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OZET

Oztan A (2019). Oral kavitenin malign ve premalign lezyonlarinda PAX1 geninin
metilasyon ve ekspresyonunun arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Ag1z Dis Cene Cerrahisi ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Oral kanser tiim kanserler arasinda goriilme siklig1 agisindan 6. sirada yer alir ve oral
kanserlerin yaklagik %90 lik kismini skuamoz hiicreli karsinomlar (OSCC) meydana
getirir. 5 yillik sag kalim orani yaklasik %50 olan OSCC; etyolojisinde yas, cinsiyet,
ik, sigara ve alkol kullanimi, genetik faktorler, HPV gibi bir¢ok etken bulundurmasinin
yant sira c¢ogunlukla oral kavitede bulunan premalign lezyonlar (OPML) olarak
tanimlanan lezyonlarin  doniisimii  sonucu meydana gelirler. OPML malign
transformasyonla iliskili olmas1 hem displazi gelisimini ve maligniteye doniisiim riskini
onceden belirleyebilecek biyobelirteg olarak kullanilmasinda hem de tedavide
potansiyel ila¢c hedeflerinin belirlenmesinde yararlanilabilir. OSCC’nin molekiiler
genetigi hakkinda onemli bilgiler elde edilmesine ragmen, karsinogenez mekanizmasi
henliz net degildir ve mekanizmayr anlamak c¢ok Onemlidir. Oral kavite kolay
gozlemlenebilir bir bolgedir ancak OSCC, klinik olarak gozlemlenebildigi asamada
hastaligin ileri evrede olmasi nedeniyle yiikksek morbidite ve mortaliteye sahiptir. Oral
kavitenin premalign lezyonlarinin hiicreleri maligniteye doniisme riskinin yiiksek
oldugu lokoplaki grubu, az riskli olan oral liken planus ve oral likenoid displazi
gruplar;, malin grup ve kontrol olarak kullanilacak saglikli grup ile c¢alisma
gergeklestirilecektir. Calismamizda epigenetigin - kanser olusumundaki roliiniin
anlagilmas1 ve hastaligin degerlendirilmesi acisindan kullanilabilecek biyobelirteg
olarak genlerin saglayabilecegi potansiyel aydinlatilmaya ¢aligilmaktadir

DNA metilasyonu, tiimor olusumu ve progresyonunda énemli bir role sahiptir. Timor
baskilayic1 genlerin promoter bolgelerinde anormal metilasyon ile gergeklesen gen
sessizlesmesi, yeni biyobelirte¢ arayisi acisindan erken tam1 ve tarama i¢in umut
vaadeden 6nemli bir mekanizmadir. Calisgmamiza premalign lezyonlardan, literatiirde
maligniteye dontigsme riski yliksek oldugu bildirilen 16koplaki ile malignite potansiyeli
diisiik olan oral liken planus ve oral likenoid displazi dahil edilmistir. Calismamizda
literatiirdeki bu bilgi eksikligini gidererek OPML’nin maligniteye doniisim riski,
yiiksek ve diisiik malignite doniisiim riski tasiyan OPML gruplar1 arasinda ve OPML ile
OSCC arasindaki molekiiler farkliliklar saglikli kisilerden elde edilecek veriler bazinda
belirlenmis ve PAX1’in non-invaziv yontemlerle tani, teshis ve tedavide
kullanilabilecek bir biyomarker olma potansiyeli incelenmistir.

Anahtar Kelimeler : metilasyon, ekspresyon, oral skuamoz hiicreli karsinom, oral liken
planus, l6koplaki, PAX1

Bu calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir. (Proje kodu: TDK-2017-24727)
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ABSTRACT

Oztan, A (2019). Examination of methylation and expression levels of PAX1 gene in
oral malign and premalign lesions. Istanbul University, Institute of HealthScience, Oral
and Maxillofacial Surgery Department Doctorate Thesis. Istanbul.

Oral cancer is the 6th most common cancer in the World and approximately 90% of oral
cancers are squamous cell carcinomas (OSCC). OSCC with a 5-year survival rate of
approximately 50%; In addition to having many factors such as age, sex, race, smoking
and alcohol use, genetic factors, HPV, they are mostly caused by transformation of
lesions which are defined as premalign lesions (OPML) in oral cavity. The relevance of
OPML to malignant transformation can be used both as a biomarker for predicting the
development of dysplasia and the risk of conversion to malignancy, and for determining
potential drug targets in treatment. Although important information about the molecular
genetics of OSCC has been obtained, the mechanism of carcinogenesis is not yet clear
and it is very important to understand the mechanism. The oral cavity is an easily
observable region, but OSCC has high morbidity and mortality due to the advanced
stage of the disease at the stage of clinical observation. Premalign lesions of the oral
cavity will be treated with leukoplakia group with high risk of conversion to
malignancy, oral lichen planus with low risk, oral lichenoid dysplasia groups, malin
group and healthy group to be used as control. In our study, the role of epigenetics as a
biomarker which can be used to understand the role of epigenetics in cancer formation
and to evaluate the disease is tried to be elucidated.

DNA methylation has an important role in tumor formation and progression. Gene
mutation with abnormal methylation in promoter regions of tumor suppressor genes is a
promising mechanism for early diagnosis and screening in terms of new biomarker
search. In our study, leukoplakia, which has been reported to have a high risk of
conversion to malignancy, has been included in our study, including oral lichen planus
and oral lichenoid dysplasia with low malignancy potential. In the present study, by
eliminating this information deficiency in the literature, the risk of conversion of OPML
to malignancy, between OPML groups with high and low risk of malignant
transformation and molecular differences between OPML and OSCC were determined
on the basis of data obtained from healthy individuals. The potential of PAX1 to be a
biomarker which can be used in the diagnosis and treatment by non-invasive methods is
investigated.

Key Words : methylation, expression, oral squamous cell carcinoma, oral lichen planusi
oral leukoplakia, PAX1
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, Diinya Saglk Orgiitii'niin 2015 verilerine gore kardiyovaskiiler
hastaliklardan sonra en 6liimciil 2. hastaliktir. 2015 yilinda, bulagici olmayan hastaliklar
sonucu meydana gelen oliimlerin %22'si (8.8 milyon) kanser kaynaklidir (90). Oral
kavite kanserleri diinya genelinde en sik goriilen 6. kanser g¢esididir, yillik tahmini
insidans1 275000 civarindadir. Oral kavite kanserlerinin yaklasik %901k bir kismini
oral skuamoz hiicreli karsinomlar (OSCC) olusturmaktadir (109). OSCC 'nin sag kalim

orani gesitli tedavilere ragmen %50 civarindadir (64).

Birgok {ilkede oral kanserin goriilme sikligi erkeklerde, kadinlara oranla daha
yiiksektir. Bildirilen cinsiyet farkliliklari, erkeklerin risk faktorlerine olan yatkinligi ve
mesleki 6zelliklerinden dolay1 giines 1s1gmna (6zellikle dudak kanseri) kadinlara oranla
daha fazla maruz kalmalariyla agiklanabilir (109). Oral kanser siklig1 giderek artmakta
olan bir hastaliktir ve bunda bir¢ok faktoriin rol oynadig1 goriilmektedir. Sigara ve alkol
kullanimina ek olarak tiitiin ¢ignenmesi ve enfiye kullanimi, genetik ve viral etkenler,
beslenme aligkanliklar1 gibi faktorlerin yani sira, oral mukoza hiicrelerinde meydana
gelen morfolojik degisiklikler sonucu klinik olarak gozle goriilebilir premalign

lezyonlarin olugsmasi hastaligin ortaya ¢ikmasinda rol oynamaktadir (95,134)

Kanser olusumunda genetik degisiklikler kadar epigenetik degisiklikler de rol
oynamaktadir. Epigenetik degisiklikler DNA diziliminde degisiklik meydana
getirmeksizin meydana gelen gen ekspresyonundaki kalitsal degisiklikleri ifade eder.
Gen mutasyonlarindan daha sik meydana gelmekle birlikte hiicrenin 6mrii boyunca
hatta nesiller boyu devam edebilirler (57). Kiigiik istisnalar (bagisiklik sisteminin T ve
B hiicreleri) ile, tiim farklilagsma siirecleri, epigenetik mekanizmalar yoluyla tetiklenir
ve korunur. Epigenetik kalitim, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve RNA
aracili susturmay1 igerir. Bu {i¢ birbirinden ayr1 ve birbirini takviye eden epigenetik
mekanizmalardan birinin bozulmas1 uygun olmayan gen ifadesine, kanser gelisimine ve
diger epigenetik hastaliklara neden olur (108,110). 5-metilcytozin (5-mc) lireten bir
enzimatik reaksiyon ile sitozin guanin (CpG) diniikleotidlerinin sitozin kalintilarinda
olusan DNA metilasyonu, epigenetik gen diizenlenmesi i¢in kapsamli bir sekilde
karakterize edilmis bir mekanizmadir. DNA metilasyonu ile transkripsiyon faktorlerin

DNA'ya baglanmasi engellenerek gen ekspresyonu diizenlenir Karsinogenezde en fazla



goriilen epigenetik degisiklik, tiimdr supressor genlerin promoter bolgelerindeki DNA

metilasyonu sonucu gen ifadesinin baskilanmasidir (15).

Oral kavite gozle goriiliir bir alan olmasina ragmen OSCC'nin ¢ogu teshis
edildiginde ileri evrededir ve tiim tedavi segenekleri sonucu 5 yillik sagkalim orani
%50 civarindadir ve tedavi sonrast 5 yillik rekiirrens oran1 %40-50 oranindadir. Ancak
hastalik erken teshis edildiginde rekiirrens orani %10-20'lere diismektedir (114,72). Bu
sebeple erken teshis hastaligin prognozunu etkileyen en dnemli faktdrlerdendir. Klinik
muayene ve fir¢a biyopsisinin duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin agiz kanserlerini saptamada
yiiksek oldugu bildirilmesine ragmen bu yontemler testi uygulayan kisinin uzmanligini
gerektirir. Bununla birlikte, toludin renklendirme ve VELscope gibi diger ayirt edici
yontemlerin gorsel muayene ile birlikte kullanilmasi olduk¢a onemlidir (62). Bu
baglamda yeni biyobelirteglerin bulunmasi tani, tedavi ve hastaligin prognozu agisindan
olduk¢a onemlidir (4). Spesifik genlerin DNA hipermetilasyonunun, oral kanserler de
dahil olmak tizere bir¢ok kanser tiirii ile iligkili oldugu bir¢ok calisamada gosterilmistir.
Literatiirde OSCC'de cevre ile epigenetik etkiler arasindaki etkilesimleri arastiran az
sayida caligma bulunmaktadir. Oral kanser tespiti i¢in bir biyolojik belirte¢ olarak DNA
metilasyonu uygun bir yontemdir. Cevresel faktorler ile epigenetik molekiiller
arasindaki etkilesimleri anlamak OSCC'yi 6nlemek veya tespit etmek i¢in yeni biyolojik

belirteglerin bulunmasina yardimei olabilir (141).

Son ¢aligmalar HPV enfeksiyonunun da 6nemli rol oynadigi OSCC ve serviks
kanserinin ayni karsinogenez mekanizmalarini paylastigini bildirmistir (79,144). Yung-
Kai Huang ve ark. tarafindan yapilan calisma, serviks kanserinde DNA metilasyon
biyobelirteci olarak kullanilan PAX1 geninin OSCC teshisinde potansiyel olarak
kullanilabilecegi Ongoriilmiis, PAX1 metilasyon testinin kanserli ve normal oral
mukozayr ayirt etmede yiiksek duyarlilik ve 6zgiillige sahip oldugunu, bu sebeple

OSCC i¢in bir molekiiler ekran olma potansiyeline sahip oldugunu gostermistir (141).

Calismamizda OSCC ve OSCC doniisiim potansiyeli diisiik ve yiiksek olan oral
premalign leazyonlarin (OPML) 3 alt grubunda, PAX1 metilasyonu ve ekspresyonunun
incelenmesi, teshis ve prognoz agisindan biyobelirte¢ olarak kullanim potansiyelinin

arastirtlmasi hedeflenmistir. Bu amacla OSCC ve OPML hastalarinda tiimor, eslenik



normal doku, serum ve tiikiiriikk 6rnekleri ile saglikli (kontrol) bireylerden de normal

mukoza ile serum ve tiikiiriik 6rnekleri toplanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ORAL KAVITENIN YAPISI

2.1.1. Oral Kavitenin Anatomik Yapisi

Oral kavite 6n kistmda vermilyon hatt1 ile arka kisimda orofarinks arasinda
kalan bolgedir. Alt kisimda agiz tabani, Ustte sert damak, yan bolimlerde yanak
mukozalart bulunur. Agiz boslugu anatomik olarak bircok alt bdlgeye ayrilmaktadir.
Bunlar, yanak mukozasi, maksillar ve mandibular alveolar ark, alt ve {ist dudak
mukozalari, disler, disetleri, retromolar trigon, sert damak, yumusak damak, dilin 2/3 6n

kismi, agiz tabani gibi boliimlerdir (68).

Oral kavite dudak seviyesinden baslayip palatoglossal bolgeye uzanir. Alt
kisimda agiz tabani ve dil, {ist kisimda ise sert damak ile sinirlanmistir. Kaviteyi
cevreleyen yanak mukozasi 6n tarafta dudak komissiirlerinden arkada palatoglossal

bolgeye kadar devam eder (8)

Maksiller alveolar ark ile yumusak damak arasinda kalan sert damak alttaki

kemik dokuyla sik1 baglant1 gostermektedir (8).

Dil agiz tabaninin tam orta noktasinda yer almaktadir. Dilin alt yiizeyi ile 6nde
ve yanlarda alt dislerin gingivalar1 agiz tabanini ¢evrelemektedir. Agiz tabani arka

bolgede palatoglossal kivrimlara kadar uzanmaktadir(8)

Oral kavite sindirimin baglamasi, tat duyusu, konusma ve yutma, immiinolojik
koruma ve tiikriik salgist gibi 6zel gorevlerinin olmasinin yaninda sindirim sisteminin

baslangici konumundadir (11).

Sulkus terminalis ve On tonsil pilikalarindan farenksin posterior duvarina
uzanan, Ustte yumusak damagin inferior yiizii, altta hyoid kemigin superiorundan gegen
hat ile sinirlt olup, oOn-arka pilikalar ile dil kokii, farenks posterior duvari, palatin ve
lingual tonsillerin meydana getirdigi alan orofarenks adini alir ve agiz boslugunun

posteriorunu olusturur (140).

Oral kavitede ¢ok sayida submukozal mindr tiikkriik bezi bulunmaktadir. Minor
tikiiriik bezlerini en yogun gézlendigi alan sert damak ve alt dudakttir. Oral kavite ayni
zamanda lenfoid yapilar da bulundurmaktadir. Bunlarin en biiyiigii arka boliimde yer

alan; tubal, faringeal, palatin, lingual tonsillerin olusturdugu Waldeyer halkasidir. Bu



doku orofarenksi c¢epecevre sarar vaziyettedir. Orofarenksin arka kisminda kiigiik

tonsiller tabakalar da izlenmektedir (11,140).

Jugulodigastrik, submandibiiler ve submental lenf nodlar1 oral kavitenin lenfatik
drenajini saglar. Submandibiiler lenf nodlar1 genellikle gingivadan kaynaklanan lenfatik
damarlarin, submental lenf nodlar1 ise mandibular kesici dislerin lenfatik damarlarinin
drenajindan sorumludur. Damak bolgesinin drenaji ise jugulodigastrik ve retrofarengeal
lenf nodlar1 tarafindan saglanir. Dilin lateral kenari ile ventral boliimiiniin drenaji ayni
taraftaki submandibiiler lenf tarafindan saglanir, u¢ kisminin lenfatik akimi ise
submental lenf nodlarina dogrudur. Dilin arka kismi ve sirkumvallat papilla
cevresindeki bolge unilateral veya bilateral olarak jugulodigastrik, juguloomohyoid

veya intermediate lenf nodlarina drene olmaktadir. (8)

Maksilla ve mandibula trigeminal sinir (5. kranyal sinir) tarafindan innerve
edilir. Trigeminal ganglion (semilunar veya Gasser ganglionu) orta kranyal fossanin
tabaninda lokalize olup bu yapidan {i¢ genis sinir govdesi ¢ikmaktadir. Oftalmik dal {ist
orbital fissilir yoluyla géze dogru yol alir. Maksiller dal foramen rotundum yoluyla
pterygopalatin fossaya geger ve burada maksiller alveolar kemigi, tist disleri, sert
damagi innerve eder. Mandibiiler dal foramen ovale yoluyla kafa tabanindan terk eder,
infratemporal fossa boyunca geger ve inferior alveolar sinir, bukkal sinir ve mental sinir

yoluyla alt ¢eneyi innerve eder (11).

Lingular sinir mandibulanin i¢ ramusuna yakin bir lokalizasyonda trigeminal
sinirin mandibiiler kolundan dili sirkumvallat papilla 6niinde kalan kisminin, agiz
tabani, mandibiiler 6n lingual gingivanin duyularini innerve eder. Dil tabani ise 9.
kranyal sinir olan glossofarengeal sinir yoluyla innerve edilir. Intrensek dil kaslarinin

motor innervasyonu ise hipoglossal sinir tarafindan saglanir (11).

2.1.2. Oral Kavitenin Histolojik Yapisi

Oral kavite keratinize veya keratinize olmayan c¢ok katli yass1 epitelden olusan
oral mukoza ile oOrtiiliidiir. Mukoza altinda konnektif bag doku tabakasi ve en altta
lamina propriadan olusan tabakalardan olusmaktadir. Major ve mindr bir¢ok mindr
tikkriik bezlerinin salgilart ile mukozanin 1slakligi saglanmaktadir. Sinir sonlanmalari
bakimindan olduk¢a zengin olan oral mukozada c¢zellikle dil dorsumu ve tat
tomurcuklarinda 6zellesmis sinir uclart mevcuttur. Lamina propria tabakasi altinda

uzanan submukoza oldukga ¢esitlidir ve bu iki tabaka birlesik durumdadir (53).



Keratinize olmayan (non-keratinize) ¢ok katli yassi epitel ile ortiilii alanlar,
dudaklarin i¢ ylizeyi, yanaklar, agiz tabani ve dilin 6n ylizeyidir. Dudak dis yiizeyi
keratinize ¢ok katli yassi epitel ile oOrtiliidiir. Mukoza altindaki submukozal alanda
lamina propria ismini almistir ve bu bolgede mindr tiikiiriik bezleri bulunmaktadir.
Sadece insanlara 6zgii bir yapi olan, derinin keratinize epiteli ile mukozanin non-
keratinize epiteli arasindaki gecis hattina "vermilyon hatti" adi verilmistir. bu alan
orbikularis oris kasi ile ¢evrelenmistir. Vermilyon hatt1 konnektif bag doku arasinda
kapiller ag agisindan zengindir. Epitelin ince olmasi sayesinde dudaklar kirmizi rengini
almaktadir. Vermilyon hattinda tiikiirik bezi bulunmaz, bu bélgenin 1slakligi dil ile
saglanmaktadir (53).

Cigneme kuvvetlerine bagl olarak sert damak ve disetleri keratinize ¢ok katli

yasst epitel ile Ortiiliidiir. Ayrica sert damakta bolca mindr tiikiiriik bezi bulunur.

Dilin biiytik bir boliimii ¢izgili kas demetlerinden olusmaktadir. Lamina propria
tabakasi kaslarin konnektif bag dokusu ile devam eder ve mukozay: sikica birbirine
baglar. Yine submukozal alanda dilin ventral boliimiine gidildikge mindr tiikiiriik
bezleri goriiliir. Dilin dorsumu ve lateral boliimleri genel duysal ve tat algis1 acisindan
onemli bolgelerdir. Dilin bu alani ilgili duyular1 saglayan sinir sonlanmalar1 igeren
Ozellesmis bir mukoza ile ortiiliidiir.. Dil dorsumunda bulunan papilla ad1 verilen ince
¢ikintilar dilin ventral bolimiine gidildik¢e azalmaktadir. Filiform papilla, fungiform
papilla, sirkumvallat papilla ve foliat papilla dil papillalaridir. Filiform papilla histolojik
olarak konik yapida izlenir. Fungiform papillalar mantar seklinde yapilardir, filiform
papilla etrafina sacilmis sekilde bulunurlar. Sirkumvallat papilla ise etrafinda genis
oyuk olan yuvarlak yapidadir ve keratinize olmayan epitel ile gevrilidir. Foliat papillalar
insanlarda geligsmis yapilar degildir Cok sayida tad tomurcugu iceren bu yapilar dilin
dorsolateral yiizeyinde birbirine paralel iki veya daha fazla ¢izgilenmeler seklinde

izlenir. (53).

2.2. ORAL KAVITEDE PREMALIGN DEGIiSIiKLiKLER VE DiSPLAZI

Tarihsel olarak, diskeratoz, epitelyal atipi, skuamdz intraepitelyal neoplazi ve
skuamoz intraepitelyal lezyonlar gibi bir¢ok terim oral kanser gelisimi 6ncesi meydana
gelen epitelyal degisiklikleri tanimlamak i¢in kullanilmistir. Giiniimiizdde oral bolgede
meydana gelen epitelyal degisiklikleri tanimlamak i¢in Oral epitelyal displazi (OED)

terimi kullanilmaktadir. OED, oral patologlar tarafindan lezyonun olasi farkli tanilarinin



ekarte edilerek hiicresel atipi ve yapisal bozulmalarini iceren doku degisikliklerinin
degerlendirilmesini saglayan bir terimdir. Bu sayede WHO tarafindan yapilan OED
smiflandirma sistemi de kullanilarak lezyonlarin objektif bir bicimde degerlendirilmesi

miimkiin olmaktadir (122).

Displazik degisikliklerin en sik goriildiigli tabaka cok katli yassi epitel
tabakasidir. Displazik degisiklikler ilk olarak serviks epitelinde tanimlanmistir. Sonraki
donemlerde larinks, agiz, farinks ve brons mukozalarim1 doseyen epitelde de
gozlenmistir. Oral mukozada goriilen OED; ¢ok katli yassi1 epitel hiicrelerinde gozlenen
yapisal degisikliklerin, yassi epitel hiicreli karsinomda goriilen tiimdr hiicrelerine
benzerlikleri dolayisiyla, OSCC'ye doniisme egilimini gosterdigi kabul edilir. Displazik
degisikliklerin goriildiigii ¢cok katli yassi epiteli hiicreleri, normal mukoza epitel
hiicrelerine oranla daha fazla kanserlesme egilimi gdstermektedir. Oral kavitede goriilen

premalign lezyonlarin da OSCC'ye doniisebildigi bilinmektedir (105,135)

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan oral kavite ve larinkste olusan
intraepitelyal displazileri siniflamak i¢in belirledigi kriterlere gore displazi, hiicresel
atipinin bulunmadig1 ve epitel mimarisinin korundugu hiicre sayisindaki artis ile birlikte
hiperplazi seklinde ya da hiicre atipisinin goriildigii hafif, orta, agir derece displazi ve

karsinoma in situ seklinde adlandirilir (30).

Hiicre sayisinda artis ile birlikte hiperplazi durumda spinoz tabaka ya da bazal

ve parabazal tabakada hiicre sayisindaki artig1 goriiliir, hiicre atipisi yoktur.(33)

WHO’nun 2017 yilinda olusturdugu tani kriterlerine goére oral epitelyal
displazinin tanisinda kullanilan mikroskobik bulgular hiicresel degisiklikler ve yapisal

degisiklikler olarak ikiye ayrilabilir;
e Hiicresel degisiklikler
» Niikleusun anormal derecede biiylimesi (Anizoniikleus)

» Hiicrenin anormal derecede biiyiimesi ve degisik biiyiikliikte hiicrelerin bir

arada bulunmasi (Anizositozis)
» Hiprekromatik ¢ekirdek
» Biiylimiis ve sayica artmis niikleolus

» Atipik mitozlar



» Niikleus/sitoplazma oraninin artig gostermesi

» Niikleus seklinin anormal olmas1 (Niikleer pleomorfizm)

A\

Hiicre seklinin anrmal olmasi1 (Hiicresel pleomorfizm)

e Yapisal degisiklikler

Diizensiz epitel tabakalar

Tekli hiicrelerde goriilen prematiir keratinizasyon (Diskeratozis)
Bazal hiicrelerin sayica artmasi ve hiicrelerde polarite kaybi
Mitozlarin artmasi ve anormal mitozlar

Damla seklinde epitel papillalar ve epitel papillalarinda dallanmalar

vV Vv VY V V VY

Epitelyal hiicrelerde adezyon kayb1 (30)

Hafif derece displazi, yapisal ve hiicresel degisikliklerin minimal oldugu ve
epitel tabakanin 1/3’liik kisminda sinirli oldugu bir lezyonu tanimlar. Orta dereceli
displazide yapisal ve hiicresel degisiklikler epitelinin tam kalinhigmin igte ikisinde
gortliir . Agir derece displazi, daha belirgin degisikliklerin epitelin alt Gigte ikisini astigi
durumu tanimlar. Karsinoma in situ agir derece displazinin en siddetli sekli olarak kabul
edilir, hiicresel ve yapisal degisiklikler tiim epitelyal kalinliktaki goriiliir, anormal mitoz
bu duruma eslik edebilir (122).

Oral epitelyal displazi malign doniisiim i¢in en énemli prognostik faktor olarak
kabul edilebilir. Cogu arastiract malign dontisiim riskinin displazik durumun derecesi
arttikga malign doniisiim riskinin arttigi konusunda hemfikirdir. Bunun yaninda farkli
arastirmacilar malign doéniisiim icin farkli degerler bildirmislerdir. Mehanna ve ark.
yaptiklart ¢aligmada malign doniisiim oranlarini hafif/orta derece displazi i¢in %10,3
agir derece displazi/karsinoma in situ i¢in %24,1 olarak bildirmistir. Sperandio ve ark.
yaptiklar1 calismada hafif displazi i¢in %6, orta derece displazi i¢in %18 ve agir derece
displazi %39 olarak bildirmistir. Warnakulasuriya ve ark. bu oranlar1 hafif, orta ve agir

derce displazi igin sirastyla %4.8, %15.7, %26.7 olarak bildirmistir (74,123,133).

