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OZET

ZUMRUT, LM. (2022). Mitokondriyal Elektron Transportunda Gérev Alan NDUFB3
Geninin Oral Premalin Lezyonlarda Epigenetik Biyobelirte¢ Potansiyelinin Arastirilmasi.
Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul.

Bag-boyun kanserleri arasinda yer alan oral kavite kanserlerinin %90 gibi biiyiik bir kism1
oral skuam6z hiicreli karsinom (OSCC)’dan olusmaktadir. Oral kanserler etiyolojik olarak
sikca cevresel Ozelliklerden etkilenmesi sebebiyle hem genetik hem de epigenetik
caligmalarin birlikte incelendigi bir kanser tiiriidiir. Oral kanserlerde gbzlenen en yaygin
epigenetik modifikasyon DNA’daki 5'-CG-3' dizisindeki sitozinin 5 pozisyonundaki
karbona bir metil grubunun (CH3) kovalent olarak eklenmesi olan DNA metilasyonudur.
Demokan ve ark. yapmis oldugu TUBITAK-SBAG-114S497 no’lu galismada OSCC
hastalarinda tiimor dokusunun eslenik normal dokuya gore NADH:Ubikinon NADH
Dehidrojenaz (NDUFB3) genine ait promoter bdlgesinde yer alan CpG adaciklarinda
hipometillendigi ve ekspresyon seviyelerinde artig gézlenmistir. Caligmamizda, 30 OSCC
ve 30 OPML hastasina ait eslenik normal doku, tiimoér, viicut sivilar1 ve 15 sagliklinin
normal mukoza ve viicut sivisi érneklerinde NDUFB3 geninin ekspresyon ve metilasyon
seviyelerini inceledik. OSCC ve OPML hasta gruplar ile saglikli gruplardan elde edilen
veriler arasindaki molekiiler farkliliklar ve klinik bilgiler karsilagtirilarak NDUFB3 geninin
kanserin erken tanisinda biyobelirteg olarak potansiyel kullanilabilirligi incelendi.
NDUFB3 geninin ekspresyon diizeyini belirlemek i¢cin qRT-PCR yontemi, metilasyon
diizeyini belirlemek icin qMSP yontemi kullanildi. Yapilan deneyler sonucunda; OPML
hasta grubunun yaklagitk %23’tinde genin ekspresyon seviyesinde azalma, yaklagik
%36’sinda genin ekspresyon seviyesinde artig gozlenirken %40’inda  genin
ekspresyonunda anlamli bir degisiklik gézlenmedi. OSCC grubunun yaklasik %33’linde
eslenik normal dokuya kiyasla genin ekspresyon seviyesinde artma, %40’mda genin
ekspresyon seviyesinde azalma tespit edildi. OSCC ve OPML gruplarinin ve saglikli
grubun tiimor, normal doku ve viicut sivi drneklerinde metilasyona rastlanmamistir. OSCC
ve OPML hasta gruplarinin ekspresyon seviyesindeki degisiklikler klinik parametreler ile
kiyaslandiginda anlamlilik goriilmesine ragmen metilasyon varligi tespit edilememesinden
dolayr degisen ekspresyon seviyeleri lizerinde anlamli bir etkisinin olmadigi tespit
edilmistir. OPML grubunda NDUFB3 geninin hipometilasyonu ve NDUFB3 geninin
ekspresyon seviyesinde artma goriilmesi spesifik olarak maliniteye yatkin oldugu goriisiinii
destekler niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Epigenetik, Metilasyon, Ekspresyon, OSCC, OPML
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ABSTRACT

Zumrut, .M. (2022). Investigation of The Epigenetic Biomarker Potential of The NDUFB3
Gene in Oral Premalinant Lesions Involved in Mitochondrial Electron Transport. istanbul
University, Institute of Health Science, Department of Basic Oncology. Master Thesis.
Istanbul.

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) constitutes 90% of oral cavity cancers, which are
among the head and neck cancers. Oral cancer is a type of cancer in which both genetic
and epigenetic studies are examined together since it is frequently affected by
environmental features. The most common epigenetic modification observed in oral
cancers is DNA methylation, which is the covalent addition of a methyl group (CH3) to the
carbon at position 5 of cytosine in the 5'-CG-3' sequence of DNA. In the study numbered
TUBITAK-SBAG-114S497 by Demokan et al., it was observed that tumor tissue in OSCC
patients was hypomethylated in the CpG islets in the promoter region of the
NADH:Ubiquinone NADH Dehydrogenase (NDUFB3) gene compared to the conjugated
normal tissue, and accordingly, there was an increase in its expression levels. In our study,
we examined the expression and methylation levels of the NDUFB3 gene in tumor,
conjugated normal tissue, serum and saliva samples from 30 OSCC and 30 OPML patients
and in normal mucosa, serum and saliva samples from 15 healthy individuals. The
potential utility of the NDUFB3 gene as a biomarker in the early diagnosis of cancer was
examined by comparing the clinical information and molecular differences between data
from OSCC and OPML patient groups and healthy groups. The qRT-PCR method was
used to determine the expression level of the NDUFB3 gene, and the qMSP method was
used to determine the methylation level. As a result of the experiments; While a decrease
in expression level was observed in approximately 23% of the OPML patient group, an
increase in expression level was observed in approximately 36%, no significant change in
expression level was observed in 40%. Compared to the conjugated normal tissue,
approximately 33% of OSCC patients had an increase in expression level and a decrease in
40%. No methylation was found in tumor, normal serum and saliva samples of OSCC and
OPML patients and healthy group. Although the changes in the expression level of OSCC
and OPML patient groups were significant when compared with clinical parameters, it was
determined that there was no significant effect on the changing expression levels because
the presence of methylation could not be detected. Changes in the expression level of the
NDUFB3 gene in OSCC and OPML patient groups are thought to be due to mutations in
the carcinogenesis mechanism.

Key Words: Epigenetics, Methylation, Expression, OSCC, OPML
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, 2020 yili itibariyle yaklasik 10 milyon oliimden sorumlu olan diinya
capmda en onde gelen 6liim nedenlerinden biridir. Bu sayilarin 2040 yilina kadar 29,5
milyon vaka ve 16,4 milyon Oliim oranlarina kadar yilikselmesi Ongoriilmektedir.
Kanserden meydana gelen dliimlerin yaklasik igte biri alkol ve tiitiin tiiketimi, sagliksiz
beslenme ve aktivite eksikliginden kaynaklanmaktadir. En sik goriilen kanserler meme,
akciger, kolon ve rektum ve prostat kanserleri olup bas ve boyun kanserleri de diinya
capinda ¢ok gozlenen kanser tiirlerinden biridir. Bag ve boyun kanserleri, {ist solunum-
sindirim sistemi kanserlerini (oral kavite, nazofarenks, orofarenks, hipofarenks ve girtlak
dahil), paranazal siniisleri ve tiikiiriik bezlerini igerir. Arastirmacilar, 2021 yili itibariyle
diinya {izerinde yaklasik 900.000 bas-boyun kanseri vakasi goriildiigiinii tespit etmistir
(WHO, 2022). Skuamdz hiicreli karsinom agik ara en yaygin goriilen tipi olmasina ragmen,
farkli bolgelerdeki kanserler farkli seyirlere ve degisken histopatolojik tiplere sahiptir.
Etkilenen anatomik bolgeler konusma, yutma, tat alma ve koku alma gibi islevlerde onemli
oldugu i¢in bas boyu kanserinin varlig1 ve tedavisi 6nemli fonksiyonel sekellere sahip olup
yagam kalitesini bozabilir (Mehanna, Paleri, West ve Nutting, 2010). Bas boyun kanserleri
icerisinde en sik rastlanan kanser ¢esiti oral skuaméz hiicreli karsinom (OSCC)’ dir. 2020
yil1 itibariyle diinya genelinde yeni OSCC vaka sayis1 377.713, ayn1 yildaki 6lim sayist ise
177.757 olmustur (Vyhnalova, Danek, Gachova ve Linhartova, 2021). Oral premalin
lezyonlar (OPML) normal dokuya gore kanser gelistirme ihtimali daha fazla olan
morfolojik veya genetik Ozellikleri bakiminda degisiklige ugramis doku bdlgesidir.
OPML’nin klinik muayene ve biyopsi materyalinin histopatolojik degerlendirilmesi oral
kanserlerin gelisimini kontrol etmede ve dnlemede olduk¢a onemlidir (Guillaud, Zhang,
Poh, Rosin ve MacAulay, 2008). Hem displazi gelisim agamalarmi hem de maliniteye
doniisim potansiyelini ilk asamalardan itibaren belirleyebilecek biyobelirtecleri ayrica
tedaviye yonelik ila¢ hedeflerini belirlemek i¢in neoplastik progresyonun mekanizmasini
anlamak 6nem kazanmaktadir (Degen, Barron, Natarajan, Widlund ve Rheinwald, 2013).
Oral kavitenin premalin/malin lezyonlar, genomik degisimler ve c¢evresel karsinojenlere
maruziyetin ortak sonucu olarak meydana gelen molekiiler ve biyokimyasal degisikliklere
bagli olarak gelismektedir (Califano ve digerleri, 1996). Son yillarda epigenetik
degisikliklerden biri olan DNA metilasyonundaki artma ve azalmalarin, tiimorlerin

inisiyasyon ve progresyonunda dnemli rol oynadigr bilinmektedir. Metillenmis genlerin
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veya metillenmis gen kiimelerinin tanimlanmasi, kanser tespiti veya prognozu i¢in yeni
biyobelirtegler kesfine olanak verir (Kanwal, Gupta ve Gupta, 2015). Oral kavite, hem bu
epigenetik faktorlere en fazla maruz kalan, hem de gozlemlenebilmesi en kolay bdlge
oldugu icin premalin ve malin lezyonlarin olusum ve gelisimi ile iligkili epigenetik
mekanizmalar1 incelemek agisindan en iyi modeldir. Bas ve Boyun Skuamdz Hiicreli
Karsinomlarda (HNSCC) DNA onarimi, hiicre dongiisii kontrolii, apoptoz, anjiyogenez,
hiicre-hiicre etkilesimi ve metastaz gibi yollardaki genlerde DNA metilasyonu
gozlenmektedir (Fan, 2004). Kanserde, hipometilasyon siklikla bir onkogen gorevi goren
ve kanserde hipometillenmis gen oldugu bildirilen transkripsiyon faktorii c-Myc gibi
onkogenlerin fonksiyon kazanci ile iligkilidir. Ayrica, spesifik promotorlerde
hipometilasyon, onkogenlerin anormal ekspresyonunu aktive edebilir ve imprinting’e
neden olabilir (Cheung, Lee, Rennert ve Chan, 2009). Prof. Dr. Semra Demokan ve
arkadaslariin yaptigi TUBITAK-SBAG-114S497 no’lu c¢alismasinda elde edilen array
verilerine gore ileri validasyonu gerceklestirilecek NADH:Ubiquinone Oxidoreductase
Subunit B3 (NDUF3) geninin OPML’nin Oral Liken Planus alt tipine ait timor dokulari ile
eslenik-normal  dokularindaki metilasyon ve ekspresyon array datalarina gore
hipometillenmis oldugu ve ekspresyon seviyelerinde artis gézlenmistir. NDUFB3 geninin
premalin lezyonlarin olusumunda ve premalin lezyonlarin malin transformasyonunda
onemli bir rolii olan potansiyel biyolojik belirte¢ olabilecegi diisliniilmiistiir. Bu nedenle
tez projemizde, OPML tanili hastalarin doku ve viicut sivi 6rneklerinde NDUFB3 geninin
metilasyon ve ekspresyon seviyeleri incelendi, her bir OPML alt grubu i¢in sonuglar ayri
ayr1 degerlendirildi. Ayn1 zamanda, OPML alt gruplarinin maliniteye doniisim riskini
belirlemek ve OPML’in OSCC’den ayirict tanisini tespit etmek amaciyla OSCC
hastalarinin doku ve viicut sivilarinda ayni anda metilasyon ve ekspresyon seviyleri
incelendi. Literatiirde OPML ve OSCC hasta gruplarinin doku ve viicut sivisi 6rneklerinde
NDUFB3 geninin ayr1 ayr1 ya da bir arada inceleyen ¢aligma literatiirde bulunmadi igin

oral karsinogenez mekanizmasina 151k tutacak degerli bilgiler katacag: diisiiniilmektedir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Oral Kavitenin Anatomik Yapisi

Oral kavite; ¢igneme, fonasyon, besin alimi, konusma ve nefes almak i¢in burun
bosluguna bir alternatif yol olarak islev goren anteriorda alt ve iist dudaklarin birlestigi
noktadan baglayarak sert damak, yumusak damak bileskesi, posteroinferiorda papillalarin
oOn tarafi ve tonsiller plikalar arasinda kalan sinirlar1 belirlenmis bir bolgedir (Chi, Day ve
Neville, 2015; Som, Smoker, Curtin, Reidenberg ve Laitman, 2011). Anatomik olarak oral
kavite ve orafarenks birbirlerine sinirlar1 olan ama kesismeyen ayr1 bolgelerdir. Oral kavite
yedi alt bolgeye ayrilir: dudaklar, bukkal mukoza (dudaklarin ve yanaklarin i¢ astari),
retromolar trigon olarak adlandirilan yirmi yas dislerinin arkasindaki alan, alveoler ridge,
agiz tabani, dilin ticte ikisi ve yumusak damak/sert damak (Sekil 1). Gingivobuccal sulkus
kompleksi, bukkal mukoza, retromolar trigon, alt gingiva ve st gingivobuccal sulkustan
olusur (Bahadur ve Iyer, 2021). Orofarenks oral kavitenin hemen arkasinda besin ve hava
icin ortak bir gecis yolu olarak islevde bulunmaktadir. Yutma ve hava yolu arasindaki
koordinasyonu saglamak en Onemli gorevidir. Agiz boslugunun ve orafarenksin her
yerinde bulunan tiikiiriik bezleri, agi1z ve bogaz kismini nemli tutan ve besinleri sindirmeye
yardimci olan tiikiiriik tiretir. Ag1z boslugunun tamami ¢ok katli yassi epitel ile kaplidir.
Epitel astari, ¢igneme epiteli ve astar epiteli olmak {izere iki genis tipe ayrilir. Cigneme
epiteli, yiyeceklerin islenmesinde yer alan dil, dis eti ve sert damak gibi yiizeyleri kapsar.
Fonksiyon sirasindaki fiziksel kuvvetlerin biiyiikliigii, agiz boslugu i¢indeki herhangi bir
yiizey i¢in epitel keratinizasyon derecesini belirler. Astar epiteli, keratinize olmayan ¢ok
katli yassi epiteldir ve agiz boslugunun kalan yilizeylerini kaplar (Prisman, Miles ve
Genden, 2019).
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Anatomy of the Oral Cavity

Teeth \

Hard palate \v
Uvula

Gingiva (gum)

Soft palate
___-‘____r-___,._.r—TonsH
Retromolar y f'
trigone -~ Buccal mucosa
(lip and cheek
Tongue lining)
(front two-thirds)

Floor of mouth

Sekil 1. Oral Kavitenin Anatomik Yapis1 (National Cancer Instutite, 2022)

2.2. Oral Kavitenin Premalin Lezyonlari (OPML)

Premalin (prekanserdz) olgular, oral kanserin ortaya ¢ikma olasiliginin goriintiste
normalden daha fazla oldugu morfolojik olarak degisiklige ugrayan prekanserdz lezyonlar
veya artmig kanser riski ile iligkilendirilen prekanser6z durumlardir (S. Warnakulasuriya,
Johnson ve Van Der Waal, 2007). Literatiirde 'kanser dncesi', '6ncii lezyonlar', 'premalin’,
'intraepitelyal neoplazi' ve 'potansiyel olarak koti huylu' olarak tanmimlanmaktadir (S.
Warnakulasuriya ve digerleri, 2007). Diinya Saghk Orgiiti'ne (WHO) gore, oral
mukozanin malin transformasyona ugrayabilen lezyonlar1 ve durumlari, potansiyel olarak
malin bir bozukluk (Premalignant Deficiency, PMD) olarak tanimlanmaktadir (S.
Warnakulasuriya ve digerleri, 2007). Oral kavite, premalin olgularinin %5’inden biiyiik bir
cogunlugunun bir kisminin kansere doniistiigii bir bolgedir (Vigneswaran ve El-Naggar,
2016; S. Warnakulasuriya ve digerleri, 2007). Bu ylizden premalin tanisi, olast malin
olusumlarin erken tespit edilmesi bakimindan 6nem kazanmaktadir (Vigneswaran ve El-

Naggar, 2016; S. Warnakulasuriya ve digerleri, 2007).

Kelime olarak plak/beyaz leke anlamina gelen Iokoplaki; histolopatolojik olarak
simiflandirilamayan, kanser icin slipheli risk tasiyan beyaz bir lezyon olarak
tanimlanmaktadir (Sekil 2) (Rethman ve digerleri, 2010; Isadc van der Waal, 2009).
Lokoplaki, klinik bir tanim oldugu ve ayni zamanda herhangi bir histolojiyle baglantili
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olmadigi i¢in epitelyal displazinin spesifik bir agamasinin varligina veya yokluguna isaret
etmez (Abati, Bramati, Bondi, Lissoni ve Trimarchi, 2020). Lokoplakilerin agiz
mukozasinda en sik gorildiigii yerler alveolar mukoza olup ardindan bukkal mukoza,
damak, dil ve agiz tabam gelir (Bewley ve Farwell, 2017). Son yillarda bildirilen
caligmalarda oral 16koplaki prevalanst %1,1 ile %11,7 arasinda degismektedir (Bandczy,
Gintner ve Dombi, 2001). Oral I6koplakiler klinik olarak iki gruba ayrilabilir: homojen ve
homojen olmayan lezyonlar (Haim, 1981). Homojen lokoplakiler daha yaygin ve
cogunlukla iyi huyludur; kiiciik yiizeysel c¢atlaklarla birlikte tek bigimli ve diiz
goriiniislidiirler (S. Warnakulasuriya ve digerleri, 2007). Homojen olmayan 16koplakiler
diiz ve benekli, beyaz ve kirmizi renkli (eritrolokoplaki), nodiiler, ekzofitik veya
papiller/verriikoz olabilir (S. Warnakulasuriya ve digerleri, 2007). Iki tip arasindaki ayrim
tamamen kliniktir ve homojen olmayan lokoplakilerin ¢ok daha yiiksek malin
transformasyon riski tagidigi bilindiginden bu ayrimin yapilmasi olduk¢a 6nemlidir (Haim,
1981; S. Warnakulasuriya ve digerleri, 2007). Histopatoloji lokoplaki iyi huylu keratoz,
hiperkeratoz, hiperplazi, displazi veya karsinom olarak olarak siniflandirir (Bewley ve
Farwell, 2017). Genellikle lezyon ne kadar kalinsa 6rnekte displazi bulma olasilig1 o kadar

fazladir (Maymone, Greer, Kesecker, ve digerleri, 2019; Wetzel ve Wollenberg, 2020).

Sekil 2. Lokoplaki Klinik Goriiniimii. A: (Mustafa, Praveen ve Lesions, 2021) B: (Maymone,
Greer, Burdine, ve digerleri, 2019)

Liken planus; goriilme siklig1 yiiksek, kronik, inflamatuar ve mukokutandz bir
hastaliktir (Katz, Brahim ve Travis, 1990; Lacy, Reade ve Hay, 1983; S. Silverman,
Gorsky ve Lozada-Nur, 1985). Genellikle cildi, genital bolgeyi, kafa derisini ve tirnaklari
etkiler, ancak oral mukoza (oral liken planus-OLP) dahil olmak tizere mukozal tutulum da
olabilir (Olson, Rogers ve Bruce, 2016). Liken planus agiz mukozasinin her bdlgesinde
goriilebilmekte olup birlikte genellikle bukkal mukoza, dil dorsumu ve dis eti etkilenir
(Lacy ve digerleri, 1983). OLP beyazimsi gizgiler (Wickham’s ¢izgileri), beyaz papiiller,

eritem, erezyon, beyaz plak veya kabarciklar bigiminde ortaya ¢ikabilir ve siklikla simetrik
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ve bilateral veya ¢oklu lezyonlar olarak goriiliirler (Sekil 3) (Ismail, Kumar ve Zain, 2007).
OLP farkli klinik goriinlimlerine gore 6 tipte siniflandirilmaktadir. Bunlar: retikiiler tip,
eroziv tip, annular tip, biilléz tip, atrofik tip’tir (Pindborg, Reichart, Smith ve van der
Waal, 1997). Iki ana klinik form, retikiiler ve eroziv tiplerdir. Retikiiler form iki tarafli
asemptomatik, beyaz, dantelli gizgiler veya papiiller olarak goriiniir (Gonsalves, Chi ve
Neville, 2007). Asindiric1 formlar, periferik beyaz, yayilan ¢izgilerle ¢evrili hassas eritem

ve agrili iilser alanlar1 olarak kendini gosterir (Gonsalves ve digerleri, 2007).

Sekil 3. Oral Liken Planus klinik goriiniimii. (Woo, 2019)

2.2.1. OPML Epidemiyolojisi

Oral premalin lezyonlar diinya niifusunun yaklasik %1,5 ila %4,5'inde meydana
gelir ve erkeklerde daha fazla gbzlenir (Mello ve digerleri, 2018; Petti, 2003). Farkl1 tiitiin
ve alkol tiiketimi oranlar1 nedeniyle cografi farkliliklar bulundugu i¢in en yiliksek goriilme
oranlar1 Asya, Giliney Amerika ve Karayip popiilasyonlarinda bulundu. Oral premalin
lezyonlar, tiim yeni oral kavite kanseri vakalarinin %17 ila %35'ini olusturur ve yilda %0,7
ila %2,9 arasinda malin doniisiime ugrar (S. J. Silverman, Gorsky ve Lozada, 1984; I. Van
Der Waal, Schepman, Van Der Meij ve Smeele, 1997). Lokoplaki, oral kavitenin en sik
goriilen premalin lezyonlaridir (Yanik ve digerleri, 2015). Oral 16koplaki prevalansi %1.1
ile %11,7 arasinda degismektedir (Kao, Chen, Chiang, Chen ve Huang, 2009). Eritroplaki
prevalanst %0,02 ile %0,83 arasindadir (Bandczy ve digerleri, 2001; Kao ve digerleri,
2009). OSMF, Giiney Asya'da ozellikle Hintlilerde daha yaygin olarak bulunur (Swain,
2021). OSMF'nin malin transformasyonu %7 ila %30'dur (Swain, 2021). Areca (tembul)
somunu ¢ignemek, Asya ve Pasifik bolgesinde 16koplaki, OSMF ve agiz kanserinin 6énde
gelen nedenidir (Duan, Liu ve Zeng, 2020). Areca catchu palmiye agacindan elde edilen
tembul findik, Giiney ve Giineydogu Asya ve Pasifik'te en yiiksek prevalansi ile diinya
niifusunun %10 ila %20'sini olusturmaktadir (Duan ve digerleri, 2020).
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2.2.2. OPML Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Oral kavitenin premalin lezyonlarinin kdkeni ile iligkili bircok etiyolojik faktor
vardir (Swain, 2021). Oral kavite premalin lezyonlarmin ¢ogunlugunun kronik sigara
icimi, tilitlin ¢igneme ve alkol tiikketimi ile iligkili oldugu digiiniilmektedir (P. C. Gupta ve
Warnakulasuriya, 2002). Oral kavite lokoplaki sigara aligkanhigi olan bireylerde
icmeyenlere gore alt1 kat daha sik goriilmektedir (Reichart ve Philipsen, 2005). Kronik
alkol tiiketimi, 10koplaki ve agiz kanserine neden olmak i¢in 6nemli bir predispozan
faktordiir (Isadc van der Waal, 2009). Karsinogenez siirecinde tiitiiniin hem inisiyasyon
hem de progresyon asamasinda etkili oldugu bilinmektedir; bununla birlikte, alkoliin
karsinogeneze etkisi s6z konusudur (Isadc van der Waal, 2009). Alkol tiiketimi oral
l16koplaki riskini 1,5 kat, OSMF riskini iki kat ve eritroplaki riskini ii¢ kat artirir (Hashibe
ve digerleri, 2002; Kruk-zagajewska, 2003; Kumar, Singh ve Suwasini, 2021). Premalin
lezyonlarin etiyolojisi i¢in enfeksiydz ajanlari (Herpes Simplex Viriisii, Epstein Barr
Viriisii, Sitomegaloviriis, Herpes Viriisii, Hepatit C Viriisii, Insan Papilloma Viriisii,
Herpes Viriisii-6, Hepatit-C Viriisii, Insan Papilloma Viriisii), otoimmiinite, gida alerjileri,
yaralanmalar, otoimmiinite, immiin yetmezlik, stres, diyabet, hipertansiyon, malin
neoplazm ve bagirsak hastaliklar1 igeren cesitli faktorler 6ne siiriilmiistiir (Greer, 2006).
Hormonal dengesizlik, mide suyunun asir1 salgilanmasi, tiikiiriik salgisinin azalmasi,
Plummer-Vinson Sendromu ve vitamin eksiklikleri gibi sistemik predispozan faktorler agiz

boslugunun premalin lezyonlart ile iligkilidir (Greer, 2006).

