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OZET

BULUSLU, B.B. (2020). Oral Kavitenin Malin ve Premalin Lezyonlarinda Tubulin
Folding Cofactor D (TBCD) Geninin Genetik ve Epigenetik Profilinin Incelenmesi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisti, Temel Onkoloji ABD. Yiiksek Lisans
Tezi. Istanbul.

Oral skuamdz hicreli karsinom (OSCC), oral kavite kanserlerinin en sik goriilen
tiraddr. Yuksek morbidite ve mortalite oranlar1 sebebiyle, OSCC gelisiminin altinda
yatan epigenetik/genetik mekanizmalari ¢6zmek i¢in molekiiler ¢alismalara ihtiyag
vardir. Oral premalin lezyonlar (OPML) ise farkli oranlarda malin transformasyon riski
olan neoplastik olusumlardir. Demokan ve arkadaslarinin yaptigit TUBITAK-SBAG-
114S497 no’lu calismada ekspresyon/metilasyon array verilerine goére OPML
hastalarinda Tubulin Folding Cofactor D (TBCD) geninin metilasyona bagli ekspresyon
seviyesinde azalma gézlenmistir. Calismamizda (IU-BAP-TYL-2019-35409) OSCC ve
OPML’de TBCD geninin promoter bdlgesindeki metilasyona bagli ekpresyon seviyeleri
arasindaki iliski daha genis hasta grubunda arastirilarak, TBCD geninin roll arastirilmis
ve kanserin erken tanisi igin invaziv veya non-invaziv biyobelirte¢ olarak
kullanilabilirligi test edilmistir. Calismamizda 30 OSCC ve 30 OPML tanili hastalara ait
timor-eslenik normal doku ve viicut sivilar1 (serum Ve tikirik) ile kontrol grubu olarak
15 adet saglikli bireyin normal mukoza ve viicut sivist 0rneklerinde TBCD geninin
metilasyon ve ekspresyon seviyeleri belirlenmis ve metilasyona bagli ekspresyon kaybi
incelenmistir. OSCC hastalarinin %66,6’sinda (20/30) timor dokusunda eslenik normal
dokuya kiyasla ekspresyon seviyesinde azalma ve %20’sinde (6/30) ekspresyon
seviyesinde artma gozlenirken, 4 hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik
g6zlenmemistir. OPML alt gruplarinda LP tanili hastalarin %30,8’inde (4/13), OL tanili
hastalarin %42,8’inde (3/7) ve OLD tanili hastalarin %50’sinde (5/10) ekspresyon
seviyesinde azalma meydana gelmistir. Genin promoter bdlgesinde ise OSCC
hastalarinin %13,3’inde (4/30) ve OPML hastalarinin %10’unda (3/10) metilasyon
saptanmigtir. OPML grubunda metilasyon saptanan hastalarin %66,7’si (2/3) OLD
tanilidir. OSCC hastalarinda metilasyon saptanan 4 hastanin 2’sinde (%50) ekspresyon
seviyesinde azalma ve 1’inde ekspresyon seviyesinde artma (%25) gozlenirken; 1
hastada herhangi bir degisim gOzlenmemistir. OPML hastalarinda ise metilasyon
saptanan 3 hastanin 2’sinde (%66,7) ekspresyon seviyesinde azalma ve 1’inde (%33,3)
ekspresyon seviyesinde artma gozlenmistir. TUmor dokusunda metilasyon goézlenen
hastalarin eslenik normal doku, serum ve tiikiiriik 6rneklerinde ve saglikli bireylerde
metilasyon varligi saptanmamistir. OSCC ve OPML hastalarinda ekspresyon
seviyesindeki meydana gelen degisiklikler ile ¢esitli Kklinik parametreler (sigara
tiketimi, evre, anatomik tutulum, patolojik alt grup) degerlendirildiginde anlamliliklar
goriilmesine ragmen, diisik oranlarda g0zlenen metilasyonun, degisen ekspresyon
seviyeleri tlizerinde bir etkisinin olmadigi gdzlenmistir. Bu sebeple TBCD geninde
timor dokusunda eslenik normal dokuya gore meydana gelen ekspresyonda azalmanin,
OSCC ve OPML’de 6nemli rol oynayabilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Promoter Metilasyon, Gen Ekspresyon, OSCC, OPML, TBCD

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2019-354009.
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ABSTRACT

BULUSLU, B.B. (2020). Investigation of Genetic and Epigenetic Profile of Tubulin
Folding Cofactor D (TBCD) Gene in Malignant and Premalignant Lesions of the Oral
Cavity. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Basic Oncology.
Master Thesis. Istanbul.

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common type of oral cavity cancers.
Since it has high morbidity and mortality rates, molecular studies are needed to unravel
epigenetic/genetic mechanisms underlying OSCC development. Precancerous lesions of
the oral cavity (OPML) are diseases with different rates of malignant transformation
risk. Demokan et al., showed that methylation-dependent-expression loss of TBCD gene
in OPML patients via methylation/expression array results from their previous
unpublished data (TUBITAK-SBAG-114S497). In our study (IU-BAP-TYL-2019-
35409), the methylation and expression status of TBCD gene was investigated in a
larger group of OSCC and OPML patients for further validation. The role of the TBCD
gene as a differential diagnosis in the conversion of OPML to OSCC has been examined
and its usability as an invasive or non-invasive methylation biomarker for early
diagnosis of cancer has been tested. In our study, methylation and expression levels of
TBCD gene were determined in tumor-matched normal tissue and body fluids (serum,
saliva) of 30 OSCC and 30 OPML patients and normal mucosa and body fluid samples
of 15 healthy individuals as a control group, and methylation-dependent-expression loss
was examined in OSCC and OPML patient groups. The decreased expression levels of
TBCD were observed in 60% (20/30) of tumor samples compared with matched-normal
tissue, whereas the expression levels were increased in 20% (6/30) of OSCC patients. In
OPML subgroups, expression level decreased in 30.8% (4/13) of patients with LP,
42.8% (3/7) of patients with OLD and 50% (5/10) of patients with OLD. We observed
that the promoter region of the TBCD gene was methylated in 13,3% (4/30) of tumor
tissues in OSCC patients and 10% (3/30) in OPML patients. Methylation was detected
in 66.7% (2/3) of patients diagnosed with OLD. It was observed that in 2 of 4 (50%)
OSCC patients who had methylation in the promoter region of the TBCD gene, a
decrease occurred in the expression level due to methylation. While an increase in
expression level occurred in 1 patient, no change was observed in 1 patient. It was
observed that in 2 of 3 (%66,6) OPML patients who had methylation in the promoter
region of the TBCD gene, a decrease occurred in the expression level due to methylation
and an increase in the expression level in 1 patient were observed. There is no
methylation was detected in matched-normal tissue, serum and saliva samples of
patients with methylation in tumor tissue of both group. Although the changes the
expression level and clinical parameters (smoking, stage, anatomic involvement,
pathological subgroup) were found to be significant in OSCC and OPML patients, it
was observed that methylation observed at low rates had no effect on expression levels.
For this reason, it is thought that the decrease in the expression of TBCD gene in tumor
samples compared with matched-normal samples may play an important role in OSCC
and OPML.

Key Words: Promoter methylation, Gene expression, OSCC, OPML, TBCD

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TYL-2019-354009.
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1. GIRIS VE AMAC

Kanser, gelismis iilkelerde ikinci ve gelismekte olan iilkelerde tiglincii 6nde
gelen 6lim nedenidir (Medicine et al., 2018). Kanser insidansinin 2030 yilinda, yilda 26
milyon vakaya ve 17 milyon 6lime yiikselecegi tahmin edilmektedir (P. Boyle & Levin,
2014). Bu sebeple kanser 6nemli bir global saglik sorunudur. Dudak ve oral kavite
kanserleri, 2012 yilinda diinya ¢apinda toplam kanser vakalarinin %2’si olmakla birlikte
145.000 kisinin o6liimiine neden olmustur. Diinyanin farkli bolgelerinde dudak ve oral
kavite kanserleri farkli insidansa sahiptir. Bat1 Afrika, dudak ve oral kavite kanserleri
icin hem erkekler hem de kadinlar arasinda en diisiik insidansa (sirastyla 100.000'de 1.7
ve 1.4) (Ferlay et al., 2015), Asya ise en yuksek insidansa sahiptir ve 2012 yilinda Asya
kitasindan 168.850 vaka bildirilmistir (Saman Warnakulasuriya, 2009). Oral skuaméz
hicreli karsinom (OSCC), tim oral kanserlerin yaklasik %92-95'ini olusturur (Medicine
et al., 2018). OSCC olusmadan 6nce cogunlukla prekanserdz lezyon gdzlenmektedir
(Andre et al.,, 1995). Kanser transformasyonu riski yiksek olan oral mukozal
bozukluklar, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan oral mukozanm potansiyel olarak malin
bozukluklari (PMD) olarak adlandirilir (S. Warnakulasuriya et al., 2007). Oral premalin
lezyonlar genel olarak eritroplaki, 16koplaki, kronik kandidiyazis, oral liken planus, oral
submukoz fibrozis, diskoid lupus eritematozus, diskeratozis konjenita, aktinik keratoz,
ters sigara icimine bagl gelisen damak lezyonlar1 ve dumansiz tiitiin kullanimina bagh
gelisen keratoz olarak siniflandirilmaktadir (S. Warnakulasuriya et al., 2007). Bu
bozukluklarin etiyolojisi, genetik bozukluklar (Baldwin et al., 2005), tittin gibi eksojen
faktorlerin neden oldugu bozukluklar ve nadir goriilen kalitsal hastaliklar ile iliskili
durumlardan da kaynaklanabilmektedir. Oral kanserlerin siklig1 giderek artmaktadir ve
bu durumda birgok faktoriin rol oynadig1 goriilmektedir. Sigara, alkol kullanim, tutln
¢ignenmesi, beslenme aliskanliklar, genetik/viral etkenler gibi faktorlerin yani sira, oral
mukozada meydana gelen morfolojik degisikliklerle birlikte klinik olarak gozle
gorulebilen premalign lezyonlarin olusumunun hastaligin ortaya ¢ikmasinda rol
oynadig1 bilinmektedir (Lodi et al.,, 2016). Epigenetik, niikleotid sekansinda bir
degisiklik icermeyen, ayni zamanda kalitimsal olabilen, gen ekspresyon seviyesindeki
degisimleri inceleyen bilim dalidir. Epigenetik mekanizmalar, dogrudan veya dolayl
olarak gen ifadesini kontrol eden mekanizmalardir ve geri doniisiimlidiir (Bird, 2007).

DNA metilasyonu, genin promoter bdlgesinde mevcut bulunan CpG adaciklarinda
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konumlanmis sitozin niikleotidinin, 5. karbonuna metil grubu eklenmesiyle meydana
gelmektedir. Karsinogenez strecinde en fazla gozlenen epigenetik degisiklik ise timor
supressor genlerin promoter bolgelerindeki DNA metilasyonu sonucu gen ifadesinin
baskilanmasidir. Prof. Dr. Semra Demokan ve arkadaslarinin yaptigi TUBITAK-SBAG-
1145497 no’lu ¢alismada OSCC ve OPML tanisinda rol oynayan epigenetik temelli
yeni aday biyobelirteg tespit edilmesi amaglanmig ve ve bu hastalara ait tiimoér dokulari
ile eslenik normal doku materyalleri ile gerceklestirilen ekspresyon ve metilasyon array
verilerine gore Tubulin Folding Cofactor D (TBCD) geninin promoter bdélgesindeki
CpG adaciklarinda meydana gelen hipermetilasyon nedeniyle metilasyona bagh
ekspresyon seviyelerinde azalma gozlenmistir. TBCD geni 17. kromozomun uzun (q)
kolunun 25.3 bandima lokalize olup, 132600 Da“lik bir molekiiler agirliga sahiptir ve
1192 aminoasitten olugmaktadir. TBCD, tubulin ile etkilesime girerek mikrotubul
dinamiklerini  duzenleyen sentrozomal bir proteindir ve o ve P-tubulin
heterodimerlerinin olusumu i¢in gerekli olan bes adet tubulin katlanan kofaktdrden
biridir. Tiim Okaryotik hiicrelerde, TBCD varliginin hiicre iskeletinin yeniden
yapilandirilmasi i¢in oldukg¢a dnemli oldugu gosterilmistir (Flex et al., 2016). Tubdlinin
a ve B monomerleri, farkli genler tarafindan kodlanan aminoasit dizilerinde farkliliklar
gosteren izotipler olarak bulunmakta ve o/f heterodimerler, hiicre bolinmesi ve
blyltmesi icin gerekli olan mikrotubullere polimerize olmaktadir. Tubulinin spesifik
izotiplerinin ekspresyonunun ise kanser ile iligkili oldugu bilinmektedir (Binarovd &
Tuszynski, 2019). Bu nedenle calismamizda, TBCD geninin promoter bdlgesindeki
metilasyona bagli ekSpresyon seviyeleri arasindaki iligki ile birlikte OPML ile
OSCC’nin ayirict tanisinda non-invaziv yontemlerle potansiyel biyobelirte¢ olarak

kullanilabilirliginin arastirilmas1 amaglandi.
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2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. ORAL KAVITENIN ANATOMIK YAPISI
Oral kavite dil, dudak, agiz tabani, bukkal mukoza, iist ve alt damak, sert damak
ve retromolar trigon olmak Uzere belli bagli anatomik alt bolgelere ayrilir.
Yakinliklarina ragmen, bu alt bolgeler onkolojik tedavinin planlanmasinda dikkate

alinmasi gereken farkli anatomik 6zelliklere sahiptir (Montero & Patel, 2015).

Lip ( upper and lower)

. Tongue (anterior 2/3")

. Floor of mouth

Gingiva (upper and lower)

- Buccal mucosa
Retromolar trigone

| Hard palate

Sekil 2-1: Oral Kavitenin Anatomik Yapisi

Oral kavitede gozlenen skuamdz hiicreli karsinom tipleri gesitlilik
gostermektedir. Sarkomatoid SCC genelde oral kavite ve larenks bolgesinde
g6zlenmektedir ve niiks riskinin oldukga yiiksek oldugu bilinmektedir (Spector et al.,
2011). Bazaloid karsinom kot diferansiye oral kavite karsinomu ile benzerdir ve
ortalama 5 yillik sagkalim orant mevcuttur. Verriikdz karsinom SCC’nin diisiik dereceli
varyant1 olarak kabul edilmekte ve genellikle bukkal mukoza bdlgesinde goriilmektedir

(De Sampaio Goes et al., 2004).

Dil tumorleri genelde epitelde ortaya ¢ikarak kaslara yayilim gdstermektedir.

Belirtiler arasinda agrili iilserasyon diizensiz kitle yapisi mevcuttur. Sigara ve alkol
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kullanimi bu tip kanserin ortaya ¢ikmasinda oldukga etkili bir risk faktorudir (Lydiatt et
al., 1993).

Dudak ttimorleri ise siklikla alt dudakta (%90) goézlemlenmekte olup, risk
faktorleri arasinda gilines 15181, acik ten ve sigara kullanimi bulunmaktadir. Genellikle

dudak tiimorlerinde boyun metastazina rastlanmamakta ve hastalar ¢ogunlukla erken

evrede tedavi edilmektedir (Zitsch et al., 1995).

Agiz tabani kanserlerinin yaklasik %35’i ileri evrede saptanmaktadir (Shaha et
al., 1984). 5 yillik sagkalim orani evre 1°de %90 civari iken evre 4’te bu oran %35’¢
kadar azalmaktadir (Rodgers et al., 1993; Shack, 1986).

Retromolar trigon bdlgesi tumorleri genelde ileri evrede teshis edilebilen
timorlerdir ve buna bagli olarak hastalarin  %50’sinde lenf nodu tutulumu
gortlmektedir. Evre 1’de 5 yillik sag kalim oran1 %75 iken evre 4’te bu oran %20

olarak azalmaktadir (Huang et al., 2001).

Bukkal mukoza bdlgesinde gorilen tumorler tim oral kavite kanserlerinin
%10’unu olusturmaktadir ve en 6nemli risk faktord ttin kullanimidir. 5 yillik sagkalim
orani evre lde yaklasik %75 iken evre 4’te bu oran %20’ye kadar diisebilmektedir (Jing
et al., 2006).

2.2. ORAL KAVITEDE PREMALIN DEGISIKLIKLER VE
DISPLAZI KAVRAMI

Giiniimiizde oral bolgede gergeklesen epitelyal degisikliklerin tanimlanmasi igin
“’Oral epitelyal displazi (OED)’’ terimi kullanilmaktadir ve agiz boslugunun lezyonlari
icin de bu terim tercih edilmektedir (S. Warnakulasuriya et al., 2007). OSCC olusumuna
kadar gegen siirede ¢esitli sebeplerle hiicrelerde homeostazi bozulmakta ve hiicrede
epitelyal hiperplazi, farkli derecelerde displazi, in situ karsinom ve bunun sonucu olarak
invaziv karsinom ortaya ¢ikmaktadir. Bu asamada ilk tespit edilebilir klinik degisiklik,
potansiyel olarak yaygin olan Iokoplaki gibi cesitli malin bozukluklarin ortaya
cikmasidir. Bu bolge mikroskopik olarak hiperplazi ve hiperkeratoz gibi ¢esitli reaktif
epitelyal degisiklikler gostermektedir. Histolojik olarak displastik ve displastik olmayan

16koplaki arasinda bir ayrim yapilmasi olduk¢a dnemlidir (Rivera, 2015).



18

Normal oral mucosa Potentially malignant disorders ~ Oral cancer
Homeostasis Hyperplasia Mild Dysplasia Moderate Dysplasia  Severe Dysplasia CIS  Imvasive carcinoma
Normal keratinocytes Genetic instability or Aneuploidy Adaptive advantages Invasion
Oral epithelium Oral squamous cell carcinoma

Alterations:

S 7 1ps3, NOTCH,
’- \—-
EGIR, COKN2s,

~‘ "(' STAT3, Cyclin D1,

b, LOW

Secreted factors:
MMP2,MMPI, MMP13,
ROS, VEGF, CxCLY,
CXCLE, POGFIL-8, FGF-
2,165, TNFa, IL-1,
GMCSE

Extracellular matrix Fibroblast aSMA, mup\n a6 N-cadherin
Vimentia
(® ' » @@
Tumor | lnllmlr( Ivasion lmnl
s % Tumor-Associated

Macrophage

l Endotheling, CXCLL, CXCLE _

Sekil 2-2: Oral kavite karsinogenezinde ¢ok agamali progresyon

Hafif dereceli displazide hiicresel/yapisal degisiklikler minimaldir ve lezyon
epitel tabakanin 1/3’lik kismi ile sinirli bulunmaktadir. Orta dereceli displazide
hlcresellyapisal degisiklikler artmistir ve lezyon epitelin tam kalinhiginin 2/3’{inde
gortlmektedir. Tleri derece displazide hiicrede belirgin degisiklikler gozlenmekte ve
bozulmalar meydana gelmektedir. Karsinoma in situ ise ileri derece displazinin en
yogun versiyonu olarak kabul edilmekte, hiicresel/yapisal degisiklikler tim epitelde
gorilmekte ve bu duruma ek olarak anormal mitoz gdzlenmektedir (Speight & Eng,
2018). Bu nedenle OED derecesi malign transformasyon icin en dnemli prognostik
faktordur (Reibel, 2003).

2.3. ORAL KAVITENIN PREMALIN LEZYONLARI
1973 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO), oral premalin lezyonlari, “oral kanserin,
gorilinliste normal eslenigine gore daha olasi oldugu morfolojik olarak degistirilmis
doku” olarak tanimlamistir (Geneva: World Health Organization, 1973); son yillarda ise
arastirmacilar, ‘potansiyel malin bozukluk’ teriminin kullanilmasini 6nermislerdir (S.

Warnakulasuriya et al., 2007).

Caligmamiza premalin lezyonlardan, literatiirde maliniteye donlisme riski

yiiksek oldugu bildirilen oral 16koplaki (OL) ile malinite potansiyeli diisiik olan oral
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liken planus (OLP) ve oral likenoid displazi (OLD) dahil edilmistir. WHO tanimlarina
gore OL, oral mukozada predominant beyaz lezyon olarak tanimlanip baska klinik veya
histopatolojik tanimlamasi olmayan lezyon grubudur. OL, lokalizasyona bagli olarak
vakalarin %5-15’inde OSCC doniisim riski goOstermesi acisindan klinik olarak
onemlidir (lzumo, 2011). OLP, mukokiitan6z kronik inflamatuar bir hastaliktir
(Danielsson et al., 2012) ve %0,4-%5,6 OSCC doniisiim riski bulunmaktadir (van der
Meij et al., 2007). OLD, klinik ve histolojik olarak LP’yi taklit ettigi i¢in, tan1 sirasinda
siklikla karigtirilmaktadir . Ancak OLD’de, likenoid 6zelliklere ilaveten histopatolojide
displazi de g6zlenmektedir (S.K.S. et al., 2011).

Oral premalin lezyonlar diisiik ve yiiksek dereceli olmak tiizere 2 gruba
ayrilmaktadir. Disiik dereceli lezyonlar, hiperkeratoz, liken/likenoid lezyon ve hafif
dereceli displazi; yuksek dereceli lezyonlar ise orta dereceli displazi, yiksek dereceli

displazi ve eritroplaki olarak 3 gruba ayrilmaktadir.

