak, 1’inde +2 olarak ve 3 érnek +1
ve +2 olarak degerlendirildi. Ameloblastoma epitellerinin iINOS boyanma
yuzdeleri degerlendirildiginde ise negatif olarak degerlendirilen &rnekler
cikarildiginda, 22 ameloblastomaninin, 15’inde fokal boyanma, 3 érnekte %
25-50 arasinda boyanma, 4 drnekte %50-100 arasi boyanma gdézlenmigtir.
Orneklerinizden 5'i Unikistik amloblastomadir ve bunlardan 40 iNOS
rektivitesi agisindan negatif, 1’i ise fokal pozitif olarak degerlendirilmigtir.
Ayrica iINOS reaktivitesi agisindan ameloblastoma &érnekleri degerlendirilirken
Ozelikle akantamat6z alanlarda daha belirgin bir boyanma siddeti dikkat

cekmistir.

Ameloblastomalarda p53 reaktivitesi sonuglarina  gére 32
Ameloblastomadan 17’si negatif olarak, 8'i Fokal + olarak ve 7’i Yaygin +
olarak degerlendirilmistir. Unikistik amloblastomadan 5’i de p53 rektivitesi
acisindan negatif olarak degerlendirilmistir. (Tablo 4.7, Tablo 4.8, Tablo 4.9)
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Sekil 4.11 Ameloblastoma 10x blylGtmede siddetli INOS reaktivitesi gérilen
hicrelerin géranimu

- ) _—

Sekil 4.12 Ameloblastoma 20x blylUtmede siddetli INOS reaktivitesi gérilen
hiicrelerin gérinima



Tablo 4.7 Ameloblastoma 6rneklerinin INOS ve p53 immunreaksiyon

bulgulari.

OLGU | TESHIS iINOS p53

1 Ameloblastoma Negatif Negatif
2 Ameloblastoma Negatif Negatif
3 Ameloblastoma Fokal +1 Fokal +
4 Ameloblastoma Fokal +1 Negatif
5 Ameloblastoma Negatif Negatif
6 Ameloblastoma (unikistik) Negatif Negatif
7 Ameloblastoma % 25-50 +1 Negatif
8 Ameloblastoma % 50-100 +1 +2 |Fokal +
9 Ameloblastoma (Unikistik) Negatif Negatif
10 Ameloblastoma Negatif Negatif
11 Ameloblastoma % 25-50 +1 Fokal +
12 Ameloblastoma (Unikistik) Negatif Negatif
13 Ameloblastoma Fokal +1 Negatif
14 Ameloblastoma Fokal +1 Fokal +
15 Ameloblastoma % 50-100 +1 +2 | Yaygin +
16 Ameloblastoma Fokal +1 Negatif
17 Ameloblastoma Negatif Negatif
18 Ameloblastoma (Akantamatéz alanlar) | Fokal +1 Yaygin +
19 Ameloblastoma Fokal +1 Yaygin +
20 Ameloblastoma (Akantamatéz alanlar) | %40 +1 Negatif
21 Ameloblastoma (Akantamat6z alanlar) | Fokal +1 Yaygin +
22 Ameloblastoma Fokal +2 Negatif
23 Ameloblastoma (Unikistik) Fokal +1 Negatif
24 Ameloblastoma (Unikistik) Negatif Negatif
25 Ameloblastoma Fokal +1 Yaygin +
26 Ameloblastoma % 50-100 +1 +2 Fokal +
27 Ameloblastoma Fokal +1 Negatif
28 Ameloblastoma Fokal +1 Fokal +
29 Ameloblastoma Fokal +1 Fokal +
30 Ameloblastoma Negatif Yaygin +
31 Ameloblastoma % 50-100 +1 Yaygin +
32 Ameloblastoma (Akantamatdz alanlar) | Fokal +1 Fokal +

48
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Tablo 4.8 Ameloblastomalarda iINOS reaktivitesi ve speysmendeki timor
epitelinin boyanma ylzdelerinin dagilimi

Ameloblastoma iINOS Reaktivitesi Bulgulari

16 -

4
&z
i @ 10

76
34 o3 B3

£2 B4 o4
S

Tablo 4.9 Ameloblastomalarda p53 reaktivitesinin dagilimi

Ameloblastomalarda pS3 reaktivitesi
bulgulan
'.g 16
k= 14
Q12
)
— 10 o3
7 8 s
5 6
“ 4
X
s
:0 T T 1
Negatif Fokal + Yaygin +
p53 reaktivitesi

4.4 Bulgularin Degerlendirilmesi

Bulgularin istatistiksel olarak degerlendirmesi icin literatirde mevcut iki
farkli sekilde ele alinmiglardir. ilk olarak degerler pozitif ve negatif degerler

olarak degerlendirilmis ve buna gore istatistiksel analizler yapiimigtir. Bundan
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sonra Brennan ve digerlerinin (15) 2000 yilinda yayinlanan arastiriimalarinda
kullandiklari yonteme benzer olarak boyanma yogdunluguna ve tim
speysmendeki ylzdesine gobre skorlama vyaparak degerlendiriimis ve
istatistiksel analizler yapiimistir. Buna gére iNOS boyanmasi yogunluguna
gbre skorlama negatif 0, hafif boyanma (+1) 1 yodun boyanma (+2) olaracak
sekilde siniflandiriimis ayrica speysmendeki iNOS reaktivitesi yayginligina
gbre %25ten az 0, %25 ile 50 arasi 1, %50 ile 100 arasi 2 olarak
skorlandirilmigtir. Lezyonun boyanma yogdunlugu ile boyanma ylzdelerinin
skoru toplandiginda ortaya c¢ikan degder o lezyon igin sonu¢ skor olarak
belirlenmis bdylece her bir lezyon icin O ile 4 arasinda degisen bir skor elde
edilmistir. p53 skorlamasinda ise negatif boyanma 0, fokal pozitif boyanma 1
ve yaygin pozitif boyanma 2 olarak skorlanmigtir. Bu iki skorlamaya gbre
Dentijer6z Kist, Odontojenik Keratokist ve Ameloblastoma guruplarindaki
olgularin dagihmi ve ytzdeleri asagida 6zetlenmigtir. (Tablo 4.10, 4.11, 4.12,
4.13)

Tablo 4.10 Dentijerdz Kist, Odontojenik Keratokist ve Ameloblastomalarda
iINOS reaktiviteleri pozitif ve negatif olarak ayrildiginda érneklerdeki dagihm

| 26

|
2 | |

15 - :- :- giNOS

— — — SiNOS +
10
~_ - |
maAa
5 B - N
0 T

Dentijeroz Kist Odontojenik Keratokist Ameloblastoma
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Tablo 4.11 Dentijerdz Kist, Odontojenik Keratokist ve Ameloblastomalarda
p53 reaktiviteleri pozitif ve negatif olarak ayrildiginda érneklerdeki dagilimi.

25
|22
20
o117 a17
|15
15
oP53-
EP53 +
10 W 2 o3
5
0
Dentijerdz Kist Odcntojenik Ameloblastoma
Keratokist

Tablo 4.12 Dentijerdz Kist, Odontojenik Keratokist ve Ameloblastomalarda
iINOS reaktiviteleri boyanma yogunlugu ve yayginhdina gére skorlandiginda
orneklerin dagilimi.

16
|14
14 -
12 .
o ‘1! BiNOSO
" .Eg — =. miNOS 1
’ A ESSOcsO s B
6——‘ . ."""., H QiNoS 3
o4 =4 04 miNOS 4
N 3 B A
=2 —
D T T
Dentijerdz Kist Odontojenik Keratokist Ameloblastoma
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Tablo 4.13 Dentijerdz Kist, Odontojenik Keratokist ve Ameloblastomalarda
p53 reaktiviteleri boyanmalari skorlandiginda érneklerin dagilimi

18 O+ O+
16 045
14
12
Qo5
10 p530
o3 m3a mp531
8 |7
Op532
6
B4 O4
4
2 l
0 T T
Dentijerdz Kist Odontojenik Keratokist Ameloblastoma

4.5 istatistiksel Analiz

Verilerin analizi SPSS 11.5 paket programinda yapildi. Tanimlayici
istatistikler siralanabilir degiskenler (iNOS ve p53 boyanma siddeti) igin
ortanca (minimum - maksimum) biciminde, kategorik degigkenler icinse %
olarak ifade edildi. Gruplar arasinda iINOS ve p53 markerlerinin boyanma
siddeti yoninden farkin anlamliligi Kruskal Wallis testiyle arastirildi. Kruskal
Wallis test istatistigi sonucunun anlamli gértlmesi durumunda farka neden
olan grubu belirlemek amaciyla Kruskal Wallis coklu karsilastirma testi
kullanildi. Kategorik karsilastirmalar Khi-Kare testi kullanilarak yapildi.
Gruplar igerisinde INOS ve p53 boyanma skorlari arasinda istatistiksel olarak
anlamli dogrusal iliskinin olup olmadigi Spearman Korelasyon testi ile
incelendi. Gruplar iginde her iki markerin pozitif olma yayginliliklari yéninden
aradaki farkin istatistiksel 6nemliligi McNemar testi ile degerlendirildi. Grup igi
karsilastirmalarda Bonferroni Duzeltmesi yapildi. p<0,05 icin sonuglar
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

