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ORAL KAVITE YASSI HUCRELI KARSINOMLARINDA
SiIGARA KULLANIMININ KANSER YOLAKLARINA ETKISININ
DEGERLENDIRILMESI

OZET

Amag: Oral kavite yassi hiicre karsinomal1 hastalar i¢inde sigara igmeyen hastalar
son donemlerde sayis1 artmakta olan ayr1 bir gruptur. Etyolojisinde en sik neden olan sigara
icen grup ile farkli bir grup olan sigara igmeyen hasta gruplar1 arasinda farkli kanser
yolaklarinin varligini olabilecegini diisiinmekteyiz. Caligmamizda bu iki grup arasindaki
kanser yolaklarini aragtirilmasi ve buldugumuz sonuglar ile ileride sigara icmeyen grup igin

yeni ¢aligsmalar baglanmasini 151k tutmas1 amaglanmaktadir.

Gereg ve Yontem: Calismaya 18 yas lizeri sigara igen ve sigara igmeyen olmak {izere
iki grup dahil edildi. Her iki grupta 15’er hasta yer aldi. Doku Ornekleri Sultan 2.
Abdiilhamid Han Egitim ve Arastirma Hastanesinde Oral kavite yassi hiicre karsinoma
nedeni ile ameliyat olmus ve patoloji klinigine patolojik inceleme i¢in génderilmis hastalarin
dokularindan calisildi. Dokulardan RNA izolasyonu sonrasi elde edilen bu RNA’lar dan
daha 6nce farkli kanser yolaklarinda tespit edilen 55 genin ekspresyon diizeyleri tespit edildi.
Gen zenginlestirme analizi islemleri Reactom ve Enrichr web siteleri kullanilarak yapilarak

ve molekiiler kanser yolaklarinin mekanizmalari ortaya kondu.

Bulgular: Sigara icen grupta en ¢ok MAPK sinyal yolagi, apopitozis, ¢esitli farkli
kanser yolaklari, kiiclik hiicreli kanser, EBV enfeksiyon, PI3K-Akt sinyal yolagi ve p53
sinyal yolaginin etkilendigi, sigara icmeyen grupta ise en ¢ok lipid ve ateroskleroz, hiicre
sirkiilasyonu, nérodejeneratif yolaklar, apopitozis, MAPK sinyal yolagi, PI3K-Akt sinyal
yolagi, Amyotrofik lateral skleroz, Human T hiicreli 16semi ve HIF-1 sinyal yolaklarinin
etkilendigi tespit edilmistir. Iki grup karsilastirmas1 sonucu en ¢ok hiicre sirkiilasyonu, PI3K-
Akt sinyal yolagi, PPAR sinyal yolagi, viral karsinogenezis, hiicresel yaslanma, ferroptosis,
Wnt sinyal yolagi, yag asit degredasyonu ve Epstein-Bar virus infeksiyon sinyal

yollaklarinin etkilendigi tespit edildi.

Sonug: Sigara igmeyen Oral kavite yassi hiicre karsinoma’li hastalar yaptigimiz
sinyal yolak analizlerine gore farkli bir etyopatogenez ile ilerleyen, etyolojik faktorlerden

etkilenen 6zellikli bir grup olarak bulunmustur.
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EVALUATION OF THE EFFECT OF SMOKING ON CANCER
PATHWAYS IN ORAL CAVITY SQUMAOUS CELL CARCINOMA

ABSTRACT

Aim: Among patients with oral cavity squamous cell carcinoma, non-smoking
patients are a separate group whose number has been increasing recently. We think that there
may be different cancer pathways between the smoking group, which is the most common
etiology, and this non-smoking patient group, which is a different group. Our study aims to
investigate the cancer pathways between these two groups and to shed light on the results

that we found to start new studies for the non-smoking group in the future.

Materials and Methods: Two groups were included in the study: smokers and non-
smokers over the age of 18. There were 15 patients in both groups. Tissue samples were
studied from the tissues of patients who underwent surgery for oral cavity squamous cell
carcinoma at Sultan 2. Abdiilhamid Han Training and Research Hospital and were sent to
the pathology clinic for pathological examination. The expression levels of 55 genes
previously detected in different cancer pathways were determined from these RNAs obtained
after RNA isolation from tissues. Gene enrichment analysis was performed using Reactom

and Enrichr websites and the mechanisms of molecular cancer pathways were revealed.

Results: In the smoking group, the MAPK signaling pathway, apoptosis, various
different cancer pathways, small cell cancer, EBV infection, PI3K-Akt signaling pathway
and p53 signaling pathway were most affected. In the non-smoker group, it was determined
that lipid and atherosclerosis, cell circulation, neurodegenerative pathways, apoptosis,
MAPK signaling pathway, PI3K-Akt signaling pathway, Amyotrophic lateral sclerosis,
Human T-cell leukemia and HIF-1 signaling pathway were most affected. As a result of the
comparison of the two groups, it was determined that cell circulation, PI3K-Akt signaling
pathway, PPAR signaling pathway, viral carcinogenesis, cellular senescence, ferroptosis,
Whnt signaling pathway, fatty acid degradation and Epstein-Bar virus infection signaling

pathway were most affected.

Conclusion: Non-smoking patients with oral cavity squamous cell carcinoma were
found to be a special group that progresses with a different etiopathogenesis and is affected

by etiological factors, according to our signal pathway analysis.
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Key Words: Molecular, Oral Cavity Squamous Cell Carcinoma, Smoking, Signaling
Pathway.
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1. GIRIS VE AMAC

Oral kavite yasst hiicreli karsinoma (OKYHK) diinya capinda sik goriilen
malignitelerden biridir ve ABD'de 2019 yilinda oral kavite ve farenks kanserlerinin
tahmini insidans orant 53.000, 6lim orami ise 10.860’tir (1). OKYHK oldukga
heterojendir ve bir¢ok genetik degisiklik icererek onlar1 spesifik hedefe yonelik ilaglara
direngli hale getirir. Geleneksel risk faktorleri arasinda tiitiin mamullerinin kullanimi,
alkol tiiketimi, betel fistig1 ¢igneme, HPV ve Fanconi anemisi gibi genetik yatkinlik yer
almaktadir (2). Son yillarda tedavi ve teknolojideki ilerlemelere ragmen, erken teshis
belirteclerinin eksikligi, metastazla sik iligki ve etkili kemoterapotik ajanlarin eksikligi
nedeniyle mortalite yiiksek olmaya devam etmektedir (3,4). Yaklasik %60'lik bes yillik
hayatta kalma oraniyla, hastalik siirecini anlamak ve daha iyi onleyici ve tedavi edici

stratejiler belirlemek i¢in kritik bir klinik ve molekiiler bilgi ihtiyaci vardir.

OKYHKlar siklikla yaygin ve multifokal olup hastalar icin yiiksek morbiditeye
neden olur. Sigara igmeyen hastalarda OKYHK artmasma ragmen, bu hastalarda
karsinogenez siireci hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Bir veya birden fazla OKYHK
gelisen, sigara igmeyen ve sigara icen hastalarda karsinomanin klinikopatolojik ve
molekiiler 6zelliklerini anlayan ve karsilagtiran az sayida ¢alismalar vardir (5). Sigara
icmeyen OKYHK’I1 hasta grubu spesifik fakat etyoloji ve kanser mekanizmasi agisindan
pek calisilmis bir grup degildir. Klinik farkindalik olsa da molekiiler diizeyde yeterli

calisma yoktur.

Bu ¢alisgmada amacimiz OKYHK da etyolojide sigaranin etkisinden baska farkl
bir grup olan sigara igmeyen hasta grubunda farkli bir kanser yolaginin varligin1 tespit
etmek ve sigara i¢in grup ile kanser yolaklarini karsilagtirmaktir. Bu ¢aligmanin sonuglari
ile oOzellikle sigara icmeyen OKYHK’li hastalarda etyolojiye gore bireysel hasta
yaklasimi saglamak, yeni tespit edilen yolaklara gore ileride yapilacak tedavi amacli yeni
caligmalar baglanmasini saglamak, yolak 6zelliklerine gore sigaradan bagka bir etyolojik

faktoriin varliginin arastirilmasi i¢in yeni ¢aligmalara 151k tutmast amaglanmaktadir.

Bu caligma ile sigara icen ve igmeyen hastalarin klinik 6zelliklerinin molekiiler
ozellikler ile birlestirilmesi ile 6zgiin bir model olusacaktir ve hem gelecek caligsmalar
icin zemin hazirlayacak hem de hasta tani ve tedavi yaklasimi i¢in 6nemli bir bilimsel

calisma olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. ORAL KAVITE ANATOMISI

Oral kavite, On tarafta {ist ve alt dudak vermillion sinir1, arkada orofarengeal
isthmus olarak tanimlanan arka alt tarafta dilin 2/3'liikk 6n tarafinin arka sinirini olusturan
circumvallat papillarin oldugu hat ve arka iistte sert damak yumusak damak birleske
hattina kadar uzanan diizlem i¢inde kalan alana verilen addir. Oral kavitenin i¢inde alt
boliimler; dudagin oral kaviteye bakan mukozal yiizii, bukkal mukoza, retromolar trigon,
ag1z tabani, dil 6n 2/3'liikk kisim, sert damak ve alt ve iist alveolar ark gingival bdlge, disler
ve sert damaktir. Non-keratinize ¢ok katli yassi epitelden olusan miik6z membranla
ortiiliidiir. Yakinliklarina ragmen bu alt bolgeler, onkolojik tedavinin planlanmasinda

dikkate alinmasi1 gereken farkli anatomik 6zelliklere sahiptir (6).

Gergek oral kavite dental kemerler arasina sikigmis, tistte damak, altta dil ve agiz
tabani, dis yanda dislerin lingual yiizleri, lingual gingivalar ve lingual alveolar mukoza,
arkada yumusak damagin dikey boliimii ve yumusak damaktan dil tabani kenarlarina
uzanan plikalarin 6nde bulunani arasinda kalir. Bu kavitenin Oniinde disler ile bukkal

mukoza ve dudaklar arasinda kalan bolgeye vestibiil denir (Sekil 2.1.)

/

Sekil 2.1. Oral kavite anatomisi (Kirmiz1 boyali alan oral kavite)
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2.1.1. Dudak

Agiz girisindeki hareketli yapilar olup dudagin vermillion zonu arkasindaki
mukozal kismi oral kavite i¢cinde kabul edilir. Dudaklarin arteryel kanlanmasi fasiyal
arterin labial dalinmn iist ve alt dallar1 ile olur. Ust dudak innervasyonu maksiller sinirin
infraorbital dali, alt dudak ise inferior dental sinirin mental dali ile olur. Dudak
bolgesindeki kaslarin innervasyonu alt dudak i¢in fasiyal sinirin servikal dali ve marjinal
mandibular dali ile, iist dudak ise fasiyal sinirin bukkal dali ile olur.

Ust dudak lenf nodu drenaji bukkal ve parotis bezi lenf nodlarma, oradan
prevaskiiler fasiyal lenf nodu ve submandibular lenf nodlar1 yolu ile iist derin servikal
lenfnodlarina olur. Alt dudak ise dnce fasiyal yiizeyel lenf nodlarina sonra submandibular
lenf nodlar1 yolu ile iist derin servikal lenf nodlarina drene olur. Alt dudak orta kismi 6nce
submental lenf nodlarina veya bazen direk derin servikal lenf nodlarina direk drene

olabilir.

2.1.2. Bukkal Mukoza

Bukkal mukoza dudak ve yanagin i¢ yiizeyini kaplayan mukoza alanidir ve oral
kavitenin lateral sinirlarini olusturur. Agiz komissiiriinden arkada retromolar trigona
kadar olan alanmi kaplar. Retromolar trigon ile arkadaki sinir1 iistte maksiller ¢ikint1 ile
liciincii molar dis arasindaki hayali ¢izgi olusturur. Ust ve alt sinir1 gingivabukkal sulkus
olusturur. Mukoza non-keratinize ¢ok yasst1 hiicreli epitel ile kaplidir ve mukoza lateralde
masseterik alan ile oral kaviteyi ayirir. Parotis bezinin duktal kanali olan Stenon kanali
iist molar disin hizasinda buksinator kasi deldikten sonra bukkal mukozay1 gecerek
osttumu ile oral kaviteye acilir. Bukkal mukoza ekternal karotid arterin siiperfisiyel
temporal dalindan gelen dallar ile beslenir. Duyusal innervasyon trigeminal sinirin
mandibular dali alinir. Lenfatik drenaj1 fasiyal ve submandibular lenf nodlart ile {ist derin

servikal lenf nodlarina olur. Mukoza ile cilt arasindaki kalinlik yaklasik 2 cm.dir.

2.1.3. Ag1iz Tabam

Arka altta alveolar arklarin i¢ ylizeyinden dilin alt ylizeyine uzanan agiz tabani
kaslarmi Orten, arka {ist sinirt tonsillerin 6n plika alt kismi olusturan mukoza ile kaph
alandir. Frenulum ortada ikiye ayirir. Non-keratinize ¢ok katli yassi epitel ile kapli olup
bukkal mukozaya gore daha submukozal hatta sahiptir. Mukoza altinda minor tiikiirtik

bezleri, sublingual bezler, submandibular bezin duktal kanali olan Wharton kanali,
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hipoglossal ve lingual sinirler ve agiz tabani kaslar1 bulunur. Bu kaslar mylohyoid,
genioglossus ve hyoglossus kaslardir. Duyusal innervasyonu trigeminal sinirin
mandibular dalinin lingual siniri alir. Lenfatik drenaj 6n kisimda submental diger bolgeler
submandibular lenf nodlarindan {ist derin servikal lenf nodlarma olur. Ek olarak
mylohyoid kas tizerindeki derin dil lenf nodlarinada drenaj olabilmektedir. Orta hatta

yakin yapilar bilateral lenf nodlaria drene olabilir.

2.1.4. Retromolar Trigon

Mandibula ramusunu kaplayan mukozanin oldugu bélgeye denir. Uggen sekline
benzer. Tabanini tiglincii alt molar dis, tistte maksiller ¢ikinti, lateralde bukkal mukoza,
medialde tonsil 6n plikasi olusturur. Non-keratinize yassi hiicreli epitel ile ortiiliidiir.
Trigeminal sinirin mandibular dalinin bukkal dali duyusal innervasyonunu saglar.

Lenfatik drenaj submandibular lenf nodlarindan iist derin boyun lenf nodlarina dokiiliir.

2.1.5. Alveolar Ark

Alveolar arklar maksilla ve mandibula alveolar ¢ikintilarin1 ve onlar1 orten
mukozay igerir. Mukozalar kemigin periostunun derinine ilerler. Maksiller dis arkini
tizeri ¢ok kath yassi epitel ve mukoperiost ile kapli kemik alveolar ¢ikint1 destekler.
Lateralde bukkal mukoza, gingival sulkusta dudaklar ve medialde sert damak ile birlesir.
Mandibular alveolus mandibulanin oral kavitedeki boliimiidiir. Mandibular dis arkini
mukoperiost ile kapli kemik alveolar ¢ikint1 destekler. Lateralde bukkal mukoza, gingival
olukta dudaklar ve medialde agiz tabani ile devam eder. Arkada retromolar trigona uzanir.
Duyusal innervasyonu trigeminal sinirin mandibular dali alir. Lenfatik drenaji
submandibular ve submental lenf nodlarina oradan iist derin servikal lenf nodlarina olur.

Ust alveollarin innervasyonunu maksiller sinirin dallar1 alir.

2.1.6. Sert Damak

Maksiller alveolusun ortasinda at nali seklindedir. Tiim damagin yaklasik dortte
ticlinii olusturur. Maksillanin palatin ¢ikintisi, horizontal damak laminasi ve palatin
kemiklerden olugsmustur. Mukozas1 alttaki periosta kuvvetli bir sekilde yapisir. Bu
mukoperiostal birlesme maksiller alveoldan yumusak damaga kadar uzanir. Mukozasi

altinda minor tiikiiriik bezleri yerlesmistir.



Sert damak arkada palatin kemigin arka kosesinde yumusak damak ile birlesir.
Sert damak biiylik palatin arter dallartyla beslenir. Damagin venleri eksternal palatin ven
ile fasiyal ve faringeal vende sonlanir. Trigeminal sinirin maksiller dali ile mukozanin
duyusal innervasyonu alinr. Sert damak 6n kismini nazopalatin sinir, arka kismin1 biiyiik
palatin sinir innerve eder. Lenfatik drenaj submandibular nodlara, posteriorda

retrofaringeal lenf nodlarina drene olur.