OSMF'ye neden olan en giicli risk faktorii, areca somunu igeren betel sterlinin
cignenmesidir. Tembul findik ¢igneme, agiz boslugunun premalin hastaliklarinin gelisimi
icin onemli bir etiyolojidir (Dietrich, Reichart ve Scheifele, 2004). Tembul cevizinin
onemli kimyasal bilesenleri polifenoller, tanenler ve alkaloidlerdir. Arecoline, tembul
findikta bulunan birincil alkaloiddir (P. C. Gupta ve Warnakulasuriya, 2002). Tembul
cevizinin uzun siire ¢ignenmesi, agiz boslugunun mukozal astarinda kronik tahrige ve
iltihaplanmaya neden olabilir (Swain, 2021). OSMF ile iligkili diger faktorler, immiinolojik
egilimdir ve OSMF'nin gelisiminde 6nemli rol oynar (Swain, 2021). OSMF lezyonlar1
genellikle areka cevizi tembul avuglariin ¢ignenmesiyle iliskilidir (Swain, 2021). Areca
somununun alkaloidleri, OSMF'nin patogenezi i¢in ¢ok dnemli olan kolajenin birikmesini
ve bozulmasini etkiler (Swain, 2021). OSMF'nin malin transformasyonunun vakalarin
%0,5inde gozlendigi bildirilmistir (Papke, Horenstein ve Stokes, 2015). Aktinik keilit,

genellikle ultraviyole radyasyona maruz kalan agik tenli yash erkeklerde goriiliir
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(Tilakaratne, Klinikowski, Saku, Peters ve Warnakulasuriya, 2006). insan papilloma viriisii
(HPV), oral kavitenin premalin lezyonlarmin etyopatogenezinde de rol oynayabilir
(Dufresne ve Curlin, 1997). Bir ¢alisma premalin oral eritroplakide 7P53 mutasyonlarinin

yiiksek prevalansinin bulundugunu bildirdi (Sciubba, 1995).

Oral kandidiyazis veya oral pamukcuk, en yaygini Candida albicans olan candida
tirleri tarafindan agiz boslugunun firsat¢1 bir mantar enfeksiyonudur (Swain, 2021). Bu
hastalik, agiz boslugunun premalin bir lezyonu olarak kabul edilir. Akut kandidiyaz, kronik
kandidiyaz ve acisal keilit gibi ii¢ ¢esit oral kandidiyaz vardir (Swain, 2021). Oral
kandidiyazis i¢in risk faktorleri, bozulmus tiikiirik bezi fonksiyonu, takma disler, ilaglar,
yiiksek karbonhidrath diyetler, ileri yas, sigara ve diyabettir (Qin, Park, Chen ve Lazarus,
1999; Swain, Nahak ve Sahu, 2017).

2.2.3. OPML Tani, Tedavi ve Onlem

Oral kavitenin premalin lezyonlarinin teshisi genellikle klinik bulgular ve
histopatolojik ¢alisma temelinde yapilir. Firga sitolojisi/biyopsisi, yalnizca pul pul
dokiilmiis yilizeysel hiicreleri degil, tam bir trans-epitelyal numune elde etmek igin bir
fircanin kullanildig1r minimal invaziv bir tekniktir. Bu, lezyonlarin bazal, orta ve yiizeysel
katmanlarinin 6rneklenmesini iceren bir trans-epitelyal teknik oldugundan, karsinoma in
situ ile invaziv karsinomu ayirt etmek yardimci olamaz. Bu teknigin duyarliligi %73 ile
%100 arasinda, 6zgilliigl ise %32 ile %94 arasinda degismektedir (Schwartz, Bridges,
Butani ve Ehrlich, 2008). Histopatolojik rapor temelinde, lokoplaki displastik veya
displastik olmayan tipler olarak bulunabilir. Tani, displazinin derecesini de degerlendiren
biyopsi ile dogrulanir. Histopatolojik olarak eritroplaki orta veya siddetli displazi gosterir.
Aktinik keilitte histopatolojik bulgular epitelde hiperplazi, akantoz veya atrofi, keratin
tabakasinda kalinlasma ve/veya hafif-orta dereceli displaziyi gosterir. Bu epitel
degisikliklerine ek olarak bag dokularinda solar elastoz adi verilen kollajen liflerin
bazofilik dejenerasyonu bulunur (S. Gupta, Shah, Parikh, Limbdiwala ve Goel, 2014).
OSMF'de histopatolojik tani, subepitelyal dokulari infiltre eden eozinofilik bilesenlere
sahip kronik inflamatuar hiicreleri gosterir. Uzun siiredir devam eden lezyonlar, azalmis
vaskiilarite, azalmis inflamatuar hiicre sayisi ve epitelin hemen altinda biriken yogun

kollajen tabakalar1 gosterir.

Sub-epitelyal stromanmin yaygin hyalinizasyonu siklikla yagli ve fibrovaskiiler

dokularm yerini alan submukozal dokulara uzanir (de Santana Sarmento, da Costa Miguel,
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Queiroz, Godoy ve Da Silveira, 2014). Halihazirda dar bant goriintiileme (NBI), premalin
ve malin lezyonlarin saptanmasinda yiiksek dogruluk gostermektedir. NBI, oral kavitenin
premalin ve erken malin bozukluklarmin tanisinda ve ayrica tiimor invazyonunu
degerlendirmede yardimcidir (Wu, Zhou ve Luo, 2020). Agiz boslugunun premalin
lezyonlarmin zamaninda teshis ve tedavisi, agiz boslugunda skuamoz hiicreli karsinom
gelisiminin Onlenmesinde yardimci olur (Jayanthi, Probert, Sher ve Mayberry, 1992).
Lokoplaki baslangi¢c asamasinda tedavi edilirse, agiz kanserinin ortaya ¢ikma sansi olabilir.
azaltilabilir. Lokoplaki igin ¢esitli tedavi segenekleri olmasina ragmen, 16koplaki'nin malin
donlisimiinii en aza indirgemek icin spesifik ve uygun bir secenek yoktur. Tedavi
seceneklerinin  se¢imi, lokoplaki klinik evresine baghdir. Histopatolojik calismada
displazinin varlig1 veya yoklugu tedavi yontemine karar verir. Lokoplaki erken evresinde
tedavi prosediirii, tiitiin, alkoliin kesilmesi ve mekanik ve kimyasal yaralanmalarin
giderilmesi gibi olasi etiyolojik faktorlerin ortadan kaldirilmasini amaclar. Lokoplaki
gozlemi i¢in 2 ila 4 haftalik bir siire gereklidir. Etiyolojik faktorlerin ortadan kalkmasi ile
gozlem doneminde lezyonda diizelme olmazsa histopatolojik tani yapilmalidir. Tedavi
secimi, agiz boslugunun lokoplakisinde displazinin varligina veya yokluguna baglhdir.
Herhangi bir diizelme olmadiginda veya displazi varliginda cerrahi tedavi gerekir. Oral
kavite lokoplakisinin konservatif veya cerrahi olmayan veya medikal tedavisi, kolay
uygulama, minimum toksisite veya yan etki icerir ve hastane ortaminda tedaviye ihtiyag
duymaz ve hastalar i¢in nispeten diisiik maliyetlidir (Swain, 2021). Agiz boslugunun
16koplakisinin tibbi tedavisi, A vitamini ve retinoid, karotenoidler, ¢ay ekstresi, bleomisin
ve C vitamini gibi kemoprevensiyona dayanir, ancak sonug¢suz olmasma ragmen
kullanilmistir (Swain ve Debta, 2020a). Ameliyatsiz olmasi, iyi kozmetik olmasi nedeniyle
cerrahi olmayan tedavi agir basmaktadir. sonug, kiimiilatif toksisite olmaksizin hasta
tarafindan iyi tolere edilir ve ameliyattan kaginildig1 veya kontrendike oldugu durumlarda
kullanilir (Swain ve Debta, 2020a). Fotodinamik tedavi adi verilen ve agiz boslugunun
premalin lezyonlarim1 ¢ikarmaya yardimci olan baska bir tedavi secenegi vardir, ¢iinkii
kiimiilatif yan olmaksizin tekrar tekrar kullanilabilir (Swain ve Debta, 2020b).
Fotodinamik tedavi, oral 16koplaki i¢in son tedavi se¢eneklerinden biridir. Isik ve 1513a
duyarlilastirict gibi toksik olmayan bilesenlerin yardimiyla oksijen bagimli bir yontemle
hiicre ve doku hasarina neden olur. Bu tedavi teknigi, tiimor hiicrelerinin belirli bir dalga
boyundaki 1s183a duyarli hale getirilmesi igin eksojen bir 1s18a duyarlilagtiricinin

uygulanmasina dayanmaktadir. Foto-duyarlilastiricilar genellikle etkisizdir ve siklikla
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timor hiicrelerine karsi segici afiniteye sahiptir. OSMF durumunda, fiziksel tedavi fiziksel
egzersiz rejimi, splintler veya farkli agiz agma cihazlar1 ve mikrodalga diatermi igerir
(Swain, 2021). OSMF'nin steroidler, interferon gama, plasental dzler, beta karoten, likopen
vitaminleri, asilanmis siit, kollajenaz, hiyaliironidaz, kimotripsin ve aloevera gibi cesitli

tibbi tedavileri vardir (Alam ve digerleri, 2013).

Ag1z boslugunun premalin lezyonlarini kontrol altina almanin 6nemli kismi, her
zaman hastaya tembul findik ¢igneme, gutkha cigneme, sigara ve alkol tiiketimi
aligkanliklarini birakmasini tavsiye etmektir (Swain, Sahoo ve Panda, 2020). Premalinin
erken tespiti i¢in agiz boslugunun toplu taramasi yapilmalidir. Agiz boslugunun bu tiir
premalin lezyonlarin1 6nlemek i¢in yagam tarzini degistirmek icin yogun bir halk egitimi
olmalidir. Tiitlin {riinleri ve alkol tretiminin kontrolii veya yasaklanmasi, satisinin
kisitlanmasi gibi yasal tedbirler kesinlikle uygulanmalidir. Klinisyenler tarafindan yapilan
uygun danigmanlik, tiitiin bagimliligim birakmaya biiyiik 6l¢iide yardimer olur. Tedaviden
sonra agiz boslugunun premalin lezyonlarmin tekrarlama olasiligi vardir, bu nedenle

hastanin izlenmesi gerekir (Swain, 2021).

2.3. Oral Kavitenin Kanserle iliskisi

Diinya ¢apinda malinite siralamasinda 16. sirada olan oral kavite kanserleri (OCC)
bas-boyun kanserleri igerisinde katagorize edilmektedir (Sung ve digerleri, 2021). 2020
verilerine gore diinya ¢apinda dudak ve oral kavite kanserleri 377.713 yeni vaka ve
177.717 mortaliteden sorumludur (Sekil 6). Oral kavite kanserlerinin %90’ mndan fazlasi
skuam6z dokulardan meydana geldigi i¢in genel olarak oral kavite skuamoz hiicreli
karsinom (OSCC) olarak yayginlasmistir (Rivera, 2015; Saman Warnakulasuriya, 2009).
Oral mukozay tutan diger maliniteler, minor tiikiiriik bezlerinin malin tiimdrleri, malin
melanom ve rabdomiyosarkom, fibrosarkom, leiomyosarkom veya karsinosarkom, Kaposi
sarkomu ve lenfoma gibi nadir agiz i¢i sarkomlardir (Walker, Boey ve McDonald, 2003).
Skuamoz hiicreli kanserin en erken formuna karsinoma in situ denir. Bu, kanser
hiicrelerinin yalnizca epitel (agiz boslugunu ve orofarenksi kaplayan hiicrelerin iist
tabakas1) adi verilen hiicre katmaninda oldugu anlamina gelmektedir. Bu, kanser
hiicrelerinin epiteli gecerek agiz boslugunun veya orofarenksin daha derin katmanlara
dogru biiyiidiigli invaziv skuamdéz hiicreli kanserden farklidir (American Cancer Society
2022).
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Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2020, lip, oral cavity, both sexes, all ages
-

ASR (World) per 100 000

Bl -0
B 26-40

13-17 I ot applicable
<13 No data

Sekil 4. Oral Kanserlerin Diinya Niifusu Uzerinde Dagilimi (Sung ve digerleri, 2021).

2.3.1. Dil Tiimorleri

Dil bolgesinde meydana gelen oral kanserler, oral kavite kanserleri arasinda en
yaygin gozlenen anatomik bdlgedir (Rusthoven, Ballonoff, Raben ve Chen, 2008).
Amerika Birlesik Devletlerinde 2021 yili igerisinde 17,960 yeni vaka gozlenmistir ve tiim
kanserlerde gozlenen yeni vaka sayisinin %0,9’luk bir dilimini kapsamaktadir. Mortalite
oran1 2021 yili i¢ginde tiim kanser Oliimlerine oranla %0,5tir. Oral dil kanserleri igin 5
yillik survi sagkalim %68,1'dir (National Cancer Institute, 2022 ). Oral dil sknamoz hiicreli
karsinomu (OTSCC), baglica iki nedenden dolay1 ayr1 bir alt bdlge olarak kabul edilmistir.
Birincisi, dil oral kavitenin zengin bir lenf ag1 olan tek kismidir ve kaslarinda fasya veya
kemik yoktur ve tiimoriin yayilmasini Onlemek icin kapsiillenmemistir. Malin hiicreler,
karmagik arteriyovendz drenaj ve norovaskiiler demetlerle beslenen yumusak kas
liflerinden kolayca geger (Shetty, Kudpaje, Jayaraj, Rao ve Shah, 2019). OTSCC, oral
kavitenin diger bolgelerindeki karsinomlardan daha kotii bir prognozla iliskisi oldugu
gosterilmistir (Rusthoven ve digerleri, 2008). Dil kanseri erkeklerde kadinlara gore daha
sik goriilmektedir. Alkol ve tiitiin tlirevlerinin kullanilmasi ve insan papilloma viriisii
(HPV), ozellikle HPV 16 ile enfekte olunmasi bu kanserle iligkilidir (National Cancer
Institute, 2022).

2.3.2. Dudak Tiimérleri
Dudak kanseri, oral kavite kanserleri arasinda yer alan klinik goriiniimi cilt

kanserine benzeyen malin bir tiimérdiir. Insidans oranlar1 Okyanusya'da 100.000'de 13.5,



28

Avrupa'da 100.000'de 12 ve Kuzey Amerika'da 100.000'de 12,7 civarindadir (Czerninski,
Zini ve Sgan-Cohen, 2010). Dudak kanserinde risk faktorii olarak giines 1sinlarina
maruziyet, tlitiin tiketimi ve virlisler yaygin olarak goriilmektedir. Tiimorlerin yaklasik
yiizde 90" alt dudakta, yiizde 7'si {ist dudakta ve yiizde 3'li oral komissiirde ortaya ¢ikar.
Dudak kanserlerinde en sik goriilen histolojik tiimor tipleri skuaméz hiicreli karsinim ve
bazal hiicreli karsinomdur. Dudak kanserinin en yaygin mukozal olmayan formu, mindr
tikiirtik bezlerinin tiimorlerinden kaynaklanir ve mukozal dudak kanserinin tersine iist
dudakta alt dudaga gore daha sik tutulum gozlenir. Mukozal dudak kanserini kutandz
dudak kanserinden ayirt etmek 6nemlidir, ¢iinkii ikiside farkli patofizyoloji ve prognostik
etkilere sahiptir (Kerawala, Roques, Jeannon ve Bisase, 2016). Mukozal dudak kanserleri,
ince bir mukoza epiteline sahip olan ve kilcal damarlar ve minor tiikiiriik bezlerinden
zengin olan i¢ vermilyon veya 1slak dudaktan kaynaklanir. Buna karsilik, kutandz dudak
veya dis vermilyon, bag ve boyun derisinin geri kalanina benzer sekilde kalin keratinize
edici bir epidermis gosterir. Her iki dudak kanseri tiirii de bir risk faktorii olarak gilinese
maruz kalmay1 paylasir; ancak tiitiin ve alkol kullanim1 da mukozal dudak ve agiz boslugu
kanserleri i¢in risk faktorleridir (Ellington ve digerleri, 2020; Howard, Agrawal ve Gooi,

2021).

2.3.3. Bukkal Mukoza Tiimérleri

Bukkal mukoza, oral vestibiiliin anterolateral sinirlarini olusturan yanaklarin ve
dudaklarin mukozal yiizeylerinden olusur. Agiz tabanini ve alveolar sirtlar1 kaplayan
mukoza ile bitisiktir. Bukkal mukozanin yan1 sira bitisik oral mukozanin diger kisimlarinda
yer alan yaklagik 800-1000 minor tiikiiriik bezi vardir. Stensen (parotis) kanallarinin
ostiumlari, ikinci maksiller az1 dislerinin karsisinda parotis papillalarinda bukkal mukoza
icinde yer alir. Bukkal mukozanin karsinomlar1 genellikle alt azi dislerine bitisik yan
duvarlarda ortaya ¢ikar. Ilerleme yollarindan biri gingivobukal oluklardir ve nihayetinde
gingiva ve kemigin invazyonu ortaya ¢ikabilir. Alternatif olarak, buccinator kasini istila
edebilir, bukkal yag yastigina uzanabilir ve subkutan dokular istila edebilirler. Daha ileri
timorler parotis bezini ve yiiz sinirini bile tutabilir. Tan1 aninda klinik nodal pozitiflik
olasilig1 yaklasik %10-30, subklinik hastalik riski ise %S5-15 arasindadir (Jacobs ve
digerleri, 2018).
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2.3.4. Retromolar Trigon Tiimoérleri

Retromolar trigon (RMT), son mandibular molar dislerin hemen arkasindaki ticgen
yumusak doku bolgesidir ve RMT lateralde bukkal mukoza ve medialde anterior tonsiller
pillar ile bagl olmasi sebebiyle bukkal mukoza olarak siniflandirilir (Genden, Ferlito,
Shaha ve Rinaldo, 2003; Nishi, Shinozaki, Tomioka, Maruo ve Hayashi, 2018).
Retromolar trigon bolgesinin tiimorleri oral kavite neoplazmalarinin %12'sini temsil eder
(Aloua, Opoko, Kerdoud, Hmoura ve Slimani, 2021). Vakalarin ¢cogunda (>%95) skuamoz
hiicreli  karsinom, adenokarsinom, adenoid kistik karsinom ve nadir goriilen
mukoepidermoid karsinom seklinde gozlenirler (Mazziotti ve digerleri, 2014). Retromolar
trigonun skuamdz hiicreli karsinomu erken donemde kemik infiltrasyonu, lenf nodu
metastaz1 ve infratemporal fossaya infiltrasyon ile sonuglandigindan prognozu
bademcikler, agiz tabam1 ve dis etleri gibi komsu bdlgelerdeki skuamdz hiicreli
karsinomdan daha kétiidiir (Mendenhall ve digerleri, 2006; Shaw ve digerleri, 2009). RMT
tiimorleri, hasta semptomatik hale gelene kadar olduk¢a uzun bir siire uykuda kalabildikleri
icin tiimdriin histolojik ozellikleri prognoz agisindan olduk¢a Onemlidir (Genden ve

digerleri, 2003).

2.3.5. Agiz Tabam Tiimorleri

Agiz tabani, SCC'nin ortaya ¢iktig1 en yaygin ikinci alt bolgedir. 2 cm'den kiigiik
timorler genellikle asemptomatiktir ve eritemli bir kitle olarak goriinebilir. Lezyonlar
biiyiidiitkce ve iilserlestikce, dilin kokiine veya lingual veya mental sinirlere uzanim
meydana gelebilir, bu da dil hareketliliginin azalmasi ve dislerde, dudakta ve ¢enede duyu
azalmasi nedeniyle disfaji ve dizartri ile sonuglanir. Bu bdlgeden kaynaklanan daha ileri

kanserler, mandibulaya dayanabilir veya invaze edebilir (A. Y. Chen ve Myers, 2000).

2.3.6. Alt ve Ust Damak Bolgesi Tiimorleri

Sert damak tiimdrleri nadirdir ve Amerika Birlesik Devletleri'ndeki tiim agiz
kanserlerinin sadece %0.5'ini olusturur. Cogu karsinom, sert damagin graniiler yilizeysel
iilserasyonu olarak kendini gosterir. Ilk bilyiime yiizeysel olma egilimindedir, ancak bu
timorler kemigin periostundan, paranazal siniisler ve burun tabani gibi agiz bosluguna

bitisik bolgelere yayilabilir (A. Y. Chen ve Myers, 2000).
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2.3.7. Alveolar Ridge Bolgesi Tiimorleri

Ust ve alt genenin alveolar sirtin1 kaplayan mukoza, alttaki kemige ve dentat
bireylerde dislerin kok yiizeyine sikica tutunur. Alt ¢enede, lingual olarak agiz tabani ve
bukkal olarak bukkal mukoza ile sinirlanan retromolar alana soldan saga dogru uzanir. Ust
¢enede lateral sinir1, palatal tarafinda bukkal mukozaya gegistir, keskin bir anatomik sinir
yoktur, alveolar mukoza sert damagi kaplayan mukozal astarla birlegir. Dorsal olarak, iist
alveolar sirtin mukozal astar1 da retromolar alanla sinirlanmistir (Slootweg ve Richardson,
2009). Alveolar sirtin SCC'si, dudak kanseri de dahil olmak iizere tiim intraoral kanserlerin
%7 ila %18'ini olusturur (Barnes ve Johnson, 1986). Bu bolgedeki tiimorler iilserli veya
ekzofitik olabilir. Dogal olarak kemige sikica bagli bolgelerde ortaya giktiklarindan, bu

konumdaki tlimorler her zaman kemige sabitlenir (Slootweg ve Richardson, 2009).

2.4. Oral Skuamoz Hiicreli Karsinom (OSCC)

2.4.1. OSCC Histopatolojisi

Skuaméz hiicreli karsinomlar (SCC'ler), klinik muayenede koyu ten rengi veya
beyaz tiimorler olarak goriiniir. Histopatolojide SCC 1iyi, orta ve skuamoz farklilasma
diizeyine gore kotii farklilasmus olarak smiflandmilir (Sekil 7). Iyi farklilasmis SCC,
belirgin hiicreler arasi kopriilere, diskeratotik skuamoz hiicrelere ve keratin incilerine
sahiptir. Ko6tii farklilagsmis SCC, morfolojik olarak minimal skuaméz farklilagma gosterir.
Orta derecede diferansiye SCC, iyi diferansiye SCC'ye gore tiimoriin daha kiiciik bir

kisminda skuamoz farklilasma kamti gosterir (Bahadur ve Iyer, 2021).

WHO smiflandirmasinda SCC'nin alt1 histolojik varyanti kabul edilmistir ve bu
varyantlar toplamda tiim skuamdz hiicreli karsinomlarmn (SCC) yaklasik %10-15"ini
olusturmaktadir. Bu varyantlar arasinda verriikoz karsinom (VC), adenoid SCC (AdSCC),
igsi hiicre/sarkomatoid karsinom (SCSC), adenoskuaméz karsinom (ASC), bazaloid SCC
(BSCC) ve papiller SCC (PSCC) bulunur (Thompson, 2003).
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Sekil 5. OSCC’nin Histopatolojisi. A) Yar1 organize keratinizasyona sahip olgun hiicreleri
gosteren oral dilin iyi farklilasmms skuamoz hiicreli karsinomu. B) Dil tabaninin
kotii farklilasnms skuamoz hiicreli karsinomu. (Johnson ve digerleri, 2020).