Eritroplaki “klinik veya patolojik olarak tanimlanabilir baska herhangi bir
hastalik olarak karakterize edilemeyen, parlak kirmizi renkli bir plak veya yama
seklinde lezyonlar” olarak tamimlanmaktadir (Axell et al.,, 1984). Eritroplakinin
etiyolojisi tam olarak anlasilamamistir ve predispozan faktorler halen tam olarak
bilinmemektedir ancak tiitiin ve alkol kullaniminin ¢ogu vakada yer aldigi bildirilmistir
(Crispian Scully, 2013). Eritroplaki en sik 50-70 yas arasi erkeklerde goriilmektedir
(Bouguot & Gorlin, 1986). Ozellikle en sik eritroplaki gozlenen bolgeler yumusak
damak, agiz taban1 ve bukkal mukozadir (Crispian Scully, 2013).

Eritroplaki lezyonlarinda % 40 oraninda karsinoma in situ ve % 9 oraninda hafif
ila orta derecede displazi gorulur (Shafer & Waldron, 1975). Eritroplaki malign
dontisiim oranlart oldukga yuksektir ve %14 ila %50 arasinda degismektedir (Reichart
& Philipsen, 2005). Bu yiiksek oran sebebi ile hastaligin erken teshisi oldukca énemlidir

ve bunu takiben acil cerrahi eksizyon 6nerilmektedir.

Klinik olarak oral mukozada gorilen, diger bozukluklar ile agiklanamayan ve
silindiginde uzaklagmayan beyaz leke ve lezyonlara oral Iokoplaki On tanisi
koyulmaktadir (S. Warnakulasuriya et al., 2007). Klinik tabloya bagli olarak 16koplaki

homojen ve homojen olmayan form olmak iizere 2 forma ayrilmaktadir.

Homojen form, epitelde kisa ¢ikintilara sahip diizgiin kenarli beyaz bir lezyon

ile lezyon boyunca tek tip bir reaksiyon modeli g0sterir.
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Homojen olmayan form ise ug tiptir:

) Yiizeyden bakildiginda karigik olarak beyaz ve kirmizi goriiniimde,

ancak agirlikli olarak beyaz

i) yuvarlak kirmizi veya beyaz c¢ikintilar olan kiigiik polipoid ¢ikintilart

olan noddler

i) burusuk veya oluklu yiizey goriinimii olan verrilkéz yapi (Saman

Warnakulasuriya & Dsc, 2018).

Oral l6koplakiler genellikle 40 yasindan sonra teshis edilmektedir ve tani alanlarin
%1'inden az1 30 yasin altindaki erkeklerdir (Bouquot & Gorlin, 1986). Lokoplaki global
prevalansmin % 2.60 oldugu tahmin edilmektedir (Petti, 2003). Erkeklerde ve sigara
icenler arasinda sigara igmeyenlere gére alt1 kat daha yaygindir (Vazquez-Alvarez et al.,
2010). Lokoplaki, tiitiin ve alkol kullanimi hari¢ olmak tizere herhangi bir kimyasal
veya fiziksel ajan ile iliskili degildir (Axéll et al., 1996) ancak lokoplakilerin bir
kisminda insan papilloma virtisinin (HPV) potansiyel bir role sahip olabilecegi
gozlemlenmistir (Saman Warnakulasuriya & Dsc, 2018). Lokoplakiler yaygin olarak
dilin yan kenar1 ve agiz tabaninda gézlenmektedir. Bununla birlikte, Asya kitasinda bazi
bolgelerde betel quid adi verilen maddenin ¢ignenmesi ve agiz boslugunda tutulmasi
nedeniyle bukkal mukoza ve diisiik bukkal oluklar yaygin olarak etkilenmektedir
(Nagao et al., 2016). Genellikle ¢ogu 16koplaki asemptomatiktir ve rutin bir gorsel
muayene sirasinda gozlenmektedir (Dilhari et al., 2016). Lokoplaki gecici bir klinik tan1
oldugu i¢in gozlenen beyaz lezyon vakit kaybetmeden biyopsi yapilarak patolojik
olarak incelenmelidir. Biyopsi yapma nedenleri, beyaz lezyondan sorumlu olabilecek
herhangi diger patolojileri (karsinom dahil) dislamak ve lezyon icerisindeki epitel

displazisinin varligini ve derecesini degerlendirmektir (Boy, 2012).

Oral liken planus (OLP), oral mukozada meydana gelen, kronik ve inflamatuar oto-
immiin bir hastaliktir. OLP, atrofik mukozadaki asemptomatik retikiiler beyaz
lezyonlardan erozif iilseratif alanlara kadar uzanirken, en karakteristik 6zelligi dantel
benzeri ince beyaz cizgiler agmin varligidir. Liken planus ¢ogunlukla orta yaslarda (40
yas ustl) gozlenmekte ve kadinlar hastalarin %65'ini olusturmaktadir (Reichart &
Philipsen, 2005). OLP'min diinya ¢apindaki yayginlik oranlari ise %0.5 ila %2.6
arasinda degismektedir (D. & N., 2010). Liken planusun oral belirtileri kisiler arasinda

farklilik gostermektedir. Agiz igindeki mukozal lezyonlar genellikle fazla sayida ve
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simetrik bir dagilima sahiptir (Al-Hashimi et al., 2007). Liken planus lezyonlar1 yaygin
olarak bukkal mukozada ve dilin lateral kenarlarinda iki tarafli keratotik dantel benzeri
bir ag olarak bulunur. OLP Klinik goriiniis olarak dogrusal, retikiiler, halka seklinde,
papiller, plak, atrofik ve Glseratif olmak (zere belli bash alt tiplere ayrilabilmektedir
(Saman Warnakulasuriya & Dsc, 2018). Retikiiler tip klinik uygulamada en sik
rastlanan tiptir ve hastalarin ¢ogu asemptomatiktir. Bu lezyonlar, kesik ¢izgiler seklinde
goriilmektedir. Retikiiler OLP siklikla mukoza kivrimi, dis eti, labial mukoza, agiz
tabani, dudaklarda ve nadiren damakta bulunur. Papiiler tip, dil sirtinda yaygin olarak
gozlenen bir plak tipi olan lokoplakiye ¢ok benzemekle birlikte, lezyon gevresinde
keratotik beyaz strialar bulundurmaktadir. Atrofik eroziv ve {ilseratif tipler ise acik
tilserasyonla ortaya cikabilmektedir. Genellikle kenarlarda keratotik beyaz strialar
goriilmektedir ve semptomlarda hastalar sicak veya baharatli yiyecekler yerken agri
veya yanma hissinden sikayet etmektedirler (Saman Warnakulasuriya & Dsc, 2018).
Bazi raporlar OLP’nin, herpes simplex, Epstein-Barr virlsu, hepatit C ve insan
papilloma viriisii gibi viral enfeksiyonlar ile iliskili oldugunu gostermektedir (Farthing
et al., 1990). OLP'de malign doniisiim riski ise uzun siiredir tartismalidir ve %0,4 ile
%3,7 arasinda oldugu tahmin edilmektedir (Abbate et al., 2006). Hastalik alevlenme ve
gerileme donemleri sebebiyle yillarca surebilmektedir (Fitzpatrick et al., 2014).
Giiniimiizde OLP’nin kesin bir tedavisi bulunmamaktadir. Hastaligin tedavisinde
hastada gozlenen ve hastanin yasam kalitesini diisiiren semptomlarin siddeti ve
siiresinin azaltilmas1 hedeflenmektedir. OLP tedavisinde en sik kullanilan ilaglar
hastaligin siddetine gore degismekte olup, topikal ve sistemik kortikosteroidlerdir.
Ancak semptomatik atrofik, ilseratif lezyonlarin goriildiigii OLP’li hastalar igin halen

yeni ve etkili tedavi yontemleri arastirilmaktadir (Dietrich et al., 2004).

Kandidal l6koplaki (CL), yanaklarda, damakta, dudaklarda ve dilde sert ve
beyaz deri plaklari ile karakterize kronik formdur (Mortazavi et al., 2014). Hastaligin en
blyulk etiyolojik ajani, agirlikli olarak Candida albicans'a ait olan oral mantar patojeni
Candida'dir ancak vitamin eksikligi gibi sistemik faktorler katkida bulunan bir rol
oynayabilir. Lezyonlar klinik olarak semptomsuzdur, uygun antifungal tedaviden ve
beslenme eksikliklerinin duzeltilmesinden sonra gerilemektedir. Lezyonlar tedavi
edilmezse, kiigiik bir kismu displazi gosterebilir ve karsinomlara doniisebilir (Sitheeque

& Samaranayake, 2003).
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Oral submukoz fibrozis (OSF), oral mukozanin lamina proprealarini, farenks
veya Ozofagusun herhangi bir bolimini etkileyebilen sinsi ve kronik bir hastaliktir
(Saman Warnakulasuriya & Dsc, 2018). Hastaligin ilerlemesi ile birlikte, agiz
boslugunun derin submukozasindaki dokulara infiltre olarak fibroelastisite kaybina
sebebiyet vermektedir (Medicine et al., 2018). Bu kayba bagli olarak degisen yogunluga
sahip mukozal bir sertlik meydana gelmekte ve bu durum hastada agz1 agmada asamali

bir yetersizlige ve dilde sertlige neden olmaktadir (Shafer & Waldron, 1975).

Erken evre 6zellikleri arasinda mukozanin beyazlamasi, pigmentasyon kaybi ve
baharatli yiyeceklere karst meydana gelen yanma hissi bulunur (R.Bte. et al., 1999).
Klinik muayenede ise, batik yanaklar, agiz hareketlerinin kisitlanmasi ve belirgin bir
papilla kayb1 gozlenmektedir. OSF belirtilerinin ve meydana gelen semptomlarinin
siddeti ve siklig1 oldukca degiskendir. Hastalifin siddeti genellikle agiz acikliginin

degerlendirilmesi ile orantili olarak 6l¢ulur (S. Warnakulasuriya, 1987).

OSF, Hint poptlasyonunda 20-40 yas arasindaki eriskinlerde yaygindir ve biber
tilketimi, beslenme eksikligi, areca nut vb. tiitlin cignemesi, genetik duyarlilik,
otoimmiunite ve Kollajen bozukluklar1 gibi etkenlerin bu durumun patogenezinde rol

oynayabilecegi One siiriilmiistiir (Murti et al., 1995).

OSF'nin malign transformasyon riski %2- %8 arasinda degismekte olup (Ray et
al., 2016) OSF'ye sahip hastalarda OSCC gelisme olasilig1 saglikli insanlara gore en az
19 kat daha fazladir (Reichart & Philipsen, 2005). OSF kaynakli OSSC ortalama 46
yasinda gorilmekte ve erkeklerde kadinlara oranla daha sik gozlenmektdir, ayni
zamanda daha invazivdir ve diger lezyonlardan kaynaklanan OSSC'den daha fazla
metastaz riski bulunmaktadir (F. Guo et al., 2011).

Diskoid lupus eritematozus, sistemik, ilaca bagli ve diskoid olmak Uzere g
forma sahip kronik, otoimmiin hastaliktir. Yaygimn olarak cildi, dudaklarin mukozal
yiizeyini ve agiz boslugunu etkilemektedir. Sistemik lupuslu hastalarin yaklasik %20'si
oral lezyonlar yolu ile kendini gosterebilmektedir. Hastalik, etkilenen bolgelerdeki bir
bagisiklik  kompleksi birikimi ile tetiklenerek vaskulite yol acar (Saman
Warnakulasuriya & Dsc, 2018).

DLE prevalanst %0.5’ten disiiktiir ve kadinlarda erkeklere oranla daha
yaygindir (Jemec et al., 2009). DLE, Diinya Saglik Orgiitii Isbirligi Merkezi tarafindan

potansiyel malign bir hastalik olarak kabul edilmistir, ancak malign doniisiimiin g¢ok
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nadir oldugu bilinmektedir (S. Warnakulasuriya et al., 2007). Malign doniisiim nadir
olsa da, epitel displazisi ve UV 1g1gma uzun siire maruz kalma, malin doniisiim ile

iliskili risk faktorleri arasindadir (Reibel, 2003).

DLE'nin histopatolojik 6zellikleri arasinda ise hiperkeratoz yapi, ylzeysel ve
derin enflamatuar infiltrasyon ve lamina propreada meydana gelen ddem yer almaktadir
(Lourenco et al., 2006)

Cole-Engman sendromu veya Zinsser-Cole-Engman sendromu olarak da
adlandirilan diskeratoz konjenita (DC), tirnak distrofisi, retikiiler cilt pigmentasyonu ve
oral lokoplaki uUclisu ile karakterize olan ve nadir goriilen kalitsal bir hastaliktir
(Auluck, 2007).

Esas olarak erkekleri etkileyen, 5 ila 13 yas araliginda gozlenen ve Xq28
boélgesinde bulunan Diskerin Psédouridin Sentaz 1 (DKC1) geninin mutasyonundan
kaynaklanan DC (Kirwan & Dokal, 2008), oldukg¢a nadir gortilmekte olup 1/1.000.000
oraninda gozlenmektedir. (C. Scully et al., 2012). DC, malign doniisiim riskini 6nemli
Olglide artirmaktadir (Bongiorno et al., 2017). Hastalarin ¢ogunda yaklasik %87
oraninda l6koplaki gelismekte olup hipodonti, hipokalsifikasyon, dis eti c¢ekilmesi,
kanamasi ve iltihabi, alveolar kemik kaybi, genis ciirtikler, atrofik dil mukozasi gibi

ag1z ve dis anormallikleri ortaya ¢ikmaktadir (Baran et al., 2010).

Hastaligin etkin bir tedavisi heniiz bulunamamis olup, bleomisin, steroidler, A

vitamini ve cerrahi gibi tedavi secenekleri degerlendirilmektedir (Auluck, 2007).

Aktinik keratoz (AC), ultraviyole 1sinlarina fazla maruz kalmaktan kaynaklanan
ve bolgesel olarak cogunlukla alt dudag: etkileyen kronik bir inflamatuvardir. Acik ten
AC i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir ve erkekler kadinlara oranla hastaliga daha yatkindir
(Wood et al., 2011). Ayni zamanda AC gelisimi hastanin giinese maruz kaldig: siire,
yas, genetik yatkinlik, cografi konum ve meslek ile iliskilidir (Jadotte & Schwartz,
2012).

AC c¢ok cesitli klinik o6zelliklere sahip olmakla birlikte yaygin klinik tablo
kabuklanma, pullanma, ve beyaz lezyonlardan olusan benekli bir gorinimdir (de
Oliveira Ribeiro et al., 2014). Hastaligin progresyonu sirasinda iltihaplanma, atrofi ve

epitel kaybu ile iilseratif lezyonlar gelismekte ve hastanin yasam kalitesi diismektedir.
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AC, malign transformasyon riski ylksek olan bir lezyondur. Dudagin aktinik
keratozu, erkek popilasyonda sik goriilen 10. kanser olan dudak kanserinin baslica
nedenlerinden biridir. Meydana gelen vakalarin %6 ila %210'u zamanla malign

transformasyona ugramaktadir (Mortazavi et al., 2014).

Kriyoterapi, elektrocerrahi, 5-flurouracil krem, fotodinamik tedavi ve
vermilyonektomi dahil olmak Uzere aktinik keratoz tedavisi i¢in ¢esitli yontemler
bulunmaktadir (Wood et al., 2011).

Dumansiz tiitiin keratozu, tiitiiniin agiz i¢inde tutuldugu bukkal veya labial
giriste beyaz bir plak ile karakterizedir. Mukozal farklilasma derecesi tutlintin kalitesine
ve kullamm sikligma baghdir ve gelisimi yaklasik olarak 5 yil siirer. Uriinin
yakilmadan kullanildig: tiitiin Urlinleri dumansiz tiitiin olarak adlandirilir. Bu Urdnlerin
30°dan fazla karsinojen igerdigi bilinmektedir (Khan et al., 2016). Bu lezyonda
epitelyal displazi saptanmistir ve dumansiz tiitiin kullananlarda OSCC gelisme riski
kullanmayanlara gore dort kat daha fazladir. 6 haftadan uzun sureli lezyonlar gercek
1okoplaki veya karsinom olarak diisiiniilmeli ve biyopsisi yapilmalidir (Mortazavi et al.,
2014).

2.4. ORAL SKUAMOZ HUCRELI KARSINOM (OSCC)

2.4.1. Epidemiyoloji

Oral kanserler, dudak veya agiz bosluguna bagli malin bir neoplazidir.
Geleneksel olarak oral skuamo6z hicreli karsinom (OSCC) olarak tanimlanmakta
olmalarinin sebebi bu bdlgedeki kanserlerin %90"mnin histolojik olarak skuamoz
hicrelerden koken almasidir (Lingen et al., 2008). OSCC’lerin farkli diizeylerde

diferansiyasyon ve lenf nodu metastazi egilimi bulunmaktadir. (Barnes et al., 2005).

21. yiizyilda 6zellikle geng hastalarda artan insidans ve her yi1l 300.000'den fazla
yeni vakanin gorilmesi nedeniyle OSCC, olumcul ve kiresel énemi gittikge artan bir
hastalik olmaya devam etmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’ne gore hastalik insidansiin
en yogun oldugu bolgeler Giiney-Dogu Asya (Sri Lanka, Hindistan, Pakistan ve
Tayvan), Bat1 (Fransa) ve Dogu Avrupa (Macaristan, Slovakya ve Slovenya), Latin
Amerika ve Karayipler (Brezilya, Uruguay ve Porto Riko) ve Pasifik bdlgeleridir

(Papua Yeni Gine ve Melanezya) (Saman Warnakulasuriya, 2009).



25

OSCC erkeklerde kadinlara gore iki ila ii¢ kat daha yaygindir (Rivera, 2015).
Tan1 ve tedavide meydana gelen 6nemli gelismelere ragmen, OSCC hastalarinin

%S50'sinde sagkalim halen 5 yil civarinda seyretmektedir (P. Thomson, 2013).

2.4.2. Etyoloji ve Risk Faktorleri

OSCC’de sigara ve alkol tiiketimi temel etyolojik faktorler olmakla birlikte
(Blot, 1992), beslenme yetersizligi, genetik yatkinlik, immiin sistem bozukluklari, viriis
kaynakli etkenler, agiz hijyeninin yetersizligi, radyasyon ve kronik enfeksiyonlar da risk
faktorleri arasinda yer almaktadir. Ek olarak 6zellikle Asya populasyonunda betel nut
ve tiitiin ¢igneme gibi diger aliskanliklar da s6z konusudur (Montero & Patel, 2015).

Buna bagli olarak Asya toplumlarinda oral kavite kanserlerinin insidans1 fazladir.

Tutln o6zellikle polisiklik hidrokarbonlar ve nitrozaminler basta olmak tizere
bircok karsinojen icermektedir (Spitz et al., 1988). OSCC gelistirme riskinin sigara
icenlerde igmeyenlere gore 3 kat daha fazla oldugu bilinmektedir (Gandini et al., 2008).
Bu risk tiitiiniin birakilmasindan sonra azalsa da tamamen yok olmamaktadir
(Macfarlane et al., 1995). Yalnizca sigara i¢imi degil, sigara igilen ortamda bulunmak
da OSCC riskini sigara icmeyen ve maruz kalmayanlara gore %87 oraninda
arttirmaktadir (Y. C. A. Lee et al., 2009). Sigara duman, dis eti iltihab1, periodontit ve
oral kansere tesvik ederek agiz boslugundaki bagisiklig1 zayiflatir (J. Lee et al., 2012).
Bu duman kanserin baglangicini destekleyen, nitrozaminler, benzopirenler ve aromatik
aminler olarak adlandirilan 3 temel grup igerir. Bu kimyasallar pre-karsinojenler olarak
adlandirilir ve bu karsinojenlerin sebep oldugu hasar sayesinde DNA’da mutasyon
gecirmis bolgeler olusur. Bu duruma ek olarak enzimatik ve enzimatik olmayan
metabolizma, serbest radikaller gibi son derece reaktif karsinojenler de Uretmektedir
(Rivera, 2015). Bu serbest radikallerin yiksek seviyeleri oral prekanser ve OSCC’de
g6zlenmektedir (Choudhari et al., 2014).

Alkol tiketimi, oral mukoza gegirgenliginin arttirilmasina, epitelyumun lipit
bilesenlerinin ¢oziilmesine, epitel atrofisine ve DNA sentez ve onariminda hasarlara
neden oldugundan, OSCC’de lokal ve sistemik olarak gozlenen 6nemli bir risk
faktoridir. Tim bunlara ek olarak alkol tiketiminin tiikiiriik akisinin azalmasina neden
olan genotoksisite ve mutajenik etkileri de mevcuttur ve karacigerin toksik veya
potansiyel olarak karsinojenik ajanlarla basa ¢ikma yetenegini etkilemektedir (Reidy et

al.,, 2011). Alkol ve tatunun birlikte kullanilmasmin oral ve orofaringeal SCC
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etiyolojisinde sinerjistik bir etkisi oldugu bilinmektedir (Brugere et al., 1986). Bununla
birlikte, alkol sigara kullanicis1 olmayanlarda dahi artan kanser riski ile
iliskilendirilmistir (Kato & Nomura, 1994).

OSCC’de bir diger 6nemli risk faktorll ise UV radyasyonu ve esas olarak
orofarenks karsinomu ile iligkili olan Human Papilloma Viriisii’diir (HPV) (Dalianis,
2014). Ultraviyole radyasyon, ozellikle UVB, dudak kanserinde o6nemli rol
oynamaktadir. IARC, Human Papilloma Virus 16'y1 (HPV-16) oral kavite ve orofarenks
kanserleri ile iliskilendirirken, HPV-18'i oral kanser ile iliskilendirmistir (Rivera, 2015).
HPV ile iligkili bas-boyun skuamdz hucreli karsinomun (HNSCC) en yaygin gézlendigi
bolgeler, %75 prevalans orani ile orofarenkste yer alan tonsiller ve dil tabanidir. Ayni
zamanda HPV’nin varligi, lokal olarak ilerleyen orofarenks kanserlerinde olumlu sonug

elde etmek icin 6nemli bir prognostik biyobelirtectir (Kang et al., 2015).