OED’yi klinik olarak ayirt etmek ise miimkiin degildir. Kirmiz1 ve beyaz
lezyonlarda displazi siiphesi bulundugunda histopatolojik olarak incelenmesi

gerekmektedir. Oral kavitede gozlemlenen kirmizi ve beyaz premalign lezyonlarin



kanserlesme egilimini gdsteren en 6nemli bulgu oral epitelyal displazidir. Oral mukoza
da beyaz renkli lezyonlar, kirmizi renkli lezyonlara oranla daha sik goriilmektedir.
Cogunlukla kirmiz1 renkli lezyonlarda displazik degisikliklerin goriilme olasilig1r daha
yiiksektir.  Premalign lezyonlarda histopatolojik  olarak  goézlenen displazik
degisikliklerin kanserlesme egilimi acisindan takip altinda tutulmasi gerekir. OSCC
premalign bir lezyondaki displazik degisiklikler sonu hiicrelerin kontrolsiiz bir bicimde
cogalarak bazal membrani asmasi ve bag dokusu invazyonu yaparak gelisebilir ya da

displazi evrelerini atlayarak dogrudan karsinom olarak baslar ve hizla ilerler (20,122).

2.3. ORAL KAVITENIN PREMALIGN LEZYONLARI

Uluslararas1 literatiirde kanserlesme potansiyeli tasiyan klinik durumlarin
tanimlanmast amaciyla “prekiirsor”, “pre-kanserdz”, “intra-epitelyal neoplazi”,
“premalign” ve “potansiyel malign” gibi farkli terimler kullanilmistir (134). Premalign
terimi patolojik bir terim olmayip, klinik bulgulara dayanarak kullanilan bir terimdir.
Oral kavitenin premalign lezyonlar1 uzun siireler statik durumlarda kalabildikleri gibi

seyirleri sirasinda malignite gosterebilen lezyonlardir (128).

Oral premalign lezyon tanimi Diinya Saghk Orgiitii (WHO) tarafindan “oral
kavitede klinik olarak tanimlanabilir 6nciil bir lezyon veya normal oral mukoza
goriintiisiinde, kanser gelisimi riski tasiyan lezyonlar” seklinde yapilmistir (30). Oral

premalign lezyonlar WHO tarafindan su sekilde siralanmastir;

e Eritroplaki
Lokoplaki

e Oral liken planus

e Kronik kandidiyazis

e Oral submukoz fibrozis

e Diskoid lupus eritematozus

e Diskeratozis konjenita

e Aktinik keratoz

e Ters sigara igimine bagh gelisen damak lezyonlari

e Dumansiz tiitiin kullanimina baglh gelisen keratoz (30)

2.3.1. Eritroplaki
Eritroplaki WHO tarafindan klinik ya da histopatolojik olarak baska bir

hastalikla tanimlanamayan, silindiginde ortamdan uzaklastirilamayan parlak kirmizi,
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kadifemsi plak veya yama seklinde lezyonlar olarak tanimlamistir. Cevre mukozadan
diizensiz sinirlarla ayrilmig olan lezyon mukozada meydana gelen atrofi nedeniyle s1g
bir ¢okiintii goriinlimiindedir. Kirmiz1 arka plan lizerinde sari-beyaz graniillii olabilir,
ylizeyi diizensizdir. Bazi durumlarda lokoplakinin beyaz lezyonlar1 ile birlikte
goriilebilir, bu durumdaki lezyonlar eritrolokoplaki admi alir (135). Genellikle
asemptomatik olan lezyonlara bazi durumlarda agr1 ve yanma sikayetleri eslik edebilir
(92). Lezyonlarin lokalizasyon erkek ve kadin popiilasyonunda farkliliklar gosterebilir.
Kadin popiilasyonda siklikla dis eti, alveol mukozasi, mandibular sulkuslarda
goriiliirken, erkeklerde siklikla dil kenar1 ve agiz tabani yerlesimli goriillmektedir (135).

Lezyon histopatolojik oalrak incelendiginde keratin tabakasinin ¢ok ince oldugu
goriillir. Epitelin baz1 boliimlerinde akantoz veya atrofi alanlari gortilebilir. Goriintii
hafif, orta ya da agir derece displaziden OSCC'ye kadar degisebilir. Klinik olarak
eritroplaki tanis1 konulmus lezyonlar histopatolojik olarak incelendiginde yarisina yakin
bir kismmin agir displazi, karsinoma in situ veya invaziv karsinom tanis1 aldig
goriilmistir (23,130). Malign doniisiim potansiyeli en yiiksek kabul edilen oral
mukozal lezyon olarak kabul edilen eritroplaki lezyonlarinda bu sebeple biyopsi sarttir
(88).

2.3.2. Lokoplaki

Beyaz anlamma gelen “leuko” ve leke anlamina gelen “plakia” sozciiklerinin
bir araya gelmesi ile olusan lokoplaki terimi WHO tarafindan oral mukozanimn bilinen
diger hastalik ve rahatsizliklarinin haricinde kanser riski tasiyan beyaz plaklar1 olarak
tanimlanmistir (134). Klinik goriiniim olarak oral mukozada goriilen diger hastaliklar ya
da bozukluklar ile agiklanamayan, silindiginde uzaklasmayan beyaz lezyonlara
l6koplaki 6n tanisi koyulur. Histopatolojik incelemede baska bir hastalik ya da
bozuklugun varligimin gosterilemedigi ve tiitlin vb. ¢igneme aliskanligi haricindeki
etyolojik faktorlerin elimine edildigi durumda l6koplakinin kesin tanis1 koyulabilir (35).
Histopatolojik inceleme kesin tani i¢in gerekli olmasinin yani sira olast malign

doniistimiiniin degerlendirilmesi i¢in mutlaka gereklidir (135).

Cesitli cografyalar ve Kkiiltiirel farkliliklarin yani sira tiitlin  kullanimi ve
beslenme aliskanliklar1 gibi 16koplaki icin 6nemli olan etyolojik faktorler de goz 6niinde
bulunduruldugunda lezyonun global prevalansi %1,7-2,7 arasinda degismektedir (77).
Oral lokoplaki 30 yas iistii hastalarda daha ¢ok goriilmekle birlikte 50 yas iizeri
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lezyonun en sik goriildiigii donemdir. Erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriiliir

(112,130).

Oral lokoplakinin etyolojisi tam olarak agiklanamamustir. Titlin kullanimi en
onde gelen etken olarak diistiniilmekte ve alkol kullanimi, Human Papilloma Viriis
(HPV), Candida albicans, beslenme bozukluklar1 ve kronik irritasyonlar gibi diger

durumlar etyolojik erkenler olarak degerlendirilmektedir.

Oral lokoplakinin etyolojisinde en ciddi  etken tiitiin kullanimi olarak
degerlendirilmektedir. Tiitlin kullanimi farkli cografyalarda dumansiz olarak, tiitiin
iceren maddenin agizda yanak igerisinde tutulmasi veya c¢ignenmesi seklinde de
kullanilmaktadir. Kullanilan bu maddelerin ismi farkli cografyalarda farkli isimler
(Betel quid, Maras otu, Areca nut vb.) almaktadir. Oral 16koplaki lezyonlarinin
goriildiigli hastalarin yaklasik %80 oraninda sigara ve tiitlin {rtinleri kullandigi
goriilmektedir (31). Tiitlin ve drinlerinin  kullananlarda oral kanser riskinin
kullanmayanlara oranla 7-10 kat fazla oldugu bilinmesine karsi, oral l6koplakilerde
malign transformasyon ve lezyonun prognozu agisindan bakildiginda tiitiin

kullanmayanlarda goriilen lezyonlarin daha iskli oldugu belirlenmistir (31, 44,60).

Alkol kullaniminin bagimsiz olarak Iokoplaki olusumunda etyolojik faktor
olarak degerlendirilip degerlendirilemeyecegi konusu tartismalidir (113,127). Alkol
kullanimin oral kanser ve premalign lezyonlarda bagimsiz bir risk faktorii olarak
degerlendirilebilecegini gdsteren ¢alismalar olmasina ragmen bu konudaki genel goriis,
alkol kullaniminin birincil bir etken degil mevcut riski artiric1 destekleyici bir etken

oldugudur (113,66).

Candida albicans lokoplaki etyolojisinde adi gegen bir diger etkendir.
Eritroplakilerde daha sik goriilmesine karsin 16koplaki lezyonlarinda da rastlanabilen
candida albicans enfeksiyonlarinin lezyona etken mi oldugu yoksa, sonradan lezyon
tizerinde olustugu net degildir (44,87). Gilincel goriis tan1 sirasinda ayirici tanida candida

albicans enfeksiyonunun da diisiiniilmesi ve elimine edilmesi yoniindedir (31, 78).

Human Papilloma Viriis (HPV) ile ilgili Miller ve ark. tarafindan yapilan bir
caligsmada oral premalign lezyonlar ve malignite arasindaki iligki incelenmis ve oral
l6koplaki bulunan bireylerde (%22) normal epitele (%10) oranla daha yiliksek oranda
HPV saptanmistir (103). Calismada normal epitele oranla prekanserdz lezyonlarda 2-3

kat ve karsinomlarda 4-5 kat daha yiiksek oranda HPV saptanabilecegi belirtilmistir,
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bunun yaninda birgok ¢alismada HPV ile premalign ya da malign durum arasinda ve
oral 1okoplaki lezyonlarmmin herhangi bir klinik tipi ile arasinda net bir iliski

saptanamamustir (105,106,129).

Oral l6koplakilerin oral mukozadaki lokalizasyonlar1 incelendiginde siklikla
agiz tabani, bukkal mukoza, bukkal kommisurlar, dilin lateral yiizeyleri ve alveol

kretleri yerlesimli oldugu goriilmiistiir (87).

Oral lokoplakiler yiizey 6zellikleri ve klinik goriintiilerine gére homojen ve non-
homjen lokoplakiler olarak 2 ana grupta incelenir. Homojen lezyonlar; ¢evre dokulardan
belirli bir sinirla ayrilabilen, uniform o&zelliktedir. Lezyonun tiim bdliimleri ayni
kalinliktadir (134). Homojen tip 16koplakiler uzun siire degisime ugramadan kalabilir ya
da zamanla kaybolabilirler Malign donilisiim riski homojen tipte diisiiktiir, cogu
durumda prognozu iyi olmasina ragmen epitelyal displazi ve malign doniisiime karsi
lezyonun takibi 6nemlidir (129). Non-homojen 16koplakiler diizensiz yilizey 6zellikleri
gosteren siklikla beyaz, beyaz-kirmizimsi renge sahip lezyonlardir. Bu tip kendi i¢inde
klinik 6zelliklerine gore verriikdz, benekli, nodiiler gibi alt gruplara ayrilmaktadir. Non-
homojen oral 16koplakilerin malign doniisiim oranit homojen 16koplakilere oranla daha
yiiksektir. Eritrolokoplaki adini alan kirmizi-beyaz lezyonlarin bir arada goriildigi tip

malign doniisiim agisindan en riskli lezyondur (128).

Lezyon histopatolojik olarak incelediginde, hiperplaziden OSCC'ye kadar bir
cok farkli sekilde tanimlanabilir (31). Histopatolojik olarak lezyonun ozellikleri
hiperplazi ve epitel atrofisi arasinda degisebilir, bu iki durumda da hiperkeratoz
izlenebilir. Lokoplaki lezyonlarmin spesifik goriintiisii olan beyaz plak seklindeki
goriintii hiperkeratoz ve bag dokusundaki vaskiiler yapiyr gizleyen spinal tabakanin

kalinlagmas1 sonucu olusur (31, 86).

Oral 16koplaki oral mukozada en sik goriilen premalign lezyondur. Degerler
farki calismalarda degisik oranlarda bildirilmesine karsilik, lezyonun malign doniisiimii
igin en sik bildirilen aralik %2-6 arasindandir. Yapilan ¢alismalar sonucunda malign

dontisiime yatkinlik ile ilgili baz1 6zellikler tespit edilmistir (31).
e Dil ve/veya agiz tabanindaki lezyonlar,
e Tiitlin kullanmayan bireylerde goriilen lezyonlar,

e Kadinlarda goriilen lezyonlar,



13

e Candida albicans enfeksiyonunun eslik ettigi lezyonlar,
e Non-homojen tiptekii lezyonlar,
o Epitel displazinin goriildiigii lezyonlar,

e Uzun siire miidahale edilmeyen lezyonlar malign doniisiim agisindan daha

risklidir (66,104).

Oral lokoplakinin tedavisinde ilk olarak lezyona sebep olan predispozan
faktorlerin ele alinmasi ve ortadan kaldirilmasi gereklidir. Lezyonun klinik tipi,
lokalizasyonu, biiyiikligli, displazi varligi gibi etkenler tedavi planlamasini
sekillendirir. Tedavide en ¢ok kullanilan yontem lezyonun cerrahi eksizyonudur.
Cerrahi eksizyon sonrasi rekiirrens orani %?20-35 arasinda degigsmektedir (131).
Lokoplakinin malign donilistimii lezyon smirlar1 disinda kalan alanda da meydana
gelebilmekte bu yiizden lezyonun cerrahi olarak eksizyonu bu durumu tam olarak
engelleyememektedir. Lokoplaki i¢in cerrahi uygulanmis olsun ya da olmasin ilk yil
icerisinde 3 ay araliklarla klinik takip Onerilir. Lezyon stabil durumda olmasi
durumunda takip araliklar1 6 aya cikarilabilir, ancak lezyonun klinik goriintiisiinde

meydana gelen bir degisiklik oldugunda histopatolojik inceleme gereklidir (134).

2.3.3. Oral Liken Planus

Oral liken planus (OLP) oral mukozanin kronik ve enflamatuar oto-immiin bir
hastaligidir. Oral mukozanin enfeksiydz olmayan hastaliklar1 arasinda prevalansi en
yiiksek olan hastaliktir. OLP'min global prevalansit yapilan farkli calismalardaki
hesaplamalara gore %1,27 ile %1,9 arasinda, Tiirk popiilasyonundaki prevalansi ise
%0,5 ile %0,8 arasinda degismektedir (7,73,82,14). Hastalik yasamin 5. ve 6. dekatlar
arasinda ve kadinlarda erkeklerden iki kat daha fazla goriilmekle birlikte, tim yas
gruplarinda gorilebilir. Cocuklarda OLP benzeri lezyonlarin ¢ok nadir gorildigi
vakalar literatiirde bulunmaktadir (28,33).

Liken planus (LP) hastalarmin yaklasik 1/3’iinde agiz mukozasinda da lezyonlar
mevcuttur. LP hastaliginda lezyonlar1 ilk agiz mukozasinda ortaya cikan hastalarin
%15'lik kisminda bu lezyonlari takipen ciltte de lezyonlarin ¢iktigi bildirilmistir (28).

Hastalik genelde oral mukozada karakteristik yerlesim gosteren ve belirgin
klinik bulgulara sahip bir formdadir. Retikiiler, atrofik (eritemat6z) ve iilseratif (eroziv,

biill6z) olmak iizere ii¢c temel klinik tipi bulunmaktadir. Oral mukozada lezyonlar
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genellikle bu klinik tiplerin karisimi seklinde goriiliirler (28,29). Retikiiler lezyonlar
hemen her zaman eroziv ve eritematdz lezyonlara eslik eder ancak diger formlardan
izole olarak da goriilebilir. Subepitelyal alandaki enflamasyonun siddeti OLP’nin farkli
klinik tiplerde goriilmesine sebep olur. Enflamasyon siddetinin hafif oldugu durumlarda
hiperkeratoz olusurken, yogun enflamasyon epitelin bozulmasina sebep olur ve
histopatolojik olarak atrofi, erozyon veya iilserasyonun meydana geldigi alanlar
gbzlemlenir (115).

Retikiiler tip OLP’nin en sik karsilasilan tipidir. Hiperkeratotik beyaz
cizgilerden olusan ve Wickham ¢izgileri olarak adlandirilan olusan aglar, papiiller ve
plaklarin varligi OLP igin karakteristik Ozelliktir. Retikiiler tip OLP siklikla her iki
yanak mukozasinda ve nadiren dudak mukozasinda goriilmekle birlikte oral mukozanin
tim bolgelerinde yerlesim gosterebilir  (36,37). Retikiiler OLP  genellikle
asemptomatiktir ve tedaviye ihtiya¢ duyulmaz. Agr1 varliginda hasta kandidal
enfeksiyonlar agisindan degerlendirilmelidir (50).

Atrofik (eritematdz) tip OLP'de kakteristik olarak homojen kirmizi alanlar
goriiliir. Eritematdz lezyonlarin periferinde retikiiler forma benzer beyaz c¢izgiler
goriilebilir. Yapisik dis etini etkileyen atrofik tipteki OLP’ye beyaz ¢izgi ya da plaklarin
eslik etmedigi durumlarda ortaya ¢ikan tablo deskuamatif gingivitis adini alir. Lezyonun
periferinde yer alan beyaz ¢izgiler ve plaklar subepitelyal enflamasyonun merkezden
perifere gidildik¢e azaldiginin gostergesidir. Bu tarz durumlarda sadece klinik olarak
tan1 koymak oldukga zordur ve mutlaka histopatolojik inceleme gereklidir (37).

OLP hastalarinda en sik goriilen semptomlar agr1 ve yanmadir. Bu semptomlar
ozellikle atrofik ve eroziv formlarda goriiliir. Hafif mukozal hassasiyetten devamli ve
kisitlayict agriya uzanan bir ¢esitlilik gosteren bu semptomlar siklikla alevlenme ve
gerileme donemleri ile yillarca devam edebilirler. Hastaligin alevlenme ddneminde
eritem veya iilserasyonun artmasina bagli olarak bu duruma eslik eden agr ve
hassasiyet artis gosterir; gerileme doneminde eritem veya iilserasyonla birlikte
sikayetler de azalir. Hastalar beyaz cizgiler, papiil veya plaklarin gorildigi
semptomsuz gerileme doneminde ya da retikiiler tip OLP'de ¢ogunlukla hastaligin
farkinda degildir (37). Immiin sistemde dengesizlige yol acabilecek psikolojik stres,
hastalik vb. durumlara bagl olarak semptomsuz olarak devam eden OLP alevlenebilir.
OLP lezyonlarinda sekonder olarak meydana gelebilen kandidal enfeksiyonlar da agri,

hassasiyet gibi semptomlara yol agabilir (99).
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Yalniz gingival bolgede yerlesimli OLP'lerin klinik olarak tani 6zellikle plak
seklindeki keratotik lezyonlar, hiperkeratoz veya l16koplazi ile benzerliginden dolay1
zordur. Deskuamatif gingivitis tarzi durumlarda ise tan1 daha da giiclesmektedir.
Pemfigoid, pemfigus, lineer IgA hastaligi, lupus eritematosus, alerjik reaksiyonlar ve
kandidiyazis tarzi lezyonlar benzer klinik tablolara yol agabileceginden ayirici tanida
diistiniilmelidir. Bu sebeple kesin tani i¢in mutlaka histopatolojik inceleme gereklidir ve
immiinofloresan inceleme benzer hastaliklari birbirlerinden ayirt etmek icin faydali
olabilir (37).

OLP hastaliginin etyolojisi net olarak ac¢iklanamamaktadir ancak yapilan
caligmalarda hiicresel immunolojik mekanizmalarin hastalifin patogenezinde rol
oynadig1 gosterilmistir. Sigara kullanimi, amalgam dolgu vb. dental materyaller, hepatit,
ilaclar, oral hijyen bozuklugu gibi etkenlerin yani sira travmanin da hastalig1 etkileyen
faktorler arasinda bulundugu disiiniilmektedir. Tikiirlik akisinin azalmasina bagh
olusan agiz kurulugunun OLP olugmasinda bir etken olabilecegini gosteren ¢aligsmalar
mevcuttur. OLP hastalarinda psikolojik bozukluklara yatkinlik izlenmektedir (96).
Klinik olarak daha agresif ve semptomatik seyreden oOzellikle eroziv tip OLP
hastalarinda, depresyon skorlarmin yiliksek oldugu ve bu hastalarda OLP olusumuna
sebep olan faktorleri tetikleyen mekanizmalar oldugu ileri siiriilmiis ve yapilan
aragtirmalarda bu durumu destekleyen bulgular saptanmistir. OLP lezyonlarina bagh
ortaya ¢ikan anksiyete; stres ve kortizol salgisindaki artis ile OLP arasindaki iliskiyi
desteklemektedir. Bu sebeple gereginde bu hastalara psikolojik destek verilmesi 6neriler
arasindadir (29).

Hastaligin patogenezini etkileyen mekanizmalar genel olarak antijene 6zgii ve
antijene Ozgii olmayan olarak ikiye ayrilabilir. Antijene 0zgli mekanizma bazal
keratinositler tarafindan antijen sunumu ve CD8+ sitotoksik T hiicreleri tarafindan
antijen spesifik keratinositlerin 6ldiiriilmesini  kapsar. Antijene 0zgii olmayan
mekanizmalar ise OLP'de bulunan mast hiicre degraniilasyonunu ve matriks
metalloproteinaz aktivasyonunu igerir. Bu mekanizmalar yilizeyel lamina propriada T
hiicre birikimi, bazal membran yikimi, intra epitelyal T hiicre migrasyonu ve keratinosit
apoptozisine neden olur. Bu bilgiler OLP'nin T hiicre aracili bir otoimmiin hastalik
oldugu goriisiinii desteklemektedir (125).

Oral premalign lezyonlarin OSCC doniisiimii tam olarak bilinmemekle birlikte

yillik %?2’den daha az oldugu diistiniilmektedir (130). Yapilan ¢aligmalarda OLP’nin
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kansere doniistim oranini yillik %3,7 ile %1’in altinda gibi farkli degerler bildirilmistir
(84,76). Kronik enflamatuvar otoimmiin bir hastalik olan OLP'nin meydana getirdigi
enflamatuvar ¢evre dokunun, notmal epiteldeldeki kanserlesmeyi arttirmanin yani sira
tiitlin ve alkol gibi OSCC doniisiimiinde 6nemli rol oynayanan ¢evresel karsinojenlerin
olusturdugu molekiiler degisiklikler iizerinde siddetlendirici ve predispozan bir etki
meydana getirdigi one siirlilmiistiir. OSCC doniisiim orani diisiikk goriinmesine ragmen
OLP hastalarinda goriilen kanser insidansindaki artis bu hastaligin potansiyel malign bir
durum oldugunu destekler niteliktedir (48).

Giliniimiizde OLP’nin kesin tedavisi yoktur. Agiz hijyenin ideal durumda
tutulmasinin  hastaligin  siddetini azalttig1 disiiniilmektedir ancak semptomlarin
alevlendigi durumda bu hastalar i¢in ¢ok zor olabilmektedir. Lezyon iizerinde mekanik
travma meydana getirebilecek unsurlarin da semptomlarin alevlenmesine sebep
olabileceginden ortadan kaldirilmas: gerekmektedir (27). Asemptomatik olan retikiiler
tip OLP tedaviye ihtiya¢c duymaz. Hastaligin temel tedavi prensibi semptomatiktir.
Hastaligin  tedavisinde  semptomlarin  siddetinin ve  siiresinin  azaltilmasi
hedeflenmektedir. Hastaligin siddetine gore topikal ve sistemik kortikosteroidler OLP
tedavisinde en sik kullanilan ilaglardir. Bununla birlikte semptomatik atrofik ve iilseratif
lezyonlarin  goriildiigli  OLP’li  bireyler icin halen yeni tedavi yOntemleri

arastirilmaktadir (26,69).

2.3.4. Kronik Kandidiyazis

Oral kandidiyazis etyolojisinde ¢ogunlukla Candida albicans'un rol oynadig oral
mukozada en sik goriilen fungal enfeksiyondur. C. tropcalis, C. krusei, C. galabrata, C.
parapsilosis, C. dubliniensis etiyolojide karsimiza ¢ikan diger etkenlerdir. Oral
kandidiazis; psddomembrandz kandidiyazis, kronik atrofik kandidiyazis, kronik
hiperplastik kandidiyazis, akut atrofik kandidiyazis ve mukokiitanéz kandidiyazis olarak
alt siniflara ayrilabilir (59).

Kronik hiperplastik kandidiyazis bilinen diger adiyla kandidal 16koplaki, oral
mukozada tipik olarak beyaz bir yama olarak ortaya ¢ikan bir oral kandidiyazis tipidir.
Hastalifin major etiyolojik ajani, Candida albicansdir. Vitamin eksikligi ve immiin
baskilama gibi diger sistemik etkenler de predispozan faktor olarak katkida bulunabilir.
Lezyonlarin oral lokoplakiden ayrilmasi klinik olarak zordur, en sik gdriilen bolgeler

yanak i¢i, dudak ve dildir (121). Ayirici tan1 mikroskobik incelemede goriilen kandida
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hifleri ile yapilir. Klinik olarak lezyonlar semptomsuzdur ve uygun antifungal tedavi ve
altta yatan beslenme veya diger eksikliklerin diizeltilmesinden sonra gerilemektedir.
Lezyonlar uzun siire tedavi edilmedigi durumlarda epitelyal displazi ve malign

d6niisiim goriilebilir (36,128).

2.3.5. Oral Submukoz Fibrozis

Oral mukoza, farenks ve Ozafagusun 2/3'inii etkileyebilen sari-beyaz renk
degisimiyle seklinde goriilen bir kollagen bozuklugu olan oral submukoz fibrozis (OSF)
Ozellikle Pakistan ve Hindistan gibi Giineydogu Asya iilkelerinde "betel quid, gutka,
areca nut" seklinde farkli isimler verilen dogal bitkilerin agiz igerisinde tutulmasi
sonucu meydana gelir (37). Bunlarin yani sira, act biber, lime, tiitiin benzeri kronik
irritan maddelerin kullanilmasi, beslenme bozuklugu, bakteriyel enfeksiyonlar gibi
etkenler de etyolojide rol oynamaktadir. Kullanim aligkanligina bagl olarak lezyonlarin
lokalizasyonu degisiklik gosterebilir. Ozellikle damak ve yanak mukozast bu
lezyonlarin en sik rastlandig bolgelerdir (20,37).