2.4.2. OSCC Epidemiyolojisi

Oral kavite kanserleri Giineydogu Asya'da (Hindistan, Sri Lanka, Pakistan,
Banglades ve Tayvan) ve Pasifik bolgelerinde (Papua Yeni Gine ve Melanezya) en yaygin
gozlenen malinitedir (Rivera, 2015). Diinya ¢apinda, her sene yaklasik 275.000 oral kavite
kanseri teshis edilmektedir ve %90’m1 gibi biiyiik bir ¢cogunlugunu skuamoéz hiicreli
karsinom (OSCC) olusturmaktadir (Bray, Ren, Masuyer ve Ferlay, 2013; Funk ve
digerleri, 2002). OSCC geng nesile oranla daha ¢ok 40’11 yaslardan sonraki kigilerde ve
erkeklerde kadinlardan daha yiiksek bir oral kavite kanseri prevalansi gozlenmektedir
ancak kadimlarda titiin kullanimimin arttig1 bolgelerde bu durum degismektedir (Nocini,
Lippi ve Mattiuzzi, 2020). Cografi konum ve yasam standartlarina gore teshis edilen vaka
ve 0liim sayilar1 degisiklik gostermektedir. Asya Kitasi, teshis edilen vakalarin (%64.2) ve
mortalitenin (%73.3) en yiiksek yiizdesine sahipken, Okyanusya teshis edilen hastalarin
(%1.3) ve mortalitenin (%0.56) en diisiik yiizdesine sahiptir (Sarode ve digerleri, 2020).

2.4.3. OSCC Risk Faktorleri ve Etiyoloji

Agiz kanseri vakalarinin g¢ogu, yasam tarzi davranislarina, sosyo-ekonomik
durumlara, bireysel olarak yatkinlik durumuna ve maruz kalma ile baglantilidir. Agiz
kanserinin en 6nemli nedenleri uzun yillar devam eden alkol tiiketimi, tiitiin kullanim1
(sigara ve dumansiz), yiiksek riskli insan papilloma viriisii (HPV) enfeksiyonu ve kotii agiz
hijyenidir. Diyetteki mikro besin eksikligi, ¢evresel faktorler, genetik faktorler vb. agiz
kanseri gelisimi riskini etkileyen diger onemli faktorlerdir (Garnis, Campbell, Zhang,
Rosin ve Lam, 2004; Gillison ve digerleri, 2000).

2.4.3.1. Tiitiin ve Tiirevlerinin Kullanim

Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC) tarafindan sigara, pipo ve puro
gibi tiitlin Uriinlerinin icilmesi ve pasif igicilik (dumaninin solunmasi) insanlar igin
kanserojen oldugu belirtilmistir (IARC, 2004). Tiitiine 6zgii nitrozaminlere (TSNA) ve
titlin ¢ignenirken reaktif oksijen tiirleri (ROS)’ne maruz kalma, agiz kanseri olusma
olasiligmi daha da artirir. Ornegin, benzo-a-pirenler, oksitleyici enzimler (6zellikle
sitokrom P450) tarafindan metabolize edilen ve dogas1 geregi yiiksek oranda reaktif ve
kanserojen olan olusum ara iiriinleriyle sonuclanan tiitiin dumani kanserojen maddeleridir

(Sharma, Anil Kumar, Indu, Gautami ve Varruchi, 2020).
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2.4.3.2. Alkollii icecek Tiiketimi

Diizenli alkol tiiketimi, tiiketilen alkol miktarina bagli olarak agiz kanserine yol
acabilir (Sharma ve digerleri, 2020). Giinde 4-5 bardak alkol tiiketimi ile bireyler,
icmeyenlere gore daha yiiksek agiz kanserine yakalanma oranina sahiptir (Gillison ve
digerleri, 2000). Alkoliin genel olarak alkol dehidrojenaz ve aldehit dehidrojenaz olarak
adlandirilan iki ana metabolize edici enzim tarafindan metabolize edildigi bilinmektedir
(Sharma ve digerleri, 2020). Alkol dehidrojenaz temel olarak etanolii asetaldehite
oksitlerken, diger yandan aldehit dehidrojenazin asetaldehiti asetata detoksifiye ettigi
bildirilmektedir (Sharma ve digerleri, 2020). Asetaldehitin mutajenik yapis1 nedeniyle oral
kanserojen etkilere sahip oldugu diistiniilmektedir (Sharma ve digerleri, 2020). Ayrica
alkol firiinleri igerisinde etanol diginda polifenoller, akrilamid ve nitrozaminler gibi

kanserojen olarak siniflandirilan bilegenler bulunmaktadir (IARC, 2004).

2.4.3.3. Betel Quid ve Areca Nut Cignenmesi

Oral karsinogenezin arkasindaki bir diger onemli etiyolojik faktor, betel quid ve
areca nut ¢ignenmesidir. Diinyanin birgok yerinde, 6zellikle Giiney Asya ve Giiney Dogu
Asya'da, betel quid (areca nut ve betel yapragina sarilmis kirecten olusur) cigneme
aligkanliklar1 yaygin olarak goriiliir ve sosyokiiltiirel bir gelenek olarak kabul edilir (Guha,
Warnakulasuriya, Vlaanderen ve Straif, 2014). Uzun yillar betel quid ¢ignenmesinin agiz
kanserine yakalanma riskini arttig1r bildirilmistir (Anand, Dhingra, Prasad ve Menon,
2014). Betel quid, kanserojen nitrozaminler ve agiz boslugunda ROS iiretimi ile kanserojen
stirece aracilik eder (Nair, Bartsch ve Nair, 2004). Asir1t ROS iiretimi, areca nut’ta bulunan
polifenollerin oto-oksidasyonundan kaynaklanir. Sadece areca nut ¢ignemenin bile agiz
kanseri i¢in ciddi oranda 6nemli bir risk faktorii oldugu bildirilmistir (Y. C. Li ve digerleri,
2016). Betel quid agizda daha uzun siire tutmanin riski daha fazla artirdigina dikkat
¢ekilmigtir (C. P. Wen ve digerleri, 2010).

2.4.3.4. Human Papilloma Viriis (HPV)

Insan papilloma viriisii (HPV), iyi huylu ve kotii huylu oral karsinom ile iliskili ana
etiyolojik faktdrlerden biridir (Sharma ve digerleri, 2020). HPV’nin etkisi kondilomlar,
skuamoz hiicreli papillom, fokal epitel hiperplazi ve kotii niyetli oral aginma dahil olmak
iizere bir¢ok kanserojen durumda yapilan ¢esitli calismalarla kanitlanmistir (Thavarajah ve
Ranganathan, 2017). HPV viral insidansi en yiiksek %59 oranla oral kavite kanserinde

gozlenmektedir, bunu faringeal (%43) ve laringeal (%33) karsinomlar takip etmektedir
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(IARC, 2004). Insan papilloma viriisleri arasinda HPV16 ve HPVI8, insan epitel
dokularm istila edebilen ve agiz kanserine neden olabilen yiiksek riskli HPV'ler olarak
tanimlanmigtir (Sharma ve digerleri, 2020). Viriis, konak hiicreyi istila ettiginde E6 ve E7
onkoproteinlerinin ekspresyonunu arttirir (Sharma ve digerleri, 2020). Upregiile edilmis E6
proteini G1 fazindaki hiicreleri durdurdugu ya da programlanmis hiicre Sliimiinii ya da
apoptozu indiikledigi ve bdylece konak¢t DNA'min onarilmasmna izin veren p53’iin
aktivitesinin kaybima sebep olur (Sharma ve digerleri, 2020). Ote yandan, E7 proteini,
retinoblastom timdr baskilayici gen iiriinii pRB'ye baglanarak onu inaktif hale getirir,
bdylece hiicrenin S-fazina girmesine ve hiicre dongiisinde bozulmaya neden olur

(Jayalekshmi ve digerleri, 2009).

2.4.3.5. Agiz Hijyeni

Kotii agiz hijyeni, olumsuz sosyal etkilesimin yaninda agiz kanserinin biiyiimesi ve
gelismesi i¢in kilit risk faktorlerinden biridir. Kotii agiz hijyeninin yaninda diglerde ¢iirtik
gibi cesitli dig hastaliklariin bas ve boyun kanseri riskini daha da artirdigi bilinmektedir
(Kerbel, 2000). Saglikli bireylerin oral mukozasinda bulunan mikrobiyal popiilasyonda
meydana gelen degisiklikler oral karsinogenezde rol oynamaktadir (Sharma ve digerleri,
2020). Oral mikrobiyotada bulunan bakteri popiilasyonu apoptozu engelleyebilen hiicresel
proliferasyonu indiikleme mekanizmasina sahiptir (Sharma ve digerleri, 2020). Bu
yetenekleri sayesinde tiimor olusumunu tesvik edebilir veya oral biyofilmlerin olusumuna

yol agabilir (Khuri ve digerleri, 2000).

2.4.3.6. Besin Tiiketimi

Sagliksiz bilesenlerden olusan diyetin yani sira herhangi bir fiziksel aktivite
olmaksizin yerlesik yasam tarzi ve glinimiizde ekonomik durum sebebiyle artan obezite
vakalarmin kiiresel kanser oranlariin yaklagik %40'mma katkida bulundugu bilindiginden
diyet faktorlerinin kanser insidansi tlzerinde gliglii bir etkisi vardir. Oral kanser
vakalarmin yaklasik %15’ meyve ve sebzelerin diisiik oranda tiiketilmesi ile
iliskilendirilmistir (Lemaire ve digerleri, 2003). Meyve ve sebzelerde bulunan bilesenlerin
tiketiminin azlig1 ile oral kanser arasindaki baglantiyr destekleyici nitelikte az sayida
aragtirma bulunmaktadir ve bu besinlerin oral kanserdeki kesin rolleri ve mekanik
ayritilart netlik kazanmamistir. Literatiirdeki bazi c¢aligmalar, bitkiden elde edilen
sekonder metabolitlerin ve fitokimyasallarin (vitaminler, flavonoidler, karotenoidler vb.)

potansiyel antioksidan ve anti kanserojen Ozelliklere sahip oldugunu ve diger etiyolojik
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faktorlerin neden oldugu olumsuz kanserojen etkilerinin ortadan kaldirilmasi i¢in dnemli

bir rol oynayabilecegini gostermektedir (Sharma ve digerleri, 2020).

2.4.4. OSCC Evrelemesi ve Hastaligin Seyri

Bas ve boyun malinitesi agisindan degerlendirilen tiim hastalar Amerikan Ortak
Kanser Komitesi (AJCC) sistemine gore evrelendirilmektedir (Tablo 1) (Lydiatt ve
digerleri, 2017). Bu sistemde temel olarak primer timoériin boyutu ve yakin bolgeye
yayillimi T ile, boyundaki lenf nodlarinin boyutu ve sayisi N ile ve metastaz olup olmadigi
bilgisi M ile gosterilmesi temeline dayanmaktadir (Lydiatt ve digerleri, 2017). Evreleme
cok yonlii bir siirectir ve hasta i¢cin uygun tedaviyi segmeye yardimei olur (Ettinger, Ganry
ve Fernandes, 2019).

Tablo 1. Oral Kavite Tiimorleri TNM Evrelemesi (T:Primer lezyonu, N:
Bolgesel lenf nodu tutulumunu, M: Metaztas) (Edge ve Byrd, 2018).

T Kategorisi Kriter
™ Primeri tespit edilemeyen timor
Tis In situ karsinom
T1 Tumor €2 cm, 5 mm den az derin invazyon(DOI)
T2 TUmor< 2 cm, DOI>5 mm ve £10 mm veya timor>2 cm ve <4 cm, DOIS10 mm
73 TUmor>4cm veya herhangi boyutta timoér ve DOI>10 mm
T4 Orta, ileri ve g¢ok ileri lokal hastalik
T4a Orta, ileri lokal hastalik: (dudak) Tamor kortikal kemigi invaze etmekte veya inferior

alveoler sinir, agiz tabani, yiz cildi tutulmus; (oral kavite) timor sadece bitisik yapilara
invaze (mandibula ve maksilla kortikal kemik tutulumu, maksiller siniis veya ytz cildine uzanim),
dis soketinden girerek kemik invazyonu yapan gingiva tiimorleri T4 grubuna girmez

T4b Cok ileri lokal hastalik; timor mastikator bosluk, pterygoid plateler, kafa tabanini tutmus ve/veya
internal karotis arter invazyonu var ise

NX Bolgesel lenf nodlar degerlendirilemiyor

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Ayni tarafta en blyik boyutu < 3 cm olan tek lenf nodu metastazi ve ekstrakapsuler yayilim (-)

N2 Ayni tarafta en blyuk boyutu > 3 cm ancak < 6 cm tek lenf nodu metastazi ve ekstrakapsuler yayilim (-)

veya ayni tarafta boyutu < 6 cm olan birden fazla lenf nodu metastazi ve
Ekstrakapsuler yayihm (-) veya bilateral ya da karsi tarafta boyutu < 6 cm lenf nodu metastaz(lar)i ve
ekstrakapsuler yayihm (-)

N2a Ayni tarafta en blyuk boyutu > 3 cm ancak < 6 cm tek lenf nodu metastazi ve ekstrakapsuler yayilim (-)

N2b Ayni tarafta boyutu < 6 cm olan birden fazla lenf nodu metastazi ve ekstrakapsiler yayilim (-)

N2c Bilateral ya da karsi tarafta boyutu < 6 cm lenf nodu metastaz(lar)i ve ekstrakapstler yayilim (-)

N3 Boyutu = 6 cm lenf nodu metastazi ve ekstrakapsiler yayilim (-) veya klinik olarak tespit edilebilen
ekstrakapsuler yayillimin oldugu herhangi bir lenf nodu metastazi

N3a Boyutu = 6 cm lenf nodu metastaz(lar)i ve ekstrakapsdler yayilim (-)

N3b Klinik olarak tespit edilebilen ekstrakapstler yayilimin oldugu herhangi bir lenf nodu metastazi

Mo Metastaz yok

M1 Metastaz var
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Prognoz, lezyonun ii¢ ana faktoriine; tiimdriin konumuna, lenf diiglimlerine
metastaz olup olmamasina ve tiimoriin boyutuna gore degisiklik gdstermektedir (Cardesa,
Slootweg, Gale ve Franchi, 2017). Boyun lenf diiglimlerine metastaz siktir ancak uzak
organ metastazi nadirdir. Uzak metastaz durumunda genellikle karaciger ve kemik
tutulumu gozlenir. Metastaz genellikle ilerlemis, lokalize kanser veya niiks edenlerde
goriilir. Agiz boslugunun arkasinda, bogazda ve alt kissmda meydana gelen agiz
kanserleri, bu timorler genellikle ileri evrelerde teshis edildiginden ve teshis edildiginde
lenf diiglimlerini istila etme olasiliklar1 daha yiiksek oldugundan daha kotii bir prognoza
sahiptir (Mishra, 2019). Cogu agiz kanseri i¢in teshis, hastalik ilerlediginde ve hastaligin
semptomlar1 artmaya basladiginda yapilmaktadir (Regezi, Sciubba ve Jordan, 2016), bu da
kiginin iyilesme sansini biiyiik 6l¢iide azaltir (Cardesa ve digerleri, 2017).

2.4.5. OSCC Tam ve Tedavi Yaklagimlan

Erken evrelerde lezyonlar semptomsuz olma veya semptom gosterememesine
ragmen ilerlemis timor evresine sahip kanser hastalarinda iyilesmeyen belirgin bir agri,
dudaklarda, agizda veya yanakta bir yumru veya kalinlasma, yutma, ¢igneme ve yeme
glicliigii, ceneyi veya dili hareket ettirmede sorun, agiz bdlgesinde uyusma, kirmizi veya
beyaz lezyonlar, ses kisikligr ve agiz kokusu en yaygin belirtiler olarak goriilmektedir
(National Cancer Institute, 2021). Agiz boslugunda malin tiimoérlerin varligini dogrulamak
icin kullanilan tan1 yontemleri arasinda sitoloji ve firca biyopsisi (oralCDx Firga Testi),
ince igne aspirasyonu, toludin mavisi ile boyama, gorsellestirmeye dayali ek teknikler
(optik koherens tomografi ve otofloresan teknigi) ve goriintiileme (bilgisayarli tomogrefi

vb.) teknikleri yer alir (Mehrotra ve Gupta, 2011).

Gortintiileme  teknikleri, primer timoriin kapsamini, bdlgesel lenf diigimi
yayilimint ve uzak metastaz1 belirlemeye yardimci olur. Oral kavite ve orofarenks
anatomik bolgeleri genellikle gérsel muayeneye (transoral veya endoskopik olarak) uygun

oldugundan ilk tan1 ve evreleme i¢in klinik muayeneye basvurulur.

Oral ve orofaringeal kanserlerinde tiimoriin tam degerlendirilmesi ve evrelemesi
icin en yaygin gelismis kontrastli ve kontrastsiz bilgisayarli tomografi (CT) bas ve boyun
taramasini, manyetik rezonans goriintiilemeyi (MRI) veya kaynasmis CT/pozitron emisyon
tomografisini (CT/PET) igerir (Rumboldt, Gordon, Gordon, Bonsall ve Ackermann, 2006).
Uzak metastaz riski tagiyan hastalar i¢in, diiz radyografi veya toraks BT'sinin yani sira tiim

viicut BT/PET'"i gerekebilir (Chi ve digerleri, 2015).
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Erken evre OSCC'ler genellikle tanim olarak boyutlari 2 cm'den kiigiik ve derin
(digsal) dil kaslarin1 veya mandibula icermemeleri sebebiyle herhangi bir radyolojik
incelemelerde  belirgin degildir. Bununla birlikte, T2 kanserleri 2 ila 4 cm
biiyiikliigiindedir ve daha yiiksek gizli lenf nodu metastazi insidansina sahiptir. Bu
nedenle, bolgesel lenf diiglimlerini degerlendirmenin yani swra birincil timdoriin
yaygmlhigim degerlendirmek i¢cin ek goriintiileme gereklidir. BT, hizli goriintii alim1 ve
kemik tutulumunun miikemmel ¢Oziintrligini saglar. MRI, lokal yumusak doku
invazyonu, perindral invazyon ve kemik iligi tutulumunun derecesini karakterize etmede
iistiindiir (Law, Chandra, Hoang ve Phal, 2011). Ozellikle dil kanserleri i¢in, MRG primer
timoriin yayginligini (tiimoriin orta hatt1 gecip gegmedigi dahil), derin kas invazyonu ve
rezektabiliteyi belirlemek i¢in en iyi yontemdir (Arya, Chaukar ve Pai, 2012). Ayrica, dil
timori kalinhiginin preoperatif degerlendirilmesi i¢in MRI'a alternatif olarak intraoral
ultrason kullanilmaktadir (Yesuratnam ve digerleri, 2014). Gelismig OSCC'ler (evre 11 ve
IV), hem T hem de N evrelemeye yardimci olmak i¢in kontrastli ve kontrastsiz bas ve
boyun BT'sini gerektirir. Siddetli agr1 veya trismuslu hastalarda sinir tutulumu (lingual,
hipoglossal) veya pterygoid kas invazyonu olabilir ve bu da bu tiir goriintiilleme i¢in bir

gosterge olabilir.

Tedavi secenekleri cerrahi, radyasyon ve kemoterapiyi igerir. Transoral lazer ve
mikrocerrahi herhangi bir primer fonksiyon kaybina yol agmaz ve rezektabl oral skuamoz
hiicreli karsinom igin etkili bir sekilde kullanilabilir (Scully ve Bagan, 2008). Cerrahi;
Onleyici veya profilaktik cerrahi, tanisal cerrahi, evreleme, kiiratif, kitle azaltic1 veya
sitorediiktif, palyatif, destekleyici, onaric1 veya rekonstriiktif cerrahi gibi ¢esitli amaglarla

yapilabilir (Shah ve Gil, 2009).

Radyoterapi, iyonlastirici radyasyonun kullanimini igerir. Hiicrelerdeki DNA'y1
degistirerek biiylimelerini ve c¢ogalmasini durdurarak hedeflenen tedavi alanindaki
hiicreleri yok ettigi bilinmektedir (Baskar, Lee, Yeo ve Yeoh, 2012). Bunun Oncesinde,
bilgisayarli aksiyal tomografi (CAT) tarama resimleri ve tedavi i¢in ele alinmasi gereken
Olctim alanlarinin yani1 sira daha sonraki tedavi onlemleri sirasinda yerini belirlemeye
yardimc1 olmak i¢in hastanin cildinde uzun siireli isaretlerden olusan simiilasyon
gerceklestirilir. Radyasyon tek basina uygulanabildigi gibi cerrahi veya kemoterapi ile
birlikte de yapilabilir. Yan etkiler arasinda kisa siireli veya kalic1 sa¢ dokiilmesini, tedavi

edilen parcanin cilt rengindeki degisiklikleri, cilt tahrigini ve kalict tiikiiriikk fonksiyonu
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kaybinin sebep oldugu kserostomi olabilir (Kossatz ve digerleri, 2016). Bu tiir yan
etkilerden kaginmak i¢in yeni teknikler iizerinde ¢aligilmaktadir. Tiikiiriik bezlerinin zarar
gormesini engelleyebilecek bu tekniklerden biri IMRT'dir (Yogunluk Ayarli Radyoterapi)
(Brennan, Bradley ve Brands, 2017). Radyo-duyarlilastiricilarin, tiimor hiicrelerini yok
etme olasilig1 yiiksek oldugu bilinmekle birlikte normal hiicreleri ve dokular1 radyasyonun
yikici etkilerinden de korudugu bildirilmistir. Son zamanlardaki bir bagka yaklasim,
radyasyon dozlarim1 kanser bdlgelerine ileten radyoetiketli antikorlarin kullanildigi
radyoimmiinoterapidir. Bunun yarari, saglikli dokulara ve hiicrelere radyasyon zarari

olasiligini azaltmasidir.

Kemoterapi, biiyime kabiliyetini etkileyerek kanserli hiicreleri yok etmek igin
kimyasallarin kullanilmasini igerir. Kemoterapinin baslica avantaji, sinirli bir alandaki
kanseri tedavi eden diger yaklasimlardan farkli olarak metastatik kanseri tedavi etmek i¢in
kullanilabilmesidir. Kemoterapide kullanilan ilaglar, hiicre yasam dongiisiine saldirir ve
hiicrelerin yapisin1 degistirerek ¢ogalmalarint veya yeni DNA ipliklerinin sentezinin
engellemesini veya kanserli hiicrelerin mitotik siireglerini sonlandirmasini saglayarak
kanserli hiicrelerin DNA'sia etki eder. Nitrozoiireler, antitimor antibiyotikler,
antimetabolitler, alkilleyici ajanlar, steroid hormonlar1 ve bitki alkaloidleri kemoterapide

kullanilan ana ilag kategorileridir.

Transoral Robotik Cerrahi (TRS), kemoterapiden daha az toksisite ve organ
korumasi ile cerrahi bir alternatif olarak diisiiniilebilir (Kalavrezos ve Bhandari, 2010).
Agiz kanseri tedavisi goren hastalarin daha Onceki kotii yasam aliskanliklarina geri
donmemesi ve yasam kalitesinin devami igin daha fazla desteklenmesi gerekmektedir

(Rogers, 2010).

2.5. Oral Kavite Tiimérlerinin Molekiiler Biyolojisi

2.5.1. Oral Karsionogenez

Karsinogenez, bir hiicrenin malin olarak tanimlanmasiyla sonuglanan genotipik ve
fenotipik degisiklikler dizisini tanimlar. Normal hiicrelerle karsilastirildiginda, kanserli
hiicreler, anti-bliyiime sinyallerine direng, apoptozdan kaginma, biiylime sinyallerinde
kendi kendine yeterlilik, sinirsiz replikasyon potansiyeli, anjiyogenezin desteklenmesi,
doku ve metastaz istila etme yetenegi, degistirilmis metabolik yollar ve bagisiklik
sisteminden kagma yetenegi gibi bir dizi ‘ayirt edici 6zellik® sergilemektedir (Hanahan ve

Weinberg, 2011). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar sonucunda giiniimiizde ortaya ¢ikan
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ayirt edici Ozelliklere ek olarak fenotipik plastisitenin kilidini agma, mutasyonel olmayan
epigenetik yeniden programlama, polimorfik mikrobiyomlar ve yaglanmig hiicreler olarak

tanimlanan ayiric1 6zellikler eklenmistir (Hanahan, 2022).