Immiin sistemin baskilanmas1 da OSCC’de &nemli bir risk faktoriidiir. Yapilan
calismalarda Human Immunodeficiency Virus (HIV)’in OSCC’yi iki kat daha fazla
etkiledigi belirtilmistir. Ayrica Epstein Barr Virus (EBV), sitomegalovirlis ve Human
Herpesvirus 8 (HHV-8)’de OSCC’de risk faktorleri arasinda bulunmaktadir (Meurman,
2010).

OSCC’y1 etkileyen bir diger etken Candida albicans adi verilen mantar
enfeksiyonlaridir. Bu mantar enfeksiyonlart OPML patogenezinde o6zellikle rol
oynamaktadir. Candida albicans suslar1 genellikle flukonazol gibi yaygm olarak
kullanilan antifungal ajanlara kars1 oldukca direnclidir (Dahiya et al., 2003). Oral kanser
hastalarinda bu suslarin bulundugu tespit edilmistir ve Candida karsinom lezyonlarinda

saglikli ag1z mukozasina gore daha yaygindir (Nagy et al., 1998).

Meyve sebze tiketiminin genel olarak tiim kanserlerde riski azalttigi
bilinmektedir ve bu konuda yapilan genis epidemiyolojik c¢aligmalar mevcuttur
(Palacios et al., 2009). Ozellikle Akdeniz diyeti olarak adlandirilan diyetin, kanser
riskini bilylik 6l¢lide azalttigr bildirilmistir (Bosetti et al., 2003). Oral kanserin gelisimi
tizerine yapilan ¢aligmalarda eser elementler, vitaminler, yag asitleri ve beta-karoten
gibi diyet bilesenleri incelenmis (Kune et al., 1993) ve demir ve folik asit eksikliklerinin
oral kanser riskini arttirdig1 6ne stirilmiistiir (Chimenos Kiistner et al., 2003). Ancak

bunun kesinlesmesi i¢in daha fazla veriye ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Kotl agiz hijyeni, diizensiz dis fircalama ve kronik irritasyonlarin diger risk
faktorleri ile birleserek OSCC gelisiminde énemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. Ancak
bu durumlarin bagimmsiz olarak degerlendirilmeleri zordur. Ornegin kaybedilen dis
sayis1 oral kanser ile iliskilendirilmistir ancak agiz saghig ile ilgili degiskenler de tiitiin
ve alkol kullanimi ile baglantihidir (Hooper et al., 2009). Bu nedenle bu risk
faktorlerinin OSCC gelisimini tek basina etkileyip etkilemedigi halen tartismalidir.

2.4.3. Histopatoloji

OSCC, oral mukozanin skuamoz ¢ok katli epitelinden meydana gelen malin bir
kanser tlridlr ve en sik goriilen tipi skuamoz (yassi epitel) hiicreli karsinomdur (%90).
Dilin ventral yiizeyi ve agiz tabani keratinize olmayan mukozayla ortiladir, bu nedenle
OSCC'den en cok etkilenen bolgelerdir (Neville & Day, 2002). Normal tabakali
skuamoz oral mukozanin premalign ve daha sonra malign dokuya doniisiimii tam olarak
anlasilamamustir, ancak bu durumun birikmis genetik hasarlarin, onkogenlerin ve timor
supressOr genlerin normal isleyisi bozdugu, karmasik, ¢cok asamali ve multifaktoriyel bir
slireg oldugu kabul edilmektedir (P. J. Thomson, 2018).

OSCC  geleneksel olarak az, orta ve iyi diferansiye seklinde
derecelendirilmektedir (Pindborg et al., 1997). Timériin kaynaklandigi dokuya
benzemesi o tlimoriin iyi diferansiye oldugunu gostermektedir. Dokuya benzerlik

derecesi azaldik¢a diferansiyasyon da azalmakta ve tiimorii tanimlamak zorlagsmaktadir

(Haksever, 2013).

OSCC’nin en sik goriilen alt tipleri bazaloid skuam6z hiicreli karsinom ve
verriik6z karsinomdur. Bazaloid karsinom SCC’nin yiiksek dereceli varyanti olarak

goriilmekte ve 5 yillik sagkalim oranlari orta ve az diferansiye OSCC’ler ile benzerdir

(Wain et al., 1986).

Verriikdz karsinom ise SCC’nin diisiik dereceli varyant:1 olarak kabul edilmekte
olup bolgesel olarak bukkal mukozada gozlenmektedir. Rejyonel yayilim ihtimali

oldukea diisiiktiir ve radyoterapiye direngli oldugundan tedavisi cerrahidir.

2.4.4. Evreleme ve Prognoz
OSCC, Amerikan Birlesik Kanser Komitesi (AJCC) tarafindan, lenf nodu metastazi,
timor biiyiikliigii ve metastaz varligi da g6z 6nuline alinarak belirlenen TNM evreleme

kriterlerine gore siiflandirilmaktadir.
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T: Primer lezyonu ifade etmekte ve timor boyutu ile ¢evre dokulara infiltrasyon
derecesi baz alinarak degerlendirilmektedir.

N: Bolgesel lenf nodu tutulumunu ifade etmektedir.

T Kriter

Kategorisi

TX Primeri tespit edilemeyen timaor

Tis In situ karsinom

T1 Tiimo6r <2 cm, 5 mm den az derin invazyon(DOI)

T2 Timor< 2 cm, DOI>5 mm ve <10 mm veya tiimér>2 cm ve <4 cm, DOI<10 mm

T3 Tumor>4cm veya herhangi boyutta timér ve DOI>10 mm

T4 Orta, ileri ve ¢ok ileri lokal hastalik

T4a Orta, ileri lokal hastalik: (dudak) Timér kortikal kemigi invaze etmekte veya inferior

alveoler sinir, agiz tabani, yiz cildi tutulmus; (oral kavite) timoér sadece bitisik yapilara
invaze (mandibula ve maksilla kortikal kemik tutulumu, maksiller siniis veya yiiz cildine uzanim),

dis soketinden girerek kemik invazyonu yapan gingiva timdérleri 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 nodlar1 degerlendirilemiyor

NO Bdlgesel lenf nodu metastazi yok

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

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

ayni tarafta boyutu < 6 cm olan birden fazla lenf nodu metastazi ve
ekstrakapsiiler yayilim (-) veya bilateral ya da karst tarafta boyutu < 6 cm lenf nodu metastaz(lar)1 ve

ekstrakapsiiler yayilim (-)

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

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

N2c Bilateral ya da kars1 tarafta boyutu < 6 cm lenf nodu metastaz(lar)1 ve ekstrakapsiiler yayilim (-)

N3 Boyutu > 6 cm lenf nodu metastazi ve ekstrakapsiiler yayilim (-) veya klinik olarak tespit edilebilen

ekstrakapsiiler yayilimin oldugu herhangi bir lenf nodu metastazi

N3a Boyutu > 6 cm lenf nodu metastaz(lar)1 ve ekstrakapsiiler yayilim (-)

N3b Klinik olarak tespit edilebilen ekstrakapsiiler yayilimin oldugu herhangi bir lenf nodu metastazi
MO Metastaz yok

M1 Metastaz var

M: Uzak metastaz varligini ifade etmektedir.
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Tablo 2-1: American Joint Committee on Cancer (AJCC) 8.edition, oral kavite timérleri TNM

evrelemesi

Prognoza etki eden faktorler timor boyutu, timorun diferansiyasyon derecesi ve
uzak metastaz varhigidir. OSCC’de iyi diferansiye tiimdrler ve metastaz yoklugu

prognozu iyi yonde etkilemektedir (Lo et al., 2003).

OSCC invazyon derinligi ile 5 yillik sagkalim iliskisi ve bolgesel lenf nodu
metastazi iligkisi incelendiginde, 2 mm’den az invazyon derinligi olan lezyonlar igin,
hastalarin %13’Unde bolgesel lenf nodu metastazi gosterilmis olup 5 yillik sagkalim
%95 oraninda gozlenmistir. 2 ila 9 mm invazyon derinligi olan lezyonlar ici ise,
hastalarin %46’sinda bolgesel lenf nodu metastazi goriiliirken 5 yillik sagkalim oram
%85 olarak bulunmus ve invazyon derinligi 9 mm’yi gecen lezyonlarda ise bolgesel
lenf nodu metastazi %65 olarak izlenirken 5 yillik sag kalim %65 olarak goriilmiistiir

(Shaha et al., 1984).

2.4.5. Tan ve Tedavi

Oral kavitenin en o6nemli fonksiyonlar1 ¢igneme ve konugmanin
gerceklestirilmesidir. Bu nedenle tedavi rejimi, bircok faktor g6z ©nune alinarak,
hastanin ihtiyaclarina gore ve hastaya iyi yagsam kalitesi ile birlikte uzun sireli sagkalim

icin bireysel olarak belirlenmelidir (Omura, 2014).

Erken tan1 OSCC’de prognozu etkileyen faktorlerin basinda gelmektedir ve
sagkalimi O6nemli Olgiide arttirmaktadir ancak hastalik baslarda semptomsuz olarak
ilerlediginden erken tanisi oldukg¢a zordur. Hastada gdzlenen lezyonlar izlenmeli ve

gerektigi takdirde biyopsi alinmalidir.

Oral kavite kanserlerinde birincil tedavi yontemi, hastaligin evresine gore
belirlenmekte ve temeli cerrahi tedavi olusturmaktadir. Bu nedenle fiziksel muayene ve
gorunttlemenin bulgularina gore dogru evreleme oldukca énemlidir. Teknolojideki son
gelismeler bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans goriintileme (MRI),
ultrasonografi ve pozitron emisyon tomografisi (PET) -CT gibi gesitli goriintiileme
yontemleri saglamistir. BT ve MRI'nin oncelikli Onerilmesinin sebebi lejyonel
hastaligin degerlendirmesidir (McGuirt, 1982). Ayrica, oral kanser hastalarinin

%7’sinin st sindirim sisteminde es zamanl olarak primer bir lezyon gozlendiginden,
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hastaligin evrelendirilmesinde bu bolgenin endoskopik muayenesi de onerilmektedir
(Vyas & Desali, 1981).

Radyoterapi ise siklikla cerrahi ve/veya kemoterapiyle birlikte veya tek basina
kullanilmakta ve genelde ameliyat sonrasi 1sinlanmis dokuyu cerrahi olarak g¢ikarmak
zor oldugundan uygulanmaktadir. Biiyiik primer tiimdrler, pozitif veya yakin cerrahi
smirlar, lenf veya vaskiiler invazyon gibi faktorler genellikle primer bolgede radyoterapi
kullanimini belirler (Omura, 2014).

Kemoterapi, lokal ileri OSCC igin yaygin olarak kullanilmaktadir. Ameliyattan
once (induksiyon tedavisi olarak) veya ameliyattan sonra radyoterapi ile birlikte
(kemoradyoterapi) kullanilabilir. Adjuvan kemoradyoterapi, gelismis oral kanserler i¢in

neredeyse standart bir tedavi haline gelmistir (Omura, 2014).

Son olarak, epidermal buyime faktori reseptorinin (EGFR) asiri
ekspresyonunun OSCC’de kot prognozla iliskili oldugu bildirilmistir (Chen et al.,
2003). Monoklonal antikor EGFR inhibitorii gibi hedefli bir ajanin tedaviye ilave
edilmesinin, OSCC’de tek basina primer radyoterapiyle karsilastirildiginda sagkalim
sonuglarini iyilestirdigi belirtilmektedir (Bonner et al., 2006).

25.ORAL KAVITE KANSERLERININ MOLEKULER
BiYOLOJiSi

2.5.1. Genetik Degisiklikler

OSCC olusumunda genetik ve epigenetik faktorler birlikte rol oynamaktadir.
Histolojik olarak normal olan dokularda ve premalin lezyonlarda, 3pl4 ve 9p21
kromozomlarinda heterozigotluk kaybi1 (LOH) dahil olmak Uzere gok cesitli genetik
degisiklikler tespit edilmis ve bu degisiklikler en erken molekiiler degisiklikler arasinda
oldugu bulunmustur (Mao et al., 1996). Yapilan c¢alismalarla, bu kromozom
bolgelerinde timor baskilayici genlerin bulundugu ve bu nedenle bu bolgelerde
meydana gelen delesyonlarin  neoplastik transformasyona katkida bulunabilecegi
kanitlanmstir. Iyi ¢alisilmis tiimdr baskilayici bir gen olan p53'l barindiran kromozom
17p13 bolgesindeki mutasyonlar da, malin transformasyona katkida bulunan erken
olaylar arasindadir (J. O. Boyle et al., 1993).



31

8p, 13q bolgesinde genetik kayiplar

3p,9p,17q bolgesinde

genetik kayiplar ,
:g | Malin :
c - ’ i
= : Hipermetilasyon
g Premalin p 1475 (9p21)
Metilasyon
MLH1 (3p21)
L RARp (3p24)
i Saglikh P15 (9p21)
[ J p16wx-m (gp21)
MGMT (10g26)

E-Cadherin (16q22)

v

Risk Faktorleri

Sekil 2-3: OSCC progresyonu sirasinda ortaya cikan bazi genetik ve anormal metilasyon
degisiklikleri

Sekil 2-3’te oral skuamdz hiicreli karsinomun progresyonu sirasinda ortaya
cikan bazi genetik ve anormal metilasyon degisiklikleri gosterilmistir. OSCC ile iliskili
diger molekiiler degisiklikler arasinda telomeraz aktivitesinin aktivasyonu ve DNA
hipermetilasyonu bulunmaktadir (Kupferman & Myers, 2006). Cesitli bulgular hiicrede
telomeraz aktivitesinin aktiflesmesinin, oral skuamdz hiicreli karsinomun ilerlemesinde
erken evre olaylarindan biri oldugunu géstermektedir (Mao et al., 1996). Erken evrede
gerceklesen bir diger olay ise genin promoter bolgesindeki CpG adaciklar1 agisindan
zengin alanlarda, gen ekspresyonunun susturulmasina sebep olan epigenetik bir olay
olan DNA promoter hipermetilasyonudur. Oral kavitenin displastik lezyonlarinda, 9p21
kromozomunda bulunan pl16INK4a lokusunun hipermetilasyonu siklikla gozlenmistir
(Kresty et al., 2002).

Reseptor tirozin kinaz Epidermal Buylme Faktori Reseptori (EGFR) bas-
boyun kanserlerinde asir1 eksprese olmaktadir ve bu durum kotii prognoz ile iliskilidir.

EGFR'nin temel aktivasyonu sayesinde;

(1) parakrin ve otokrin epidermal blylme faktortiniin ekspresyonu
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(2) islev kazanc1t mutasyonlar1 veya

(3) asirt protein ekspresyonu tiim oral kavite ve bas-boyun kanserlerinin
yaklasik %90'inda gozlenmektedir (Mendelsohn & Baselga, 2003). Bu reseptdr yolagi
sinyalizasyonu, JAK-STAT, MAPK, PI3K-AKT ve ras dahil olmak (zere c¢oklu
onkojenik ve prosurvival kaskadlarinin aktivasyonuna yol agmaktadir (Gschwind et al.,

2004).

STAT3, OSCC’de kapsamli olarak calisilmis ve insan timor orneklerindeki
STATS3 ekspresyon seviyesinin hastanin sagkalimi ile ters orantili oldugu bulunmustur
(Masuda et al., 2002). STAT3 aktivitesi ile birlikte BCL2L1 (BCL-xL), VEGF, siklin
D1 ve Bcl-2 dahil olmak tizere bir dizi pro-onkojenik protein hedefinin transkripsiyonu
ve ekspresyonu gergeklesmekte ve bu durum sinirsiz hiicresel proliferasyon, timor
sagkalimi ve anjiyogeneze yol agmaktadir (Grandis et al., 2000). HPV pozitifliginin oral
kavite kanserlerinde iyi prognoz ile iliskili oldugu ve HPV ile enfekte olmus olan timor
hlcrelerinin radyo-sensitivitesinin bu durumda daha yiiksek oldugu bulunmustur
(Kupferman & Myers, 2006).

2.5.2. Gen-Cevre Etkilesimi, Epigenetik Degisiklikler ve Biyobelirte¢c Kavrami

Epigenetik, DNA dizisinde degisiklik meydana gelmeksizin, gen
ekspresyonunda meydana gelen ve kalitsal olan degisikliklerin incelenmesi olarak
tanimlanmaktadir. Epigenetik gen paternleri, genetik imprinting, embriyonik gelisim, ve
X-kromozom inaktivasyonu gibi ¢ok cesitli biyolojik olaylarda olduk¢a énemli bir rol
oynamaktadir (Tsai & Baylin, 2011). Bu sureclerde meydana gelen bozulmalar
metabolik hastaliklara, norolojik bozukluklara ve kanser gibi gesitli patolojilere yol
agmaktadir (Verma, 2014). Epigenetik mekanizmalarin temelini DNA metilasyonu
basta olmak {izere, histon modifikasyonlari, kromatin yeniden diizenleme ve miRNA
deregiilasyonu olusturmaktadir. Bu mekanizmalarda meydana gelen duzensizlikler,
anormal gen fonksiyonuna ve buna bagli olarak gen ekspresyonunun degismesine neden
olur (Kanwal & Gupta, 2010).
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Tablo 2-2: Kanser hicrelerinde meydana gelen epigenetik degisimler ve
sonugclari

Epigenetik Degisim Sonug ve Mekanizma

Gen promoterlerinde CpG adaciklariin
De novo hipermetilasyonu, genomik ve
DNA Hipermetilasyonu kromozomal instabilite, artan
proliferasyon ile sonuglanan timaor
baskilayici genlerin susturulmasi

Hicresel onkogenlerin ve transpoze
) ) edilebilir elementlerin aktivasyonu, artan
DNA Hipometilasyonu proliferasyon, genomik instabilite

Fonksiyon kazanimi veya kaybi, DNA
Histon Asetilasyonu onarimi ve kontrol noktalarinda
onkogenlerin aktivasyonu

Histon Deasetilasyonu Timor supressor genlerin susturulmast

Kalitimsal gen ekspresyonu paternlerinin

Histon Metilasyonu kayb1

mMiRNA Delesyonu Neoplastik dontisiimler

Bu epigenetik mekanizmalardan biri, kromatin yapisini degistirerek gen
regulasyonunu dizenleyen ve karsinogenezde o6nemli rol oynayan histon
modifikasyonudur. Histon modifikasyonlari, histon asetilasyonu ve metilasyonu,
fosforilasyon, ubikitinasyon, sumoylasyon ve prolin izomerizasyonu gibi birkag farkli

tip icerebilmektedir (Kouzarides, 2007).

Kromatin, oOkaryotik DNA'yt histon proteinlerinin bir oktamerinin etrafina
sartlmis daha yiiksek dereceli bir kromatin fiber i¢ine paketleyen, diizenli bir yapidir.
Bu oktamerler, H2A, H2B, H3 ve H4 histon proteinlerinin ¢ift alt birimlerinden
olusmaktadir ve histonlar terminal kuyruklarinda meydana gelen ¢oklu
posttranslasyonel degisikliklere ugrayabilir (Dillon, 2006). Histon modifikasyonlari
DNA onarmini diizenlemekte ve trankskripsiyonel aktiviteye bagli olarak genlerin
susturulmasinda rol oynamaktadir. Ornegin, yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar, lizin
20'de (H4K20me3) histon H4'Un trimetilasyonunda ve lizin 9'da (H3K9me3) histon

H3'0n trimetilasyonunda global bir degisiklik oldugunu bildirmistir (Bartova et al.,
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2008). Histon modifikasyonlar1 ile ilgili spesifik enzimler, ilgili modifikasyonlar
katalize edebilir veya duraklatabilir. Bu modifikasyonlar niikleozom yapisi ve bunu
takiben fonksiyonunun degismesine ve daha sonra gen aktivitesi diizenlenmesine yol
acacak ve bircok biyolojik sireci etkileyecektir. Bu duruma 6rnek olarak, Polycomb
Group (PcG) ve Trithorax Group (TrxG) proteinleri verilebilir. Bu proteinler, histon H3
lizin 4 (H3K4me3) ve H3K27me3'ln trimetilasyonunu katalizleyebilen 06nemli
proteinlerdir (Siebold et al., 2010).

miRNA regiilasyonu ise epigenctik mekanizmalardan bir digeridir. Kromatin
regulasyonu ve gen ekspresyonunun modiilatorleri kodlayici olmayan RNA (ncRNA)
adi kiigiik (200 niikleotid altinda) ve biiyiik (> 200 niikleotid) ncRNAlar olarak
kategorize edilir. Bu RNA'larin normal gelisim i¢in giderek 6neminin arttig1 ve kanser

sirasinda degisime ugradigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir.

Kodlamayan RNA’lar arasinda bulunan miRNA'lar normal hticre fizyolojisi igin
oldukca Onemlidir ve yanlis ekspresyonlarinin kanser dahil olmak iizere g¢esitli
hastaliklarla baglantili oldugu bildirilmistir (Mitra et al., 2012). Son zamanlarda yapilan
caligmalarla, kanserleri simiflandirmak igin miRNA profilleme yontemi kullanilarak
(Calin & Croce, 2006) insan genomundaki yaklasik 1000 adet miRNA geninin, birden
fazla protein kodlayan transkripti hedefledigi hesaplanmigtir (Chuang & Jones, 2007).
MiRNA'larin, protein kodlayan genlerin %60'indan fazlasinin translasyon oranini
diizenledigi ve hiicresel islemlerin diizenlenmesine katildigi bilinmektedir (Fabian et al.,
2010). miRNA’larin ekspresyon artis1 ve azaligi gesitli kanserlerle iliskilendirilmistir.
Ornegin, MiR-127, miR-124, miR-223 ve miR-17’deki ekspresyon artislar1 sirastyla
mesane, kolon, akut miyeloid 16semi ve akciger kanseri ile iligkili iken; miR-126, miR-
146a, miR-9 ve miR-143’deki ekspresyon azalislari sirasiyla meme, prostat, ovaryum ve
servikal kanser ile iligkilidir (Verma, 2014).