2.1.7. Dil

Dil tat alma, deglutasyon ve konusmay1 kolaylastiran 6zel bir organdir. Bir kismi
oral kavitede bir kismi orofarinkste yerlesimlidir. Dilin 2/3 6n tarafindaki serbest ve
hareketli bolgeye 6n veya oral dil denir. Arka smirini circumvallat papillalarin
olusturdugu horizontal hat olusturur. Posteriorunda hareketsiz yogun lenfoid doku iceren
orofarinks iginde yerlesimli arka dil veya dil kokii olarak tabir edilen alan olusturur. On
dil yerlesiminin tarif edilmesi agisindan lateral alan, ventral ve dorsal alan ve tip olarak
alt kisimlara ayrilabilir. Ventral ve yan duvarlar non-keratinize ¢ok katli yassi epitel ile
agiz tabani ile devam ederken, tip ve dorsal yiiz kalin keratinize yass1 hiicreli epitel ile
kapli olup bazi alanlar tat tomurcuklari igerir. Mukoza yapist altinda dilin intrensek ve
ekstrensek kaslar1 vardir ve yapisiktir.

Dilin intrensek kaslar1 vertikal, transvers ve inferior ve siiperior longitudinal
kaslar1 igerir. Cigneme, yutma ve konusma sirasinda aktif rol oynar ve esnek yapiya
sahiptir. Hyoid kemige bagl degillerdir. Ekstrensek kaslar ise hyoid kemige bagl
hiyoglosus, sert damaga bagli palataglosus, stiloid kemige bagli styloglosus ve mandibula
ve hyoid kemige bagli genioglosussu igerir. Bu kaslar ile dil stabilize olur ve kasilmasi
ile seklini ve pozisyonunu degistirebilir. En biiyilik kas genioglosus kasi ve dil ana sekil
veren kasdir.

Dilin arteryel kanlanmasi eksternal karotid arterin lingual dali ve fasiyal arter ve
assenden faringeal arterin ug dallarinca olur. Dilin tam ortasinda fibroz avaskiiler arkaya
vertikal uzanan bir septal yiizey ile kaplidir. Venoz drenaj lingual venler ile internal
juguler vene olur. Onde lingual venler fasiyal ven ile birleserek internal juguler vene
dokiiliir.

Palataglosus kas1 faringeal pleksus ile innerve olurken diger tiim kaslar

hiyoglossal sinir ile innerve olur. Duyusal innervasyonu trigeminal sinirin mandibular



dalinin lingual dal1 ve cirkumvallat papilla sinirinda glossofaringeal sinirler ile saglanir.
Tat duyusu ise fasiyal sinirin korda timpani dalina lingual sinir aracilig1 ile ulastirilir.

Dilin lenfatik drenaji ¢cok yaygin ve karmasiktir. Dilin 6n oral kavite igindeki
bolgesinin lenfatikleri marjinal ve santral olarak ikiye ayrillir. Marjinal lenfatikler dilin
ticte birlik kismini, dis yan kenarini ve ventral yliziiniin bir kismini olusturur. Tip bolgesi
submental lenf nodlarindan iist derin servikal veya direk alt derin servikal nodlara drene
olurken, dilin geri kalan kism1 submandibular lenf nodlarina ve oradan {ist derin servikal
lenf nodlarina drene olabilir. Her zaman bilateral drenaj 6zellikle orta hat bolgesinden
olabilir.

Dilin papillar1 korneum tabakasinin ¢ikinti yapmasiyla olusur. Tat tomurcuklari
tim dil sirtinda, kenarlarinda bulunur. Sirkumvallat, fungiform, filiform ve basit
papillalardan olusur. Dilin miik6z bezleri dilin arka yilizeyinde bulunur, serdz bezleri
miikdz bezlere ve ayrica sirkumvallat papillara acilir, 6n dilde tiikiiriik bezleri genelde

bulunmaz. Bazi serdmiisindz bezler dilin alt yiizeyine agilir.

2.2. ORAL KAVITE KANSERLERI

Oral kavite kanserleri bas boyun kanserleri i¢inde heterojenitesi, goriilme sikligi
ve tedavi uygulamalar1 olarak onemli bir yere sahip bir gruptur. En sik goriilen
histopatolojik tipi yasst hiicreli karsinomadir. Tiikriik bezi, sarkoma, mukozal melanoma
gibi nadir histolojik tiplerde goriinmektedir. Yass1 hiicreli karsinoma erkeklerde ve ileri
yasta daha sik goriilmek ile beraber son yillarda kadin ve geng¢ yasta da sik goriilmeye
baslanmistir. Etyolojide tiitiin mamiilleri ve alkol en dnde gelse de bunlar1 kullanmayan
gruptada goriilebilmektedir. En sik bukkal mukoza ve dilde yerlesimi goriliir.
Heterojenitesi ve Ozellikle sigara igmeyen gruptada goriilmesi ile farkli molekiiler
patogenez ve kanser yolaklar1 kullanildig: diistiniilmektedir. Tedavi yaklagiminda cerrahi
ve adjuvan radyoterapi ve/veya kemoterapi en uygun yaklasim olarak uygulanir.
Rekonstriiksiyon yontemleri ve teknikleri siirekli gelismektedir. Son yillarda molekiiler

patogenez ve tedavi yaklasimlari ile ilgili yeni ¢alismalar artmaktadir.

2.2.1. Epidemiyoloji

Orak kaviteyi de kapsayan bas ve boyun kanserleri (BBK) diinya ¢apinda en sik
goriilen 7. Kanserdir. Her yil 660.000'den fazla yeni vaka ve 325.000 civarinda 6liim

nedenidir. Ornek vermek gerekir ise Birlesik Krallik'ta oral kavite kanserlerinin son 10



yilda genel goriilme siklig1 yiizde 60’a yakin bir artigla yiikselmeye devam etmektedir
(7). Diinya ¢apinda goriilme siklig1 ve 6liim oran1 150.000 daha fazla vakayla erkekler
arasinda daha yiiksek ve diinya ¢apinda erkeklerde 70.000'den fazla 6liim bildirilmistir.
Bununla beraber oral kavite kanserinde artan bir egilim diinyada olmak ile beraber sigara
iciminde azalma ile Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa'da kadinlarda ve erkeklerde
azalma egilimi vardir (8, 9). Oral kavite kanserlerinde yasa standardize edilmis en yiiksek
insidans (100.000 kisi-yili basina) Melanezya'da, yani Papua Yeni Gine'de
(erkekler=22.2; kadinlar= 11,9), Giiney Orta Asya (erkekler= 13,3; kadin=4,6)) ve Dogu
Avrupa (erkek= 9,2; kadin=1.9) dir (9). Globocan 2022 Diinya Kanser Verilerine gore
dudak ve oral kavite kanserleri insidans olarak 16, mortalite olarak 15. siradadir (Sekil
2.2) (10). Tirkiye’de yasa standardize edilmis 100000 kiside goriilme insidansi 2.1 dir
(Sekil 2.3) (10).

Incidence Mortality
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Sekil 2.2: Globocan 2022 Diinya Kanser Verilerine gore dudak ve oral kavite kanserleri
insidans (10)
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Sekil 2.3: Globocan 2022 Tiirkiye’de yasa standardize edilmis 100000 kiside goriilme
insidans1 (10)

2.2.2. Etyoloji

Tiitiin, polisiklik hidrokarbonlar ve nitrozaminler basta olmak iizere bir¢ok
kanserojen molekiil igerir. Kullanilan tiitiiniin paket y1l1 ile OKYHK riski arasinda dogru
orantil1 bir etki mevcuttur (11).

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi'na gore hem sigara hem alkol OKYHK'de
yeterli kanit bulunan kanserojen maddelerdir (12). Alkol ve tiitiiniin oral ve orofaringeal
YHK etiyolojisinde sinerjistik bir etkisi oldugu goriilmektedir. Tiitiiniin hem tek basina
kullanimi hem de alkolle birlikte kullanilmast OKYHK riskini artirir (13). Etanol,
dogrudan etki gosteren asetaldehite oksitlenir. Kanserojen etkisi vardir ve ayrica alkol
tiitin kanserojenleri igin “solvent” oldugu diisliniilen agiz tabani gibi yiiksek riskli
bolgelerde etki yapabilir (14). Son yillarda alkoliin tek basina OKYHK riski iizerinde
bagimsiz bir etkisi vardir (7). Sadece bir siire boyunca siirekli alkol yiiksek tiiketiminin
ile bile (giinde 3'ten fazla igecek) birkag yilda riski arttirdigi goriilmektedir (7).

Tembul ¢igneme, gutka ve dumansiz tiitiin kullanimi ¢ogunlukla Giiney Orta Asya
tilkelerinde gortlir. (8). Hindistan, Pakistan ve Sri Lanka'da tiitiin genellikle areka

ceviziyle birlestirilir, bir betel yapragina diger malzemelerle sarilarak yanakta bekletilir



veya ¢ignenir ve basta yanak ve agiz tabani olmak tizere OKYHK riskini artirir. Bir meta-
analizde Tembul quid'e maruz kalma ile tiitiin kullanilmasa bile artan agiz kanseri riski
olusturmaktadir (15).

Gelismis tilkelerde sigara igmeyen ve alkol tiiketmeyen bireylerde OKYHK
nadiren gériiliir (16). Insan papilloma viriisiiniiniin (HPV) OKYHK riskini artirdigin
gosteren net caligmalar yoktur ve klasik etyolojide her zaman gosterilmemek ile beraber
tespit oran1 %3 kadar diisiiktiir (17). Bas ve Boyun 5000 kanser arastirmasi kapsaminda,
OKYHK’li hastalarin laringeal ve orofaringeal tlimdrlii hastalardan etyolojik olarak bazi
farkliliklar1 vardi. OKYHK’li hastalar daha geng (%43 <60 yas), daha yiiksek oranda
kadin (%38), daha az sigara i¢eren grup olmalari idi (%25 hi¢ kullanmamak). (18).

Bu ¢alismadan da anlasildig1 tizere 6zellikle sigara icmeyen gruplarda bilinmeyen
bir etiyolojik faktoriin farkli bir klinik antite ile OKYHK olisumunda yeri olabilcegi
tahmin edilmektedir.

Daha az bilinen risk faktorleri; ailede oral kavite kanseri dykiisii, diisiik viicut kitle
indeksi (BMI), meyve ve sebzelerden yoksun bir diyet, tip 2 diyabet, kotii agiz saghigi,
diisiik sosyo-ekonomik durum, diisiik egitim durumu ve meslek (7,19-23).

Organ nakli hastalarinda ve HIV ile enfekte AIDS hastalarinda bagisiklik sistemi
degisiklikleri gibi konak¢1 faktorler ve kseroderma pigmentosum, Fanconi anemisi ve
ataksi telanjiektazi gibi genetik durumlar, bas ve boyun kanseri vakalarinin artmasiyla
iligkilidir (24-28).

Oral kavite kanseri erkeklerde daha sik goriilir ve genellikle yasamin 5.
dekadindan sonra ortaya cikar. Yaklasik %]1,5'inin agiz boslugunda veya sindirim
kanalinda (girtlak, yemek borusu veya akciger) baska bir eszamanli primeri olacaktir
(11). Primer indeks tedavisinden sonraki ilk on yilda %10 ila %40 oraninda metakron
tiimorler gelisir ve bu nedenle diizenli tedavi sonras1 gdzetim ve yasam tarzi degisikligi

ikincil korunma i¢in 6nemli stratejilerdir (11,29).

2.2.3. Patoloji

Yasst hiicreli karsinoma tiim agiz kanserlerinin %90'indan fazlasini olusturur
(Sekil 2.4, 2.5 ve 2.6). Diger malign tiimorler epitelden, bag dokusundan, kiigiik tiikiirtik
bezlerinden, lenfoid dokudan ve melanositlerden kaynaklanabilir veya uzak bir timdriin

metastazindan kaynaklanabilir.



Sekil 2.4: Yass1 Hiicre Karsinomali hasta

Sekil 2.6: Yassi Hiicre Karsinomali hasta
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Cesitli premalign lezyonlar OKYHK'in gelisimi ile iligskilendirilmistir.
Lokoplaki, eritroplaki, oral liken planus ve oral submukoz fibrozis gibi daha yaygin
premalign lezyonlarin malign transformasyon potansiyeli degiskendir (5,11).

Lokoplaki, "klinik veya patolojik olarak baska bir hastalikla tanimlanamayan
beyaz bir yama veya plak" olarak tanimlanan klinik bir terimdir (30). Bu lezyon genellikle
sigara ve alkol kullanimiyla iligkilidir. Diinya c¢apinda 16koplaki prevalansi yaklagik
%?2'dir. Displastik degisiklikler hastalarin sadece %2-5'inde goriiliir. Lokoplaki i¢in yillik
malign donisiim oran1 %1'dir. Malign doniisiim igin risk faktorleri arasinda displazi
varlig1, kadin cinsiyet, uzun siireli 16koplaki, dil veya agiz tabaninda yerlesim, sigara
icmeyenlerde 16koplaki, 2 cm'den biiyiik boyut ve homojen olmayan tip yer alir. Tiitiin
ve alkol kullanimindan kaginmak i¢in yasam tarzi degisikliginin yani sira eksizyon, dogru
tan1 ve tedavi icin tek kesin yontemdir.

Eritroplaki, "klinik veya patolojik olarak baska herhangi bir durumun neden
oldugu seklinde tanimlanamayan parlak kirmizi kadifemsi bir yamadir" (30). Bu
lezyonlarin 16koplakiden daha yiiksek malignite potansiyeline sahip olmas1 ve siklikla
displazi ve karsinoma in situ ile iliskili olmasi nedeniyle cerrahi eksizyon dnerilmektedir
(30).

Oral kavitenin yass1 olmayan hiicreli karsinomlar1 nadirdir. Mindr tiikiiriik bezi
karsinomlar1 oral kavite kanserlerinin %5'inden azini olusturur (Sekil 2.7). Siklikla sert
damakta (%60), dudaklarda (%25) ve yanak mukozasinda (%]15) ortaya ¢ikarlar (31,32).
Mukoepidermoid karsinom en sik goriilen tiptir (%54), bunu diisiik dereceli

adenokarsinom (%217) ve adenoid kistik karsinom (%15) takip etmektedir (31,32).

Sekil 2.7: Minér Tiikiiriik Bez Karsinomali hasta
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Mukozal melanomlar nadirdir ancak genellikle sert damak ve dis etinde lokal
agresif tiimorler olarak bulunurlar (Sekil 2.8). Mandibula veya maksillanin
osteosarkomunu i¢eren kemik tiimdrleri ve ameloblastoma gibi odontojenik tiiméorler agiz
boslugunda mevcut olabilir ve yiizeyde iilserasyon varsa mukozal lezyonla karistirilabilir

(11, 31).

A

Sekil 2.8: Mukozal Malign Melanomali hasta

2.2.4. Tan ve Evreleme

Agiz icinin kendi kendine goz ile inspeksiyon, muayene ve hekimlerin fizik
muayenesi kismen kolay olmasina ragmen hastalar siklikla ileri evre hastalik duumunda
tespit edilir. Oral kavite kanseri siiphesi olan hastalarda kapsamli bir bag-boyun
muayenesi zorunludur. inspeksiyon ve palpasyon, hastaligin yaygmligi, tiimoriin boyutu,
kemik invazyonu veya cilt bozulmasinin varligi hakkinda dogru bir izlenime izin verir.
Tilimdriin ¢izimleri ve fotograf kayitlari ile uygun dokiimantasyonu evreleme, tani, tedavi
karari ve ileri takip agisindan faydalidir.

Klinik TNM evresi ilk karsilasmada kaydedilmeli ve degerlendirme ilerledikce
degistirilmelidir. {1k inceleme biyopsi ile teshisten olusur. Erisilebilir lezyonlara klinikte
insziyonel biyopsi, punch forsepsi, boyundaki lenf nodlarina kalin veya ince igne
aspirasyon biyospisi kullanilarak yeterli sekilde biyopsi yapilabilir. Bazi hastalarin
posterior yerlesimli lezyonlara ulagsmak veya agr1 ve trismusla sinirl bir fizik muayeneyi
tamamlamak icin genel anestezi altinda muayeneye ihtiyacit olacaktir. Radyografik
goriintiileme, tlimoriin yayginligi, tiimoriin komsu kemikle iligkisinin degerlendirilmesi

ve bolgesel lenf diigiimlerinin degerlendirilmesi igin ¢ok Onemlidir. Bilgisayarl
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Tomografi (BT) goriintiilemesi, kemik ve boyun lenf nodlarinin, 6zellikle erken kortikal
tutulumun ve ekstrakapsiiler lenf nodu yayiliminin degerlendirilmesi i¢in tercih edilen
calismadir (11). Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRI), yumusak doku yayilimi ve
perindral invazyon hakkinda tamamlayici bilgiler saglar ve aynm1 zamanda yetiskinde
kemik iliginin yerini normalde yag aldig1 i¢in mediiller kemik tutulumunun boyutunu
degerlendirmede de faydalidir (11). Oral kavite kanserli hastalarin gogu uzak metastaz
acisindan risk altinda degildir ve bu nedenle Pozitron Emisyon BT (PET-BT) taramasinin
ilk degerlendirmedeki rolii tartismalidir. Bununla birlikte, eger ileri evre ise, adjuvan
tedavi Ongoriiliiyorsa ve radyoterapi planlamasi i¢in PET-BT taramasi kullanilacaksa,
ameliyat oncesi PET-BT taramasi temel olarak faydali olabilir (11). Lokal olarak
ilerlemis tiimdrleri olan hastalar, rekonstriiktif cerrah, dis hekimleri, konusma ve yutma
patologlar1 ve sigaray1r birakma ve diger yasam tarzi degisiklikleri icin davranis
terapistleri ile uygun multidisipliner konsiiltasyonlara ihtiya¢ duyar.