Lezyonun bulundugu bolgedeki mukoza atrofik ve soluk bir goriiniimdedir.
Soluk goriintiiniin temel sebebi submukozal tabakanin fibrozisi ve yerel dolasgim
bozuklugudur. Hastaligin ilerleyen evresinde atrofik epitel altinda olusan fibrotik
bantlar konusma, dil hareketleri ve agiz agma becerisini olumsuz yonde etkiler. Yanma
hissi, vezikiil olusumu, iilserasyon, pigmentasyon, tekrarlayan stomatit, tat eksikligi,
mukozanin gittikge sertlesmesi, kulak agrist gibi klinik bulgular hastaliga eslik edebilir.
Lezyonlar kimi zaman eritroplaki ve l6koplaki benzeri lezyonlarla birlikte goriilebilir
(93,37).

OSF’nin karakteristik 0Ozellikleri ve areca nut vb. {riinlerin ¢igneme
aligkanliginin varligi tani i¢in dnemlidir. OSF tanisini koyabilmek i¢in; palpe edilebilir
fibroz bant varligi, sert ve kdosele hissi veren mukoza dokusu, OSF ile uyumlu
histopatolojik 6zelliklerle beraber goriilen beyazlamis mukoza gibi 6zelliklerin en az
birinin goriilmiis olmasi gerekir (37).

OSF'nin malign donilisim oram1 %2-8 arasinda degigsmektedir ve OSF
hastalarinda normal bir bireye gore 19 kat daha fazla OSCC gelisimi riski vardir
(37,93). OSF‘nin OSCC doniigiimii erkeklerde kadinlara oranla (32,1:1) daha fazladir.
Tedavide Oncelikle etyolojik faktorelerin elimine edilmesi gerekmektedir (101).
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Steroidler, lodin-B-Kompleks, hyaluronidaz, plasenta ekstresi gibi ilaglar tedavide

kullanilan ajanlardir (20,36).

2.3.6. Diskoid Lupus Eritematozus

Lupus eritamatozus, etyolojisi tam olarak agiklanamamis oto-immiin bir deri
hastaligidir. Diskoid Lupus Eritematozus (DLE) ve Sistemik Lupus Eritematozus (SLE)
olarak iki tipi vardir. DLE’de %15-20 oraninda, SLE’de %35-40 oraninda oral tutulum
goriliir. DLE yasamin en ¢ok 3. ve 4. dekatinda ortaya ¢ikar (59). Hastaligin prevalansi
%0.5'ten azdir ve kadinlarda erkeklere oranla 1.8:1 daha fazla goriiliir (41).

Oral lezyonlar bazi durumlarda hastaligin ilk belirtisi olmaktadir. Genel
tutulumu olan hastaligin oral lezyonlarini klinik olarak l6koplakiden ve OLP'den ayirt
etmek zordur. DLE nin oral lezyonlari, ¢gevre mukozadan hafifce kabarik ya da ¢okiintii
yapmis, sinirlt telenjiektatik bir ¢izgi ile c¢evrili olabilen eritemli bir alan igerisinde
beyaz yama veya benek seklindeki lezyonlardir (36,128).

DLE lezyonlarinin malign doniisiimii genellikle alt dudak ve beyaz irkta goriiliir.
Afrika ve Amerikalilarda malign doniisiimiin rapor edildigi bazi calismalar da vardir
(3,42). Ma ve ark. yaptigi bir ¢aligmaya gore alt dudak SHK'lerinin %5,5’inin DLE'den
kaynaklanmaktadir, Liu ve ark. gore ise bu oran %6,8'dir (63,67). DLE lezyonlari igin
epitelyal displazi ve 60 yas iistii hastalar malign doniisiim icin birincil risk faktorleri
olarak goriiliirken, sigara kullanimin katkida bulunan bir diger faktor olabilecegi
diistiniilmektedir. DLE tedavisinde sistemik ve topikal kortikosteroidler siklikla

kullanilir (63).

2.3.7. Diskeratozis Konjenita

Diskeratozis konjenita (DK) nadir goriilen kalitsal bir hastaliktir. Tirnak
distrofisi, retikiiler cilt pigmentasyonu ve oral 16koplazi {li¢liisli hastali§in karakteristik
ozelligidir. DK niifusu 1/1.000.000 oraninda etkileyebilir, cinsiyet dagilimi olarak
biiyiik cogunlukla 13:1 erkek popiilasyonda goriiliir. Hastaligin ortaya ¢ikma yasi 5 ile
13 arasindadir (5,118). Vakalarin yaklasik %80'inde beyaz keratotik yamalar seklinde
oral lezyonlar goriiliir. Bukkal mukoza, dil, orofarenks lezyonlardan c¢ogunlukla
etkilenene bolgelerdir. Ektodermal anomaliler ve nétropeni ciddi periodontal yikima yol
acabilir (5,102).

DK'nin malign doniisiim potansiyeli WHO tarafindan da degerlendirilmis, Ray

ve ark. tarafindan yapilan calismada dil {izerindeki DK lezyonunun maligm doniisiim
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gosterdigi tespit edilmistir (102). DK i¢in etkin bir tedavi yoktur, bleomisin, A vitamini,

steroidler, testesteron ve cerrahi yaklagim tedavi segenekleri degerlendirilmektedir (5).

2.3.8. Aktinik Keratoz

Dudagin aktinik keratozu (aktinik keilit) siklikla alt dudag: tutan premalign bir
durumdur. Uzun ve yogun giines 1sigma maruz kalmak lezyonlar ile iligkilidir.
Lezyonlarin klinik goriintiisii, yaygin atrofik, erozif, iilseratif veya keratotik plaklardir.
Bu bulgulara ek olarak, kuruluk, pullu lekeler, sislik, enine fissiirler, kabuklanma ve
lekelenmeler goriilebilir. Malign doniisiim riski yliksek olan bir lezyondur. Erkek
poplilasyonda en sik goriilen 10. kanser olarak bildirilen dudak kanserinin baglica
nedenlerinden biri dudagin aktinik keratozudur. Vakalarin %6-10'u zamanla malign
dontisiime ugramaktadir (41,136). Kwon ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada, aktinik keratoz kaynakli skuamoz hiicreli karsinomlarin (SHK) metastatik
egilimlerinin kutan6z kaynakli SHK'den daha fazla oldugu goriilmiistir. Ayni
caligmada, kanama, sertlik, kalict agr1 varhigmin malign doniisiimiiniin belirtegleri

olarak goriilmesi gerektigine isaret edilmistir (56).

Cerrahi, kriyoterapi, elektrocerrahi, topikal retinoidler, 5-flurouracil krem,
fotodinamik tedavi, CO2 lazer ablasyonu ve vermilyonektomi dahil olmak iizere aktinik

keratoz igin gesitli tedavi yontemleri bulunmaktadir (136).

2.3.9. Ters Sigara icimine Bagh Gelisen Damak Lezyonlari

Ters sigara i¢imi, yerel dilde chutta (katlamak, sarmak anlamina gelen) adi
verilen el yapimi bir puronun yanan ucunun agzin i¢inde kalacak sekilde dumaninin
solunmasi ile gerceklestirilen bir eylemdir. Hindistan'in belirli bolgelerinde, 6zellikle
balik¢ilikla ugrasan yetiskin popiilasyonda oldukc¢a yaygin bir aligkanliktir. Aym
zamanda Giiney Amerika, Karayipler, Hollanda, Kolombiya'nin kirsal bolgelerinde bazi
popiilasyonlarda da ters sigara i¢ilmesi bildirilmistir (126). Ters sigara igme aligkanlig1
kadinlarda erkeklere oranla 6 kat daha fazla goriiliir. Bunun sebebi olarak, kadinlarin
sigara igme aligkanligim1 kocalar1 ve ebeveynlerinden gizleme istegi, ev islerinde ve
balikgilikta giiclii rlizgar ve su sigramasi sonucu sigaranin yanan ucunun muhafaza
edilmesi gosterilmektedir (35).

Ters sigara icimi olan hastalarda oral mukozanmn klinik goriinlimlerinin,
konvansiyonel sigara i¢en ve sigara igcmeyen bireylerden farkli oldugu bildirilmistir.

Ters sigara igenlerde yaygin olarak etkilenen alanlar damak ve dildir (91). Bu
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aligkanlikla iligkili lezyonlar palatal hiperkeratoz, 16koplaki, eritroplaki, iilserasyon,

hiperpigmente ve depigmente alanlardan maligniteye kadar uzanmaktadir (75).

2.3.10. Dumansiz Tiitiin Kullanimina Bagh Gelisen Keratoz

Dumansiz tiitiin, tiriiniin yakilmadan kullanildig: tiitin formlarini ifade eder.
Dumansiz tiitiin tirinlerinin 30'dan fazla karsinojenik ajan icerdigi tahmin edilmektedir.
Ozellikle Giiney Asya'da yaygm olan dumansiz tiitiin kullanimi, kiiltiirel ve sosyal
olarak kabul edilebilir bir aliskanliktir (143). Son yillarda yaymlanan WHO raporuna
gore, tim diinyadaki dumansiz tiitlin yiikiiniin %901 Giiney Asya iilkelerinde
yatmaktadir (120). Giiney Asya, Pakistan, Hindistan, Sri Lanka, Banglades, Butan,
Nepal, Afganistan ve Maldivler icerir. Bu iilkelerde, genellikle bolgesel sartlara gore
yetisen farkli dumansiz tiitiin triinleri kullanilir (143).

Dumansiz tiitiin kullanimima bagl gelisen keratoz, tiitiiniin agiz icerisinde
tutuldugu lokalizasyona gore degismek iizere cogu kez bukkal veya labial yanak
mukozasinda beyaz bir plak ile karakterizedir. Mukozal degisim derecesi tiitiiniin
kalitesi ve tlirline, tiitiin kullanim sikligina ve konak duyarliigma baghdir. Erken
donemlerde, lezyon mukozada eritem ve hafif derecede hiperkeratoz seklindedir,
kullanim siiresi uzadik¢a mukozada hiperkeratoz ve buna bagli grimsi-beyaz plak
seklinde lezyonlar olusur. Dumansiz tiitiin keratozunun gelismesi yaklasik 5 yil siirer.
Lezyonda epitelyal displazi gelisimi meydana gelebilir ve OSCC doniisiim riski,
dumansiz tiitlin kullananlarda, kullanici olmayanlara gore dort kat daha fazladir.
Hastalarin% 98'inde lezyonlar, aliskanligin kirilmasi 2 ila 6 hafta i¢cinde normal bir
mukozaya geriler. 6 haftadan uzun kalan bir lezyonun gercek bir 16koplaki veya

karsinom oldugu disiiniilmeli ve mutlaka biyopsi yapilmalidir (41).

2.4. ORAL SKUAMOZ HUCRELI KARSINOM (OSCC)

2.4.1. Epidemiyoloji

Oral kavitede goriilen kanserlerin %90'mmdan fazlasi OSCC'lerdir. Oral kanser
(orofaringeal bolge de dahil edildiginde) diinyadaki en yaygin 6. kanser tipidir. Oral
kanserin epidemiyolojisi ele alindiginda, insidansta goriilen belirgin varyasyon
sebebiyle diinyanin belirli cografi bolgeleri ayr1 olarak diisiiniilmelidir. 2012 yilinda
300.373 bildirilen yeni vaka ile birlikte hastaligin yasa gore standardize edilmis diinya
capindaki insidans1 100.000 niifus basina 4.0 ve diinya ¢apindaki 6liim orani 100.000
niifus bagina 1.9 olarak bildirilmistir. OSCC insidansinin en yiiksek oldugu bdolge
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ozellikle Giiney Asya'dir (Hindistan, Pakistan, Sri Lanka, Tayvan, Cin). Dogu ve Bati
Avrupa (Macaristan, Slovakya, Slovenya ve Fransa), Latin Amerika ve Karayipler
(Brezilya, Uruguay ve Porto Riko) ve Melanezya (Papua Yeni Gine) OSCC insidansinin
yiiksek oldugu diger bolgelerdir. Diinya genelinde, oral kanser insidansi erkeklerde
(5.5:100.000), kadinlara oranla (2.5:100.000) daha yiiksektir. Bununla birlikte,
Hindistan ve Tayland'da bu oran tersine, sirasiyla 1:2 ve 1:1.156 oranla kadinlar
lehinedir. Oral kanser vakalarinin ¢ogu 50-70 yaslarinda goriiliir. Sigara igme oranlari
azaldikca oral kanser insidansinda azalma goriiliirken, bazi iilkelerde geng¢ hastalarda
goriilen oral kanser vakalarinda hafif artiglar bildirilmistir (30).

Ulkemizdeki mevcut kayit sistemlerinin tam olarak isletilememesi sebebiyle
OSCC insidans1 hakkinda net verilere ulagilmast miimkiin degildir. 1982 yilinda Saglik
Bakanlig1 tarafindan kanser bildirimi zorunlu hastaliklar listesine eklenmis ve
bildirimler Kanser Savas Daire Bagkanlig1 tarafindan yapilmaya baslanmistir (54). 1999
yilinda bildirim oranlart 35-40/100,000 civarinda saptanirken, hastaligin gergek
sikliginin  150-200 / 100,000 oldugu tahmin edilmistir (54,137). 1990-1992 yillari
hastanelerde yatmakta olan hastalar iizerinde yapilan bir arastirmada oral kavite ve
farinks kanserinin insidansi erkeklerde %3,11, kadinlarda %2,32 olarak bulunmustur.
Kanser Daire Bagkanliginin 2004-2009 arasi verilerine bakildiginda 3560 agiz-farinks
bolgesi kanseri bildirilmistir. Bu vakalarin 776'st dudak, 552'si dil, 520'si agiz
mukozasi, 381" tiikiiriik bezleri ve 150'si tonsiller ile alakali vakalardir. Tiirkiye'de oral

kanser insidans1 %1,7 mortalite oran1 ise %1 olarak bildirilmistir (83).

2.4.2. Etyoloji ve Risk Faktorleri

OSCC'nin etiyolojisi multifaktoryeldir. Etiyolojisinde basta tiitiin ve alkol
kullanimi, genetik yatkinlik, beslenme bozukluklari, gecirilmis benzer hastaliklar,
viriitik hastaliklar, radyasyon, koétii agiz hijyeni, kronik enfeksiyonlar, kronik travma ve
immiin sistem bozukluklarinin rolii vardir. Bu faktorler ayr1 ayri sinerjik olarak hareket
etmektedirler (109).

Tiitlin kullanimi, yalniz bagina milyonlarca kanser 6liimiine neden oldugu i¢in en
onemli kanser riski olarak devam etmektedir. Sigara icmenin neden oldugu neoplastik
hastaliklar arasinda akciger kanserleri, agiz boslugu, farinks, larinks, 6zofagus, idrar
kesesi, bobrek, pelvis ve pankreas yer alir. Sigara ve oral kavite kanseri arasindaki iligki

epidemiyolojik calismalarla net bir sekilde ortaya koyulmustur (40). Tiitlin dumaninda
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en oOnemli karsinojenler aromatik hidrokarbon benzopiren ve tiitiin spesifik
nitrozaminlerdir. Hayvan calismalari, tiitiin iiriinlerindeki bu maddelerin agiz boslugu,
akciger, O0zofagus ve pankreas tiimorlerine neden oldugunu gostermistir. Tiitlin
dumaniyla ortaya ¢ikan nitrozaminler ve bunlarin metabolitleri, DNA replikasyonunda
yer alan kritik mutasyonlardan da sorumludur. Bu sebeple tiitiiniin bas-boyun
kanserlerine genetik yatkinlik iizerinde de rolii oldugu diistintilmektedir (117)

Tiitlinlin tim formlar1 kanserojendir ve dumansiz tiitiiniin oral ve faringeal
kansere yol actigina dair kanitlar yakin zaman 6nce degerlendirilmis ve onaylanmaistir.
Dumansiz tiitiin, diinyanin farkli bolgelerinde, farkli isimlerde ve birgok bicimde
kullanilmaktadir. Caligmalar, bu firiinlerin agiz kanseri premalign, yani l6koplaki,
eritroplaki ve oral submiik6z fibrozis gibi lezyonlarla olan iligkisini gostermistir (6).

Marihuana olarak da bilinen kenevir bitkisinin kurutulmus c¢icekli yapraklari
sigara olarak igilebilir ve. kanabinoidler de yakildiginda benzopiren, fenoller,
fitosteroller, asitler ve terpenler gibi giicli karsinojenler salgilarlar. Calismalar,
marihuana i¢iminin agiz kanseri gelisimi i¢in bagimsiz bir risk faktorii olmadigini
gostermistir. Bunun yaninda tiitiin genellikle karistirilarak marihuana i¢iminin bir
pargasini olusturur (45).

Alkol, oral kanserinin gelisiminde rol oynayan bir diger faktordiir. Alkolli
icecekler, oOzellikle agiz boslugu, farinks, larinks, yemek borusu ve karacigerin
timorleri olan insanlara karsinojenik olarak kabul edilmistir. Yapilan hayvan
calismalarinda etanolun kanserojen etkisi tam olarak kanitlanmamis olsa da alkol
tikketiminin, oral kanser gelisiminde tiitlin kullanimi ile sinerjik olarak etki gosterdigi
gosterilmistir (47). Hint popiilasyonunda sigara icen ve i¢cmeyen alkol kullanicilar
tizerinde yapilan bir ¢alismada, alkoliin oral 16koplaki i¢in bagimsiz bir risk faktorii
oldugu bulunmustur (49). Bununla birlikte sigara igmeyen alkol kullanicilarinda oral
epitelyal displazi olusumunu degerlendiren bir c¢alismada, oral epitelyal displazi
gelisiminde alkoliin ancak tiitiin kullanimi ile birlikte degerlendirildiginde ¢ok 6nemli
rolii oldugu bulunmustur. Alkol ayn1 zamanda, epitelyal atrofi ile karakterize morfolojik
degisikler gostererek mukozanin gegirgenliginin artmasina, bu sebeple karsinojenlerin
oral mukozaya daha kolay etki etmesine neden olmaktadir. Bu nedenlerden 6tiirii, alkol
ve titlin kullaniminin 6nemli bir risk faktorii oldugu bulunsa da, alkoliin oral

karsinogenezde bagimsiz bir faktor olarak rolii hala belirsizdir (46).
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Diyet ve beslenme ile kanser gelisimi riski arasindaki iligki, bircok
epidemiyolojik ve laboratuvar c¢alismasi ile ortaya koyulmustur (52). Uluslararasi
Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) tarafindan yapilan aragtirmalarda diisiik meyve ve
sebze alimimin kanser gelisim riskini arttirdigi, daha fazla meyve ve sebze tiiketimi,
ozellikle havug, domates ve yesil biber tiiketimi, oral ve faringeal kanser riskini azalttig1
gosterilmistir (55). Balik, bitkisel yag, zeytinyagi, ekmek, tahillar, baklagiller, protein,
yag, taze et, tavuk, karaciger, karides, 1stakoz ve lif kanser gelisimine kars1 koruyucu
Ozellik gosteren gidalardir. A, C, E vitaminleri, karotenoidler (B karoten), potasyum ve
selenyum gibi mikrobesinlerin oral kanser gelisimin azalttigina dair 6nemli kanitlar
bulunmaktadir. B karoten, C vitamini, E vitamini, retinol DNA mutasyonlarina,
enzimatik aktivitede degisikliklere ve hiicresel membranlarin lipid peroksidasyonuna
neden olabilen serbest radikal reaksiyonlarinin azaltilmasinda 6nemli rol oynayan
antioksidanlardir ve kanser gelisimine karsi koruyucu 6zellik gosterirler (52).

Virtisler, oral skuamdz epitel de dahil, yassi epitelin malign 6zellik gdsteren
timorlerinin gelismesinde giiglii bir sekilde rol oynamaktadir. Viral enfeksiyonlar
genellikle, viriisler konagin hiicresel mekanizmalarina miidahale ederek malign
doniistimii tesvik etmekten sorumludurlar. Bu viral genler ve gen dirlinleri hiicre
biiyiimesini ve c¢ogalmasini etkiler. Bazi viral genler, konagin DNA'sina eklenerek
malign doniisime neden olan onkogenler haline gelen proto-onkogenler seklinde etki
ederler (85). Oral kanser gelisiminde rol oynayan baslica viriisler, Epstein Barr Virus
(EBV), Human Papilloma Virus (HPV) ve Herpes Simpleks (HSV) viriisiidiir. EBV
immiin sistem baskilanis hastalarda oral kill1 16koplaki ve lenfoproliferatif hastaliklara
sebep olur. Prevalans calismalart OSCC hastalarinda EBV varligmi gostermistir
nedensel bir iligki ortaya koyulamamistir. Bu nedenle OSCC ve EBV arasindaki iligki
net degildir (51). HPV oral karsinogenezde en yaygin rol oynayan virislerdir.
Papillomlar, kondiloma asuminatum, verruka vulgaris ve fokal epitelyal hiperplazi
(Heck hastaligi) gibi benign proliferatif lezyonlara da neden olan HPV'nin bazi tiirleri
(HPV 16, 18, 31, 33, 35 ve 39) "Yiiksek Riskli" olarak adlandirilir ve OSCC ile giiclii
bir iligki icerisindedir. HPV, E6 ve E7 olmak {izere iki ana onkoproteinini kodlar. E6 ve
E7 proteinlerinin sirasiyla p53 ve Rb tiimor siipresér genlerini baglayip yok ettigi
gosterilmistir, bu sayede DNA replikasyonu, DNA onarimi ve apoptoz tizerinde kontrol

kaybi ile hiicre dongilislinii bozar. Bir¢ok ¢alisma normal oral mukozada, OSCC ve
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displazi gelisen lezyonlarda HPV varligini, oral karsinogenezde spekiilatif HPV roliinii
ortaya koymustur (111).

Kandida tiirlerinin, Ozellikle Candida albicans'n neden oldugu mantar
enfeksiyonlari, oral premalign lezyonlarin patogenezinde rol oynar. Candida
invazyonunun oral premalign lezyonlarda sekonder bir olay mi1 yoksa nedensel mi
olduguna dair siipheler hala belirsiz ve tartismalidir (55). Malign donilisiim gosteren
l6koplakiler, ozellikle nodiiler lokoplakiler {izerinde candida albicans hiflerine
rastlanmistir, bunun yaninda kandidanin karsinogenezde rol oynayan nitrozamin ve
kimyasallar tiretmek i¢in gerekli maddelere sahip oldugunu gosteren kanitlar vardir (94)

Immiin sistemi baskilanmis bireyler oral kanser gelisimine daha egilimlidir.
Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) ile enfekte olan hastalar, OSCC'den farkli olmakla
birlikte, Kaposi sarkomu ve lenfoma gibi malign tiimoér gelisimine yatkindir.
Immiinsiipterse organ nakli hastalar1 iizerindeki arastirmada dudak kanseri gelisiminin
stk goriildiigi ve olasi nedeninin glines 1ginlarma ve sigara igmek gibi diger risk
faktorlerine daha fazla maruz kalmaya bagli oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte,
immiinosiipresyonun dudak kanseri gelisimi ile dogrudan rolii ¢aligmalarda
kanitlanmamustir (2,142).

Bazi bireyler mesleki riskler sonucu oral kanser gelisimine daha yatkindir.
Gilines altinda calisan bireyler asir1 giines 1511 radyasyonu / ultraviyole (UV) 1sinlara
maruz kalmanin sonucu olarak dudak kanseri gelisimi agisindan risk altindadir. UV
1sinlar OSCCllere doniisebilen aktinik keilite neden olur. Kiikiirt dioksit, asbest, pestisit
gibi kanserojenlere maruz kalinmasi ve giiclii inorganik asitlerden gelen dumanlarin ve
fosil yakitlarin yakilmasinin da oral mukoza, farinks ve larinks kanserine neden oldugu
bilinmektedir (55).

Kotii agiz hijyeni, kotii yapilmis restorasyonlar ve ciiriik ya da kirik keskin
dislerin yarattig1 kronik travma ve kotii protezlerden kaynaklanan kronik tilserasyonun,
diger risk faktorlerinin de varliginda malign gelisimi tesvik ettigi ongoriilmektedir.
Kronik travmaya sebep olan dis faktorlerinin, genellikle sigara ve alkol tiiketimi gibi
risk faktorleri ile bir arada bulundugundan, oral kanser gelisimini tek basina etkileyip
etkilemedigini kanitlamada zorluklar bulunmaktadir (55).

Genetik yatkinlik OSCC gelisiminde 6nemli bir risk faktoridiir. Copper ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢alismada 105 bas ve boyun kanseri hastasinin birinci derece

akrabalar1 izlenmis, bu kisileden 31'inde solunum yolu ve iist solunum yolu kanseri



25

kanseri gelistigi saptanmistir (21). Bununla birlikte, oral kansere genetik ya da ailesel
yatkinlig1 belirlemeye yonelik toplum temelli ¢aligmalar, sigara ve alkol gibi risk
faktorleri ile smirhidir. Ayrica bazi bireylerin, karsinojenleri veya prokarsinojenleri
metabolize edememe ve / veya DNA hasarini tamir etme yetisinde bozulma yatkinligina
yatkin olduguna inanilmaktadir. Tiitlin karsinojen metabolizmasindan sorumlu olan
enzimleri kodlayan genlerdeki (P450 enzimleri ve XME'ler) genetik polimorfizmlerin,
tiitliniin neden oldugu bas ve boyun kanserlerine genetik yatkinliginda da kilit rol

oynadig diistiniilmektedir (55).

2.4.3. Histopatoloji

OSCC oral mukozanin kath skilamoz epitelinden meydana gelen malign bir
olusumdur. Hastaligin en sik goriilen tipi %90 olasilikla yassi epitel hiicreli
karsinomlardir. Agiz taban1 ve dilin ventral yiizeyleri keratinize olmayan mukoza ile
ortiili oldugundan OSCC'den en ¢ok etkilenen bolgelerdir. Karsinojenlerin epitelden
kolaylikla ge¢gmesinin yani sira tiitlin iiriinleri ve alkol gibi maddelerin birikim alani da
bu lokalizasyonlar oldugu i¢gin lezyonlar bu bélgelerde daha sik goriiliir (88).

OSCC iyi, orta ve az diferansiye seklinde derecelendirilir. Iyi diferansiye
formdaki OSCC'ler normal saglikli mukoza epiteline benzerlik gosterirler. Anormal
mitozlarin goriildiigii mitotik aktivite artis1 ve belirgin niikleer polimorfizm orta derece
diferansiye OSCC'lerde karakteristiktir. Az diferansiye OSCC'lerde tipik ve atipik
mitozlara er olarak keratinizasyonun eslik ettigi immatiir hiicreler izlenir.
Keratinizasyon iyi ve orta derece diferansiye olgularda da izlenmektedir ancak
derecelendirme yapilirken 6nemli bir faktor olarak goriilmemektedir. Diferansiyon
derecesi lezyonlarda olduk¢a degiskenlik gostermektedir (8).