Gen ekspresyonunu diizenleyen mekanizmalarin karmasikligi giderek artmaktadir
ve bu mekanizmalar kromatin yapisinin aracilik ettigi faktorlerin karmasik bir
etkilesimini, histonlar ve diger niikleer proteinler iizerinde posttranslasyonel
modifikasyonlarin ¢apraz etkilesimlerini ve buna bagli olarak kromatinin yeniden
duzenlenmesini icermektedir. Yapilan son c¢alismalarda da belirtildigi tizere, bu
duzenleyici elemanlarda meydana gelen islev bozukluklarinin hastaliga 6zgii gen

ekspresyonunu yoOnlendiren gen transkripsiyon programlarinda degisikliklere yol
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actigint ve bu nedenle transkripsiyonun tumor biyumesi ve neoplastik transformasyonu

tetikleyen 6nemli bir mekanizma olarak dnemini vurgulamaktadir (Kumar et al., 2016).

Okaryotlarda SWI/SNF (Kasten et al., 2011), ISWI ailesi (Yadon & Tsukiyama,
2011), Mi-2/niikleozom yeniden modelleme ve histon deasetilasyonu (NuRD) (A.Y. &
P.A., 2011) ve inositol 80 (INO80) (Bao & Shen, 2011) ailesi dahil olmak Uzere en az
dort adet kromatin yeniden modelleme kompleksleri vardir. Ornegin kromatin yeniden
duzenlenmesinden sorumlu  SWI/SNF ailesi, apaoptozu, hicre dongusund,

farklilagsmay1, genomik instabiliteyi ve DNA onarimini diizenlemektedir.

DNA metilasyonu epigenetik mekanizmalar arasinda en ¢ok caligilan alanlardan
biridir. Yapilan ¢aligmalarla kanitlandig: iizere epigenetik degisiklikler, gesitli sinyal
yolaklarinin  aktivasyonunu veya inaktivasyonunu saglayarak kansere yol
acabilmektedir. Meydana gelen bu degisiklikler timoOr progresyonun erken agamasinda
ortaya c¢iktigindan, kanserin erken teshisi ve dnlenmesi i¢in biyomarker gelistirilmesi

adina, epigenetik degisimlerin detayl1 bir sekilde arastirilmasi sarttir (Reis et al., 2016).

DNA hipometilasyonu, DNA metilasyon seviyesinde azalma olarak
tanimlanmaktadir ve bu durumun onkogenleri aktive ettigi, kromozomal instabiliteyi ve
cesitli retrotranspozon elementleri etkiledigi gosterilmistir (Ahuja et al., 2016). Kanser
varliginda, bu mekanizma bozulmakta ve normal olarak inaktive edilmis bolgelerde
DNA metilasyonu kaybi1 meydana gelmektedir. DNA hipometilasyonundan etkilenen
promoterlerin cogu dokuya 6zgii genlere aittir. Ornek vermek gerekirse, normal sartlar
altinda yetiskin testis germ hiicreleriyle sinirli olan kanser/testis (CT) antijenleri
ailesinin, ¢esitli kanser tiplerinde anormal sekilde aktive oldugu bildirilmistir (Caballero
& Chen, 2009) ve melanom ve kolorektal kanserde, melanomla iligkili CT antijeni
MAGE, promoter bolgesinin DNA hipometilasyonu ile yeniden aktiflestirilmektedir
(Kim et al., 2006).

Mezotelin (MSLN) promoterindeki hipometilasyon mezotelyoma (Tan et al.,
2010), Alu ve LINE-1 retrotranspozonlarin hipometilasyonu ise siklikla akciger kanseri
ile iligkilendirilmistir (Daskalos et al., 2009).

Anormal DNA metilasyonu genellikle kanserin baslangici ve proliferasyonu
sirasinda  transkripsiyon faktorlerinin - promoter bdlgelerinde gergeklesmektedir
(Klutstein et al., 2016).
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DNA hipermetilasyonu sitozin bazinin 5’ ucuna bir adet metil grubu
eklenmesiyle meydana gelen kovalent bir modifikasyondur ve bu olay DNMTZ,
DNMT3a ve DNMT3b dahil olmak Uzere DNA metiltransferazlar (DNMT'ler)
tarafindan katalize edilmektedir (Jones & Baylin, 2002). DNA hipermetilasyonu sitozin
ve guanin bazinin yogun oldugu ve CpG adaciklari olarak adlandirilan bolgede
gerceklesmektedir  (Rodriguez-Paredes &  Esteller, 2011). Anormal DNA
hipermetilasyonu ¢esitli sinyal yolaklarina etki etmekte ve buna bagli olarak basta
kanser olmak Uzere gesitli hastaliklarin gelisimine katkida bulunmaktadir (Riggs &
Jones, 1983). Ovaryum, meme, kolon ve serviks kanseri hiicreleri gibi ¢esitli timor
hlcrelerinde anormal DNA metilasyonu arastirilmis ve bu durumun ¢esitli onkogen
veya tumor supressor genlerin ifadesi ile iliskili oldugu bulunmustur (Pan et al., 2018).
Son yillarda yapilan ¢aligmalarla da kanitlandigi tizere DNA hipermetilasyonunun erken
evre timorlerde molekiiler degisikliklerin miikemmel bir sekilde temsili oldugu

gosterilmistir.

Farkli kanser tiplerine gore promoter bolgelerinde metilasyon gozlenen genler

ve bu genlerin fonksiyonlari tablo 2-3’de gosterilmistir.

Tablo 2-3: Farkli kanser tiplerine gOre promoter bolgelerinde metilasyon
gozlenen genler ve bu genlerin fonksiyonlar:

Gen Fonksiyon Meme | Akciger | Prostat | Losemi | Kolon
APC WNT sinyal yolaginin diizenlenmesi + + + - +
BRCAl DNA tamir mekanizmasi + - - - -
CDH1 E-kaderin duzenleyici ve hiicre + 4 4 + +
yapigmasl

G1 fazinda hiicre dongiisii kontrolii,

CDKN2A CDK4 inhibitori N R I I
Hicre dongusu G1 ilerlemesi,
CDKN2B CDK4/CDKS inhibitrii ' ] I
COX2 Prostaglandin biyosentezi - - - - +
DAPK1 Apoptoz - + - + +
MGMT DNA tamir mekanizmasi - + - + +
MLH1 DNA yanlis es_lesm_e onarimi, DNA i ) i i +
hasar sinyalizasyonu
G1/S fazinda hiicre dongiisii
RASSF1A | durdurulmasi sirasinda rol alan siklin + + + + 1

D1 birikiminin énlenmesi

*X: bildirilen hipermetilasyon.
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Bu bulgulara bagli olarak epigenetik mekanizmalar da c¢esitli kanserlerde
biyobelirte¢ olarak kullanilabilmektedir. Biyobelirtegler, kan, viicut sivis1 veya dokuda
bulunan ve klinik olarak oOl¢iilebilen molekiillere verilen isimdir. Viicudun hastaliklara
veya uygulanan tedaviye olan etkisini gozlemlemek icin  biyobelirtecler
kullanilmaktadir (Califf, 2018). Giiniimiizde ¢esitli kanserlerin tanisinda belirli
biyobelirtegler kullanilmaktadir. Ornegin, prostat kanseri icin PSA, kolorektal kanserler
icin FOBT, hepatosellller kanserler icin AFP ve over kanserleri igin CA 125 kullanilan
biyobelirteglerden bazilaridir (Bottoni & Scatena, 2015).

Kanser tanisinda, tedavi siirecinde ve takibinde epigenetigin 6nemi de oldukca
fazladir. DNA metilasyonu kanserde erken evrede meydana gelen bir olay oldugundan
malinitenin tanist i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilabilmektedir (Pan et al., 2018). Ayni1
zamanda primer timoér o©rneginde meydana gelen DNA metilasyonu ile histon
modifikasyonlarinin tanimlanmasi ve bu sayede gelistirilen biyobelirteg, prognozun
belirlenmesine ve hastanin tedaviye olan yanitinin iyilestirilmesine yardimci olacaktir.
Ornegin, hiicre dongusinin diizenlemesinde rol oynayan ve timor supressor ozelligi
gosteren bir gen olan PTEN'de meydana gelen degisiklikler, prostat kanserinde kot
prognoz ile iliskilendirilmistir (Bottoni & Scatena, 2015). Oral skuaméz hicreli
karsinom ve oral premalin lezyon 6rnekleri ile saglikli dokular kiyaslandiginda ise

timor dokularinin metilasyon seviyelerinde belirgin bir artis gézlemlenmistir (Gasche
& Goel, 2012).

Prof. Dr. Semra Demokan ve arkadaslarinin yaptig1 TUBITAK-SBAG-1145497
no’lu ¢alismada premalin lezyonlardan, I6koplaki, oral liken planus ve oral likenoid
displazi altgruplarinin molekiiler yapisinin incelenmesi, OSCC/OPML tanili hastalarda
non-invaziv tanm yontemi gelistirmek adina viicut sivilarinda dogrulanmasi ve erken
tani, tarama ve premalin/malin lezyonlarin histopatolojik ayiriminda kullanilacak yeni
metilasyon biyobelirteclerinin  belirlenmesi  hedeflenmistir. OPML ve OSCC
hastalarinin timor dokusu ve eslenik normal doku materyalleri ile gerceklestirilen
ekspresyon ve metilasyon array verilerine gore Tubulin Folding Cofactor D (TBCD)
geninin promoter bolgesindeki CpG adaciklarinda meydana gelen hipermetilasyon

nedeniyle metilasyona bagli ekspresyon seviyelerinde azalma gozlenmistir. Oral
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likenoid displazi timdor-normal doku karsilagtirmasinda TBCD genine ait probe ID’si
verilen CpG bolgelerinde tiimoér gruplart metillenmis buna bagl olarak ekspresyon
seviyeleri down regiile olmustur. TBCD geninin hipermetilasyonu istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,05) (Tablo 2-4). Buna bagli olarak tezimizde genis hasta
grubunda ileri validasyon ve potansiyel biyobelirte¢ adayligini tespit etme amaghi TBCD
geninin promoter bolgesindeki metilasyona bagli ekpresyon seviyeleri arasindaki iligki

incelenmistir.

Tablo 2-4: Oral likenoid displazi timor-normal doku karsilastirmasinda TBCD
genine ait beta ve fold change degerleri

LMOSC_REFGENE

c = | Fold Ek P
MAME Degipiklik h LR/ DOWN ﬂp‘!:ﬂr?ﬂ'nﬂ
Gorlenen Genler ange gori

ELP ELP Tespit edien P
Dilfse

Turnor AVG_Beta | Normal AVG_Beta O | deperi

Target ID - -

—_—_——_—_,———-e ——(———————————————————————
cgl0377414 | 06316828 0.5326856 1356467 | 0UDO5 TBCD -LO958837 | down 0.059359256

2.6. Mikrotubudl Organizasyonunda Rol Oynayan Tubulin Folding
Cofactor D (TBCD) Geni

Mikrotubuller 25 nm ¢apinda o-f tibilin heterodimerlerinden olusan tubuler
polimerlerdir (Eva Nogales et al., 1999). Tum oOkaryotik hiicre iskeletinin temel
bilesenleri olan mikrotubiller, hiicre morfolojisi, migrasyonu, polarizasyonu, ve hiicre

ici taginma gibi bir dizi fonksiyonda yer almaktadirlar (E. Nogales, 2001).

Sitozolik saperon (CCT), tlbdlin kofaktorleri (TBCA, TBCB, TBCC, TBCD,
TBCE) ve ARL2 GTPaz olarak adlandirilan bes ek ko-saperona baghdir (Lewis et al.,
1997) (Lopez-Fanarraga et al., 2001). Tibilin heterodimerleri kendiliginden
birlesemediginden hem a hem de B tiibiilinler, CCT nin ATP'ye baglh etkilesimi ile bir
veya bir kag¢ katlanma sonrasi birlesirler (Lewis et al., 1996). TBCA ve TBCD B-
tibdlin ile etkilesirken, TBCB ve TBCE o-tlbdlin ile etkilesime girer. TBCE-a ve
TBCD-B birbirleriyle etkilesime girerek multimolekiiler bir kompleks olusturmakta ve
ardindan TBCC bu komplekse girerek, B-tubulin tarafindan GTP hidrolizi iizerinden
dogal tibllin heterodimerlerini serbest birakan bir siiper kompleks olusturmaktadir
(Tian et al., 1997). TBCC, TBCD ve TBCE'nin bu reaksiyonlara katilimi1 6karyotlarda
Onemlidir. Sekil 2-4’te Okaryotlarda tibilin heterodimer birlesim yolu sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 2-4: Yiksek okaryotlarda tubulin heterodimer birlesim yolunun sematik

gosterimi

Tubulin Folding Cofactor D (TBCD), mikrotubdl alt birimi o-p-tabdlin
heterodimerlerinin birlesip ayrilmasi igin gerekli olan 5 tubtlin ko-saperondan (TBC:
A-E) biridir (Tian et al., 1997) ve ig mikrotiibiil dinamiginin stabilizasyonu igin oldukga
onemlidir (Tian et al., 2010). TBCD'nin hastaliga neden olan varyantlar1 mikrottbdl
stabilitesini ve islevini etkileyerek bozulan mikrotiibiil dinamigi ile sonuclanir. TBCD
varyantlart yakin zamanda erken baslangigli kortikal atrofi, progresif nérodejenerasyon
ve ndbetler ile bagvuran bir grup hastada tanimlanmistir (Flex et al., 2016)(Miyake et
al., 2016)(Pode-Shakked et al., 2017). Otozomal resesif hastaliklarda TBC geninin
biallelik varyantlari, TBCD protein ekspresyonlarinin azalmasina ve buna bagl olarak
a-B-tubulin  heterodimer olusumunun azalmasina sebep olmaktadir. Bu durum
mikrotiibiil dinamiklerinin fonksiyonel olarak degismesine, mikrotubilun hizlandirilmig
polimerizasyonuna ve stabilitesinin artmasina neden olmustur. Bozuk mikrotbil
dinamikleri normal noéronal fonksiyonu ve hiicresel sagkalimi bozmaktadir (Pode-
Shakked et al., 2017).

Yapilan caligmalardan birinde CD4+T hiicrelerinde genom capinda DNA
metilasyonu incelenmis ve bu calismada 12 romatoid artrit hastast ve bu hastalarin
eslenik normalleri incelenerek, TBCD geninde hipermetilasyon saptanmistir (S. Guo et
al., 2017).

Tiim bu hastaliklara ek olarak, yakin zamanda yapilan bir ¢alismada TBCD’ nin

asir1 ekspresyonu kronik lenfositik 16semide, insan genomunun %25’inden fazlasini
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olugturan LINE-1 ve Alu gibi retrotranspozonlarin promoter bolgelerinde meydana

gelen metilasyon kaybu ile iliskilendirilmistir (Barrow et al., 2020).

Tubulin organizasyonunda meydana gelen degisimlerin ve farklilasmalarin
cesitli kanser tiplerinde 6nemli olabilecegi bilinmektedir. Bazi tiibiilin izotipleri, normal
ve neoplastik hiicrelerde farkli sekilde eksprese edilmektedir (Binarova & Tuszynski,
2019). Ornegin, PII-tubilinin, ndroepitelyal ve beyin tiimorleri gibi cesitli timor
tiirlerinin yan1 sira kolon ve prostat kanserinin gelisiminde rol oynadigi gosterilmistir

(Yeh & Luduefia, 2004).

Calismamizda, OSCC/OPML gruplarinda timor ve eslenik normal doku ile
viicut sivi (serum ve tlkiruk) orneklerinde TBCD geninin promoter bdlgesindeki
metilasyon durumu ile metilasyona bagli ekspresyon seviyesinde meydana gelen
degisikliklerin incelenmesi, saglikli popiilasyon ile karsilastirarak daha genis hasta
grubunda ileri validasyonunun saglanmasi ve edinilen bilgiler dogrultusunda literatiire

katki saglanmas1 amag¢lanmustir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tez projemiz icin Istanbul Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi, Ag1z Dis ve

Cene Cerrahisi Anabilim Dali’dan OPML hastalar ile Istanbul Tip Fakiiltesi, Kulak
Burun Bogaz Hastaliklari/Bag-boyun Cerrahisi Anabilim Dali’ndan OSCC hastalarina

ve saglikli bireylere ait doku ve viicut sivis1 drnekleri bireylerden riza ve gonilli onam

formlar1 alinarak toplandi.

Doku ve periferik kandan elde edilen serum ornekleri -80°C’de saklandi ve

mikrodiseksiyon sonrasinda %70 saflik derecesine sahip olan tiimor dokulari deneye
dahil edildi.

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullanilan Cihazlar

>

>

>

Agaroz Jel Elektroforez Tanki (BRL Life Tecnologies, ABD)

Ultra Derin Dondurucu (-80 °C) (Sanyo, Japonya)

El homojenizatorl (Qiagen, Almanya)

Etlv (Hereaus, Almanya)

Gii¢ Kaynagi (Bio-Metra, Almanya)

Hassas Terazi (Chyo, Japonya)

Jel Dokimentasyon Sistemi (Vilber- Lourmat, Almanya)
LightCycler 480 Real Time cihazi (ROCHE, Almanya)
Mikropipetler (Thermo, Isveg)

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

Sogutmali Santrifiij (Hettich Mikro 200R, Almanya)

Vorteks (Snijders, Hollanda)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

>

Agaroz (Wisent MultiCell, Kanada)
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Borik asit (Wisent MultiCell, Kanada)

Orange G (Merck, Almanya)

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

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

Proteinaz K (Roche, Almanya)

Riboniikleaz A (Sigma Aldrich, ABD)

Sssl metilaz enzimi (New England Biolabs (NEB), ABD)

Sodyum Dodesil Sulfat (Merck, Almanya)

YV Vv VYV ¥V VvV ¥V ¥V V¥V V¥V VY VYV V V VY

Tris (Applichem, Almanya)

3.1.3. Kullamlan Kimyasal Karisimlar
Deneylerin gergeklestirilmesi i¢in kullanilan kimyasal karisimlar ile igerikleri

Tablo 3-1’de gosterilmistir.

Parcalama Tamponu 155 mM NH4CI
10 MM KHCOs3
0.1 mM EDTA (pH: 8.0)

SE Tamponu 75 mM NaCl
25 mM EDTA
30 mM Tris-HCI (pH: 8.0)

TE Tamponu 20 mM Tris-HCI (pH: 8.0)
1 mM EDTA (pH: 8.0)

Fenol icin TE Tamponu (0,5 ml) 0.25 mM Tris (pH:8.0)
0,5 mM EDTA (pH:8.0)
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Fenol/Kloroform/Isopropanol (1:1):1 (Fenol/Kloroform) / isopropanol
Proteinaz K 20 mg / ml

Ribonukleaz A 10 mg / ml

SDS (%10; pH:7,2) 100 g sodyumdodesilstlfat

3.2. YONTEMLER
3.2.1. Materyal Toplama ve Eldesi

3.2.1.1. Doku Eldesi

Istanbul Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Hastaliklari/Bas-boyun Cerrahisi
Anabilim Dali tarafindan OSCC tanis1 almis 30 hasta ve Istanbul Universitesi, Dis
Hekimligi Fakiiltesi, Agiz Dis ve Cene Cerrahisi Anabilim Dali tarafindan OPML tanisi
almig 30 hastadan cerrahi miidahalesi sirasinda 0,5 cm ¢apinda timor ve eslenik normal
doku Ornegi alindi. OSCC tanisi alanlardan uzak metastaz1 olan hastalar opere
edilmedigi igin caligmaya dahil edilmedi. Bunlara ek olarak bireyde ve ailesinde benin
ve malin hikaye bulunmayan ve herhangi bir sebeple cerrahi uygulanmasina karar
verilen 15 bireyden 0,5 cm ¢apinda mukoza 6rnegi alindi. Ameliyat sirasinda toplanan
ornekler daha sonra buz icerisinde muhafaza edilerek laboratuvara teslim edildi ve
DNA/RNA izolasyon islemlerine dek -80°de sakland.

3.2.1.2. Serum Eldesi
Hasta ve saglikli bireylere cerrahi midahale uygulanmadan 6nce, periferik kan
ornekleri 8-10 mL olacak sekilde serum ayirma tiipiine alindi. Tupler laboratuvarda

1950 rpm/30 dakika santrifiij edildikten sonra tistte kalan serum kriyotiiplere dagitildi.

3.2.1.3. Tukuruk Eldesi

Caligmaya dahil olan hasta ve saglikli bireylerden tiikiiriik toplama islemi
sirasinda agiz igi 1 dk sure ile ¢alkalanarak temizlendi. 5 dk siiresince agiz icerisinde
biriktirilen tlkdrik tim oral mukozada dolastirildi ve bu islem gerekli tiikiiriik miktari
(5 mL) toplanana dek devam ettirildi. Tikirik eldesi tamamlandiktan sonra kap
etiketlenerek laboratuvara teslim edildi ve oOrnekler izotonik su ile 1:1 oraninda
sulandirilarak 1950 rpm/5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi iist sivi uzaklastirildi ve
geriye kalan pellet tzerine 3 mL PBS eklenerek kalan materyal 1 mL olacak sekilde

kriyotiiplere bolistiiriildii. Bolistiriilem materyallere tekrar 1950 rpm/3 dk santrifj
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uygulandi ve st sivinin dokiilmesinde sonra pelletler ileriki izolasyon islemlerinde

kullanilmak i¢in -80°C'de muhafaza edildi.