Sustaining Evading
proliferative signaling growth suppressors

Nenmutational
epigenetic reprogramming

Unlocking
phenotypic plasticity

Deregulating Avoiding immune
ceIIL_JIar destruction
metabolism

Resisting cell Enabling
death replicative
immortality
Genome Tumor-promotin
instabilty & loraton
mutation g
7 Polymorphic
Senescent cells Q ﬂ microbiomes
Inducing or accessing Activating invasion &
vasculature metastasis

Sekil 6. Kanser Hallmak’lar1 (Hanahan, 2022).

A1z kanseri olusumu, bazilar1 Sekil 6’da de 6zetlenen, normal agiz mukozasmnin
cesitli fonksiyonlarini ve sinyal yolaklarini aktive eden veya inhibe eden bir dizi genetik ve
epigenetik degisikligin birikmesiyle olusur. Genetik degisiklikler, cesitli etiyolojik risk
faktorleri veya genetik yatkinlik tarafindan yonlendirilebilir. Alan defekti veya alan etkisi
olarak da bilinen, 1953'te Slaughter ve arkadaslar1 tarafindan tasarlanan “alan
kanserizasyonu” kavrami, genis bir doku alanmin genetik olarak fakat histolojik olarak
degismedigi ve malin transformasyona daha duyarli oldugu siireci tanimlar (Slaughter,
Southwick ve Smejkal, 1953). Agiz kanseri, diger dokulardaki karsinomlar gibi, uzun
yillar i¢cinde gelisir ve bu siire zarfinda, agiz boslugu boyunca meydana gelen birgok
neoplastik doniisiim bdlgesi olabilir. Oral karsinogenez siirecinin ¢oklugu, tek basina
premalin bir lezyonun cerrahi olarak g¢ikarilmasi yoluyla kansere ilerlemeyi durdurmay1
zorlagtirir. Timor baskilayici genlerin multifokal sunumu ve mutasyonel ekspresyonunun
cesitli cevresel ve eksojen faktorlere uzun siireli maruz kalmanin bir sonucu olabilecegini

hatirlamak 6nemlidir (Tanaka ve Ishigamori, 2011).
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Premalin lezyonlardaki hiicrelerde meydana gelen genetik degisiklik (veya
degisiklikler) ile secici biiyiime avantajinin kazanilmasi nedeniyle klonal olarak genisler ve
bu baglatilan hiicreler, negatif biliyiime diizenleyicilerine ve hiicre farklilasma
indiikleyicilerine daha az tepki verebilir. Baglatilan hiicreler veya normal hiicreler, ek veya
coklu genetik degisikliklerle malin hiicrelere doniisiir ve birincil tiimérler {iretir (Mohan ve
Jagannathan, 2014). Karsinomla uyumlu bir dizi doku ve hiicresel degisiklik, genellikle
OSCC'den oOnce gelir, ancak yilizey epitel tabakasiyla sinirli kaldiginda, oral epitel
displazisi (OED) olarak adlandirilan potansiyel olarak malin bir durumdur (Dost, Do ve
Farah, 2016; S. Warnakulasuriya ve digerleri, 2007). OSCC gelisiminde lineer olmasa da,
basit bir epitel hiperplazisi olarak basladigi ve OED boyunca ilerledigi, daha kapsamli
genetik sapmalar1 gosteren daha siddetli displastik degisikliklerle birlikte genel bir fikir
birligi vardir (Dost ve digerleri, 2016).

2.5.2. Genetik Degisiklikler

Genetik degisiklikler karsinogenezin molekiiler temelini tanimlar ve bunlar nokta
mutasyonlari, amplifikasyonlari, yeniden diizenlemeleri, kopya sayis1 varyasyonlarini,
delesyon ve insersiyonlar1 ve ayrica tiim ekzomlarin veya genomlarin kromozomal yer
degistirmelerini igerir. Onkogenler, yiiksek diizeyde diizenlenmis normal hiicresel
karsiliklarin (protoonkogenler) mutasyonlari, muhtemelen oral neoplazinin baslamasi ve
ilerlemesinde rol oynar. Oral kanserlerde meydana gelen genetik hasar iki kategoriye
ayrilabilir: protoonkogenlerde meydana gelen baskin degisiklikler ve bazi timor
baskilayic1 genlerde (TSG'ler) fonksiyon kaybi ve cekinik degisiklikler (Mohan ve
Jagannathan, 2014). Tiim bas ve boyun kanseri hiicrelerinin yaklagik iigte ikisi, displastik
ve karsinoma in situ lezyonlarinda goriilen, kromozom 9p21-22'de bulunan silinmis bir
bolge igerir, bu nedenle bu bdlgedeki genin karsinogenezde erken devre disi birakildigini
diistindiiriir (Shpitzer ve digerleri, 2009). 3p ve 13q'daki kromozomal bolgeler de siklikla
silinir (Guo ve Califano, 2015). Protoonkogenlerin oral karsinogenez epidermal biiylime
faktorii reseptoriiniin (EGFR, c-erbl), ras ailesinin lyeleri ve ayrica bel, c-myc, hst-1,
PRAD-1,int-2 ve in anormal ekspresyonunun katkida bulunduguna inanilmaktadir
(Shpitzer ve digerleri, 2009). Glutatyon S-transferaz M1 (GSTMI) bos genotipi, bas ve
boyun kanseri i¢in en tutarli polimorfik duyarlilik belirteci gibi goriinmektedir (Aida ve
digerleri, 2010). ALDHIB ve ALDH? (aldehit dehidrojenaz 2) genleri de bas-boyun

kanserleri ile iliskilidir ve alkol tiiketimi ile anlaml1 korelasyon gosterir (Aida ve digerleri,
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2012). Tim birincil bag-boyun kanserlerinin %50'sinden fazlasi bir p53 mutasyonu
barindirir ve p353'in etkisizlestirilmesi, tim insan kanserlerinde en yaygin genetik
degisikligi temsil eder. Normal hiicre biyolojisinde, p53, DNA sentezinin diizenleyicisi
olarak gorev yapar ve genomik DNA hasar gordiigiinde, G1-S sinirinda hiicre bdliinmesini
engellemek ve DNA onarimini uyarmak ve apoptoza yol acan yollar1 aktive etmek i¢in p53
iiretilir (Guo ve Califano, 2015). p53 mutasyonu, bir timoriin G1’den S fazina gegmesine
ve diger aktive onkogenlere veya inaktive edilmis TSG'lere yol acan genetik degisiklikleri
yaymasina izin verir (Guo ve Califano, 2015). Bas ve boyun kanserinde en sik silinen
bolge kromozom 9p21-22'de bulunur (Nawroz ve digerleri, 1994). Bas ve boyun
kanserindeki invaziv tiimorlerin ¢ogunda kromozom 9p21 kaybi1 meydana gelir ve bu
bolgedeki sik goriilen homozigot delesyonlar, tanimlanan en yaygin genetik
degisikliklerden birini temsil eder (Nawroz ve digerleri, 1994). Bu delesyona ugramis
bolgede bulunan p/6 (CDKN?2), siklin D1'in gii¢li bir inhibitoriidiir ve bu pl6 kaybi, ayni
zamanda ¢ogu ilerlemis premalin lezyonlarda bulunmustur ve erken malin ilerlemede
onemlidir (Woodford, Johnson, Costa ve Young, 2014). 17p kromozomunun kayb1 da ¢ogu
insan kanserinde siktir ve invaziv lezyonlarin yaklasik %60'inda goriiliir (Modrich, 2006).
p53 inaktivasyonu, invaziv lezyonlarda 17p kayb1 ile yakindan iligkili olsa da, 17p kayb1
iceren erken lezyonlarda p53 mutasyonlar1 oldukc¢a nadirdir (Modrich, 2006). Primer
timorlerde de kromozom kolu 10 ve 13q'nun kayb1 kaydedilmistir (Guo ve Califano,
2015). Tumor baskilayict p53tin fonksiyon kaybi, kontrolsiiz hiicre boliinmesine ve
heterozigosite kayb1 (LOH) ve mikro uydu kararsizligi (MSI) gibi ilerleyici genomik

kararsizliga neden olabilir.

Kromozom 3pl4, tiimor baskilayict gen Frajil Histidin Triadin’m (FHIT) yan sira
ortak bir frajil bolge olan FRA3B'yi igerir ve bu bolge erken tiimor olusumunda siklikla
silinir ve silinmesi sigara dumanina maruz kalma ile iliskilidir (Kujan ve digerleri, 2006).
Transforming Growth Factor-a. (TGF-a), oral karsinogenezde erken donemde hiperplastik
epitel tarafindan ve daha sonra inflamatuar infiltrat, 6zellikle oral epiteli gevreleyen
eozinofiller tarafindan ve daha sonra ikinci bir primer kanser gelistiren bas ve boyun
kanseri hastalarinda asir1 eksprese edilir ve normal oral mukoza 7GF-a'y1 asir1 salgilar, bu
da epitelin hizl1 proliferasyonunun ve genetik kararsizligin premalin durumunu diisiindiiriir
(Jurel, Gupta, Singh, Singh ve Srivastava, 2014). TGF-a ve EGFR'min birlikte
ekspresyonu, tek basina EGFR'yi asir1 eksprese edenlerden daha agresif tiimorleri

gosterebilir (Jurel ve digerleri, 2014). Oral keratinosit proliferasyonunu inhibe etmede
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ayrica onemli olan, oral kanserlerde agag regiile edilen hem bolinme hem de metastaz ile
iliskili bir hiicreden hiicreye yapisma molekiilii olan E-cadherin ve agiz kanseri gelisimi
sirasinda mutasyona ugrayan Onemli bir hiicreden hiicreye temas inhibitérii olduguna
inanilan benzeri bir molekiil N-Cam gibi hiicre ylizeyi molekiilleridir. (Todd ve digerleri,
1995). Hiicre proliferasyonunu ve farklilagmasini diizenlemeye yardimci olan
transkripsiyon faktorii c-myc, agiz kanserinde siklikla asir1 eksprese edilir ve bu en sik
olarak kotli farklilasmis timdrler ve kotli prognoz ile iliskilidir (Shpitzer ve digerleri,
2009). Agiz kanserinde de amplifiye olan diger bir 6nemli transkripsiyon faktorii, hiicre
dongiisii promotorii PRADI (ayrica CCNDI veya siklin DI) oral karsinogenez igin dnemi
arastirilmaktadir (Field, 1995). Biiylime baskilayici hiicre i¢i haberciler, belirli ailesel
kolorektal kanserlerde siklikla mutasyona ugrayan G-benzeri bir protein olan adenomatoz
polipozis koli (APC) genini igerebilir ve APC geni premalin oral lezyonlarda degisebilir
(Shpitzer ve digerleri, 2009).

2.5.3. Epigenetik Modifikasyonlar

Epigenetik modifikasyonlar, DNA bazlarinin dizilimindeki bir degisiklikten
kaynaklanmayan, gen ifadesinde kalitsal, geri doniisimlii degisiklikler olarak
tanimlanabilir (Momparler 2003; Teodoridis ve digerleri 2004 ; Castilho ve digerleri 2017).
Bu nedenle epigenetik mekanizmalar, DNA dizilerine miidahale etmeden fenotipi degistirir
(Arantes ve ark. 2014). Epigenetik siirecler arasinda DNA metilasyonu, histon translasyon
sonras1 kovalent modifikasyonlar, kromatin yapisindaki degisiklikler ve kodlamayan
RNA'larin etkileri yer alir (Arantes ve ark. 2014; Castilho ve ark. 2017). Bir epigenetik
model, diyet, alkol, tiitiin, toksinler veya farmasotik tedavi gibi dis faktorler tarafindan
modiile edilebilir (Ghantous ve ark. 2018). Epigenetik mekanizmalar ¢ok sayida kanserin
karsinogenezi ile iligkilidir (Park ve ark. 2011; Osorio ve Castillo 2016) ve bas ve boyun

skuamoz hiicreli karsinom (HNSCC) gelisiminde 6nemli bir rol oynar.

2.5.3.1. DNA Metilasyonu

5'-CG-3' dizisindeki sitozinin 5 pozisyonundaki karbona bir metil grubunun (CH3)
kovalent olarak eklenmesi olan DNA metilasyonu, en yaygin epigenetik mekanizmalardan
biridir (Sekil 10) (Gopisetty, Ramachandran ve Singal, 2006; Luczak ve Jagodzinski, 2006;
Magi¢, Supi¢, Brankovi¢-Magi¢ ve Jovic, 2012; Momparler, 2003).
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Sekil 7. DNA Metilasyonu. (Osorio ve Castillo, 2016)

Metilasyonun hedefleri, intergenik DNA, genler veya kodlamayan tekrarlayan
diziler gibi herhangi bir DNA dizisinde olabilir (Reyngold ve Chan, 2013). Bununla
birlikte, genomda CpG diniikleotidleri asimetrik olarak diizenlenmistir; normal hiicrelerde
tekli CpG'ler yiiksek oranda metillenirken, CG diniikleotitlerinin %60-70"ini iceren 0.5-4
kb DNA bolgeleri olan CpG adaciklar1 (CGI'ler) genellikle metillenmemistir. Genlerin
yaklasik %50'si promotor bolgelerinde CGI'lar igerir (Luczak ve Jagodzinski, 2006; Magic
ve digerleri, 2012; Reyngold ve Chan, 2013)ve metilasyon ¢ogunlukla promotor bolgede
veya ilk ekson dizisinde meydana gelir (Arantes, De Carvalho, Melendez, Carvalho ve
Goloni-Bertollo, 2014; Gopisetty ve digerleri, 2006; Luczak ve Jagodzinski, 2006).
Metilasyon, DNMT1, DNMT2, DNMT3A ve DNMT3B'den olugan DNA metiltransferaz
ailesinin (DNMT'ler) iiyeleri tarafindan katalize edilir. DNMTI, replikasyon sirasinda
metilasyondan sorumlu bir bakim enzimidir, de novo metilasyon ise DNMT3A ve
DNMT3B tarafindan katalize edilir (Arantes ve digerleri, 2014; Luczak ve Jagodzinski,
2006). DNMT ailesi enzimleri, S-adenosilhomosisteine (SAH) doniistiiriilen bir metil
donorii olarak S-adenosilmetiyonin (SAM) kullanir (Luczak ve Jagodzinski, 2006; Osorio
ve Castillo, 2016).

Metilasyon, Ozellikle disi bireylerde inaktive edilmis X kromozomu iizerinde
bulunan susturulmus genlerde ve genomik baskilamada gen ekspresyonunu diizenlemek
icin 6nemli bir siirectir (Arantes ve digerleri, 2014; Luczak ve Jagodzinski, 2006; Park,
Claus, Weichenhan ve Plass, 2011; Reyngold ve Chan, 2013). Cesitli kanserlerde anormal
metilasyon modelleri rapor edilmistir ve iki farkli metilasyon modeli mevcuttur. Birincisi
genom capinda hipometilasyon, ikincisi ise genlerin promotdr bdlgesinde yer alan

CGI'larin hipermetilasyonudur. Kiiresel hipometilasyon, kromozomal kararsizlik ve gen
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aktivasyonu ile baglantiliyken, promotor bolgelerdeki artan metilasyon, kanserin spesifik
bir belirteci olarak kabul edilen tiimdr baskilayict genlerin (6zellikle DNA onarimi, hiicre
dongiisii kontrolii, apoptoz, anjiyogenez, hiicre-hiicre etkilesimi ve metastaz ile ilgili
olanlar) epigenetik susturulmasina neden olur ve sonug olarak, ekspresyonlarini azaltir
(Arantes ve digerleri, 2014; Bakhtiar, Ali ve Barh, 2015; Fan, 2004; Gopisetty ve digerleri,
2006; Jones ve Laird, 1999). Ote yandan, bélgesel promotdr hipermetilasyonunun varligina
ragmen, HNC vakalarin yaklasik %67'sinde global genomik hipometilasyonu ortaya ¢ikarir
ve global hipometilasyon derecesi (genom boyunca tekrarlayan dizilerin metilasyon
seviyesi ile Olciiliir) sigara icme Oykiisti, alkol ile iligkilidir (Richards ve digerleri, 2009;
Smith, Mydlarz, Mithani ve Califano, 2007).

2.5.3.1.1. Hipermetilasyon

CGI promotorlerinin hipermetilasyonu, etkilenen genin transkripsiyonel baskisi ile
sik1 bir gekilde baglantilidir ve baslangicta kanserde anormal sekilde hipermetile oldugu
gosterilen bircok promotdr, bilinen tiimor baskilayici genlere (TSG'ler) karsilik gelir. Bu
nedenle, anormal CGI hipermetilasyonu, TSG'lerin susturulmasina neden olan bir
epimutasyon olarak goriilmiistiir (Feinberg ve Tycko, 2004). p/6 geni (CDKNZ2A), sikline
bagimli kinazlar1 ve hiicre dongiisii ilerlemesini inhibe eden bilinen bir tiimdr baskilayici
gendir (Magi¢ ve digerleri, 2012; Padhi ve digerleri, 2017). Promotoriiniin
hipermetilasyonu, HNSCC c¢alismalar1 ve meta-analizlerinde yaygm bir bulgudur
(Alsofyani ve digerleri, 2017; Choudhury ve Ghosh, 2015; Don ve digerleri, 2014;
Dvojakovska ve digerleri, 2018; Sanchez-Cespedes ve digerleri, 2000; Sushma ve
digerleri, 2016; Veeramachaneni ve digerleri, 2019). Bir kontrol grubuna kiyasla OSCC
hastalarinda promotdriiniin daha yliksek bir metilasyon seviyesi bildirmistir ve
hipermetilasyon, tiimér Orneklerinde bu genin daha diisiik ekspresyonu ile
iligkilendirilmigtir (Allameh ve digerleri, 2019). Altmis yedi vaka kontrol g¢alismasini
kargilastiran bir meta-analiz, HNSCC'de p16 promotdr bdlgesinin normal kontrollere gore
daha yiiksek metilasyonunu dogrular ve metilasyon seviyesinin kontrol grubundan
premalin lezyonlar1 olan hastalara ve ardindan sirasiyla HNSCC hastalarina dogru
kademeli olarak arttigin1 gosterir. Hipermetilasyon, erkek cinsiyetin yan1 sira LN metastazi
ile iliskiliydi. Metillenmis CDKN2A bu nedenle bas ve boyun kanseri i¢in tani ve
prognozda yararl bir belirte¢ olabilir (Zhou ve digerleri, 2018).
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HNSCC'deki diger bir hipermetile tiimor baskilayici gen, Akt sinyalini negatif
olarak diizenleyen ve sonu¢ olarak hiicre proliferasyonunu azaltan fosfataz ve tensin
homologudur (PTEN). Birka¢ calisma, agiz kanserinde (Alyasiri ve ark. 2013; Sushma ve
ark. 2016) (Alyasiri ve digerleri, 2013; Sushma ve digerleri, 2016) ve nazofarenks
kanserinde (Jinbang Li ve digerleri, 2014) PTEN promotdriinde hipermetilasyon
bildirmigtir. Ayrica, OSCC'de, bu artan metilasyon, iyi farklilasmis tiimorler ve bir Hint
popiilasyonu arasinda 50 yasin altindaki yas ile iligkilidir; metilasyon ile cinsiyet arasinda
bir iligki bulunmamistir (Alyasiri ve digerleri, 2013). NPC dokularinda ve NPC hiicre
dizilerinde PTEN promotoriinde artan metilasyon, PTEN'in asag1 regiilasyonu (Jinbang Li
ve digerleri, 2014) ve OSCC'den tiiretilen hiicre dizilerinde PTEN mRNA'min daha diisiik

ekspresyonu ile baglantilidir (Kurasawa ve digerleri, 2008).

Bir tiimor baskilayici gen olan 6liimle iligkili protein kinaz (DAPK), bas ve boyun
kanserinde de hipermetillenir (Choudhury ve Ghosh, 2015; Sanchez-Cespedes ve digerleri,
2000) ve hipermetilasyon, LN metastazlar1 ve evre III ile pozitif korelasyon gosterir.
HNSCC IV (Sanchez-Cespedes ve digerleri, 2000), ayrica dil kanserinde DAPK'nin daha
diisiik ekspresyonu ile ters orantilidir (Bhat ve digerleri, 2017). On sekiz ¢alismanin meta-
analizi, DAPK promotoriiniin metilasyonunun HNSCC hastalarinda saglikli kontrollere
kiyasla dort kattan fazla oldugunu dogrularken (Cai, Xiao, Niu ve Zhong, 2017), baska bir
meta-analiz, OSCC hastalar1 arasinda DAPK promotdr hipermetilasyonunu dogruladi (Don
ve digerleri, 2014) ve daha yiiksek nazofaringeal karsinom riski olan bir iliski (Zhang,
Shen, Liu, Liu ve Shu, 2018). DAPK promotdrii, ayn1 zamanda, eslesen cerrahi sinirlara
kiyasla OSCC o6rneklerinde daha yiiksek oranda metillenmistir ve ilging bir sekilde, LN
metastaz1 ve HNSCC hastalarinin daha biiyiik yasi ile iligkilidir (Strzelczyk, Krakowczyk
ve Owczarek, 2019).

MGMT geni (O6-metilguanin-DNA metiltransferaz) DNA onarmm ile ilgilidir ve
promotdriinde artan metilasyon HNSCC'de rapor edilmistir (Chaisaingmongkol ve
digerleri, 2012; Dvojakovska ve digerleri, 2018; Koutsimpelas ve digerleri, 2012). 20
caligmaya dayanan bir meta-analizde, MGMTnin promotorii, saglikli kontrollere kiyasla
HNSCC'de hipermetile edildi ve bu, daha yiiksek metilasyon ile artan bas ve boyun kanseri
riski arasinda bir baglant1 oldugunu diisiindiirdii (Cai, Xiao, Niu, Shi ve Zhong, 2016).
OSCC vakalarimin meta-analizi de bu promotérde daha yiiksek metilasyonu dogruladi

(Don ve digerleri, 2014) ve ayrica artan metilasyon, daha diisik bir MGMT protein
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seviyesi ile baglantiliyd1 (Koutsimpelas ve digerleri, 2012). Onerci Celebi ve ark., 2016,
metilasyon seviyesini Olgmek igin bir piro-siralama teknigi kullandi ve MGMT
promotdriiniin hipermetilasyonunun girtlak kanserinde sik oldugunu gosterdi; bununla
birlikte, hastalarin yas, timor evresi veya farklilasmasi ve hastaliksiz sagkalim gibi
klinikopatolojik 6zellikleri ile iliskisi yoktur. Ayrica HNSCC tiimoérlerinde cerrahi sinirlara
gore hipermetilasyon saptanmistir (Strzelczyk, Krakowczyk ve Owczarek, 2018).

E-cadherin (CDHI, ECAD), hiicre adezyonu ile ilgili baska bir tiimér baskilayict
gendir ve  HNSCC vakalarinda siklikla hipermetillenir (Choudhury ve Ghosh, 2015;
Strzelczyk ve digerleri, 2018). 13 caligmaya dayanan bir meta-analiz, CDHI promotoriiniin
artan metilasyonunun agiz kanseri riski ile iligkili oldugunu ortaya koydu (G. Wen, Wang
ve Zhong, 2018) ve bu hipermetilasyonun, insanlarda E-kadherin proteininin daha diigiik
ekspresyonu ile iligkili oldugu 6ne siiriilmiistiir. OSCC hastalar1 (Pannone ve digerleri,
2014). Buna karsilik, Domingos ve ark., 2017, potansiyel olarak malin oral lezyonlar1 olan
hasta gruplar;, OSCC ve saglikli kontroller arasinda CDHI promotoriiniin metilasyon
seviyesinde higbir farklilik gdstermedi; dahasi, ¢ogu numunede CDHI gen promotdrii
metillenmemistir ve OSCC grubunda metilasyon seviyesi klinikopatolojik 6zellikler ile
iligkilendirilmemistir.

