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: Worst patterns of invasion (En kotl invazyon modeli)
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OZET

ESENTURK, K.G. (2020). Oral Kavitenin Malin ve Premalin Lezyonlarinda GPRC5C
Geninin Genetik ve Epigenetik Profilinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitist, Temel Onkoloji ABD, Deneysel ve Molekiler Onkoloji BD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Oral kanser, gen-gevre etkilesimini gosteren en iyi kanser modellerinden biridir.
Oral Skuamoz Hiicreli Karsinoma (OSCC), diinyadaki yillik bas ve boyun kanseri
vakalarinin  %30'unu ve agiz kanserlerinin %95'ini olusturmaktadir. OSCC’nin
etiyolojik faktorleri arasinda bulunan sigara/alkol kullanimi, HPV, UV nin yani sira oral
premalin lezyonlarin (OPML) doniisiimii sonucunda meydana gelir. OSCC ve OPML
gelisimde genetik ve epigenetik mekanizmalar etkilidir. Timoriin olusumu e
gelisiminde DNA metilasyonu oldukga etkilidir. Prof. Dr. Semra Demokan ve
arkadaslarmin TUBITAK-114S497 nolu projesinin array sonuglaria gore metilasyona
bagli ekspresyon seviyesinde azalma gozlenen, GPRC5C geninin metilasyon ve
ekspresyon seviyeleri oral skuamoz hiicreli karsinom (OSCC) ve oral premalin lezyon
(OPML) hasta grubunda incelendi. Calismamizda, yiiksek ve diisiikk malignite doniisiim
riski tastyan OPML gruplart arasinda ve OPML ile OSCC arasindaki molekiiler
farkliliklar saglikli kisilerden elde edilecek verileri karsilastiriarak belirlenmis ve
GPRC5C’nin non-invaziv yontemlerle tani, teshis ve tedavide kullanilabilecek bir
biyobelirte¢ olma potansiyeli incelenmistir. Calismamizda, OSCC ve OPML tanisi
almig ve ameliyat edilmis 30’ar hastanin, tiimoér, eslenik normal doku, serum ve
tikulrigiinde, kontrol grubu olarak 15 adet saglikli bireyin normal mukoza, serum ve
tikiriginde DNA ve RNA izolasyonlari yapildi. GPRC5C geninin metilasyon
seviyelerini belirlemek icin QMSP yontemi kullanilmig olup ekspresyon diizeyinin
belirlenmesinde QRT-PCR yo6ntemi uygulandi. Metilasyon ve ekspresyon oranlari
belirlenip, metilasyona bagli ekspresyon kaybi incelendi. Yapilan deneyler sonucunda
OSCC grubunda 30 hastanin 4’tinde (%13,33) GPRC5C geninin promotor bolgesinde
metilasyon, 13’iinde (%43,33) GPRC5C geninin ekspresyon seviyesinde azalma ve
10’unda (%33,33) ekspresyon seviyesinde artma gozlemlenirken, 7 (%23,33) hastanin
ekspresyon seviyelerinde farklilik gézlemlendi. OPML grubunda 30 hastanin 2’sinde
(%6,67) GPRC5C geninin promotér bolgesinde metilasyon, 12’sinde (%40) GPRC5C
geninin ekspresyon seviyesinde azalma ve 13’linde (%43,33) ekspresyon seviyesinde
artma gozlemlenirken, 5 (%16,67) hastanin ekspresyon seviyelerinde farklilik
g6zlemlendi. OSCC ve OPML hasta gruplarinda ekspresyon seviyesindeki degisiklikler
ile klinik parametreler (differansiyasyon derecesi, LNT, evre, anatomisi, patolojisi)
arasinda anlamliliklar goriilmesine ragmen, diisiik oranlarda gozlemlenen metilasyonun,
degisen ekspresyon seviyeleri lizerinde bir etkisinin olmadig1 gézlemlendi. OSCC ve
OPML hasta grubundaki meydana gelen ekspresyon seviyesindeki azalma, oral kavite
karsinogenezinde meydana gelen mutasyon kaynakli olabilir.

Anahtar Kelimeler: Promoter Metilasyonu, Gen Ekspresyon, OSCC, OPML, GPRC5C

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2019-35403.
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ABSTRACT

Esentiirk, K.G. (2006). Investigation of Genetic and Epigenetic Profile of GPRC5C
Gene in Malignant and Premalignant Lesions of the Oral Cavity. istanbul University,
Institute of Health Science, Department of Basic Oncology. Master Thesis. Istanbul.