INOS reaktivitesi agisindan gruplar pozitif ve negatif skorlar olarak
degerlendirildiginde 25 dentijer6z kistten 7’si (%28) negatif, 18’i pozitif (%72),
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30 odontojenik keratokistten 4’0 negatif (%13,3), 26’sI (%86,7) pozitif, 32
ameloblastomadan 10’'u (%31,3) negatif, 22’si pozitif (%68) olarak ayriimis
oldu. Buna gbére bu gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p=0,223).

iINOS reaktivitesi acgisindan sonucglar boyanma yogunlugu ve
ylzdesine goére skorlandiginda 25 dentijerdz kistten 7’isi (%28) 0; 9’u (%36)
1; 30 (%12) 2; 4'U (%16) 3; 2'si (%8) 4 olarak ortalama 1,400 (£1,29099), 30
odontojenik keratokistten 4’0 (%13,3) 0; 9'u (%30) 1; 6’sI (%20) 2; 6’sI (%20);
5'i %(16,7) 4 olarak ortalama 1,9667 (£1,32570); 32 ameloblastomadan 10’u
(%31,3) 0; 14’0 (%43,8) 1; .40 (%12,5) 2; 1'i (%3,1) 3 ve 30 (%9,4) 4
olarak  ortalama 1,1562 (£1,19432) olarak  skorlanmistir.(Tablo
4.14,4.15,4.16)

Tablo 4.14 Dentijer6z kistlerde iINOS skorlarina goére 0Orneklerin
yuzdesel dagihmi

Dentijerdz Kist

OiNO3 0
OiNO3 1
OiNOs 2
OiNOS 3
OiNOS 4




Tablo 4.15 Odontojenik keratokistlerde
6rneklerin ylzdesel dagilimi

skorlarina gore

Odontojenik Keratokist

NN .
(D,,?,e ‘>l:_‘/ - :\ OiNOS 2
\ TN\ oo
AN A —

Tablo 4.16 Ameloblastomalarda iINOS skorlarina gére Orneklerin

yuzdesel dagihmi

\ \/ ]DiNOSS]
NG 4 |oinos 4 |

Bu gruplarin istatistiksel analizi sonucu ameloblastoma grubu ile
odontojenik kreratokist grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur ( p=0,007). Ancak gerek dentijer6z kist ve ameloblastoma
gerekse dentijer6z kist ve odontojenik keratokist gruplari arasindaki
karsilagtirmada fark anlamli bulumamistir ( sirasiyla p=0,442 ve p=0,071).

p53 reaktivitesi acisindan gruplar pozitif ve negatif degerler olarak
gruplandiginda 25 dentijerdz kistten 17’si (%68) negatif, 8’i (%32) pozitif; 30
odontojenik keratokistten 8'i (%26,7) negatif, 22’si (%73,3) pozitif; 32
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ameloblastomadan 17’si (%53,1) negatif, 15'i (%46,9) pozitif olarak

degerlendirilmigtir.

Buna gb6re dentijer6z kist ve ameloblastoma gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,256). Ancak
dentijerdz kist ve odontojenik keratokist gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark oldugu gézlenmektedir (p=0,002). Odontojenik keratokist ve
ameloblastoma gruplari arasinda ise Bonferroni dlUzeltmesine gore

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,034, p>0,017).

p53 reaktivitesi boyanma yogdunluk ve yayginhdina gére
skorlandiginda; 25 dentijerdz kistten 17’si (%68) 0; 4’0 (%16)1 ve 4’0 (16) 2
olarak ortalama 0,48 (+x0,77028), 30 odonotojenik keratokistten 8'i (%26,7) 0,
7'si (%23,3) 1 ve 15i (%50) 2 olarak ortalama 1,2333 (+0,85836), 32
ameloblastomadan 17’si (%53.8) 0; 8'i (%25) 1 ve 7’'si (%21,9) 2 olarak
ortalama 0,6875 (+0,82060) olarak skorlanmistir. (Tablo 4.17; Tablo 4.18,
Tablo 4.19).

Tablo 4.17 Dentijerdz kistlerde p53 skorlarinin érneklere gére dagilimi

{D Nl \ Ep530
16% SDp53 i
/ o 17 } Op532
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Tablo 4.18 Odontojenik keratokistlerde p53 skorlarinin érneklere gére
dagilimi

Odontojenik Keratckist

a -\
[ a 45 27%)\ Bp530
| 0% \} Op53 1
AN - 2:;0{/ I —
~__ |~

Tablo 4.19 Ameloblastomalarda p53 skorlarinin &rneklere gdre
dagilimi

Ameloblastoma

L22% \ Ep530
T a1 Ep531
\., o s 7 520z Op532
NGt 4

-‘\-_J:_____/

Bu gruplar arasinda dentijer6z kist ve ameloblastoma gruplari
karsilastirildiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
gbrilmustir (p=0,519). Ancak dentijer6z kist ve odontojenik keratokist
gruplarn karsilastinldiginda aradaki farkin istatistiksel olarak anlaml oldugu
g6rilmistir (p=0,007). Odontojenik keratokist ve ameloblastoma gruplari
karsilastirildiginda ise Bonferroni dizeltmesine goére istatistiksel olarak

anlamli bir fark olmadigi géraimuastir (p=0,046; p>0,017).
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Dentijenéz grubu icerisinde INOS skorlari ile p53 skorlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir dogrusal iligki tespit edilmemigtir (rho=0,141 ve
0,502). Ameloblastoma grubu icerisinde iINOS skorlari ile p53 skorlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir dogrusal iliski gortlmustur (rho=0,408
ve 0,020). Buna goére; INOS skoru arttikca p53 skorunda da anlamh artis
g6rilmektedir. OK grubu icerisinde iINOS skorlari ile p53 skorlari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir dogrusal iligki tespit edilmemistir (rho=-0,210 ve
0,266).
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TARTISMA

Son vyillarda patolojik dokularin gelisim sebepleri ve gbésterdigi
karakteristiklerin agikliga kavusturulmasi igin pek ¢ok arastirma yapiimaktadir
Bunun igin &zellikle timor slUpressér genler doku onkogeleri iltihap
mediyatorleri alanlarinda arastirmalar literatiirde ¢ok sayida mevcuttur (29,
59, 61, 80,113). Bu arastirmada odontojenik orijinli gelisimsel kistlerden
dentijer6z kist, odontojenik keratokist ve odontojenik tumdrlerden
ameloblastomalarda timér stpressér gen p53 ve timér gelisimi ve
inhibisyonunda kompleks rolli oldugu tespit edilen iINOS enzimi aktivitesini
immunohistokimyasal ydntemlerle karsilastirmali olarak degerlendiriimeye
calisiimistir. Literatirde iINOS ve p53’Un karsilastirmali incelenmesi gastirik
karsinomlarda (145), gastirik mukoza iligkili lenfoid doku lenfomalarinda (74),
konjenital koledektal kistlerde (154), faringeal skuaméz hicreli karsinomlarda
(111), oral skuamébz hucreli karsinomlarda (14) yapilmis olsada oral
bblgedeki benign karakterli timdrler ve odontojenik kistlerle iligkili bir
arastirma bulunmamaktadir.

Her ne kadar literatirde odontojenik kistler ve odontojenik benign
timorlerin p53 ve INOS salinimi acgisindan birbirleri ile karsilagtirmali
incelenmesi mevcut olmasa da, p53 ve INOS un saliniminin ayri olarak

degerlenlendirildigi calismalar mevcuttur.