Tiimoriin invazyon sekli infiltratif, ekspansif ya da her ikisini iceren tipte
olabilir. Ekspansif biiyliyen tiimorler biiyiik adaciklar seklinde ¢evre dokuya invazyon
mevcuttur ve bu olgularda prognoz daha iyidir. Infiltratif biiyiime kiiciik, diizensiz,
siirlari belirsiz parmaksi ¢ikintilar seklinde invazyon goriiliir ve bu olgularin prognozu
daha kotiidiir. Iyi diferansiye tiimorler genis adalar seklinde doku invazyonu
gosterirken, daha az diferansiye formdaki tiimorler piiriizlii ya da parmaksi ¢ikintilar
seklinde invaze olurlar (8,135). Komsu mukoza degisen derecelerde epitelyal displazik
ozellikler gosterir. Perindral ve lenfovaskiiler invazyonlar az diferansiye tiimorlerde

daha sik goriiliir (138).
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2.4.4. Klinik Bulgular

Oral kanserlerde agr1 en sik goriilen semptomdur, tiim sikayetlerin yaklagik
%40'mm1 olusturmaktadir. Siklikla lezyon belirli boyutlara ulastiginda hastalar agri
sonras1 gerekli merkezlere bagvururlar. Bu sebeple agr1 olusumu ve siddeti lezyonu
evresi ile iligkili bir durumdur. Agr1 diginda klinik olarak en sik izlenen belirtiler uzun
siire iyilesmeyen yara, iilserasyon, agiz kokusu, yutmada giicliik, trismus ve konusma
bozuklugudur. Klinik olarak bu semptomlarin bir veya birka¢inin birlikte bulundugu
durumlarda lezyondan alinacak biyopsi hayati onem tasimaktadir (22).

OSCC'nin en sik goriildiigli bolgeler tiikiiriik toplanma alan1 olan dil ve agiz
tabanidir. Dilin skuamoz hiicreli karsinomu dudak karsinomlar1 haric OSCC'lerin %25-
40 kadarmi olusturur. Bu lezyonlar siklikla asemptomatiktir ve genelde agresif
lezyonlardir. Lezyonun ilerlemis evrelerinde, invazyon derecesine bagli olarak agri ve
disfaji semptomlar1 goriilebilir. Klinik goriintii iyilesmeyen iilsere goriintiiden, kirmizi,
beyaz veya kirmizi-beyazimsi lezyonlar seklinde olabilir. Dilin skuaméz hiicreli
karsinomu lokoplaki zemininde ortaya c¢ikabilir. Bu bdlgedeki 16koplakiler invaziv
shuamoz hiicreli karsinomlar1 temsil edebilir ve bu ylizden mutlaka takip altinda olmasi
gereken lezyonlardir. Dil iizerinde 6zellikle OSCC'nin en sik goriildiigi dilin laterali ve
arka boliimiinde bulunan eritroplazi goriiniimiindeki lezyonlarin yiiksek cogunlugu
klinik olarak teshis edildiginde is situ karsinom ya da invaziv karsinom evresindedir. Bu
bolge gorlilmesi zor bir alan olugundan asemptomatik olgularda lezyon teshis
edildiginde ge¢ kalinmis olmaktadir. Prognoz olarak bu bolgedeki lezyonlar kotiidiir. Ik
olarak submandibular ve jugulodigastrik lenf nodu tutulumu bu bodlgedeki lezyonlarda
siklikla goriiliir, bunun yaninda akciger ve karacigere uzak metastaz goriilebilir (104).
OSCC'lerin %15-20 kadarlik bir kismi1 agiz tabani lokalizasyonundadir. Bu bolge dilden
sonra en stk OSCC goriilen ikinci bolgedir. Bu bolge lezyonlart 6zellikle agir alkol ve
sigara igicileri basta olmakla birlikte ileri yas erkeklerde daha ¢ok goriiliir. Premalign
lezyon tabaninda gelisebilecegi gibi uzun siire iyilesmeyen, iilsere yaralar, kirmiz ve
beyaz lezyonlar seklinde klinik goriintli verebilirler. Lezyon genelde asemptomatiktir,
derin dokulara invaze oldugunda dil hareketlerinde kisitlamalara sebep olabilir (119).

OSCC'nin alt dudak tutulumu iist dudak karsinomlarina oranla daha siktir.
Ozellikle UV 151 maruziyeti ve sigara kullanimi alt dudak karsinomlar: igin ciddi
etyolojik faktorlerdir. Bu bolgede lezyon biiyiime hizi oldukga diisiiktiir ve buna bagh
olarak prognoz genel olarak daha iyidir. 5 yillik sagkalim %90"mn {izerindedir (104).
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Yanak mukozasi ve gingiva OSCC'nin goriildiigli diger lokalizasyonlardir. Bu
bolgelerde goriilen lezyonlarda o6zellikle dumansiz tiitin kullanimi gibi etyolojik
faktorler ciddi rol oynamaktadir. Klinik olarak goriintii ¢ogunlukla beyaz yama
seklindeki lezyonlar ve iyilesmeyen iilser seklinde goriiliir. Lezyonlar yavas biiyiiyen iyi
diferansiye formdadirlar ve metastaz nadiren goriildiigii i¢in prognozlari iyidir (104).
Yumusak ve sert damakta goriilen OSCCl'ler 6zellikle sert damakta goriilen lezyonlar
diger bolgelere gore daha nadirdir. Klinik olarak asemptomatik kirmizi, beyaz plaklar
ya da iilsere ve keratotik lezyonlar seklinde goriiliirler. Bu bolge sigara i¢ciminin ciddi
bir etyolojik faktor olarak rol oynadigi bolgedir (91). Ters sigara icimine bagl gelisen
lezyonlar tabaninda olusan OSCC'ler de bu bdlgede goriiliirler. Servikal lenf nodu

metastazi ve lezyon boyutlarinin biiyiimesi kotii prognozu isaret eder (104).

2.4.5. Evreleme ve Prognoz

OSCC histolojik olarak ve lokalizasyonuna gore siniflandirilmasinin yani sira timor
biiyilikliigli, nod metastazi ve uzak metastaz varligit gbéz Oniinde bulundurularak
Amerikan Birlesik Kanser Komitesi (AJCC) tarafindan belirlenen TNM evreleme
kriterlerine gore siiflandirilir. T, primer lezyonu ifade eder, ¢evre dokulara infiltrasyon
derecesi ve timor boyutuna gore degerlendirilir. N, bolgesel lenf nodu tutulumunu

ifade eder, M ise, uzak metastaz varligini ifade eder.

Tablo 1 : Primer Tiimor Simiflandirmasi

Primer Tiimor Simiflandirmasi (T)

Tx Cerrahi kurallar dahilinde belirlenemeyen primer timor

TO Primer tiimdre ait bulgu saptanmadi

Tis Karsinoma in-situ

T1 Tiimdr ¢ap1 2cm ya da daha kiiciik

T2 Tiimdr ¢ap1 2cm ile 4cm arasinda

T3 Tiimor ¢ap1 4cm'den biiyiik

T4a (dudak) Timor kortikal kemigi, inferior alveoalr siniri, agiz tabanini veya

cildi invaze etmis

T4a (oral Tiimor kortikal kemigi, dilin ekstenrek kaslarini, maksille siniisii
kavite) veya cildi invaze etmis
T4b Timor pterigoid plakayi, kafa tabanini veya internal karotis arteri

cevrelemis
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Tablo 2 : Bolgesel Lenf Nodu Metastazi Siniflandirmasi (N)

Bolgesel Lenf Nodu Metastazi Siniflandirmasi (N)

NXx

NO

N1

N2

N2a
N2b

N3

N3a

N3b
N3c

Cerrahi kurallar i¢inde belirlenemeyen bolgesel lenf nodiilii

Klinik olarak bolgesel lenf nodiilii metastaz1 yok

Cap1 3cm. veya 3 cm.’den kiiciik olan, homolateral, tek lenf
nodiilii

Klinik olarak pozitif, ¢aplar1 3-6 cm. olan, homolateral tek nodiil
veya klinik olarak pozitif, multipl homolateral nodiiller

Klinik olarak pozitif, ¢aplart 3-6 cm. olan homolateral tek nodiil

Klinik olarak pozitif, ¢aplar1 3-6 cm. olan homolateral multipl
nodiiller

Solid homolateral nodiiller, bilateral nodiiller veya kontralateral
nodiiller

Klinik olarak pozitif, ¢aplar1 6 cm.” i gecmeyen homolateral
multipl nodiiller

Klinik olarak pozitif bilateral nodiil

Klinik olarak pozitif kontralateral nodiil

Tablo 3 : Uzak Metastaz Siniflandirmasi (M)

Uzak Metastaz Simiflandirmasi (M)

Mx
MO
M1

Cerrahi kurallar iginde belirlenemeyen uzak metastaz
Uzak metastaz yok

Uzak metastaz var

Tablo 4 : Tiimor Evrelemesi

Tiimor Evrelemesi

Evre 0
Evre l

Evre 2

Tis NO MO
T1NO MO
T2 NO MO
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Evre 3 T3NOMO/T1IN1IMO/T2N1MO/T3N1MO

Evre 4a T4a NO-N1-N2 MO/ T1 N2 MO/ T2 N2 MO/ T3 N2 MO
Evre 4b Herhangi T N3 MO / T4b Herhangi N MO

Evre 4c Herhangi T Herhangi N M1

Prognoza etki eden faktorler tiimoriin histolojik olarak diferansiyasyon derecesi
ve metastaz varligidir. OSCC prognozunun en iyi oldugu grup metastaz varliginin
bulunmadigr ve iyi diferansiye tiimdrlerdir. Prognozu asil etkileyen faktorler ise
tiimoriin boyutu, yapilan rezeksiyon ve nodiiler metastaz varligidir. fakat prognoz esas
olarak tiimor boyutu, rezeksiyonun tam yapilip yapilmadigi ve nodal tutulum olup
olmadigina baglhidir. OSCC'ler i¢in prognoz bakildiginda 5 yillik sagkalim orant %50
civarindadir (116). Prognoz olarak erkek ve kadin popiilasyonu arasinda belirgin bir
farklilik yoktur. Yas s6z konusu oldugunda fikir, yash hastalarda prognozun daha kotii
olduguna dair gorlisler bulunmasinin yaninda, yas ve prognoz arasinda iliski
saptanamayan ¢aligmalar da mevcuttur (65,89).

OSCCl'ye vaskiiler rahatsizliklar, kardiyak aritmi, konjestif kalp yetmezligi, renal
ve pulmoner hastaliklar gibi sistemik rahatsizliklarin eslik ettigi durumlarda prognoz
daha kotidiir (97). Sosyoekonomik diizeyi diisiik olan hastalarda tibbi ihtiyaglarin
karsilanmasindaki giicliikk ve oral hijyenin daha kétii olmasi prognozu olumsuz etkiler
(60). Bazi calismalar OSCC etyolojisinde 6nemli bir yer turan sigara ve alkol
tilketiminin yliksek mortalite oranlari ile iliskisini gostermistir. Bunun yaninda tiitiin
¢igneme aligkanlig1 bulunan hasta grubunda da prognoz daha kétii bulunmustur (65).

TNM evrelemesi prognoz etkileyen 6nemli bir diger faktordiir. Guerra ve ark.
yaptig1 calismaya gore hastalifin erken evrelerinde 5 yillik sagkalim orani %82 iken
ilerleyen evrelerde %49'dur (38). Lo ve ark. yaptiklar1 ¢alismada evre 1,2,3 ve 4
olgulardaki 5 yillik sagkalim oranlarint %75, %65, %49 ve %30 olarak bildirmistir (65).
Lenf nodu metastaz1 varligi tiimoriin yiiksek oranda rekiirrens ve kotii prognoz ile
onemli olgiide iligkilidir. Primer tiimor kalinliginin lenf nodu metastazini etkileyen
dolayisiyla mortalite ile iliskili olduguna dair ¢alismalar da mevcuttur (8).

Perinoral invazyon varligt OSCC i¢in daha yiiksek oranda metastaz olasiligi,
daha derin tiimor invazyonu ve daha diisiik 5 yillik sagkalim orani ile koreledir (100).
OSCC'de anjiogenez varligi lenf nodu metastazi riski ile koreledir ve rekiirrensi

belirleyen bagimsiz bir prognostik faktor olarak kabul edilmektedir (10).
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2.4.6. Tan1 ve Tedavi

Oral kanserler ve deri kanserleri inspeksiyonda siiphe uyandirmalari hatta teshis
edilebilmeleri ile diger kanser tiirlerinden farklhidir. Goriilebilir alanlarda olmalarina
ragmen ¢ogu zaman erken tan1 miimkiin olmaz. Erken tani tiim kanserlerde oldugu gibi
OSCC i¢in de prognozu etkileyen faktorlerin basindadir, ancak hastaligin semptomsuz
ilerlemesi vb. gibi sebeplerle hastalarin tibbi merkezlere ge¢ basvurmalar tani
koyulmasin1 geciktirir. Oral mukozada 3 haftadan uzun siiredir bulunan teshis
konulmamis lezyonlar siiphe ile izlenmelidir. Lezyonlardan mutlaka eksizyonel ya da
insizyonel biyopsi alip histoplatolojik olarak incelenmelidir (116).

OSCC tedavisi yas, sistemik durum, tiimor lokalizasyonuna, yayilma derecesine
ve histolojik tipine bagli olarak sekillendirilir. Ayrica hastaligin klinik seyri ve
tedavinin yan etkileri arasinda bir denge kurulmasi onemlidir. Genel olarak tedavi
secenekleri cerrahi ve radyoterapi ya da her ikisinin bir arada uygulanmasidir (54).

Eksizyonu kolay yapilabilecek kiiciik lezyonlarda, 6zellikle kemik infiltrasyonu
bulunan ve radyoterapi ile basariya ulasilamayan olgularda cerrahi tedavi secenegi
olarak belirlenir. Cerrahi tedavide tiimor 2 cm'lik cerrahi sinir belirlenerek eksize edilir.
Servikal lenf nodlarinda metastaz goriilen durumlarda selektif boyun diseksiyonu
yapilmasi gerekir (54,116).

Radyoterapi erken ve lokal ileri OSCC'lerde iyonizan radyasyonun kansere ve
secilmis kanser dis1 hastaliklara yonelik olarak kullanildigr bir tedavi yontemidir.
Radyoterapi siklikla cerrahi ve/veya kemoterapi ile birlikte ya da tek basina
kullanilmaktadir. Radyoterapi uygulamalarinda o©nceden belirlenmis olan timor
hacmine, tiim6r dokusunu g¢evreleyen normal dokularda olabildigince az hasar
olusturacak sekilde, Onceden hesaplanmis olan iyonizan radyasyon dozunun
uygulanmasi hedeflenmektedir (24). OSCC tanisi alan hastalarda ayrica sigara, tiitiin,
alkol kullanimin1 gibi predispozan faktorlerin uzaklastirilmas: konusunda destek

saglanmalidir (116).

2.5. EPIGENETIK

Genetik, DNA dizisinin dogrudan degismesine bagli olarak gen aktivitesinde
veya fonksiyonunda kalitsal degisikliklerin arastirilmasidir. Aksine epigenetik bilimi,
DNA’nin kodlayan dizisindeki degisimlerden bagimsiz olarak gen hiicre dongiisii

boyunca gergeklesen, gen ifadesinde meydana gelen kalitsal degisiklikler olarak
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tanimlanir. Bir organizmada neredeyse tiim hiicreler ayn1 genetik bilgiyi icermesine
ragmen, tim genler tiim hiicre tipleri tarafindan ayni anda ifade edilmez. Daha genis
anlamda epigenetik mekanizmalar, ¢ok hiicreli organizmalarda c¢esitli hiicreler ve
dokularda gesitlendirilmis gen ekspresyon profillerine aracilik eder (80).

Genetik modifikasyonlardan farkli olarak, epigenetik degisiklikler geriye
donme potansiyeline sahiptir. Bunun yaninda diger bir gen grubunu etkileyebilir ve
sigara, beslenme, kimyasal maddelere maruz kalma gibi ¢evre faktorler ile modifiye
edilebilirler (32). Hiicrenin normal siireglerinde aktif olarak yer alan epigenetik
mekanizmalar kanser, otoimmiin hastaliklar, diyabet gibi patolojik durumlarin meydana
gelmesinde etkilidir (139).

Epigenetik mekanizmalar, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve RNA

aracili gen susturulmasi olarak 3 ana grupta toplanabilir (32).

2.5.1. DNA Metilasyonu

Hakkinda en ¢ok bilgi sahibi olunan epigenetik mekanizmalardan biri olan DNA
metilasyonu dokuya 6zgii gen ekspresyonu, hiicresel farklilasma ve gelisim genetiginin
temelini olusturur. DNA metilasyonu sitozinin 5. poizyonundaki karbonuna metil grubu
baglanmasi ile meydana gelir (70). Sitozin (C) ve guanin (G) bazlarinin sik ve sirali
sekilde bulunduklari, CpG adaciklari adi verilen bolgelerde meydana gelen DNA
metilasyonu ile transkripsiyon faktdrlerinn DNA'ya baglanmasi engellenir ve gen
ekspresyonu diizenlenir. Memelilerde DNA metilasyonunu katalizleyen 5 adet DNA
metil transferaz enzimi (DNMT) vardir. Bu enzimler DNMT1, ,DNMT2, DNMT3A,
DNMT3B ve DNMT3L'dir. En 6nemli katalitik aktivitelere sahip olan enzimler
DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B’dir. DNMTI, DNA zincirinde kurulu olan
metilasyon paternlerinin yeni zincirlere aktarilmasindan sorumludur. DNMT3A ve
DNMT3B’de novo metil transferazlar olarak adlandirilirlar ve gelisimin erken
evrelerinde kurulan ilk metilasyon paternlerinin olusturulmasindan sorumlulardir
(13,25).

Canlilar ve dokular arasi farkliliklar DNA metilasyonunun normal hiicrelerdeki
hipo ve hipermetilasyon 6zellikleri sayesinde meydana gelir. Genom boyunca dagilmis
olan CpG diniikleotitleri, genellikle tiimor baskilayici genlerinin promotériinde lokalize
olan CpG adalar1 olarak adlandirilan 0.5-4 kb'lik bolgelerde kiimelenmis olarak bulunur.

Biiylime diizenleyici genlerin promoter bdlgelerinin CpG adalari, genellikle tiimorlerde
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hipermetile edilmis olarak bulunur; bu olay, tiimdr baskilayict genlerin transkripsiyonel
susturulmasina neden olur ve kanserin ilerlemesine katkida bulunur (70). DNA
metilasyonunun kaybi ise benign ve malign kanser hiicrelerinde karakterize edilen ilk
epigenetik degisikliktir. Kanserdeki global DNA hipometilasyonu instabiliteyi artiran ve
proto-onkogenleri aktive eden cesitli genomik sekanslari hedefler (13). Dahasi,
timorlerde siklikla goriilen tiimor baskilayicit genlerin islev kaybi, genetik kusurlara
kiyasla metilasyon yoluyla epigenetik susturmaya daha sik atfedilerek, epigenetik
degisikliklerin karsinogenezin her asamasinda Onemli bir rol oynadigir hipotezini

desteklemektedir (70).

2.5.2. DNA Metilasyonu ve Oral Kanser

Genom capinda gerceklesen hipometilasyon ve promoter hipermetilasyonu
kanser gelisiminde kritik bir rol oynamaktadir. Kiiresel olarak DNA
hipometilasyonunun, ¢esitli mekanizmalarla tiimoér olusumuna katkida bulunduguna
dair veriler artmistir. Bu mekanizmalardan birincisinde, insan genomu boyunca
dagilmis bulunan tekrarlayan DNA dizilerinde metilasyonun azalmasi, artmis
kromozomal instabilite ile sonuclanir. ikincisi, gesitli endoparazitik elemanlarin ve
proto-onkogenlerin evrimsel olarak korunmus ve metilasyon ile susturulmus promoter
bolgelerinin bazilarinin demetilasyonu, bunlarin reaktivasyonuna ve karsinogenezise
katkida bulunmalarma yol agabilir. Ugiinciisii, DNA'da meydana gelen metilasyon
degisiklikleri, imprinting (genomik damgalanma) kaybi ile oral karsinogeneze katkida
bulunabilir. Bu durumda, hipometilasyon, metile edilmis sessiz, damgalanmis
biallellerin ve gen ekspresyonunun reaktivasyonuna sebep olabilir. Bu mekanizma, bas
ve boyun skuamdoz hiicreli karsinom (HNSCC) dahil olmak {izere ¢ok sayida farkli
timor varhiginda tartisilmistir (34,80).

Ote yandan, anormal promoter hipermetilasyon OSCC karsinogenezinde bir
diger Onemli elemandir. Anormal metilasyon, birgok tiimor baskilayict geninin
promoter bolgeleri i¢inde bulunan CpG adalarinda olusur. Promoter CpG
diniikleotitlerinin hipermetilasyonu, transkripsiyonel susturma ile sonuglanir. OSCC'de
de tespit edilmis ve bir¢ok kanserin ayirt edici 6zelligi olan, CpG diniikleotitlerinde 5-
metil-sitozinlerin anormal hipermetilasyonu DNA metiltransferazlar (DNMT'ler) ile
katalize edilir. Aslinda, tiimor baskilayici genlerin DNA hipermetilasyonu,

karsinogenezde daha erken bir olaydir ve kontrolsiiz hiicresel proliferasyondan
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sorumludur, bu da DNA hipermetilasyonunun kanser erken teshisi i¢in potansiyel bir
belirte¢ oldugunu diisiindiirmektedir. Bunun yaninda kanserde anormal metilasyon i¢in
artan farkindalik g6z Oniine alindiginda, potansiyel olarak metilasyonla susturulmus
tiimor baskilayic1 genleri yeniden aktive etmeyi amaglayan DNMT inhibitorleri OSCC
i¢in potansiyel tedavi segenekleri olarak arastirilmaktadir (34,13).

Epigenetik biyobelirtecler, kanserin erken evrelerinde, tedaviye direng
gelistirmek icin daha yiiksek ya da lokal ve uzak metastaz liretmek igin biiyiik
olasiliklar olan tiimorlerin tanimlanmasi icin belirtecler olarak hizmet etme
potansiyeline sahiptir. Biyobelirteclerin viicut sivilarinin 6rneklerini kullanarak kesfi,
tarama dogrulugunu ve maliyet etkinligini iyilestirme ve invaziv yontemleri azaltma
amaci ile arastirilmistir DNA metilasyon profilininin belirlenmesi, kanserleri normal
hiicrelerden ayirt etmenin yani sira kanser alt tiplerini tanimlamak ve tedavi sonucunu
ongormek i¢in yaygin olarak kullanilan bir aragtir. HNSCC i¢in tiikiiriik ve oral
gargaralar, DNA hipermetilasyon profilini analiz etmek i¢in oral epitelyumdan DNA
elde etmek i¢in kullanilmistir (13).

Gen ifadesininn epigenetik kaynakli degisime ugramasi ile oral karsinogenez
gelisimi arasinda agik bir korelasyon olmasina ragmen, giiniimiizde bu net olarak
gosterilemese de HNSCC'de 40'tan fazla genin hipermetilasyonu ve cesitli timor
baskilayict  genlerinin  susturulmasi tanimlanmistir  (70). Promoter bdlgenin

metilasyonuyla susturulan en yaygin genler tabloda gosterilmistir (Tablo 5).

Tablo 5 : Promoter bolgenin metilasyonuyla susturulan en yaygin genler

Gen Ad1 Gorevi Degisiklik

ABO Kan grubu antijeni Hipermetilasyon
APC Sinyal transdiiksiyonu Hipermetilasyon
ATM Tiimdr baskilayici Hipermetilasyon
C/EBPa, Tiimor baskilayici Hipermetilasyon
CDKNZ2A Hiicre dongiisii, Heterozigosite Hipermetilasyon

kaybi(LOH)

DAPK Apoptosis Hipermetilasyon
DCC Tlimor baskilayict Hipermetilasyon
DKK Transktipsiyonel regiilator Hipermetilasyon

E-cadherin  Sinyal transdiiksiyonu Hipermetilasyon
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EDNRB Sinyal transdiiksiyonu Hipermetilasyon

GSTP1 Karsinojen detoksifikasyonu Hipermetilasyon

H3K4 Histon Hipermetilasyon

HIN1 Tiimdr baskilayici Hipermetilasyon

Hmlhl DNA tamiri Hipermetilasyon

LHX6 Transktipsiyonel regiilator Hipermetilasyon

MGMT DNA tamiri Hipermetilasyon

MINT Hipermetilasyon

miR137 Tiimor baskilayict Hipermetilasyon

miR193a Tiimdr baskilayici Hipermetilasyon

MX1 Hipermetilasyon

pl4 Apoptoz, LOH Hipermetilasyon

pl15 Hiicre dongiisti, LOH Hipermetilasyon, delesyon

pl6 Hiicre dongiisti, LOH Hipermetilasyon, mutasyon,
delesyon

p53 Tiimor baskilayici Hipermetilasyon

p73 Apoptoz Hipermetilasyon

Rb Timor baskilayict Hipermetilasyon, mutation

SFRP1 Transcriptional regulator Hipometilasyon

TIMP3 Epitelyal-mezenkimal etkilesimler Hipermetilasyon

2.6. PAX1

Tiim canlilarda 5 adet temel gen ailesinden so6z edilir. Bu gen aileleri

b2 13

fonksiyonlarina gore “regiilator protein gen ailesi”, “immiin sistem proteinleri ailesi”,
“motor proteinler ailesi”, “sinyal iletici proteinler ailesi” ve ‘“siiflandirilamayanlar”
seklinde alt gruplara ayrilir .Insanda (PAX) ve farede (Pax) iyi karakterize edilmis,
dokuz adet genden olusan PAX genleri regiilator protein ailesi igerisinde yer alan

“Paired-box” gen ailesinin tiyesidirler (1,19).