TNM sistemi, nispeten basit tasarimi ve kullanici dostu olmasi nedeniyle en
yaygin kabul goren prognostik sistemdir. Oral kavite tiimorlerinin klinik evrelemesi,
primer timor 6zellikleri, boyun ve uzak metastazlarin degerlendirilmesinden olusur
(Sekil 2.9., 2.10). Bu bilgi timdr icin TNM evrelemesine olanak saglar (Sekil 2.11) (33).
Primer bolgenin evrelemesinde temel unsurlar timoriin boyutu, derinligi ve derin yapilara
invazyondur. Boyuna lenfatik yayilim genellikle adim adim, diizenli ve 6ngoriilebilir bir
sekilde gerceklesir. Boynun lenf nodu basamaklari, Amerikan Bas ve Boyun Dernegi

Kilavuzlan tarafindan standardize edilmis terminoloji kullanilarak tanimlanmaktadir

(33).
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Table 1
American Joint Committee on Cancer (AJCC)
TNM Staging Classification for the Oral Cavity (Includlng mucosa of lip) (8th ed., 2017)

(Nonepithelial mmvssuehasmoseoﬂymphotdhssue.soﬂ ssue, bone, and niage I mel and q cell of
the lip are not
Primary Tumor (T) Regional Lymph Nodes (N)
T Primary tumor cannot be assessed Clinical N (cN)
Tis Carcinoma in situ NX Regional lymph nodes cannot be assessed
T™ Tumor <2 cm with depth of invasion (DOI)* <5 mm NO No regional lymph node metastasis
T2 Tumor <2 cm, with DOI* >5 mm N1 Metastasis in a single ipsilateral lymph node, 3 cm or smaller in
or tumor >2 cm and <4 cm, with DOI* <10 mm greatest dimension ENE(-)
T3 Tumor >2 cm and <4 cm, with DOI* >10 mm or N2 Metastasis in a single ipsilateral node larger than 3 cm but not larger
tumor >4 cm, with DOI* <10 mm than 6 cm in greatest dimension and ENE(-); or metastases in multiple
T4 \ d d or very d local ipsilateral lymph nodes, none larger than 6 cm in greatest dimension
disease and ENE(-); or in bilateral or contralateral lymph nodes, none larger
Taa A 2 than 6 cm in greatest dimension, and ENE(~)
Tumor >4 cm, with DOI* >10 mm or tumor invades N2a Metastasis in a single ipsilateral lymph node larger than 3 cm but not
only (eg, through cortical bone larger than 6 cm in greatest dimension, and ENE(-)
of the mandible or maxilla, or involves the maxillary N2b Metastases in multiple ipsilateral lymph nodes, none larger than 6 cm
sinus or skin of the face) in greatest dimension and ENE(-)
Note: Superficial erosion of bone/tooth socket N2c M nodes, none las than
&am”';gvl:g:%*:ﬂ,} 49""'8'7' is not sufficient to 6cmin gvoalast dimonsion and t=_NE(-h)"“ph L
2 N3 Metastasis in a Iymph node larger than 6 cm in greatest dimension and
T4b Very advanced local disease ENE(-); or in any y overt ENE(+)
Tumor invades masticator space, pterygoid plates,
or skull base and/or encases the internal carotid N3a Metastasis in a lymph node larger man 6 cm in grea!ost dimension and
ENE(-)
artery
DO is depth of invasion and not tumor thickness N3b Metastasis in any node(s) and clinically overt ENE(+)

Note: A designation of *U" or “L" may be used for any N category to indicate metastasis

above the lower border of the cricoid (U) or below the lower border of the cricoid (L).

Similarly, clinical and pathological ENE should be recorded as ENE(-) or ENE(+).
Continued

Mmmsmawmmd&ws Chicago, linois. Thoongmalsomlum“omﬁmumMCCCmSmngMamw Eighth Edition
(2017) by Spring g. (For and data supporting the staging tables, visit www.springer.com.)

i 3 3084 — . e - s wees ST

Sekil 2.9: NCNN TNM Siniflandirmasi (33)
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Table 1 — Continued

American Joint Committee on Cancer (AJCC)

TNM Staging Classification for the Oral Cavity (including mucosa of lip) (8th ed., 2017)
(Nonepl!hehal tumors such as those of lymphoid tissue, soft tissue, bone, and cartilage,

and q cell of the vermilion lip are not included)
Distant Metastasis (M|
Regional Lymph Nodes (N) MO Nodm‘ntmeum( )s
PmologlcaIN(pN) M1 Distant metastasis
Regional lymph nodes cannot be assessed
No No regional lymph node metastasis Histologic Grade (G)
N1 Metastasis in a single ipsilateral lymph node, 3 cm or smaller in greatest dimension and ENE(-) GX Cannot be assessed
N2 Metastasis in a single ipsilateral lymph node, 3 cm or smaller in greatest dimension and ENE(+); G1 Well differentiated
or larger than 3 cm but not larger than 6 cm in greatest dimension and ENE(-). or metastases in
muitiple ipsilateral lymph nodes, none larger than 6 cm in greatest dimension and ENE(-); orin G2 Moderately differentiated
or tymph none larger than 6 cm in greatest dimension, ENE(~) G3 Poorly differentiated
N2a Metastasis in single ipsilateral node 3 cm or smaller in greatest dimension, and ENE(+); ora
mmlmwmsmmmwwMSmnmmmwms(-) Prognostic Stage Groups
N2b M i node(s), none larger than 6 cm in greatest dimension and Stage 0 Tis NO MO
N2 ENE() tymph larger than 6 [ test Stage | X o Mo
c or none cm in grea " T2 NO MO
danemmdeNE(—) Stage
N3 Metastasis in a lymph node larger than 6 cm in greatest dimension and ENE(~). or metastasis Stage Il ™r2 bk Mo
Inasmglelpslamrﬂmdolawmanauningmstmdmmand ENE(+); or multiple T3 NON1T MO
nodes any with ENE(+); or a single contralateral node of any Stage IVA Tt N2 MO
size and ENE (+) T2 N2 MO
N3a Metastasis in a lymph node larger than 6 cm in greatest dimension and ENE(-) 13 N2 MO
N3b Me(as'.ulsnashqelpsclahralnodelagerﬂmaunngmammdwnmeNE(')or Tdaa NONIN2 MO
nodes any with ENE(+); or a single contralateral node
of any size and ENE (+) - A::: Ar':nN m
y
Note: A designation of “U” or “L" may be used for any N category to indicate metastasis above the lower border
of the cricoid (U) or the of the cricoid (L), Stage IVC AnyT  AnyN M1
Similarly, clinical and pathological ENE should be recorded as ENE(-) or ENE{(+).
Continued
Used of the A College of Surg Chicago, llinois. mwwmwmnsmnmsmuocc«wsmmmu Eighth Edition
(2017) Spring: i Publishing. (For and data supp the staging tables, visit www.springar.com.)
Verson 2 2004 Network® (NCENL AS fighis sesarved ot - v o sT-2

Sekil 2.10: NCNN TNM Siniflandirmasi (33)
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Prognostic Stage Groups

Stage 0 Tis MNO MO
Stage | T1 MNO MO
Stage Il T2 MNO MO
Stage Il T, T2 N1 MO
T3 NO,N1 MO
Stage IVA T1 N2 MO
T2 M2 MO
T3 M2 Mo
Tda MNO,N1,N2 Mo
Stage IVB  Any T N3 MO

T4b Any M MO
Stage IVC  Any T Any M M1

Sekil 2.11: NCNN TNM Evrelemesi (33)

Nodal metastaz paternlerinin bilinmesi, oral kavite kanserli hastalarda boyun
diseksiyonunun tasariminda pratik neme sahiptir. Klinik olarak negatif boynu olan hasta,
seviye I-Ill'e kadar metastaz agisindan en yiiksek risk altindadir. Ozellikle 6n dil
kanserinde, seviye IV'e kadar metastazlarin atlanmasi meydana gelir. Klinik olarak
pozitif boynu olan hastalarda bile seviye V'e metastaz olduk¢a nadirdir (%1). Oral dil
tiimorleri, tiim ag1z kanserleri arasinda boyuna metastaz yapma egilimi en ytiksek olanidir

ve timor kalinligi, nodal metastaz riskinin 6nemli bir belirleyicisidir (34).

2.2.5. Tedavi Yontemleri

Cerrahi rezeksiyon OKYHK igin tercih edilen tedavi yontemidir. Cerrahi
rezeksiyon, sinirlarin durumu, tiimdriin yayilmasi ve histopatolojik 6zellikler hakkindaki
bilgilerle birlikte dogru patolojik evreleme saglar; bu bilgiler daha sonra riske kars
faydanin degerlendirilmesine dayali olarak sonraki tedaviyi netlestrimek igin
kullanilabilir (Sekil 2.12). Lokorejyonel olarak ilerlemis tiimorlerde spesifik
endikasyonlar i¢in adjuvan radyoterapitkemoterapi kullanilir. Olumlu bir sonug elde
etmek icin multidisipliner bir ekip kesinlikle gereklidir. Bireysel bir hasta icin tedavi
seciminde bir¢ok faktor dikkate alinir. Tedaviye bagl komplikasyon riski, fizyolojik yas,
komorbid durumlar (6rn. kardiyopulmoner durum), yasam tarzi (sigara veya alkol),

cerrahi rezektabilite ve hasta beklentilerine gore degerlendirilmelidir (33).
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Sekil 2.12: Dil yass1 hiicreli karsinoma eksizyon materyali

Lokorejyonel niiks riski yiiksek olan hastalarda postoperatif adjuvan tedavi
endikedir. Bu, biiyiik primer ttimorleri (pT3 veya pT4), hacimli nodal hastalig1 (pN2 veya
pN3), nodal seviye IV veya V'e metastazlari, pozitif cerrahi sinirlari, lenfovaskiiler
invazyonu, perindral invazyonu ve ekstrakapsiiler yayilimi olan hastalari igerir (33).
Radyoterapi, postoperatif adjuvan tedavi igin geleneksel yontem olmustur ve 66-70 Gy'lik
dozlar, iyi bir lokorejyonel kontrol ile sonuglanir (35). Iki klinik galisma, ekstrakapsiiler
yayilimi olan ve/veya cerrahi sinirlart pozitif olan bas-boyun kanseri hastalarda sisplatin
kemoterapisinin postoperatif radyoterapi ile es zamanli uygulanmasinin, lokorejyonel
kontrolii ve sagkalimi iyilestirdigini gostermistir (tek basma adyoterapiye kiyasla)

(36,37). Bununla birlikte, e zamanli kemoradyoterapi ciddi morbiditeye neden olabilir.

2.2.6. Sagkalim ve Takip

Memorial Sloan-Kettering Kanser Merkezi'nde analiz edilen bir hasta kohortunda
genel 5 yillik sagkalim %65 tizerindedir (38). Bu, tarihsel kohortlarla karsilastirildiginda
onemli bir gelismeyi temsil ediyor.

Erken teshis basarinin temel belirleyicisi oldugundan tedaviden sonraki ilk iki y1l
2-4 ay, daha sonra sonraki {i¢ yil boyunca 3-6 aylik aralar ile takip onerilir. 5. Yildan
sonrada takipli hastalarda daha yiiksek hayatta kalma oranlar1 goriildigiinden yillik takip

devam etmelidir. Hastanin takiplerinde 6 aylik araliklar ile BT veya MRI goriintiilemsi
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eklenmeli, senkron ve metakron tiimorler agisindan akciger ve 6zefagus, mide taramalari
yapilmalidir (11,33).
Ek olarak yasam kalitesi artirmak i¢in gesitli 6l¢iimler yapilarak hastaligin kendisi

ve tedavi yan etkileri kisa orta ve uzun vade olarak takip ve tedavi edilmelidir (33).

2.2.7. Korunma ve Onleme

OKYHK tanisinda gecikme siklikla artan morbidite ve daha kotii sagkalim
oranlari ile iligkilidir (39). Yiiksek niiks ve kotii sagkalim oranlar1 g6z 6niine alindiginda
OKYHK, 6nemli bir halk sagligi sorunu olarak kabul edilmektedir (40). Genel anlamda
bir tarama programi olmasa da semptom tanimak, kendi kendini muayene etme ve risk
faktorleri konusunda farkindalik, tip fakdiltesi ve dis hekimligi fakiiltelerinde malign ve
premalign oral kavite hastaliklari muayene yontemlerinin anlatilmasinin artirilmast,
medyada farkindalik artirilip, etyolojik nedenlerden insanlarin uzak tutulmasinin

artirtlmasi korunma ve 6nlemede faydali olacaktir.

2.3. ORAL KAVITE KANSERLERININ MOLEKULER PATOGENEZI

Oral karsinogenez karmasik bir siiregtir. Normal islevleri degisen birden fazla
genetik olay meydana gelir. Hem onkogenlerin hem de tiimor baskilayici genlerin
bozulmasi, hiicre ¢ogalmasinin artmasina ve hiicrelerin birbirine adezyonun kaybina ve
metastaz olusumuna neden olur (41). Ciddi farkliliklar gosteren tiimor i¢i heterojenite,
kanserojenlere g¢evresel maruziyetteki farkliliklar ve hastalarin bunlara cevaplardaki
farkliliklar (muhtemelen genetik yatkinlik, metabolik veya epigenetik sonucu faktorler),
hassas ve detayli bir yaklasimi gerektirmektedir (42,43). Yiiksek verimli ve basarili
‘omics' teknolojilerinin gelisimi ile arastirmacilar hastaligin tanisal ve prognostik
biyobelirtegleri i¢in artik yeni teknolojilerin gelistirilmesine odaklaniyor. Ancak bunlarin
uygulanmasi agik¢a sunlar1 gerektirir: onemli pratik, finansal ve etik hususlar (44).

Genetik ve epigenetik profildeki degisiklikler risk tahmini ve prognozun
belirlenmesine yardime olabilir. Ebeveynlerden gelen ve viicuttaki her saglikli hiicrede
bulunan germline genetigi, kalitsal genetik kodu ifade eder. Popiilasyonlar arasinda bu
genetik koddaki kiigiik farkliliklar, alkolii ne kadar hizli metabolize ettigimizden ne kadar
hizli a¢ hissettigimize kadar her seyi degistirebilir. En biiytik oral kavite genom ¢apinda
iliskilendirme ¢alismasinda (GWAS) OKYHK riskine karst iki yeni bolge belirlendi;
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kromozom pozisyonu 2p23.3 (rs6547741, GPN1) ve 9934.12 (rs928674, LAMC3), ek
olarak 9p21.3 (rs8181047, CDKN2B-AS1) (45).

Alkolle iliskili genlerdeki polimorfizmlerden alkol-dehidrojenaz 1B de (ADH1B;
4923, rs1229984) dahilayn1 zamanda OKYHK duyarliliginda da rol oynamustir (45).
Alkoli metabolize eden diger genlerin yakinindaki genetik varyantlar da OKYHK ile
iliskilendirilmistir (46). Gelecekteki risk tahmini ve hedefe yonelik 6nleme stratejileri
i¢cin bunun gibi veriler bilgi vermeye yardimci olabilir.

Kandaki epigenetik degisikliklerin etkisi bazi yiiksek riskli hasta gruplari igin
OKYHK 'li kisilerde aragtirilmistir. DNA metilasyonu, sitozin-fosfat-guanin'e metil
gruplarinin eklenmesi ile (DNAm) epigenetik bir modifikasyondur (47). Bas ve boyun
kanserinde perindral invazyon ile ilgili galanin (GAL) dahil olmak iizere OKYHK 'de
degistirilmis bir metilasyon profili sunan birgok gen vardir. (48). Daha ileri ¢aligsmalar
alkol kullanimi, sigara bagimliligi, viicut kitle indeksi ve inflamasyon ile ilgili olarak
devam etmektir.