Odontojenik keratokistlerde (OK) artmis p53 ekspresyonunu ilk
goésteren c¢alisma Ogden ve digerlerinin (101) 1992 de yayinlanan
calismalaridir. Ogden ve digerleri 12 OK, 12 Dentijeréz kist ve 12 radikller
kistte calismislar ve p53 proteinini tespit eden CM-1 tavsan polyklonal antikor
ile calismislardir. Hucre ¢ekirdeginde p53 proteini varligi positif sonug olarak
kabul edilmigtir. OK’larda ayrica PC10 antikoru ile PCNA (prolifere olan hiicre
ndkleer antijen) degerlendirmesi yapmiglar. Hicre bélinmesi yizdesi i¢in her
OK dérneginin rastgele secilen suprabazal tabakadaki 1500 epiteliyal hiicrenin
mitozlari degerlendirilmistir. OK (g kist tipi arasinda p53 reaktivitesi saptanan
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tek kist olarak bildiriimis ve 12 OK dan 5 inde p53 pozitif reaksiyon
saptanmigtir. Ayrica OK’larin hepsi PCNA agisindan pozitif olarak
degerlendirilmistir. Nevoid Bazal Hiucreli Karsinom Sendromu olan bir
hastanin farkli zamanlarda alinan iki kistinden ilk alinani p53 agisindan pozitif
olarak degerlendirilmesine karsin Ug¢ yil sonra alinmis olan ikincisi p53 negatif
olarak degerlendirilmistir. Baska bir hastadan alinan iki kist de benzer sekil
de biri p53 pozitif ve digeri p53 negatif olarak degerlendirilmigtir.
Degerlendirilen 12 kistten 3 U reklrens olan ve 1 tanesi p53 pozitif olarak
degerlendirilmistir. 1500 hiicrede suprabazal mitoz sayisi 0 ile 4 arasinda
degismekteydi fakat p53 pozitif ve negatif érnekler arasinda bu agidan bir
fark bulunamamisti. Yazarlar CM-1 antikorunun hem mutant hem wild-tip p53
formlarini tanimasi gerekgesiyle p53 positifligi gésteren érneklerin kesinlikle
malignansi ile iligkili olarak gorilemeyecegini belirmesine karsin 3 kist ¢esidi
arasindan yalnizca karakteristigi agresif bir timorle karsilastirilan odontojenik
keratokistte p53 pozitif boyanmanin gerceklesmesine dikkat edilmesi
gerektigini  bildirmiglerdir ve ileri ¢alismalarin  gerekli  oldugunu

vurgulamiglardir.

Slootweg (131), 9 ameloblastoma, 13 odontojenik keratokist, 15
dentijeréz kist, 6 radikiler kist ve 2 odontojenik karsinomada
immuUnohistokimyasal olarak p53 protein reaksiyonunu ve Ki-67 reaktivitesini
arastirmistir.  Arastirmada toplam 45 lezyonun 42’sinde pozitif p53
ekspresyonu saptanmig, odontojenik keratokist, ameloblastoma ve
odontojenik karsinomada yogun boyanma rapor etmistir. p53 ile pozitif
reaksiyon veren orneklerde, proliferasyon gdstergesi olan Ki-67 antijeninin de
pozitif oldugunu saptamistir. Ancak bu proliferasyondaki artisin, p53 geninde
meydana gelen mutasyondan mi yoksa bagka etkenlerle stabilizasyonu
saglanan wild-tip p53’den mi kaynaklandigini, yalnizca immuanohistokimyasal
yéntemle sdylemenin gi¢ oldugunu bildirmistir. Slootweg (131), odontojenik
lezyonlarda yogun pozitif p53 reaksiyon varliginin artmig proliferasyonla

iligkili oldugunu destekledigini bildirmistir.

Dina ve dig. (34), iki granuler hicreli ameloblastoma &rneginde

immuanohistokimyasal ybéntemle PCNA, bcl-2 ve p53 ekspresyonunu
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arastirmistir. Granller hlcrelerde higbir boyanma gérilmezken; érneklerin
birinde akantamat6z alanlardaki hlcrelerin %80, digerinde de %30’'u PCNA
ile pozitif immUn reaksiyon vermistir. Her iki 6rnekte akantamat6z alanlardaki
hicrelerin %8’inde pozitif bcl-2 immin boyanma goéralirken, hicbir érnekte

p53 ile boyanma gerceklesmedigi bildirilmistir.

Li ve dig. (75), 11’i izole, 5’i reklrent, 6'si nevoid bazal hulcreli
karsinom sendromu (NBHKS) ile iligkili 22 odontojenik keratokist;5 dentijeréz
kist ve 5 radikller kist epitelinde p53 ekspresyon varhgini, p53
immunoreaktivitesi ile epiteliyal hicre proliferasyonu gdstergesi olan Ki-67
ekspresyonu arasindaki iliskiyi belirlemek i¢cin immunohistokimyasal yontemi
kullanmiglardir. Ayrica p53 geninin konumunu belirlemek icin, G¢ farkli
odontojenik keratokist ve bir radikiler kist olmak Uzere 4 immunopozitif
6rnekte, kombine PCR-SSCP (polymerase chain reaction-single stranded
conformation  polymorphism) ile direkt goérintileme tekniklerini
kullanmiglardir. Calisma sonucunda, en yogun odontojenik keratokist
kesitlerinde olmak Uzere tim doku Kkesitlerinde pozitif p53 imminboyanma
tespit etmislerdir. Odontojenik keratokistin suptipleri arasinda p53 pozitifligi
arasinda belirgin bir fark bulunmadigini, ancak Ki-67 pozitif hiicrelerin nevoid
bazal hicreli karsinomla ilgili odontojenik keratokistlerde belirgin bir sekilde
daha fazla oldugunu bildirmislerdir. NBHKS &rnekleri hari¢ tutuldugunda, p53
ve Ki-67 arasinda belirgin bir iliski bulmuslardir. Li ve digerleri(75), NBHKS’lu
odontojenik keratokistler harig, stabilize edilen p53 protein birikiminin,
odontojenik keratokistlerde proliferatif aktiviteyle iligkili olabilecegini rapor
etmiglerdir. p53 pozitif Orneklerde vyaptiklart PCR-SSCP ile direkt
gbrintileme analizleri sonucunda, p53 geninde herhangi bir mutasyona
rastlamamislardir. Buna  dayanarak, odontojenik keratokistlerde
immunohistokimyasal yontemle tespit edilen agiri p53 protein birikiminin,
incelenmeyen baska eksonlarda mutasyon olabilecedi olasihigina ragmen
,normal p53 proteininin asir  yapimi ve/veya stabilazyonunun isareti

olabilecegini bildirmiglerdir (75).
Lo Muzio ve dig. (97), 16 NBHKS ile iligkili ve 16 sendromdan

badimsiz olarak goérilen odontojenik keratokistlerde olmak Gzere toplam 32
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Ornekte yaptiklari immunohistokimyasal arastirmada, proliferatif hicre
nukleer antijeni (PCNA) , bcl-2, p53 ve cyclin D1 (neoplazi gelismesinde rol
oynayan bir protein) onko-proteinlerini arastirmistir. Buna g0re p53
immunreaktivitesi gortlmeyen ile epitelyum hicrelerinin %10’'una kadar
pozitiflik goérilen o6rnekler negatif, epitel hlcrelerinin % 10-20 inden az
reaktivite goralen drnekler hafif pozitif (+1), epitel hiicrelerinin % 20’si ile 50’si
arasinda reaktivite goérilen 6rnekler orta derecede pozitif (+2) ve epitel
hicrelerinin % 50’nin Uzerinde reaktivite gorilen drnekler siddetli pozitif (+3)
olarak degerlendirmiglerdir. 29 érnekte bazal tabakadaki hiicrelerde bcl-2 ile
pozitif imminreaksiyon tespit edilirken, tim NBHKS ile iligkili odontojenik
keratokistlerde pozitif, sendromla iligkisi olmayan odontojenik keratokistlerde
ise negatif p53 imminboyanmasi rapor edilmistir. Tim &rneklerde PCNA
boyanmasi saptanmig, ancak sadece NBHKS ile iligkili odontojenik keratokist
orneklerinde pozitif cyclin D1 reaksiyonu tespit edildigi rapor edilmistir.
Calismada p53 asiri ekspresyonu varliginin, NBHKS ile iligkili odontojenik
keratokistlerde, PCNA pozitfligi ile birlikte takip slrecleri de g6z &éniinde

bulundurularak daha agresif bir fenotopi sergiledigini bildirmiglerdir.

Kumamoto’'nun (65) 1997°de yayinlanan arastirmasinda,
immunohistokimya ve in situ DNA nick end labelling (m TUNEL) analizi
kullanilarak 31 ameloblastomada ve 14 dis germinde bcl-2 proteini, p53
proteini ve Lewis’ antijeni incelenmistir. Ameloblastomanin 12’si follikiler ,
9'u pleksiform, 8’i grantler hicreli, 2’si malign olarak bildirilmig, 14 dis germi
6rneginden 14 mine organi 8 dental lamina kesiti hazirlandidi bildirilmistir.
Yaptiklari immunohistokimyasal analiz sonucunda p53 ekspresyonu hicbir dis
germi Ornedinde gordlmezken; 1 malign ameloblastoma 6rneginde ve 6
folliktler, 6 pleksiform ve 2 granller hlcreli tip ameloblastoma olmak Uzere
toplam 14 ameloblastomada bazal tabakadaki hlcrelerde pozitif p53 immun
boyanmasi géralmastir. Arastirmada, karsilastirma igin yapilan Ki-67 antijen
reaktivitesinin p53 pozitif 6rneklerle uyumlu oldugu tespit edilmis ve
ameloblastomadaki p53 protein ekspresyonunun, hicre 6limiden ziyade
hicresel proliferasyonu etkiledigi bu bulgularla da desteklenmigtir. Ayni

¢alisma sonucunda p53 protein birikiminin odontojenik epitelde, onkogenezis
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ve/veya malign transformasyonla iligkili olabilecegi savini destekledigi
bildirilmigtir.