PAX genlerinin dizi temelinde alt gruplara (PAX1 / PAX9, PAX2 / PAX5 /
PAXS, PAX3 / PAX7, PAX4 / PAX6) smiflandirilmasi, gelismekte olan embriyonik
dokulardaki ekspresyon modelleri ile koreledir. Her bir PAX geni, gelismekte olan
embriyodaki karmasik soy belirleme islemlerini diizenleyen farkli bir transkripsiyon

faktorii ailesini kodlar. Baslica rolleri, alternatif RNA eslestirme ve protein
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aktivasyonlar1 veya inhibisyonlart gibi kompleks molekiiler mekanizmalarin
kullanimiyla progenitoér hiicrelerin belirlenmesi ve korunmasidir. Transkripsiyon
faktorleri hiicre niikleusundaki spesifik genlerin transkripsiyon islemlerini kontrol eden
proteinlerdir. PAX genleri tarafindan kodlanan transkripsiyon faktorleri baslica fetal
gelisim sirasinda eksprese olur. Organ gelisiminin dogru bir sekilde siirdiiriilmesinden
ve gelisim sonras1 fonksiyonlarmi diizgiin bir sekilde siirdiimelerinden sorumludurlar.
Organogenez sirasinda transkribe olan bu transkripsiyon faktorleri terminal
farklilasmanin sonraki asamalar1 sirasinda yetiskin dokularda kaybolurlar. Bu diizen
gelisimini tamamlamig organizmada muhafaza edilir. Bununla birlikte, gelisim
tamamlandiktan sonra bile birkag¢ yetiskin dokuda PAX genleri siirli bir sekilde ifade
edilir. Buna karsilik, anormal hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasi, terminal olarak farklilagmig
dokularda meydana gelen ¢esitli neoplastik hastaliklarda gézlemlenen yiiksek PAX gen
ekspresyonu seviyeleri ile iliskilidir (72,107).

Transkripsiyon faktorleri fetal gelisim ve organogenez sirasinda dnemli islevlere
sahiptirler. PAX1 timus paratiroid ve iskelet; PAX2, santral sinir sistemi, bobrek ve goz;
PAX3 ve PAX7 santral sinir sistemi ve iskelet kasi; PAX4, pankreas; PAXS, santral
sinir sistemi; PAX6, burun, gbz, pankreas ve santral sinir sistemi; PAXS, santral sinir

sistemi, bobrek, tiroid; PAX9, iskelet, timus dis gelisiminde rol oynarlar (12).

PAX1, timus, paratiroid ve aksiyal iskeletin olusumunda, fetusun gelisimi
sirasinda kritik bir rol oynar ve omurga gelismesi i¢in gereklidir. Bu gen ayni zamanda
embriyogenez sirasinda model olusumunda rol oynar. PAX1 olmadan omurga gelisimi
tam olarak tamamlanamaz, canlinin biiylime ve gelisimi yeterince desteklenemez ki bu
durum Gliime yol agabilir. PAX1'in Klippel-Feil sendromu ve yiiz dismorfizmi, fincan
seklinde algak kulaklar, isitme kaybi, vertebral defektler dahil iskelet anomalileri,
egimli omuzlar ve hafif zihinsel engellilik ile karakterize Otofasiyaservikal Sendrom

gibi hastaliklar ile iligkili oldugu 6ne stiriilmistiir (98).

Yapilan bazi g¢aligmalar PAX1 geninin metilasyon durumunun rahim agzi
kanserinin saptanmasinda yararli bir biyobelirtegler olarak kullanilabilecegimi
gostermistir (58,61). Bunun yaninda PAX1 geninin DNA metilasyonunun OSCC igin
prognostik bir gosterge olabilecegi diistiniilmektedir (43).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Materyal

“Oral kavitenin malign ve premalign lezyonlarinda PAX1 geninin metilasyon ve
ekspresyonunun arastirilmasi” adli tez projemiz, I1.U. Istanbul Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na 430527 dosya numarasi ile
sunuldu. 14/12/2016 giin ve 43 sayili toplanti sonucunda etik yonden uygunlugu
bildirildi. Calismamiza katilmaya goniilli olan OSCC, OPML ve saglikli hastalarin
tamamina hekimleri tarafindan gerekli bilgiler verilmis ve goniilli onay formlari

okutulmus ve imzalatilmistir.

Calismamizda kullanilan ornekler 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Kulak Burun
Bogaz Hastaliklar1 ve Bag-Boyun Cerrahisi Anabilim Dali’na bagvurmug, OSCC tanisi
konulmus hekimleri tarafondan halihazirda operasyon karari alinmis ve daha once
herhangi bir tedavi gérmemis 30 hasta ile I.U Dis Hekimligi Fakiiltesi, Agiz Dis Cene
Cerrahisi Anabilimdali'na bagvurmus, agiz i¢erisinde OPML siiphesi bulunan ve biyopsi
alman 30 hastadan tedarik edilmistir. Calismada kontrol grubu olarak kullanilan
materyaller kendisinde ve ailesinde malign ve benign tiimor hikayesi bulunmayan,
kanser ya da biyopsi dis1 bir nedenle operasyon gorecek olan 30 saglikli bireyden elde
edilmistir. Toplamda 90 goniilliiden operasyon oncesinde periferik kan 6rnekleri alindi.
Operasyon sirasinda ise, OSCC tanili ve OPML tanili hastalardan tiimor ve eslenik
normal doku aliirken, saglikli hasta grubundan agiz icerisinden normal mukoza 6rnegi
alindi. Calismanin tiim deneyleri, 1.U. Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD,

Aragtirma Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir.

3.1.2. Kullamlan Cihazlar
e Agaroz jel Elektroforez Tanki (BRL Life Tecnologies, ABD)

e Ultra Derin Dondurucu (-80 °C) (Sanyo, Japonya)
e El homojenizatorii (Qiagen, Almanya)
e Etiiv (Hereaus, Almanya)

e Gii¢ Kaynagi (Bio- Metra, Almanya)
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Hassas Terazi (Chyo, Japonya)

Jel Dokiimentasyon Sistemi (Vilber- Lourmat, Almanya)
LightCycler 480

Real Time cihazi (ROCHE, Almanya)

Mikropipetler (Thermo, Isveg)

Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD)
Otoklav (Hiramaya, Japonya)

Sogutmali Santrifiij (Hettich, Almanya)

Vorteks (Snijders, Hollanda)

3.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Agaroz (Wisent MultiCell, Kanada)

Borik asit (Wisent MultiCell, Kanada)

Orange G (Merck, Almanya)

Deoksiriboniikleotid trifosfat (Fermentas, Litvanya)
Ethanol (Riedel De Haen, Almanya)
Etilen-diamin-tetraasetik-asit (Sigma, Almanya)
Etidyum Bromiir (Sigma, Almanya)

Taq Polimeraz (Thermo Scientific, Almanya)
Isopropanol (Riedel De Haen, Almanya)
Magnezyum Kloriir (Thermo, Litvanya)

Proteinaz K (Roche, Almanya)

Riboniikleaz A (Sigma Aldrich, ABD)

Sssl metilaz enzimi (New England Biolabs (NEB), ABD)
Sodyum Dodesil Siilfat (Merck, Almanya)

Tris (Applichem, Almanya).
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3.1.4. Kullanilan Kimyasal Karisimlar

e Parcalama Tamponu (1 L): 155 mM NH4CI 10 mM KHCO3 0.1 mM EDTA
(pH: 8,0)

e SE Tamponu (1 L): 75 mM NaCl 25 mM EDTA 30 mM Tris-HCI (pH: 8,0)

e TE Tamponu (1 L): 20 mM Tris-HCI (pH: 8,0) 1 mM EDTA (pH: 8,0)

e Fenol icin TE Tamponu (0,5 mL): 0,25 mM Tris (pH:8,0) 0,5 mM EDTA
(pH:8,0)

e Fenol/Kloroform/isopropanol: (1:1) (Fenol/Kloroform) / Isopropanol

e Proteinaz K: 20 mg / ml

¢ Riboniikleaz A: 10 mg/ ml

e SDS(1L): 100 g sodyumdodesilsiilfat (%10; pH:7,2)

3.2. YONTEMLER
3.2.1. Materyal Toplama ve Eldesi

3.2.2. Tiikiiriik Eldesi

OSCC tanili, OPML tanili ve saglikli bireyler operasyon Oncesi 1 saat i¢erisinde
stvi ve kat1 besin alinmamasi ve oral temizligin yapilmasi konusunda bilgilendirildi.
Tiikiirtik toplama islemi sirasinda oncelikle hekimler gbzetiminde agiz ici 1dk siire ile
calkaland1 ve temizlendi. 5 dk siiresince herhangi bir uyaran olmaksizin agiz icerisinde
biriktirilen tiikliriik tiim oral mukozada dolastirilarak goniillii bireye verilmis kap
icerisinde toplandi. Islem tiiriikiiriik miktar1 taklasik olarak 5 mL olana kadar devam

ettirildi.

Tiikiiriik eldesi tamamlandiktan sonra laboratuvara teslim edilen Ornekler,
1zotonik su ile 1:2 oraninda sulandirilarak 1950 rpm'de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiiz
sonrast pellete zarar vermeden iis s1v1 uzaklastirilarak, pellet iizerine 2-4 mL kadar PBS
eklendi, pipetak islem yapildi ve 1mL olacak sekilde materyal kriyotiiplere
boliistiiriildii. Bu materyallere tekrar 1950 rpm'de 3 dk santrifiij islemi uygulandi. Ust
sivt dokiilerek pelletler izolasyon isleminde kullanilmak iizere -80°C'de muhafaza

edilmeye baglandi

3.2.3. Serum Eldesi
Operasyon oncesi OSCC tanili, OPML tanili ve saglikli bireylerden §8-10 mL

periferik kan 6rnegi alindi. Toplanan 6rnekler laboratuvara teslim edildi ve 1950 rpm'de
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30 dk boyunca santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasi {istte toplanan sar1 faz (serum)

ImL olacak sekilde kriyotiiplere boliistiiriildii.

3.2.4. Doku Eldesi

OSCC tanist konmug 30 ve OPML tanis1 konmus 30 hastaya ait yaklasik 0,5 cm
capindaki tiimdr ve eslenik normal doku 6rnegi ile 30 saglikli bireyden yaklagik 0,5 cm
capindaki saglikli mukoza dokusu alindiktan sonra ileriki donemlerde izolasyon

islemlerinde kullanilmak tizere -80°C’de saklandi.

3.3. DNA izolasyonu

OSCC tanili1 ve OPML tanili bireyler ile saglikli bireylerden toplanan doku
ornekleri, DNA izolasyonu i¢in, pargalama tamponunun i¢ine alindi. E1 homojenizatorii
kullanilarak ufak pargalara ayrilan dokular 25-30 dk tampon iginde bekletildi ve iyice
homojenize olmalar1 saglandi. Bu islemin ardindan 3000 G'de 10 dk santrifiij islemi
uygulanarak hiicre igerigi ¢oktiiriildii. Ust fazlar dokiildiikten sonra pellet iizerine 10
mL parcalama tamponu eklenerek 10 dk inkiibasyona gecildi. Inkiibasyon sonras1 3000
G'de 10 dk'lik santrifiij islemi tekrarlandi. Islem sonrasi olusan iist fazlar
uzaklagtirilarak pelet lizerine 5 mL SE tamponu, 100 pg/ml Proteinaz K,% 1 SDS, 20
ng/ml Riboniikleaz A karisimi eklendi ve karisim 4-18 saat 37°C 'de su banyosunda
inkiibasyon i¢in bekletildi. Bu siire sonunda tiip i¢ine 5 ml SE Tamponu ve 10 ml Fenol
/ Kloroform karistmi 1:1 oraninda ilave edilerek inkubasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrast 3000 G'de 5 dk santrifiiz uygulandi. Olusan iist faz alinarak 10 mL isopropanol
eklendi ve DNA ipliklerinin ¢okmesi saglandi. izolasyon islemi sonrasi nanadrop
yardimiyla 260 ve 280 nm dalga boylar1 olgiilerek yogunluk ve saflik degerleri
hesaplandi. DNA -80°C'de sonraki islemlerde kullanilmak iizere saklandi.

Elde edilen serum ve tiikiiriikk 6rneklerinden DNA izolasyonu QlAamp DNA
Blood Mini Kit (QIAGEN, Almanya) kullanilarak gerceklestirildi. Kit protokoliine
gore, 200 pL ornekler 1,5 mL’lik santrifiij tiiplerine konularak, {istline 4 pL Proteinaz
(100 pg/mL), 2 uL Riboniikleaz A (20ug/mL) ve 200 pL pargalama tamponu (Buffer
AL) eklendi. 15 saniye vorteksleme islemi sonras1 56°C’de 15 dakika inkiibasyona
birakilarak, inkiibasyon sonras1 200 pL ethanol eklenip 15 saniye vortekslendi. Tiipteki
karisim 2,0 mL’lik kolona aktarildi. 6000 G’de 1dk santrifiij uygulanarak 500 pL
yikama tampon-1 (AW1) eklendi. Sonrasinda 6000 G’de 1 dk santrifiij uygulandi ve alt
stvt dokiildii. 500 pL yikama tampon-2 (AW2) eklenip 20000 G’de3 dk santrifiij islemii
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ugulandi. Kolon yeni bir tiipe aktarilarak tekrar 20000 G’de 1dk santrifiij edilerek yeni
tiipe aktarildi ve 100 pL eliisyon buffer (AE) eklenip 5dk oda sicakliginda bekletilerek
6000 G’de 1dk santrfiij islemi uygulandi. Elde edilen DNA’lar -80°C’de saklandi.

3.4. Bisiilfit Modifikasyon Islemleri

Bisiilfit modifikasyon islemi sonrast metillenmemis olan sitozin urasile
dontisiirken, metillenmis sitozin degisime ugramaz ve ayn kalir. OSCC tanili. OPML
tanili ve saglikli goniilliilere ait timor ve normal esknik doku ile viicut sivilarindan elde
edilen DNA'nin bisiilfit modifikasyon islemi doniisimii EZ Gold DNA Methylation Kiti
(ZYMO, Almanya) kullanilarak protokole ugun olarak gergeklestirildi. 20 ul DNA, ayr1
bir tiipte 130 pl bisiilfit donilisiim reajani eklenerek, PCR cihazinda 95°C'de 30 saniye
ve 50°C’de 1 saat, 16 siklus inkiibasyon yapildi. Sonrasinda 600 pl baglanma tamponu
eklendi. Filtreli kolon tiiplere islenmis ornekler transfer edildi ve santrifiij ile DNA’lar
kolonlara baglandi. 100 pl yikama tamponu kullanilarak yikama ve santrifiijii takiben
200 pl desiilfonasyon tamponu eklenerek santrifiij sonrasi tekrardan 200 pl yikama
tamponu yikama islemi gergeklestirildi. Son islem olarak 10 pl eliisyon tamponu
kullanilarak bisiilfit donlisimili tamamlanmig oldu. bisiilfit donilistimii ger¢eklesen DNA

ornekleri metilasyon array calismasina kadar -20°C’ de saklandi.

3.5. RNA izolasyon Islemi

OPML ve OSCC grubu ile saglikli bireylerden elde edilen doku &rneklerinden
RNA izolasyonu SV Total RNA Izolasyon Kiti(Promega, ABD) kullanilarak yapildi.
1,5 mL’lik tliplere alinan doku ornekleri tstiine 500 pLTriPure Isolation Reagent
(Roche, Almanya) eklendi ve el homojenizatori (QIAGEN, Almanya) yardimiyla
homojenize dokular homojenize edildi. Islem sonrasinda iizerine 100 pL kloroform
eklendi. Karisim vortekslendi ve sonrasinda, 12000 G’de 10dk santrifiij edildi. Ustte
toplanan seffaf faz toplanip ayr1 bir tiipe koyularak 200 pl %95 etanol eklenip pipetaj
iselemi gergeklestirildikten sonra kit protokoliindeki adimlar dogrultusunda RNA
izolasyonu gerceklestirildi. Nanodrop cihazinin yardimiyla elde edilen RNA’larin

miktar ve saflig1 6l¢iildii ve kalite kontrolii tamamlanda.

3.6. cDNA Sentezi
OPML, OSCC ve saglikli bireylerden toplanan 6rneklerden elde edilmis RNA
orneklerinin ¢cDNA doniisiimiinii gergeklestirmek i¢in RevertAid First Strand ¢cDNA
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Sentez Kiti (Thermo Scientific, Almanya) kullanilmistir. Reaksiyon karisimi ve

reaksiyon kosullar1 tablolardaki gibi hazirlanarak gerceklestirilmistir.

Tablo 6 : Reaksiyon karisimi

Bilesen Miktari
Total RNA (100 ng) Degisken
dH,0 11uL — totalRNA hacmi
Random primer 1 ulL
5X RT Reaksiyon tampon 4 uL
RNaz Inhibitorii 1 pL
10 mM dNTP mix 2 uL
Reverse Transkriptaz 1 uL
Toplam hacim 20 uL

Tablo 7 : Reaksiyon kosullar:

Sicakhik Siire
25°C 5dk
42°C 60 dk
70°C 5 dk

3.7. Primer Prob Tasarim

Bu tez ¢alismasinda PAX1 genine ait metilasyon ile ekspresyon primer ve prob
tasarimi internet iizerinden kullanima acik olan Methprimer ve Primer3Plus programlari
kullanilarak yapilmistir. Refereans olarak kullanilan ACTB geninin primer dizileri

Demokan ve ark. Tarafindan gerceklestirilen calismadan alinmstir.

3.8. QMSP Teknigi ile Metilasyon Seviyesinin Belirlenmesi

OSCC ile OPML dokularindan ve saglikli bireylerden elde edilen normal
mukozalara ait DNA 6rneklerinde, hedef gen olan PAX1 geninin promoter bolgesindeki
metilasyon varligir incelenmistir. DNA izolasyonu sonrast bisiilfit doniistim ile
modifikasyonlar1 gerceklestirilen BS-DNA lar ile kantitatif gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemi araciligr ile 5S’ucunda 6-florosein amitid (FAM)
ile 3’ucunda FAM baskilayict (quencher) gorevi olan karboksitetrametilrodamin
(TAMRA) ile isaretlenmis TagMan hidroliz probu (TagMan) ile degerlendirildi.
Amplifikasyonlar 96 kuyulu platelerde Lightcycler 480 cihazinda gergeklestirilmistir.
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Her bir 6rnek duplike olarak ¢alisiimistir. DNA icermeyen ornekler negatif kontrol,
saglikli kisilerin lenfositlerinden elde edilen DNA ornekleri de SssI metiltransferaz
muamelesi sonrasi bisiilfit degisimi gerceklestirilerek yapilan %100 metile edilen DNA
lar pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Kantitatif metilasyon degerleri ile iliskili genin

referans gen ile oranlanmasi ile hesaplanmistir (iliskili gen/referans gen x 100).

3.8.1. Metilasyon Deneylerinde Kullanilan Reaksiyon Kosullari

Tablo 8 : Metilasyon deneyleri reaksiyon kosullari

Siklus sayis1 Derece Zaman

Denatiirasyon 1 95°C 5dk
Baglanma 50 95°C 15s
60°C 1dk

72°C 15s

Soguma 1 40°C 1 dk

3.9. QRT-PCR Yontemi ile Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

Serum ve dokulardan elde edilen RNA o6rnekleri cDNA ya gevrildikten sonra
SYBR Green temelli kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR)
ile ekspresyon seviyeleri belirlendi. Deneylerde, PCR kosullarinin sonuna erime egrisi
(melting curve) programi da eklendi. Erime egrisi grafiklerine bakilarak, ¢ogaltilan
ritinlerin istenilen {irlin  olup olmadigim1 da kontrol edildi. Reaksiyon karigimi ve

kosullar tablolarda verilmistir.

3.9.1. Ekspresyon deneylerinde kullanilan reaksiyon kosullar:

Tablo 9 : Ekspresyon deneyleri reaksiyon kosullari

Siklus sayis1 Derece Zaman

Denatiirasyon 1 95°C 5dk
Baglanma 45 95°C 15s
60°C 1dk

Erime egrisi 1 95°C 10s
(Melting curve) 55°C 20s
95°C cont.

Soguma 1 40°C 30s
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3.9.2. Ekspresyon deneylerinde kullanilan reaksiyon karisimi

QRT-PCR yontemi ile Ct (floresan diizeyinin cihaz tarafindan olgiilebilen esik
degeri astig1 dongii, olan cycle treshold) degerleri bulundu. Sonrasinda Ct degerleri
kullanilarak hedef gen ile referans gen arasindaki farki olan ACt degerleri hesaplandi.
Bu deger kullanilarak AACt=Ct(Hedef gen-Referans gen)timoér — Ct(Hedef gen-

Referans gen)normal formulii kullanilarak relatif ekspresyon degeri (2-AACt )

hesaplandi.
Reaksiyon Karisim 1 6rnek icin

hacim

10X LightCycler 480 DNA Master SYBR Green Master 10 uL

Mix

10 uM Primer (Forward) 2 uL

10 uM Primer (Reverse) 2 uL

dH,O (PCR grade) 3ul

cDNA 3uL

3.10. Veri Analizi

[statistiksel ~ analizler =~ SPSS  versiyon 17.0  programi  yardimiyla
gerceklestirilmistir. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu histogram grafikleri ve
Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. Tanimlayict analizler sunulurken ortalama,
standart sapma, say1 ve yiizde degerler kullanilmistir. 2x2 go6zlerde Pearson Ki Kare ve
Fisher’s Exact Testleri ile karsilastirildi. Yasin, cinsiyetin, sigara ve alkol kullaniminin;
tiimorde ve normal dokuda metilasyon varlig1 ile ekspresyon seviyesindeki artisa ve
azalmaya etkisi regresyon analizi ile incelenmistir. P-degerinin 0.05’in altinda oldugu

durumlar istatistiksel olarak anlamli sonuglar seklinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik ve Klinik Ozellikler

Calismaya 30 malign 30 premalign ve 29 saglikli grupta olmak iizere toplam 89
kisi alinmistir. Saglikli grup igerisindeki bir drnekte gozlemlenen anormal metilasyon
degerleri sebebiyle ilgili 6rnekten elde edilen sonuglar istatistiksel analize dahil

edilmemistir.

Malign hasta grubunun yas ortalamasi 59,93+12,48 iken erkek orani (%70)
kadin oranindan (%30) fazladir. Hastalarin %63,33°1 (19/30) sigara kullanmakta ve
%3,33’1i (1/30) alkol kullanmaktadir. Malign hastalarinda tiimor anatomik olarak %30
(9/30) dil, %26.6 (8/30) bukkal mukoza, %13.3 (4/30) inferior alveolar ark, %10 (3/10)
agiz tabani, %10 (3/10) retromolar trigon ve %10 (3/10) sert damak tutulumu
gostermistir. Malign grubunda bulunan hastalarin TNM siniflamasina gore %50,00’si
(15/30) evre 1V, %20’si (6/30) evre 11, %20,00’s1 (6/30) evre III ve %10°u (3/30) evre
Idir.

Calismaya katilan premalign hasta grubunun yas oralamasi 50,40+13,63 tiir.
Premalign hasta grubunda kadin orani (%50) ile erkek orani (%50) esittir. Hastalarin
%356,67°1 (17/30) sigara kullanmakta ve %20’si (6/30) alkol kullanmaktadir. Premalign
grubundaki hastalar histopatolojik tanilarina gore simiflandrilmistir. Buna gore
hastalarin %46.6’s1 (14/30) retikiiler liken planus, %33.3’l (10/30) eroziv liken planus
ve %20’s1 (6/30) displazi tanis1 almistir. Histopatolojik olarak displazi tanisit alan 6

hastanin klinik goriintiisii I6koplaki seklindedir.

Caligmaya katilan saglikli bireylerin yas ortalamasi 49,57+9,47°dir. Bu grupta
erkek orani (%55,17) kadin oranindan (%44,83) fazladir ve katilimcilarin %41,37’si
(12/29) sigara, %27,58’1 (8/29) alkol kullanmaktadir.

Yas, cinsiyet, sigara ve alkol kullanimi1 gruplar arasinda karsilastirilmistir. Buna
gore saglikli grubun yas ortalamasi malign ve premalign gruba gore daha diisiiktiir.
Alkol kullanma orani saglikli grupta, malign ve premalign gruba gore daha yiiksektir.
Hasta gruplar ile saglikli grup arasindaki sigara ve alkol kullanim oranlari {izerinde

gruplar arasindaki sosyoekonomik diizey farkliliklarinin etkisinin oldugu sdylenebilir.



Tablo 10 : Calismaya katilanlarin demografik 6zellikleri
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Toplam Malign Premalign Saglikli %95 G.A.
n | % n ‘ % n ‘ % n ‘ % P Alt | Ust
Yas 55,30+£12,76 | 59,93+12,48 | 50,40+13,63 | 49,57+9,47 | <0,001 | <0,001 | 0,033
L Erkek | 52 | (58,42) | 21 | (70,00) | 15| (50,00) | 16 | (55,17)
Cinsiyet 0,122 | 0,055 | 0,190
Kadin | 37 | (41,58) | 9 | (30,00) | 15| (50,00) |13 | (44,83)
. Yok |41 (46,06) | 11 | (36,67) | 13| (43,33) | 17| (58,62)
Sigara 0,522 | 0,419 | 0,625
Var 48 | (53,94) | 19| (63,33) | 17 | (56,67) | 12| (41,38)
Yok |74 (83,14) | 29| (96,67) | 24 | (80,00) |21 (72,41)
Alkol <0,001 | <0,001 | 0,033
Var 15| (16,86) | 1 | (3,33) | 6 | (20,00) | 8 | (27,59)
70,00% 70,00%
W Erkek ®Kadin
60,00% 28,42% 55,17%
50,00%50,00%
50,00% 46,67%
41,58%
40,00%
30,00%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%
Toplam Malin Premalin Saglikli

Sekil 1 : Cinsiyet oranlarinin genel ve gruplara gore dagilim

70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

53,94%

I 16,67%

Toplam

63,33%

I 3,33%
[ |

Malin

56,67%

20,00%

Premalin

M Sigara ® Alkol

41,38%

Saghkh

27,59%

Sekil 2 : Sigara ve alkol kullanimi oranlarinin gruplara gore ve genel dagilim




Tablo 11 : Premalign hastalarin histopatolojik tani oranlari
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Premalign
n %
Liken Planus 14 (46,67)
Eroziv Liken Planus 10 (33,33)
Displazi 6 (20,00)
Tablo 12 : Malign grupta tiimor tutulunu tipleri
n %
Agiz Tabani 1 3 (10,00)
Bukkal Mukoza 2 8 (26,67)
Dil 3 9 (30,00)
Inferior Alveolar Ark 4 4 (13,33)
Sert Damak Tutulumu 5 3 (10,00)
Retromolar 6 3 (10,00)
Tablo 13 : Malign hastalarin TNM siniflamasi
n %
Evre 1 3 (10,00)
Evre 2 6 (20,00)
Evre 3 6 (20,00)
Evre 4 15 (50,00)

Evre 1
10%

Evre 4
50%

Evre 2
20%
Evre 3

20%

Sekil 3: Malign hastalarin TNM siniflamasi evre oranlari
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16 hastada (%53,33) LNT, 10 hastada (%33,33) metastaz vardir. 25 hastanin (%83,33)
diferansiyasyon derecesi ortadir. 5 hastada ise (%16,67) niiks goriilmiistiir (Tablo 14).