Kanser Genom Atlas1 (TCGA) programi ile OKYHK tiim6r numunelerinde en sik
mutasyona ugrayan genleri dizilenmistir (Sekil 2.13) (42). HPV negatif OKYHK 'lerin
biiyiikk ¢ogunlugunda TP53 fonksiyon kaybir mutasyonlar1 vardir ve onceki bulgularla
tutarl olarak CDKN2A inaktivasyonu mevcuttur. TP53, “genomun koruyucusu” olarak
kabul edilen protein p53 kodlayan bir timor baskilayict gendir. Apoptozu tetikleme ve
yasaklamadaki rolii nedeniyle %38-%50 arasinda degisen siklikta rapor edilmistir (49).
CDKNZ2A iki proteini kodlar, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi yapan tiimor baskilayici
olarak gorev yapan pl6INK4 buna dahildir (50). Orofaringeal karsinoma ile
karsilastirildiginda oral kavitede daha az yaygindir (51). Epidermal growth faktoriin asiri
ifadesi niiks veya metastatik hastalik OKYHK 'deki epidermal growth faktoriin reseptorii
(EGFR) ile iligkilendirilmistir (51) Programlanmig hiicre 6liim proteini-1/ligand-1 (PD-
1/PD-L1) ekspresyonu ayrica OKYHK 'de kotii prognoz ile iliskilendirilmistir (52).
Kanserle miicadelede kendi bagisiklik sisteminin PD-1'i hedef alan monoklonal

antikorlarin gelistirilmesi ile daha yogun tedavi sistemleri gelisimi devam etmektedir

(52).
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Sekil 2.13: TCGA programi ile OKYHK tiimor numunelerinde en sik mutasyona

ugrayan genleri- Cancer Genome Atlas Network’dan (42)

Atipik mukozal epitelyumun kanser Oncesi bir alanindan invazif bas boyun
kanserlerinin gelisimsel modelini tanimlamak i¢in 1953'te Slaughter ve arkadaslar
tarafindan Onerilen alan kanserizasyonu teorisi, yiiksek niiks insidansinda ve ikinci primer
tiimor olusumunda rol oynamistir. Alan Kanserizasyonu Teorisi, epitelyal hiicrelerden
olusan kanserle iligkili genetik veya epigenetik degisiklikler iceren bir veya daha fazla
mukozal alanin varligi olarak tanimlanir (53). Bir alan tanimi geregi preneoplastiktir;
displaziye 6zgii degisiklikler histolojik olabilir veya olmayabilir (54). Lokoplaki, ¢ogu
alanda klinik olarak gériinmez olsa da bir alanin klinik belirtisidir. Bir alan1 karsinoma
dontistiirmek i¢in ek genetik degisikliklere ihtiyag vardir. Alan ve primer timor genetik
degisiklikleri paylasir ve ortak bir klonal kokene sahiptir. Klinik olarak bir alan, lokal
niikslerin, ikinci alan tiimdrlerinin ve ilk karsinomun cerrahi rezeksiyonundan sonra
ikinci primer tiimorlerin kaynagi olabilir. Bolgeler primer timorden uzakliklarina veya
sonrasinda gelistikleri zaman araligina gore ayirt edilir. Lokal bir niiks, kalan tlimor

hiicrelerinden kaynaklanir ve birincil timorden 2 cm'den daha az uzaktadir ve/veya
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primer tiimdrden sonraki 3 yil icinde meydana gelir. Ikinci bir primer tiimér, primer
tiimdrden 2 cm'den daha uzaktadir ve/veya primer timorden 3 yildan daha uzun bir siire
sonra ortaya c¢ikar. Orijinal primer tiimore yol acan aymi alanin bitisik bir kismindan
kaynaklanan tiimorler, ikinci alan tiimorleri olarak tanimlanmstir (54). Bir alanin kansere
doniisme riskini belirleyen spesifik genetik 6zellikleri tanimlamaya calisan ¢aligmalar, 9p
kromozomundaki genetik degisikliklerin, sitokeratin 4 ekspresyonunun azalmasinin ve
cornulin ekspresyonunun azalmasinin potansiyel biyobelirtegler oldugunu gostermistir
(55). Lokoplaki ¢alismalari, tipik olarak kromozom 9p kaybi, kromozom 3p kaybi ve
kromozom 17p kayb1 gibi genetik degisikliklerin varlig1 ve progresyon riskiyle iliskilidir.
Normal epitelin TP63/NOTCH1 ekspresyon gradyanin degisiminin bozuldugu kanser
oncesi alanlarin ve invazif BBK bolgelerinin bir bileseni olduguna inanilmaktadir.
Mukozadaki normal skuamoz farklilagsma siireci kismen TP63 ve NOTCH1 tarafindan
kontrol edilir. TP63, bazal tabakanin keratinositlerinde eksprese edilir; burada proliferatif
potansiyellerini korur ve bazal keratinlerin ekspresyonunu diizenler. NOTCHL'in
ekspresyonu, alternatif keratinleri eksprese eden spinéz ve graniiler katmanlardaki
hiicrelerin terminal farklilasmasiyla sonuglanir (56-57).

OKYHK'nin oral 16koplakiden hiperplazi, displazi, in situ karsinoma ve sonugta
invaziv asamalara kadar histolojik ilerlemesi karsinomun genetik degisikliklerin olugsmasi
ile meydana geldigine inanilmaktadir. BBK'de en erken baslatict olaylardan biri
muhtemelen TP53 mutasyonlu kanser 6ncesi hiicrelerin klonal ¢ogalmasidir. BBK'de en

stk mutasyona ugrayan genleri Sekil 2.14'de belirtildigi gibi tanimlamistir (53,58,59).
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GENLER Mutasyon Oranlari
TP53 %53
CCND1 %25
CDKN2A %21
NOTCH1 %15
CSMD3 %13
USH2A %12
PIK3CA %10
PRDM9 %8
COL22A1 %8
RIMS2 %8
ZFHX4 %8
MLL2 %8
NAV3 %8
CASP8 %7
TP63 %7
NSD1 %7
EGFR %7
PTEN %6
FBXW?7 %5
HRAS %4
IRF6 %4
NOTCH2 %4
NOTCH3 %4

Sekil 2.14: BBK'de en stk mutasyona ugrayan genler- Mendelshon J’dan (53)

Kavramsal olarak, kanserli bir hiicresel fenotipini tanimlayan alti ana 6zellik
vardir: Proliferatif sinyallemeyi siirdiirmek, timor siipresorlerden kaginmak, hiicre
6liimiine direnmek, replikatif 6liimsiizliigli miimkiin kilmak, anjiyogenezi tetiklemek ve
invazyon ve metastazi aktive etmek (53).

Bugiine kadar yapilan arastirmalar, OKYHK'nin degistirilmis onkogenlerinin ve
tiimor siipresorlerin, dncelikle hiicresel proliferasyonu, hiicre hayatta kalmasini, skuamoéz
epitel farklilagsmasini ve invazyon ve metastazi biiyiik 6l¢iide belirledigini gostermistit.
Bireysel genler birden fazla yolda islev gorebilir ve Sekil 2.15'te gosterildigi gibi yollarin

kendisi birbiriyle etkilesim olusturur ve birbirini etkiler.

Proliferation

Rb | E7
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1/ "\.
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TGFBRII ———» Invasion and Metastasis <——— VEGF

Sekil 2.15: BBK’da en sik goriilen kanser yolaklar1 ve birbirleri ile iligkileri-
Mendelshon J’dan (53)
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Veriler, tiimor siiprsor genlerdeki fonksiyon kaybir mutasyonlarinin OKYHK'de
gozlenen baskin genetik patoloji oldugunu gostermektedir (54,58) Bu tiimor siipresorler
arasinda TP53 gen iiriinii p53 yer alir. p53 aracilifiyla sinyal veren bir niikleer
fosfoprotein sikline bagimli kinaz inhibitorii 1 (p21), geleneksel olarak birincil G2 kontrol
noktasi diizenleyicisi olarak diisiiniilmesine ragmen, hiicre dongiisiiniin hem G1 hem de
G2 kontrol noktalarini etkileyebilir. DNA hasarina yanit olarak p53 aktivasyonu hiicre
dongiisiinii inhibe eder ve apoptozu 6nler, hiicrenin hasarli DNA'y1 onarmasi i¢in zaman
tanir. DNA hasar1 onarilamazsa apoptoz meydana gelir. P53 fonksiyonunun kaybi, hasarl
DNA'ya sahip hiicrelerin serbestge cogalmasina izin vererek, etkilenen hiicrelerin
genomunda potansiyel olarak onkogenik mutasyonlarin birikmesine neden olur.
OYHK’da TP53 mutasyonu en erken ve en sik goriilen mutasyondur. Vakalarin
%50'sinden fazlasinda meydana gelen mutasyon, sagkalim oraninin azalmasiyla 6nemli
olgtide iligkilidir (53).

Displastik oral mukoza lezyonlarinin %70 ila %80'inde 9p21'in kromozomal
kaybi rapor edilmistir (45). CDKN2A lokusu 9p21 i¢inde bulundugundan, bu yollar
arasindaki bir arayiizii gostermektedir. Iki CDKN2A protein iiriinii, pl6INK4A ve
pl4ARF/INK4B, hiicre dongiisii diizenlemesinde rol oynar. Spesifik olarak,
pl4ARF/INK4B'nin MDM2'yi asagi regiile ettigi, dolayisiyla p53 seviyelerini
diizenledigi bilinmektedir (45,53) Toplamda, p53 fonksiyonunun OKYHK'nin en az
%50-60'inde bir veya daha fazla mekanizma yoluyla asagi regiile edildigine
inanilmaktadir (54) Son zamanlarda yapilan 9p21 kromozomal kaybina ek olarak
calismalar tiimorlerin yaklasik %7'sinde CDKN2A mutasyonlarini ve diger %20 ile
%30'da kopya sayist kayiplarin1 gostermistir (54). pl16INK4A kaybi mekanizmasinin
OKYHK'de prognostik degere sahip oldugu gosterilmistir: Epigenetik susturmanin daha
yiiksek niiks oranlartyla ve silinmenin artan nodal metastaz oranlariyla iligkili oldugu
bulunmustur.

Son olarak, telomerazin simirsiz replikasyon potansiyelini tesvik etmedeki rolii
dikkate alinmalidir. Telomeraz (TERT) aktivitesi, analiz edilen bas boyun yassi hiicreli
karsinomali vakalarinin yaklasik %80'inde immiin boyama yoluyla tespit edilebilir.

Hiicre dongiisii degisiklikleri, immiinojenitenin azalmasi, anjiyogenezin tesvik
edilmesi ve apoptozun inhibisyonu, OKYHK'nin sagkalimmi etkileyen bircok
mekanizmadan sadece birkagidir. Bu 6zellikler ¢esitli yollardaki genetik ve epigenetik

degisikliklerle ortaya c¢ikar. OKYHK'de ozellikle dnemli olan reseptdr tirozin kinaz
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(RTK) bazli sinyal yollaridir. Sinif 1a fosfatidil-inositol-3 kinazlar (PI3K), EGFR gibi
RTK'lara veya adaptdr molekiillere bagli heterodimerlerdir. PI3K-AKT kinaz (AKT)
sinyal yolu, apoptoz ve hayatta kalmaya kars1 dirence aracilik eder. Bu yol, PIP3"i
fosforile eden ve boylece AKT'yi devre dis1 birakan tiimor siipresor fosfat ve tensin
homologunun (PTEN) etkisiyle kontrol altinda tutulur. PTEN aktivitesi tehlikeye girerse,
PI3K-AKT sinyallemesi RTK uyarimi ile geri dondiiriilemez sekilde aktive edilebilir (60)
Bas boyun yass1 hiicreli karsinomalilarin yaklasik %10'unda PTEN mutasyonlarinin
etkisiz hale getirildigi rapor edilmistir. Dil kanserlerinin yaklasik %30'unda PTEN
ekspresyonu saptanamaz ve PTEN lokusu heterozigotlugu kaybi bas boyun yass1 hiicreli
karsinomalilarin %40'inda gézlemlenmistir (60).

RAS ailesi GTPazlar (HRAS, KRAS ve NRAS), iki konformasyonel durum
arasinda gecis yapan molekiiler anahtarlardir: aktif bir GTP'ye bagli form ve aktif
olmayan bir GDP'ye bagli form. Tanimlanacak ilk RAS efektor yolu, RAS-RAF-MEK-
MAPK yoluydu. Yol, RTK'lar tarafindan yonlendirilen mitojenik sinyallemenin ortak ve
temel bir unsurudur ve cesitli hiicresel tepkilerle sonuglanir. Bas boyun yassi hiicreli
karsinoma (BBYHK)’nin %3 ila %5'inde bulunan HRAS mutasyonlarinin KRAS veya
NRAS mutasyonlarindan daha yaygin oldugu goriilmektedir (58,59). Bas boyun yassi
hiicreli karsinomalilar i¢in en 6nemlisi, Prototip ErbB ailesi Tip I RTK'y1 kodlayan EGFR
(7p12). EGFR yoluyla sinyallesme, hayatta kalma ve farklilagsma dahil olmak iizere ¢esitli
hiicresel stireclerde yer aldigindan, yollar arasindaki bagka bir araytizii temsil eder. EGFR
cogu epitel dokusunda eksprese edilir ve diizensizliginin epitelyal onkogeneze katkida
bulundugu defalarca gosterilmistir. OKYHK'de, EGFR ekspresyon seviyeleri, karsilik
gelen normal mukoza ile karsilastirildiginda tiimor ve tiimore komsu dokuda neredeyse
her yerde yiiksektir.

OKYHK'deki ekspresyon profili ¢alismalarinin ¢ogu, epitelyalden mezenkimal
gecis (EMT) siirecini, 6zellikle de metastatik profillerini yansittig1 diisiiniilen ¢ok sayida
gen icerir. EMT, hiicrelerin epitelyal fenotipten mezenkimal benzeri fenotipe degistigi
biyolojik bir siirectir. Epitel hiicreleri metastatik yayilim i¢in hiicresel esneklige sahip
olmadigindan, bu siire¢ kanser hiicrelerinde yaygin bir olaydir (54) TP63, p53 ile iliskili
bir transkripsiyon faktorii olan p63'i kodlar ve hedef genleri aracilifiyla tabakali
epiteldeki farklilagsmayi, soy spesifikasyonunu diizenler. Normal olarak farklilagmis
olgun epitelde TP63 ekspresyonu bir gradyan olarak mevcuttur. En yiiksek seviye,

NOTCH1 ekspresyonunu antagonize etmeye hizmet ettigi bazal epitel hiicrelerinde
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meydana gelir. Tabakalar boyunca ylizeysel olarak yiikselen TP63 seviyeleri diiser ve
NOTCHL1 seviyeleri artar, bu da epitel hiicre tipinin terminal farklilagsmasini tetikler.
Displastik mukozada bu diizen kaybolur ve TP63 ekspresyonu epitelyumun tiim
katmanlar1 boyunca belirgindir. Ek olarak, bas boyun yassi hiicreli karsinomalilarin
cogunlugunda TP63 asir1 ekspresyonu ve/veya amplifikasyonu goriiliir ve ekzom dizilimi
ile tiimorlerin yaklasik %7'sinde mutasyonlar bulunur (58,59). Buna karsilik, gézlenen
NOTCH mutasyonlarinin biiyiik 6l¢iide fonksiyon kaybi tipi mutasyonlardir (58).

Bir¢ok kanser gibi OKYHK de oncelikle bolgesel lenf diiglimlerine metastaz
yapar. Boyundan daha uzak dokulara metastaz iliskisi lenf bezi metastazi sayisi ve varligi
ile iligkilidir. Ekstranodal yayilimin orani ve yaygin hastalik sagkalimi i¢in onemli
prognostik faktorlerdir. Metastaz, sonucta primer tiimoriin viicutta uzak bir anatomik
bolgeye "tohumlanmasi" ile sonuglanan ¢ok yonlii bir siiregtir. Birka¢ adim igerir;
bunlardan biri, kan dolagimi veya lenf sistemi yoluyla viicudun diger bolgelerine erisim
saglamak i¢in primer timori c¢evreleyen hiicre dist matrisin bozunmasi yoluyla
invazyonudur.

Invazyon baglaminda, normalde biiyiimeyi engelleme islevi géren doniistiiriicii
bliylime faktorii B yolunun (TGFB) BBYHK'de rol oynadigi gosterilmistir. TGFp
ligandlari, TGFBR1 ve TGFBR2 reseptorlerine baglanarak TGFBR1'in fosforilasyonuna
neden olur ve bu da proteinleri aktive eder. SMAD2, SMAD3 SMADA4'iin eklenmesiyle bir
SMAD kompleksi olusturulur. Bu kompleks ¢ekirdege girer ve TGF hedef genlerinin
ekspresyonunu modiile eden transkripsiyon faktorlerini, ortak aktivatorleri ve ortak
baskilayicilart baglar. Ayrica TGFB yolu, EMT siirecinde anahtar bir oyuncu olarak
tanimlanmustir (53). TGFP yolu, TGF hedef genlerinin ekspresyonunu modiile eder. En
yaygin olarak SMAD2, SMAD3, SMAD4 ve TGFBRII genini igeren 18q delesyonu
goriiliir.

Tlimorlerin ¢ap1 birka¢ milimetreden daha biiyilik boyutlara ulasabilmek i¢in kan
damarlarina ihtiya¢ vardir. Bu damarlar besin ve oksijen dagitimini ve ayrica metabolik
yan Uriinlerin atilmasii kolaylagtirir. Pek ¢ok calisma, VEGF ekspresyonunu OKYHK
prognozuyla iliskilendirmistir; Bas boyun yasst hiicreli karsinomalilarin da VEGF
ekspresyonun lenf diigiimlerine metastaz ile bir iliski bulan bir meta-analiz de mevcuttur
(54).