3.2.2. DNA izolasyon Islemleri

3.2.2.1. Dokudan DNA izolasyonu

Dokular homojenizatorle parcalandiktan sonra proteinaz K (Boehringer-
Mannheim, Germany) kullanilarak 48°C’de gece boyunca inkibe edildi. Bu asamanin
ardindan fenol/kloroform ekstraksiyonu ile DNA iplikgiklerinin eldesi saglandi. DNA
miktarlariin ~ 6l¢iimi  ile DNA  orneklerinin - kontroli  %0,8’lik  agaroz  gel
elektroforezinde yapild: ve 6rnekler Nanodrop 2000° (Thermofisher, ABD) ile 6lcildii.
Daha sonra bisulfit modifikasyonunda kullanilmasi igin -20°C’de saklandi. Toplanan
hasta ve saglikli bireylere ait tiimor-eslenik normal doku orneklerinden DNA eldesi

Tablo 3-2’de gosterilmistir.

Tablo 3-2: Dokudan DNA izolasyon islemi

Homojenize doku
N%
Parcalama Tamponu

N%

3000 g'de 10" Santrifij
N%

Pellet + 10 ml Pargalama Tamponu

N

3000 g'de 10" Santrifij
N%

Pellet + 4.5 ml SE Tamponu, 100 pug/ml Proteinaz K,
% 1 SDS, 20 pg/ml Riboniikleaz A
%
4 - 18 saat, 37°C'de inkiibasyon
N%
5 ml SE Tamponu + 10 ml Fenol / Kloroform (1:1)

%

3000 g'de 5' Santrifij
%

Ust Faz + 10 ml Fenol / Kloroform (1:1)
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N
3000 g'de 5' Santrif(j
N
Ust Faz + 10 ml Isopropanol
N
DNA iplikleri

3.2.2.2. Serumdan DNA izolasyonu
Serum oOrneklerinden DNA izolasyonu QIAamp DNA Blood Mini Kit
(QIAGEN, Almanya) kullanilarak kit protokoliine uygun gergeklestirildi ve adimlar

tablo 3.2-3’de gosterildi. Sonrasinda elde edilen 6rnekler -20°de muhafaza edildi.

Tablo 3-3: Serumdan DNA izolasyon islemi

Serum + PBS (200 pL)
N%
4 ul Proteinaz (100 pg/mL), 2 pl Ribonikleaz A (20pg/ml),
200 pl parcalama tamponu (Buffer AL)
N2
15" vortekslenir
56°C’de 15" inkiibasyon

N%
Karigim + 200 pl ethanol
N2
15" vortekslenir

N2

Karisim 2,0 mD’lik tiipe aktarilir
N%

6000 g’de(8000 rpm) 1' santrifiij / alt siv1 dokdiliir
N2
500 pl yikama tamponu 1 (AW1) eklenir

N2

6000 g’de(8000 rpm) 1'santrifiij
N%

500 pl yikama tamponu 2 (AW2) eklenir
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N%
20000g’de (14000 rpm) 3' santrifij
N%
Filtreli tiip yeni kolana aktarilir
N%
20000g’de (14000 rpm) 1' santrifiij
N%
100 pl elusyon buffer (AE) eklenip
N%
5' oda sicakliginda inkiibasyon
N%
6000 g’de (8000 rpm) 1'santrifiij
%
DNA iplikleri

3.2.3. Total RNA Izolasyonu

Doku orneklerinin RNA izolasyonu “Norgen Total RNA Purification Kit”
(Norgen, Ontario, Kanada) protokoliine uygun olarak gerceklestirilmis ve bu asamalar
Tablo 3-4’te gosterilmistir. Elde edilen RNA’larin spektrofotometrik 6lgtimi Nanodrop
2000© (Thermofisher, ABD) ile gergeklestirilerek, cDNA doniisiimii islemine kadar -
80°C’ de saklandu.

Tablo 3-4: RNA izolasyon islemi

Doku + RNALater s1vi

N2
Doku + 600 pl Lizis tamponu bekletildi

N%

600 pl etanol eklendi
N%

Vorteks / santrifijj ile siv1 atildi
N%
400 pl yikama soliisyonu + santrifiij (3 kez)

N2

Santrif(j ile kolonlar kurutuldu
N%
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40 pl elisyon
N%

RNA

3.2.4. Metilasyon ve Ekspresyon Deneyleri icin Primer/Prob Dizileri Tasarimi
Calismamizda incelenen TBCD geninin metilasyon ve ekspresyon profilinin
incelenmesi icin gerekli primer ve prob dizilerinin tasarimi internette kullanima agik

Methprimer  (http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi), Genome

Browser (https://genome.ucsc.edu/) ve Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cqi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi) programlart yardimiyla tarafimizca tasarlanmigtir

(Tablo 3-5). Tablo 3-6’da gosterilen ve calismamizda referans gen olarak kullandigimiz
ACTB geninin primer ve prob dizileri daha 6nce yapilmis olan ¢aligmalardan alinmistir
(Carvalho et al., 2008).

Tablo 3-5: Metilasyon ve ekspresyon profilleri incelenecek olan TBCD geninin
primer ve prob dizileri. (EF: Ekspresyon Forwad, ER:Ekspresyon Revers, MF: Metilasyon Forward, MR:Metilasyon Revers)

TBCD EF 5' CTGTTGGACCCGCACCTTG '3

TBCD ER S'’ACAGGCTCTACATCGGCAAC '3

TBCD MF 5" TTGCGGCGATTTAGGGGAAA 3

TBCD MR 5" GAAACGAACCCCGAAACCCA 3°
TBCD Probe 5’ TTATTCGGCGCGGGGTTCGTGTGAT 3

Tablo 3-6: Referans ACTB geninin primer ve prob dizileri. r: Espresyon Forwad, ER:Ekspresyon
Revers, MF: Metilasyon Forward, MR:Metilasyon Revers)

ACTB ER 5" GTCTTCCCCTCCATCGTG ‘3

ACTB EF 5 AGGGTGAGGATGCCTCTCTT ‘3

ACTB MF 5’ TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT 3
ACTB MR 5 AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA ‘3

ACTB Probe 5" ACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA 3



http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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3.2.5. Metilasyon Analizi

OSCC ve OPML hastalarina ait tiimor/eslenik normal dokular ile viicut sivisi
orneklerinden ve saglikli kisilere ait normal mukoza ile viicut sivis1 6rneklerinden elde
edilen DNA o6rnekleri tUzerinde TBCD geninin promoter bolgesinde metilasyon varligi
LightCycler 480 cihazinda RT-PCR yontemi kullanilarak incelendi.

3.2.5.1. Bistilfit Modifikasyon Islemi

OSCC ve OPML tanis1 almis hastalar ile saglikli bireylere ait tlimorr/eslenik
normal doku ile viicut sivisi 6rneklerinden elde edilmis DNA &rneklerinin bistlfit
modifikasyonu “Zymo Methylation Gold Kit”(Zymo research, CA, ABD) kullanilarak
Tablo 3-7°deki protokole uygun olarak gergeklestirildi. Bisilfit modifikasyonu
gergeklestirilen DNA Ornekleri bir sonraki agamaya kadar -20 °C “‘de sakland.

Tablo 3-7: Bisiilfit DNA doniisiim protokolii

20 pl DNA + 130 pl bistilfit doniisiim reajant
N%
95°C (10 dk) ve 64°C’de (2 sa 30 dk) inkiibasyon
N%
Filtreli tiipe aktarildi
N%
600 pl baglanma tamponu eklendi
%
Santrifiij sonrasi alt s1v1 dokiildil
N%
100 pl yikama tamponu
N%
Santrifiij sonrasi alt s1v1 dokiildii
%
200 pl desiilfonasyon tamponu eklenmesi
N%
15-20 dk oda sicakliginda inkiibasyon
N%
Santrifiij sonrasi alt s1v1 dokiildii
%
200 pl yikama tamponu
V2 kez
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Santrifiij sonrast alt s1vi dokiildii
N%
20 pl eliisyon tamponu
%

Santrifiij sonrasi alt s1v1 toplandi

%
Bisulfit DNA

3.2.5.2. TBCD geninin relatif metilasyon seviyesinin QMSP ile belirlenmesi

TBCD geninin promoter bolgesindeki metilasyon seviyelerinin arastirilmasinda
Kantitatif Metilasyon Spesifik PCR (QMSP) yontemi kullanildi. Deneylerde, 5’ucunda
6-florosein amitid (FAM) ve 3’ucunda FAM inhibe edici (quencher) olan
karboksitetrametilrodamin (TAMRA) ile isaretlenmis TagMan hidroliz probu kullanildi.

Pozitif kontrol olarak, saglikli insana ait lenfosit DNA’s1 (LN-DNA), Sssl
metilaz enzimi ile muamele edildi ve %100 metillenmis standart kullanild1. Standartlar
kantitatif sonu¢ elde etmek icin, 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 seklinde dilue edildi.
QMSP deneylerinde kullanilan reaksiyon karisimi ve kosullar1 Tablo 3-8 ve Tablo 3-

9’da gosterilmistir.

Tablo 3-8:Metilasyon deneyleri icin QMSP reaksiyon karisimi

Reaksiyon Karisimi 1 6rnek hacmi
10X SensiFAST Probe No-ROX Kit Mix 10 uL
100 uM Primer (F) 1,2 uL
100 uM Primer (R) 1,2 uL
100 pM prob 0,4 uL
dH20 (PCR grade) 2,2 uL
bcDNA 5,0 pL

Tablo 3-9: Metilayon deneyleri icin QMSP reaksiyon kosullari.

PCR Asamalar: T (°C) Zaman

DENATURASYON 95°C 30s
95°C 15s

BAGLANMA (50 siklus) 64°C 1 dk
72°C 15s

SOGUMA 40°C 30s
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Her bir deneyde TBCD ve ACTB geni igin ortak esik degeri (threshold)
belirlendi. Her gen i¢in ayri kullanilan, %100 metile standart ve dilisyonlarimin
konsantrasyonlarinin standart egri grafigi, Ct degerlerine (floresan diizeyinin cihaz
tarafindan oOlciilebilen esik degeri astigi dongili) gore program tarafindan olusturuldu.
Her o6rnek icin ayri kantitatif sonug elde edildi. Relatif metilasyon yiizdesi asagida

belirtilen formiil ile hesaplandi.

Meti Iasyon %=HEDE Fkonsantrasyon/H EDE Fkonsantrasyon"‘ACTBkonsantrasyon)XlOO

3.2.6. Gen Ekspresyon Analizi

RT-PCR yontemi kullanilarak TBCD geninin ekspresyon dizeyleri belirlendi ve
OSCC ve OPML tanis1 alan hastalara ait timor ve eslenik normal doku ile viicut sivisi
ornekleri ve saglikli bireylere ait mukoza ile viicut sivisi Ornekleri karsilagtirildi.
Dokudan total RNA izolasyon kiti kullanilarak RNA izolasyonu gergeklestirildi ve elde
edilen RNA orneklerinin kalitesi ve miktar1 spektrofotometre ile 6lcildi. Ardindan
RNA orneklerinden SensiFAST cDNA Sentez Kit (BIOLINE, Avustralya) protokoliine
uygun olarak ekspresyon deneylerinde kullanilmak iizere cDNA sentezi gergeklestirildi.
Elde edilen cDNA’lar -20°C ’de saklandi. cDNA sentez reaksiyon karisimi ve kosullar
sirastyla Tablo 3-10 ve Tablo 3-11’de verilmistir.

Tablo 3-10: cDNA sentezi reaksiyon karisimi

Soltsyon Miktar
Toplam RNA (1 ug've kadar) n pl

5x TransAmp Buffer 4 ul

Reverse Transkriptaz 1 ul

dH20 20 ul’ye kadar

Tablo 3-11: ¢cDNA sentezi reaksiyon kosullar:

PCR Asamasi T (°C) Zaman
Primer Baglanma 25°C 10 dk

42 °C 15 dk
48 °C 15 dk

Revers Transkripsiyon
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Inaktivasyon 85 °C 5 dk

Soguma 4°C -

3.26.1. TBCD Geninin Ekspresyon Seviyelerinin  QRT-PCR Yéntemi 1le
Belirlenmesi

TBCD geninin ekspresyon seviyesi SYBR Green temelli Kantitatif Gergek
Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) ile degerlendirildi. PCR igin Tablo
3-12°de gosterilen uygun reaksiyon karisimi hazirlandi ve bu karisim 96 kuyulu
platelere, kuyucuk basma 20 pl hacimde olmak tzere multichannel pipet ile dagitildi.

Daha sonra genlere 6zgii sicakliklarda reaksiyon baglatildi (Tablo 3-13).

Tablo 3-12: Ekspresyon deneylerinin QRT-PCR reaksiyon karigimi

Reaksiyon Karisimi 1 6rnek hacmi
10X SensiFAST SYBR NO-ROX Kit Mix | 10 pL
100 UM Primer (F) | 0,2 uL
100 puM Primer (R) | 0,2 uL
dH.0 (PCR grade) | 6,6 UL
cDNA | 3L
Tablo 3-13: Ekspresyon deneylerinin QRT-PCR reaksiyon kosullari
PCR Asamalari T (°C) Zaman
DENATURASYON 95°C 30s
9 95°C 15s
BAGLANMA (40 sikl
GLAN (40 siklus) 60°C 1 dk
95°C 10s
ERIME ERISI (Melting Curve) 60°C 20's
95°C Cont.
SOGUMA 40°C 30s

PCR sonrasinda genlerin relatif ekspresyon diizeyleri housekeeping genlerin

ekspresyon diizeyleri ile normalize edilerek 2"t metodu ile hesaplandi.

AACt = (Cthedef - Ctreferans)srek — (Cthedef - Ctreferans)kontrol
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3.2.7. Veri Analizi

Istatiksel analizlerin gerceklestirilmesinde IBM SPSS Statistics 21 ve GraphPad
8.0 (free trial) programlari kullanildi. Klinik bilgiler ile metilasyon/ekspresyon
seviyelerinin karsilagtirilmalart i¢in  Ki-kare testi (Yates ve Fisher), Anova testi
kullanildi ve p <0,05 olan degerler istatiksel olarak anlamli kabul edildi. Hasta ile
saglikli Dbireylere ait Orneklerinin metilasyon seviyelerinin kiyaslanmasinda ise

Wilcoxon Rank Testi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik ve Klinik Ozellikler
Calismamiza 30 malin, 30 premalin ve 15 saglikli birey olmak iizere toplam 75

kisi dahil edilmistir.

Calismaya katilan malin hasta grubu yas ortalamas1 58,6’dir ve erkek katilimci
orant (%73,3) kadin katilimecr oranindan (%26,7) fazladir. Hastalarin %60°1 (18/30)
sigara ve %26,6’s1 (8/30) alkol kullanmaktadir. Malin hastalarda timo6r anatomik
olarak %33,3 (10/30) dil, %20 (6/30) bukkal mukoza, %10 (3/30) inferior alveolar
arkus, %16,6 (5/30) agiz tabani, %13,3 (4/30) retromolar trigon ve %6,6 (2/30) sert
damak tutulumu gostermektedir. TNM evrelemesine goére malin grupta bulunan
hastalarin %56,67’si (17/30) evre IV, %20’si (6/30) evre 111 , %16,67’si (5/30) evre I,
ve %6,6°s1 (2/30) evre I’dir.

Calismaya katilan premalin hasta grubunun yas oralamasi 50,27°dir. Premalin
hasta grubunda kadin orani (%50) ve erkek orani (%50) esittir. Hastalarin %56,6’s1
(17/30) sigara ve %20’si (6/30) alkol kullanmaktadir. Premalin grubundaki hastalar
histopatolojik tanilarina gore smiflandrilmakta olup, %23,3’i (7/30) oral I6koplaki,
%13,3’1 (10/30) oral likenoid displazi ve %43,3’1 (13/30) liken planus tanist almistir.

Caligmaya katilan saglikli bireylerin yas ortalamasi 46,1°dir olup, erkek orani
(9%53,33) kadin oranindan (%46,67) fazladir. Katilimcilarin %26,67°si  (4/15) sigara,
%26,67’s1 (4/15) alkol kullanmaktadir.

Yas, cinsiyet, sigara ve alkol kullanimi1 gruplar arasinda karsilastirilmistir. Buna
gore saglikli grubun yas ortalamasi ve sigara kullanim oran1 malin ve premalin gruba

gore daha diisiiktiir.



Tablo 4-1: Calismaya katilanlarin demografik ozellikleri

Toplam Malign Premalign Saglikli

n ‘ % n % n % n %

Yas ortalamasi 55,30+12,76 58,6 50,27 46,1
Cinsiyet Erkek | 45| (60,00) |22 | (73,33) | 15| (50,00) | 8 | (53,33)
Kadin | 30 | (40,00) | 8 | (26,67) | 15| (50,00) | 7 | (46,67)
Sigara Yok |36 (48,00) | 12| (40,00) | 13 | (43,33) |11 (73,33)
Var 39 | (52,00) | 18 | (60,00) | 17 | (56,67) | 4 | (26,67)
Alkol Yok |57 (76,00) | 22 | (73,33) | 24 | (80,00) |11 (73,33)
Var 18 | (24,00) | 8 | (26,67) | 6 | (20,00) | 4 | (26,67)

Tablo 4-2: Malin hasta grubunun klinik ve patolojik bilgileri

N (%)

Kadin 8/30 %26,67
Cinsiyet

Erkek 22/30 %73,33

<50 9/30 %30

Yas

>50 21/30 %70
Dil 10/30 %33,3

Inferior Alveolar Arkus 3/30 %10
Agiz Tabam 5/30 %16,6

Anatomik Tutulum

Retromolar Trigon 4/30 %13,3

Bukkal Mukoza 6/30 %20

Sert Damak 2/30 %06,6

Yok 12/30 %40

Sigara Tuketimi

Var 18/30 %60

Yok 22/30 %73,33
Alkol Tiketimi

Var 8/30 %26,67

I 2/30 %06,6
1 5/30 %16,67

Evre

11 6/30 %20
v 17/30 %56,67
Yok 20/30 %66,67

Metastaz

Var 10/30 %33,3
Diisiik 4/30 %13,3
Differasyon Derecesi Orta 23/30 %76,67

YUksek 3/30 %10
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Yok 16/30 %53,3
Lenf Nodu Tutulumu
Var 14/30 %46,67
Yok 25/30 %83,3
Nuks
Var 5/30 %16,67

Tablo 4-3: Premalin hasta grubunun klinik ve patolojik bilgileri

N (%)
Kadin 15/30| %50
Cinsiyet
Erkek 15/30| %50
<50 17/30 | %56,67
Yas
>50 13/30 | %43,3
Oral I6koplaki 7/130 | (%23,3)
Patoloji Oral likenoid 10/30 | (%33,3)
displazi
Liken planus 13/30 | (%43,3)
Yok (-) 13/30 | (43,3%)
Sigara Tuketimi
Var (+) 17/30 | (56,6%)
Yok (-) 24/30 | (80%)
Alkol Tuketimi
Var (+) 6/30 | (20%)

4.2. TBCD Geninin Ekspresyon Analizinin Sonuclar:

Calismamizda 30 OSCC ve 30 OPML tanist alan hastalara ait tiimor/eslenik
normal doku ile serum ve tikdirik 6rnekleri ve 15 saglikli bireyin normal doku, serum
ve tukuruk ornekleri kullanilmistir. Hasta ve saglikli bireylere ait 6rneklerin ekspresyon
seviyeleri, SYBR Green igeren reaksiyon karisimi ile Kantitatif Gergek Zamanli
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR) teknigi kullanilarak incelendi. Hedef gen
(TBCD) ve referans genin (ACTB) ekspresyon sonuglarindan elde edilen Ct degerleri
kullanilarak 24€* degerleri tiim 6rnekler icin normalize edildikten sonra elde edilen
sonuglarin analizi LightCycler 480 yazilimindaki Temel Relatif Olgiim (Basic Relative
Quantification) programi ile yapilmis ve tiimdér dokusunun 22¢‘degerlerinin normal

dokunun 22¢t degerlerine gore kat degisimleri (fold change) 222"  formulu ile



56

hesaplanmistir. Buna gore 2’nin iizerinde olan degerler tiimoér dokusunda eslenik normal

ya da saglikli mukozaya oranla ekspresyon artisi, 2’nin altindaki degerler ise

ekspresyon azalis1 olarak degerlendirilmistir.

Fluorescence History

12 4 6 8 10 13 16 19 22 25 28 31 38 37 40 43

Sekil 4-1: Hastalara ait érneklerin hedef gen (TBCD) ve referans gendeki (ACTB)
amplifikasyon egrileri

TBCD geninin ekspresyon seviyeleri referans genin OSCC ve OPML
hastalarinin tiimdr-eslenik normal doku, serum ve tiikiiriik 6rneklerindeki ekspresyon
seviyeleri ile saglikli bireylere ait normal mukoza, serum ve tiikiiriik 6rneklerindeki

ekspresyon seviyeleri 22t metodu ile relatif olarak hesaplandi.