Tosios ve dig. (141), 3 glandular odontojenik kist ve 6 dentijer6z
kistte, bcl-2 proteini, Ki-67 antijeni ve p53 proteinini immunohistokimyasal
olarak arastirmistir. 6 dentijer6z kist 6rneginin 5inde p53 pozitifligi

saptamiglardir.

Piatelli ve dig. (107), 24 radikller kist, 22 dentijer6z kist ve 20
odontojenik keratokistte immudnohistokimyasal olarak p53 ekspresyonu
incelemiglerdir. P53 pozitifligini epitel hlcrelerinin %10’undan daha azi
boyandi ise negatif, epitel hiicrelerinin %10’'undan fazlasi boyandi ise pozitif
olarak degerlendirmis ve 2 dentijer6z kist,2 radikller kist ve 9 odontojenik
keratokistte pozitif immuUnreaksiyon tespit edildigi rapor edilmigtir ve bu
gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamh oldugunu bildirmislerdir.
20 odontojenik keratokistin 10’'unda diplazi oldugu, p53 pozitif olarak tespit
edilen 9 6rnegin 8’inde de bu displazinin goruldugu bildirilmigtir. Pozitif p53
immUnboyanma lokalizasyonunun odontojenik keratokistlerde parabazal,
diger kistlerde bazal tabaka oldugunu bildirmislerdir. Ote yandan, odontojenik
keratokistlerdeki boyanma yogunlugunun diger kistlere gére daha fazla
oldugunu saptamiglardir. Yazarlar bu sonuglarin, hicre poliferasyonundaki
artmayla birlikte hicre donudst kontrolinde degisiklikler gorilmesinin,

odontojenik keratokistin biyolojik davranigini aciklayabilecegini bildirmiglerdir.

Agaram ve dig. 2004’'te yayinlanan makalesinde 10 odontojenik
keratokisti tUmor sUpresér genlerdeki heterozygosite kaybini  mikro
diseksiyon ve semkuantatif genotipleme analizi ile incelemiglerdir. Analizi
yapilan genler p53 Ude igceren 10 tane timaor stpressér genlerdir. Buna gore
10 odontojenik keratokistin 7 sinde % 11 ile %80 arasinda degisen oranda
heterozygosite kaybi tespit edilmigtir. En ylksek oranda allel kaybi gorilen
genler p16(%75), p53 (%66), PTCH (%60) ve MCC (%60) olarak
bulunmustur. Uydu kistlerin (Daughter kistlerin) alell kaybi ile yiksek oranda
iliskili oldugunu da ayrica bildirmislerdir. Buna gére sonug¢ olarak belirgin
sayida odontojenik keratokistte bilindik timoér sUpressér genlerde klonal
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heterozygosite kaybi oldugunu belirtmisler ve bu sonuglarin odontojenik
keratokistlerin gelisimsel kistlerden ¢ok neoplastik olduklari hipotezini

destekledigini belirtmiglerdir.

Kumamoto ve dig.. (66), ameloblastomalardaki p53 gen durumu p53,
MDM2 (murine double minute 2) ve p14®" proteinlerinin saliniminin
odontojenik timdrlerin  sitodifferansiyasyonu ve karsinogeneziste hucre
siklusu regllasyonundaki rollerini arastirmiglardir. Bunun icin 16 dis germinin,
46 beningn ve 5 malign ameloblastomanin p53, MDM2 ve p14®" salinimi
acisindan immunohistokimyasal degerlendirilmesini yapmislardir. Ek olarak
dondurulmus doku 6rneklerinden 10 benign ve 1 malign (metastaz yapan)
ameloblastomayi direct DNA squencing yontemi ile p53 gen degisimi
acisindan degerlendirmislerdir. p53 immunreaktivite bulgularini 4 gruba
ayirarak incelemigledir. Buna gb6re p53 immunreaktivitesi goérilmeyen
ornekler negatif, epitel hicrelerinin % 5 inden az reaktivite goérilen érnekler
hafif pozitif (), epitel hicrelerinin % 5 ile 25 arasinda reaktivite goérilen
ornekler orta derecede pozitif (+) ve epitelyum hicrelerinin % 25 in Gzerinde
reaktivite gorulen érnekler siddetli pozitif olarak degerlendirmiglerdir. Buna
gbre 16 dis germinden 2’sinde 46 ameloblastomadan 29 unda 5 malign
ameloblastomanin  da 5inde immunohistokimyasal olarak pozitif
immunreaktivite  oldugunu saptamisglardir. Benign  ve malign
ameloblastomalardaki p53 saliniminin dis germlerindekine goére belirgin
sekilde daha siddetli oldugunu belirtmislerdir. Direct DNA squencing ile
incelenen 10 benign 1 malign ameloblastoma p53 i¢in orta derecede pozitif
olarak nitelendirmislerdir. Yazarlar sonug olarak artmis p53,MDM2 ve p142"
saliniminin  benign ve malign ameloblastomalarda p53-MDM2-p142"
kaskadinin degisimini gdsterdigini ve bunu da odontojenik epitelin
oncogenezisinde ve malign transformasyonunda etkisi oldugunu

bildirmiglerdir.

Barboza ve digerlerinin (9) 2005 te yayinlanan makalesinde 16
ameloblastoma vakasinda ve 8 adanomatoid odontojenik timérde PCNA ve
p53 ekspresyonlari dederlendirilmistir. Calismada ameloblastomalar degdisik

histolojik sekillerin g6zlendigi solid tip ameloblastomalar olarak belirtilmigtir.
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Bazi ameloblastomalarda birden fazla histolojik sekil bir arada gézlenmesine
karsin en yaygin tipteki hdcrelerin histolojik tipi 0 ameloblastoma igin gecerli
kabul edilmisti. Buna g6re odontojenik timdrler 7 follikiler ameloblastoma, 4
pleksiform ameloblastoma, 3 akantamatdz+follikller tip ameloblastoma, 2
basal hicreli ameloblastoma ve 8 adanamatoid odontojenik timér olarak
siniflandiriimigti. PCNA immunhistokimyasal boyamasi icin PC-10 antiikoru
p53 boyamasi icin DO-7 antikoru kullaniimis. PCNA immunohistokimyasal
olarak follikiler ameloblastomada yiksek oranda boyanma sergilerken p53
pleksiform tipte daha fazla boyanma orani gdstermis. Ancak istatistiksel
olarak ameloblastoma subtipleri arasinda belirgin bir farkhlik olmadigini
belirtmiglerdir.

Bu calismalar g6z 6ninde bulundurularak calismamizin sonuglari
degerlendirilmis ve karsilastirimistir. Ornek sayilari agisindan bu calismalar
degerlendirildiginde toplam 6rnek sayisi agisindan g¢alismamiz en kapsamli
calismalardan biridir. Gruplar tek tek degerlendirildiginde ise ameloblastoma
grubu Kumamoto ve digerlerinin (66) 51 (46 benign, 5 malign)
ameloblastomay inceledigi ¢alismadan sonra en ylksek &rnege sahip
calismadir ve yine Kumamoto'nun (65) 31 &6rnegdi inceledigi calismasina
yakindir. Odontojenik keratokist c¢alismalarindaki 6rnek sayilarn ele
alindiginda 16’st NBHKS ile iliskili, 16’s1 sendromla iliskisiz 32 odontojenik
keratokistin incelendigi Lo Muzio ve digerlerinin (97) calismasi p53 ¢alismasi
yapilan en yuksek 6rnek sayisini igeren galismadir. Li ve digerlerinin (75)
calismasindaki 22 odontojenik keratokist ve Piatelli’'nin (107) 20 odontojenik
keratokisti inceledigi calismalari calismamizdaki 30 odontojenik keratokist
Ornek sayisina yakin ¢aligmalardir. Dentijer6z kist olgu sayilari agisindan p53
g¢alismasi yapilan yayinlar degerlendirildiginde Piatelli’nin (107) 2001’de
yayinlanan arastirmasinda inceledigi 22 dentijer6z kist olgusu

calismamizdaki 25 dentijer0z kist olgusuna en yakin sayidaki ¢caligsmadir.