Tablo 14 : Malign gruptaki hastalarin evre, LNT, metasataz ve niiks oranlar

n %

Yok 14 (46,67)
LNT Var 16 (53,33)
Yok 20 (66,67)

Met
elastaz Var 10 (33.33)
Az 1 (3,33)
Differansiyasyon derecesi Orta 25 (83,33)
Iyi 4 (13,33)
. Yok 25 (83,33)
Niks Var 5 (16,67)

4.2. PAX1 Geninin Metilasyon Analiz Sonuglari

Calismamizda OSCC ve OPML tanis1 almig 30’ar hastaya ait tiimor/eslenik
normal doku, serum ve tiikiiriikk 6rnekleri ile kendisinde ve ailesinde malign/benign
timdr Oykiisii bulunmayan 29 saglikli bireye ait normal mukoza, serum ve tiikiiriik
orneklerinin metilasyon durumu Kantitatif Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir
Reaksiyonu yontemi (QMSP) ile arastirildi. Kantitatif 6l¢lim yapilmasi amactyla, %100
metillenmis standart ve seri diliisyonlar (1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000) kullanilmistir.
Calismada negatif kontrol olarak ise distile su ve bisiilfit modifiye edilmis LN-DNA’s1
kullanilmistir. Sonuglarin analizi, LightCycler 480 yaziliminda Absoliit Hesaplama/Fit
Points programi ile gergeklestirildi. Saglikli grup icerisinde bulunan bir bireyin
orneklerinde cikan anormal metilasyon degerleri sebebiyle orneklerden elde edilen
veriler istatistiksel analizlere dahil edilmedi. Hedef ve referans gene ait amplifikasyon

egrileri Sekil 4 ve Sekil 5’de , standart curve egrisi ise Sekil 6’da gosterilmektedir.
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Amplification Curves
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Fluorescence (465-510)
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Sekil 4: %100 metile standart ve diliisyonlarinin ACTB genine ait amplifikasyon egrileri

Amplification Curves
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Fluorescence {465-510)

1.0E0
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Sekil 5 : %100 metile standart ve diliisyonlarinin hedef PAX1 genine ait egrileri

Standard Curve

E 3n
Error: 0,000486 g
Efficiency: 1,833 = 28
Slope: -3.739 =
Ylntercept: 38,76 g 26
9 a4

Log Concentration

Sekil 6 : %100 metile standart ve diliisyonlarinda ACTB ve PAX1 genlerine ait standart
egri

OSCC hastalarina ait eslenik normal, timoér doku ile serum ve tiikiiriik
orneklerindeki PAX1 genindeki metilasyon oranlari sirasiyla %50 (15/30), %73,3
(22/30), %40 (12/30) ve %66,67 (20/30) olarak bulundu (Sekil 7).
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Sekil 7 : OSCC hastalarina ait tiimor, eslenik normal doku ile serum ve tiikiiriik
orneklerindeki metilasyon oranlari (p-value)

OPML hastalarina ait eslenik normal, timor doku ile serum ve tiikiiriik
orneklerindeki PAX1 genindeki metilasyon oranlari sirasiyla %56,67 (17/30), %83,3
(25/30), %26,67 (8/30) ve %20 (6/30) olarak bulundu (Sekil 8).

OPML
100 ——— Q00000000 -
(@)
90
o 80 ©] o
o @
El 70 ~ 9 o Normal
D 60 O
; —\? 50 o O TUmor
o) < @O @)
‘>’-, 40 @) Serum
< 30 ©
] ® o Tiikiiriik
m 20
= 10 /o)
o) 0 o ©
0 ° eeee) O 00—
% 56,67 % 83,3 % 26,67 % 20
(17/30) (25/30) (8/30) (6/30)

Sekil 8 : OPML hastalarina ait tiimér, eslenik normal doku ile serum ve tiikiiriik
orneklerindeki metilasyon oranlari (p-value)
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Saglikli bireylere ait normal mukoza ile serum ve tiikiiriik 6rneklerindeki PAX1
genindeki metilasyon oranlari sirasiyla %6,6 (2/29), %0 (0/29) ve %10,3 (3/29) olarak
bulundu (Sekil 9).

14.00 Saghikh

12,00

10,00

8,00

O Normal

6,00 O Tukarik

4,00

METILASYON YUZDESi
(%)

2,00 ®

0,00

@)

O—O
%6,8 %0 %10,3
(2/29) (0/29) (3/29)

Sekil 9 : Saghkh bireylere ait normal mukoza ile serum ve tiikiiriik 6rneklerindeki
metilasyon oranlar (§-value)

4.3. PAX1 Geninin Ekspresyon Analiz Sonuglari

Calismamizda OSCC ve OPML tanis1 almis 30’ar hastaya ait tiimor/eslenik
normal doku, serum ve tiikiiriik ornekleri ile kendisinde ve ailesinde malign/benin
tiimor Oykiisii bulunmayan 29 saglikli bireyin normal doku, serum ve tiikiiriik 6rnekleri
kullanmilmistir. Hasta ve saglikli bireylerin 6rneklerinde ekspresyon seviyeleri, SYBR
Green igeren reaksiyon karisimi ve Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (QRT-PCR) teknigi kullanilarak incelendi. Sonrasinda hedef gen ve
referans (ACTB) genlerinin ekspresyon sonuglarindan elde edilen Ct degerleri
kullanilarak 24 degerleri tiim Ornekler i¢in normalize edildi. Sonuglarin analizi
LightCycler 480 yazilimindaki Temel Relatif Ol¢iim (Basic Relative Quantification)
programi ile yapilmis ve tiimor dokusunun ZACtdegerlerinin normal dokunun 24
degerlerine gore kat degisimleri(fold change) 2" formiilii ile hesaplanmistir. Buna

gore 2’nin lizerinde olan degerler tiimor dokusunda eslenik normal ya da saglikli
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mukozaya oranla ekspresyon artisi1, 2’nin altindaki degerler ise ekspresyon azalisi olarak

degerlendirildi.

Flucrescence History

Sekil 10 : Hastalara ait 6rneklerin hedef gen (PAX1) ve referans gendeki amplifikasyon
egrileri

PAX1 geninin ekspresyon diizeyleri referans genin OSCC ve OPML hastalarinin
tiimdr/eslenik normal doku, serum ve tiikiiriikk 6rneklerindeki ekspresyon diizeyleri ile
saglikli bireylere ait normal mukoza, serum ve tiikiiriik O6rneklerindeki ekspresyon

diizeyleri 2°“' metodu ile relatif olarak hesaplandi (Sekil 10,11,12,13).
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Sekil 11 : OSCC hastalarimin tiimor/eslenik normal doku, serum ve tiikiiriik 6rneklerinin
ekspresyon diizeyleri normalize edilerek 2ACt metodu ile relatif olarak

degerlendirilmesi



PREMALIN

SOPS 63

SOPS 61

SOPS 60

SOPS 59

SOPS 57

SOPS 54
SOPS 53

SOPS 49
SOPS 48
SOPS 45
SOPS 44
SOPS 43
SOPS 40
SOPS 37
SOPS 31
SOPS 28
SOPS 25
SOPS 20
SOPS 19
SOPS 18
SOPS 16
SOPS 14
SOPS 13
SOPS 12

SOPS 11
SOPS 10

-20 -10

=1

0 1

P
E—
0 20

B Takirik ®=Serum MW TUmor ™ Normal

30

53

Sekil 12 : OPML hastalarimin tiimor/eslenik normal doku, serum ve tiikiiriik 6rneklerinin
ekspresyon diizeyleri normalize edilerek 2ACt metodu ile relatif olarak

degerlendirilmesi
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SAGLIKLI

-10 15 20 25

B Takirtk = Serum ™ Normal

Sekil 13 : Saghkh bireylerin mukoza, serum ve tiikiirilk érneklerindeki ekspresyon
diizeyleri normalize edilerek 2ACt metodu ile relatif olarak degerlendirildi



55

PAX1 geninin OSCC ve OPML hastalarina ait timoér ve eslenik normal

22 metodu ile relatif olarak hesapland: (Sekil

dokularindaki ekspresyon diizeyleri
11,12). OSCC hastalarin %50’sinde (15/30) tiimor dokusunda eslenik normal dokuya
oranla ekspresyon seviyesinde azalma ve %43,3’tinde (13/30) ekspresyon seviyesinde
artma gozlenirken 2 hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlenmedi. OPML
hastalarin  %36,6’sinda (11/30) timor dokusunda eslenik normal dokuya oranla
ekspresyon seviyesinde artma ve %60’inda (18/30) ekspresyon seviyesinde azalma

gozlenirken 1 hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlenmedi (Sekil 14,15).

0scCC

o (T/N)

[y
[en}
(en}

N
(a1

(0]
D

o
<zt 25 ® O
T3 o Q80 8 S
A & 6 ) O O
o = o ©
hrd
. 8 0o
. @)
o Azalma Artma
%50 (15/30) %43,3 (13/30)

Sekil 14 : PAX1 geninin ekspresyon diizeyleri ile referans genin (ACTB) OSCC
hastalarina ait tiimor (T) ve eslenik normal (N) doku 6rneklerindeki ekspresyon
diizeyleri 2-AACt metodu ile relatif olarak hesaplandi
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Sekil 15 : PAX1 geninin ekspresyon diizeyleri ile referans genin (ACTB) OPML
hastalarina ait tiimoér (T) ve eslenik normal (N) doku érneklerindeki ekspresyon
diizeyleri 2-AACt metodu ile relatif olarak hesaplandi.

OPML ve OSCC hastalarina ait tiimor dokusunda eslenik normal ya da saglikli
mukozaya oranla ekspresyon azalist veya artis1 ile hastalara ait klinikopatolojik
bilgilerin istatiksel olarak karsilastiriimas1 IBM SPSS Statistics 20 programi yardimiyla
gerceklestirildi.

4.4. PAX1 Geninin Metilasyona Bagh Ekspresyon Seviyesindeki Azalma

Premalign grupta timor dokusunda PAX1 geninin promoter bdlgesinde
metilasyon gozlenen 25 hastanin %56’sinda (14/25) tiimoér dokusunda eslenik normal
dokusuna gore ekspresyon seviyesinde azalma oldugu tespit edildi. Tiimér dokusunda
metilasyon gézlenen hastalarin %28’inde (7/25) serumunda metilasyon gézlendi. Timor
dokusunda metilasyon gozlenen 25 hastanin %20’sinde (5/25) tiikiiriik 6rneklerinde
metilasyon gozlendi. Premalign grupta yer alan 2 hastanin hem tiimor hem serum hem
de tiikiirik oOrneklerinde metilasyona rastlanirken; bu iki hastanin birinde timor
dokusunda eslenik normal dokuya gore ekspresyon seviyesinde azalma oldugu

gozlendi.
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Malign grupta timor dokusunda PAX1 geninin promoter bolgesinde metilasyon
gozlenen 22 hastanin %59,09’unda (13/22) tiimor dokusunda eslenik normal dokuya
gore ekspresyon seviyesinde azalma oldugu tespit edildi. Tiimor dokusunda metilasyon
gozlenen hastalarin tiikiirik 6rneklerinin %68,18’inde (15/22), serum &rneklerinin
%45,5’inde (10/22) ise metilasyon gozlendi. Malign grupta yer alan 4 hastanin ise hem
timor hem de serum ve tiikiiriik Orneklerininde metilasyon gozlenirken; tiimor

dokusunda eslenik normal dokuya gore ekspresyon seviyelerinde azalma oldugu tespit

edildi.

4.5. Metilasyon ve Ekspresyon Sonuc¢larim Birlikte Degerlendirilmesi
Differansiyasyon derecesine gore tiimor, serum ve tiikiiriikte metilasyon varligi

oranlar1 incelendiginde anlaml bir iliski bulunamamistir (Tablo 15).

Tablo 15 : Differansiyasyon derecesine gore tiimor, serum ve tiikiiriikte metilasyon

Differansiyasyon derecesi
Az Orta Iyi p
n % n % n %
. Yok |0]| (00) | 8| (32000 [o] (0,00
M -
et-timor var | 1| (10000) |17 | (68.00) | 4| (w0000 | %%
Yok |1| (100,000 | 16 | (64,00) | 1| (25,00)
Met- 0,238
e-serm var |0| (00) | 9 | (3600) |3| (7500)
. Yok |1| (100000 | 8 | (32,000 | 1| (25,00)
Met-tiikiiriik 42
el-uikir var 0] (o0) |17 (6800) |3| (7500 | °°

Differansiyasyon derecesine gore metilasyon ve metilasyona bagli ekspresyon

degerleri karsilastirildiginda anlamli iliski olmadigi saptanmustir (Tablo 16).

Tablo 16 : Differansiyasyon derecesine gore metilasyon ve metilasyona bagh ekspresyon

degerleri
Differansiyasyon derecesi
Az Orta Iyi p
Ort | s.s. | Medyan Ort S.S. Medyan | Ort S.S. Medyan
Artis A0 | £ ,40 616,33 | +3061,15 ,63 4,47 | 342 4,03 0,419
Azalig -253 | +. -2,53 -129,92 | +402,34 -1,59 -,46 +,51 -,26 0,419
Normal dokuda metilasyon 00 | + ,00 33,36 +46,57 ,00 56,71 | £36,18 57,70 0,189
Tiimor dokusunda metilasyon 44 |+ A4 40,23 +43,76 32,28 | 84,36 | £21,76 | 91,79 0,186
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Malign hastalarina ait eslenik normal, timor doku ile serum ve tiikiiriik
orneklerindeki PAX1 genindeki metilasyon oranlart sirasiyla %50,00 (15/30), %73,33
(22/30), %40 (12/30) ve %66,67 (20/30) olarak bulunmustur. Premalign hastalarina ait
eslenik normal, tiimor doku ile serum ve tiikiiriik Orneklerindeki PAX1 genindeki
metilasyon oranlar sirasiyla %56,67 (17/30), %83,33 (25/30), %26,67 (8/30) ve %20
(6/30) olarak bulunmustur.

Malign hastalarin %43,33’tinde (13/30) tiimor dokusunda eslenik normal dokuya
oranla ekspresyon seviyesinde artma ve %350’sinde (15/30) ekspresyon seviyesinde
azalma gozlenirken 2 hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlenmedi.
Premalign hastalarin %36,67’sinde (11/30) tiimor dokusunda eslenik normal dokuya
oranla ekspresyon seviyesinde artma ve %60,00’1nda (18/30) ekspresyon seviyesinde
azalma gozlenirken 1 hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik gézlenmedi.

Malign ve premalign gruplart arasinda ekspresyon degisimi ve metilasyon
oranlar1 karsilagtirildiginda; malign grubun tiikiiriikteki metilasyon orani (%66,67)
premalign gruba gore (%20,00) daha yiiksektir (p<0,001). Gruplar arasinda ekspresyon
degisimi, normal ve tiimér dokuda metilasyon varligi bakimindan anlamli fark
bulunamamistir (Tablo 17).

Malign grup ve saglikli grup metilasyon oranlari karsilastirildiginda, malign
grup eslenik normal doku, serum ve tiikiiriikk 6rneklerindeki PAX1 metilasyonu anlaml
derecede yiiksek bulunmustur (Tablo 18).

Premalign grup ve saglikli grup metilasyon oranlar1 karsilastirildiginda,
premalign grup eslenik normal doku ve serum orneklerindeki PAX1 metilasyonu

anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Tablo 19).

Tablo 17 : Malign ve premalign grup ekspresyon degisimi ve metilasyon oranlari

Malign Premalign 1
n % n % P
Srparts ver 15 [ (wass |1 [ eeny| °°
ver 15 o0 | 18 ooy | %
T e aE R
o L0 L2 L |
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e Yok 10 (33,33) 24 (80,00)
Met-tiikiiriik
eh-tkrt Var 20 | (6667) | 6 | (2000 | 0001
Normal dokuda Yok 15 (50,00) 13 (43,33) 0.605
metilasyon Var 15 | (50,00) | 17 | (56,67) ’
'Ki-Kare Testi
Tablo 18 : Malign ve saghklh grup metilasyon oranlari
Malign Saglikli
n % n % P
Yok 18 (60,00) 29 (73,33)
Met- .0001
el-serum Var 12 | @000) | 0 | @667) | 0%
o Yok 10 | (33,33) | 26 | (80,00)
Met-tiikiiriik .
M Var 20 | (6667) | 3 | (20,00) | < 0-00001
Normal dokuda Yok 15 (50,00) 27 (43,33) 0.0004
metilasyon Var 15 | (50,00) 2 (56,67) '
'Fisher’s Exact
Tablo 19 : Premalign ve saghkl grup metilasyon oranlari
Premalign Saglikli 1
n % n % P
Yok 22 | (73,33) | 29 | (100,00)
Met- 0.0046
elserum Var 8 | (2667 | 0 | (00)
. Yok 24 | (80,00) | 26 | (89,66)
Met-tiikiiriik 0.4716
etk Var 6 | (2000) | 3 | (10,34)
Normal dokuda Yok 13 (43,33) 27 (43,33) 0.0001
metilasyon Var 17 | (56,67) 2 (56,67) '

'Fisher’s Exact
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Sekil 16 : Gruplara gore met-tiikiiriik oranlari

80,00%

20,00%

Premalin

W Var

W Yok

60

Yasin, cinsiyetin, sigara ve alkol kullaniminin; tiimérde ve normal dokuda

metilasyon varligi ile ekspresyon seviyesindeki artisa ve azalmaya etkisi binary lojistik

regresyon analiziyle incelendiginde, herhangi bir etkisinin olmadigi saptanmistir (Tablo

20,21,22,23).

Tablo 20 : Tiimorde metilasyon varhgim etkileyen faktorlerin incelenmesi

B SE Exp(B) %95 Giiven A"rahgl 0
Alt sinir Ust sinir
Yas 0,016 | 0,023 1,016 0,971 1,063 0,487
Cinsiyet -0,315 | 0,698 0,730 0,186 2,864 0,651
Sigara -0,702 | 0,710 0,495 0,123 1,991 0,322
Alkol 0,938 1,171 2,554 0,257 25,347 0,423
Sabit 0,627 1,545 1,872 0,685
B: modelleme katsayist S.E. Standart hata Exp (B): Etki katsayis1
Tablo 21 : Normal dokuda metilasyon varhgim etkileyen faktorlerin incelenmesi
5 SE. Exp(B) %95 Giiven A"rahgl 5
Alt sinir Ust sinir
Yas 0,008 | 0,020 1,008 0,970 1,048 0,683
Cinsiyet 0,094 | 0,621 1,099 0,325 3,715 0,879
Sigara -0,392 | 0,613 0,676 0,203 2,249 0,523
Alkol 1,039 | 0,924 2,828 0,463 17,283 0,260
Sabit -0,229 | 1,347 0,795 0,865

B: modelleme katsayis1 S.E. Standart hata Exp (B): Etki katsayis1




Tablo 22 : Ekspresyon artisim etkileyen faktorlerin incelenmesi
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%95 Giiven Aralig1
B SE. Exp(B) Alt sinir Ust siir P
Yas -0,119 | 0,558 0,887 0,297 2,648 0,830
Cinsiyet -0,768 | 0,665 0,464 0,126 1,709 0,248
Sigara -0,967 | 0,632 0,380 0,110 1,312 0,126
Alkol -0,641 | 0,932 0,527 0,085 3,272 0,492
Sabit 0,602 | 0,715 1,826 0,400
B: modelleme katsayist S.E. Standart hata Exp (B): Etki katsayis1
Tablo 23 : Ekspresyon azalmasim etkileyen faktorlerin incelenmesi
%95 Giiven Aralig1
B SE. Exp(B) Alt sinir Ust smir P
Yas 0,046 | 0,553 1,047 0,354 3,097 0,934
Cinsiyet 0,825 | 0,660 2,282 0,626 8,321 0,211
Sigara 0,898 | 0,628 2,455 0,717 8,400 0,153
Alkol 0,927 | 0,929 2,526 0,409 15,594 0,318
Sabit -0,789 | 0,725 0,454 0,277

B: modelleme katsayist S.E. Standart hata Exp (B): Etki katsayisi

Malign grupta TNM evrelerine gore ekspresyon degisimi ve metilasyon varligi

oranlart incelendiginde; evre 3 ve 4’teki ekspresyon azalisi olanlarin oraninin evrel ve

2’dekilere gore daha yiiksek oldugu (p:0,034) goriilmiistiir (Tablo 24).

Tablo 24 : Malign grupta ekspresyon degisimi ve metilasyon varhiginin TNM evrelerine
gore oranlar

Evre
1 2 3 4 p'
n % n % n % n %

Exp-artis Yok [1] (33,33) |1| (16,67) |4]| (66,67) | 11| (73,33) 0.089
Var |2| (66,67) |5]| (83,33) |2 (33,33) | 4 | (26,67) | '

Exp-azalis Yok | 2| (66,67) |6] (100,00) |2 (33,33) | 5 |(33,33) 0.034
Var |1] (33,33) 0| (,00) |4](66,67)|10|(66,67)|

Met-timor Yok [2] (66,67) |2| (33,33) |2](33,33) | 2 | (13,33) 0.252
Var |1| (33,33) | 4| (66,67) |4|(66,67)|13]|(86,67) | '

Met-serum Yok |3 (100,00) | 3| (50,00) |2](33,33) |10 (66,67) 0.230
Var |0| (,00) |[3| (50,00) |4]|(66,67)| 5 |(33,33)| '

Met-tiikiiriik Yok [1] (33,33) |2| (33,33) |1](16,67) | 6 | (40,00) 0.789
Var |2| (66,67) |4| (66,67) |5](83,33) | 9 | (60,00) |

Normal dokuda Yok |2| (66,67) |2] (33,33) |5](83,33) | 6 | (40,00) 0.234
metilasyon Var |1| (33,33) |4| (66,67) |1|(16,67)| 9 | (60,00) |

Ki-Kare Testi




62

TNM evreleri, erken evre (evre 1 ve 2) ve geg evre (evre 3 ve 4) olarak ayrilmis
ve metilasyon ile metilasyona bagli ekspresyon oranlari karsilastirilmistir. Buna gore
erken evre hastalarinda ekspresyon artist olanlarin orani (%77,78) ge¢ evre hastalarina
gore (%28,57) daha yiiksektir (p:0,020). Geg¢ evre hastalarinda ekspresyon azalisi
olanlarin orani (%66,67) erken evre hastalara gore (%11,11) daha yiiksektir (p:0,014)
(Tablo 25,26).

Tablo 25 : Evreye gore metilasyon ve metilasyona bagh ekspresyon oranlari

Erken evre Geg evre )
n % n % P
Yok 2 (22,22) 15 (71,43)
Exp-art 2
p-artis var | 7 | 7778) | 6 | (2857) | 20
Yok 8 88,89 7 33,33
Exp-azalig ( ) ( ) 0,014
Var 1 (11,11) 14 (66,67)
Yok 4 4444 4 1
Met-tiimér 0 (44.44) (19.05) | 4,195
Var 5 (55,56) 17 (80,95)
Yok 6 (66,67) 12 (57,14)
Met-serum 0,704
Var 3 (33,33) 9 (42,86)
T, Yok 3 (33,33) 7 (33,33)
Met-tiikiiriik 1,000
LT var | 6 | (66,67) | 14 | (66,67)
. Yok 4 4444 11 52,38
Normal dokuda metilasyon ( ) ( ) 1,000
Var 5 (55,56) 10 (47,62)
'Fisher’s Exact
Tablo 26 : Evreye gore metilasyon ve metilasyona bagh ekspresyon degerleri
Erken evre Geg evre :
p
Ort S.S. Medyan Ort S.S. Medyan
Artig 7,96 | +8,59 3,48 731,18 | £3340,38 ,40 0,032
Azalis -8,18 | £23,56 -,29 -151,36 | +437,09 -2,53 | 0,032
Normal dokuda metilasyon 34,36 | £43,03 15 35,79 +47,08 ,00 0,981
Timdr dokusunda metilasyon 31,11 | +45,45 ,04 50,65 +43,12 49,82 0,163

'Mann Whitney U Testi

Malign grupta ekspresyon degisimi ve metilasyon varliginin LNT varligina gore
oranlart incelenmistir. LNT olan malign hastalarda ekspresyon artis1 olmayanlarin orani

(%81,75) LNT olmayan malign hastalara gore (%28,57) daha yiiksektir (p:0,0086).
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LNT olan malign hastalarda ekspresyon azalisi olanlarin orant (%75) LNT olmayan
malign hastalara gore (%21,43) daha yiiksektir (p:0,0092)(Tablo 27).