RNASeq gibi diger transkriptom profilleme teknikleri, tedaviye bireysel genetik

yamitin belirlenmesinde, teshis ve tedavide gelecekte rol oynayabilir (61). Tlk ¢alismalar
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ayrica kiitle spektrometresi kullanilarak metabolomik, proteomik ve lipidomik profil
olusturmanin da miimkiin oldugunu gosterdi.

Bununla beraber OKYHK 'de molekiiler mekanizmalar ve sinyal yollari igin net
modeller heniiz ortaya ¢ikmamistir (62). Bunun nedeni 6rneklem biiyiikliigiiniin kii¢iik
olmasi olabilir (6rnegin OKYHK 'nin nispeten daha nadir bir kanser oldugu) ve 6nemli
timor i¢i heterojenite. Ayrica, kanda tanimlanan aynt DNA metilasyon sinyalleri ayrica
timor dokusunda veya tiikiiriikte de bulunur (63).

Geleneksel biyopsiler doku alaniyla sinirli oldugundan genellikle goriintiileme
incelemelerinin ardindan numune alinir. Buna ek olarak dolasimdaki tiimor hiicrelerini
(CTCl'ler) tespit eden 'stv1 biyopsiler', dolasimdaki tiimér DNA's1 (ctDNA), dolagimdaki
timor, kan veya tiikiiriikten alinan RNA (ctRNA), proteinler veya eksozomlar kanser
tespitini kolaylastirabilir (64). Sivi biyobelirtegler ayrica timdr progresyonun 'gergek
zamanlt' izlenmesine veya kisisellestirilmesine de olanak saglayabilir. OKYHK i¢in bu
biyolojik belirtegler i¢in hassas ve spesifik profiler heniiz kurulmamistir (65). Tiim
verilerin toplandig1 etik ve idari sorunlar1 olmayan bi1 bankalar kurulmasi geregi her
gecen giin artmaktadir.

OKYHK 'deki son epidemiyolojik egilimler, gen¢ hastalarin sayisinin artisi ile
birlikte seyreden tiitiin kullanimi ve alkol gibi faktorlerin i¢cinde olmadigi yeni bir etyoloji
arastirmasini gerektirmektedir. BMI, diyet, a1z sagligi gibi daha az bilinen riskler, Sosyo-
ekonomik durum, meslek ve aile Oykisii (genetik), daha fazla aragtirmayi
gerektirmektedir.

Yiiksek veri bankasi igeren 'omics' teknolojileri umut verici goriinmektedir.
Ancak bu tiir biyobelirtegler i¢in tekrarlanabilir profillerin detayli agiklanmaya ihtiyaglari
devam ediyor. Bunun nedeni muhtemelen daha diisik vaka sayisinin oral kavite
karsinomalarda olmasi ve fazla sayida tiimor i¢i heterojenite olabilir. Finansal  ve
etik maliyetler ile genomik testler akademik aragtirma kapsaminda desteklenmeye devam

edilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu arastirmanin yapilmasi i¢in Saglhk Bilimleri Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (BAP) destekleme birimi destegi alinmis (2023/013) ve Etik Kurul
Baskanligi’nin 18.11.2022 tarih ve 25/16 karar sayili etik kurulu karar1 ile yapilmistir.
Laboratuvar calismalar1  Saglik  Bilimleri  Universitesi, Eczacilik  Fakiiltesi

laboratuvarinda yapilmastir.

3.1. CALISMAYA DAHIL OLAN DOKULAR VE CALISMAYA EDiLME
KRITERLERI

Bu ¢alismada OKYHK tanisi nedeniyle ameliyat olan hastalardan alinan doku
ornekleri kullanilacaktir. Hastalar 18 yas ilizeri olacaktir ve sigara icenler ve sigara
icmeyen-alkol kullanmayanlar olmak {izere iki gruba ayrilacaktir. Her iki grupta 15’er
hasta yer alacaktir. Doku ornekleri Sultan 2. Abdiilhamid Han Egitim ve Arastirma
Hastanesinde OKYHK nedeni ile ameliyat olmus ve patoloji klinigine patolojik inceleme
icin gonderilmis hastalarin dokularindan calisilacaktir. Dokular Patoloji laboratuvari
arsivinden alinacaktir. Tiimor ve tiimoriin yanindaki ayni1 hastanin saglam dokusu ayri
ayr1 olarak degerlendirilecektir. Tiim dokular parafin emdirilmis bloklarda saklanmig
patoloji  Orneklerinden alinacaktir. Doku Orneklerinde kanser yolaklarindaki
genlerin ekspresyon® diizeyleri incelenecektir.

Calismamizda 6rneklem biiyiikliigii gili¢ analizi ile belirlenmistir. Bu sonuglara
gore anlamlilik farkini tespit etmek i¢in gereken minimum 6rneklem biiyiikligi, tip [ hata

(a) 0,05, etki biiytikliigii 0,8 ve gii¢(1-p) dikkate alinarak hasta sayilar1 verilmistir.

3.2. ORNEKLERIN CALISMA ANALIZI iCIN HAZIRLANMASI

3.2.1. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Tiimdr ile normal doku arasindaki ifade farkliliklarini da tespit etmek amaciyla,
once hemotoksilen- eozin (H&E) boyali lamlara arsivden ulasilacak, mikroskop
incelemesi ile tekrar degerlendirerek hem tiimoér hem de normal dokunun oldugu lamlar

ve bu lamlara ait parafin bloklar, segilecek ve isaretlenecektir. Segilen bloklardan Sum
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kalinliginda lizinli lama kesit alinacaktir. Lizinli lamdan 11 numarali bistiiri ucu

yardimiyla tiimorlii alanlar kazinarak 1,5 ml’lik ependorf tiipline konacaktir.

3.2.2. RNA izolasyonu

Toplanan parafin bloklar1 The innuPREP FFPE total RNA Kit markasina ait total
RNA izolasyon kiti ile izole edilecektir. Bu kitin adimlar1 su sekildedir!?,

Parafine gdmiilii doku 6rneklerinden RNA izolasyonu;

1. FFPE malzemesi 1,5 ml veya 2,0 ml reaksiyon tiipiine yerlestirilecek ve
reaksiyon tiipii maksimum hizda 1 dakika boyunca santrifiijlenecektir.

2. Reaksiyon tiipii agilacak ve 400 pl Lizis Soliisyonu MA eklenecektir. Numune
Proteinaz K, 10 saniye boyunca darbeli vorteksleme ile kuvvetli bir sekilde
karistirilacaktir.

3. Reaksiyon tiipii 65 °C'de 30 dakika boyunca bir termal karistiricida 1.000
rpm'de stirekli ¢alkalayarak inkiibe edilecektir.

4. Lizis adimindan sonra numune maksimum hizda 3 dakika boyunca
santrifiijlenecektir. Tiip acilacak ve siipernatanti yeni bir tiipe aktarilacak. 1,5 ml
reaksiyon tiipii (RNaz icermeyen ve Glivenli Kilitli tlip) peletin bozulmasindan ve kati
parafin parcaciklariin aktarilmasindan kaginilacaktir.

5. Reaksiyon tiipii 80 °C'de 30 dakika boyunca bir termal karistiricida 1.000
rpm'de siirekli ¢alkalayarak inkiibe edilecektir.

6. Maksimum hizda 3 dakika boyunca santrifiijlenecek ve siipernatant1 yeni bir
1,5 ml'lik reaksiyon tiipiine aktarilacaktir.

7. Numuneye 600 ul mutlak etanol (%96-99) eklenecek, 10 saniye boyunca
darbeli vorteksleme veya birka¢ kez yukar1 ve asagi pipetleme yoluyla kuvvetlice
karistirilacaktir.

8. 600 ul numune 2,0 ml alic1 tlipte bulunan dondiirme filtresine uygulanacaktir.
Kapak kapatilacak ve 10.000 x g'de (~12.000 rpm) 1 dakika santrifiijlenecektir. Alic1 tiipii
siiziintiyle birlikte atilacaktir. Dondiirme filtresi yeni bir 2,0 ml alici tiipline
yerlestirilecektir.

9. Kalan numune 2,0 ml alic1 tiipte bulunan dondiirme filtresine aktarilacaktir.
Kapak kapatilacak ve 10.000 x g'de (~12.000 rpm) 1 dakika boyunca santrifiijlenecektir.
Alict tiipii stiziintiiyle birlikte atilacaktir. Dondiirme Filtresine yeni bir 2,0 ml alici tiipii

yerlestirilecektir.
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10. Dondiirme Filtresi agilacak ve 500 pl Yikama Soliisyonu C eklenecek, kapak
kapatilacak ve 10.000 x g'de (~12.000 rpm) 1 dakika santrifiij edilecektir. Siizlintii
atilacak ve dondiirme filtresi tekrar 2,0 ml alic tiipiine yerlestirilecektir.

11. Dondiirme filtresi acilacaktir ve 650 pul yikama soliisyonuna BS eklenecek,
kapak kapatilacak ve 10.000 x g'de (~12.000 rpm) 1 dakika santrifiij edilecektir. Stiziintii
atilacak ve dondiirme filtresi tekrar 2,0 ml alic1 tiipiine yerlestirilecektir.

12. Dondiirme filtresi agilacak ve 650 pl mutlak etanol (%96-99) eklenecek, kapak
kapatilacak ve 10.000 x g'de (~12.000 rpm) 1 dakika santrifiijlenecektir. Stiziintii atilacak
ve dondiirme filtresi tekrar 2,0 ml alict tiipiine yerlestirilecektir.

13. Tim etanol izlerini gidermek i¢in maksimum hizda 3 dakika boyunca
santrifiijlenecektir. 2,0 ml alic1 tiipii atilacaktir.

14. Dondiirme Filtresi 1,5 ml eliisyon tiipiine yerlestirilecektir. Dondiirme
filtresinin kapag1 dikkatlice agilacak ve 50 ul RNase icermeyen su eklenecektir. Oda
sicakliginda 1 dakika inkiibe edilecektir. 10.000 x g'de (~12.000 rpm) 1 dakika boyunca
santrifiijlenecektir. Ikinci bir eliisyon adimi ekstrakte edilen DNA'Tin verimini
artiracaktir.

Elde edilen RNA’larin spektrofotometre kullanilarak konsantrasyonlar1 ve saflik

degerleri belirlenecektir. Bir sonraki kullanima kadar 6rnekler -80’de saklanacaktir.

3.2.3. cDNA Sentezi

Toplanan RNA’lardan EuroClone firmasina ait “Wonder RT- cDNA Synthesis
Kit” kullanilarak cDNA eldesi gergeklestirilmistir. Bu kitin protokolii asagidaki gibidir.
Tablo 3.1. de Eklenecek madde miktarlari asagidaki tabloda verilmistir:

Tablo 3.1: Eklenecek madde miktarlar:

Bilesik Miktar
Buffer 4uL
RNA 1000na/uL
Enzim luL
Su 20uL’a tamamlanir
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Tablo 3.2.’de uygulama 6zellikleri asagidaki tabloda verilmistir:

Tablo 3.2: Uygulama 6zellikleri

Sicaklik (C) Zaman(dk)
25 10
45 15
85 5

Flde edilen cDNA ’lar bir sonraki kullanima kadar -20C’de saklanacaktir.

3.3. KANSER YOLAK ANALIZi

Kanser metabolizmasiyla baz1 gen aktivasyonlarinin dogrudan iliskisi oldugu
gosterilmigtir. Kanser yolak sonuglari belirli yolaklardaki genlerin ekspresyon
diizeylerinde farkliliklar gdsterirse, bu yolaktaki genler arastirilacak ve molekiiler
mekanizma belirlenmeye calisilacaktir.

Bu neden ile ilk 6nce RT-qPCR deneyi Euroclone Syber Green RT-qPCR Kiti
kullanilarak gerceklestirilecektir. Bu kitin protokolii asagidaki gibidir (Tablo 3.3, 3.4)

Tablo 3.3: Gergek zamanli PCR bilesenleri

Bilesenler I1k hacim
SYBR green master mix 25 ul
Primerler 1l
cDNA 6rnegi 1l
Steril su 50 ul’e kadar
Toplam hacim 50 pl

Tablo 3.4: Gergek zamanli PCR reaksiyon kosullari

Zaman Sicakhik Dongii
5 dk 95°C 1
15 sn 95°C 45

60 sn 60 °C Floresan okuma
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SYBR Green Boyasi, ¢ift sarmallit DNA'nin kii¢iik olugunu baglar. SYBR Green
boyasi ¢ift sarmalli DNA'ya baglandiginda floresansin yogunlugu artar. Daha fazla ¢ift
sarmalli amplikon {iretildikge SYBR Yesil boya floresansi artar. SYBR Yesil boya
herhangi bir ¢ift sarmalli DNA molekiiliine baglanir. PCR karisimi i¢indeki floresan
boyanin DNA’ya baglanmasi ve bu sayede bir ct degeri vermesiyle her replikasyon
sonrast DNA miktar1 belirlenecektir. Elde edilen bu RNA’lar dan daha 6nce farkli kanser
yolaklarinda tespit edilen 55 genin ekspresyon diizeyleri tespit edilecektir. Kullanilan
genlerin isimleri Tablo 3.5’te verilmistir. Elde edilen sonuglar Livak Metoduna gore

hesaplanacaktir.

Tablo 3.5: Kanser yolak analizinde qPCR ig¢in kullanilan genlerin listesi

ANGPT?2 CDC20 DDB?2 SNAIL TRAP1
FLT1 E2F4 DDIT3 SOX10 CDC37
SERPINF1 STMN1 ERCC5 ATP5A1 TPS53
CCL2 MKI67 POLB EPO HSP90AB1
TEK SKP2 SOD1 ACSL4 TERF1
APAF1 AURKA TBX2 LDHA CCDN?2
XIAP WEE1 PPP1R15AA CPT2 LPL
CASP7 BMI1 CDH2 G6PD CDK4
NOL3 SEPINB2 DSP UQCRFS1 TERF2IP
BCL2L11 MAP2K1 FOXC2 TNKS?2 HSP90AB4
CCND3 MAP2K3 SNAI2 GPD2 HSPB1

3.4. GEN ZENGINLESTIRME CALISMALARI

Gen zenginlestirme analizi islemleri Reactom ve Enrichr web siteleri kullanilarak

yapilacak ve molekiiler kanser yolaklarinin mekanizmalar1 ortaya konacaktir.

3.5. ISTATISTIK YONTEMLERI

Tiim veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc. Chicago,
IL, USA) ile analiz edilecektir. Her grupta ortalama (Ort) + standart deviasyon (SD)
(minimum/maksimum) degerleri olarak verilecektir. Ikiden fazla grup verilerinin bir
arada karsilastirilmasi one way-ANOVA testi (tek yonlii varyans analizi) ile yapilacaktir.
Iki grup arasindaki karsilastirma igin unpaired Student t testi kullanilacaktir. P-degeri

0.05’ den kiiciik degerler anlamli olarak kabul edilecektir.
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4. BULGULAR

4.1. RNA IZOLASYON SONUCLARI

[zolasyon sonucunda spektrofotometre ile RNA konsantrasyonlar: ve saflik
dereceleri belirlenmistir. RNA konsantrasyonlar1 200-830 ng/uL ve OD260/280 orani

1,9-2.1 arasindaki ornekler ile ¢alisilmaya devam edilmistir.

4.2. SINYAL YOLAK ANALIZLERININ DEGERLENDIRILMESI

OKYHK’11 sigara i¢en ve sigara igmeyen hastalarin tiimorli dokular ile normal
dokularindaki hiicrelerinden RNA izolasyonlar1 yapildi. Hiicre gruplarindaki gen
ekspresyonunda kat degisimi (fold change) hesaplamalari log2’ye uygun yapildi. 2 ve
tizeri ekspresyon farklilig1 goriilen yukari; -2 ve alt1 ekspresyon farkliligi goriilen asagi
regiile olan genler gosterildi.

Genlerin ifade degerleri ise 2-AACT hesabinin kullanilmasi ile agagidaki gibi
hesaplandi. Referans olarak GAPDH ve B2M genleri hesaplanarak kullanilmigtir.