Olgu gruplari agisindan degerlendirildiginde Slootweg’in  (131)
calismasi calismamizdaki her U¢ grubuda kapsayan tek calismadir. Bunun
disinda Ogden ve dig. (101), Li ve dig. (75) ve Piatelli'nin (107) ¢alismalari

olgu gruplarimizdan dentijerdz kist ve odontojenik keratokisti icermektedir. Lo
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Muzio ve dig. (97), Agaram ve dig. (1) ¢alisma grubumuzdaki olgulardan
odontojenik keratokistleri, Dina ve dig. (34), Kumamoto’nun (65), Kumamoto
ve dig. (66), Barboza ve dig. (9) calisma grubumuzdaki olgulardan
ameloblastomalari, Tosios ve dig. (141) ise bu calismada da incelenen

olgulardan dentijer6z kistleri iceren arastirma yapmislardir.

p53 Reaktivitesinin  degerlendiriimesi  agisindan  arastirmalar
incelendiginde Ogden ve dig. (101), Slootweg (131), Li ve dig.(75), Tosios ve
dig. (141) ve Barboza ve dig. (9) olgulardaki p53 reaktivitesini pozitif ve
negatif olarak ayirarak incelemiglerdir. Lo Muzio ve dig. (97), Piatelli ve dig.
(107), Kumamoto ve di§. (66) epitelin  boyanma ylzdesine gobre
degerlendirme yapmistir.

Bu arastirmanin érnekleri hem pozitif ve negatif olarak ayirarak hem
de epitelin boyanma ydzdesine goére siniflandirarak degerlendirilmistir ve
istatistiksel olarak incelenmistir. Bu iki tip siniflama da literatirde kullanilan
siniflandirmalardir. Buna go6re dentijer6z kist ve ameloblastoma gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,256). Ancak
dentijerdz kist ve odontojenik keratokist gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu gézlenmektedir (p=0,002). Odontojenik keratokistte
p53 degerlerinin belirgin bir gsekilde daha ylksek oldugu gorilmektedir.
Odontojenik keratokist ve ameloblastoma gruplari arasinda ise Bonferroni
dizeltmesine gb6re istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunamamistir
(p=0,034, p>0,017).

Bu arastirmadaki sonuclarla diger arastirmalarin  sonuglari
karsilasgtirildiginda Piatelli ve digerlerinin (107), dentijer6z kist ve odontojenik
keratokistler i¢cin buldugu sirasiyla %9.1 ve %45'lik oranlara gbre daha
yuksek olsa da aradaki fark benzer sekilde istatistiksel olarak anlamli
cikmasiyla uyumludur. Ogden ve dig. (101) 12 dentijeréz kistte p53
reaktivitesi olmadigini bildirmigler ancak 12 OK’nin 5’inde p53 pozitif olarak
degerlendirmiglerdir. Bu sonuclar arastirmamizdaki oranlara goére farklilik
gOsterse de gerek p53 pozitifligi degerlendirme kriterlerini tam agiklanmamis
olmasi gerekse Ornek sayisindaki fark bu degisikligi aciklayabilir. Ancak



66

calismamizda p53 pozitifligi acisindan dentijeréz kistlerle odontojenik
keratokistlerin p53 pozitifligi arasinda belirgin fark oldugu tespit edilmigtir.
Slootweg (131) 45 lezyondan 42 sinde p53 pozitifligi tespit etmis olmasina
ragmen calismamizda toplam 87 lezyondan 45’inde p53 pozitifligi tespit
edilmistir. Bu sonuclar arasindaki fark gerek olgularin sayisindaki farkhhga
gerekse bizim tektilk boyanma gbsteren Ornekleri negatif olarak
tanimlamamizdan kaynaklanabilecegini distinmekteyiz. Ayrica Tosios ve dig.
(141) 6 dentijerdz kist 6rneginin 5’inde p53 pozitifligi saptamiglardir bu oran
calismamizda buldugumuz orandan ¢ok fazladir ancak diger calisma ¢ok
fazla olmayan bir 6rnek sayisina sahiptir. Aragtirmamiz Kumamoto’nun (65)
31 ameloblastomadan 14’Gnde p53 pozitifligi bildirdigi calismasiyla benzer
bulgulara sahiptir. Ayni zamanda, Kumamoto ve digerlerinin (66) 46

ameloblastomadan 26’sinda p53 pozitifligi bildirdigi galismasina yakindir.

Arastirmamizda kullanilan monoklonal p53 antikoru (DO-7) hem
mutant-tip hem de wild-tip p53 ile reaktivite gbsterebilmektedir. Her ne kadar
wild-tip p53’Un yari dmrinun ¢ok kisa oldugu ve immunohistokimyasal
ybntemlerle tespit edilemeyecegi cesitli arastirmacilar tarafindan bildirilmis
olsa da (102, 131, 75) benign lezyonlarda tespit edilen p53’ln tipi tartisma
konusudur. Soini ve dig. (133) benign deri lezyonlarinda, Hall ve dig. (43) UV
ile irradiye olmus normal insan derisinde p53 salinimi tespit etmis ve bu
proteinin wild-tip p53 oldugunu disinduklerini bildirmislerdir. Chang ve dig.
(19) bazi virslerin ve MDM2 gibi bazi hicresel proteinlerin, wild-tip p53
inaktivasyonuna ve daha sonra stabilizasyonuna neden oldugunu bildirmis ve
bu hipotezleri Hall ve Lane (44) tarafindan desteklenmistir. Literatiirde p53
gen mutasyonlarinin degerlendiriimesi igin SSCP (single strand confirmation
polymorphism), PCR (Polymerase Chain Reaction) ve yeni gelistirilen Yeast
functional assay gibi ydontemler kullaniimaktadir (128). Ancak mikemmel
laboratuar kosullari gok zaman ve para gerektiren ve uygulamada pek ¢ok
glclikle Kkarsilagilan tekniklerdir. immunohistokimyasal yéntemle, p53
genindeki mutasyonlarin varlidi tespit edilemediginden, mutasyon varligindan
s6z edilecekse arastirmanin ileri tekniklerle desteklenmesi gerektigini

distnmekteyiz.
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Odontojenik keratokistler rekiirense ve degisik blylime potansiyelleri
oldugu bilinmektedir (107). Ayrica c¢enelerde goértlen Kistlerin malign
transformasyonu ender olarak bildirilmis olsa da keratinize kistlerde ve
odontojenik  keratokistlerde daha sik geligtigi bildiriimistir  (101,75).
Arastirmamizda elde ettigimiz sonuglara gdre odontojenik keratokistlerin
epitelinde tespit edilen kuvvetli p53 saliniminin ister mutant-tip p53 olsun,
ister cesitli etkenlerle stabilitesi artmis wild-tip p53 olsun, epitelin bazal
tabakasinda hucrelerin hicre dongust kontrolinde meydana gelen bir
degisiklige bagh oldugunu dusinmekteyiz. Bdylece bu hicrelerin
proliferasyonunda artistan bahsedilebilecedi gérisindeyiz.

Yaptigimiz  immunuhistokimyasal  ¢alismada, = ameloblastoma
orneklerindeki p53 reaktivitesi oranlari Kumamoto (65) ve Kumamoto ve dig.
(66) ile uyumludur. Cahismamizda belirtilen p53 protein birikiminin
ameloblastomalarin proliferatif aktivitesi ile ilgili oldugunu destekleyen

literatdr ile uyumlu oldugunu distinmekteyiz.

Nitrik oksitin oral hastaliklardaki roli hakkinda yayinlanmig sayili
g¢alisma vardir. Bununla beraber nitrik oksite olan ilgi hizla baylimektedir.
Ozellikle nitrik oksitin patogenezdeki ve oral kanserlerin timér biolojisindeki
roli arastirmacilarin ilgisini cekmektedir (16). Nitrik oksit, oral hastaliklarla
ilgili olarak periodontal hastaliklar, odontojenik kistler ve periapikal
infeksiyonlar, mukozal inflamatuar hastaliklar, tOktrik bezi hastaliklari, oral
karsinomlar ve displazilerdeki etkileri agisindan incelenmis ve
incelenmektedir (16, 22, 24).