Oral cancer is one of the best cancer models showing gene-environment interaction.
Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) accounts for 30% of annual head and neck
cancer cases and 95% of oral cancers in the world. It occurs as a result of the
transformation of oral premaline lesions (OPML) as well as smoking / alcohol use, HPV
and UV, which are among the etiological factors of OSCC. Genetic and epigenetic
mechanisms are effective in OSCC and OPML development. Prof. Dr. According to the
array results of the project of Semra Demokan et al., TUBITAK-114S497, the
methylation and expression levels of the GPRC5C gene, whose expression level was
decreased due to methylation, were examined in the patient group of oral squamous cell
carcinoma (OSCC) and oral premaline lesion (OPML). In our study, molecular
differences between OPML groups with high and low risk of malignancy transformation
and between OPML and OSCC were determined by comparing the data obtained from
healthy individuals, and the potential of GPRC5C as a biomarker that can be used in
diagnosis, diagnosis and treatment with non-invasive methods was examined. In our
study, DNA and RNA isolations were performed in tumor, conjugated normal tissue,
serum and saliva of 30 patients who were diagnosed with OSCC and OPML and in
normal mucosa, serum and saliva of 15 healthy individuals as a control group. The
QMSP method was used to determine the methylation levels of the GPRC5C gene, and
the QRT-PCR method was used to determine the expression level. Methylation and
expression rates were determined and expression loss due to methylation was examined.
As a result of the experiments, methylation in the promoter region of the GPRC5C gene
was observed in 4 (13.33%) of 30 patients in the OSCC group, decreased expression
levels of the GPRC5C gene in 13 (43.33%) and increased expression levels in 10
(33.33%) of them. Differences were observed in the expression levels of 7 (23.33%)
patients. In the OPML group, 2 (6.67%) of 30 patients had methylation in the promoter
region of the GPRC5C gene, 12 (40%) had decreased expression levels of the GPRC5C
gene, and 13 (43.33%) had increased expression levels, while 5 (16%) , 67) observed
differences in the expression levels of the patient. Although there were significant
differences between the changes in expression level and clinical parameters (degree of
differentiation, LNT, stage, anatomy, pathology) in OSCC and OPML patient groups, it
was observed that methylation observed at low rates had no effect on varying
expression levels. The decrease in the expression level occurring in the OSCC and
OPML patient group may be due to mutation in oral cavity carcinogenesis.

Key Words: Promoter Methylation, Gene Expression, OSCC, OPML, GPRC5C

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TYL-2019-35403.