ACT = CT o6rnek — CT referans ve

AACT = ACT ekstraktla muamele edilmis 6rnek — ACT kontrol

Oral kavite YHK’l1 sigara i¢cen ve sigara icmeyen hastalarin tiimorlii dokular ile
normal dokularindaki hiicrelerden elde edilen cDNA 6rneklerindeki gen degisimlerinin
tespit edilmesi icin kullanilan 55 kuyucuklu plaka tasarimi ile sigara igen ve icmeyen
gruplar arasinda anlamli farklilik olan genlerin degisim sonuglarini gsteren Tablolar 4.1,

4.2,4.3, ve 4.4.°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1: Sigara i¢en grupta PCR analizi sonucunda mRNA ifadesi azalan genlerin

listesi

Genler Sigara i¢en Genler Sigara icen
ANGPT?2 -1,218943837 TBX2 -1,310068579
FLT1 -2,15602648 PPP1R15A -3,361068671
SERPINF1 -3,488743077 CDH2 -1,506204771
APAF1 -1,659419544 DSP -2,040256364
XIAP -1,805557852 SNAI2 -2,254309993
CASP7 -1,132048429 SNAI1 -0,364723523
NOL3 1,193214751 SOX10 -1,323739871
STMN1 -2,223592168 ATP5A1 -1,224990115
MKI67 -1,519700434 EPO -1,890242284
SKP2 -2,050337618 ACSL4 1,330392376
AURKA -1,302619123 CPT2 -3,146716319
WEE1 -1,142294174 GPD2 -1,476146402
BMI1 -2,278899197 CDC37 -1,542600457
MAP2K1 -1,731537359 TP53 -4,079010409
MAP2K3 -1,416110713 HSP90AB1 1,465938169
DDB2 -1,912980901 TERF1 -1,290027643
DDIT3 -2,78032158 LPL -1,417110675
POLB -1,389698938 HSP90AB4P -1,108258505

HSPB1 -1,646562698

Tablo 4.2: Sigara igen grupta PCR analizi sonucunda mRNA ifadesi artan genlerin

listesi

Genler Sigara igen Genler Sigara icen
CCL2 1,229941259 SOD1 0,409858857
TEK 1,275535565 FOXC2 1,36566095
BCL2L11 0,452676108 LDHA 0,441009589
CCND3 2,294463583 G6PD 1,614811853
CDC20 1,183507877 UQCRFS1 1,205579867
E2F4 0,414300424 TNKS2 1,566555508
SERPINB2 1,18087537 TRAP1 1,268839895
ERCC5 0,367777947 CCDN2 1,52195672
TERF2IP 1,169776975 CDK4 0,440822525
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Tablo 4.3: Sigara igmeyen grupta PCR analizi sonucunda mRNA ifadesi azalan

genlerin listesi

Genler Sigara icmeyen Genler Sigara igmeyen
ANGPT?2 -2,57002005 DDB2 -0,335521298
FLT1 -1,349103218 DDIT3 -1,385199254
TEK -0,35390853 POLB -1,338380754
APAF1 -1,378130549 SOD1 -1,421454559
XIAP -1,810707408 CDH2 -1,415866785
CASP7 -1,412004064 ATP5A1 -1,854439978
CCND3 -0,551011298 ACSL4 -1,156940796

CDC20 -3,67942974 UQCRFS1 -5,19819338

WEE1 -1,473941516 GPD2 -0,388610367
SERPINB2 -1,896094148 HSP90AB1 -2,373157246
MAP2K1 -0,320292773 CCDN?2 -0,391121078
MAP2K3 -1,174565013 HSPB1 -1,540378017

Tablo 4.4: Sigara igmeyen grupta PCR analizi sonucunda mRNA ifadesi artan genlerin

listesi
Genler Sigara icmeyen Genler Sigara icmeyen

SERPINF1 2,378651277 SNAI2 2,2920501
CCL2 1,336317029 SNAI1 1,446598883
NOL3 1,44181759 SOX10 1,704488161
BCL2L11 1,306249717 EPO 2,145149608
E2F4 2,310898498 LDHA 1,152094479
STMN1 1,179052763 CPT2 1,816503401

MKI167 1,276698533 G6PD 1,466361
SKP2 1,111211462 TNKS2 1,174070519
AURKA 1,361745867 TRAP1 1,656993007
BMI1 1,263911528 CDC37 1,187793053

ERCC5 1,071563041 TP53 1,6936357
TBX2 0,409411021 LPL 1,259434559
PPP1R15A 4,573960482 CDK4 1,384644485
DSP 1,208206104 TERF2IP 1,256185098
FOXC2 2,024021058 HSP90AB4P 1,29643751

4.2.1. Sigara Icen Grubun Sonuclar

Sigara igen hastalardan toplanan dokular ayni hastalarin normal dokular ile
karsilagtiritlmistir. RT-qPCR sonucunda elde edilen ifade sonuglar Tablo 4.5 ve 4.6.°da
verilmistir. Anlaml farklilik goriilen genler belirlenmis, Reactom ve Enrichr programlari

kullanilarak gen zenginlestirme analizleri yapilmistir.
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Tablo 4.5: Sigara i¢en gruptaki genlerin ifade sonuglari

Genler Sigara i¢en Genler Sigara igen
ANGPT?2 -1,218943837 PPP1R15A -3,361068671
FLT1 -2,15602648 CDH2 -1,506204771
SERPINF1 -3,488743077 DSP -2,040256364

CCL2 1,229941259 FOXC2 1,36566095
TEK 1,275535565 SNAI2 -2,254309993
APAF1 -1,659419544 SNAI1 -0,364723523
XIAP -1,805557852 SOX10 -1,323739871
CASP7 -1,132048429 ATP5A1 -1,224990115
NOL3 1,193214751 EPO -1,890242284
BCL2L11 0,452676108 ACSLA4 1,330392376
CCND3 2,294463583 LDHA 0,441009589
CDC20 1,183507877 CPT2 -3,146716319
E2F4 0,414300424 G6PD 1,614811853
STMN1 -2,223592168 UQCRFS1 1,205579867
MKI167 -1,519700434 TNKS2 1,566555508
SKP2 -2,050337618 GPD2 -1,476146402
AURKA -1,302619123 TRAP1 1,268839895
WEE1 -1,142294174 CDC37 -1,542600457
BMI1 -2,278899197 TP53 -4,079010409
SERPINB2 1,18087537 HSP90AB1 1,465938169
MAP2K1 -1,731537359 TERF1 -1,290027643

MAP2K3 -1,416110713 CCDN2 1,52195672
DDB?2 -1,912980901 LPL -1,417110675
DDIT3 -2,78032158 CDK4 0,440822525
ERCC5 0,367777947 TERF2IP 1,169776975
POLB -1,389698938 HSP90AB4P -1,108258505
SOD1 0,409858857 HSPB1 -1,646562698

TBX2 -1,310068579

Tablo 4.6: Sigara i¢en grupta genlerin ekspresyon sonuglart
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Calismamizda elde edilen sinyal yolak analiz sonuglarinda, sigara i¢cenlerde timor
dokusunda normal dokuya gore 0.5 kattan daha fazla azalan ve 2 kattan daha fazla artan

genler anlamli olarak degerlendirildi. Enrichr ve KEGG 2021 HUMAN veri tabanlarinda

degerlendirilmistir ve analizi alinan genler Tablo 4.7.’de verilmistir.

Tablo 4.7: Enrichr analizine alinan genler

Enrichr Analizine Alinan Genler Enrichr Analizine Alinan Genler
ANGPT?2 POLB
FLT1 TBX2
SERPINF1 PPP1R15A
APAF1 CDH2
XIAP DSP
CASP7 SNAI2
CCND3 SOX10
STMN1 ATP5A1
MKI67 EPO
SKP2 CPT2
AURKA GPD2
WEE1 CDC37
BMI1 TP53
MAP2K1 TERF1
MAP2K3 LPL
DDB2 HSP90AB4P
DDIT3 HSPB1

Sigara icen grupta Enrichr veri tabaninda yapilan genlerin kanser yolak analizi
sonucu en ¢ok MAPK sinyal yolagi, apopitozis, cesitli farkli kanser yolaklari, kii¢iik

hiicreli kanser, EBV enfeksiyon, PI3K-Akt sinyal yolagi ve p53 sinyal yolaginin en sik
etkilendigi gortilmiistir (Sekil 4.1.).
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equlation in cancer

herosclerosis

Sekil 4.1: Sigara i¢cen grubumuzun Enrichr KEGG veri tabaninda elde edilen Bar Grafik

olarak gosterilen genel sinyal yolaklari analiz sonucu

Sigara igen grupla iligkili genlerin sinyal yolak analiz sonuglari Enrichr ve
Reactome veri tabanlarinda degerlendirilmistir. Enrichr KEGG veri tabanindan elde
edilen sonuglar Sekil 4.2’de, Reactome veri tabanindan elde edilen sonuglar ise sirasiyla

Sekil 4.3, Sekil 4.4. ve Sekil 4.5’te verilmistir.

Enriched Terms

TPS53
DDB2
APAF1
MAP2K1
MAP2K3

CCND3
DDIT3
CASP7

FLT1
ANGPT2
EPO
STMN1
HSPBI1

Tnput Genes

Sekil 4.2: Enrichr KEGG veri tabaninda clustergramda gosterilen genler ve sinyal yolak

analiz sonuglar1
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Sekil 4.4: Reactome veri tabanindan elde edilen sinyal yolak analizleri
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The following table shows the 25 most relevant pathways sorted by p-value.

[ Baties 00 | Reactions |
Pathway name
_mmmmm

Response of EIFZAK] (HRI) to heme

2 6/29 0.002 6.18¢ 10 2.74c 07 10/20 0.001
deficiency
Cellular responses to stress 15/1,037 0.067 5360 07 9.87c 05 41 /500 0.034
Cellular responses to stimuli 15/1,055 0.068 6.67c 07 9.87¢ 05 1 /531 0.036
SMAC (DIABLO) binds to IAPs /7 4.50c 04 1.75¢ 06 1.54c 04 4/4 2469 08
SMAC(DIABLO) mediated
dissociation of IAP:caspasc 3/7 4.50c 04 1.75¢ 06 1.34c 08 3/3 2.02¢ 04
complexes
SMAC, XIAP-regulated apoptoti

b = 2 3/8 S14c08 261606 LetcOd 10/10 6.72c 04
response
niontingalf sxapusus Qg 3/8 5108 261006 1.64c 08 2/2 1.34c 03
apoptosome-mediated cleavage
B e 3/1s 9.6%c 04 1.6% 05 9.32c 04 1n/12 8.06c 08
response
§ S Sagunting S Ep 0t 3/20 0.001 3.97¢ 05 0.002 12/17 0.001
Caspasc Activators and Caspascs
Intrinsic Pathway for Apoptosis /6t 0.008 5.65¢ 05 o002 25/63 0.004
Apoptotic factor-mediated responsc 3/ 0.001 6.00c 05 0.002 21/28 0.002
Regulation of TP53 Expression 2/4 2.57c 08 2.02¢ 05 0.003 5/5 1360 08
Programmed Cell Death 6/238 0.015 L.léc 04 0.004 /193 0,013
Apoptosis 5/193 0.012 3.90c O4 0.012 /142 0.0t
Iranscriptional Regulation by E2F6 3/46 0.003 $.55¢ 04 0.013 /13 0.002
Formation of apoptosome 2/13 8.35¢ 04 831c 0t o021 /10 6.72c 04
ucgupuon RN A 2/13 8350048 £31c 04 oLz 5/6 $.03¢ 08
activaty
Transcriptional Regulation by TP33 7/484 0.031 S.66c 01 0.2t 166 /258 0.017
ATFG (ATF6-alpha) activates . = = - s e

2/15 9.63¢ 04 0.001 o024 1/5 1.36¢c 08

chaperone genes
Regulation of gene expression by '

2.2 ; ' 5 9. 0 0. o.oze 7 4 0s
Hypoxia-inducible Factor 2/15 &3¢ ool 02 1/7 70c
Regulation of PTEN gene 4 =

=Ty /68 0.008 0.001 0.028 1/15 0.001
lran‘cnpnon
ATFé6 (ATF6-alpha ivates
( et 2/17 0.001 0.001 028 1/10 6.72c 04
chaperones
Regulated Necrosis 3/7 0.005 0.002 0035 6/52 0.003
Regulation of BACH1 activity 2/20 0.001 0.002 0.035 3/8 537c 04

Sekil 4.5: Reactome veritabaninda iligkilendirildigi yolaklar

4.2.2. Sigara Igmeyen Grubun Sonuclari

Sigara igmeyen hastalarindan toplanan dokular ayni hastalarin normal dokulart ile
karsilagtiritlmistir. RT-qPCR sonucunda elde edilen ifade sonuglar Tablo 4.8 ve 4.9.'da
verilmistir. Anlamli farklilik goriilen genler belirlenmis, Reactom ve Enrichr programlari

kullanilarak gen zenginlestirme analizleri yapilmistir.
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Tablo 4.8: Sigara Igmeyen gruptaki genlerin ifade sonuglar

Genler Sigara igmeyen Genler Sigara igmeyen
ANGPT?2 -2,57002005 PPP1R15A 4,573960482
FLT1 -1,349103218 CDH2 -1,415866785
SERPINF1 2,378651277 DSP 1,208206104
CCL2 1,336317029 FOXC2 2,024021058
TEK -0,35390853 SNAI2 2,2920501
APAF1 -1,378130549 SNAI1 1,446598883
XIAP -1,810707408 SOX10 1,704488161
CASP7 -1,412004064 ATP5A1 -1,854439978
NOL3 1,44181759 EPO 2,145149608
BCL2L11 1,306249717 ACSL4 -1,156940796
CCND3 -0,551011298 LDHA 1,152094479
CDC20 -3,67942974 CPT2 1,816503401
E2F4 2,310898498 G6PD 1,466361
STMN1 1,179052763 UQCRFS1 -5,19819338
MKI167 1,276698533 TNKS2 1,174070519
SKP2 1,111211462 GPD2 -0,388610367
AURKA 1,361745867 TRAP1 1,656993007
WEE1 -1,473941516 CDC37 1,187793053
BMI1 1,263911528 TP53 1,6936357
SERPINB2 -1,896094148 HSP90AB1 -2,373157246
MAP2K1 -0,320292773 TERF1 #DEGER!
MAP2K3 -1,174565013 CCDN2 -0,391121078
DDB?2 -0,335521298 LPL 1,259434559
DDIT3 -1,385199254 CDK4 1,384644485
ERCC5 1,071563041 TERF2IP 1,256185098
POLB -1,338380754 HSP90AB4P 1,29643751
SOD1 -1,421454559 HSPB1 -1,540378017
TBX2 0,409411021

Tablo 4.9: Sigara igmeyen grupta genlerin ekspresyon sonuglart

(2]

: |I

?:':1-.

= R :'_j‘}:.{\i@“

bk
P

S

39



Calismamizda elde edilen sinyal yolak analiz sonuglarinda, sigara icmeyenlerde
tiimdr dokusunda normal dokuya gore 0.5 kattan daha fazla azalan ve 2 kattan daha fazla
artan genler anlamli olarak degerlendirildir, Enrichr ve KEGG 2021 HUMAN veri

tabanlarinda degerlendirilmistir ve analizi alinan genler Tablo 4.10.’da verilmistir.

Tablo 4.10: Enrichr analizine alinan genler

Enrichr Analizine Alinan Genler Enrichr Analizine Alinan Genler
ANGPT?2 POLB
FLT1 SOD1
SERPINF1 PPP1R15A
APAF1 CDH2
XIAP FOXC2
CASP7 SNAI2
CCND3 ATP5A1
CDC20 EPO
E2F4 ACSL4
WEE1 UQCRFS1
SERPINB2 HSPB1
MAP2K3 HSP90AB1
DDIT3

Sigara icmeyen grupta Enrichr veri tabaninda yapilan genlerin kanser yolak
analizi sonucu en ¢ok lipid ve ateroskleroz, hiicre sirkiilasyonu, nérodejenratif yolaklar,
apopitozis, MAPK sinyal yolagi, PI3K-Akt sinyal yolagi, Amyotrofik lateral skleroz,
Human T hiicreli 16semi ve HIF-1 sinyal yolag: etkilendigi goriilmiistiir (Sekil 4.6).

ection

ling pathway

Sekil 4.6: Sigara igmeyen grubumuzun Enrich KEGG veri tabaninda Bar Grafik olarak

gosterilen genel sinyal yolaklar1 analiz sonucu
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Sigara igcmeyen grupla iligkili genlerin sinyal yolak analiz sonuglar1 Enrich ve
Reactome veri tabanlarinda degerlendirilmistir. Enrich KEGG veri tabanindan elde edilen
sonuglar Sekil 4.7°de, Reactome veri tabanindan elde edilen sonuglar ise sirasiyla Sekil

4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da verilmistir.