Tablo 27 : Malign grupta ekspresyon degisimi ve metilasyon varhigimin LNT varhigina gore

oranlar
LNT
Yok Var p
n % n %
Yok 2857) | 13| (81,25
Exp-arts ° (28,57) (81,25) | nose?
Var | 10| (71.43) | 3 | (18,75)
Yok | 11| (7857) | 4 | (25,00) )
Exp-azal 0,0092
prazalis var | 3 | (21.43) | 12| (75.00)
o Yok | 6 | (42,:86) | 2 | (12,50 ,
Met-t 0,101
mer Var | 8 | (57.14) | 14 | (87,50)
Vetsorum Yok | 9 | (6429) | 9 | (8625) | o
Var | 5 | (3571) | 7 | (43.75)
o Yok | 4 | (2857) | 6 | (37,50) .
Met-tiikiiriik 0,605
e var | 10| (71,43) | 10 | (62,50)
. Yok | 7 | (50,000 | 8 | (50,00) .
Normal dokuda metilasyon 1,000
4 var | 7 | (50,00) | 8 | (50,00)
1Ki-Kare Testi, “Fisher’s Exact
80,00% 75,00%
71,43%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00% B LNT yok

30,00%

18,75%

20,00%

10,00%

0,00%
Exp-artis

B LNT var

21,43%

Exp-azalis

Sekil 17 : LNT varhgina gore ekspresyon artisi, azalisi, metilasyona bagh ekspresyon
azalis1 ve tiilmorde metilasyon oranlar

Malign grupta ekspresyon degisimi ve metilasyon varliginin metastaz varligina

gore oranlarina bakildiginda; aralarinda anlaml bir iligski olmadig1 gozlenmistir (Tablo

28).
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Tablo 28 : Malign grupta ekspresyon degisimi ve metilasyon varhiginin metastaz varhgina

gore oranlari

Metastaz
Yok Var p
n % n %
Yok | 1 7 | @
Exp-arts 0 0 | (50,00) (10.00) | | 400
Var 10 | (50,000 | 3 | (30,00)
Yok | 11 | (5500) | 4 | (40,00) ,
Exp-azal 0,700
Xp-azails Var 9 | (4500) | 6 | (60,00)
o Yok 6 | (30,000 | 2 | (20,00) ,
Met-t 0,682
eitimor var | 14 | (7000) | 8 | (80,00)
Met-serum Yok | 13 | (65.00) | 5 | (50.00) | s
Var 7 | 3500 | 5 | (50,00)
o Yok 7 | 3500 | 3 | (30,00) ,
Met-tiikiiriik 1
etk Var 13 | 6500 | 7 | (70,00 | 0%
. Yok | 10 | (50,00) | 5 | (50,00) )
Normal dok | 1
ormal dokuda metilasyon Var 10 (50,00) 5 (50,00) ,000

1Ki-Kare Testi, “Fisher’s Exact

Premalign grupta patolojik tanilara gére ekspresyon degisimi ve metilasyon

varlhigi oranlari karsilastirildiginda anlamli sonu¢ bulunamamistir (Tablo 29).

Tablo 29 : Premalign grupta patolojik tanilara gore ekspresyon degisimi ve metilasyon
varhgi oranlar

Patolojik tanm
Displazi Eroziv liken planus | Liken planus | p'
n % n % n %
Yok | 4 7 7
Exp-artis 0 (66,67) 8 (80,00) (50,00) 0317
Var | 2| (33,33) 2 (20,00) 7 | (50,00)
Yok | 2 7
Exp-azalis 0 (33,33) 3 (30,00) (50,00) 0574
Var | 4| (66,67) 7 (70,00) | 7 | (50,00)
. Yok | 0| (,00) 2 (20,00) 3 |(21,43)
Met-t 0,470
e tmor Var | 6| (100,00)| 8 (80,00) | 11 | (78,57)
Yok | 6 | (100,00) 8 (80,00) 8 | (57,14)

Met- 117
et-serum var |0] (,00) 2 (2000) | 6 | (42.86) |
Met-tiikiiriik Yok | 4| (66,67) 9 (90,00) | 11 | (78,57) 0520

Var | 2| (33,33) 1 (10,00) 3 |(21,43)
Normal dokuda Yok | 2| (33,33) 4 (40,00) 7 | (50,00) 0.762
metilasyon Var | 4| (66,67) 6 (60,00) 7 | (50,00) |

Ki-Kare Testi
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Premalign grubun tanilarina gére normal dokuda metilasyon, timor dokusunda
metilasyon, expresyon artig1 ve expresyon azalis1 degerleri karsilagtirtlmistir. Degerler
normal dagilmadigi i¢in ve premalin tan1 grubunda ikiden fazla degisken oldugu i¢in
karsilastirma Kruskal Wallis testi ile yapilmistir. Karsilagtirma sonucunda anlamli iligki
bulunamamuistir (Tablo 30).

Tablo 30 : Premalign grubun tanilarina gore normal ve tiimor dokuda metilasyon ve
ekspresyon degisimi degerleri

Premalign tani
Liken Planus Eroziv Liken Planus Displazi p!
Ort s.S. |[Medyan| Ort | s.s. |Medyan| Ort | s.s. | Medyan

Normal dokudal 3, 1o | L4816 | 219 |5077|+47.72| 5385 |3004|+33.00| 4613 |0835
metilasyon

Timor dokusundal oo 1o | L4944 | 8310 |3605|<4434| 804 |5243|+31.99| 5080 [0.516
metilasyon

Artis 151,39| +25421 | 401 | 249 | =626 | 24 |41,35/+9205| 37 [0,397
Azalis 5456 £179.04| -1,00 |-32,10{ £54.40 | -441 |-2332]=4900| -331 [0,397
"Kruskal Wallis Testi

Malign grupta differansiyasyon derecesine gore normal dokuda metilasyon,
tiimor dokusunda metilasyon degerleri karsilastirllmistir. Degerler normal dagilmadigi
icin ve differansiyasyon derecesi ikiden fazla oldugu icin karsilastirma Kruskal Wallis

testi ile yapilmistir. Karsilastirma sonucunda anlamli iligski bulunamamustir (Tablo 31).

Tablo 31 : Differansiyasyon derecesine gore metilasyon degerleri

Differansiyasyon derecesi

Az Orta Iyi p!

Orts.sMedyan| Ort | s.s. [Medyan| Ort | s.s. [Medyan

Normal dokuda metilasyon |,00| =+. ,00 |33,36|+46,57 ,00 |[56,71|+36,18| 57,70 |0,189

Tiimor dokusunda metilasyon |,44 | +. 44 40,23 |+43,76 | 32,28 [84,36|+21,76| 91,79 |0,186
"Kruskal Wallis Testi

Timoér dokusunda metilasyon olan malign hastalarin klinik 6zellikleri asagida

verilmistir (Tablo 32).

Tablo 32 : Tiimér dokusunda metilasyon olan malign hastalarin klinik 6zellikleri

n %
Evre 1 1 (4,55)
Evre Evre 2 4 (18,18)
Evre 3 4 (18,18)
Evre 4 13 (59,09)
LNT Yok 8 (36,36)
Var 14 (63,64)
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Sigara Yok 8 (36,36)
g Var 14 (63,64)
Yok 21 (95,45)

Alkol
0 Var 1 (4,55)
Yok 14 (63,64)
Metastaz \Var 3 (36,36)
Az 1 (4,55)
Differansiyasyon derecesi Orta 17 (77,27)
Iyi 4 (18,18)
Yok 17 (77,27)

ik

Niks Var 5 (22,73)

Timér dokusunda metilasyon olan malign hastalarin  klinik  6zelliklerin

ekspresyon artisi ile karsilagtirilmistir. Buna gore artis olmayan hastalarda LNT ve

sigara orani (%80,00) artis olan hastalara gore (%28,57) daha yiiksektir, bu deger

istatistiki olarak anlamliliga yakin bulunmustur (p:0,052)(Tablo 33).

Tablo 33 : Tiimor dokusunda metilasyon olan malign hastalarin klinik 6zelliklerinin

ekspresyon artisi ile karsilastirilmasi

Artis

Yok Var p
n % n %
Evre 1 1 | (67| 0 (,00)

Eure Evre 2 L | (667) | 3 | (4286) |
Evre 3 3 (20,000 1 | (14,29)
Evre 4 10 | (66,67)| 3 | (42,86)
3 20,00 5 71,43

LNT Yok (20,00) (71.43) | 5 0522
Var 12 |(80,00)| 2 | (28,57)
3 20,00 5 71,43

Sigara Yok (20,00 (71143) | 0522
Var 12 |(80,00)| 2 | (28,57)
14 93,33 7 100,00

Alkol Yok (93.33) (100.00) | 502
Var 1 | ®67) | 0 | (00
9 60,00 5 71,43

Metastaz Yok ( ) ( ) 1,000°
Var 6 |(40,00)| 2 | (28,57)
Az 1 | (667) ] 0 (,00)

Differansiyasyon derecesi Orta 13 | (86,67)| 4 | (57,14) | 0,108
fyi 1 | (667) | 3 | (42,86)
10 66,67 7 100,00

Niiks Yok (66,67) (100.00) | ;5
Var 5 [(33,33)| 0 | (,00)

1Ki-Kare Testi, “Fisher’s Exact
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Timér dokusunda metilasyon olan malign hastalarin klinik 6zelliklerinin

ekspresyon azalisi ile karsilastirilmistir. Ekspresyon azalisi olan hastalarda LNT varligi

orani (%84,62) ekspresyon azalist olmayan hastalara gore (%33,33) daha yiiksektir

(p:0,026). Ekspresyon azalisi olan hastalarda Differansiyasyon derecesi orta olanlarin

orant (%92,31) expresyon azalisi olmayan hastalara gore (%55,56) daha yiiksektir

(p:0,025)(Tablo 34).

Tablo 34 : Tiimor dokusunda metilasyon olan malign hastalarin klinik 6zelliklerinin

ekspresyon azalisi ile karsilagtirilmasi

Azalig
Yok Var p!
n % n %
Evre 1 0 (,00) 1 (7,69)
Evre2 | 4 | (4444) | 0 | (,00)
Evre Eves | 1 | 111D | 3 |(2308)| 2O
Evre 4 4 (44,44) 9 |(69,23)
LNT Yok 6 (66,67) 2 | (15,38) 0.0262
Var 3 | (3333) | 11 |(8462)| "
_ Yok 5 | (5556) | 3 |(23,08) )
Slgara Var 4 | @aaa) | 10 | (76,92)] 27
Yok 9 | (100,00) | 12 |(92,31)
Alkol Var 0 (00) L | (769) 1,000
Metastaz Yok o | (6687) (01,54 1,0007
var 3 | (3333) (38,46) |
Az 0 | (00) (7,69)
Differansiyasyon derecesi Orta 5 | (85,56) | 12 |(92,31) | 0,025
iyi 4 | 4444 | 0 | (00)
Yok 7 (77,78) 10 |(76,92)
Niks Var 2 [ @222 | 3 | 2308 | 1000

IKi-Kare Testi, “Fisher’s Exact
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Timor dokusunda metilasyon olan premalign hastalarin klinik ozellikleri

asagida verilmistir (Tablo 35).

Tablo 35 : Tiimor dokusunda metilasyon olan premalign hastalarin klinik 6zellikleri

n %
Liken Planus 11 (44,00)
Premalign tani Eroziv Liken Planus 8 (32,00)
Displazi 6 (24,00)
Sigara Yok 12 (48,00)
Var 13 (52,00)
Yok 19 (76,00)
Alkol Var 6 | (24,00

Timoér dokusunda metilasyon olan premalign hastalarin klinik 6zelliklerinin
ekspresyon artis1 ve azalisi ile karsilagtirilmasi sonucunda anlamli bir iliski olmadig

gozlenmistir (Tablo 36,37).

Tablo 36 : Timor dokusunda metilasyon olan premalign hastalarin klinik
ozelliklerinin ekspresyon artisi ile karsilastirilmasi
Artis
Yok Var p
n % n %
Liken Planus 5 1(33,33)| 6 | (60,00)
Premalign tani Eroziv Liken Planus 6 |(40,00)| 2 | (20,00) | 0,400
Displazi 4 1(26,67)| 2 | (20,00)
. Yok 7 |(46,67) | 5 | (50,00)
Sigara Var 8 [(5333)] 5 | (50,00) | %870
Yok 11 | (73,33) | 8 | (80,00)
Alkol Var 4 [(2667)| 2 | (2000) | %792
Ki-Kare Testi

Tablo 37 : Tiimor dokusunda metilasyon olan premalign hastalarin klinik 6zelliklerinin

ekspresyon azalisi ile karsilastirilmasi

Azalig
Yok Var p
n % n %
Liken Planus 6 |(5455)| 5 | (3571)
Premalign tam1 | Eroziv Liken Planus 3 | (27,27) | 5 | (35,71) | 0,634
Displazi 2 |(18,18) | 4 | (28,57)
. Yok 6 | (54,55) | 6 | (42,86)
Sigara Var 5 [ (4545) | 8 | (57.14) | %"
Yok 9 |(81,82) | 10 | (71,43)
Alkol Var 2 [(1818) | 4 | (2857) | >0

Ki-Kare Testi
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Timor ve tiikiiriikte metilasyon olan malign hastalarin klinik 6zellikleri agagida

verilmistir (Tablo 38).

Tablo 38 : Tiimor ve tiikiiriikte metilasyon olan malign hastalarin klinik 6zellikleri

n %
Evre 1 0 (,00)
Evre Evre 2 3 (20,00)
Evre 3 4 (26,67)
Evre 4 8 (53,33)
Yok 6 (40,00)
LNT Var 9 (60,00)
. Yok 6 (40,00)
Slgara Var 9 (60,00)
Yok 14 (93,33)
Alkol
0 Var 1 (6,67)
Yok 9 (60,00)
Metast
clastaz Var 6 (40,00)
Az 0 (,00)
Differansiyasyon derecesi Orta 12 (80,00)
Iyi 3 (20,00)
. Yok 10 (66,67)
Niik
o Var 5 (33,33)

Timoér ve tiikiiriikte metilasyon olan malign hastalarin klinik 6zellikleri

ekspresyon artisi ile karsilastirilmigtir. artis olmayan hastalarda LNT ve sigara orani
(%81,82) artis olan hastalara gore (%,00) daha yiiksektir (p:0,011)(Tablo 39).

Tablo 39 : Tiimor ve tiikiiriikte metilasyon olan malign hastalarin klinik 6zelliklerinin
ekspresyon artisi ile karsilastirilmasi

Artis
Yok Var p
n % n %
Eviel | 0 | (00) | 0 | (00)
Evie2 | 1 | (909 | 2 | (50,00) .
E
vre Eves | 3 | @727 | 1 | (@s00) | %
Evied | 7 | (6364) | 1 | (2500
Yok > | (1818) | 4 | (100,00) ,
LNT 0,011
Var o | 8182 | 0 | (00) |
. Yok > | (1818) | 4 | (100,00) ,
S 11
'gara Var o | 6182 | 0 | (oo | °°
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Yok 10 | (90,91) | 4 | (100,00) ,
Alkol Var 1 | ©09) | o | (oo | H0%
Yok 6 | (5455) | 3 | (75,00) ,
M
elastaz Var 5 | 4545) | 1 | @500 | 0%
Az 0 (,00) 0 (,00)
Differansiyasyon derecesi | Orta 10 (90,91) 2 (50,00) | 0,080
Iyi 1 | (9,09 2 | (50,00)
] Yok 6 | (54,55) | 4 | (100,00) ,
Niik 0,231
e Var 5 | (4545 | 0 | (00

1Ki-Kare Testi, “Fisher’s Exact

Timor ve tikiiriikte metilasyon olan malign hastalarin klinik 6zellikleri
ekspresyon azalis1 ile karsilastirilmistir. Azalis olan hastalarda LNT orani1 (%88,89)
azalis olmayan hastalara gore (%16,67) daha yiiksektir (p:0,011). Azalis olan hastalarda
differansiyasyon derecesinin orta olma orani (%100) azalis olmayan hastalara gore
(%50) daha yiiksektir (p:0,018)(Tablo 40).

Tablo 40 : Tiimor ve tiikiiriikte metilasyon olan malign hastalarin klinik 6zelliklerinin
ekspresyon azahsi ile karsilastirilmasi

Azalis
Yok Var p
n % n %
Eviel | O (00) | o (,00)
Evie2 | 3 | (50,00) | 0 (,00) .
E
vie Eves | 1 | (1667) | 3 | (3333) | 0%
Evied | 2 | (3333)| 6 | (66,67)
Yok 5 | @333 | 1 | @111 ,
LNT 11
Var 1| 1667) | 8 | (88,89) | *°
. Yok 4 | 6667) | 2 | (22,22 ,
Slgara Var 2 | (3333) | 7 | (7.78) | OF°
Yok 6 |(o000)| 8 | (88,89 ,
Alkol 1
0 Var o | 00) | 1 | iy | 0%
Yok 4 | 6667) | 5 | (5556) ,
Metastaz Var 2 | (3333) | 4 | (aaaa) | 2000
Az 0 (,00) 0 (,00)
Differansiyasyon derecesi | Orta 3 (50,00) 9 (100,00) | 0,018
fyi 3 | (50,000 | 0 (,00)
] Yok 4 | (66,67) | 6 | (66,67) ,
Niik 1,000
e Var 2 | (3333) | 3 | (33,33)

1Ki-Kare Testi, “Fisher’s Exact
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Malign grubun tiimor dokulart ile eslenik normal dokularinin karsilastirilmasi
sonucunda PAX1 geninin promoter bolgesinde metilasyon goriilmesi %73,33 duyarlilik
%36,67 ozgillik ile 6zgilliigii ve duyarlilign diisiik bir test oldugu goriilmektedir.
Standart curve area degerinin 0,593 yani 1’den uzak oldugu goriilmektedir. Standart
curve egrisi koordinatlarimin yer aldigi duyarlilik ve 6zgiilliik tablodaki degerler ile
metilasyon degerleri karsilastirildiginda esik degeri (cut-off point) 11,42 olarak
belirlenebilir (Sekil 18).

ROC Curve
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Sekil 18 : Malign grup tiimor dokusu ile eslenik normal dokusu arasindaki PAX1
metilasyonunu ROC analizi

Malign grup tiimdr dokusu ile saglikli grup normal mukozasindaki PAX1
geninin metilasyon seviyeleri ROC analizi ile incelendiginde, PAX1 geninin promoter
bolgesinde meydana gelen metilasyonun OSCC hastalarinin - dokularinda tani
konulmasinda %73,33 duyarlilik ve %93,33 ozgiillik ile o6zgiilligii ve duyarlilig
yiiksek bir test oldugu goriilmektedir. Tablodan anlasilacagi lizere egri altinda kalan
alan (AUC) 0,890’dur. AUC degerinin 0,890 yani 1’e yakin oldugu goriilmektedir.
Duyarlilik ve 6zgiilliik degerlerinin en yiiksek oldugu deger olan 3,38 esik degeri (cut-
off point) belirlenebilir (Sekil 19).
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Sekil 19 : Malign grup tiimor dokusu ile saghkh grup normal dokusu PAX1

metilasyonunun ROC analizi

Malign grup ile saglikli grup tiikiiriik 6rneklerindeki PAX1 metilasyon seviyeleri

incelendiginde, PAX1 geninin promoter bdlgesinde gdzlenen metilasyonun OSCC

hastalarinin tiikiiriikk 6rneklerinde tespiti i¢in %66,67 duyarlilik ve %90,00 6zgiilliik ile

ozgilliigi yiiksek bir test oldugu goriilmektedir. Standart curve Area tablosundan

anlasilacag tizere AUC 0,810°dur.. Tabloya gore esik degeri tiikiiriik i¢in 4,42 olarak

belirlenebilir (Sekil 20).
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Sekil 20 : Malign grup ile saghkh grup tiikiiriik 6rneklerindeki PAX1 metilasyonunun

ROC analizi

Malign grup ile saglikli grup serum Orneklerindeki PAX1 metilasyonu

incelendiginde, PAX1 geninin promoter bdlgesinde gozlenen metilasyonun OSCC

hastalarin serum Orneklerinde tespiti i¢in %33,3 duyarlilik ve %96,67 ozgiillik ile
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duyarliligr yiiksek bir test olmadig goriilmiistiir. Tablodan anlagilacagt lizere AUC
0,679°dur. Tabloya gore esik degeri tiikiiriik i¢in 5,81 olarak belirlenebilir (Sekil 21).
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Sekil 21 : Malign grup ile saghklh grup serum orneklerindeki PAX1 metilasyonunun ROC
analizi

Premalign grup tiimor dokular ile eslenik normal dokularinin karsilastiriimasi
sonucunda PAX1 geninin promoter bolgesinde metilasyon goriilmesi %83,3 duyarlilik
%40,00 6zgiilliik ile 6zgiilliigl diisiik bir test oldugu goriilmektedir. Standart curve area
degerinin 0,593 yani 1’den uzak oldugu gorilmektedir. Standart curve egrisi
koordinatlarinin yer aldigi duyarlilik ve 6zgiillik tablodaki degerler ile metilasyon
degerleri karsilastirildiginda esik degeri 11,71 olarak belirlenebilir (Sekil 22).
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Sekil 22 : Premalign grup tiimor dokusu ile eslenik normal dokusundaki PAX1 metilasyon
seviyelerinin ROC analizi

Premalign grup timor dkusu ile saglikli grup normal dokusundaki PAX1
metilasyonu incelendiginde, PAX1 geninin promoter bdlgesinde gézlenen metilasyonun
OPML hastalarin doku 6rneklerinde tespiti i¢in %83,33 duyarlilik ve %93,33 6zgiillik
ile yiiksek duyarliigi ve oOzgilliige sahip bir test oldugu goriilmektedir. Tablodan



74

anlasilacagi tizere AUC 0,910°dur. Duyarlilik ve 06zgiilliik degerlerinin en yiiksek
oldugu deger olan 4,86 esik degeri olarak belirlenebilir (Sekil 23)
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Sekil 23 : Premalign grup tiimor dokusu ile saghkh grup normal dokusundaki PAX1
metilasyonunun ROC analizi

Premalign grup ile saglikli grup tiikiirik orneklerindeki PAX1 metilasyonu
incelendiginde, PAX1 geninin promoter bdlgesinde gozlenen metilasyonun OPML
hastalarinin tiikiiriik 6rneklerinde tespiti igin %20,00 duyarlilik ve %90,00 6zgiillik ile
duyarlilig1 yiiksek bir test olmadigi goriilmektedir. Tablodan anlasilacag: tizere AUC
0,895°dir. Tabloya gore esik degeri tiikiirtik i¢in 6,87 olarak belirlenebilir (Sekil 24).
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Sekil 24 : Premalign grup ile saghkh grup tiikiiriik 6rneklerinin PAX1 metilasyonunun
ROC analizi

Premalign grup ile saglikli grup serum Orneklerindeki PAX1 metilasyonu
incelendiginde, PAX1 geninin promoter bdlgesinde gbzlenen metilasyonun OSCC

hastalarin serum Orneklerinde tespiti i¢in %30,00 dutarlilik ve %96,67 ozgiillik ile
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duyarliligi yiiksek bir test olmadigi goriilmektedir. Tablodan anlasilacagi tizere AUC
0,679°dur. Tabloya gore esik degeri tiikiiriik i¢in 17,36 olarak belirlenebilir (Sekil 25).
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Sekil 25 :Premalign grup ile Saghk grup serum orneklerindeki PAX1 metilasyonunun
ROC analizi

Tablo 41: OSCC ve OPML gruplarindaki PAX1 promoter metilasyonunun ozgiilliik ve

duyarhhlik degerleri
Tiimor vs Eslenik Tiimoér vs Saghkh
Tiikiiriik Serum
« Normal Doku Doku
Esik | % % |Esik| % % | Esik % % |Esik| % %

degeriDuyarhhk/Ozgiilliik/degeriDuyarhhkOzgiillikDegeri Duyarhiik |OzgiilliikdegeriDuyarhilikiOzgiilliik
oscc|11,42| 73,33 | 36,67 |3,38| 73,33 | 93,33 |4,42| 66,67 90,00 |5,81| 333 96,67
opm|11,71| 83,33 | 40,00 (4,86| 83,33 | 93,33 |6,87| 20,00 90,00 [17,86| 30,00 96,67
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Sekil 26 : Malign ve premalign grupta normal dokuda ve tiimor dokuda metilasyon

seviyeleri
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5. TARTISMA

Oral kanser, faringeal bolge de dahil edildiginde diinyadaki en yaygin altinci
kanserdir. Yillik tahmini insidans yaklasik 600.000 olmakta birlikte, vakalarin tigte ikisi
gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir. Ozellikle Giiney ve Giineydogu Asya'da oral
kanser prevalansi yiiksektir. Tiitiin, alkol kullanimi1 ve tiitiin benzeri farkli kiiltiirel
uygulamalar oral kanser yatkinliga neden olan 6énemli risk faktorleridir. Bu tiimorlerin
mortalite oranlar1 tanidan sonraki 5 yil icinde %50’dir ve sigara ve alkol alimi ile
iligkilidir. Oral kanser hastalarinin iigte ikisi daha kotii bir prognoz ve daha yiiksek
radyoterapi ve kemoterapi morbiditesi ile iligkili olan ileri evrede (evre III-IV) teshis
edilir. Cerrahi tedavinin siklikla yutma, konusma ve fiziksel goriiniim iizerinde 6nemli
etkisi vardir. Bu oral kanser hastasinin yasam kalitesini olumsuz bir sekilde etkiler (81).
OSCC bas ve boyun bolgesinde en sik goriilen neoplastik hastaliktir ve genellikle oral
eritroplaki, oral 16koplaki, oral liken planus gibi oral premalign lezyonlardan (OPML)
olusur. OL’nin malign doniisiimii i¢in en sik bildirilen aralik %2-6 arasindadir, OLP

icin %3,7 ile %1’in altinda degisen degerler bildirilmistir (31,83).

Acgikca goriliyor ki, sigara ve alkol kullanimina maruz kalanlar ile
sosyoekonomik diizeyi diisiik ve yiiksek riskli lezyonlar1 olan hastalar i¢in yiiksek riski
belirlemek adina gelismis agiz kanseri dnleme, erken teshis ve daha iyi tan1 ve klinik

yOnetim araglarina ihtiyag vardir (81).

Kanser gelisiminde genetik degisiklikler kadar epigenetik degisiklikler de rol
oynamakadir. Timor supressor genlerin promoter bdlgelerinde bulunan CpG
adaciklarinda goriilen metilasyonun sonucu olarak gen ifadesinin baskilanmasi
karsinogenezde en sik rastlanan epigenetik degisikliktir (9). Bir¢ok kanserde, promoter
metilasyonu ile gen susturulmasi karsinogenezde erken bir olay gibi gériinmektedir ve
mutasyonlar ve delesyonlarla genlerin yapisal inaktivasyonundan daha sik ortaya
cikabilir. Histolojik olarak, tiimorlere ve OPML'ye komsu normal dokular, aday
genlerde anormal metilasyon paternine sahip olabilir. Tiimor ve eslenik dokularda
meydana gelen bu epigenetik modifikasyonlarin oral karsinojenezde erken olaylar
oldugu ve erken teshis i¢in kullanilabilecegi diistiniilmektedir. OPML'nin klinik ve
histolojik 6zellikleri, takip sirasinda OSCC gelistirecek olan hastalar1 ya da malign

doniisiim riski yiiksek hastalar1 tanimlamak i¢in net bilgiler saglamamaktadir ve OSCC
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veya yiiksek dereceli skuamdz intraepitelyal bu lezyonlarin tanisi takip sirasinda
genellikle insizyonel biyopsi ile konur. Bununla birlikte, biyopsi, rahatsizlik
yaratabilecek ve hasta tarafindan reddedilebilecek bir islem olmasi sebebiyle minimal
invaziv bir cerrahi yaklagim gerektirir. Bu sebeple farkli arastirmacilar, son zamanlarda
tikiirik ve / veya siirlintii Orneklerinden baglayan bir gen panelinin metilasyon
durumunu analiz ederek OSCC yiikiinii azaltmak i¢in ¢esitli stratejiler onermislerdir
(31, 83).