Takeichi ve digerleri (137), interferon-y (INF-y) ve iNOS Ureten
hicreleri radikiler kistlerde incelemislerdir. Endodontik cerrahi sirasinda 20
hastadan elde edilen inflame periapikal dokulari histolojik olarak ve
immunohistokimyasal yoOntemlerle incelemiglerdir. Histolojik incelemeleri
sonucu tdm lezyonlarin radikdler kist oldugunu dogrulamiglar ve
immunohistokimyasal olarak konsantre tavsan anti-iNOS serumu ve INF-y
monoklonal antikoru kullanilarak lezyonlardan elde edilen preparatlarda gift
boyama gerceklestirmislerdir. Sonuc olarak lezyonlarda iINOS (reten
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hicrelerin  INF-y hdcrelerin - yaninda konumlandigini  ancak epiteliyel
hiicrelerde belirgin diizeyde iINOS Uretimi olmasina karsin INF-y Gretiminin
olmadigini saptamiglardir. Sonu¢ olarak iINOS saliniminin periapikal

lezyonlarda énemli bir role sahip oldugunu distnduklerini bildirmiglerdir.

Brennan ve digerleri (15) 2000 de yayinlanan galismalarinda oral
epiteliyel displazinin siddeti ile INOS ekspresyonu arasinda bir korelasyon
varligini arastirmislar ve siddeti hafiften siddetliye kadar degisen 26 oral
epiteliyel displazi vakasinda iNOS varligini immunohistokimyasal olarak ve
Western blot yontemi ile degerlendirmigler. Buna gbére iNOS boyanmasi
negatif 0, hafif 1, orta 2 ve siddetli 3 olarak siniflandinimis ayrica
speysmendeki yayginhgina gére negatif 0, %25'ten az 1, %25 ile 50 arasi 2,
%50 ile 75 arasi 3, %75 ten fazlasi ise 4 olarak skorlandiriimigtir. Lezyonun
boyanma yogunlugu ile boyanma ylzdelerinin skoru toplandiginda ortaya
¢ikan deger o lezyon igin sonug skor olarak belirlenmis boylece her bir lezyon
icin 0 ile 7 arasinda degisen bir skor elde edilmis. Buna gobre
immunohistokimyasal olarak iINOS boyanmasi skorlari ile displazi siddeti
eslendiginde toplam 9 hafif displazi gérilen olguda INOS skoru 2 ile 3
arasinda degerler ile ortalama 2 olarak bulunmus. 7 adet orta siddette
displazi iceren drnekte iINOS skoru 3 ile 5 arasinda degisen degerlerde
ortalama 4 olarak bulunmus. 10 adet siddetli displazi iceren 6rneklerde ise
iINOS skorlari 5 ile 7 arasinda degisen degerlerde ortalama 5 olarak
bulunmustur. Bu sonuclar esliginde iINOS reaktivitesi ile displazinin siddeti
arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iligki oldugunu saptamislardir.

Chen ve dig. (25) 2002 yilinda yayinlanan makalelerinde oral
submukoéz fibrozis, verikbz hiperplazi ve verikdz karsinomalarda iNOS
aktivitesini  immunuhistokimyasal yéntemlerle degerlendirmisler. INOS
rektivitesini negatif (%25 altinda bir boyanma varsa) veya pozitif (% 25'in
Uzerindeki boyanmalarda) olarak degerlendirmisler. Buna gére 20 oral
submukéz fibrosis vakasindan 17 sinde (%85) pozitif olarak degerlendirilen
membrandz bir boyanma oldugunu, 20 verikdz hiperplazi vakasinin 16 sinda
(%80) pozitif olarak degerlendirilen sitoplazmik boyanma oldugunu, 20

verikdz karsinomdan 17 (%85) sinde pozitif olarak degerlendirilen sitoplazmik
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hem nikleer bir boyanma paterni oldugunu bildirmiglerdir. Buna bagli olarak
NOS-bagimh mekanizmalarin premalignant lezyonlarin malignant degisimde

etkisi olabilecegini savunmuslardir.

Suzuki ve digerleri (136), periapikal inflamatuar lezyonlari gevreleyen
epitelin aktivasyonu ve proliferasyonundan sorumlu mekanizmalari incelemek
icin INOS ve 1s1 sok proteinlerini (HSP) immunohistokimyasal olarak
incelemislerdir. Bunun igin 15 apikal grandlom, 16 radikiler kist, 10 residtel
radiktler kisti immunohistokimyasal olara iNOS igin tavsan anti-iNOS serum
ile ve HSP’ler icin uygun monoklonal antikorlar kullanarak incelemislerdir.
iINOS boyanmasini boyanma siddetine gére 0 (boyanma yok), 1+ (hafif
boyanma), 2+ (orta siddette boyanma), ve 3+ (siddetli boyanma) olarak
degerlendirmislerdir. Periapikal inflamatuar lezyonlarda grantlasyon dokusu
tabakalarinda makrofajlarin gogu ve bazi lenfositlerde sitoplazmik boyanma
oldugunu bildirmiglerdir. Bununla beraber radikiler kistlerde ve residuel
radiktler kistlerde epiteliyel hucrelerin positif boyanma g&sterdikleri ve
radiktler kistlerin residtel radikller kistlere oranla istatistiksel olarak anlaml
derecede daha yodun boyanma gdsterdiklerini bildirmiglerdir. Sonu¢ olarak
peri apikal epiteliyel hicrelerde INOS saliniminin inflamatuar sireglerde ve
bu hicrelerin proliferasyonunda rol oynadigini distndiklerini bildirmislerdir.

Kumamoto ve digerleri (67), nitrik oksitin ve stress proteinlerinin
onkogeneziste ve odontojenik epitelin sitodiferansiyasyonundaki muhtemel
rélind acgikliga kavusturmak icin dis germlerinde ve ameloblastomalarda
iINOS ve HSP’leri immunohistokimyasal metodlarla incelemiglerdir. Bunun
icin 7 dis germinde 36 benign ameloblastomada ve 5 malign ameloblastoma
da immunohistokimyasal olarak iNOS icin tavsan anti-iINOS antikoru ver
HSP’ler icin uygun antikorlarla boyama gerceklestirmislerdir. iINOS igin dis
germlerinde mine epitelinin i¢ kisimlarinda, dental papildeki endoteliyal
hucrelerde ve dental foliktllerin iINOS agisindan ¢ok zayif reaktif oldugunu
ancak follikiler ve pleksiform ameloblastomalarin periferal kiboidal ve
kollumnar hicrelerinde hafif boyanma oldugunu bildirmiglerdir. Akantomat6z
ameloblastomalardaki keratin Ureten hucrelerin artmis iINOS rektivitesi

gb6sterdigi ancak granuler hicreli ameloblastomalarda grantler hicrelerin hig
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iINOS  reativitesi  gbstermedigini  vurgulamiglar ve basal hicre
ameloblastomalari ve dezmoplastik ameloblastomalarin  neoplastik
hiicrelerinde diffiiz ancak hafif INOS reaktivitesi oldugunu bisldirmislerdir.
Metastaz yapan bir ameloblastomanin folikiler ameloblastomalara benzer
boyanma sekli godsterdigi ancak ameloblastik karsinomlarin neoplastik
hiicrelerinde diffiz ve siddetli sekilde INOS pozitifligi gérindigini
saptamiglardir. Tartismalarinda iINOS veya drinlerinin  ameloblastoma
hicrelerinin diferansiyasyonunda etken olabilece@ini vurgalamiglar ve sonug
olarak INOS aktivasyonunun epiteliyal odontojenik timérlerin malignensi
potansiyeli ile iligkili olabilecegini bildirmislerdir.

incelenen literatiirde galismamizdaki érnek gruplarinin timani iceren
herhangibir calisma olmamasina karsin, 6rnek grublarimizdan sadece
ameloblastomalarla ilgili bir arastirma mevcuttur. Ornek grubumuzdan
dentijer6z kistlerde ve odontojenik keratokistlerde hi¢ galisma yapilmamis
olmasina karsin Brennan ve digerleri (16) 2003 yilinda vyayinlanan
derlemelerinde odontojenik keratokistlerle ilgili bir calisma yuUrattaklerini
bildirmislerdir.