Enriched Terms

MAP2K3
DDIT3
CASP7
APAF]

HSP90..
UQCR..
SODI
FLT!
ANGPT2
EPO
HSPBI
CDC20
CCND3
WEEL
E2F4
XIAP
POLB
ACSL4

Input Genes

Sekil 4.7: Enrichr KEGG veri tabaninda clustergramda gosterilen genler ve sinyal yolak

analiz sonuglar1

Sekil 4.8: Reactome veri tabanindan elde edilen sinyal yolak analizleri
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Sekil 4.9: Reactome veri tabanindan elde edilen sinyal yolak analizleri
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The following table shows the 25 most relevant pathways sorted by p-value.
Entities Reactions

[ Eotitles |
S [ found | rato | praie | FDR* | found | ratio |

Response of EIFZAK] (HRI) to heme

deficiency 6/29 0.002 9.23e-11 2.80e-08 10/20 0.001
Cellular responses Lo stress 13/1,037 0.067 3.93e-07 4.19e-05 &0 / 500 0.034
Cellular responses to stimuli 13/1,055 0.068 4.78e-07 4.19e-05 60 /531 0.036
SMAC (DIABLO) binds to IAPs 3/7 4.50e-04 6.98e-07 4.19e-05 4/4 2.6%-04
SMAC(DIABLO)-mediated
dissociation of IAP:caspase 3/7 4.50e-04 6.98e-07 4.19e-05 3/3 2.02e-04
complexes
e 3/8 5.14e04  104e06  4.47e05 10/10 672004
response
Activation of caspases through . ~
apoptosome- iated cleavage 3/8 5.14e-D4 1.04e-06 4.47e-05 2/2 1.34e-04
s s POl 3/15 9.63e-04 6.78e-06 2.51e-04 11/12 B.06e-04
response
Apoplotic factor-mediated response 3/23 0.001 2.41e-05 7.96e-04 21/28 0.002
Gene and prolein expression by JAK-
STAT signaling after Interleukin-12 4/73 0.005 2.82e-05 8.46e-04 2/36 0.002
stimulation
Interleukin-12 signaling 4/84 0.005 4.85e-05 0.001 2/56 0.004
Interleukin-12 family signaling 4/9 0.006 B.11e-05 0.002 2/114 0.008
Formalion of apoplosome 2/13 8.35e-04 4.55e-04 0.01 9/10 6.72e-04
e e 2/13 8.35e¢-04 4.55e-04 0.01 5/6 4.03e-04
activity
Intrinsic Pathway for Apoplosis 3/64 0.004 4.86e-04 0.01 21/63 0.004
AR .y — 2/15 9.63e-04 6.04e-04 0.01 1/5 3.36e-04
chaperone genes
Regulation of gene expression by ) -
Hypoxia-inducible Factor 2/15 9.63e-04 6.04-04 0.01 1/7 4.70e-04
ATF6 (ATF6-alpha) activates
2417 0.001 7.74e-04 0.012 1/10 6.72e-04
& / /
'I:PS:! Ilegula.m Transcription of 2/20 0.001 0.001 0.016 2/17 0.001
Caspase Activalors and Caspases
Response of EIFZAK4 (GCN2) to
e —— ik 3/115 0.007 0.003 0.039 5/16 0.001
ATF4 activates genes fn response to 2/34 0.002 0.003 0.042 1/7 4.70¢-04
endoplasmic reticulum stress
PERK regulates gene expression 2/42 0.003 0.005 0.059 1/n 7.39%-04
HSF1 activation 2/43 0.003 0.005 0.062 4/7 4.70e-04

Sekil 4.10: Reactome veritabaninda iliskilendirildigi yolaklar
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4.2.3. Sigara I¢cen ve icmeyen Gruplarin Karsilastirma Sonuclari

Sigara igen ve sigara igmeyen gruplarin PCR sonuglari biribirleri ile
karsilastirilmis, elde edilen ifade sonuglar Tablo 4.11.'de verilmistir. Reactom ve Enrichr

programlari kullanilarak gen zenginlestirme analizleri yapilmistir.

Tablo 4.11: Sigara igen ve igmeyen gruplar arasinda anlamli farklilik olan genlerin

ifade sonugclari
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Calismamizda elde edilen sinyal yolak analiz sonuglarinda, sigara igenler ve
sigara igmeyenler arasinda tiimor dokusunda anlamli fark olan genler degerlendirildi.
Enrichr ve KEGG 2021 HUMAN veri tabanlarinda degerlendirilmistir ve analizi alinan
genler Tablo 4.12.’de verilmistir.
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Tablo 4.12: Enrichr analizine alinan genler

Enrichr Analizine Alilnan Genler Enrichr Analizine Alinan Genler
SERPINF1 DSP
TEK SNAI2
CCND3 SNAI1
CDC20 SOX10
E2F4 EPO
STMN1 ACSLA4
MKI67 CPT2
SKP2 UQCRFS1
AURKA CDC37
BMI1 TP53
SERPINB2 HSP90AB1
SOD1 CCDN2
TBX2 LPL
PPP1R15A HSP90AB4P

Sigara igen ve igmeyen gruplara arasi ortak iligkili Enrichr veri tabaninda yapilan
genlerin kanser yolak analizi sonucu en ¢ok hiicre sirkiilasyonu, PI3K-Akt sinyal yolagi,
PPAR sinyal yolagi, viral karsinogenezis, hiicresel yaslanma, ferroptosis, Wnt sinyal
yolagi, yag asit degredasyonu ve Epstein-Bar virus infeksiyon sinyal yolagi etkilendigi
gorilmiustiir (Sekil 4.11).

o
-

tion

r virus infection

Sekil 4.11: Sigara i¢en ve igmeyen gruplara arasi ortak iliskili genlerin Enrichr KEGG

veri tabaninda bar grafik olarak gosterilen genel sinyal yolaklar1 analiz sonucu

Sigara igen ve igmeyen gruplara arasi ortak iliskili genlerin sinyal yolak analiz

sonuglart Enrichr ve Reactome veri tabanlarinda degerlendirilmistir. Enrichr veri
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tabanindan elde edilen sonuglar Sekil 4.12°de, Reactome veri tabanindan elde edilen

sonugclar ise sirasiyla Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te verilmistir.

Enriched Terms

CERDE37
HSP9O0..
TEK
CPE>2
ACSL4
LPL.
SINAI2
SINAI1L

[nput Genes

Sekil 4.12: Enrich KEGG veri tabaninda clustergramda elde edilen genler ve sinyal

yolak analiz sonuglari

Sekil 4.13: Reactome veri tabanindan elde edilen sinyal yolak analizleri.
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Sekil 4.14: Reactome veri tabanindan elde edilen sinyal yolak analizleri
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The following table shows the 25 most relevant pathways sorted by p-value.

=
i N T T R R T
S 0.034

Cellular responses to stress 12/1,037 0.067 1.27e-05 0.003 55/ 500
Cellular responses to stimuli 12/1,055 0.068 1.51e-05 0.003 55/531 0.036
TP53 Regulates Transcription of
Genes Involved in G2 Cell Cycle /21 0.001 2.71e-05 0.003 7/1 7.3%-04
Arrest
Regulation of PTEN gene
3 4 . 4 Y

transcription /68 0.004 3.57e-05 0.003 4/15 0.001
Gene and protein expression by JAK-
STAT signaling after Interleukin-12 4/73 0.005 4.6%¢-05 0.004 2/36 0.002
stimulation
Regulation of TP53 Expression 2/4 2.57e-04 5.64e-05 0.004 5/5 3.36e-04
SARRGRONAS FEREARS PER o Bome 3/29 0.002 7.026-05 0.004 3/20 0.001
deficiency
Interleukin-12 signaling 4/84 0.005 8.05¢-05 0.004 2/5 0.004
Interleukin-12 family signaling 4/96 0.006 1.34e-04 0.006 2/114 0.008
Epithelial-Mesenchymal Transition
(EMT) during gastrulation 2/8 5.14e-04 2.24e-04 0.009 5/5 3.36e-04
Cyclin D associated events in G1 3/52 0.003 3.88¢-04 0.012 13/17 0.001
G1 Phase 3/52 0.003 3.88¢-04 0.012 13/17 0.001
TUUS Saphinies Tresseriptien of O 3/65 0.004 7.39%-04 0.021 25/42 0.003
Cycle Genes
Regulation of gene expression by
Hypoxia-inducible Factor 2/15 9.63e-04 7.79%-04 0.021 1/7 4.70e-04
Cell Cycle, Mitotic 7/5% 0.038 9.98e-04 0.025 94 /357 0.024
APC/C:Cdhl mediated degradation of
Cdc20 and other APC/C:Cdhl

eted protelas in late 3/74 0.005 0.001 0.025 6/6 4.03e-04
mitosis/early G1
PTEN Regulation 4/169 0.011 0.001 0.025 4/56 0.004
Regulation of BACH1 activity 2/20 0.001 0.001 0.029 3/8 5.37¢-04
Regulation of MITF-M-dependent
genes involved in cell cycle and 2/22 0.001 0.002 0.033 2/17 0.001
proliferation
RHOBTB2 GTPase cycle 2/24 0.002 0.002 0.034 1/2 1.34e-04
Regulation of mitotic cell cycle 3/92 0.006 0.002 0.034 29/40 0.003
ARG/ IvSsted Sagradeicn et cak 3/92 0.006 0.002 0.034 29/40 0.003

cycle proteins

Sekil 4.15: Reactome veritabaninda iliskilendirildigi yolaklar

Sigara icen ve sigara igmeyen gruplarin gen degisimleri her yolak i¢in ayr1 ayri
siitun grafiklerinde verilmistir. Anjiyogenez iliskili ANGPT2, CCL2, FLT1, SERPINF1
ve TEK genlerinin degisimleri Sekil 416.’da, apoptoz iliskili APAF1, XIAP,CASP7,
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NOL3, HSPB1 ve BCL2L11 genlerinin degisimleri Sekil 4.17°de, hiicre dongiisi iliskili
E2F4, CDC20, SKP2, WEE1, MKI67, TP53, TBX2 ve AURKA genlerinin degisimleri
Sekil 4.18’de, hiicresel seneses iliskili BM11, SERPINB2, CCDN3, MAP2K3 ve MAP2K1
genlerinin degisimleri Sekil 4.19°da, DNA hasar ve onarim iligkili DDB2, DDITS3,
ERCCS5, PPPIR15A ve POLB genlerinin degisimleri Sekil 4.20°de, EMT iliskili STMN1,
CDH2, DSP, FOXC2, SNAI1, SNAI2 ve SOX10 genlerinin degisimleri Sekil 4.21’de,
hipoksi iligkili EPO, SOD1 ve LDHA genlerinin degisimleri Sekil 4.22’de, metabolizma
iligkili ACSL4, ATP5A1, CPT2, G6PD, UQCRFS1, GPD2, TRAP1 ve LPL genlerinin
degisimleri Sekil 4.23’de, telomer ve telomeraz iliskili TERF2IP, TERF1 genlerinin
degisimleri Sekil 4.24’de, HSP iliskili CDC37, CDK4, HSP90AB1 ve HSP90AB4P

genlerinin degisimleri Sekil 4.25’te verilmistir.

INF1 TE_

CCL2

'
[N

mSIGARAICEN  m SIGARA ICMEYEN

Sekil 4.16: Anjiyogenez iliskili genlerdeki degisimler
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Sekil 4.17: Apopitoz iligkili genlerdeki degisimler
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Sekil 4.18: Hiicre dongiisii iliskili genlerdeki degisimler
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Sekil 4.19: Hiicresel yaslanma iligkili genlerdeki degisimler
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Sekil 4.20: DNA hasar1 ve onarimu iligkili genlerdeki degisimler
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Sekil 4.21: EMT iliskili genlerdeki degisimler
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Sekil 4.22: Hipoksi iligkili genlerdeki degisimler
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Sekil 4.23: Metobolizma iliskili genlerdeki degisimler
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Sekil 4.24: Telomeraz iligkili genlerdeki degisimler

1,5

0,5

C37 CDK4 0OAB4P

-0,5

-1,5

B SIGARAICEN  m SIGARA ICMEYEN

Sekil 4.25: HSP iliskili genlerdeki degisimler
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5. TARTISMA

Diinyada 2018 yil1 verilerine gore yaklasik 800.000 yeni BBK tespit edilmis ve
bunlarin yaklagik 350.000’ini oral kavite kanserleri olusturmustur (66). En sik tipi
OKYHK ve en sik Asya kitasinda goriilmektedir. OKYHK’lar bas ve boyun tiim
kanserleri arasinda en sik goriilen malignitelerden biridir. Tiimor olusumu genellikle
sigara igme, agir alkol tiiketimi gibi aliskanliklar, dumansiz tiitiin kullanimi, tembul findik
tiketimi, kotii beslenme aligkanliklari, immiin yetmezlik ve Fanconi anemisi, Li-
Fraumeni sendromu gibi durumlar ve ataksi telenjiektazi gibi genetik yatkinliklar ile
iligkilidir (67-68). Son zamanlarda net etyolojik iliskileri tespit edilmemis farkli kohortlar
tanimlanmis olup bunlarin iginde sigara icmeyen-alkol kullanmayan (SAI) bir grup hasta
mevcuttur (4). Tiim bas ve boyun karsinomlari arasinda SAI’li hastalar OKYHK
grubunda da vardir (68,69). Klinikopatolojik ve molekiiler birka¢ calismada SAI
hastalarinin OKYHK 6zellikli bir grup oldugunu gostermistir. (70-73). Spesifik olarak,
SAI grubu geng yas kadinlarda dilde ve altinci ve sekizinci dekatlarda kadinlar arasinda
dil ve dis eti mukozalarinda tespit edilir (72,74). OKYHK’larin tedavisinde ilk segenek
cerrahi olup hastalifin evresine gore adjuvan radyoterapi veya kemoradyoterapi
eklenmektedir. Niiks eden ve cerrahi olarak eksize edilemeyecek durumda olan veya
metastatik hastalarda kemoterapi ve immiinoterapi tek veya kombinasyon seklinde son
yillarda kullanilmaya baslanmis ve sinirli da olsa sagkalima faydalar tespit edilmistir
(68,75). Bununla beraber halen tani koyduracak, segilecek tedavi yaklagimini
belirleyecek ve prognozu ortaya koyacak belirtecler OKYHK’lar i¢in yoktur. Sigara
igmeyen grubun 6zellikli bir grup oldugu diistiniiliirse genomik analizlere, biyoinformatik
caligmalara, histopatolojik yeni degerlendirmelere ve bunlarin klinikopatolojik 6zellikler
ile iligkisini gosteren yeni calismalara ihtiyag duyulmaktadir ve bu tip ¢alismalar son
yillarda 6zellikle NGS’in yayginlagsmas1 ve TCGA’nin BBK leri i¢cinde kullanilmas: ile
baglamistir (68,75). Ek olarak mevcut incelemelerin ¢ogunda genetik ve protein
seviyelerinde proliferasyon/apopitoz arastirilmis olsa da DNA metilasyonu, histon
modifikasyonu ve miRNA'nin rolii dahil olmak iizere epigenetik degisiklikler de daha az
derecede de olsa agi1z kanserinde incelenmistir. OKYHK’deki epigenetik aragtirmalarin

mevcut ¢alismalari ve yayinlar1 devam etmektedir.
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Bu farkli kanser tiplerinin ve sigara igmeyen gibi 6zellikli gruplarin molekiiler
sinyal yolaklarinin tespit edilmesi de etyopatogenez, tani belirtegleri ve tedavi se¢imi ve
cevabinin belirlenmesi i¢in ¢cok dnem kazanmaktadir. Biz bu ¢alismada, farkli etyolojik
nedenleri ve farkli molekiiler kanser biyolojik yolaklari oldugunu diisiindiigiimiiz sigara
icmeyen grubu ile etyolojide sigaranin neden oldugu klasik OKYHK’larinin kanser

yolaklarinin karsilagtirilmasini amagladik.

OKYHK’lan1 ile ilgili bircok genetik ve molekiiler ¢alismalar yapilmis ve
karsinomalarin fizyopatolojisi ortaya konmaya ¢alisilmistir. Agrawal ve ark. ve Stransky
ve ark. larinin ¢aligmalar1 sonucu en sik mutasyona ugrayan genlerin TP53, CDKN2A,
PIK3A, FAT1, HRAS ve NOTCHL1 oldugu ve c¢ogunlugunu tiimor siipresoér genlerin
olusturdugunu tespit etmislerdir (68,75-69). Bu mutasyonlar oral kavite disindaki
BBK’inda anlamli olarak daha sik goriiliir (60). Bu hasta gruplarinin biiyiik ¢ogunlugu
HPV-negatif hastalardir (60). NOTCH1 mutasyonu 6nem arz eden bir durumdur ve oral
kavite i¢in Ozellik gosterip iki yonli etkileri olabilir (58-60,67-76) Wnt/Beta-katenin
sinyal yolagi da mezenkimal doniisiimde 6nemli olup onkogenezde 6nemlidir (75). Bu
mutasyon oranlari ve sikliklar1 etnik gruplara gore degisiklikler gosterebilir. Bizde
calismamizda ondan fazla sinyal yolaginda gorev yapan 55 adet farkli geni, dokulardan
mRNA izolasyonu sonras1 PCR ile ekspresyon oranlarina baktik ve gen zenginlestirme
analizi islemleri Reactom ve Enrichr web siteleri kullanilarak yaparak ve molekiiler
kanser yolaklarinin mekanizmalar1 ortaya koymaya calistik. Sigara icen ve igmeyen
gruplart karsilasgtiran buna benzer bir calisma bulamadik ve bu calismanin ilk

caligmalardan biri oldugu kanaatine vardik.