DNA metilasyonu memelilerin gelisiminde 6nemli bir rol oynar, ancak anormal
metilasyon paternleri, farkli insan kanserleri de dahil ¢esitli farklilasma ile iliskili
hastaliklarla koreledir. OSCC'de bu epigenetik degisimin nispeten yiliksek siklig1 g6z
Online alindiginda, timor baskilayict genlerin oral epitelyal displazinin ortamindaki
promoter metilasyonunun arastirtlmast uygun goriinmektedir. Bu nedenle, gen
metilasyonunun uygun bir marker olarak tanimlanmasi, OSCC tespiti igin hassas bir

yontem saglayabilir (15).

Literatiire bakildiginda, Huang ve ark. 2014 yilinda 31 oral kavite kanseri ,40
saglikli bireyden toplanan materyallerdenelde edilen DNA 6rnekleri lizerinde yaptiklar
calismada PAX1 geninin metilasyon seviyelerini incelemislerdir. Calismada
kullanilacak ornekler oral kavitenin tiim bolgelerinden oral svab yardimiyla
toplanmistir. Calisma sonucunda PAX1 geninin metilasyonunun %87 duyarlilik ve %80
ozgiilliik ile OSCC tespiti i¢in umut verici bir yontem olabilecegini gostermislerdir
(141). 2014 yilinda Guerrero-Preston ve ark. Bas ve boyun kanserinde inaktive olan
timor baskilayici  genler {izerine yaptiklart calismada 108 HNSCC hastasini
incelemislerdir. Calismaya saglikli grup olarak 35 uvulopalatofarengoplasti operasyonu
yapilmis hastalardan operasyon sirasinda toplanan doku dahil edilmistir. DNA 6rnekleri
operasyon sirasinda eksize edilen tiimor dokusundan elde edilmistir. Bu ¢alismada oral
kavite ve orofarenks tiimorlerinin en yiiksek siklikta metilasyon goriilen tiimdorler
oldugu ve PAX1 geninin en sik metilasyon gdsteren ve asagi yonlii regiile olan gen
oldugu bildirilmistir. Prevalans kohort grubunda 76 HNSCC vakasiin %68’inde PAX1
metilasyonu gdsterilmistir. Bunun yaninda aragtirma kohort grubunda tiitiin {riinleri
kullanan hastalarin %71’inde PAX1 metilasyonuna rastlanmigken, tiitiin {diriinleri
kullanmayan hastalarin %33’iinde PAX1 metilasyonuna rastlanmistir. Ayrica HPV

pozitif tiimorlerin hi¢birinde PAX1 metilasyonu goériilmezken HPV negatif tiimorlerin



79

tamaminda PAX1 metilasyonuna rastlanmistir. Huang ve ark. yaptiklar1 ¢aligmaya
benzer sekilde ROC egrisi analiz sonucu PAX1’e %68 duyarlilik ve %90 6zgiillik
degerleri ortaya konmustur (39).

Morandi ve ark. 2017 yilinda PAX1’in de aralarinda bulundugu 13 gen
metilasyonunu incelemislerdir. Caligmaya toplam 28 OSCC, 1 sarkomatoid 6zellik
gosteren OSCC, 6 yiiksek seviye intraepitelyal skiiamoz lezyon ve bu lezyonlarin karsi
tarafindan alonan 35 saglikli doku ile 65 saglikli birey katilmistir. Ayrica 20 normal
donor, bir oral fibroma, 14 oral liken planus (OLP), ii¢ proliferatif verriikkdz 16koplaki
ve iki OSCC'den olusan bagimsiz bir kohort (dogrulama veri seti) degerlendirilmistir.
DNA o6rnekleri oral firga yardimiyla oral kaviteden toplanan dokulardan elde edilmistir.
Bu ¢alismada PAX1 geninin OSCC’de yiiksek oranda hipermetilasyon gosterdigi
belirtilmistir (81).

Jim Huang ve ark. 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada 6zofageal skuamoz hiicreli
karsinom (OSHK) hastalarinda PAX1 metilasyonunu incelemislerdir. 14 OSHK
hastasindan operasyon sirasinda toplanan 3-5 arasi doku Ornegi ve tliimoriin 2cm
yanindan alinan malign doniisiim gerceklesmemis doku 6rnekleri kullanilmistir. Deney
sonucunda PAX1 geninin malign dokuda %100 metilasyon gosterirken, timor ¢evresi
dokuda %21.4 metilasyon gozlenmistir. PAX1 metilasyonunu tan1 i¢in %100 duyarlilik
ve %78,6 Ozgillik degeri bildirilmistir. Ek olarak Kanser Genom Atlasi verileri
kullanilarak yapilan dogrulamada hastalardan toplanan 187 malign doku Orneginde
PAX1 metilasyonu (%80.7), tiimor c¢evresi alandan alinan 16 doku ornegindeki
metilasyona (%25) oranla olduk¢a yiikksek bulunmustur. Bununla birlikte klinik
parametrelerin PAX1 metilasyon seviyesine etkisi incelendiginde TNM evresi ve LNT
varliginin sirastyla 0.068 ve 0.073 p degeri ile metilasyon seviyesine etkisinin

olabilecegi bildirilmistir (43).

Cheng ve ark. 2016 yilinda yaptiklar1 95 OSCC, 111 OPML (19 homojen ince
l6koplaki, 4 homojen kalin 16koplaki, 64 non-homojen 16koplaki, 11 eritrolokoplaki, 13
verriikdz 16koplaki) ve 60 saglikli bireyden olusan grubu incelemislerdir. Hastalarin
histopatolojik incelemesi sonucu 94 OSCC, 26 hiperkeratoz, 50 hafif displazi, 26 orta
siddetli displazi ve 6 agir displazi tanis1 konmustur. OPML grubundaki 5 hasta
histopatolojik olarak minimal degisiklikler gosterdigi i¢in veri analizi yapilirken saglikl

gruba dahil edilmistir. OLP lezyonu olan hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.
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Analizler sonucunda PAX1 metilasyon oranlarinin lezyonun ciddiyetine paralel oranda
artig gosterdigi gozlenmistir. Orta dereceli ve agir displazi goriilen lezyonlardaki PAX1
metilasyonunun (%65), hafif dereceli displazi goriilen lezyonlardaki PAX1
metilasyonuna (%32) oranla daha yiiksek oldugu bildirilmistir. PAX1 geninin
metilasyon orani sirasiyla saglikli dokuda %14 , hafif dereceli displazi gosteren
lezyonlarda %32, orta dereceli/agir displazi gosteren lezyonlarda %65 ve OSCC
lezyonlarinda %100 olarak bildirilmistir. Orta dereceli displazi ve daha ciddi olan
lezyonlar (ODD+) ile malign doniisiim orani daha diisiik diger lezyonlarin (ODD-)
ayrimi i¢in PAX1 metilasyonunun duyarliligi %72, 6zgiilliigii %86 olarak bildirilmistir.
Klinik paremetrelerin metilasyona etkisi incelendiginde, areca-nut kulanicilarinda
goriilen metilasyon oraninin (%63) kullanmayanlardaki metilasyon oranindan (%26)
yiiksek oldugu goriilmistiir. PAX1 metilasyon orani sigara kullanan ve kullanmayan
bireyler icin sirasiyla %49 ve %31, alkol kullanan ve kullanmayan bireyler i¢in ise
sirastyla %51 ve %36 olarak bulunmustur. Cerrahi olarak tedavi edilen 45 OSCC
hastasinin tedavi Oncesi, tedavi sonras1 1. ay, 6. Ay ve 12.ayda yapilan incelemede
PAX1 metilasyon oranlari sirastyla %80, %35.7, %27.3 ve %?28.6 olarak bulunmustur.
OSCC rekiirrensi ile metilasyon seviyeleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunamamistir ancak rekiirrens Oncesi 3.-4. ayda metilasyon seviyelerinde artis
goriildigi bildirilmistir (16) .

Cheng ve ark.’1in 2016 yilindaki ¢alismaya dahil edilen hasta grubunu kullanarak
yaptig1 bir diger calismada ilk 100 hasta test grubu olarak belirlenmis ve bu grup
izerinden bir model olusturarak ODD+ ile ODD- ayirict tanisinda kullanmayi
amaclamislardir. Bu calismada diger calismadan farkli olarak DNA Ornekleri oral
strlintli ile degil agiz calkalama ile toplanmistir. Toplamda 267 hasta iizerinde elde
edilen pozitif metilasyon verileri ve metilasyon seviyeleri lezyonlarin siddetini analiz
etmek i¢cin kullanilmistir. PAX1 icin M-indeks degeri hafif dereceli displazi gosteren
lezyonlarda 0.03 iken biiyiik bir artis ile orta dereceli displazi gosteren lezyonlarda 3.4
olarak bulunmustur. Buna ek olarak pozitif PAX1 metilasyon orani hafif derece displazi
gosteren lezyonlarda %24 iken orta dereceli displazi  gdsteren lezyonlarda %54 olarak
bulunmustur. Bu verilerin malign doniisiim orani daha yiiksek gosteren ODD+ ile
ODD- lezyonlar1 arasinda ayrict tam1  igin  PAX1 metilasyon verilerinin
kullanilabilecegini bildirilmistir. Ayn1 M-indeks degerleri kullanildiginda PAX1

metilasyon oranlar1 saglikli dokuda %28.6, hafif derece displazi gosteren lezyonlarda
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%24, orda dereceli displazi gosteren lezyonlarda %55.2 ve OSCC’de %100 olarak
bulunmusgtur. Klinik parametrelerin metilasyona etkisine bakildiginda pozitif PAX1
metilasyon oranlarinin areca-nut kullanan hastalarda (%54), kullanmayanlara (%28)
oranla ve sigara kullanan hastalarda (%45), sigara kullanmayan hastalara (%28) oranla
daha yiiksek oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda areca-nut kullanimi ile sigara
kullaniminin, areca-nut kullanimi ile alkol kullaniminin ve tiim 3 klinik parametrenin
birlikte oldugu vakalarin metilasyon seviyeleri ile anlamli olarak iliskili oldugu
bildirilmistir. ROC analizi sonucu PAX1 geninin ODD+ ile ODD- arasinda ayirici
tanida kullaniminin %64 duyarlilik ve %82 06zgiillik degerlerine sahip oldugu
belirtilmistir. 2016 yilindaki ¢aligsma ile karsilastirildiginda agiz ¢alkalama yontemiyle
toplanan oral epitel hiicre 6rnekleri kullanilarak PAX1 metilasyon testlerinin duyarliligi
ve Ozgiilliigii, oral siiriintii yontemi ile toplanan oral lezyonlu epitel hiicre 6rnekleri
kullanilarak yapilan PAX1 metilasyon testlerinden biraz daha diigsik olsa da
(ODD+/ODD- %64 duyarlilik %82 ozgiillik), agiz g¢alkalama yonteminin kabul
edilebilir bir yontem oldugu belirtilmistir (17).

Cheng ve ark. 2017 yilinda 80 OSCC hastasinda yaptiklar: bir diger ¢alismada
timor dokusundan ve tiimore en az 2cm mesafedeki komsu dokudan topladiklar
dokudan elde ettikleri DNA orneklerinde PAX1 metilasyonunu incelemislerdir. OSCC
prognozu ve klinik parametrelerin metilasyon {izerine etkilerinin arastirildigi bu
calismada PAX1 m-indeksi (187,3) ve metilasyon (%76) oranlar1 tiimoral alana komsu
dokulardaki m-indeksi (11,7) ve oranindan (%51) yiiksek bulunmustur. OSCC
dokusundan elde edilen DNA Orneklerinde yapilan metilasyon analizinde erkek
hastalar, sigara aligkanligi olan hastalar, rekiirrens olmayan hastalar ve areca-nut
kullanim1 olan hastalarda metile PAX1’in daha yiliksek M-indeksi oranlarina rastlandig:
bildirilmistir. Yas, tiimor lokasyonu, T degeri, N degeri, tiimoriin klinik evresi, timdriin
histopatolojisi ve alkol aligkanlig1 ile m-indeksleri arasinda herhangi anlamli bir iliski
bulunmamistir. Tiimoral alana komsu dokulardan elde edilen DNA 6rneklerinde yapilan
metilasyon analizleri sonucunda ise erkek hastalar, negatif LNT, genis tiimor alani ve
areca-nut aligkanliginin metile PAX1 in yliksek M-indeksi oranlarn ile iligkili oldugu
bildirilmistir. Buna ek olarak yiiksek oranda PAX1 metilasyonu oraninin erkek hastalar,
dil disindaki tiimor lokasyonu, areca-nut aligkanligi ve sigara aligkanligi gibi klinik
parametreler ile iliskili oldugu bulunmustur. Elde edilen veriler Kaplan-Meier sagkalim

analizi ile degerlendirildiginde areca-nut kullanimi veya alkol igme aligkanlig1 olan
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PAX1 metilasyonu pozitif OSCC hastalarinda, areca-nut kullanimi1 veya alkol aligkanligi
olmayan PAX1 metilasyonu negatif OSCC hastalarindan daha diisiik 3 yillik sagkalim

verileri gozlenmistir (18).

Calismamizda OSCC ve OPML tanis1 konulmus 30’ar hasta ile ailesinde ve
kendisinde malign ve benign tiimor dykiisii bulunmayan 29 saglikli bireyin doku, serum
ve tiikiiriik orneklerinde PAX1 geninin metilasyon ve ekspresyonu incelendi. Malign
hastalarin PAX1 metilasyon oranlart incelendiginde tiimor dokuda %73,33 (22/30),
normal dokuda %50 (15/30), tiikiirtikte %66,67 (20/30) ve serumda %40 (12/30)
seklinde bulunmustur. Premalign hastalarda timoér dokuda %383,33 (25/30), normal
dokuda %56,67 (17/30), tiikiiriikte %26,67 (8/30) ve serumda %20 (6/30) seklindedir.
Saglikl1 bireylerde normal dokuda %6,8 (2/29), tiikiiriikte %10,3 (3/29) ve serumda %0
(0/29)’dir. Bu degerlere bakildiginda malign ve premalign grupta tiimér dokudaki
metilasyon oranmin normal dokudaki serum ve tiikiiriige oranla yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bunun yaninda metilasyon oranlar1 saglikli gruptaki metilasyon
oranlarina gore anlamli derecede yiiksektir. Malign grubun tiikiiriikteki metilasyon orani
(%66,67) premalign gruba gore (%20,00) daha yiiksek bulunmustur (p<0,001). Bu
durum malign doniistim gosteren epitel ylizeyinden tiikiiriik igerisine daha fazla sayida
epitel hiicresi karisabilecegini gostermektedir. Gruplar arasinda ekspresyon degisimi,
normal ve tiimor dokuda metilasyon varligi bakimindan anlamli farklar bulunamamastir.
Bu veriler literatlirdeki diger ¢aligmalarda oldugu gibi tiimoral dokuda saglikli dokuya
oranla ve malign ve premalign gruplarda saglikli bireylere oranla daha yiiksek
seviyelerde PAX1 metilasyonu goriilmesi agisindan benzer sonuglar vermistir.
Calismamizda premalign grup timor dokusunda Cheng ve ark. 2016 ve 2017 yilinda
yaptiklar1 ¢caligmalara oranla premalign grupta daha yiiksek PAX1 metilasyon seviyeleri
tespit edilmesine DNA toplama yontemlerindeki farkliligin sebep oldugu diisiiniilebilir.
Cheng ve ark. 2016 ve 2017 yilinda yaptiklar1 ¢caligmalarda malign grupta goriilen daha
yiiksek PAX1 metilasyon oranlar ilgili ¢aligmalarda klinik parametrelerin metilasyon
seviyelerine etkisinde de anlamli olarak iligkilendirilen ve OSCC etyolojisinde -
ozellikle Giineydogu Asya’da-¢cok Onemli bir faktdr olan areca-nut vb. {iriinlerin
kullaniminin etki ettigi diisiiniilebilir. Calismamiza katilan bireyler arasinda areca-nut
vb. tiriinlerin kullanim1 olmamasi1 PAX1 metilasyon oranlar1 arasindaki farkliliklara etki

eden 6nemli bir farklilik olarak goriilmektedir.
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Caligmamizda malign grupta TNM evrelerine gore metilasyon varligi oranlar
incelendiginde ge¢ evre hastalarda (Evre 3 ve 4) timor dokuda goriilen %80,95
oranindaki PAX1 metilasyonu erken evre hastalarda (Evre 1 ve 2) goriilen %55,56’lik
metilasyon seviyesine gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir ancak arasinda istatistiki
olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,149). Metilasyon varligi bulunan malign
hastala grubuna bakildiginda tiimor dokusunda metilasyon bulunan hastalarin %77,72’si
(17/22), eslenik normal dokusunda metilasyon bulunan hastalarin %66,67’s1 (10/15),
tilkiiriiglinde metilasyon olan hastalarin %70’1 (14/20) ve serumda metilasyon olan
hastalarin %75’1 (9/12) ge¢ evre hastasidir. Bu sonu¢ Jim Huang ve ark. yaptigi
calismadaki sonuglarla benzerlik gostermektedir. Buna ek olarak ; evre 3 ve 4’teki
ekspresyon azalisi olanlarin oraninin evrel ve 2’dekilere gore daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir (Tablo 24). Hastalar erken evre ve gec evre olarak ayrildiginda, erken evre
hastalarinda ekspresyon artis1 olanlarin oraninin (%77,78) ge¢ evre hastalarina gore
(%28,57) anlamli derecede yiiksek, ge¢ evre hastalarinda ise ekspresyon azalisi
olanlarin oraninin (%66,67) erken evre hastalara gore (%11,11) anlamli derecede daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak TNM evresi ilerledik¢e buna
paralel olarak PAX1 metilasyonu goriilme oraninin arttig1 ve yine ekspresyon azaliginda

artis goriildiigli sdylenebilir.

LNT varliginin metilasyon ve metilasyona bagli ekspresyon degisimi oranlarina
bakildiginda, LNT olan malign hasta grubunun tiimér dokusunda goriilen %87,50’lik
PAX1 metilasyonu LNT olmayan hastalarda goriilen %57°14’lik PAX1 metilasyonuna
gore yiiksektir ancak istatistik olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,101). Literatiire
bakildiginda bu sonuglar Jim Huang. Ve ark yaptklar1 c¢alisma ile benzerlik
gostermektedir. Calismamizdaki ekspresyon seviyeleri incelendiginde malign grupta
LNT olan malign hastalarda gozlenen ekspresyon azalisi orani (%75) LNT olmayan
hastalara oranla (%21,43) anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,0092). LNT olan
hastalardaki ekspresyon artisi orani (%18,75) ise LNT olmayan hastalardaki ekspresyon
artisina (%71,43) gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (p=0,0086). Timor
dokusunda metilasyon olan malign hastalarin klinik &zelliklerinin  ekspresyon
degisimine etkisine bakildiginda ekspresyon azalisi goriilen hastalardaki LNT varlig
oraninin (%84,62) ekspresyon azalis1 olmayan hastalara gore (%33,33) anlamli olarak
yiiksek oldugu (p:0,025) goriilmiistiir. Ekspresyon artisi olmayan malign hastalardaki
LNT varlig1 (%80,00) artis olan hastalardaki LNT varlig1 oranina (%28,57) gore yiiksek
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bulunmustur. Bu deger anlamliliga yakindir (p:0,052). Timor ve tiikiiriikte metilasyon
goriilen malign hasta grubu incelendiginde ise, ekspresyon azalisi olan hastalarda
gbzlemlenen LNT varligi oraninin (%88,89) azalis olmayan hastalara gore (%16,67)
anlamli derecede yiiksek oldugu (p:0,011) bulunmustur. Ek olarak ekspresyon artisi
olmayan hastalardaki LNT varligi oran1 (%81,82) artis olan hastalardaki LNT varlig
oranindan (%,00) anlamli derecede yiiksektir (p:0,011). Bu sonuglar géz Oniinde

bulunduruldugunda LNT varliginin ekspresyon azalisina neden oldugu goriilmektedir.

Timor dokusunda metilasyon gozlenen hastalardaki ekspresyon degisimlerini
klinik parametreler ile olan iliskisi incelendiginde, ekspresyon artis1 olmayan hastalarda
sigara kullaniminin (%80,00), ekspresyon artigi olan hasta grubuna gore (%28,57) daha
yiksek oldugu (p:0,052) goriilmiistir. ANOVA sonucuna gore de ekspresyon
seviyesindeki azalma 1ile differansiyasyon seviyesi arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik gorilmiistiir (p:0,002). Timor ve tiikiiriigiinde metilasyon goriilen hastalarda
ise ekspresyon artis1 olmayan hastalarda sigara kullanimi (%81,82) artis olan hastalara
gore (%,00) daha yiiksek bulunmustur (p:0,011). Bu grupta ANOVA ile yapilan analiz
sonucu ekspresyon seviyesinde azalma ile differansiyasyon derecesi arasinda

istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (p:0,011).

Premalign grupta histopatolojik tanilara gore tiimor dokuda metilasyon
seviyelerine bakildiginda displazi hastalarin %100’tinde (6/6), eroziv liken planus
hastalarinin %80’inde (8/10), retikiiler liken planus hastalarinin %78,57’sinde (11/14)
PAX1 metilasyonuna rastlanmistir. Bu oran eslenik normal dokuda sirasiyla %66,67
(4/6), %60 (6/10) ve %50 (7/14) olarak bulunmustur. Saglikli grupta dokuda goriilen
%06,8’lik PAX1 metilasyon seviyelerine bakilarak Cheng ve ark. 2016 yilindaki
caligmalarinda belirttigi gibi lezyon ciddiyeti arttikga PAX1 metilasyon seviyelerini
arttig1 yorumu yapilabilir. Ancak ilgili veriler ile ilgili istatistiki olarak anlamli bir fark
bulunamamstir. Bu durumun toplam ve alt gruplardaki hasta sayilariyla ilgili olabilecegi

distiniilebilir.

Literatiire bakildiginda PAX1 metilasyonunun OSCC tespiti i¢in Huang ve ark.
%80 ozgiilliikk, %87 duyarlilik sonuclar1 elde etmislerdir. Guerrero ve ark. HNSCC
tespiti icin PAX1 metilasyonunun %90 6zgiilliik, %68 duyarlilik ile Jim Huang ve ark.
ise %78,6 ozgillik, %100 duyarlilik ile kullanilabilecegini bildirmislerdir. Cheng ve
ark. 2016 ve 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarda ODD+ ve ODD- lezyonlarin ayrimi
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icin PAX1 metilasyonunun sirasiyla %86 6zgiilliik, %72 duyarlilik ve %82 o6zgiilliik,
%64 duyarhilik ile kullanlabilecegini bildirmislerdir. Calismamizda PAX1 metilasyonu
i¢cin malign grup tiimor dokusu ile saglikli grup normal dokusu arasindaki ROC analizi
sonucu literatiirdeki verilere benzer olarak %73,33 duyarlilik, %93,33 06zgiillik
degerleri bulunmustur. Malign grup ve saglikli grup tiikiiriikk 6rneklerinde bu degerler
%66,67 duyarlilik, %90,00 6zgiilliik olarak bulunmustur. Premalign grup timér dokusu
ile saglikli grup normal dokusu arasindaki ROC analizi sonucu %83,33 duyarllik,
%93,33 ozgiilliikk degerleri gézlenmistir. Malign ve premalign grup tiimor dokusu ile
saglikli grup normal dokusu araisndaki analizler sonucu PAX1 metilasyonun 6zgilligii
ve duyarlilign yiiksek bir test oldugu goriilmektedir. Ayni zamanda malign grup ve
saglikli grup tiikiiriik 6rneklerinde PAX1 metilasyonunun OSCC tespiti igin 6zgiilligii
ve duyarlilig1 yiliksek bir test oldugu goriilmektedir.

Sonug¢ olarak caligmamizda elde edilen veriler 1s1ginda literatiirdeki diger
calismalara paralel olarak sagliklt bireylerden toplanan doku, serum ve tilikiiriik
materyallerinden eld edilen DNA 6rneklerinde ¢ok diisiik oranlarda tespit edilen PAX1
metilasyonu, oral kavitein malign ve premalign lezyonlarinda daha yiiksek oranlarda
tespit edilmistir. ROC analizi sonucu 6zellikle timoér dokusu ve tiikiiriik 6rneklerinde
elde edilen yiiksek ozgiillikk ve duyarlilik degerleri de mukozanin normal isleyisinin
disinda meydana gelen degisimler ve olasit malignite ihtimaline karsi takip edilmesi
gerekebilecek lezyonlar ile ilgili gelistirilecek yeni tan1 yontemlerinde PAX1 geninin
onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir. Bunun yani sira ¢alismamizda OSCC
prognozunda en onemli etkenlerden olan TNM evresi ilerledik¢e buna paralel olarak
metilasyon goriilme oranimnin arttg1 ve ekspresyon seviyelerinin azaldigi goriilmistiir.
OSCC prognozunda 6nemli bir diger LNT varligimin da ekspresyon azalisini arttirdigi
goriilmistiir. Bu verilerden yola ¢ikarak PAX1 metilasyonu ve ekspresyonun prognostik
belirtecler olarak kullanilabilecegi soylenebilir. Premalign grupta da istatistiki olarak
anlamlilbik bulunamamis olmasina karsin OPML lezyonlarinin ciddiyeti PAX1
metilasyonunun ayni oranda artmast PAX1 metilasyonunun prognostik bir belirteg
olarak da kullanilabilecegi goriisiinii desteklemektedir. Bu veriler daha genis bir

popiilasyonda calisilarak istatistiksel olarak anlamlandirilabilir.
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