RASSF1 (Ras iliski alant iceren protein 1) hiicre dongiisii kontroll, apoptoz ve
hiicresel adhezyonda 6nemli rol oynayan bir timdr baskilayict gendir ve inaktivasyonu
bir¢cok kanserin geligimi ile iligkilidir (Donninger, Vos ve Clark, 2007). Bas ve boyun
kanserinde, RASSFI promotdriiniin hipermetilasyonu sik goriilen bir olaydir ve meta-
analiz, bu kanserlerle 6nemli 6lgiide iliskili oldugunu gostermektedir (Choudhury ve
Ghosh, 2015). RASSFI1A'min anormal metilasyonunun HNSCC igin yararli bir biyobelirteg
olabilecegi One siiriilmiistiir (Meng ve digerleri, 2016). Ayrica, OSCC'nin yakin tarihli bir
meta-analizi, RASSF1A'nin promotdr hipermetilasyonunun agiz kanseri riski ile baglantili
oldugunu dogrulamistir ancak Koutsimpelas ve ark. Tarafindan incelenen timor
orneklerinin  sadece  %I13'linde  RASSFIA'min  hipermetilasyonunu  gozlemledi

(Koutsimpelas ve digerleri, 2012; G. Wen ve digerleri, 2018).

2.5.3.1.2. Hipometilasyon
Tekrar dizilerinde, transpozonlarda, gen ¢dllerinde veya intronlarda bulunan CpG
diniikleotidlerinde global DNA hipometilasyonu genom kararsizligini etkileyebilir

(Ehrlich, 2009a; Hatziapostolou ve Iliopoulos, 2011). Ote yandan onkogenlerin veya latent
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virislerin aktivasyonunu uyarabilir (Castilho, Squarize ve Almeida, 2017; Magi¢ ve
digerleri, 2012). HNSCC c¢aligmalarinda genlerin veya retrotranspozonlarin
promotdrlerinin hipometilasyonu belgelenmistir. Uzun serpistirilmis elementler (LINE'lar)
veya kisa serpistirilmis elementler (SINE'ler) gibi retrotranspozon elementlerinde daha
diisiik metilasyon, genom destabilizasyonu yoluyla karsinojenezi etkiler. Normal memeli
hiicrelerinde LINE dizileri yiiksek bir metilasyon statiisiine sahipken, kanser gelisimi
sirasinda  hipometillenirler, bu da genom kararsizligim1 etkileyen dizilerin
transkripsiyonunun aktivasyonuna katkida bulunur ve sonu¢ olarak karsinojenezi
kolaylastirabilir (Luczak ve Jagodzinski, 2006; Reyngold ve Chan, 2013). LINE-1 (uzun
serpistirilmis niikleotid-element1), normal hiicrelere kiyasla ¢esitli kanser hiicrelerinde
metilasyonu azaltmistir ve meta-analiz, bu hipometilasyonun ileri kanser ile iligkili
oldugunu gostermektedir (Kitkumthorn ve Mutirangura, 2011). Ek olarak, ¢esitli kanserler
icin prognostik belirtegler olarak LINE, Alu ve Sat-o gibi tekrarlanan dizilerin
metilasyonuyla ilgili 20 calismaya dayanan baska bir meta-analiz, global DNA
hipometilasyon seviyesinin kasvetli bir prognozla baglantili oldugunu o6ne stirmektedir
(Jinhui Li ve digerleri, 2014). Birka¢ ¢alisma, bag ve boyun kanserinde LINE'larin veya
SINE'lerin hipometilasyonunu gostermektedir (Chaisaingmongkol ve digerleri, 2012;
Richards ve digerleri, 2009; Subbalekha ve digerleri, 2009). SINE'lerden biri olan Alu'nun
hipometilasyonu Puttipanyalears ve ark., 2013 Asya popiilasyonunda agiz kanserinde Alu
metilasyonunun kanserin ileri evreleri ile azaldigimi bildirmistir. Foy ve ark., 2015
premalin oral lezyonlar1 olan hastalarda LINE sekanslarinin hipometile oldugunu ve oral
karsinogenez riskinin artmasiyla iliskili oldugunu gostermistir. Ayrica, LINE-1 dizileri oral
skuamdz hiicreli karsinomda (OSCC), ancak tiimoriin klinik evresinden ve konumundan
bagimsiz olarak (Subbalekha ve digerleri, 2009) ve ayrica orofaringeal skuamdéz hiicreli
karsinomda (OPSCC) hipometillenir (Furlan ve digerleri, 2017). ilging bir sekilde, LINE-1
hipometilasyonu olan OPSCC hastalari, daha yiiksek metilasyonu olan vakalara kiyasla 3,5
kat daha yiiksek erken relaps riskine sahiptir (Furlan ve digerleri, 2017). Ote yandan, Smith
ve ark., 2007 incelenen HNSCC vakalarinin %67'sinde LINE-1 hipometilasyonunun
meydana geldigini ve bu korelasyonun ¢ok degiskenli analiz ile anlamli olmamasina
ragmen, ANOVA kullanarak global hipometilasyonun tiimoriin ileri evresi ile baglantili
oldugunu gostermistir. Arayataweegool ve ark., 2019 PBMC'lerde LINE-1'in metilasyon
seviyesini 6lgmek i¢cin HNSCC hiicre hatlar1 ve periferik kan mononiikleer hiicrelerinin

(PBMC'ler) ortak kiiltiirlerini kulland1 ve bu seviyenin, HNSCC'ler tarafindan salgilanan
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faktorler nedeniyle kanser hiicreleri ile birlikte kiiltlirde onemli Ol¢lide asagi regiile
oldugunu buldu. HNSCC teshisi igin kullanilabilecek etki. Kitkumthorn ve ark., 2012
HNSCC hastalarinin lenf nodu (LN) metastazlarinda LINE-1 ve Alu sekanslarinin
metilasyon seviyesini Olgmils ve metastazli HNSCC o6rneklerinde daha diisiik
metilasyonlarin1  dogrulamigtir; bununla birlikte, sadece LINE-1'in hipometilasyonu
istatistiksel olarak anlamliydi ve ayrica metilasyon seviyelerindeki diisiisler, tiimorlerin
evresi ve derecesi ile iliskili degildi. Global hipometilasyonun dil skuamdz hiicreli
karsinomlu (TSCC) hastalar i¢in karakteristik oldugu ve ilging bir sekilde kadin cinsiyeti
ile baglantili oldugu bildirilmistir. Ayrica H. C. Chen ve ark., 2016, lenf nodu tutulumu
olmayan ve postoperatif radyoterapi uygulanan evre I veya II AJCC (Amerikan Ortak
Kanser Komitesi) kanseri olan, agirlikli olarak kadin, yash hastalarda olmak iizere TSCC
hastalarinda azalmis metilasyon ile kotii sagkalim arasinda iliskiler gozlemledi. Ote yandan

Morandi ve ark., 2017, OSCC'de hi¢bir hipometilasyon belirtisi gézlemlemedi.

2.5.4. Oral Tiimorlerde Biyobelirtecler

Histopatoloji, malin ilerleme riski agisindan OPML'leri belirlemek ve izlemek i¢in
su anda altin standarttir; bununla birlikte, bu teknigin invazivligi ve degiskenligi gz Oniine
alindiginda, ilerleyici OPML'yi ilerleyici olmayan OPML'yi ayirabilen biyobelirteclerin
tanimlanmasi daha da onem kazanmistir. Bir biyobelirte¢, “normal biyolojik siireglerin,
patojenik siireglerin veya terapotik bir miidahaleye verilen farmakolojik tepkilerin bir
gostergesi olarak objektif olarak oOlgiilen ve degerlendirilen bir 6zellik” olarak
tanimlanabilir (Atkinson et al., 2001). Biyobelirtegler prognostik (prognoz bilgisi ve niiks

potansiyeli), tanisal (tespit) veya ongoriicii (tedaviye yanit1 dngdren) olabilir.

Karsinogenez ve malin transformasyonun temelinde genomik instabilite
yatmaktadir ve genomik biitiinliiglin degerlendirilmesi malin transformasyonun bir
biyolojik belirteci olarak kullanmilmistir. DNA igerigi/ploidi, kopya sayis1 varyasyonu ve
heterozigotluk kaybindaki degisikliklerin tiimii, karsinogenez siireci boyunca meydana
gelen genomik kararsizligin belirtileridir ve bunlarin  belirli  kaliplari, malin
transformasyonu tanimlamak i¢in kullanilabilir (Hanahan & Weinberg, 2011). DNA
icerigi/ploidi, genomik hasarin vekil bir belirteci olarak kullanilabilir ve akis veya goriintii
sitolojisi ile Olgiiliir. Titiin igimi normal oral mukozada andploidi indiikler ve 16koplaki
ploidideki degisikliklerle iligskilendirilmistir (Bremmer et al., 2011; Souto et al., 2010).

Kopya sayis1 varyasyonu, genom boyunca anormal ¢ogaltma veya eklemeleri tanimlar ve
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genomik kararsizhigin bir Olgiisidiir. -8p/+3q/+8q'lik karakteristik kopya sayisi
varyasyonlar1 agiz kanserinde tanimlanmistir, ancak oral epitel displazisinde de mevcuttur,
bu da bunlarin malin doniisiimde erken bir adim olabilecegini diistindiiriir. Sigara icenlerde
HNSCC, ozellikle 3q26/28 ve 11ql13/22 amplifikasyonlarinda kopya numarast

degisikliklerinin yiiksek prevalansini gosterir (Lawrence et al., 2015).

Heterozigotluk kayb1 (LOH), somatik bir hiicrede, bir genin sadece bir kopyasinin
kalmasi i¢in heterozigot bir bolgede genomik materyalin kaybini tanimlar. Mutasyonlarin
sik oldugu kanser durumunda, bu, 6rnegin, inaktive edici mutasyona karsi savunmasiz bir

tiimor baskilayici genin kalan kopyasini birakabilir.

Malin transformasyon LOH 3p ve 9p (8p, 11q, 13q ve 17p'nin yani sira) ile
iligkilendirilmistir ve invaziv karsinoma ge¢is LOH (6p, 8p, 4q 26-28, 10g23) ile
iliskilendirilmistir. 3p ve 9q'da LOH'li 16koplaki, malin transformasyonda 3.8 kat artis
gosterir ve bu, l16koplakinin yaklasik %50'sinde mevcuttur (Van Der Riet et al., 1994).

Protein kodlama dizilerindeki degisiklikler, kanserdeki karmasikligin sadece bir
kismin1 kapsar. mikroRNA'da (miRNA), uzun kodlamayan RNA'da (IncRNA), kisa
niikleolar RNA'da (snoRNA) ve epigenetik modifikasyonda kansere bagl degisikliklerin,
oral karsinogenez ve malin transformasyonu etkiledigi gosterilmistir (Johnson et al., 2016).
miRNA'lar, protein kodlayan genlerin %30-60"min ekspresyonunu diizenleyen ve ayni
zamanda epigenetik yeniden sekillenmeyi etkileyebilen 21-23 niikleotid uzunlugundaki
kisa kodlayici olmayan RNA'lardir (Malumbres, 2013). miRNA'larin, timdr baskilayici
veya onkojenik proteinlerin ekspresyonunu etkileyerek onkogenler (6rnegin miR21) veya

tiimor baskilayici genler olarak hareket ettigi gosterilmistir.

miR21, miR181b ve miR345'in malin transformasyonun pozitif belirtegleri oldugu
bulunmugtur (Cervigne et al., 2009). miR21, bir dizi kanser tiiriinde mevcut olan ve dil
kanserinde kotii hasta prognozu ile baglantili oldugu bilinen bir onkojenik miRNA'dir
(Jung et al., 2012). miR31'in tiikiiriikk diizeylerinin yakin zamanda OPML'lerin ilerlemesi
icin bagimsiz bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (Hung et al., 2016).

IncRNA'lar, uzunlugu 200'den fazla niikleotit olan kodlamayan RNA'lardir.
miRNA'lar1 susturduklar1 ve proteinlerin ekspresyonunu ve hiicresel lokalizasyonunu
modiile ettikleri bilinmektedir (Ebert & Sharp, 2010; Wiklund et al., 2011). Cesitli
IncRNA'lar kanserle iligkilendirilmigtir. OSCC'de yapilan bir ¢alisma, IncRNA HOTAIR"!n
normal doku ile karsilastirildiginda yukari regiile edildigini (metastaz) ve GAS5'in
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(bliyiime durmasina 6zgii transkript 5) ve MEG-3'lin (anne tarafindan eksprese edilen gen
3, tiimor baskilayic1) down regiile edildigini bulmustur (Zou et al., 2015). Bu ¢alisma
ayrica OSCC'de asag1 regiile edilmis iki yeni tiimor baskilayict IncRNA'y1 tanimladi—Inc-
LCESA-1 ve Inc-KCTD6-3. Bunlar, HNSCC hiicre dizilerinde asir1 eksprese edildiginde
kok hiicreler ve epitelyal-mezenkimal geg¢is (EMT) ile iligkili gen ekspresyonunun yani
sira cogalmay1 ve gocii azaltabildi (Farah et al., 2019).

2.6. NADH:Ubiquinone Oxidoreductase Subunit B3 (NDUFB3)

NDUFB3 geni 2. kromozomun uzun (q) kolunun 33.1 bandma lokalize, 98
aminoasitten olugan, 11402 Da’lik bir molekiildiir. NDUFB3 mitokondrilerin elektron
tasima zincirindeki ilk enzim olan mitokondriyal membran solunum zinciri NADH
dehidrojenazin (Kompleks I) bir aksesuar alt birimini kodlamaktadir. Kompleks I
(NADH:Ubikinon oksidorediiktaz veya NADH dehidrojenaz), protonlar1 mitokondriyal
matristen pompalamak icin glikolizden ve TCA ddngiisiinden olusan NADH'yi kullanir. 45
alt birim iceren elektron tasima zincirindeki en biiyiik enzim kompleksidir. Yedi alt birim
mitokondriyal DNA tarafindan kodlanir, geri kalani ¢ekirdekte kodlanir. Bu protein, tek
gecisli membran proteini olarak mitokondrinin i¢ zarinda lokalize olmaktadir (National

Center for Biotechnology Information, 2022).

NDUFB3 geninde meydana gelen mutasyonlar, kompleks I eksikligine ve 6limciil
infantil mitokondriyal hastaliga neden olur (Calvo ve digerleri, 2012). Tekrarlayan bir
homozigot NDUFB3 mutasyonu (c.64T>C, p.Trp22Arg), mitokondriyal disfonksiyonu,
kisa boy ve belirgin bir alin, piiriizsiiz filtrum ve derin yerlesimli gbzler dahil olmak {izere

ayirt edici fiziksel goriiniim ile iligskilendirilmistir (Alston ve digerleri, 2016).

Yapilan calismalarda NDUFB3 homozigot patojenik varyanti, mitokondriyal
bozuklugu olan ve Onceden alkolsiiz steatohepatit tanis1 almig bir hastada da tespit

edilmigtir (Hakim ve digerleri, 2019).

NDUFB3, RPL hastalarindan alinan desidual hiicrelerde NDUFB3 6nemli 6l¢iide
arttigindan ve  NDUFB3'in asirt ekspresyonu mitokondriyal membran potansiyelini
azalttigindan ve hiicre canliligin1 ve oksidatif stresi inhibe ettiginden, tekrarlayan gebelik
kaybinin (RPL) patolojik siirecini tesvik etmede 6nemli bir rol oynamaktadir (Yin, Hong,
Tian ve Li, 2021).
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Ek olarak, yiiksek yagh diyetle (HFD) beslenen saglikli geng erkeklerde ve HFD'li
farelerde yapilan arastirmada NDUFB3 mRNA’sinda azalma tespit edilmistir (Sparks ve
digerleri, 2005).

Nazofaringeal karsinom hiicrelerinde NDUFB3'in in vitro yikimi, cisplatin
kaynakli mitoROS iiretiminde 6nemli diisiisler sergileyerek mitoROS {iretimi ile pozitif

korelasyon gostermektedir (Chung ve digerleri, 2020).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. MATERYAL

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan 2020/639 dosya
numarasi ile onay1 alinmis ¢alismamizda Istanbul Tip Fakiiltesi istanbul Universitesi, Dis
Hekimligi Fakiiltesi, Agiz Dis ve Cene Cerrahisi Anabilim Dali’ndan Prof. Dr. Giilsiim Ak
tarafindan OPML tanis1 almis 30 hastadan ve Istanbul Tip Fakiiltesi KBB Hastaliklar1 ve
Bag-boyun Cerrahisi Anabilim Dali’ndan Dog. Dr. Murat Ulusan tarafindan OSCC tanis1
almig 30 hastadan alinan tiimér, eslenik-normal doku ve serum-tiikiiriik gibi viicut sivilari
ile saglikli kontrol olarak kendisinde, ailesinde malin veya benin hikayesi
uvulopalatofaringoplasti (UPPP) ya da implant tedavi islemi operasyonlar1 uygulanmis 15
saglikli kisiden, caligmanin detayli bilgileri aktarildiktan sonra rizalari ve imzalari
alinmasinin ardindan doku (ayni bireye ait normal doku) ve viicut sivi (ayn1 bireye ait
serum ve tiikiiriik) 6rnekleri hem ekspresyon hem de metilasyon deneylerinde kullanilmak

tizere toplanmistir.

Serum, tiikiiriik, doku ve kan ornekleri santrifiij edilerek elde edilen serum igerigi
laboratuvarimiz igerisinde bulunan -80 derecede calisan buzdolaplarinda dondurularak

sakland.

3.1.1. Tez Cahsmas I¢cin Gerekli Olan Ekipmanlar
Deneylerin gergeklestirilmesi igin gerekli olan cihazlar Tablo 2°de gosterilmistir.

Tablo 2. Tez Deneyleri i¢in Gerekli Olan Ekipmanlar

- -80 Dereceli Derin Dondurucu (Sanyo, -Jel Yiiriitme Sistemi (Vilber-Lourmat,
Japonya) Almanya)
-Agaroz-Jel Elektroforez Tank (BRL Life -LightCycler480 Real Time (ROCHE,
Tecnologies, ABD) Almanya)
-El homojenizatdrii (Qiagen,Almanya) -Mikropipetler (Thermo, isvec)
-Etiiv (Hereaus, Almanya) -Vorteks (Snijders, Hollanda)
-Sogutmali Santrifiij (Hettich Mikro 200R, -Gii¢ Kaynagi
Almanya)
-Hassas Olgiim Cihazi (Chyo, Japonya) -Nanodrop Spektrofotometre (Thermo
Scientific, ABD)
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3.1.2. Tez Cahsmas I¢cin Gerekli Olan Kimyasal Maddeler

Deneylerin gerceklestirilmesi i¢in gerekli olan kimyasal maddeler Tablo-3’te verilmistir.

Tablo 3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

-Agaroz (Wisent MultiCell-Kanada) -Borik/asit (Wisent MultiCell-Kanada)
-Etilen diamin tetraasetikasit -OrangeG (Merck-Almanya)
(Sigma-Almanya) -Deoksi-riboniikleotid-trifosfat (Fermentas-
-Etidyum-Bromiir (Sigma-Almanya) Litvanya)
-Tag-Polimeraz (Thermo Scientific-Almanya) | -Ethanol Alkol (Riedel De Haen-Almanya)

-Iso-propanol (Riedel De Haen-Almanya) -Sssl-Metil-az Enzim (New England Biolabs-
ABD)

-Sodyum-Dodesil-Siilfat (Merck, Almanya)

-Magnezyum Kloriir (Thermo-Litvanya)
-Proteinaz/K (Roche-Almanya)

_Riboniikleaz/A (Sigma-ABD) -Trishcl (Applichem-Almanya).

3.1.3. Tez Cahsmasi icin Kullamlan Kimyasal Soliisyon ve icerikleri
Deneylerin gergeklestirilmesi i¢cin gerekli olan kimyasal karigimlar ve igerikleri

Tablo 4°de verilmistir.

Tablo 4. Kimyasal Soliisyonlar ve icerikleri

Kimyasallar Icerigi

Q¢

> 155 mM NH,4Cl » 0,1 mM ED-TA
Parcalama Tamponu > 10 mM KHCO:; (pH= 8,0)
SE T » 75 milimolar NaCl » 30 mM TrisHCI
amponu » 25mM EDTA (pH= 8.0)
TE T » 20 milimolar Tris-HCI » 1 mMED-TA
amponu (pH: 8.0) (pH= 8.0)
Fenol icin TE Tamponu (0,5 ml) > g,é;SSImM Tris pH= > ?I’)}Slinév{);z D-TA
FenolKlorof(oll:lll;Isopropanol > 1 (FenolKloroform) 1 Iso-propanol alkol
Proteinaz-K > 20 mg/ml
Riboniikleaz-A » 10 mg/ml
%10 oraninda SDS (pH=7,2) » 100 g sodyum-dodesil-siilfat

3.2. YONTEM
3.2.1. Gerekli Materyellerin Toplanmasi

3.2.1.1. Dokularin Toplanmasi
Istanbul Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Hastaliklari/Bas-boyun Cerrahisi
Anabilim Dali ve Istanbul Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi, Agiz Dis ve Cene
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Cerrahisi Anabilim Dali tarafindan OSCC ve OPML tanili 30’ar hastanin ait 0,5 cm
capmda timor ile eslenik/normal dokusu ve malin bir sebebi olmayan nedenle cerrahi
operasyon uygulamasi yapilan 15 bireyden uvulopalatofaringoplasti teknigi ile 0,5 cm
capinda saglikli doku elde edildikten sonra soguk zincirle laboratuvara alind1 ve Niikleik

asit izolasyon islemlerine kadar -80 buzdolaplarinda saklandu.

3.2.1.2. Serum Orneklerinin Elde Edilmesi

Ameliyat yapilmadan once, hasta ve saglikli kisilerden alman 8-10 mL hacminde
periferik kan 6rnekleri serum ayirma tiiplerine (kuru tiip) toplandi. Daha sonra laboratuvar
gotiirtildiikten sonra 1950 rpm’de 30 dakika siiresince santrifiije birakilip, tiipiin {istiinde

kalan sar1 fazin (serum) 1 mL olacak sekilde kriyotiiplere dagitilmasi ile yapilmistir.

3.2.1.3. Tiikiiriik Orneklerinin Elde Edilmesi

Hasta ve saglikli bireylerden ameliyat dncesi toplanan tiikiirik 6rnekleri 15 ml
falcon icinde toplanmalidir. Caligma i¢in Ornekleri toplanacak bireylerden,
ameliyatlarindan 1 saat 6ncesine kadar siv1 yada kat1 herhangi bir besin almamalar1 ve dis
fircalamalar1 gibi kisisel agiz hijyenlerine dikkat etmeleri hususunda hekimleri tarafindan
bilgisi verildi. Calismaya katilma rizas1 gosteren goniilliileri toplama islemi de yine ilgili
hekimin denetiminde bir prosediir verilerek gerceklestirilmistir. Bu prosediir 3 adimdan

olusmaktadir. Bu adimlar;
» l.adim: Agiz 60 saniye boyunca temiz i¢cme suyu ile ¢alkalanmalidir.

» 2.adm: Ardinda 5 dk boyunca agiz iginde biriktirilen tiikiiriik hekim

tarafinda kendisine verilen kap icerisinde biriktirilir.

» 3.adim: 2. adim 30 dakika boyunca 15 ml hacminde tiikiiriik toplanana
kadar tekrarlanir. Tikiirik kabi etiketlenmelidir. Tikiirikler +4°C’de

saklanmistir.

3.2.2. Niikleik Asitlerin Izolasyonu
Toplananip -80°C’de saklanan doku oOrnekleri, periferik kan ve tiikiirik
orneklerinden santrifiij isleminde sonra elde edilen serum Ornekleri DNA ve RNA

izolasyonlari i¢in kullanild1.

3.2.2.1. Dokudan DNA’larin Eldesi
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Hasta bireylerin tiimor, eslenik/normal doku tiikiiriik ve serum 6rnekleriyle saglikli
bireylerin normal mukoza, tiikiiriik ve serum o&rneklerinden DNA eldesi yapilacaktir.
Dokular el homojenizatérii ile homojenize edilecektir. izolasyon basamaklarr Sekil 8’de
gdsterilmistir. Izolasyon isleminden sonra DNA &rneklerinin konsantrasyonu ve saflig
spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarindaki optik yogunluk degerleri
oranlanarak belirlenecektir. Metilasyon deneylerinde kullanilmak iizere gergeklestirilecek

bisiilfit modifikasyon islemine kadar -20°C’de saklanmigtir.