Yapilan genomik analizlerde mitojenik sinyal yolaklar1t (EGFR, PIK3A, MYC,
AKT1, mTOR gibi) ve hiicre siklusu yolaklarindaki (CDKN2A, CCND1 gibi) genlerin
mutasyonlarinin, kopya sayisindaki artiglar veya epigenetik olarak basta tiimor siipresor
genlerin sessizlesmesi i¢in metilasyonlarin, mikroRNA genlerinin durumunun
OKYHK’nin olusmasinda dénemli rol oldugu gosterilmistir (67,69,75,77). OKYHK lar
cesitli molekiiler suptiplemeler yapilarak tani1 ve tedavi acisindan dogru siniflandirma
yontemleri calisilmaktadir. Ozellikle inflame/mezenkimal HPV-negatif tiplerin immun
fenotipe sahip oldugu ve immiinoterapiye daha duyarl oldugunu gésteren yayinlar vardir
(68,69,78). EGFR yolagini kullanan bazal subtipin daha agresif ve kotii sagkalimi oldugu

gosterilmistir (79). Immiin suptiplemenin de &nemli oldugu asikardir. Sigara
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icmeyenlerde CD274 (programlanmis 6liim-ligandi 1) ekspresyonunun, geleneksel sigara
icen ve alkol kullanan oral kavite kanser grubu ile karsilastirildiginda arttig1 tespit
edilmistir (58). Bu nedenle immun yolaklar1 inceleyen ve ozellikli grup olan sigara
igmeyen ile sigara ve alkol igen gruplari karsilastirmak énemlidir. Bu konuda yapilan bir
calismada SAI grubunda sigara ve alkol igen gruba goére tiimor mikrogevresinin farkls
oldugu, Interferon ve PD-1 yolaklarinin zengin, yiiksek CD8+ T hiicre intratiiméral
infiltrasyonu oldugu, tiimor hiicrelerinin daha fazla PD-L1 ve IDO1 eksprese ettigi ve
immiinoterapiye daha iyi cevap verdigi tespit edilmistir (69). Bununla beraber bu
tiplendirmeler heniiz meme, akciger kanserleri gibi klinik pratige girecek kanitlara ve

kullanisa sahip degildir.

Bu hastaligin karmasik, ¢ok adimli gelisimini karakterize etmek i¢in genis bir
cerceve saglamak tizere kanserin alti ayirt edici 6zelligi tanimlanmustir (80). Bunlar
proliferatif sinyallemenin siirdiiriilmesi, biiyiimeyi baskilayicilardan kaginilmasi, hiicre
olimiine direng, replikatif oliimsiizligl saglama, anjiyogenez, invazyon ve metastaz.
Bizim ¢alismamizda kullandigimiz genlerde bu 6zellikler ile ilgili sinyal yolaklarinda

gorev yapan genler ile ilgili olarak belirlenmis ve yapilmistir.

OKYHK hastast ve oral epitelyal displazi numuneleri iizerinde yapilan
immiinohistokimyasal bir ¢alismada, dokulardaki hiicrelerin %81,48 ve %77.06'sinin
telomeraz eksprese ettigi gozlendi; normal oral mukoza kontrollerinde yalnizca %62,91
aktivasyon gozlemlendi (81). Yilmaz ve ark. OKYHK’da diger BBK’ne gére TERT
mutasyonu ozellikle de geng¢ sigara icmeyen kadin hastalarda daha sik oldugunu
gostermislerdir (82). Bizim c¢alismamizda 6zellikle telomeraz i¢in 6zel anlamli sinyal

yolaklar1 bulunmamastir.

CD44 ve kan mikrodamar yogunlugu gibi anjiyogenez ile iligkili faktorlerin,
normal epitel ile karsilagtirlldiginda OKYHK’de buna paralel olarak arttigi rapor
edilmistir (83). Bizim calismamizda 6zellikle anjiogenez igin 6zel anlamli sinyal

yolaklar1 bulunmamastir.

Aslinda meta-analizler, E-kadherin ekspresyonu azalmis OKYHK hastalarinda,
normal veya yiiksek ekspresyon seviyeleri olanlara kiyasla daha kotii genel prognoz
bildirmistir (84). Biz ¢alismamizda hem anjiogenez hemde EMT ile ilgili genleri igeren

yolaklara da baktik fakat iki gruptada etkin sinyal yolaginin varligini tespit etmedik.
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Yetigkin insan viicudunda hiicrelerin biiylik ¢ogunlugu proliferatif olmayan
durumda bulunur veya hareketsiz durumda (GO olarak siniflandirilmistir) bulunur. Epitel
gibi dokularin yenilenmesi igeren hiicreler burada hari¢ tutulabilir (85). Hiicresel
cogalmanin kendisi, ¢cogu zaman birbirini etkileyebilen bir¢ok farkli proteini ve ¢oklu
yollart igeren karmasik ve siki bir sekilde diizenlenmis bir siiregtir; bunlardaki diizensizlik
siklikla kanser gelisiminde rol oynar. Ras, yalnizca Ras-MAPK ekseninde degil ayni
zamanda alternatif PI3K-Akt sinyallesme ekseninde fosfoinositid 3-kinazin (PI13K) olasi
dogrudan aktivasyonlar1 yoluyla proliferatif sinyallemenin 6nemli bir aracisidir (86).
Anahtar diizenleyici olan Ras, genetik mutasyon ve/veya amplifikasyon yoluyla OKYHK
%?20'sinden fazlasinda genetik olarak serbestlestirilmistir (87). Buna karsilik, Ras'in her
ikisi de asagi akis efektorleri olan Raf ve MEK, OKYHK biiyiik 6l¢iide daha diisiikk
degiskenlik gdstermektedir. In vitro yeni nesil siralama ¢aligmasinda, PI3K'nin p110
katalitik alt birimini kodlayan PIK3CA'daki mutasyonlar, 170 oral kanser dncesi hasta
orneginin %7'sinde gozlemlendi ve 279 oral kanser 6rneginde ise en ¢ok mutasyona
ugrayan genler arasinda gosterildi (88). Bizde ¢alismamizda literatiir ile uyumlu olarak
hem sigara igen hemde sigara igmeyen grupta PI3K-Akt sinyal yolaginin en sik etkilenen

yolaklardan biri oldugunu tespit ettik.

Sirasiyla p53 ve RB'yi kodlayan TP53 ve RB1 genlerinin, OKYHK
numunelerinde mutasyonlar1 yaygin olarak gézlemlenir ve kanser 6ncesi oral lezyonlarin
tahmini %29'unda TP53'e mutasyonlar goriiliir (88,89). TP53 yolagi OKYHK’larin
yaklasik %70-80 oraninda etkilendigi gosterilmistir (42,90,91). Bu yolak timor siipresor
genlerinin etkilenmesi sonucu hiicre 6limii, apopitozis ve diferansiyasyonda onemli
etkiler yaratmaktadir. Bizim ¢alismamizda da sigara icen grupta literatiir ile uyumlu
olarak TP53 yolagmin anlamli olarak etkili oldugunu tespit ettik. Buna benzer durum
calismamizda PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagininda sigara icen grupta etkilendigi ve
literatiir ile uyumlu oldugu gézlendi (42, 89,90,91).

Bir ¢alismada, hastalarin 41’1 erkek ve 40’1 kadindi; yaslar1 32 ile 93 arasinda
degisiyordu (ortalama 64); 43'0 (%53) sigara i¢iyordu. Sigara igmeyenler arasinda
ortalama yas 68 olan kadinlar daha sik goriiliirken, sigara icenler ortalama yas 60 olan
erkeklerdi (P = 0.005). HPV ve EBV tiim vakalarda negatifti. Hem sigara igmeyenlerde
hem de sigara icenlerde en tutarli ve en erken sitogenetik degisiklikler, heterozigotluk

kayb1 (LOH) ve tiimor baskilayici genleri barindiran lokus kayiplariydi. Yiiksek dereceli
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displaziye ve OKYHK ‘'ye ilerleme, LOHnin ilerleyici eklenmesini, tiimor
baskilayicilarin kayip olmasi ve onkogenik kazanimlarin artmasi ile oluyordu (5). Bu
calismada sonug olarak sigara icmeyen hastalar ¢ogunlukla yash kadinlardan olusmakta
ve sigara i¢en hastalarla benzer oral karsinojenik yolak ve sonuglar benzer gosterilmistir
(5). Biz ise calismamizda dnceki ¢alismadan farkli olarak sigara igmeyen grup ile sigara
igen grupta apopitozis, MAPK sinyal yolagi ve PI3K-Akt sinyal yolaklarmin etkilenmesi
ortak olsa da sigara i¢cen gruptan farkli olarak sigara igmeyen grupta 6zellikle lipid, yag
asidi degredasyonu, ferroptozis ve ateroskleroz, viral karsinogenezis, hiicre sirkiilasyonu

ve HIF-1 sinyal yolaklarinin etkilendigi tespit ettik.

Calismamizda sigara icen grupta apopitozis, ¢esitli farkli kanser yolaklari, kiigiik
hiicreli kanser, EBV enfeksiyon ve p53 sinyal yolaklarinin en sik etkilendigi tespit
edilmis iken, sigara igmeyen grupta en ¢ok lipid ve ateroskleroz, hiicre sirkiilasyonu,
norodejeneratif yolaklar, apopitozis, Amyotrofik lateral skleroz, Human T hiicreli [6semi
ve HIF-1 sinyal yolaklarin etkilendigini tespit ettik. MAPK sinyal yolagi ve PI3K-Akt
sinyal yolagi iki grupta ortak olarak etkilenmis olarak bulduk.

Calismamizda sigara igen grupta en stk MAPK sinyal yolagi, TP53, apopitozis
sinyal yolaklarmin ve ilgili genlerin varligini tespit ettik. MAPK ve PI3K-Akt sinyal
yolaklar1 yapilan ¢aligmalarda cesitli growth faktorler, stress ve inflamatuvar sitokinler
ile aktiflesen bir protein kinaz sinyal yolaklaridir. EGF ile tetiklenen hiicre
diferansiyasyonu, proliferasyonu, apopitozisde gorev yapar. Tim BBYHK’larda oldugu
gibi, OKYHK da mutasyonu %20’lere yakin oranlarda ¢alismalar ve Kanser Genom Atlas

analizlerinde de gosterilmistir (42, 86, 89-92)

Sub yolaklardan ERK1/2 oral kanserlerde spesifik 6neme sahip olan ve ilag
caligmalar1 yapilan yolaklardan biridir (92,93). Bizde ¢alismamizda sigara i¢en grupta bu
sinyal yolaginin en sik etkilenen yolaklardan biri olarak tespit ettik ve literatiir ile uyumlu
bulduk.

OKYHK lokal agresif gidebilen, yiiksek hipoksi seviyelerine ulagan bir timordir
(91,92,94). HIF1-3 hipoksi cevap mediatdrleridir. Hipoksi Bcl-2/Twistl iliskisini tetikler.
P53 mutasyonlar ile HIF sinyallleri etkilenir. Hipoksi kotli prognoztik faktdrdir (94).
Bizim ¢alismamizda sigara igmeyen grupta HIF-1 sinyal yolagi etkilenmistir. Bu
etkilenmeyi sigara icen grupta izlemedik. Iki grup arasinda anlamli fark yaratan bir yolak

olarak izlenmis bulunmaktadir.
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Son zamanlarda mikroorganizma antijenlerin varliginin etkilesime girdigini ve
OKYHK proliferasyonunda potansiyel karistiricilar olarak hareket ettigini hem
proliferasyonu hem de apoptotik yolaklar1 etkiledigini sdylenmektedir. Calismamizda
sigara igmeyen grupta Human T cell-16semi viriis Tipl yolagimin varligin tespit ettik ve
ek olarak iki grubun karsilastimali analizinde viral karsinogenezis yolaklarinin
etkilendigini belirledik. iki analizlede CCND2 ve CDC20 genlerinin ortak etkiligi
olabilecegi analizlerde goriildii. Bu durum ¢ok farkli bir antite olan sigara igmeyen
OKYHK etyopatogenezinde viriis varliginin bir etyolojik faktor olabilecegini ifade eden
bazi ¢aligmalar ile uyumlu olabilecegini gosteriyor. Bir ¢alismada oral mikrobiomanin
oral karsinopatogenezde rolii olabilecegini bir derlemede ortaya koymuslar ve mevcut
durumun kronik infeksiyon ve enflamasyon ile iligkili olabilecegini gostermislerdir (95).
Cesitli mikroorganizmalarin apoptozu inhibe ederken ve inflamatuar mikrogevreyi
diizenlerken epitel hiicrelerinin proliferasyonunu tesvik ederek timor olusumunu

3

uyarabilecegini vurgulamiglardir. Foy ve ark. larinin ¢alismasinda “vur kag" olarak
nitelendirilen viral etyopatogenezin 6nemli oldugu ve her ne kadar genom entegrasyonu
tespit edilmese de erken donemde anahtar bir rol oynayabilecegini belirtmislerdir (69).
Bununla beraber Yang ve ark. lar1 sigara igmeyen grupta HPV virisiiniin bir etyolojik

neden olarak kabul edilemeyecegini kendi kohortlarina géstermislerdir (96).

Kronik enflamasyon ve mikrogevrenin ¢ok onemli oldugunu gosteren sigara
igmeyen grupta calismalar mevcuttur. Foy ve ark.lar1 Sigara icen ve igmeyen gruplarda
ve 854 gen ve 29 proteini i¢eren karsilagtirmali ¢alismalarindaki fonksiyonel yolak
analizlerinde, 6zellikle T hiicresi aktivasyonunu igeren bagisiklikla ilgili yollarda genel
bir zenginlesme tespit etmislerdir (97). Interferon-y yaniti ve PD1 sinyali giiglii bir sekilde
zenginlestirilmistir. Bununla beraber biz ¢aligmamizda hiicre dongiisti ile ilgili iki grup

karsilagtirmasinda ortak yolak bulsakta enflamasyona spesifik yolak bulamadik.

Sigara igmeyen grupta ve karsilastirmali grup yolak analizlerinde lipid
metabolizmasi ve ferroptozis ile ilgili yolaklar tespit ettik. Li ve ark. lar1 ¢alismalarinda
BBYHK karsinogenezi sirasinda IL-6 kaynakli ferroptoz direncinin kritik roliinii
gostermislerdir (98). Fan ve ark. larn OKYHK’da potansiyel bir prognostik gdsterge
olabilecek, yag asidi metabolizmastyla iliskili 5 geni kullanarak 6ngdriicii bir skor modeli
gelistirmisler ve ilk olarak yag asidi metabolizmasiyla iligkili 14 gen, mikrodizi testi ve

TCGA veri tabani analizi ile tanimlanmis ve ardindan PCR ile dogrulamislardir ve bu bes
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genin (ACACB, FABP3, PDK4, PPARG ve PLIN5) prognostik onemi olabilecegini
gostermiglerdir. Bizim calismamizda da ozellikle karsilagtirma yapilan grupta PPAR,
lipid metabolizma yolaklarinin varlig1 tespit edilmis olup etyopatogenezde sigara
igmeyen grupta onemli bir rolii olabilecegi diisiinlilmiistiir. Bizim c¢alismamizda hem
PPAR hemde lipid metabolizma yolak analizinde ACSL4 geninin varligi bulunmustur.

OKYHK ile iliskili bu konuda ¢alisma bulunamamistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

OKYHK’I1 hastalar arasinda farkli bir antite olan sigara icmeyen grubun klasik ve
en sik etyolojide yeri olan sigara i¢en grup ile arasinda kanser sinyal yolaklar1 agisindan

fark olup olmadigini gostermeye hedefledigimiz bu ¢alismada;

Hem karsilastirmali gruplar arasinda hemde sigara igmeyen grupta viral etyoloji
ile uyumlu olabilecek bazi kanser yolaklarinin varligini tespit ettik. Sigara igmeyen grupta
lipid, yag asit metabolizma ve ferroptozis yolaklarmin daha belirgin varligini tespit ettik.
Sigara icen grupta Ozellikle olmak iizere iki gruptada TP53 ve protein kinaz sinyal
yolaklarinin halen en 6nemli sinyal yolaklar1 oldugunu tespit ettik. Hipoksinin ve onun
iligkili kanser yolaklarinin sigara igmeyen grupta sigara igen gruba gore varligini tespit

ettik.

Sigara igmeyen OKYHK’l1 hastalar yaptigimiz sinyal yolak analizlerine gore
farkli bir etyopatogenez ile ilerleyen, farkli etyolojik faktorlerden etkilenen 6zellikli bir
grup olarak bulunmaktadir. Bu grubun mutasyon analizi ve yolak ¢alismalarinin kan
metabolitleri ile kombine edildigi ve daha iyi prognostik faktdr ve hedefe yonelik tedavi

belirlenmesi i¢in yeni ¢alismalar ile incelenmesi gerekmektedir.
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