57

MALIN

SOP33 G

SLBOT

SLBI0 G

SL8S9

SL8S3

SLE79

SESS
—SL8SB e

SL 856 1 IEG———

SLB5A  e—

SL844
SL8A2 |
SL833
SLS32

SLezmmm
SLE2]
B e ——
SL80S W
SL796 _ i,
SL784 G

—aL77] Ry
SL769 NS s
SL768 [ e
SL767 NS
SL704 N
SL436 ————
SLA33
SL399 WL
SL389

LR —.

15 -10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35

B Timor M Normal BSerum @ Tikirdk

Sekil 4-2: OSCC hastalarina ait tiimor-eslenik normal doku, serum ve tiikiiriik
orneklerinin ekspresyon seviyelerinin ACt degerleri (Mavi: Tiimoér Doku Orneklerinin ACt
degerleri, Turuncu: Eslenik Normal Doku Orneklerinin ACt degerleri, Gri:Serum &rneklerinin ACt
degerleri Sari: Tiikiiriik 6rneklerinin ACt degerleri)



58

PREMALIN

SOP 64 i I—
SOP 63

SOP 62
SOP 61
SOP 60
SOP 59
SOP 58
SOP 57

S QRSN M.
SOP 55 GG
SOP 5/ I

SOP 53 GGG
SOP 49 |

SOP 43 GG

SOP 45 |

SOP 43 (4 G
SOP 40 |GG

SOP 12
SOP 10

SOP S I——

SOP 38

SOP 37 i

SOP 28 G

W SOR2SL

SOP 20 G

SOP 19 e

SOP 13 G

SOP 16 GG

SOP 14 e ——

SOP 13 |
—————
I —————_

-10 -5

o
L

10 15 20 25 30 35

B TUumor M Normal M Serum = Tlkiriik

Sekil 4-3: OPML hastalarina ait tiimor-eslenik normal doku, serum ve tiikiiriik
orneklerinin ekspresyon seviyelerinin ACt degerleri (Mavi: Tiimér Doku Orneklerinin ACt
degerleri, Turuncu: Eslenik Normal Doku Orneklerinin ACt degerleri, Gri:Serum &rneklerinin ACt
degerleri, Sar1: Tiikiiriik 6rneklerinin ACt degerleri)
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Sekil 4-4: Saghkhh mukoza, serum ve tiikiiriik orneklerinin ekspresyon
seviyelerinin ACt degerleri (Mavi: Mukoza Orneklerinin ACt degerleri, Turuncu: Serum Orneklerinin
ACt degerleri, Gri: Tikiiriik 6rneklerinin ACt degerleri)

OPML ve OSCC hastalarina ait timor dokusunda eslenik normal ya da saglikli
mukozaya oranla ekspresyon azalisi veya artigi ile hastalara ait klinikopatolojik
bilgilerin istatiksel olarak karsilastirilmasi IBM SPSS Statistics 20 programi yardimiyla
gerceklestirildi.
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Sekil 4-5: OSCC ve OPML hastalarina ait dokularda relatif olarak hesaplanan
ekspresyon diizeylerine ait artma ve azalma sayilarimin gosterimi (p<0.0001)

*Gruplar aras1 anlamlilik

TBCD geninin ekspresyon duzeyi ve referans gen olan ACTB, OSCC ve OPML
hastalarina ait tiimoér (T) ve eslenik normal (N) doku orneklerindeki ekspresyon
duzeylerindeki artma ve azalma 24" metodu ile relatif olarak hesaplandi. OSCC
hastalarinin  %60°1inda  (20/30) timor dokusunda eslenik normal dokuya oranla
ekspresyon seviyesinde azalma ve %?20’sinde (6/30) ekspresyon seviyesinde artma
gozlenirken, 4 hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlenmedi. OPML
hastalarin %40’inda (12/30) tiimér dokusunda eslenik normal dokuya oranla ekspresyon
seviyesinde azalma ve %30’unda (9/30) ekspresyon seviyesinde artma gozlenirken 9

hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlenmedi (Sekil 4-5).
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Sekil 4-6: Malin hasta grubunda evrelere gére TBCD geninin ekspresyon diizeyinde
meydana gelen azalma (p=0,0248)

Sekil 4-6’da malin hasta grubunda evrelere gore TBCD geninin ekspresyon
seviyelerinde azalig goriilen hasta sayilar1 gosterilmistir (p=0,0248). Evre I olan 2
hastanin 2’sinde (%2100) ekspresyon seviyesinde azalma gozlenmistir. Evre 11 olan 6
hastanin 3’iinde (%50) ekspresyon seviyesinde azalma gozlenmis, evre Il olan 5
hastanin 5’inde (%100) ekspresyonda azalma ve evre IV olan 17 hastanin 10’unda
(%58,8) ekspresyonda azalma gozlenmistir. Malin hasta grubunda evrelere gére TBCD
geninin ekspresyon diizeyindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(p=0,0248).
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Sekil 4-7: Malin hasta grubunda erken evre (I-11) ve ge¢ evreye (111-1V) gore
TBCD geninin ekspresyon diizeyinde meydana gelen degisimler (p<0,0001)

Sekil 4-7’de malin hasta grubunda erken evre (I-11) ve geg evreye (111-1V) gore
TBCD geninin ekspresyon diizeyinde meydana gelen degisimler gosterilmigtir
(p<0,0001). Erken evrede meydana gelen tiimor dokusunda eslenik normal dokuya gore
ekspresyonda azalma, erken evrede meydana gelen ekspresyon artisina gore istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,0001). Erken evre hastalarinda meydana gelen
metilasyona bagli ekspresyonda azalma (p<0,0046) istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Geg evrede meydana gelen ekspresyonda azalma, ge¢ evrede meydana
gelen ekspresyon artisina kiyasla (p<0,0001) ve ge¢ evre hastalarinda meydana gelen
metilasyon ile erken evre hastalarinda meydana gelen ekspresyon artisi arasinda

(p<0,0009) istatistiksel anlamlilik gézlenmistir.
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Sekil 4-8: OSCC/OPML hasta gruplarimin tiimor, eslenik normal dokular ile
serum ve tiikiiriik ornekleri ile saghkl bireylerin mukoza, serum ve tiikiiriik 6rneklerinin

ortalama ACt degerleri ile 222 degerleri hesabinin gosterimi

OSCC hastalarin tiimor dokularina ait Ct degerlerinin ortalamalar: ile saglikli
bireylerin normal mukozalarina ait Ct degerlerinin ortalamalar1 kiyaslanarak foldchange
degeri hesaplandi. Hastalarda, saglikli bireylere kiyasla TBCD geninde 147 Kkat
ekspresyon seviyesinde degisim gézlenmistir. OSCC hasta grubunun eslenik normal
dokularinda saglikli mukozaya gore 472 kat, OSCC grubuna ait serum orneklerinde
saglikli serum Orneklerine gére 1,87 kat, OSCC grubuna ait tukirik orneklerinde

saglikli tkuruk orneklerine gore 41 kat ekspresyon seviyelerinde degisim gozlenmistir.

OPML hastalarin tiimor dokularina ait Ct degerlerinin ortalamalar: ile saglikli
bireylerin normal mukozalarina ait Ct degerlerinin ortalamalar1 kiyaslanarak foldchange
degeri hesaplandi. Hastalarda, saglikli bireylere kiyasla TBCD geninde 62 Kkat
ekspresyon seviyesinde degisim go6zlenmistir. OPML hastalarinin eslenik normal
dokularinda saglikli mukozaya gore 71 kat degisim gozlenirken, OPML hastalarinin
serum Orneklerinde saglikli serum 6rneklerine gére ve OPML hastalarina ait tiikiiriik
orneklerinde saghkli tukirik orneklerine gore ekspresyon seviyesinde degisimlerinde

anlamli fark gozlenmemistir gézlenmistir (Sekil 4-8).
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Sekil 4-9: Malin hasta grubunda anatomik tutuluma gére TBCD geninin
eksp resyon dUzeyindeki degisim seviyeleri (p<0,0001) *Gruplar arasi anlamhihk

Sekil 4-9°da malin hasta grubunda anatomik tutuluma gore ekspresyon
seviyesindeki degisim diizeyleri gosterilmistir (p<0,0001). Agiz taban1 timoriine sahip
5 hastanin 2’sinde (%40) ekspresyonda azalma ve 3’tinde (%60) ekspresyonda artma
gbzlenmistir. Dil bolgesinde anatomik tutulum gosteren 10 hastanin 7’sinde (%70)
ekspresyonda azalma ve 2’sinde (%20) ekspresyonda artma goézlenmistir. Bukkal
mukoza bdlgesinde anatomik tutulum goOsteren 6 hastanin tamaminda (%100) ve
inferior alveolar arkus bdlgesinde anatomik tutulum gosteren 3 hastanin tamaminda
(%100) ekspresyonda azalma gozlenirken; retromolar trigon bdélgesinde anatomik
tutulum gosteren 4 hastanin 2’sinde (%50) ekspresyon seviyesinde azalma gozlenmistir.
Ayrica yine bukkal mukoza ve inferior alveolar arkus tanili OSCC hastalari
incelendiginde sirasiyla 6 hastadan 4’iiniin (%66,6) ve 3 hastadan 2’sinin (%66,6) ileri

evre (evre III ve evre IV) hastasi oldugu saptanda.



65

OPML Patolojisi
Al -
- e
201
da_q
=]
3
™ o4 =
=
oD
as
~c
[E el
=
[=]
(58
""'0'
e e e
-Gl T T T T T T p—ﬂ.ﬂﬂ'1 0
= LIKEN PLANUS mm ORAL LOKOPLAKI
Ekspresyon (-) %3077 (4/13) Ekspresyon (+) ¥%28,57 (2iT)
- LIKEN PLANUS = ORAL LIKENCID DISPLAZ
Ekspresyon (+) 938,46 (5/13) Ekspresyon (-} %50 (5/10)
mm ORAL LOKOPLAKI ORAL LIKENDID DISPLAZI
Ekspresyon (-} %42,85 (3/T) = Ekspresyon (+) %20 (2/10)

Sekil 4-10: Premalin hasta grubu patolojilerine gére TBCD geninin ekspresyon
dizeyindeki degisim seviyeleri (p=0,0010)

Sekil 4-10°da premalin hasta grubunda gozlenen patolojilere gore ekspresyon
diizeyindeki degisim seviyeleri gosterilmektedir. Liken planus patolojisi gdsteren 13
hastanin 4’tinde (%30,77) ekspresyon seviyesinde azalma, 5’inde (%38,46) ekspresyon
seviyesinde artma gozlendi. Oral lokoplaki patolojisi gdsteren 7 hastanin 3’iinde
(%42,85) ekspresyon seviyesinde azalma, 2’sinde (%28,57) ekspresyon seviyesinde
artma gozlendi. Oral likenoid displazi patolojisi gosteren 10 hastanin 5’inde (%50)
ekspresyon seviyesinde azalma ve 2’sinde (%20) ekspresyon seviyesinde artma
gozlendi. Premalin hasta grubu patolojilerine gére TBCD geninin ekspresyon

diizeyindeki degisim seviyeleri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,0010).
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Sekil 4-11: Malin ve premalin hasta grubunda sigara tiketimine gore ekspresyon

degerlerindeki degisim (p<0.0001)

Sekil 4-11°de malin ve premalin hasta grubunda sigara tlketimine gére TBCD

geninin ekspresyon seviyelerinde artis ve azalis goriilen hasta sayilar1 gosterilmistir

(p<0.0001). Malin hasta grubunda 30 hastadan 11’inde (%36,6) ekspresyon seviyesinde

azalma ve 4’linde (%13,3) ekspresyon seviyesinde artis gézlenmistir. Premalin hasta

grubunda ise 30 hastadan 7’sinde (%23,3) ekspresyon seviyesinde azalma ve 5’inde

(%16,6) ekspresyon seviyesinde artis gézlenmistir. Malin ve premalin hasta grubunda

sigara tuketimi ile timor dokusunda normal dokuya oranla ekspresyon azalisi arasinda

istatistiksel olarak (sirasiyla p=0,0022, p<0,0001) anlamlilik gézlenmistir.
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Sekil 4-12: Malin ve premalin hasta grubunda alkol tlketimine gore ekspresyon
degerlerindeki degisim (p=0.2942)

Sekil 4-12°de malin ve premalin hasta grubunda alkol tiiketimine gére TBCD
geninin ekspresyon seviyelerinde artis ve azalis goriilen hasta sayilart gosterilmistir
(p=0.2942). Malin hasta grubunda 30 hastadan 1’inde (%3,3) ekspresyon seviyesinde
artis ve 6’sinda (%20) ekspresyon seviyesinde azalma goézlenmistir. Premalin hasta
grubunda ise 30 hastadan 1’inde (%3,3) ekspresyon seviyesinde artisg ve 4’tinde (%13,3)
ekspresyon seviyesinde azalma gdzlenmistir. Malin ve premalin hasta grubunda alkol
tilketimine gore ekspresyon azaligi ve artis1 arasinda istatistiksel olarak anlamlilik

gbzlenmemistir.

Tablo 4-4 ve Tablo 4-5’te standart curve egrisi koordinatlari, duyarlilik ve

ekspresyon degerlerinin denk geldigi esik degerleri (cut-off points) belirtilmistir.
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Sekil 4-13: (A) Malin grupta tiimér ile eslenik normal dokularinda TBCD geninin ekspresyon
seviyelerinin ROC analizi.

(B) Malin grupta tiimér ile saghkh normal dokuda TBCD geninin ekspresyon seviyelerinin ROC
analizi

OSCC hasta grubunda timor ile eslenik normal dokularda TBCD geninin
ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi sonucunda %60 duyarlilik %60 6zgiilliik ile
duyarliligi ve 6zgiilligi diisiik bir test oldugu goriilmektedir (Sekil 4-13 (A)). Tablo 4-
4’e gore duyarlilik ve 6zgiillik degerlerinin karsilik geldigi esik degeri (cut-off point)
4.5 olarak belirlenebilir. OSCC hasta grubunda tumor ile saglikli normal dokularda
TBCD geninin ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi sonucunda %25 duyarlilik ve
%65,4 6zgulllik ile duyarlilig: ve 6zgiilligi diisiik bir test oldugu goriilmektedir (Sekil
4-12 (B)). Tablo 4-4’e gore duyarlilik ve 6zgiillik degerlerinin karsilik geldigi esik
degeri (cut-off point) 4,5 olarak belirlenebilir.
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Sekil 4-14: (A) Malin grupta tikurtk ile saghkh tiikiiriikte TBCD geninin ekspresyon

seviyelerinin ROC analizi. (B) Malin grupta serum ile saghkh serumda TBCD geninin ekspresyon
seviyelerinin ROC analizi.

OSCC hasta grubunda tiikiiriik 6rnekleri ile saglikli grubun tiikiiriik 6rneklerinde
TBCD geninin ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmas: sonucunda %50 duyarlilik
%34,6 ozgiilliik ile 6zgiilliigii ve duyarlilig: diisiik bir test oldugu goriilmektedir (Sekil
4-14 (A)). Tablo 4-5’¢ gore duyarlilik ve ozgiilliik degerlerinin karsilik geldigi esik
degeri (cut-off point) 4,5 olarak belirlenebilir.

OSCC hasta grubunda serum o6rnekleri ile saglikli grubun serum 6rneklerinde
TBCD geninin ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi sonucunda %50 duyarlilik
%50 ozgiilliik ile 6zgilligl ve duyarliligr diisiik bir test oldugu goriilmektedir (Sekil 4-
13 (B)). Tablo 4-5’¢ gore duyarlilik ve 6zgiillikk degerlerinin karsilik geldigi esik degeri
(cut-off point) 5,5 olarak belirlenebilir.
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Sekil 4-15: (A) Premalin grupta tiimér ile eslenik normal dokuda TBCD geninin ekspresyon
seviyelerinin ROC analizi. (B) Premalin grupta tiimér ile saghklh normal dokuda TBCD geninin
ekspresyon seviyelerinin ROC analizi.

OPML hasta grubunda tumor ile eslenik normal dokularda TBCD geninin
ekspresyon seviyelerinin karsilastirtlmasi sonucunda %100 duyarlilik %27,6 6zgullik
ile 6zgilligt distik ve duyarlihigi yiiksek bir test oldugu goriilmektedir (Sekil 4-15
(A)). Tablo 4-4’e gore duyarlilik ve 6zgiillik degerlerinin karsilik geldigi esik degeri
(cut-off point) 7,5 olarak belirlenebilir.

OPML hasta grubunda timor ile saglikli normal dokularda TBCD geninin
ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi sonucunda %75 duyarlilik %53,8 6zgtlliik ile
ozgilligi disik ve duyarliligr yiiksek bir test oldugu goriilmektedir (Sekil 4-14 (B)).
Tablo 4-4’¢ gore duyarlilik ve 6zgiilliik degerlerinin karsilik geldigi esik degeri (cut-off

point) 5,5 olarak belirlenebilir.
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Sekil 4-16: (A) Premalin grupta tukurik ile saghkh tiikiirilkte TBCD geninin ekspresyon
seviyelerinin ROC analizi. (B) Premalin grupta serum ile saghkli serumda TBCD geninin
ekspresyon seviyelerinin ROC analizi.

OPML hasta grubunda tikurik ornekleri ile saglikli grubun tikirik
orneklerinde TBCD geninin ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmast sonucunda %50
duyarlilik %46,2 ozgillik ile o6zgilligli ve duyarliligi diisiik bir test oldugu
goriilmektedir (Sekil 4-16 (A)). Tablo 4-5’¢ gore duyarlilik ve 6zgiilliik degerlerinin
karsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 3,5 olarak belirlenebilir

OPML hasta grubunda serum ornekleri ile saglikli grubun serum Grneklerinde
TBCD geninin ekspresyon seviyelerinin karsilastiritlmas: sonucunda %50 duyarlilik
%39,3 0zgulliik ile 6zgiilligii ve duyarliligr diisiik bir test oldugu goriilmektedir (Sekil
4-15 (B)). Tablo 4-5’e gore duyarlilik ve 6zgiillik degerlerinin karsilik geldigi esik
degeri (cut-off point) 2,5 olarak belirlenebilir.

Tablo 4-4: OSCC (n=20) ve OPML (n=12) gruplarindaki tiimor-eslenik normal-saghkh
dokularda TBCD geninin azalan ekspresyon seviyelerinin dzgiilliik ve duyarhilik degerleri

Tiimor Dokusu / Eslenik Normal Tiimor Dokusu / Saghkh Normal
Doku Doku
Esik % % Esik % %

Degeri ~ Duyarhbk = Ozgllluk  Degeri ~ Duyarhlik  Ozgullik

OoscCC 4,50 60 60 4,50 25 65,4
OPML 7,50 100 27,6 5,50 75 53,8
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Tablo 4-5: OSCC ve OPML gruplarindaki serum-ttkurik drneklerinde TBCD geninin
ekspresyonunun 6zgiilliik ve duyarhilik degerleri

Serum / Saghkh Serum Tiikiiriik / Saghkh Tiikiiriik

Esik % % Esik % %
Degeri Duyarhbk = Ozgulluk Degeri | Duyarhlik = Ozgulluk

osccC 5.5 50 50 4,5 50 34,6
OPML 2,5 50 39,3 3,5 50 46,2

4.3. TBCD Geninin Metilasyon Analizinin Sonuclari

Calismamizda OSCC tanis1 alan 30 hasta ve OPML tanis1 alan 30 hastanin timaor
ve eslenik normal doku 6rnekleri ile kendisinde ve ailesinde malin/benin timor dykusu
mevcut olmayan 15 saglikli bireyin normal mukoza 6rneklerinin metilasyon durumu
Kantitatif Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi (QMSP) ile
incelendi. Kantitatif 6l¢iim yapilabilmesi i¢in, %100 metillenmis standart ve bu
standarttan elde ettigimiz dillisyonlar (10'1, 1072, 103, 10'4) kullanilmistir. Elde edilen
metilasyon verilerinin analizi, LightCycler 480 yazilimiyla (Absoliit Hesaplama/Fit
Points programi) gergeklestirilmistir. Hedef genin (TBCD) amplifikasyon egrileri Sekil
4-17°da ve referans genin (ACTB) amplifikasyon egrileri Sekil 4-18°de, standart curve
egrisi ise Sekil 4-19°de gosterilmistir.

Amplification Curves

1.0E7 %10 %1 %1

1.0E0

Fluorescence (465-510)

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 25 27 28 23 30 31 32 33 34 35 35 37 38 33 40 41 42 43 44 45 45 47 48 43 AQ
Cycles

Sekil 4-17: Hedef genin (TBCD) amplifikasyon egrileri
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Sekil 4-18: Referans genin (ACTB) amplifikasyon egrileri

Standard Curve
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Sekil 4-19: Standart curve egrisi

Sekil 4-20°de OSCC ve OPML hastalarina ait tiimor-eslenik normal doku ve saglikli

dokuda TBCD geninin promoter bolgesindeki CpG adaciklarinda g6zlenen metilasyon

seviyeleri gosterilmistir.
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Sekil 4-20: OSCC ve OPML hastalarina ait tiimor ve eslenik normal doku ve saghkh
dokuda TBCD geninin promoter bolgesindeki CpG adaciklarinda gozlenen metilasyon
seviyeleri

OSCC hastalarina ait timor dokusu orneklerinde TBCD geninin promoter
bolgesindeki CpG adaciklarindaki metilasyon orani %13,3 (4/30) iken, normal doku
orneklerinde metilasyon go6zlenmemistir. OPML hastalarina ait tiimor dokusu
orneklerinde TBCD geninin promoter bdlgesindeki CpG adaciklarindaki metilasyon
oran1 %10 (3/30) iken, normal doku 6rneklerinde metilasyon gézlenmemistir (Sekil 4-
20).