Pellet + 10 ml
Parcalama
Tamponu

Parcgalama -
Tamponu

3000 g'de 10"

Homojenize Doku =4 Santrifij e

Pellet + 4.5 ml SE
Tamponu., 100 e
pg/ml Proteinaz K.,

4 - 18 saat, 37°C'de
Inkiibasyon

3000 g'de 10"
g'de :

% 1 SDS, 20 pg/ml >
Santrifiij

Riboniikleaz A

S
5 ml SE Tamponu

+ 10 ml Fenol / =g
Kloroform (1:1)

Ust Faz + 10 ml

3000 g'de 5" WEEMY .}/ Kloroform ( [EES
1:1

Santrifiij

3000 g'de 5°
Santrifiij

Ust Faz + 10 ml =
Isopropanol

DNA iplikleri

Sekil 8. Dokudan DNA izolasyon Basamaklar.

3.2.2.2. Serumdan DNA’larn izolasyonu
Serum Orneklerinin  DNA izolasyon islemi QIAamp DNA Blood MiniKit

(QIAGEN, Almanya) kullanilarak gergeklestirildi ve bu adimlar Sekil 9°da gosterilmistir.

Sonrasinda elde edilen 6rnekler -20°C’de muhafaza edildi.



Serum + PBS
(200 pL)

4 pl Proteinaz

(100 pg/mL), 2
ul Rib az
A (20pg/ml),

200 pl parcalama
tamponu (Buffer
AL)

15" vortekslenir
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56°C°de 15
inkiibasyon

Karisun + 200 ul
ethanol

15" vortekslenir

Karigim 2.0
ml’lik tiipe
aktarilir

6000 g’de(8000
1pm) 1' santrifilj
/ alt s1v1 dokiiliir

500 pl yikama
tamponu 1
(AWT1) eklenir

6000 g’de(8000
rpm) 1'santrifiij

500 pl yikama
tamponu 2
(AW?2) eklenir

4000 rpm) 3'
santrifiij

Filtreli tiip yeni
kolana aktarilir

100 pl eliisyc
buffer (AE)
eklenip

Sekil 9. Serumdan DNA izolasyonu Basamaklar

3.2.3. RNA izolasyonu

rpm) 1'santrifiij

3.2.3.1. Dokudan Total RNA Eldesi
Doku orneklerinin Total RNA izolasyonu “Norgen Total RNA Purification Kit”

DNA iplikleri

(Norgen, Kanada) ile Sekil 10°da gosterilen adimlar takip edilerek yapilacaktir. Elde edilen
total RNA o6rnekleri Nanodrop 2000c¢ (Thermofisher, ABD) ile spektro fotometrik olarak

Olciildiikten sonra cRNA doniistimiine kadar -80°C’ de saklanacaktir.

Doku + RNALater Doku + 600 pl Lizis S . MM Vorteks / santriffij ile
S1V1 tamponu bekletildi 600 il etanol eklendi I S1V:
N M

Sekil 10. Dokudan Total RNA izolasyonu.
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3.2.4. cDNA Doniisiimii

Total RNA oOrneklerinden ¢cDNA doniisiimii i¢in Transcriptor cDNA Synth. kit
kullanilacaktir. Tiim orneklerin cDNA doniisiimleri tamamlanacaktir. 2 ul DNA 6rnegi 1
ul oligodT primer ile 65°C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra aym tiip igerisine 1,5 pl
birinci zincir cDNA mix’i, 0,25 pl DTT ve 0,25 pl reverse transkriptaz eklenecektir.
50°C’de 30 dakika inkiibasyon yapildiktan sonra 4,5 ul ikinci zincir cDNA miksi, 0,5 pl
ikinci zincir DNA polimeraz eklenerek 65°C’de 10 dakika ve 80°C’de 3 dakika
inkiibasyon yapilacaktir. Her tiipe 2 pl transkripsiyon tamponu, 10 pl NTP premiks, 3 ul
UTP/Biotin UTP, 3ul DTT ve 2 pul DNA polimeraz eklendikten sonra 42°C’de 4 saat
inkiibasyon yapilacaktir. Son olarak 2 pl DNaz enzimi eklenecek ve 37°C’de 15 dakika
inkiibasyon ile cDNA elde edilecektir. Elde edilen cDNA o&rnekleri Nanodrop 2000c
(Thermofisher, ABD) ile spektrofotometrik olarak Olciildiikten sonra ekspresyon array

calismasina kadar -80°C’ de saklanacaktir.

Tablo 5. cDNA Doniisiimiinde Kullanilan Soliisyonlar ve PCR Kosullar1

Soliisyonlar Hacim
Total RNA (1 pg'ye kadar) npul
5x Trans Amp Buffer 4 ul
Reverse-Transkriptaz 1l

dH:0 Total hacim 20 ul’ye tamamlanacag: kadar

PCR Asamasi Zaman
Primer Baglanma 25 °C 10 dk
Reverse Transkripsiyon 42 °C 15 dk
48 °C 15 dk
inaktivasyon 85 °C 5dk

Soguma 4°C -

3.2.5. Bisiilfit Doniisiimii

Calismaya katilan bireylerin tiimor, normal doku ile viicut sivilarindan elde edilen
genomik DNA Orneklerinin bisiilfit modifikasyon asamalar1 optimizasyonu yapilarak en
verimli ve ekonomik sonucu aldigimiz “Zymo Methylation Gold Kit” (Zymo, CA, ABD)
ile gerceklestirilecektir. 20 pl hacmindeki DNA, farkl bir tiipe aktarilarak 130 pl bisiilfit
modifikasyon soliisyonu eklenecektir. PCR’da 95°C (yarim dakika) ve 50°C’de (60
dakika, 16 tekrar) inkiibesi yapilacak ve 600 pl hacminde baglanma tamponu eklenecektir.
Filtresi bulunan kolon tiiplere islenen drnekler transfer edilecek ve santrifiij ile DNA’larin

kolonlara tutunmasi saglanacaktir. Santrifiij, 100 pl wash tamponuyla birlikte yikanarak
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yapilacaktir. 200 pul hacminde desiilfonasyon tamponu eklenerek ve santrifiij sonrasinda
200 ul hacminde wash tamponu ile tekrar ayni islem gerceklestirilecektir. Son agamada 10
ul hacminde eliisyon tamponuyla bisiilfit doniisiim adimlar1 basariyla sonlanacaktir. Islemi
tamamlanan bisiilfite doniismiis bcDNA’lar metilasyon ¢aligmalari baglayana kadar -20°C’

de saklanacaktir.

20 ul DNA + 130
ul bisiilfit
donilsliim reajam

95°C (10 dk) ve
64°C°de (2 sa 30
dk) inkiibasyon

600 pl baglanma
tamponu eklendi

Santrifilj sonras:
alt s1v1 dokiildii

100 pl yikama
tamponu

Santrifilj sonras:
alt s1v1 dékiildii

15-20 dk oda
sicakhiginda
inkiibasyon

Santrifiij sonrasi
alt s1v1 dokiildii

200 pl yikama
tamponu

Santrifiij sonras:
alt s1v1 dokiildii

Santrifiij sonras1
alt sivitoplandi

Bisiilfit DNA

Sekil 11. Bisiilfit Doniisiimii Basamaklari.

3.2.6. Ekspresyon ve Metilasyon Deneyleri I¢in Primer ve Prob Tasarlanmasi
Calismamizda tiim genom eckspresyon ve metilasyon array analizi sonucunda

belirlenip metilasyon ve buna bagli ekspresyon profilleri incelenecek olan NDUFB3

geninin primerlerinin ve metilasyon deneyleri i¢in kullanilan problarin tasarimlari sirasiyla

internette  erisime ac¢ik olan Primer3Plus (  http:/www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi ) ve Methprimer ( http://www.urogene.org/cgi-

bin/methprimer/methprimer.cgi ) programlar1 ile primer ve prob tasarimi kurallarina

uyularak tarafimizdan tasarlanmistir.
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GC Percentage
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g

Tnput Seqguence Bizulfite PCR primer MSP Primer Set CpG Island
] o o | Methylated-Specific B—m
Unmethylated-Specific O— 3

Sekil 12. NDUFB3 geninin promotor bolgesindeki CpG adaciklar.

Tablo 6. NDUFB3 geninin Ekspresyon ve Metilasyon Deneylerinde Kullanilan primer
ve prob dizileri.

NDUFB3 EF 5' TGGTGGTTGAGCCTGAGAAG 3
NDUFB3 ER 5' ACAGCGACAGCGATGAGAAG 3
NDUFB3 MF 5' TGGTTTACGAGAGGTTTCGG 3
NDUFB3 MR 5'CACACAAAACGAAACTACCGA 3
NDUFB3 Prob 5'TCGTTTGTAGTTTTCGCGGTCGAA 3

Tez calismamizda ekspresyon deneylerinde referans gen olarak ACTB  geni
kullanilmistir. ACTB ekspresyon primerleri Demokan S ve ark. tarafindan yapilmis olan
calismadan alinmistir (Demokan et al., 2013). ACTB geninin metilasyon deneylerinde
kullanilacak primer ve prob dizileri ise Carvalho ve ark. tarafindan yapilan ¢alismadan

alimmugtir (Carvalho et al., 2008).
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Tablo 7. ACTB geninin Ekspresyon ve Metilasyon Deneylerinde Kullanilan primer ve

prob dizileri.

ACTB ER 5’GTCTTCCCCTCCATCGTG 3

ACTB EF 5’AGGGTGAGGATGCCTCTCTT 3

ACTB MF 5’TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT 3

ACTB MR 5’AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA3
ACTB PROB 5’ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACAS3

3.2.7. QMSP (Metilasyona Spesifik Olan Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ile
Metilasyon Analizi

OSCC ve OPML hasta gruplarina ait tlimor, eslenik-normal doku ve viicut sivisi
ornekleri ile saglikli bireylere ait normal doku, tiikiiriik ve serum 6rneklerinde NDUFB3
genindeki hipometilasyon varliginin incelenmesi planlanmaktadir. Sodyum bisiilfit ile
kimyasal modifikasyon sonrasi, yapilacak olan PCR, primer i¢in 600 nM; 200 nM floresan
isaretli prob; 0,6 U platinum Taq polimeraz; 200 puM dNTP karisimi (dATP, dCTP, dGTP
and dTTP); 1X Rox Dye referans boya ve 1X Buffer (16,6 mM amonyum sulfat; 67 mM
Tris; 6,7 mM magnezyum klorur; 10 mM merkaptoetanol; ve 0,1% DMSO) ile 20 pL
reaksiyon hacminde gerceklestirilecektir. Real-time QMSP reaksiyonu bagma 3 pL bisulfit
modifiye DNA gereklidir. Amplifikasyonlar 96 kuyulu platelerde Lightcycler 480

cihazinda gerceklestirilecek ve degerlendirilecektir.

Tablo 8. QMSP Deneylerinde Uygulanan Reaksiyon Karisim ve Kosullar:

Reaksiyon Karisim 1 6rnek hacmi

10X SensiFAST Probe No-ROX Kit Mix 10 pL

100 pM Primer (F) 1,2 uLL

100 pM Primer (R) 1,2 uLL

100 pM prob 0,4 uLL

dH>O (PCR grade) 2,2 uLb

BcDNA 5,0 uL

PCR Asamalan T (°C) Zaman
Denatiirasyon 95°C 30s
Basl 95°C 15s
Sl
72°C 15s

Soguma 40°C 30s
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Her bir reaksiyon ayni platformda en az 2 kez tekrarlanmistir. Deneylerde, 5’
ucunda 6-floroseinamitid (FAM) ve 3’ ucunda FAM inhibe edici (quencher) olan karboksi
tetra metil rodamin (TAMRA) ile isaretlenmis TagMan probu kullanilmastir.

Deneyde kullanilan pozitif kontrol, saglikli bireyden alinmig lenfosit DNA’s1
(LNDNA), Sssl metilaz enzimi ile reaksiyona birakildi ve %100 metillendigini bildigimiz
standart kullamildi. Standartlar kantitatif sonug¢ elde etmek i¢in, 1/10, 1/100, 1/1000,
1/10000 seklinde diliie edildi.

ACTB ve NDUFB3 genleri i¢in esik degeri (threshold) belirlendi. Yiizde yiiz metile
olan standart ve standart diliisyonlarinin konsantrasyonlr1 Ct degerlerine (floresan diizeynin
cihaz tarafndan olgiilebilen esik degeri astigi dongii) gore, program ile standart egri grafigi
olusturuldu. Relatif metilasyon yiizdesinin kantitatif tayini iliskili genin internal kontrol

olarak kullanilan gene oram ile saglanmaktadir (iligkili gen/referans gen x 100).

3.2.8. QRT-PCR (SYBR Green Temelli Kantitatif Ger¢cek Zamanh PCR) Teknigi ile
Gen Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

RNA izolasyonlar1 ve ardindan cDNA sentezi ger¢eklesen hastalara ait normal ve
tiimor doku ve saglikli mukoza 6rnekleri kullanilarak NDUFB3 geni i¢in tek seferde es
zamanli olarak ekspresyon diizeyleri belirlenip karsilagtirilmistir. PCR igin QRT-PCR
master mix ve cDNA ile uygun sekilde bir reaksiyon karigimi hazirlanmigtir. Karigim 96
adet kuyu icerisinde tarafimizdan tasarlanacak olan sectigimiz genlere 6zgii primerleri
iceren platelere her bir kuyucukta 20 ul olacak sekilde multichannel pipet ile dagitilacaktir.
Reaksiyon karisimi yiiklendikten sonra plate’in {izeri sealer film ile kaplanacak ve cihazda

uygun sicaklik dereceleri ile reaksiyon gerceklestirilmistir.

Tablo 9. QRT-PCR Deneylerinde Uygulanan Reaksiyon Karisimlar ve

Kosullarn
PCR Asamalari T (°C) Zaman
Denatiirasyon 95°C 30s
Baglanma 95°C 15s
(40 siklus) 60°C 1 dk
95°C 10s
Erime Erisi 60°C 20s
(Melting Curve) 95°C Cont.
Soguma 40°C 30s
Reaksiyon Karisimi 1 6rnek hacmi
10X SensiFAST SYBR NO-ROX Kit Mix 10 pL
100 pM Primer (F) 0,2 uL
100 pM Primer (R) 0,2 uL
dH:O (PCR grade) 6,6 uL

¢DNA 3uL
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Polimeraz zincir reaksiyon iglemi sonrasinda genlerin relatif ekspresyon diizeyleri

2 -AACt

referans genlerin ekspresyon diizeyleri ile normalize edilerek metodu kullanilarak

incelenecektir.

3.2.9. Datalarn Istatistiksel Olarak Analiz Edilmesi

Hastalara ait klinik parametrelerle elde edilen sonuglar arasindaki iligkilerin
istatistiksel anlamlilig1 SPSS 22 ve GraphPad 8 (iicretsiz deneme siiriimii) programlarindan
yararlanilarak  incelenmigtir. Hastalarin elde edilen klinik parametreleri ile
ekspresyon/metilasyon seviyelerinin karsilagtirilmalar1 i¢in kikare testi (Yates ve Fisher)
ve Anova testi uygulandi. p<0,05 olan degerler istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
Saglikli bireylerin drneklerinin ve hasta bireylere ait orneklerin metilasyon seviyelerinin

kargilastiriimasinda Wilcoxon Rank Testi analizi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Bireylerin Klinik ve Saghkl Bireylerin Demografik Bulgularn
Calismaya 30 adet OSCC, 30 adet OPML hasta grubunun yam sira 15 adet saglikli
olmak tizere toplam 75 kisi dahil edilmistir.

Malin hasta grubunun ortalamasi 58,6’dir (maksimum 85, minimum 33). Erkek
oranm1 %73,3 (22/30) kadin orami %26,7’dir (8/30). Hastalarin %63,33’ti (19/30) sigara
kullanmakta ve %10’u (3/30) alkol tiiketmektedir. Malin hastalarinda tiimor anatomik
olarak %33,33 (10/30) dil, %23,33 (7/30) bukkal mukoza, %13,33 (4/30) inferior alveolar
arkus, %13,33 (4/30) agiz tabani, %10 (3/30) retromolar trigon, %6,67 (2/30) sert damak
tutulumu gostermistir. Malin grubunda bulunan hastalarin TNM smiflamasina gore
%53,33°1 (16/30) evre 1V, %16,67’si (5/30) evre 111, %20’si (6/30) evre 11 ve %6,6’s1
(2/30) evre I’dir. 30 malin hasta grubunun %46,67’sinda (14/30) lenf nodu tutulumu
goriiliirken, 4 hastada (%13,33) yiiksek differasyon derecesi, 2 hastada (%6,66) metastaz

gorilmiistir.

Calismaya katilan premalin hasta grubunun yas oralamasi 51,96 tiir (maksimum 83,
minimum 27). Premalin hasta grubunda kadin oran1 %53,33 (16/30) ile erkek oranindan
%46,66 (14/30) fazladir. Hastalarin %46,66’s1 (14/30) sigara kullanmakta ve %13,33’0
(4/30) alkol kullanmaktadir. Premalin grubundaki hastalar patolojik tanilarina gore
siiflandrilmistir. Buna gore hastalarin %83,33°u (25/30) benin, %16,33’1 (5/30) premalin

tanist almistir.

Calismaya katilan saglikli bireylerin yas ortalamasi 54,73’tiir (maksimum 75,
minimum 42). Bu grupta erkek orant %53,33 (8/15) kadin oranindan %46,67 (7/15)
fazladir ve katilimcilarin %26,67°si (4/15) sigara, %26,67’si (4/15) alkol tiikketmektedir.

Yas, cinsiyet, sigara ve alkol kullanim1 gibi klinik parametreler birbirleri arasinda
karsilastirilmigtir. Sigara kullanma orami saglikli grupta, malin ve premalin gruba gore
daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Tablo 11-12).
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Tablo 10. Cahismaya Katilan Hasta ve Saghkh Gruplarin Demografik

Toplam
(n=75)
n %
Yas ortalamasi 55,1

Cinsiyet Erkek 44 58,66
Kadm 31 41,33
Sigara Yok 35 | 46,67
Var 40 53,33
Alkol Yok 65 86,66
Var 10 13,33

Ozellikleri
Malin
(n=30)

n %
58,6
22 73,33
8 26,67
11 36,67
19 | 63,33
28 93,33
2 6,67

Premalin Saghkh
(n=30) (n=15)
n % n %
51,96 54,73
14 46,66 8 53,33
16 = 53,33 7 46,67
13 4333 11 7333
17 = 56,67 4 26,67
24 | 80,00 13 86,66
6 20,00 2 13,33

Tablo 11. Premalin Hasta Grubun Klinik ve Patolojik Verileri

PREMALIN

Cinsiyet

Yas

Patoloji

Sigara Tiiketimi

Alkol Tiiketimi

Kadin
Erkek
<50
>50
OL
OLD
OP
Yok (-)
Var (+)
Yok (-)
Var (+)

n (%)
(n=30)
16 (%53,33)
14 (%46,66)
15 (%50)
15 (%50)
25 (%83,33)
5 (%16,66)

13 (10%)
17 (90%)
24 (%80)
6 (%20)



Tablo 12. Malin Hasta Grubun Klinik ve Patolojik Verileri

MALIN n (%)
m=30)
Cinsiyet Kadmm 8 (%26,67)
Erkek 22 (%73,33)
Yas <50 8 (%30)
>50 22 (%70)
Anatomik Tutulum Dil 10 (%33,33)
Bukkal Mukoza 7 (%23,33)
Inferior Alveolar Arkus 4 (%13,33)
Agiz Tabam 4 (%13,33)
Retromolar Trigon 3 (%10)
Sert Damak 2 (%6,67)
Sigara Tiiketimi Yok 11 (%36,66)
Var 19 (%63,33)
Alkol Tiiketimi Yok 28 (%93,33)
Var 2 (%6,66)
Evre | 3 (%10)
II 6 (%20)
111 5 (%16,67)
v 16 (%53,33)
Differasyon Derecesi Diisiik 2 (%6,66)
Orta 24 (%80)
Yiiksek 4 (%13,33)
Lenf Nodu Tutulumu Yok 16 (%53,33)
Var 14 (%46,66)
Niiks Yok 25 (%83,3)

Var 5 (%16,67)
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4.2. NDUFB3 Genine Ait Verilerin Ekspresyon Analizleri

Caligmamizda OSCC ve OPML tanisi almis 30’ar hastaya ait timor/eslenik normal
doku, serum ve tiikiiriik 6rnekleri ile 15 saglikli bireyin normal doku, serum ve tiikiiriik
ornekleri kullanilmistir. Hasta ve saglikli bireylerin drneklerinde ekspresyon seviyeleri,
QRT-PCR teknigi kullanilarak incelendi (Sekil 13). Sonrasinda hedef gen ve referans
(ACTB) genlerinin ekspresyon sonuglarindan elde edilen Ct degerleri kullanilarak 244t
degerleri tiim oOrnekler i¢in normalize edildi. Sonuglarin analizi Light Cycler480
yazilimindaki Temel Relatif Olgiim (Basic Relative Quantification) programi ile
yapilmigtir. OSCC ve OPML hastalarina ait tiimor dokusu, eslenik normal doku, serum ve
tikiirik  Ornekleri ile  saglikli bireylere ait normal mukoza, serum ve tiikiiriik
orneklerindeki NDUFB3 geninin ekspresyon diizeyleri ile referans genin (4ACTB)
ekspresyon diizeylerinin ACt degerleri hesaplandi (Sekil 14, 15, 16). OSCC ve OPML
hastalarina ait timor dokusunun ACt degerlerinin normal dokunun ACt degerlerine gore
fold change degerleri 24" formiilii ile hesaplanmustir (Sekil 17). Buna gére 2’nin
iizerinde olan degerler tiimor dokusunda eslenik normal ya da saglikli dokulara oranla
ekspresyon artigi, -2’nin altindaki degerler ise ekspresyon azalisi olarak degerlendirildi.
OPML ve OSCC hastalarina ait tiimor dokusunda eslenik normal ya da saglikli mukozaya
oranla ekspresyon azalis1 veya artigi ile hastalara ait klinikopatolojik bilgilerin istatiksel

olarak karsilastiritlmas1 SPSS 21 ve Graphpad 8 programi yardimiyla gergeklestirildi.
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Sekil 13. Hastalara Ait Tiimor ve Eslenik Normal Dokularin Referans Gen (4C7TB) ve Hedef
Gendeki (NDUFB3) Amplifikasyon Egrileri



Tablo 13. OSCC hasta grubunun klinik parametrelere gore ekspresyon
sonuclan (D. G.: degisiklik gozlemlenmeyen)

n (%) Ekspresyon Ekspresyon | Ekspresyon Seviyesinde D. G.
=30 ’
Azalma n (%) | Artma n (%) n (%)
Kadin 8 (26,67) 1(12,5) 4 (50) 3(37.5)
Cinsiyet
Erkek 22 (73,33) 11 (50) 6(27,27) 5(22,72)
<50 9 (30) 4 (44,44) 3(33,33) 2(22,22)
Yas
>50 21 (70) 8 (38,1) 7(31,82) 6(27,27)
Dil 10 (33,33) 4 (40) 3 (30) 3 (30)
Bukkal M. 7(23,33) 2(28,57) 3 (42,85) 2(28,27)
Inferior AL Ark. | 4(13,33) | 1(25) | 2 (50) | 1(25)
Anatomik | = Tabam | 4(13,33) | 3(75) | 0 | 125)
Tutulum
Paranazal Siniis
& Retromolar 3(10) 2 (66,66) 0 1(33,33)
Trigon
Sert Damak 2(6,67) 0 2(100) 0
Sigara Yok 11 (36,66) 2(18,18) 6 (54,54) 3(27.27)
Titketimi Var 19 (63,33) 10 (52,63) 4(21,05) 5(26,31)
Aikol Yok 28 (93,33) 11 (39,28) 8 (28,57) 9 (32,14)
Titketimi Var 2 (6,66) 1(50) 1 (50) 0
I 3(10) 2 (66,66) 0 1(33,33)
I 6 (20) 4 (66,66) 1(16,66) 1 (16,66)
Evre
I | 5(16,67) | 2 (40) | 1(20) | 2 (40)
v | 16 (53,33) | 4(25) | 8 (50) | 4(25)
Diisiik | 2(6,66) | 2 (100) | 0 | 0
Differasyon
Orta 24 (80) 10 (41,66) 8 (33,33) 6 (25)
Derecesi
Yiiksek 4(13,33) 1(25) 2(50) 1(25)
Lenf Nodu Yok 16 (53,3) 7(43,75) 4 (25) 5(31,25)
Tutulumu Var 14 (46,67) 5(35,71) 6 (42,86) 2(14,29)
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Tablo 14. OPML hasta grubunun klinik parametrelere gore ekspresyon

sonuclari
Ekspresyon
Ekspresyonda Ekspresyonda Seviyesinde
(n=30) n (%) Azalma Artma D.G
n (%) n (%) T
n (%)
Kadin | 16(53,33) 3 (18,75) 8 (50) 5 (31,25)
Cinsiyet
Erkek | 14 (46,66) 4(2827) 3 (21,43) 7 (50)
<50 15 (50) 4 (26,66) 6 (40) 5(33,33)
Yas
>50 15 (50) 3 (20) 5(33,33) 7 (46,66)
Benin | 25(83,33) 6 (24) 8 (32) 11 (44)
Patoloji
Premalin| 5 (16,66) 1 (20) 3 (60) 1 (20)
Sigara Yok (-) | 13 (43,33) 4(30,77) 5 (38,46) 4(30,77)
Tiiketimi
Var (+) | 17 (56,67) 3 (17,65) 6 (35,29) 8 (47,06)
Alkol Yok (-) 24 (80) 7(29,17) 9 (37,5) 8 (33,33)
Tiketimi | v | 60 0 2(33.33) 4 (66,66)
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Sekil 14. OSCC hastalarinin tiimoér, normal doku, serum ve tiikiiriik 6rneklerindeki
ekspresyon seviyelerinin ACt degerleri (H: OSCC hasta kodu)

SPSS analizlerine (ki-kare testi) géore OSCC’de tiimor ve eslenik normal dokular
arasinda ileri dderecede anlamlilik tespit edilmistir (p<<0,001). Tiimor ve serum Ornekleri
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (p=0,002). Serum ve tiikiiriik 6rnekleri

arasinda anlamlilik bulunmamustir.
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Sekil 15. OPML hastalarinin tiimor, kombine normal doku, serum ve tiikiiriik
orneklerindeki ekspresyon seviyelerinin ACt degerleri (P: OPML hasta kodu)
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Sekil 16. Saghkh gruba ait normal mukoza, serum ve tiikiiriik 6rneklerinin ekspresyon

seviyelerinin ACt degerleri (S: Saghkh birey kodlamasi).
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Sekil 17. OSCC ve OPML hastalarina ait tiimor dokusunun ACt degerlerinin eslenik/normal
dokunun A degerlerine gore kat degisim (fold change) 2**“* degerleri (Turuncu
OSCC hasta grubu, yesil OPML hasta grubunu temsil etmektedir.)
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Sekil 18. OSCC ve OPML hastalarina ait tiimor dokularinda eslenik/normal dokularina gore
relatif olarak hesaplanan ekspresyon diizeylerinin artma ve azalma oranlan
(p<0,0001) (A: Malin hasta grubunda ekspresyon seviyesinde artma, B: Malin hasta
grubunda ekspresyon seviyesinde azalma, C: Premalin hasta grubunda ekspresyon
seviyesinde artma, D: Premalin hasta grubunda ekspresyon seviyesinde azalma.)