Belirtilen arastirmalarin disinda Lin ve digerleri 2007 (77) yilinda
yayinlanan arastirmalarinda periapikal lezyonlarin gelisiminde 6nemli
hicresel komponentler, toplam makrofaj ve osteoblast hUlcrelerinin
apoptozisinin dizenlenmesinde nitrik oksitin rolGind arastirmiglar ve sonuglari
esliginde nitrik oksitin periapikal lezyonun gelisimini osteoblast ve
makrofajlarin  apoptozisine neden olarak sagladigini dusinduklerini

bildirmislerdir.

iINOS reaktivitesi acgisindan sonucglar boyanma yogunlugu ve
ylzdesine goére skorlandiginda 25 dentijeréz kistten 7’isi (%28) 0; 9'u (%36)
1; 30 (%12) 2; 4'U (%16) 3; 2'si (%8) 4 olarak ortalama 1,400 (£1,29099), 30
odontojenik keratokistten 4’0 (%13,3) 0; 9'u (%30) 1; 6’sI (%20) 2; 6’s1 (%20);
5'i %(16,7) 4 olarak ortalama 1,9667 (+1,32570); 32 ameloblastomadan 10’u
(%31,3) 0; 14’0 (%43,8) 1; ,4'0 (%12,5) 2; 1'i (%3,1) 3 ve 3’0 (%9,4) 4
olarak ortalama 1,1562 (+£1,19432) olarak skorlanmigtir.
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iINOS reaktivitesi agisindan gruplar pozitif ve negatif skorlar olarak
degerlendirildiginde 25 dentijer6z kistten 7’si (%28) negatif, 18’i pozitif (%72),
30 odontojenik keratokistten 4’0 negatif (%13,3), 26’sI (%86,7) pozitif, 32
ameloblastomadan 10’'u (%31,3) negatif, 22’si pozitif (%68) olarak ayriimis
oldu. Buna gdre bu gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark
bulunamadi (p=0,223).

Bu sonuglar 1siginda calismamizin iNOS bulgular agisindan
literatirde karsilastirma yapabilecegimiz tek bir arastirma oldugu
gOrulmektedir. Kumamoto ve digerlerinin (67) 2002 de vyayinlanan
ameloblastoma igin kullandiklari 6rnek sayisi ile arastirmamizin sayisi ¢ok
yakindir. Ameloblastomalarin iNOS reaktivitesini incelerken dikkatimizi geken
akantomatdéz alanlarda siddetli reaksiyon bulgusuda Kumamoto ve

digerlerinin (67) calismasindaki bulgularla uyumludur.

Galismamizdaki 6rnek gruplarindan odontojenik keratokistler ve
dentijerOzkistlerle ilgili literatirde herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. Nitrik
oksitin yUksek oranlarda saliniminin patolojik sonuclara sebep olabilecegi
bildirilmistir. Bu agidan dentijeréz kistlerde iINOS reaktivitesi ameloblastoma
lardaki salinima yakin olarak bulunmustur. Odontojenik keratokistlerde ise
calisma grubumuzdaki &rnekler arasindaki en ylksek iNOS reaktivitesi
oranlari géralmustdr. Ayrica odontojenik keratokistle ameloblastoma grubu
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Odontojenik
keratokistlerde iINOS reaktivitesi anlaml sekilde daha fazladir. Odontojenik
keratokistlerde iINOS reaktivitesi agisindan dentijer6z kistlerle de bir farklilik
g6zikse de, fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu ylUksek
reaktivitenin odontojenik keratokistlerin epitel 6zelligi ile ilgili olabilecegini
akla getirmektedir. Ancak bunun ileri ¢alismalarla desteklenmesi gerektigi
disUncesindeyiz.
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Daha 6nce de belirttigimiz gibi literatirde odontojenik Kkistler ve
odontojenik benign timorlerin p53 ve INOS salinimi agisindan birbirleri ile
karsilastirmal incelenmesi mevcut degildir. Ancak p53 ve iINOS acisindan
bas boyun bdlgesi karsinomlarinda, premalignant lezyonlarda arastirmalar

yapilmigtir.

Brennan ve digerleri (12) oral epiteliyal displazilerde iINOS ve p53
arasindaki etkilesimi incelemiglerdir. Bunun icin degisen siddette 36 oral
displazide immunohistokimyasal olarak p53 ve iNOS i¢in spesifik monoklonal
antikorlar kullanilarak gerceklestirimistir. Ornekleri her iki antikor igin
speysmendeki yayginligina gbére hicbir hicrede boyanma goértilmezse O,
%25’ten az hicrede gorilen boyanmada 1, %25 ile 50 arasi hlicrede gérllen
boyanmalarda 2, %50 ile 75 arasi hiicrede gortlen boyanmalarda 3, %75 ten
fazla hiicrede goérilen boyanmalarda ise 4 olarak ve boyanma siddetine gore
0 (boyanma yok), 1+ (hafif boyanma), 2+ (orta siddette boyanma), ve 3+
(siddetli boyanma) olarak skorlamiglardir. Bdylece bu skorlar boyanma
yogunlu ve ylUzdesi birlegtirilerek 0 ile 7 arasinda bir skor olarak incelenmisgtir.
INOS agisindan degerlendirmede hafif displazi goérilen iki 6érnek diginda
bltiin &érneklerde pozitif INOS boyamasi oldugunu ayrica displazinin
siddetinin artmasiyla hem boyanma yogunlu hemde ylUzdesinin arttigini
bildirmiglerdir. p53 boyanmasi 16 olguda goérilmis ve displazinin siddeti
artttkca boyanma ylzdesinde artis oldugu belirtiimistir. Bu 16 érnek hem
iNOS hem de p53 icin pozitf olarak degerlendirilmistir. INOS ve p53 boyanma
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliski oldugu bildiriimistir. Sonug olarak
oral displazilerde gérulen iINOS saliniminin hem displazinin siddetiyle hem de

p53 salinimi ile iligkili oldugunu belirtmislerdir.

Brennan ve digerleri (14) iINOS tarafindan uzun sureli nitrik oksit
saliniminin insan kanserlerinde anjiyogenez ve metaztazla ilskilendirildigi;
hayvan modellerinde mutant tip p53’0n degdil ama wild-tip p53’un INOS
salinimini disirdigu ve bunun da timér gelisimini azathginin gézlendigi
belirtilerek oral skuamdz hicreli karsinomlarda iNOS ile p53 arasinda
herhangi bir koreleasyon olup olmadigini karsilastirmiglardir. Bunun igin 56

oral skuamOz hucreli karsinomda hem iNos hemde p53 igin monoklonal
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antikorlar kullanilarak immunohistokimyasal boyamalar yapmislardir ve p53
icin nukleer, INOS icin sitoplazmik boyanmalari pozitif olarak kabul
etmislerdir. Ornekleri her iki antikor icin speysmendeki yayginligina gére
higbir alanda boyanma goérilmezse 0, hicrelerin %25’'inden az boyanma
izlendi ise +1, %25 ile 50 arasinda boyanma gérildl ise +2, hicrelerin %50
ile 75 arasinda boyanma goruldd ise +3, %75 ten fazla boyanma icin +4
olarak skorlamiglardir. Buna gére 31 olguda hem iNOS hem de p53 icin
pozitif boyanma gortlmustir. Her ikisininde negatif géraldigld 11 olgunun
yani sira 2 6rnekte p53 pozitif olmasina karsi iINOS negatif, 12 érnektede
iINOS pozitif olmasina kargin p53 negatif olarak degerlendirilmistir. BOylece
INOS ve p53 salinimi arasinda belirgin bir iligki oldugunu bildirmiglerdir.
Ayrica INOS ve p53 boyanmasinin ¢ogunun keratin incileri etrafinda

oldugunu bildirmiglerdir.

Chen ve dig. (23) 2003 yilinda yayinlanan calismalarinda deneysel
olarak olusturulan bukkal cep karsinomlarinda iNOS ve p53 protein ve mRNA
ekspresyonunun iligkisini incelemeyi amaglamislar. Bunun igin 25 hamsterin
13’'Unde bukkal cep karsinomlari olusturulmus ve bu lezyonlarda
immunohistokimyasal olarak ve insitu RT-PCR ve RT-PCR ile iINOS ve p53
iligkisini degerlendirmisler. Gelistirilen 13 karsinomun 13’lnde de hem
immunohistokimyasa olarak iNOS ve p53 salinimina hem de insitu RT-PCR
ve RT-PCR ile mRNA ekspresyonlari degerlendirildiginde iINOS ve p53
ekspressyonlarinin  yuksek derecede iligkili oldugu saptanmistir.
Immunohistokimyasal olarak incelenen orneklerde 13 6rnekten 13’0 iINOS
icin pozitif olarak degerlendirilirken bu 13 0&rnegin p53 acgisindan
degerlendiriimesinde 8'i pozitif olarak degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak oral
karsinogeneziste iINOS ile p53 salinimi arasinda belirginbir iliski oldugunu

bildirmiglerdir.

Literatirde deri ve gastrointestinal sistemdeki benign lezyonlarda
iINOS ve p53’Gn karsilastirmal incelemeleri mevcut olmasina karsin
odontojenik kistlerde ve epitel kdkenli odontojenik timd&rlerde bilinen bir
calisma mevcut degildir. Arastirmamiz bu acgidan bir ilk &6zelligini

tasimaktadir.
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Bu arastirmada boyanma yogunlugu ve yuzdeleri agisindan skorlama
yapilarak incelendiginde Dentrigenéz grubu icerisinde iINOS skorlari ile p53
skorlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir dogrusal iligki tespit edilmedi
(rho=0,141 ve 0,502). Ameloblastoma grubu icerisinde iINOS skorlari ile p53
skorlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir dogrusal iligki g&ruldu
(rho=0,408 ve 0,020). Buna gére; iINOS skoru arttikca p53 skorunda da
anlamli artis gértlmektedir. OK grubu icerisinde iINOS skorlari ile p53 skorlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir dogrusal iligki tespit edilmedi (rho=
-0,210 ve 0,266).