0OSCC Klinik Parametreler
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Sekil 4-21: TBCD geninin promoter bolgesindeki CpG adaciklarinda metilasyon gozlenen
OSCC hastalarimin klinik parametrelerinin gosterimi
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Sekil 4-21°de TBCD geninin promoter bolgesinde CpG adaciklarinda metilasyon
gozlenen 4 adet OSCC hastasinin klinik parametreleri gosterilmistir. P1 kodlu hasta;
metilasyon seviyesi 3,18 olan, evre IV, sigara ve alkol tiketimi mevcut, boyun
metastazi ve lenf nodu tutulumu olan, 50 yasindan kiiciik, erkek hastadir. P2 kodlu hasta
metilasyon seviyesi 1,18 olan, evre Ill, sigara ve alkol tuketimi mevcut, lenf nodu
tutulumu olan ve boyun metastazi olmayan, 50 yasindan biiyiik erkek hastadir. P3 kodlu
hasta metilasyon seviyesi 1,47 olan, evre IV, sigara tuketimi olup alkol tiketimi
olmayan, boyun metastazi ve lenf nodu tutulumu mevcut, 50 yasindan biiyiik erkek
hastadir. P4 kodlu hasta metilasyon seviyesi 2,68 olan, evre IV, sigara ve alkol tliketimi

mevcut, lenf nodu tutulumu olan ve boyun metastazi olmayan, 50 yasindan biiyiik kadin

hastadir.
OPML Klinik Parametreler
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Sekil 4-22: TBCD geninin promoter bolgesindeki CpG adaciklarinda metilasyon gozlenen
OPML hastalarimin klinik parametrelerinin gosterimi

Sekil 4-22°de TBCD geninin promoter bélgesinde CpG adaciklarinda metilasyon
gozlenen 3 adet OPML hastasinin klinik parametreleri gosterilmistir. P1 kodlu hasta
metilasyon seviyesi 0,17 olan, oral likenoid displazi tanili, sigara ve alkol tliketimi
olmayan, 50 yas alt1 kadin hastadir. P2 kodlu hasta oral likenoid displazi tanili, sigara
tiiketimi olan ancak alkol tiiketimi olmayan, 50 yas iistii kadin hastadir. P3 kodlu hasta
oral lokoplaki tanili, sigara tliketimi olmayan ancak alkol tiiketimi olan 50 yas isti

erkek hastadir.
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OPML Patolojisi
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Sekil 4-23: TBCD geninin promoter bolgesinde CpG adaciklarinda metilasyon gozlenen
OPML hastalarina ait patolojinin gosterimi

Oral likenoid displazi patolojisi gozlenen 10 hastadan 2’sinde (%20) ve oral
I6koplaki patolojisi gozlenen 7 hastadan 1’inde (14,3) TBCD geninin promoter

bolgesinde metilasyon varlig1 saptanmustir.

Malin

TEBCD Geninin Metilasyon ve
Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 4-24: Malin grupta TBCD geninin ekspresyon ve promoter bélgesindeki metilasyon
seviyelerinin one-way Anova analizi ile gésterimi (p=0,0002)
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Malin hasta grubunda 30 hastadan 20’sinde tiimor dokusunda eslenik normal
dokuya gore ekspresyon seviyesinde azalma ve 6’sinda ekspresyon seviyesinde artma
gozlenirken 4 hastada herhangi bir degisim gézlenmemistir. TBCD geninin promoter
bolgesinde metilasyon gozlenen 4 hastanin 2’sinde ise metilasyona bagli ekspresyon
seviyesinde azalma meydana geldigi gozlenmistir. 1 hastada ekspresyon seviyesinde
artis meydana gelirken, 1 hastada herhangi bir degisim goézlenmemistir (p=0,0002).
Timor dokusunda metilasyon gozlenen hastalarin eslenik normal doku, serum ve
tikdrik orneklerinde metilasyon varligi saptanmamistir. Malin hasta grubunda
metilasyon gozlenen hastalar ile ekspresyonda azalma gozlenen hastalar arasinda one-
way Anova/ Friedman Test analizine gore istatistiksel olarak anlamlilik saptanmistir
(p=0,0048). Malin tiimér dokusunda eslenik normal dokuya kiyasla TBCD geninin

ekspresyon seviyesindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<<0,0001).

Premalin
100
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TBCD Geninin Metilasyon ve
Ekspresyon Seviyeleri
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Sekil 4-25: Premalin grupta TBCD geninin ekspresyon ve promoter bolgesindeki
metilasyon seviyelerinin one-way Anova analizi ile gésterimi (p=0,0100)

Premalin hasta grubunda 30 hastadan 12’sinde tiimoér dokusunda eslenik normal

dokuya gore ekspresyon seviyesinde azalma ve 9’unda ekspresyon seviyesinde artma
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gozlenirken 9 hastada herhangi bir degisim gozlenmemistir. TBCD geninin promoter
bolgesinde metilasyon gozlenen 3 hastanin 2’sinde ise metilasyona bagli ekspresyon
seviyesinde azalma ve 1 hastada ekspresyon seviyesinde artis meydana geldigi
gozlenmistir (p=0,01). Timoér dokusunda metilasyon gozlenen 3 hastanin eslenik
normal doku, serum ve tiikiiriik Orneklerinde metilasyon varligi saptanmamistir.
Premalin hasta grubunda yapilan one-way Anova/Friedman test analizine gore;
metilasyon gozlenen hastalar ile ekspresyonda azalma gozlenen hastalar arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik bulunmustur (p=0,0173). Ayn1 zamanda premalin dokuda
eslenik normal dokuya kiyasla TBCD geninin ekspresyon seviyesindeki azalma

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0,0004).

4.4. Ekspresyon ve Metilasyon Sonuclarinin Birlikte Degerlendirilmesi

QMSP sonucu OSCC hasta grubunda TBCD geninde metilasyon gdzlenen 4
hasta ve OPML hasta grubunda TBCD geninde metilasyon gozlenen 3 hasta incelendi.
OSCC hasta grubunda timor dokusunda eslenik normal dokuya gore metilasyon
go6zlenen 4 hastanin 2’sinde metilasyona bagli ekspresyon seviyesinde azalma gozlendi.
OPML hasta grubunda ise timor dokusunda eslenik normal dokuya goére metilasyon
g6zlenen 3 hastanin 2’sinde ekspresyon seviyesinde azalma belirlendi. Sekil 4-25’te
OSCC ve OPML hasta gruplarinda metilasyon ve ekspresyon seviyelerindeki

degisimlerin birlikte degerlendirilmesi gosterilmistir.
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Sekil 4-26: OSCC ve OPML hasta gruplar1 ve saghkh grubun metilasyon ve

ekspresyon seviyelerindeki degisimlerin Anova/Friedman analizi ile gosterimi (p<0,0001)
*QGruplar aras1 anlamlilik derecesi

Malin, premalin ve saglikli gruplarin ekspresyon ve metilasyon seviyeleri

karsilastirilmis ve istatistiksel olarak (p<0,0001) anlamlilik tespit edilmistir.

Malin hasta grubunda 30 hastadan 20’sinde (%66,66) timor dokusunda eslenik
normal dokuya gore ckspresyonda azalma ve 6’sinda (%20) ekspresyonda artma
gozlenirken; 4 hastada (%13,33) metilasyon varligi goézlenmistir. Premalin hasta
grubunda ise 30 hastadan 12’sinde (%40) tiim6r dokusunda eslenik normal dokuya gore
ekspresyonda azalma ve 9’unda (%30) ekspresyonda artma gozlenirken; 3 hastada
(%10) metilasyon varligr gozlenmistir. Saglikli mukozada metilasyon varligi
saptanmamigtir. OSCC tanili hastalarin timor dokusunda ekspresyon seviyelerinde
artma ve azalma arasinda (p<0,0001) ve OPML tanili hastalarin tiimér dokusunda
ekspresyon seviyelerindeki artma ve azalma arasinda (p<0,0001) istatistiksel olarak
anlamlilik tespit edilmistir. OSCC tumor dokusunda ekspresyon seviyesinde azalma ile
saglikli bireylere ait mukozada ekspresyon seviyeleri arasinda istatistiksel olarak
anlamlilik saptanmistir (p<0,0001). OPML hastalarinin ekspresyon seviyelerindeki

azalma ile saglikli bireylere ait mukozada ekspresyon seviyeleri arasinda (p=0,0002),
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OSCC ekspresyon azalist ve OPML ekspresyon artis1 arasinda (p<0,0001) ve OPML
hastalariin ekspresyon seviyelerindeki azalma ile OSCC hastalarinin ekspresyon
seviyelerindeki artma arasinda (p<0,0001) istatistiksel olarak anlamliliklar gériilmiistiir.
Malin grupta timor dokusunda metilasyona bagli ekspresyon seviyelerinde azalma

arasinda istatistiksel olarak anlamlilik gézlenmistir (p=0,0048).

Sekil 4-27°de malin hasta grubunda differansiyasyon derecesi ile metilasyon ve
ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmas1 gosterilmis ve bu parametreler arasinda

istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmistir (p<0,0001).

Ekspresyon Seviyeleri :2"' ""1}

TBCD Geninin Metilasyon (AAct) ve
=
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= .50 42.14;3" Y (=i B B 069,56 (16/23)
mm Differansiyasyon Derecesl (az) E (+) = Differansiyasyon Derecesl (orta)l E (+)
Vo5 (1/4) 921,74 (5/23)
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25 (1/4) Ya13,04 (3123)
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Sekil 4-27: OSCC hasta grubunda TBCD geninin ekspresyon seviyeleri ve promoter
bélgesinde meydana gelen metilasyon seviyeleri ile differansiyasyon derecelerinin Anova/
Friedman analizi ile gosterimi (p<0,0001) (E: Ekspresyon M: Metilasyon) *Gruplar arasi
anlamhhk derecesi

Malin hasta grubunda differansiyasyon derecesi az olan 4 hastadan 2’sinde
tiimor dokusunda eslenik normal dokuya gore ekspresyon seviyesinde azalma, 1’inde
ise ekspresyon seviyesinde artma gozlenirken, 1 hastada metilasyon varlig1 saptanmustir.
Differansiyasyon derecesi orta olan 23 hastadan 16’sinda tiimér dokusunda eslenik

normal dokuya gore ekspresyon seviyesinde azalma, 5’inde ekspresyon seviyesinde
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artma gozlenirken, 3 hastada metilasyon varligi saptanmistir. Differansiyasyon derecesi
iyi olan 3 hastadan 2’sinde ekspresyon seviyesinde azalma gozlenmis ve metilasyon
varlig1 saptanmamistir. OSCC hasta grubunda TBCD geninin ekspresyon seviyeleri ve
promoter bdlgesinde meydana gelen metilasyon seviyeleri ile differansiyasyon
dereceleri Anova/ Friedman analizi ile gosterilmis ve p<0,0001 olarak bulunmustur.
Differansiyasyon derecesi az olup metilasyon gozlenen hastalar ile
differansiyasyon derecesi orta olup ekspresyon seviyesinde azalma gozlenen hastalar
arasinda (p=0,0153), differansiyasyon derecesi orta olup ekspresyon seviyesinde azalma
olan ve differansiyasyon derecesi orta olup ekspresyon seviyesinde artig gdzlemlenen
hastalar arasinda (p=0,0001) ve differansiyasyon derecesi orta olup ekspresyon azalisi
olan ve differansiyasyon derecesi orta olup metilasyon gozlemlenen hastalar arasinda

(p=0,0145) istatistiksel olarak anlamlilik tespit edilmistir.

OSCC hasta grubunda TBCD geninin ekspresyon ve metilasyon seviyeleri,
hastalardaki lenf nodu tutulumu varligina gére One-way ANOVA/Friedman analizi ile

Sekil 4-28’de gosterilmistir.
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Sekil 4-28: Malin hasta grubunda lenf nodu tutulumuna gére TBCD geninin ekspresyon ve
metilasyon seviyelerinin One-way ANOVA/Friedman Analizi ile gosterimi (p<0,0001)
(LNT: Lenf nodu tutulumu, E: Ekspresyon M: Metilasyon) *Gruplar arasi anlamlilik derecesi
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Malin hasta grubunda lenf nodu tutulumu gozlenen 14 hastadan 10’unda timor
dokusunda eslenik normal dokuya goére ekspresyon seviyesinde azalma, 4’Unde ise
ekspresyon seviyesinde artma gozlenirken, 3 hastada metilasyon varligi saptanmistir. Lenf
nodu tutulumu gozlenmeyen 16 hastadan 10’unda tiim6r dokusunda eslenik normal dokuya
gore ekspresyon seviyesinde azalma, 2’sinde ekspresyon seviyesinde artma gozlenirken, 1
hastada metilasyon varligi saptanmistir. One-way ANOVA/Friedman analizine gore, lenf
nodu tutulumu varligi ile ekspresyon seviyelerinde meydana gelen azalma ve artma arasinda
(p=0,0004), lenf nodu tutulumu olup ekspresyon seviyesinde azalma gdzlenen ve lenf nodu
tutulumu olup metilasyon varligi saptanan hastalar arasinda (p=0,0123), lenf nodu tutulumu
olup ekspresyon seviyesinde azalma gozlenen ve lenf nodu tutulumu gézlenmeyip ekspresyon
seviyesinde artis gozlenen hastalar arasinda (p=0,0040), lenf nodu tutulumu olup ekspresyon
seviyesinde azalma gdzlenen ve lenf nodu tutulumu olmayip metilasyon gozlemlenen hastalar
arasinda (p=0,0231), lenf nodu tutulumu g6zlemlenmeyen ve ekspresyonda azalma gdzlenen
ve lenf nodu tutulumu olmayip metilasyon gozlenen hastalar arasinda (p=0,0004) istatistiksel
olarak anlamlilik saptanmustir.

Tablo 4-6 ve tablo 4-7°de malin ve premalin hasta grubunda klinikopatolojik

verilere gore ekspresyon ve metilasyon gézlenen hasta sayilart gosterilmistir.



83

Tablo 4-6: Malin hasta grubunda klinikopatolojik verilere gore ekspresyon ve metilasyon gézlenen hasta

sayilar1

Ekspresyonda | Ekspresyond | Ekspresyonda Metilasvon Ekspresyond
N (%) Azalma a Artma Degisim o (n))/ a Azalma ve
% (n) % (n) Gozlenmeyen ° Metilasyon
Kadin 8/30 (%26,67) 5/8 (%62,5) | 1/8 (%125) |  2/8 (%25) 1/8 (%12,5) | 1/8 (%12,5)
Cinsiyet
Erkek 22/30 (%73,33) | 15/22 (9668,2) | 3/22 (%13,6) | 4122 (9%18,2) | 3/22 (%13,6) | 1/22 (%4,5)
<50 8/30 (%26,67) 4/8 (%50) | 1/8 (%12,5) | 3/8 (%37.5) 0/8 (%0) 0/8 (%0)
Yas
>50 22130 (%73,33) | 16122 @672,7) | 1/22 %4,5) | 3122 (9%613,6) | 4/22 (%18,2) | 2/22 (%9,1)
Dil 10/30 (%33,3) 7/10 (%70) 1/10 (%10) 2/10 (%20) 1/10 (%10) 1/10 (%10)
Bukkal Mukoza 6/30 (%20) 6/6 (%100) 0/6 (%0) 0/6 (%0) 0/6 (%0) 0/6 (%0)
Inferior Alveolar Arkus | 3/30 (%10) 3/3 (%100) | 0/3 (%0) | 0/3 (%0) | 0/3 (%0) | 0/3 (%0)
Anatomik Tutulum
Agaz Tabam 5/30 (%16,6) 215 (40) | 0/5 (%0) | 3/5 (%60) | 0/5 (%0) | 0/5 (%0)
Retromolar Trigon 4/30 (%13,3) 214 (%50) | 1/4 (%25) | 1/4 (%25) | 3/4 (%75) | 2/4 (%50)
Sert Damak 2130 (%6,7) 0/2 (%0) 2/2 (%100) 0/2 (%0) 0/2 (%0) 0/2 (%0)
Yok 12/30 (%40) 9/12 (%75) | 1/12 (%8,3) | 2/12 (%16,7) | 0/12 (%0) 0/12 (%0)
Sigara Tuketimi
var 18/30 (%60) 11/18 (%61,1) | 3/18 (%16,7) | 4/18 (%22,2) | 4/18 %22,2) | 2/18 (%11,1)
Yok 2230 (%73,33) | 14/22 (%63,6) | 3/22 (%13,6) | 5/22 (%22.8) | 2/22 (%22,8) |  0/22 (%0)
Alkol Tuketimi
var 8130 (%26,67) 6/8 (%75) | 1/8 (%12,5) | 1/8 (%125) | 2/8 (%25) 2/8 (%25)
| 2130 (9%6,6) 2/2 (%100) 0/2 (%0) 0/2 (%0) 0/2 (%0) 0/2 (%0)
I 6/30 (620) 316 (%50) | 2/6 (%33,3) | 1/6 (%16,7) | 1/6 (%16,7) 0/6 (%0)
Evre
m 5/30 (%16,6) 5/5 (%100) 0/5 (%0) 0/5 (%0) 1/5 (%20) 1/5 (%20)
v 17/30 (%56,67) 10/17 (%58,8) | 2/17 (%11,8) 5/17 (29,4) 2/17 (%11,8) 1/17 (%5,9)
Diisiik 4130 (%13,3) 2/4 (%50) 1/4 (%25) 1/4 (%25) 1/4 (%25) 1/4 (%25)
Difﬁg ansiyasyon Orta 23/30 (W76,67) | 16/23 (%69,6) | 2/23 (%8,7) | 5/23 (%21,7) | 3/23 (%13) | 1/23 (%4.3)
erecesi '
Yiiksek 3130 (%10) 213 (%66,7) | 1/3(%333) |  0/3 (%0) 0/3 (%0) 0/3 (%0)
Yok 16/30 (%53,3) | 10/16 (%625) | 4/16 (%25) | 2/16 (%125) | 1/16 (%6,2) |  0/16 (%0)
Lenf Nodu Tutulumu
var 14/30 (%46,67) 10/14 (%71,4) | 0714 (%0) | 4/14 (%28,6) | 3/14 (%21,4) | 2/14 (%14,3)
Yok 25/30 (%683,3) 17/25 (%68) | 2/25 (%8) 6/25 (24) 3125 (%12) 2125 (%8)
Niiks
var 5/30 (%16,67) 3/5 (%60) 2/5 (%40) 0/5 (%0) 1/5 (%20) 0/5 (%0)
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Tablo 4-6 incelendiginde bukkal mukoza bolgesinde anatomik tutulum gosteren
6 hastanin tamaminda (%100) ve inferior alveolar arkus bolgesinde anatomik tutulum
gosteren 3 hastanin tamaminda (%100) ekspresyonda azalma gozlendigi goriilmektedir.
Bu bolgelerde timor dokusunda normal dokuya kiyasla ekspresyon seviyesinde azalma
gozlenen hastalarin metilasyon seviyesinde bir degisim saptanmamistir. Metilasyon
gozlenen 4 hastanin 2’si retromolar trigon, 1 tanesi ise dil bdlgesindedir. Metilasyon
gozlenen hastalarin ekspresyon seviyelerinde azalma mevcuttur. Metilasyon saptanan 1
hastada (retromolar trigon) ekspresyon seviyesinde degisim gozlenmemistir.

Sigara ve alkol tiikketimi incelendiginde sigara tiiketimi ve ekspresyonda azalma
arasinda anlamlilik tespit edilmis olup, alkol tiiketimi ile ekspresyon seviyelerindeki
degisim arasinda anlamlilik bulunmamistir. Tabloya bakildiginda sigara tiiketimi
mevcut olan ve ekspresyonda azalma gozlenen hastalarin 2’sinde metilasyon saptandigi
goriilmektedir. 1 hastada ekspresyon artist gozlenirken, 1 hastanin ekspresyon
seviyesinde degisim olmadigi gozlenmistir. Alkol tiikketen hastalarin  2’sinde
ekspresyonda azalmaya bagli metilasyon varligi gozlenmistir.

Evrelere gore tablo incelendiginde erken evreden ge¢ evreye dogru ekspresyon
seviyesinde azalma mevcut oldugu ve metilasyon gozlenen hastalarin evre 3 ve evre 4
hastas1 oldugu tespit edilmistir. Ayrica yine bukkal mukoza ve inferior alveolar arkus
tanili OSCC hastalar1 incelendiginde sirasiyla 6 hastadan 4’{iniin (%66,6) ve 3 hastadan
2’sinin (%66,6) ileri evre (evre III ve evre IV) hastas1 oldugu saptanmustir.

Diferansiyasyon derecesi metilasyon varligina gore incelendiginde diisiik ve orta
dereceli  diferansiyasyonda metilasyon varhigi saptanmustir.  Orta  dereceli
diferansiyasyonda metilasyon goriillen 1 hastada ekspresyon azalisi gozlenirken, 1
hastada ekspresyon artis1 gozlenmis ve 1 hastada ekspresyon seviyesinde degisim
saptanmamistir. Bu nedenle diferansiyasyon dereceleri ve metilasyon seviyesi arasinda
bir anlamlilik saptanmamastir.

Lenf nodu tutulumu gozlenen hastalardan 2 tanesinde metilasyona bagl
ekspresyonda azalma goriiliirken, 1 hastada ekspresyonda artma saptanmistir. Lenf nodu
tutulumu olmayan 1 hastada metilasyon gozlenmis ve metilasyon gozlenen hastanin
ekspresyon seviyesinde degisim saptanmamustir.