(*: Gruplar arasindaki anlimhlik derecesi)

OSCC hastalarindan alinan tiimor dokularinda, eslenik normal dokuya kiyasla
ekspresyon seviyesinde artis %33,33 (10/30), ekspresyon seviyesindeki azalma %40
(12/30) ve %26,66’sinda (8/30) ekspresyon seviyesinlerinde anlamli bir degisiklik
gozlenmedi (Sekil 18). OPML hastalarindan alinan tiimér dokularinda, eslenik normal
dokuya kiyasla ekspresyon seviyesinde artis %36,66 (11/30), ekspresyon seviyesinde
azalis %23,333 (7/30) go6zlenirken, %40’mnda (12/30) ekspresyon seviyesilerinde
anlamli bir degisiklik gézlenmedi (Sekil 18). Analiz sonuglarina gore (One-way
ANOVA); OSCC grubunun ekspresyon seviyesindeki artma ve azalma arasinda
“<0,0001”, OPML grubunun ekspresyon seviyesindeki artma ve azalma arasinda
“<0,0079”, OSCC grubunun ekspresyon seviyesindeki azalma ve OPML grubunun
ekspresyon seviyesindeki artma arasinda “<0,0068”, OSCC grubunun ekspresyon
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seviyesindeki artma ve OPML grubunun ekspresyon seviyesindeki azalma arasinda ise

“<0,0001” p degerleri istatiksel olarak anlamlilik gosterdi (p=0,0005).

SPSS analizine (Wilcoxon Rank Testi) gore OSCC grubunda timdr dokusunda
ekspresyonda azalma ve ekspresyonda degisiklik gozlenmeyenler arasinda anlamlilik
tespit edilmistir (p=0,012). Ekspresyon seviyesinde artma ve eskpresyon seviyesinde
degisiklik gozlenmeyenler arasinda istatistiksel anlamhilik gozlenmemistir. OSCC
grubunun eslenik normal grubunda ekspresyon seviyesinde azalma ile ekspresyon
seviyesi degigsmeyenler arasinda ve ekspresyon seviyesinde artma ile ekspresyon
seviyesi degigmeyenler arasinda p=0,025 degerinde istatistiksel anlamlilik tespit
edilmistir. OPML hasta grubunda ekspresyonda artma ve azalma arasinda ileri derecede
anlamlilik gdzlenmistir (p<0,001). OPML grubundaki tiimoér orneklerinin ekspresyon
seviyesinde artma gozlenenler ile ekspresyon seviyesinde degisiklik gdzlenmeyenler
arasinda anlamlilik tespit edilmemistir. Ekspresyon seviyesinde azalma gozlenenler ile
ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlenmeyenler arasinda p=0,018 degerinde
anlamlilik bulunmustur. OPML grubundaki eslenik normal 6rneklerinin ekspresyon
seviyesinde artma gozlenenler ile ekspresyon seviyesinde degisiklik gdzlenmeyenler
arasinda ve ekspresyon seviyesinde azalma gozlenenler ile ekspresyon seviyesinde

degisiklik gbzlenmeyenler arasinda istatistiksel bir anlamlilik gézlenmemistir.

Tablo 15. OSCC/OPML hasta gruplarinin tiimoér, eslenik normal dokulari ile
serum ve tiikiiriik érnekleri ile saglikh bireylerin mukoza, serum ve tiikiiriik
orneklerinin foldchange degerleri

Tiimoér Doku  Serum Ornegi &

Tiimér Dokusu & Tiikiiriik Ornegi & Saghkli Tiikiiriik

< & Eslenik Saghklh Serum <.

Saghkh Doku Normal Doku Ornesi Ornegi
OSCC -3,15142 1,053726 -3,96916 1,542745
OPML -2,82908 1,089249 -8,38126 1,528553

OSCC ve OPML hastalarindan alinan timoér dokusu, normal/eslenik doku,
serum ve tiikiiriikk numunelerinin ortalama Ct degerleri ile saglikli bireylere ait mukoza,
serum ve tiikiiriigiin Ct degerlerinin ortalamasi karsilastirilarak kat degisim degerleri
(foldchange) hesaplandi. Saglikli bireylerin dokulari ve OSCC tiimor dokulari birbiriyle
kiyaslandiginda -3,151416 kat, OSCC hastalarina ait tiimor dokulariyla eslenik-normal



dokular1 kiyaslandiginda 1,053726 kat, saglikli bireylerin ve OSCC hastlarinin serum ve
tikiiriik 6rnekleri kiyaslandiginda -3,96 ve 1,542745 kat NDUFB3 geninin ekspresyon

seviyesinde degisim gozlenmistir (Tablo 15).

Saglikli bireylerle karsilagtirildiginda, OPML hastalarinin tiimor dokularmin Ct
degerlerinde NDUFB3 geninin ekspresyon diizeyinde -2,829081 katlik bir degisiklik
gozlendi. OPML hastalarindan alinan tiimor dokularindaki ekspresyon seviyeleri
eslenik-normal dokuya kiyasla 1,089249 kat, OPML hastalarindan alman serum
numunelerinde saglikli serum numunelerine kiyasla -8,38 kat ve OPML hastalarindan
alman tlikiirik numunelerindeki ekspresyon seviyeleri saglikli tiikiiriikk Ornekleriyle

kargilastirildiginda 1,528553 katlik bir degisiklik gézlenmistir (Tablo 15).
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P Bukkal * Adiz Tabani Ekspresyonda Azalma %75
Ekspresyonda Artma %42,85 (3/7) (3/4)
- Bukkal ° Sert Damak Ekspresyonda Artma %100
Ekspresyonda Azalma %28,57 (2/7) (2/2)
. Dil Retromalar Trigon
Ekspresyonda Artma %30 (3/10) Ekspresyonda Azalma %66,66 (2/3)
B Dil Ekspresyonda Azalma %40 (4/10) A inferior Alveolar ark. Ekpsresyonda
Artma %50 (2/4)
* inferior Alveolar ark.
Ekpsresyonda Azalma %25 (1/4)

Sekil 19. OSCC hastalarinin anatomik tutulumuna gore NDUFB3 geninin ekspresyon
diizeyleri (p=0,01733) (*: Gruplar arasindaki anlimhhk derecesi).



OSCC hasta grubunun anatomik olarak etkilenen bdlgesine gore (Sekil 19)
ckspresyon seviyelerinde azalma ve artma gozlenen hastalar gosterilmektedir.
(p=0,0289). Bukkal bolgede tutulum gosteren hastalarin %42,85’inde (3/7) ekspresyon
seviyesinde artma, %28,57’sinde (2/7) ekspresyon seviyesinde azalma ve %28,57’sinde
(2/7) ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisiklik gozlenmemistir. Agiz tabaninda
tutulumu bulunan hasta grubunun %75’inde (3/4) ekspresyon seviyesinde azalma
goriliirken, %25’inde (1/4) eckspresyon seviyesinde anlamli  bir degisiklik
gbzlenmemistir. Hasta grubunda dil bdlgesinde tutulumu bulunanlar arasinda %30’unda
(3/10) ekspresyon seviyesinde artma, %40’inda (4/10) ekspresyon seviyesinde azalma
ve %30’unda (3/10) ekspresyon seviyesinde herhangi anlamli bir degisiklik
goriilmemistir. Sert Damak bolgesinde tutulumu bulunan hastalarin %100’iinde (2/2)
ekspresyon seviyesinde artma gozlenmistir. inferior Alveolar ark. anatomik bolgede
tulumu bulunan hastalarda %50’sinde (2/4) ekspresyon seviyesinde artma, %25’inde
(1/4) azalma ve %?25’inde (1/4) ise herhangi anlamli degisiklik gozlenmemistir.
Retromolar Trigon bélgesinde tutulumu bulunan hasta grubunun %66,66’sinda (2/3)
ekspresyon seviyesinde azalma goriiliirken, %33,33ilinde (1/3) ekspresyon seviyesinde
anlamli bir degisiklik gdézlenmemistir. SPSS analizine gore (ki-kare testi) eslenik
normal dokulardaki serum Orneklerinde anatomik tutulumda bukkal mukoza ve

retromolar trigon arasinda istatistiksel olarak anlamlilik goriilmiistiir (p=0,036).

75
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OPML Patolojisi
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NDUFB3 Geninin
Fold Change (2“C!) Seviyeleri
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= OLD/Eks.(+) %33,33 (2/6) = LP /Eks.(+) %43,75 (7/16) = OL / Eks.(+) %25 (2/8)

= OLD/Eks. (-) %16,66 (1/6) = LP /Eks. (-) %18,75 (3/16) = OL / Eks. (-) %37,5 (3/8)

Sekil 20. Premalin hasta grubunun patolojik gruplarina gore NDUFB3 geninin ekspresyon
diizeylerindeki degisiklikler (p=0,0213) (*: Gruplar arasindaki anlimhilk derecesi).

Sekil 20°de, OPML hasta grubunda gozlenen patolojiye gore degisen ekspresyon
seviyeleri gosterilmektedir. OLD tanist almis hasta grubunun %33,33’linde (2/6)
ekspresyon seviyesinde artma, %16,66’sinda (1/6) azalma gozlenirken, %50’sinde (3/6)
anlaml1 bir degisiklik gézlenmemistir. LP patolojili hasta grubunun %43,75’inde (7/16)
ekspresyon seviyesinde artma, %]18,75’inde (3/16) ekspresyon seviyesinde azalma
gozlenirken, %62,5’inde (10/16) ekpresyon seviyesinde anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir. OL patolojisine sahip hasta grubunda ise %25’inde (2/8) ekspresyon
seviyesinde artma, %37,5’inde (3/8) azalma gozlenirken, %62,5’inde (5/8) ekspresyon

seviyesinde anlamli bir degisiklik gozlenmemistir.
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20 p= 0,0097

B Evre 1 Ekspresyon (-) %66,66 (2/3) Wl Evre 3 Ekspresyon (+) %20 (1/5)
Bl Evre 2 Ekspresyon (+) %16,66 (1/6) Il Evre 3 Ekspresyon (-) %40 (2/5)
Il Evre 2 Ekspresyon (-) %66,66 (4/6) Wl Evre 4 Ekspresyon (+) %50 (8/16)

Il Evre 4 Ekspresyon (-) %25 (4/16)

Sekil 21. Malin hasta grubunun evrelere gore NDUFB3 geninin ekspresyon diizeylerindeki
degisiklikler (p=0,0097) (*: Gruplar arasindaki anhmlilik derecesi).

Sekil 21°de, malin hasta grubunun evresine gore artmis ve azalmis NDUFB3 geninin
ekspresyon seviyelerine sahip hasta sayisini gosterilmektedir. Evre I OSCC hasta grubunun
%066,66’sinda (2/3) ekspresyon seviyesinde azalma gozlenirken, %33,33linde (1/3)
herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. Evre Il OSCC hasta grubunda %16,66’sinda (1/6)
ckspresyon seviyesinde artma, %66,66’sinda (4/6) ekspresyon seviyesinde azalma
gozlenmis ve %16,66’sinda (1/6) herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Evre III OSCC
hasta grubunun %20’sinde (1/5) ekspresyon seviyesinde artma goriiliirken, %40’ inda (2/5)
ekspresyon seviyesinde azalma meydana geldigi tespit edilirken %40’inda (2/5) anlaml1 bir

degisiklik gozlenmemistir. Evre IV hasta grubunun %50’sinde (8/16) ekspresyon



78

seviyesinde artma, %25’inde (4/16) azalma gozlenirken, hastalarin %75’inde (12/16)

anlaml1 bir degisiklik gézlenmemistir.
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Sekil 22. Malin hasta grubunda NDUFB3 geninin erken ve gec evreye gore ekspresyon
diizeylerindeki degisiklikler (**p=0,0010) (*:Gruplar arasindaki anhimlilik derecesi).

Sekil 22°deki grafikte malin hasta grubuna ait erken/ge¢ evre OSCC hastalarinda
NDUFB3 geninin ekspresyon seviyelerinin artiy ve azalis gosterilmektedir (p=0,0010).
Erken evre OSCC hastlarinin, %11,11’inde (1/9) artma goriilirken %66,66’sinda (6/9)
ekspresyon seviyesinde azalma gorilmektedir ve %22,22°sinin (2/9) ekspresyon
seviyelerinde anlamli bir degisiklik goézlenmemistir. Ge¢ evre OSCC hastalarinin
%42,85’inde  (9/21) ekspresyon seviyesinde artma, %?28,57’sinde (6/21) azalma
gozlenirken, %71,42’sinde (15/21) ekspresyon seviyelerinde herhangi anlamli bir
degisiklik gozlenmemistir. Kruskal-Wallis analizinin sonuglarina gore erken evre
ekspresyonda azalma ve gec evre ekspresyonda artma gosteren hasta gruplar1 arasinda
“p=0,0027" degerinde anlamlilik gézlenmistir. Geg¢ evre ekspresyonda artma gosteren
hastalar ile ge¢ evre ekspresyonda azalma gosteren hastalar arasinda ise “p=0,0079”

degerinde anlamlilik gézlenmistir.
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- OSCC OPML
Erkek / Ekspresyon (-) %30 (11/22) = Erkek / Ekspresyon (-) %28,57 (4/14)

Sekil 23. OSCC ve OPML hasta gruplarinda cinsiyete bagh olarak ekspresyon seviyelerinde
goriilen degisiklikler (p<0,0001) (*: Gruplar arasindaki anlmhhlik derecesi).

Sekil 23°de OSCC ve OPML hasta grubunda NDUFB3 geninin cinsiyete bagli
olarak ekspresyon seviyelerindeki artig ve azalis seviyelerindeki degisiklikler ve oranlari
gosterilmistir (p<0,0001). OSCC hasta grubunda yer alan kadin hastalarin %50’sinde (4/8)
ekspresyon seviyesinde artma, %12,5’inde (1/8) ekspresyon seviyesinde azalma
gozlenirken, %37,5’inde (3/8) ekspresyon seviyesinde anlamhi bir degisiklik gdzlenmedi.
OSCC hasta grubunda yer alan erkek hastalarin %27,27’sinde (6/22) ekspresyon
seviyesinde artma, %50’sinde (11/22) ekspresyon seviyesinde azalma go6zlenirken,
%22,72’sinde (5/22) ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisiklik gézlenmedi. OPML
hasta grubunda yer alan kadin hastalarin %50’sinde (8/16) ekspresyon seviyesinde artma,
%18,75’inde (3/16) ekspresyon seviyesinde azalma gozlenirken, %31,25’inde (5/16)
ekspresyon seviyesinde anlamli bir degisiklik gdzlenmedi. OPML hasta grubunda yer alan
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erkek hastalarin %21,42’sinde (3/14) ekspresyon seviyesinde artma, %28,57’inde (4/14)
ekspresyon seviyesinde azalma gozlenirken, %50’sinde (7/14) ekspresyon seviyesinde
anlamli bir degisiklik gozlenmedi. Kruskal-Wallis analizinin sonuglarina gore; OSCC
grubunda ekspresyon seviyesinde artma gézlenen erkek hastalar ile ekspresyon seviyesinde
azalma gozlenen erkek hastalar arasinda “p=0,0003" degerinde, OSCC grubunda
ekspresyon seviyesinde artma gozlenen erkek hastalar ile OPML grubunda ekspresyon
seviyesinde azalma gozlenen kadin hastalar arasinda “p=0,0015" degerinde, OSCC
grubunda ekspresyon seviyesinde azalma gozlenen erkek hastalar ile OPML grubunda
ekspresyon seviyesinde azalma gozlenen erkek hastalar arasinda “p=0,0497 degerinde

anlamlilik gozlendi.
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- oscc . OPML
Sigara (+) / Ekspresyon (+) %21,05 (4/19) Sigara (+) / Ekspresyon (+) %35,29 (6/17)
- oscc . OPML
Sigara (+) / Ekspresyon (-) %52,63 (10/19) Sigara (+) / Ekspresyon (-) %17,64 (3/17)
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Sigara (-) / Ekspresyon (+) %54,54 (6/11)
- OSCC OPML
Sigara (-) / Ekspresyon (-) %18,18 (2/11) = Sigara () / Ekspresyon (-) %30,76 (4/13)

Sekil 24. OSCC ve OPML hasta gruplarinda sigara icen / icmeyen hastalar arasindaki
ekspresyon artis ve azahs seviyelerindeki degisiklikler (p<0,0001) (*: Gruplar
arasindaki anlimhhik derecesi).

Sekil 24’de OSCC ve OPML hasta grubunda sigara igen/igmeyen hastalarin
NDUFB3 geninin ekspresyon seviyelerindeki artis ve azalig seviyeleri gosterilmistir
(p<0,0001). OSCC hasta grubunda sigara i¢en hastalarin %21,05’inde (4/19) ekspresyon

seviyesinde artma, %52,63’tinde (10/19) ekspresyon seviyesinde azalma go6zlenirken,
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%26,31’inde (5/19) ekspresyon seviyesinde herhangi bir degisiklik gozlenmemigtir. OSCC
hasta grubunda sigara igmeyen hastalarin %54,54’linde (6/11) ekspresyon seviyesinde
artig, %18,18’inde (2/11) ekspresyon seviyesinde azalis gdzlenirken, %27,27 sinde (3/11)
anlamli bir degisiklik gozlenmedi. OPML hasta grubunda sigara igen hastalarin
%35,29’unda (6/17) ekspresyon seviyesinde artma, %17,64’linde (3/17) ekspresyon
seviyesinde azalma gozlenirken, %47,05’inde (8/17) anlamli bir degisiklik gozlenmedi.
OPML hasta grubunda sigara i¢meyen hastalarin %38,46’sinda (5/13) ekspresyon
seviyesinde artma, %30,76’sinda (4/13) ekspresyon seviyesinde azalma gozlenirken,
%30,76’sinda (4/13) anlamli bir degisiklik gézlenmedi. Kruskal-Wallis analizi sonuglarina
gore; OSCC sigara igen grupta ekspresyonda artma ve OSCC sigara icen grupta
ekspresyonda azalma arasinda “p=0,0062” degerinde, OSCC sigara igen grupta
ekspresyonda artma gosteren grup ile OSCC sigara igmeyen ve ekspresyonda azalma
gosteren grup arasinda “p=0,0240" degerinde anlamlilik g6zlendi. OSCC sigara igen
grupta ekspresyonda artma ile OPML sigara icen ve ekspresyonda azalma gosteren grup
arasinda “p=0,0241” degerinde istatiksel anlamlilik gozlendi. OSCC sigara icen grupta
ekspresyonda artma ile OPML sigara icmeyen ve ekspresyonda azalma gosteren grup

arasinda “p=0,0141" degerinde istatiksel anlamlilik gézlenmistir.
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Sekil 25. OSCC ve OPML hasta gruplarinda alkol kullanan / kullanmayan hastalara
arasindaki ekspresyon artma ve azalma seviyelerindeki degisiklikler (p<0,0001) (*:
Gruplar arasindaki anlimhlik derecesi).