Bu arastirmada ameloblastoma grubu igin gecerli olan iINOS skorlari
ile p53 skorlan arasindaki dogrusal iliski varligi literatirde malign veya
prekanser6z lezyonlarda goérildigu gibi belirgindir. Bu ameloblastomalarda
INOS siddetinin artmasiyla p53 salinimiyla ilgili reaksiyonlar arasinda benign
timoral lezyonlarda da iliski oldugu hipotezini kuvvetlendirmektedir. Bu iligki
ile ilgili olarak Ambs ve digerlerinin (4) aciklamasi mutant p53 geninin kontrol
mekanizmasinin basarisiz olamasina ve bdylece iINOS’un surekli salinimina
yol actigl seklindedir. Ancak stabilizasyonu artmis wild-tip p53’inde iINOS
tarafindan dretilen nitrik oksite cevap olarak artabilecegi de literatlrde
belirtiimis diger bir géristar (12). Ancak bu gérislerden Ambs ve digerlerinin
(4) aciklamasi hem p53 hemde iINOS’un negatif oldugu érneklerin normal
p53 salinimi sonucu INOS saliniminin  azalmasi anlamina geldigini

vurgulamaktadir.

Bu arastirmada gerek iNOS gerekse p53 acisindan en fazla immin
reaktivite gbsteren odontojenik keratokistlerde, INOS skorlamasinda artisla
p53 skorlamasi arasinda pozitif bir iliski bulunamamistir. Bu odontojenik
keratokistlerde p53’0n iINOS’tan bagimsiz farkh mekanizmalarca da
etkilenebildigini gbsterdigi distntlmektedir.

Dentijer6z kistler klinik gérantllerini yansitir sekilde arastirmamizda
hem iNOS skorlarinin p53’le iligkisi agisindan bir korelasyon bulunmadigi ve
distk p53 reaktivitesi gdstermistir. Bu odontojenik keratokistlle p53
reaktivitesi icinde gorilen belirgin farkliikta g6z Onlne alindiginda
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odontojenik keratokistlerin proliferatif aktivitesinin diger odontojenik kistlere
gbre cok daha fazla oldugunu ve daha agresif klinik seyrinde iligkili

olabilecegdi savini desteklemektedir.

Bu ¢alismada odontojenik orijinli gelisimsel kistlerden dentijerdz kist ve
odontojenik keratokist ve odontojenik timdrlerden ameloblastomalarda timor
sUpressOr gen p53 ve timoér gelisimi ve inhibisyonunda kompleks roli oldugu
tespit edilen INOS enzimi aktivitesini immunohistokimyasal y&ntemlerle
karsilastirmal olarak degerlendirmeye calisiimistir. Uygulanan
immunohistokimyasal yontemin prognostik ve diagnostik avantajlari olsa da
elde edilen sonuclarin bu proteinlerin  mekanizmalarinin ve karsilikli
etkilesimlerinin  daha ileri  arastirmalarla  geligtiriimesi  gerektigini
distnUlmektedir. Bu amagcla yapilacak calismalarda 6zellikle iNOS ve p53
iliskisi agisindan ameloblastomalar ve odontojenik keratokistlerde rekirens
ve malign transformasyonla olan iligkisi, p53 mutasyonlarinin
immunohistokimyasal olarak tespit edilen reaktivitesinde ne kadar iligkili
oldugu ve inflamatuar sdreglerin INOS ve p53 iligkisi agisindan ne oranda
etkili oldugunun arastiriimasi oral ve maksillofasiyel patolojiye yeni boyutlar
katabilecegini distnulmektedir.
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SONUCLAR

Bu calismada immunohistokimyasal yo6ntemlerle, dentijer6z Kkist,
odontojenik keratokist ve ameloblastomalarda p53 protein ve induklenebilir
nitrik oksit senteaz enzimi reaktivitesini degerlendirilmistir. Sonuglar hem
sadece pozitif ve negatif olarak hem de reaktivite siddeti ve ylzdesine gore
skorlama yaparak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Buna gére:

o incelenen her (i¢ grubun igerisinde hem iNOS hem de p53 reaktivitesi

acisindan immunreaktivite gdsteren érnekler mevcuttur.

o INOS immunreaktivitesi agisinda incelenen Dentijeréz  Kist
Orneklerinin %72 sinde, odontojenik keratokistlerin %87sinde ,
ameloblastoma &rneklerinin %69 unda cesitli skorlarda reaktivite
varhgi gbézlenmistir. Bu acidan gruplarin istatistiksel olarak ikili
karsilastirmalarinda sadece odontojenik keratokist ile ameloblastoma
grubu arasinda fark anlamli  bulunmustur. Diger gruplarin

karsilastiriimasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamistir.

o Odontojenik keratokistlerin iINOS degerlerindeki ylksek oranin bu
kistin epitelinin karakteristigi ile ilgili olabilecedi dustnUImektedir.
Literatirde bu konu ile ilgili bilgimiz dahilinde bir arastirma
bulunmamaktadir ve yapilacak arastirmalara agik bir konu oldugu

disutnulmektedir.

o p53 imminreaktivitesi bulgularina gére dentijerdz kist grubu
Orneklerinin %68 inde reaktivite goérilmemis, %32 sinde degisen
yayginlikta reaktivite gériimuastir, Odontojenik keratokist érneklerinin
%27 sinde p53 reaktivitesi goérilmezken, &rneklerin %73 (nde
dedisen yayginhkta reaktivite  gérllmustir.  Ameloblastoma
Orneklerinin %53 Unde p53 reaktivitesi gorilmezken, %47 sinde
degdisen yayginlkta reaktivite géralmuUstir. p53 reaktivitesi agisindan
istatistiksel olarak érnekler karsilastirildiginda odontojenik keratokist
grubu ile dentijer6z kist grubu arasinda istatistiksel olarak fark
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anlamli bulunmustur. Diger gruplarin karsilastirilmasinda istatistiksel

olarak fark anlamli bulunmamistir.

p53 skorlarinda Odontojenik Keratokist ve dentijerdz kist gruplari
arasindaki farkin Odontojenik keratokistlerin diger odontojenik
kistlere gbre agresif seyrini aciklamakta yardimci olabilecegdi
disunUlmektedir. Bu arastirmada elde edilen sonuglara gore
odontojenik keratokistlerin epitelinde tespit edilen kuvvetli p53
saliniminin ister mutant-tip p53 olsun, ister ¢esitli etkenlerle stabilitesi
artmig wild-tip p53 olsun, epitelin bazal tabakasinda htcrelerin hiicre
dénguslt kontrolinde meydana gelen bir degisiklige bagh oldugunu
disunUlmektedir. Boylece bu hcrelerin proliferasyonunda goreceli
bir artistan bahsedilebilecedi diistiniimektedir.

INOS skorlari ile p53 skorlari arasindaki korelasyonun istatistiksel
olarak incelenmesinde ameloblastoma grubunda iINOS skorlar ve
p53 skorlari arasinda istatistiksel olarak anlamh pozitif bir korelasyon
oldugu gérulmustar. Buna gore; INOS skoru arttikga p53 skorunda da
anlamli artig gértilmektedir. Diger iki 6rnek grubunda iNOS skorlari ile
p53 skorlari arasindaki istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon

bulunmamistir.

INOS ve p53 iliskisinin aciklamasinda literatirde de deginilmis olan
mutant p53 geninin, INOS U(zerindeki kontrol mekanizmasinin
basarisiz olmasi sonucu, iINOS’un sirekli salinimina olanak sagladigi
savinin bu calismada ameloblastoma grubunda iINOS ve p53
arasindaki korelasyonun nedenini belirtigi diusuntlmektedir. Ancak
sadece immunohistokimyasal ¢calismalarla kesin bir yargiya varmanin
mumkdn olmadigini ve ek olarak DNA mutasyonlarini tespit eden
ybntemlerle immunohistokimyasal c¢alismalarin  desteklenmesi
gerektigini ve uzun sdreli takipleri de iceren arastirmalarla benign
olmasina karsin metaztaz yapabildigi bilinen ameloblastomalarin bu
biyolojik karakterinde iINOS ve p53 arasindaki etkilesimin rollnin

kesin bir acikliga kavusturulabilecegini kanisina variimigtir.
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