Niiks gozlenmeyen 25 hastanin 17’sinde ekspresyonda azalma mevcut olup,
azalma go6zlenen 2 hastada metilasyon saptanmigtir. Metilasyon gozlenen 1 hastada ise

ekspresyon artis1 mevcuttur.
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Tablo 4-7: Premalin hasta grubunda klinikopatolojik verilere gére ekspresyon ve metilasyon gozlenen

hasta sayilar1

Ekspresyonda Ekspresyonda Metilasvon Ekspresyonda | Ekspresyonda
N (%) Azalma Artma N (o/y) Degisim Azalma ve
N (%) N (%) 0 Gozlenmeyen Metilasyon
Kadimn 15/30 (%50) 5/15 (%33,3) 4/15 (%26,7) 2/15 (%13,3) |  6/15 (%40) 1/15 (%6,7)
Cinsiyet
Erkek 15/30 (%50) 7/15 (%46,7) 5/15 (%33,3) 1/15 (%6,7) 3/15 (9620) 1/15 (%6,7)
<50 15/30 (%650) 7/15 (46,7) 4/15 (%26,7) 1/15 (%6,7) | 4/15 (%26,7) 0/15 (%0)
Yas
>50 15/30 (%50) 5/15 (%33,3) 5/15 (%33,3) 2/15 (%13,3) | 5/15 (%33,3) | 2/15 (%13,3)
oL 7/30 (%23,3) 317 (%42,8) 2/7 (%28,6) 1/7 (%14,3) 2/7 (%28,6) 1/7 (%14,3)
Patoloji OLD 10/30 (%33,3) 5/10 (%50) 2/10 (%20) 2/7 (%25,6) 317 (%42,8) 1/7 (%14,3)
LP 13/30 (43,3) 4/13 (%30,8) 5/13 (%38,5) 0/13 (%0) 4/13 (%30,8) 0/13 (%0)
sigara Yok (-) 13/30 (%13,3) 5/13 (%38,5) 4/13 (%30,8) 2/13 (%15,4) | 4/13 (%30,8) | 2/13 (%15,4)
Toketimi
Var (+) 17/30 (%56,6) 7/17 (%41,2) 5/17 (%29,4) 17 (%5,9) | 5/17 (%29,4) 0/17 (%0)
Alkol Yok (-) 24/30 (%80) 8/24 (%33,3) 8/24 (%33,3) 2124 (%8,3) | 8/24 (%33,3) 1/24 (%4,5)
Toketimi
Var (+) | 6/30 (%20) | 416 (%66,7) | 1/6 (%16,7) | 1/6 (%16,7) | 1/6 (%16,7) | 1/16 (%16,7)

Tablo 4-7 incelendiginde metilasyon varligi ve patolojik alt gruplar arasinda,

metilasyon gozlenen OLD tanili 2 hastanin 1’inde ekspresyonda azalma ve 1 hastada
ekspresyonda artma gozlenmistir. OL tanili hastalarin birinde metilasyona bagh
ekspresyon seviyesinde azalma saptanmistir.

Sigara tuketimi ile ekspresyon ve metilasyon durumlari arasindaki iliski
incelendiginde sigara kullanmayan hastalarin 2’sinde metilasyona bagli ekspresyonda
azalma gozlenmistir.

Sigara tiiketimi olan hastalarin 1’inde metilasyon varlig1

saptanmig, bu hastada ekspresyonda artma gozlenmistir. Sigara tiiketimi ve

ekspresyonda azalma tek basina incelendiginde istatistiksel olarak anlamlilik
bulunmustur.

Alkol tiikketimi olmayan hastalardan 2’sinde metilasyon varlig1 saptanmis olup, 1
hastada ekspresyonda azalma ve 1 hastada ekspresyonda artma goézlenmistir. Alkol
tiiketen hastalardan 1’inde metilasyona bagl ekspresyonda azalma saptanmigtir. Alkol
tiiketimi ile ekspresyon ve metilasyon seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamlilik

saptanmamuistir.
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Tablo 4-8: OLD tanili hasta grubunda klinikopatolojik verilere gére ekspresyon ve metilasyon

gdzlenen hasta sayilari

Ekspresyonda Ekspresyonda Metilasyon Ekspresyonda | Ekspresyonda
N (%0) Azalma Artma N (%) Degisim Azalma ve
N (%) N (%) 0 Gozlenmeyen Metilasyon
Kadin 7/10 (%70) 3/7 (%42,8) 217 (%28,6) 217 (%28,6) 217 (%28,6) 1/7 (%14,3)
Cinsiyet
Erkek 3/10 (%30) 213 (%66,7) 0/3 (%0) 0/3 (%0) 1/3 (%33,3) 0/3 (%0)
<50 3/10 (%30) 1/3 (%33,3) 0/3 (%0) 1/3 (%33,3) 2/3 (%66,7) 1/3 (%33,3)
Yas
>50 7110 (%70) 417 (%57,1) 217 (%28,6) 217 (%28,6) 1/7 (%14,3) 0/7 (%0)
Sigara Yok (-) 6/10 (%60) 3/6 (%50) 1/6 (%16,7) 1/6 (%16,7) 2/6 (%33,3) 1/6 (%16,7)
Tiketimi
Var (+) 4/10 (%40) 2/4 (%50) 1/4 (%25) 1/4 (%25) 1/4 (%25) 0/4 (%0)
Alkol Yok (-) 8/10 (%80) 3/8 (%37,5) 2/8 (%25) 2/8 (%25) 3/8 (%37.,5) 1/8 (%12,5)
Tiketimi
Var (+) | 2/10 (%20) | 2/2 (%100) | 0/2 (%0) | 0/2 (%0) | 0/2 (%0) | 0/2 (%0)

Tablo 4-8’de OLD tamili hasta grubunda klinikopatolojik verilere gore
ekspresyon ve metilasyon gozlenen hasta sayilari gosterilmistir. Tez ¢alismamizda 10
adet oral likenoid displazi tanili hasta mevcuttur. 10 hastadan 7’si (%70) kadin, 3’1
(%30) erkektir. 7 hasta (%70) 50 yas iizeri iken, 3 hasta (%30) 50 yasindan kiiciiktiir. 4
hasta (%40) sigara ve 2 hasta (%20) alkol tiketmektedir.

Sonuglar incelendiginde 10 adet OLD tanili hastadan 5’inde (%50) ekspresyon
seviyesinde azalma, 2’sinde (%20) ekspresyon seviyesinde artma gozlenirken, 3 hastada
(%30) ekspresyon seviyelerinde herhangi bir degisim gézlenmemistir. OPML grubunda
metilasyon gozlenen 3 hastadan 2’si (%66,6) OLD tanilidir. Metilasyon gozlenen 2
hastadan 1’inde (%50) ekspresyonda azalma, 1’inde (%50) ekspresyonda artma
gozlenmistir. Metilasyona bagli ekspresyon kayb1 bulunan hastanin klinik parametreleri
incelendiginde alkol, sigara tiiketimi olmayan, 50 yasindan biiytik, kadin hasta oldugu
goriilmektedir. Gozlenen metilasyon degeri %2,23’tiir. Metilasyon godzlenip
ekspresyonda artma gozlenen 1 hastanin klinik parametreleri incelendiginde ise sigara
tiketimi olup, alkol tuketimi olmayan, 50 yasindan kiigiik, kadin hasta oldugu
goriilmektedir. Gozlenen metilasyon degeri %0,23 olarak saptanmustir.

Projemizin bir 6n calismasi niteliginde olan, Demokan ve ark., tarafindan

gerceklestirilen onceki ¢aligmada metilasyon ve ekspresyon array’de incelenen 4 adet

oral likenoid displazi hastasinin yas ortalamasi 39,5’tir. 4 hastanin 3’0 (%75) kadin 1°i
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(%25) erkektir. 3 hastanin (%75) yas1 50’den kiigiik iken, 1 hasta (%25) 50 yas tizeridir.
Sigara hasta sayis1 3 (%75), alkol kullanan hasta sayis1 1 (%25) ve hem sigara hem
alkol kullanan hasta sayist ise 1°dir (%25). Hastalarin 3’{iniin (%75) anatomik bdlgesi
bukkal mukoza iken diger bir hastanin anatomik bolgesinin dil (%25) oldugu
gorulmektedir. Metilasyon ekspresyon array sonuglarina bakilarak, oral likenoid
displazi tumoér-normal doku karsilastirmasinda TBCD geninin CpG bdlgelerinde tumor
gruplar1 metillenmis, buna bagl olarak ekspresyon seviyeleri down-regiile oldugu tespit
edilmistir. TBCD geninin hipermetilasyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05).
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5. TARTISMA

Agiz boslugunun yassi epitel hiicrelerinden kaynaklanan bir kanser tirl olan
oral skuaméz hiicreli karsinom, bas-boyun kanserleri arasinda en sik goriilen malin
timordir ve insidans: son yillarda giderek artmaktadir (Wang et al., 2013). OSCC
genelde ileri evrede teshis edildiginden igin yiiksek morbidite ve mortalite oranlarina
sahiptir. Hastaligin bes yillik sagkalim orani yaklasik %50 civarindadir (Kademani,
2007). OSCC’de sigara, alkol kullanimi, tiitiin ¢ignenmesi, beslenme aliskanliklari,
genetik/viral etkenler gibi faktorlerin yani sira, oral mukozada meydana gelen
morfolojik degisikliklerle birlikte klinik olarak gozle goriilebilen premalin lezyonlarin

olusumunun hastaligin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (Lodi et al.,

2016).

Oral kavitenin prekanserdz lezyonlar1 (OPML), farkli oranlarda malin
transformasyon riski olan hastaliklardir. Bu lezyonlarin ge¢ evrelerde, siddetli displazi
ve karsinoma in situ ve/veya skuamoz hiicreli karsinomlara doniisme riskleri yiiksek

oldugundan erken teshis oldukg¢a 6nemlidir (Reibel, 2003).

Literatiir incelendiginde noronal proliferasyon ve migrasyondaki mikrotiibiil
davraniglarinin  TBCD'nin normal fonksiyonlarma bagli oldugu goriilmektedir
(Edvardson et al., 2016). Otozomal resesif hastaliklarda TBCD geninin biallelik
varyantlari, TBCD protein ekspresyon seviyelerinin azalmasina ve buna bagh olarak a-
B-tubulin heterodimer olusumunun azalmasina sebep olmaktadir. Bozuk mikrotiibiil
dinamiklerinin normal néronal fonksiyonu ve sagkalimi bozdugu bilinmektedir (Pode-
Shakked et al., 2017).

Son zamanlarda, o/p-tlbulin heterodimerinin birlesmesi ve ayrilmast igin
gereken bes ko-saperondan birini kodlayan TBCD genindeki varyantlarin
norodejeneratif bozukluga sebep olabildigi bildirilmektedir. Yapilan bir ¢alismada,
beyin gorintilemede mikrosefali, zihinsel engellilik, inat¢1 ndbetler, optik sinir
soluklugu / atrofisi ve kortikal atrofi rahatsizliklar1 bulunan bes hastanin periferik kan
I6kositlerinden genomik DNA elde edilerek tim eksom sekanslama yontemi ile
incelenmis ve TBCD geninde ¢.1423G>A missense mutasyonu tespit edilerek TBCD'nin

hem down regiilasyonunun hem de asir1 ekspresyonunun mikrotiibiil yeniden
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diizenlenmesi ve islevi lizerinde zararli etkilere sahip oldugu belirtilmistir (Pode-

Shakked et al., 2017).

Onceki projemizdeki metilasyon ve ekspresyon array sonuclarma gore oral
likenoid displazi grubunda istatistiksel anlamlilik bulunan TBCD genine ait promoter
metilasyon durumu ve ekspresyon seviyesindeki degisiklikler OSCC ve OPML
hastalarinin doku ve viicut sivilarinda incelendi. OSCC tanisi alan 30 hastanin
%66,6’sinda (20/30) tiimor dokusunda eslenik normal dokuya oranla ekspresyon
seviyesinde azalma ve %?20’sinde (6/30) ekspresyon seviyesinde artma gozlenirken,
OPML tanis1 alan 30 hastanin %40’inda (12/30) tiimoér dokusunda eslenik normal
dokuya oranla ekspresyon seviyesinde azalma ve %30’unda (9/30) ekspresyon
seviyesinde artma gozlenmistir. Literatiir incelendiginde saglikli dokuda TBCD geninin
ekspresyon seviyelerinin normal diizeyde seyrettigi bildirilmistir (Binarovd &
Tuszynski, 2019). Calismamizda malin tiimor dokusunda eslenik normal dokuya kiyasla
TBCD geninin ekspresyon seviyesindeki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,0001) ve sonuglarimiz bu agidan literatiir ile uyumludur. Ayn1 zamanda premalin
dokuda eslenik normal dokuya kiyasla TBCD geninin ekspresyon seviyesindeki azalma

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p= 0,0004).

Malin ve premalin hasta grubunda sigara tiiketimi ile timo6r dokusunda normal
dokuya oranla ekspresyon azalist arasinda istatistiksel olarak (sirasiyla p=0,0022,
p<0,0001) anlamlilik go6zlenmistir. Hastalar anatomik tutulum bolgelerine gore
simniflandirilarak ekspresyon degerleri karsilastirildiginda bukkal mukoza bolgesinde
anatomik tutulum gosteren 6 hastanin tamaminda (%100) ve inferior alveolar arkus
bolgesinde anatomik tutulum gosteren 3 hastanin tamaminda (%100) ekspresyonda
azalma gdzlemlenmis ve yine bukkal mukoza ve inferior alveolar arkus tanili OSCC
hastalar1 incelendiginde sirasiyla 6 hastadan 4’iinlin (%66,6) ve 3 hastadan 2’sinin

(%606,6) ileri evre (evre 111 ve evre IV) hastas1 oldugu saptanmistir.

Literatirde, TBCD geninde meydana gelen metilasyon degisimlerinin
incelendigi 3 adet ¢alisma bulunmaktadir (S. Guo et al.,, 2017)(Barrow et al.,
2020)(Zykovich et al., 2014). Ancak OSCC ve OPML hastalarinda metilasyona bagli

ekspresyon degisimlerini ayni anda inceleyen herhangi bir caligmaya rastlanmamaistir.

Yapilan caligmalardan birinde romatoid artrit hastalarinda meydana geldigi

bilinen CD4+T hucrelerindeki duzensiz DNA metilasyonunun belirleyebilmek adina,
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[llumina metilasyon 450K mikroarray yontemi kullanilarak CD4+T hiicresinin genom
capindaki DNA metilasyon degisikliklerinin profili incelenmistir. Bu ¢alismada 12 adet
romatoid artrit hasta dokusu ve aymi hastalarin eslenik normal dokular1 kullanilmis ve
HDAC4, NXN, TBCD ve TMEMSG61 genlerinin romatoid artrit dokularinda hipermetile
oldugu bildirilmistir (S. Guo et al., 2017).

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada kronik lenfositik 16semide TBCD nin agir1
ekspresyonu, LINE-1 ve Alu gibi retrotranspozonlarin promoter bolgelerinde meydana
gelen hipometilasyon ile iliskilendirilmistir. LINE-1 ve Alu gibi retrotranspozonlar
insan genomunun %25’inden fazlasimi olusturmaktadir. solid tumorlerde Bu
elementlerin global DNA hipometilasyona ugradigi rapor edilmistir. Yapilan ¢alismada
internette kullanima ag¢ik olan HM450K ve gen ekspresyon mikroarray veri datasetleri
kullanilmustir. Kronik lenfositik 16semide dokuz lokusta hipometilasyon (>%90 hasta)
g6zlenmistir. Diferansiyel metilasyon, LINE-1 ve Alu elementlerinin evrimsel yasi ile
iligskili bulunmus olup lokusa 6zgu hipometilasyon, DCLK2, HK1, ILRUN, TANK,
TBCD, TNFRSF1B ve TXNRD2 dahil olmak (zere proksimal genlerin diferansiyel

ekspresyonu ile iligkili bulunmustur (Barrow et al., 2020).

Zykovich ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bir diger ¢alismada saglikli geng
yetiskinlere kiyasla saglikli yasl yetiskinlerden alinan iskelet kasi-postmitotik dokudaki
DNA metilasyon dinamikleri, genom c¢apinda llumina 450K methylation array
yontemiyle incelenmistir. Geng ve yaslh gruplar arasinda insan iskelet kasinda genel bir
genomik hipermetilasyon egilimi bulunmustur. Iki grup arasinda farkli sekilde
metillenmis 5963 CpG bolgesi belirlenmis ve bunlarin %92'si (5518 CpG bolgesi) daha
yaslt deneklerde hipermetillenirken, geri kalan %8'1 hipometilasyon egilimi
gostermistir. Yaslh iskelet kasindan alinan DNA'da intragenik olarak en az bir CpG
bolgesi bulunan 2114 gen belirlenmistir. Yaslanmadan etkilenen bir gen 6rnegi, TBCD
genidir ve bu gen yliksek sayida intragenik CpG adacigina sahiptir (46 farkli bolge).
Bunlardan 45'inin geng kas dokusuna gore yash grupta hipermetile oldugu bildirilmistir
(Zykovich et al., 2014). Bizim bulgularimiza gére, OSCC hasta grubunda metile olan
hastalarin tamami ve OPML grubunda metile olan hastalarin %66,7’sinin ileri yas hasta
oldugu tespit edilmistir. OSCC hastalarinin ekpresyon seviyesinde azalma gozlenenlerin
%72’sinin 1ileri yas, OPML hastalarinin ise %33,3’linlin de ileri yas oldugu tespit

edilmistir.
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Calismamizda OSCC, OPML ve saglikli bireylere ait doku ve viicut sivilarinda
TBCD geninin metilasyon seviyesi incelenmistir. OSCC hastalarina ait tiimor dokusu
orneklerinde TBCD geninin promoter bdlgesinde 4/30 (%13,3) hastada metilasyon
g6zlenirken OPML hastalarina ait tiimor dokusu 6rneklerinde TBCD geninin promoter
bolgesinde 3/30 hastada (%10) metilasyon gbézlenmistir. TUmor dokusunda metilasyon
gozlenen hastalarin eslenik normal doku, serum ve tiikiiriikk 6rneklerinde metilasyon

varlig1 saptanmamuistir.

OSCC tanili hastalarda TBCD geninin promoter bélgesinde metilasyon gdzlenen
4 hastanin 2’sinde ise metilasyona bagli ekspresyon seviyesinde azalma meydana
geldigi gozlenmistir. 1 hastada ekspresyon seviyesinde artis meydana gelirken, 1
hastada herhangi bir degisim gozlenmemistir. OSCC hasta grubunda metilasyon
gozlenen hastalar ile ekspresyonda azalma gozlenen hastalar arasinda one-way Anova/

Friedman Test analizine gore istatistiksel olarak anlamlilik saptanmistir (p=0,0048).

OPML tanili hastalarda TBCD geninin promoter bdlgesinde metilasyon
gozlenen 3 hastanin 2’sinde ise metilasyona bagli ekspresyon seviyesinde azalma ve 1
hastada ekspresyon seviyesinde artis meydana geldigi gozlenmistir. Premalin hasta
grubunda yapilan one-way Anova/Friedman test analizine gore; metilasyon gozlenen
hastalar ile ekspresyonda azalma gozlenen hastalar arasinda istatistiksel olarak

anlamlilik bulunmustur (p=0,0173).

Metilasyon g6zlenen hastalar ile lenf nodu tutulumu (p=0,0123) ve

differansiyasyon derecesi (p<0,0001) arasinda istatistiksel anlamlilik gézlenmistir.

Onceki projenin ve bu projenin sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde OPML
grubunda oral likenoid displazi patolojisine sahip hastalarda TBCD geninin promoter
bolgelerinde metilasyon varligmmin saptandigr goriilmektedir. Ancak ekspresyon
seviyesinde meydana gelen kaybin metilasyona baghh mekanizma ile gerceklestigini
aydinlatabilmek i¢in daha genis sayidaki OLD tanili hasta grubunda ¢alismanin devami
gerekmektedir.

Projemizde, OSCC ve OPML tanili hastalarin tiimoér dokularinda eslenik normal
dokuya oranla TBCD genine ait ekspresyon seviyelerinde belirgin bir azalma meydana
gelirken, metilasyon/ekspresyon seviyeleri birlikte degerlendirildiginde belirgin bir
anlamlilik tespit edilememistir. Ekspresyonda azalma cesitli klinik parametrelere gore

degerlendirildiginde sigara tiketimi ve gec evre (I11-1V) ile ekspresyon azalisi arasinda
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anlamlilik tespit edilmistir. OSCC hastalarinda bukkal mukoza ve inferior alveolar
arkus bolgesi ile OPML hastalarinda oral likenoid displazi alt grubunda meydana gelen
ekspresyonda azalma diger gruplara gore daha anlamli bulunmustur. Oral likenoid
displazi, diger premalin alt gruplarina gére maliniteye dontisiim riski yiiksek diplazi
grubudur. Ayrica, OSCC hastalarinda ekspresyon seviyesindeki kat degisimleri TNM
gruplara gore degerlendirildiginde evre I’den IV’e dogru TNM derecesi arttikca
ekspresyon seviyesindeki azalma kat sayilarmin artti@i gozlenmistir. Bu durum,
tiimoriin agresifligi ile TBCD geninin ekspresyon seviyesindeki azalmanin arasinda
dogru orant1 oldugunu gostermektedir. Sonug olarak, TBCD geninde timér dokusunda
meydana gelen ekspresyon seviyesinde azalmanin, Ozellikle OSCC’nin spesifik alt
grubu olan inferior alveolar arkus ve bukkal mukoza tumoérleri ile OPML’nin spesifik
alt grubu olan OLD tan1 ve progresyonunda 6nemli rol oynayabilecegi ve epigenetik bir

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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