Sekil 25°de OSCC ve OPML hasta grubunda alkol icen/icmeyen hastalarin
NDUFB3 geninin ekspresyon seviyelerindeki artis ve azalig seviyeleri gosterilmistir
(p<0,0001). OSCC hasta grubunda alkol kullanan hastalarin %50’sinde (1/2) ekspresyon
seviyesinde artma, %50’sinde (1/2) ekspresyon seviyesinde azalma gozlenmigtir. OSCC
hasta grubunda alkol kullanmayan hastalarin %28,57’sinde (8/28) ekspresyon seviyesinde
artma, %39,28’inde (11/28) ekspresyon seviyesinde azalma gozlenirken, %32,14’linde
(9/27) anlamlhi bir degisiklik gdzlenmemistir. OPML hasta grubunda alkol kullanan
hastalarin %33,33linde (2/6) ckspresyon seviyesinde artma godzlenmigken hastalarin
%66,66’sinda (4/6) anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. OPML hasta grubunda alkol
kullanmayan hasta grubunun %37,5’unda (9/24) ekspresyon seviyesinde artma,
%29,16’sinda (7/24) azalma go6zlenirken, %33,34’linde (8/24) ekspresyon seviyesinde
anlamli bir degisiklik gézlenmedi. Kruskal-Wallis analizinin sonuglarina gére OSCC hasta
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grubunda alkol kullanmayan hastalarin ekspresyon seviyesindeki artma ile OSCC hasta
grubunda alkol kullanmayan hastalarin ekspresyon seviyesindeki azalma arasinda
anlamlilik (p=0,0008) goriilmiistiir. OSCC hasta grubunda alkol kullanmayan hastalarin
ekspresyon seviyesindeki artma ile OPML hasta grubunda alkol kullanmayan hastalarin
ekspresyon seviyesindeki azalma arasinda anlamlilik (p=0,0013) goriilmiistiir. OSCC hasta
grubunda alkol kullanmayan hastalarin ekspresyon seviyesindeki azalma ile OPML hasta
grubunda alkol kullanmayan hastalarin ekspresyon seviyesindeki artma arasinda anlamlilik
(p=0,0304) goriilmiistiir. OPML hasta grubunda alkol kullanmayan hastalarin ekspresyon
seviyesindeki artma ile OPML hasta grubunda alkol kullanmayan hastalarin ekspresyon
seviyesindeki azalma arasinda anlamlilik (p=0,0322) goriilmiistiir.
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— Differansiyasyon Derecesi orta
Ekspresyon (-) %41,66 (10/24)

Sekil 26. OSCC hasta grubunda NDUFB3 geninin differansiyasyon derecelerine gore
ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler (p=0,0025) (*: Gruplar arasindaki
anhmhlik derecesi).
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Sekil 26°’da OSCC hasta grubunun differansiyasyon dereceleri arasindaki NDUFB3
geninin ekspresyon degisiklikleri gosterilmistir (p=0,0025). Diffreransiyasyon derecesi az
olan hasta grubunda %100’tinde (2/2) ekspresyon seviyesinde azalma gdzlenmistir.
Diffreransiyasyon derecesi orta olan hasta grubunda %33,33’linde (8/24) ekspresyon
seviyesinde artma gozlenirken, %41,66’sinda (10/24) ekspresyon seviyesinde azalma
gozlenmigtir ve %25’inde (6/24) anlaml bir degisiklik gézlenmemistir. Diffreransiyasyon
derecesi iyi olan hasta grubunda %50’sinde (2/4) ekspresyon seviyesinde artma, %25’ inde
(1/4) ekspresyon seviyesinde azalma gozlendi ve hastalarin %25’inde (1/4) anlamli bir
degisiklik gozlenmemistir. Kruskal-Wallis analizi sonuglarina gore; differansiyasyon
seviyesi orta olan hasta grubunun ekspresyon seviyesindeki artma ile differansiyasyon
derecesi orta olan hasta grubunun ekspresyon seviyelerindeki azalma arasinda “p=0,0022"
degerinde  anlamlilik goriildi. SPSS analizine (ki-kare testi) gore OSCC tiikiiriik
orneklerinde differansiyasyon derecelesi az ve orta olan orneklerin arasinda istatiksel

olarak anlamlilik bulunmustur( p=0,033).
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Bl LNT (+)/ Ekspresyon (-) %35,71 (5/14) mm® LNT (-) / Ekspresyon (-) %43,75 (7/16)

Sekil 27. Lenf nodu tutulumu olan/olmayan hastalar arasinda NDUFB3 geninin
ekspresyon seviyesindeki degisiklikler (p=0,0012) (*: Gruplar arasindaki anlimlhihk
derecesi).

Sekil 27°de lenf nodu tutulumu olan ve olmayan OSCC hasta gruplar1 arasindaki
NDUFRB3 geninin ekspresyon seviyesindeki degisiklikler gosterilmistir. LNT (+) olan hasta
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grubunun %42,85’inin  (6/14) ekspresyon seviyesinde artma, %35,71’inde (5/14)
ekspresyon seviyesinde azalma gozlenirken, %21,42’sinde (3/14) anlamli bir degisiklik
gozlenmedi. LNT (-) olan hasta grubunun % 25’inde (4/16) ekspresyon seviyesinde artma,
%43,75’inde (7/16) ekspresyon seviyesinde azalma goriiliirken, %31,25’inde (5/16)
anlamli bir degisiklik goézlenmedi. Kruskal-Wallis analizi sonuglarina gére; LNT (+) hasta
grubunun ekspresyonda artma seviyeleri ile LNT (-) hasta grubunun ekspresyonda azalma
seviyeleri arasinda “p=0,0048" degerinde istatistiksel olarak anlamlilik goriildii. LNT (-)
hasta grubunun ekspresyonda artma seviyeleri ile LNT (-) hasta grubunun ekspresyonda

azalma seviyeleri arasinda “p=0,0333” degerinde istatistiksel olarak anlamlilik goriildii.

ROC curve: Saglikli Normal-Malin Tiimér ROC curve: Malin Normal-Malin Tiimér
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Sekil 28. OSCC grubuna ait doku orneklerinin ROC analizi. (A) Malin grubunda
tiimor ile saghkh normal dokularmda NDUFB3 geninin ekspresyon seviyelerinin
ROC analizi. (B) Malin grubunda tiimor ile eslenik normal dokularinda NDUFB3
geninin ekspresyon seviyelerinin ROC analizi.

OSCC hasta grubunun tiimor ile saglikli normal dokularinda NDUFB3 geninin ekspresyon
seviyelerinin karsilastirilmasi sonucunda %73,33 duyarlilik %86,67 6zgiillik ile duyarlilig1 ve
Ozgilliigli yiiksek bir test oldugu goriilmektedir. Tablo 16’e¢ gore duyarlilik ve o6zgillik
degerlerinin karsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 5,5 olarak belirlenebilir. OSCC grubunda
tiimor ile eslenik normal dokularmin NDUFB3 geninin ekspresyon seviyelerinin karsilastiriimasi
sonucunda %30 duyarlilik %96,67 6zgiilliik ile 6zgiilliigii yiiksek bir test oldugu goriilmektedir.
Tablo 16’e gore duyarlilik ve 6zgiilliikk degerlerinin karsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 9
olarak belirlenebilir (Sekil 28).
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Sekil 29. OSCC viicut s1iv1 6rneklerinin ROC analizi. (A) Malin grubunda serum ile
saghikh serum NDUFB3 geninin ekspresyon seviyelerinin ROC analizi. (B) Malin
grubunda serum ile saghkh serum NDUFB3 geninin ekspresyon seviyelerinin ROC
analizi.

OSCC hasta grubunun serum Ornekleri ile saglikli grubunun serum oOrneklerinde
NDUFB3 geninin ekspresyon seviyelerinin karsilagtirilmasi sonucunda %60 duyarlilik %93,33
ozgiilliik ile 6zgiilliigh yiiksek bir test oldugu goriilmektedir. Tablo 17’ya gore duyarlilik ve
ozgiilliik degerlerinin karsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 9 olarak belirlenebilir. OSCC
grubunda tiikiirik 6rnekleri ile saglikli grubunun tiikiiriik 6rneklerinde NDUFB3 geninin
ekspresyon seviyelerinin kargilastirilmast sonucunda %36,67 duyarlilik %93,33 6zgiilliik ile
ozgilligi yiiksek bir test oldugu goriilmektedir. Tablo 17’ya gore duyarlilik ve 6zgiilliik
degerlerinin karsilik geldigi esik degeri (cut-oft point) 5,5 olarak belirlenebilir (Sekil 29).
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Sekil 30. OPML grubunun doku 6rneklerinin ROC analizi (A) Premalin grubunda
tiimor ile eslenik normal dokularinda NDUFB3 geninin ekspresyon seviyelerinin
ROC analizi. (B) OPML grubunda tiimor ile saghikhh normal dokularinda NDUFB3
geninin ekspresyon seviyelerinin ROC analizi.

OPML grubunun tiimor ile eslenik normal dokularinda NDUFB3 geninin ekspresyon
seviyelerinin karsilastirilmasi sonucunda %66,67 duyarlilik %96,67 o6zgillik ile ozgilligi
yiiksek bir test oldugu goriilmektedir. Tablo 16’e gore duyarlilik ve 6zgiillik degerlerinin
karsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 5 olarak belirlenebilir. OPML grubunda timor
dokusu ile saglikli normal dokularinda NDUFB3 geninin ekspresyon seviyelerinin
kargilastirilmasi sonucunda %66,67 duyarlilik %86,67 6zgiilliik ile 6zgilliigii yiiksek bir test
oldugu goriilmektedir. Tablo 16’e gore duyarlilik ve 6zgiillilk degerlerinin karsilik geldigi esik
degeri (cut-off point) 2 olarak belirlenebilir (Sekil 30).

ROC curve: Sag Serum-Pre Serum ROC curve: Sag Tiikiirik-Pre-Tiikiiriik
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Sekil 31. OPML grubunun viicut sivi 6rneklerinin ROC analizi (A) Premalin
grubunda serum ile saghkh serum NDUFB3 geninin ekspresyon seviyelerinin ROC
analizi. (B) OPML grubunda serum ile saghkh serum NDUFB3 geninin ekspresyon

seviyelerinin ROC analizi.
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OPML hasta grubunun serum Ornekleri ile saglikli grubunun serum Orneklerinde
NDUFB3 geninin ekspresyon seviyelerinin kargilagtirilmasi sonucunda %73,33 duyarlilik
%93,33 dzgiilliik ile duyarliligi ve 6zgiilligi yiiksek bir test oldugu goriilmektedir. Tablo 17’ya
gore duyarlilik ve 6zgiilliikk degerlerinin karsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 11 olarak
belirlenebilir. OPML grubunda tiikiiriik ornekleri ile saglikli grubunun tiikiiriik 6rneklerinde
NDUFB3 geninin ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi sonucunda %60 duyarlilik %93,33
ozgiilliik ile 6zgilliigii yiiksek bir test oldugu goriilmektedir. Tablo 17’ya gore ozgiilliik ve
duyarlilik degerlerinin karsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 9 olarak belirlenebilir (Sekil
31).

Tablo 16. OSCC ve OPML gruplarindaki Tiimor-Eslenik Normal ve Tiimor-Saghikh
Dokularda NDUFB3 Genindeki Ozgiilliik, Duyarhlik ve Esik Degerleri

Titmoér Doku / Eslenik Normal Titmor Doku / Saglhkli Doku
Esik Degeri % Duyarliik % Ozgiillik Esik Degeri % Duyarliik % Ozgiilliik

0SCC 9 30 96,66 5,5 73,33 86,67
OPML 5 66,67 96,67 2 66,67 86,67

Tablo 17. OSCC ve OPML gruplarindaki Serum-Tiikiiriik Orneklerindeki NDUFB3
Geninde Ozgiilliik, Duyarhlik ve Esik Degerleri

Serum / Saghkli Serum Tiikiiriik / Saghkl Tiikiiriik
Esik Degeri % Duyarhlik % Ozgiinliik Esik Degeri % Duyarhhk % Ozgiinliik
OSCC 9 60 93,33 5,5 36,67 93,33
OPML 11 73,33 93,33 9 60 93,33

4.3. NDUFB3 Genine Ait Verilerin Metilasyon Analizleri

Caligmamizda, OSCC tamli 30 hasta ve OPML tanili 30 hastadan alinan timor ve
eslenik-normal doku Ornekleri ile ailesinde ve kendisinde malin/benin timor hikayesi
bulunmayan 15 saglikli bireyden normal mukozal 6rnekler alinarak metilasyon analizi i¢in
Kantitatif Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi (QMSP) kullanilarak
analiz edildi. Kantitatif 6l¢timler i¢in, metillenmis %100 standartlarimizi ve standartlardan (10
1,102, 103, 10*) elde edilen diliisyonlar kullanildi. Elde edilen metilasyon verileri,

LightCycler 480 yazilim1 bulunan (Absoliit Hesaplama/Fit Points programi) kullanilarak analiz
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edildi. Referans genin (ACTB) amplifikasyon egrisi Sekil 33'de hedef genin (NDUFB3)
amplifikasyon egrisi Sekil 34'de ve standart egri Sekil 35'de gosterilmektedir.
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Sekil 32. Referans Genin (4CTB) Amplifikasyon Egrileri.
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Sekil 33. Hedef Genin (NDUFB3) Amplifikasyon Egrileri.
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Sekil 34. Standart Curve Egrisi.

OSCC ve OPML hastalarinin tiimor, eslenik normal doku ve alinan viicut sivi

orneklerinde NDUFB3 geninin promotor bolgesindeki CpG

adaciklarinda metilasyon

goriilmedi.
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Sekil 35. OSCC ve OPML Hastalarinin Tiimor ve Eslenik Normal Dokularinda ve Saghkh
Dokuda NDUFB3 Geninin Promoter Bolgesindeki Cpg Adaciklarindaki Metilasyon

Seviyeleri.

4.3.1. Metilasyona Bagh NDUFB3 Genindeki Ekspresyon Seviyesinde Azalma
OSCC grubu hastalarinin tiimor ve eslenik normal dokusunda NDUFB3 gen promotor

bolgesi metilasyonu gbézlenmedi ve timodr dokusundaki ekspresyon seviyesinin eslenik

normal dokudakinden daha diisiik oldugu dogrulandi. Sekil 36'de gosterilen OSCC hasta

grubunda, tek yOnlii Anova/Friedman test analizine gore metilasyon diizeyleri ile

ekspresyonu azalmis hastalar arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.



oscC

25-
20
= :
o O E
> 35 |
— > E
(J - — -
E>c
-
OA
28
23
o S ]
Egzo'
Q> ]
I.Lm
S 2
Q&
2 x
i
40
504

Ekspresyonda
Artma
== Ekspresyonda Azalma

Metilasyon (%)
*kkk
p<0,0001

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrd
N D %D BA D DONIAENROOK DD APARAO DD

91

Sekil 36: OSCC Hasta Grubunda NDUFB3 Geninin Ekspresyon ve Metilasyon Seviyelerinin

One-way Anova Analizi ile Gésterimi (p< 0,0001).
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5. TARTISMA

Oral kavite kanserleri, tim diinyada en sik gozlenen 6. kanser tipi olup sigara ve
alkol basta olmak tiizere viral ajanlar, beslenme rutini, hijyen, genetik ve epigenetik
faktorler ile birlikte oral premalin lezyonlarin varligi oral kavite kanserinin en dnemli
etkenleri olarak bilinmektedir. Oral kavite kanserlerinin genellikle ge¢ asamada teshis
edilmesi mortalite oraninda artmaya ve S5-yillik sagkalim oraninda azalmaya neden
olmustur. Ancak, oral kavite kanserlerinin erken evrede tan1 konulmasi ya da oral premalin
lezyonlarin erken teshisi ile birlikte 5-y1llik sagkalim oraninda ciddi artislar gozlenmistir.
Oral premalin lezyonlarin teshisi ve maliniteye doniisiim riski yiiksek oral premalin alt
gruplarmin belirlenmesi oral kavite kanserini 6nlemek i¢in olduk¢a 6nemlidir (Abati ve
digerleri, 2020). Karsinogenezin erken asamalarinda veya benin/premalin lezyonlarin
olusumunda (hiperplazi, displazi vb.) olusum siireclerinde global DNA hipometilasyonu
siklikla gozlenmektedir (Ehrlich, 2009b). Onkogenlerde gozlenen hipometilasyon gen
aktivasyonunda artiga yol agarak hiicrelerin tiimérlesmesinde rol oynamaktadir. Bu
nedenle, kanserin erken teshisi, taramasi ve takibinde onkogenlerin hipometilasyonu aday
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi bilinmektedir. Demokan ve arkadaglarinin yapmis
oldugu TUBITAK-SBAG-114S497 numarali projesinde OPML’in farkli alt tiplerinin
molekiiler ozelliklerini ve alt gruplarin maliniteye doniisiim risklerini belirlemeyi
amaclamistir. Bu nedenle malin, premalin ve saglikli gruplara ait doku orneklerinin
metilasyon ve ekspresyon array analizleri gergeklestirilerek elde edilen verilerin integratif
biyoinformatik analizi sonucunda OPML alt grubunda hipometile olup ekspresyon
seviyesinde artig gozlenen onkogenik karakterdeki NDUFB3 geni tespit edilmigtir. Tez
projemizde NDUFB3 geninin saglikli grup ve OPML hasta gruplarindaki epigenetik ve
genetik degisikliklerini daha genis hasta grubunun doku ve viicut sivisi orneklerinde
degerlendirdik. Ayn1 zamanda NDUFB3 geninin malinitedeki farkliliklar: tespit etmek ve
saglikli grupta premalin On tansii saglamak amaciyla taramada NDUFB3 geninin
metilasyon ve ekspresyon durumlarinin tarama amacgh biyobelirte¢ olarak kullanilma

potansiyelini degerlendirdik.

OPML hasta grubunun ekspresyon seviyelerini inceledigimizde timor dokusunun
eslenik normal dokuya kiyasla bireylerin yaklasik %36’sinda ekspresyon seviyesinde

artma, yaklasik %23’tinde ekspresyon seviyesinde azalma gozlendi. OSCC hastalarinin
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timor dokusundaki ekspresyon seviyesindeki degisiklikler ile eslenik normal dokudaki
ekspresyon seviyesindeki degisiklikleri karsilastirdik. Hastalarin yaklagik %33’iinde

eslenik normal dokuya kiyasla ekspresyon seviyesinde artma, %40’ mnda azalma tespit ettik.

OPML ve OSCC hastlarinin  timdér Orneklerinin  higbirinde metilasyon
gbzlenmedigi bu nedenle metilasyon disindaki farkli bir mekanizmanin etkili olabilecegini
diistindiik. Literatiirleri inceledigimizde NDUFB3 geninin metilasyon durumunun oral

kavite malin ve premalin timorlerinde etkisini inceleyen bir ¢aligma bulunmamaktadir.

NDUFB3 geninin ekspresyon durumlarinin incelendigi nazofaringial, meme kanseri
ve noroblastoma hiicre soylarinda yapilan ¢alismalar mevcuttur. Calismamiz, NDUFB3
geninin oral kavite kanserlerinde ¢aligilan ilk ¢alismadir ve bu anlamda literatiire katkida

bulunacagi diisiiniilmektedir.

Literatirde, NDUFB3 geninin ekspresyon seviyelerini bas-boyun kanserlerinde
inceleyen sadece 3 c¢alisma bulunup g¢alismalarin ikisinin tiroid kanserlerinde ve bir
tansesinin ise nazofariyal kanser tiiriinde yapildig1 gosterilmistir (Chung ve digerleri, 2020;
Lee ve digerleri, 2015; Zhu, Zheng, Lu, Zheng ve Liu, 2022). Chung ve arkadaslarinin
2020 yilinda yaymladigi caligmada nazofaringiyal karsinomada NDUFB3 ekspresyon
seviyeleri incelenmistir. Bu c¢alisma sonucunda NDUFB3iin ekspresyonunda artig
gozlenmistir ve bu artisin  NLRP3 inflamatuarlarinin olusumunu ve aktivasyonunu ve
ardindan preapoptozun olusumunu ve aktivasyonunu destekleyen mitokondriyal ROS
(mtROS) iiretimine yol actigimi tespit edilmistir (Chung ve digerleri, 2020). Caligma
sonuglarimiza gére, OSCC hastalarinin %26’sinda ekspresyon seviyesinde artma oldugu
gozlenmigtir. Lee ve arkadaslarinin 2015 yilinda yaptigi ¢alismada papiller tiroid
karsinomada (PTC) NDUFB3 geninin ekspresyon analizleri yapilmistir. Hem timor
dokularinda hem de eslenik normal dokularda yapilan RT-PCR analizlerinde ameliyat
oncesi 18F - florodeoksiglukoz pozitron emisyon tomografisi (18F - FDG PET)
goriintiilemesi mevcut olan 12 hasta arasindan 10 hastada NDUFB3 ekspresyonunda
azalma gozlenmistir. Bu sonuglara gére PTC hiicrelerinin enerji ihtiyaglar1 i¢in dncelikle
aerobik glikolize dayandigi yorumu yapilabilir. 18F-FDG PET goriintiileme, 12 vakanin
timiinde PTC'lerin tiroid bezinde artan 18F-FDG alimi ile nodiiler bir lezyona sahip
oldugunu gosterdi bu da yiiksek glikolitik aktiviteyi diistindiiriir (Lee ve digerleri, 2015).
Zhu ve arkadaglarinin 2022 yilinda yayimladigi makalede farkli evrelere ait 510 tiroid

kanseri hastasinin dokulari incelenmistir. Caligmaya goére, NDUFB3'iin diisiik ekspresyonu
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ileri TNM evresine sahip hasta grubuyla iligkilendirilmistir. Arasgtirmacilar NDUFB3'in
tiroid kanserleri i¢in prognostik bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini vurgulamislar ve
yiiksek oranda eksprese edilen NDUFB3'in tiroid kanseri ilerlemesini engelleyebilecegi
olasilig1 belirtmislerdir. Ayrica tiroid kanseri hiicrelerinde NDUFB3'in kompleks I
aktivitesini, mitoROS olusumunu ve ATP seviyelerini arttirdigin1 ve mitokondri sayisinda
degisiklik olmamasina ragmen mitokondriyal solunumu iyilestirdigini belirtmektedir (Zhu,
Zheng, Lu, Zheng ve Liu, 2022). Calismamizda, NDUFB3 geninin OSCC tanili hastalarin
%40’da ve OPML hastalarinin ise %23’linde ekspresyon seviyesinde azalma oldugu tespit
edildi. Buna karsilik, OPML hasta grubumuzun %36’sinda ekspresyon seviyesinde artma
oldugu gozlendi. Malin hasta grubumuzda NDUFB3 genindeki ekspresyon durumunun
ekspresyon azalis1 yoniinde oldugu ve ekspresyon azaliginin malinite ile iligkili oldugu

gosterilmistir.

Literatiirde bas-boyun kanserleri disinda sadece meme kanserinde NDUFB3
geninin ekspresyon seviyelerini inceleyen iki farkli ¢alisma bulunmaktadir (Liu ve
digerleri, 2021; Tran, Leflein, Gonzalez ve Kleer, 2021). Liu ve arkadaslarinin yaptigi
farkli doku sertligine sahip meme kanseri hiicrelerinde NDUFB3 ekspresyon seviyeleri
gPCR ybntemiyle incelenmistir. Buradaki amag¢ artan meme dokusu sertliginin meme
kanseri ilerlemesinde belirleyici bir Ozellik olmasinin ardindaki molekiiler siiregleri
aciklamaktir. Doku sertligi arttikca NDUFB3 ekspresyonunda artis gozlenmistir (Liu ve
digerleri, 2021). Meme kanseri ile ilgili Tran ve arkadaslarmin 2021 yilinda yaptigi
calismada ise metaplastik meme karsinomu (MBC) calismasi i¢in Ccn6 knockout fare
modellerinde NDUFB3’lin potansiyel rolii arastirilmis ve kontrol fare grubuna kiyasla
hedef fare grubundaki MBC'lerde NDUFB3 ekspresyon seviyelerinin 6nemli 6lglide
azalmig oldugu tespit edilmistir. Bu veriler birlikte incelendiginde Ccn6 knockout’unun,
MBC gelismeden 6nce meme epitelindeki redoks genlerinin downregiilasyonuna yol agtig1

sonucuna ulasmiglardir (Tran, Leflein, Gonzalez ve Kleer, 2021).

Literatiirde, NDUFB3 geninin karsinogenezde metilasyon durumunu inceleyen tek
bir ¢alisma bulunmaktadir. Noesel ve arkadaglarinin 22 noroblastoma hiicre soyunda
yaptiklar1 calismada NDUFB3 geninin promoterle iliskili CpG adaciklar1 tiim ndroblastom
hiicre hatlarinda ve normal dokularda metillenmedigi bildirilmistir (Van Noesel ve
digerleri, 2003). Biz de ¢alismamizda, OSCC ve OPML hastalarma ait timor ve eselenik

normal doku 6rneklerinde metilasyon gozlemedik. Ayrica, saglikli grubumuza ait normal
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mukoza Orneklerinde de metilasyona rastlanmadi. Tim sonuglar 1s18inda, NDUFB3

geninin metilasyonunun oral kavite karsinogenezi ile iliskili olmadig: diisiiniilmektedir.

Sonug olarak; ¢alismamizdaki NDUFB3 geninin ekspresyon sonuglari literatiirdeki
caligmalarin sonuclariyla da desteklenmistir. OPML grubunda ekspresyon seviyesindeki
artisin daha fazla olmasi ve malin grupta ise NDUFB3 geninin ekspresyon seviyesinde
azalmanin gozlendigi hasta sayisinin fazla olmasi, NDUFB3 geninin spesifik olarak
ekspresyon azaliginin maliniteye yatkinligi destekledigi gozlenmistir. Oral karsinogenezde
NDUFB3 geninin metilasyonunun etkili olmadig1 gézlenmistir. Oral kavitenin premalin ve
malin lezyonlarinda genis hasta gruplarinda ileri validasyonu yapilarak ekspresyon tabanli
biyobelirte¢ olma potansiyelinin arastiritlmasina yonelik daha fazla ¢alismanin yapilmasi

gerekmektedir.
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