1. GIRIS VE AMAC

Oral skuaméz hiicreli karsinom (OSCC), dil ve bukkal mukozanin tiimdrleri dahil
olmak iizere bas-boyun skuamdz hiicreli karsinomlarin (HNSCC) ¢ogunlugunu olusturur.
OSCC, diinyada yillik gozlenen bas-boyun kanser (HNC) vakalarinin %30’unu, oral
kanserlerin ise %95’ini olusturmaktadir. Oral kanserler diger malin tiimorlere gore daha
diisiik bir insidansa sahipken, yiiksek mortalite ve ciddi rahatsizliklara sebep olabilmektedir.
Bes yillik sagkalim oran1 %50 civarindadir; ancak teshisin ge¢ yapilmasina bagli olarak bu
oran % 15'e kadar diisebilmektedir. OSCC insidans1 genetik ve g¢evresel faktorlere bagli
olarak farkliliklar gosterebilmektedir. Oral kavite kanserleri, gen-gevre etkilesimini gésteren
en iyi kanser modellerinden biridir. Sigara ve alkol kullanimi, etnik koken, yas ve cografik
bolge gibi etiyolojik faktorler OSCC gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. OSCC’nin
predispozan etiyolojik faktorleri arasinda; UV’ye maruz kalma, demir ve ¢esitli vitamin
eksiklikleri, ylksek doz radyasyon ile immiin yetmezligin yani sira viral etkenler (HPV, EBV,
HSV), sifilis, kronik iritasyonlar (dis veya protez vurmasi) ve kotii agiz hijyeni gibi etkenler
bulunmaktadir. OSCC, oral kaviteyi kaplayan ¢ok katli yass1 epitelde displazi ile baglayan ve
neoplazik hiicrelerin bazal membrani agarak subepitelyal alana invaze olmasi ile gelisen malin
bir tiimdrdiir. Dilin ventral yiizeyi ve agzin zemini, keratinsiz ince epitel ile kapli oldugu i¢in
OSCC’nin en sik goriildiigii bolgelerdir. Karsinojenler agiz tabaninda birikirler ve kolayca bu
epitelden gegebilirler. Oral premalin lezyonlar (OPML), farkli oranlarda malin
transformasyon riski olan hastaliklardir. Premalin lezyonlarin erken teshisi olduk¢a 6nemlidir;
clinkii ge¢ evrelerde, siddetli displaziye ve karsinoma in situ ve/veya skuamdz hiicreli
karsinomlara doniisme riskleri oldukga yiiksektir. Kanser; hiicrenin uyarilma, farklilagma,
yasam ve Oliim gibi islevlerini diizenleyen mekanizmalardaki kusurlar sonucunda ortaya ¢ikan
genetik ve epigenetik degisikliklerin birikiminden kaynaklanan kompleks bir hastaliktir.
Epigenetik, genotipik degisikliklerden kaynaklanmayan, ama ayni zamanda kalitimsal
olabilen, gen ekspresyonundaki farkliliklar1 inceleyen bilim dalidir. Epigenetik mekanizmalar,
dogrudan ya da dolayli olarak gen ifadesini kontrol eden mekanizmalardir. Cevresel
etmenlerin genler Tlzerine etkileri epigenetik mekanizmalarin aktive olmasma veya
sessizlestirilmesine neden olabilir. Bu da geni inaktive eden bir mutasyon ile benzer sonuclara
sebep olur. DNA dizisi iizerinde kimyasal modifikasyonlar oldugundan kaynakli geri
dontistimliidiir. Genin promoter bolgesinde lokalize CpG adaciklarindaki sitozin niikleotidinin

5. karbonuna metil grubu eklenmesiyle olusan DNA metilasyonu, epigenetik gen



diizenlenmesi i¢in kapsamli bir sekilde karakterize edilmis bir mekanizmadir. Karsinogenezde
en fazla goriilen epigenetik degisiklik, timor supressor genlerin promoter bolgelerindeki
DNA metilasyonu sonucu gen ifadesinin baskilanmasidir. Prof. Dr. Semra Demokan ve
arkadaslarinin  yaptizi  TUBITAK-SBAG-114S497 no’lu c¢alismada OPML ve OSCC
hastalarinin tiimor dokular1 ile eslenik normal doku materyalleri ile gerceklestirilen
ekspresyon ve metilasyon array verilerine (Ekspresyon icin; logFC:0,59663 p-value: 0,043
Metilasyon icin; DeltaBeta: -0,130984561) gore G Protein-Coupled Receptor Class C Group
5 Member C (GPRCS5C) geninin promoter bolgesindeki CpG adaciklarinda meydana gelen
hipermetilasyon nedeniyle metilasyona bagl ekspresyon seviyelerinde azalma gézlenmistir.
GPRC5C geni 17. Kromozomun kisa (q) kolunda 25.1 bandinda lokalizedir. G protein-baglh
reseptorlerin (GPCR'ler) yapisi, 7 transmembran domaini, hiicre dis1 bir N-terminal domaini,
bir hicre i¢ci C-terminal domaini ve birkag korunmus rezidiilerden olusur. Bu proteinin
spesifik islevi bilinmemekle birlikte retinoik asidin G protein sinyal transdiiksiyonu kaskad1
tizerindeki hiicresel etkilerine aracilik edebilecegi diisliniilmektedir. Arastirmamizda,
GPRC5C geninin promoter bolgesindeki metilasyon durumu ile ekspresyon seviyesinde
meydana gelen degisiklikleri incelenmis, saglikli popiilasyon ile karsilastirilmistir. Hastalara
ait doku (tiimér, eslenik normal doku) ve viicut sivi (serum, tukirik) érneklerinde GPRC5C
geninin promoter bolgesindeki metilasyon, ekpresyon seviyeleri ile metilasyona ve
ekspresyon seviyeleri arasindaki iliskinin incelenip literatiire katki saglanmasi hedeflenmistir.
OPML ve OSCC’nin erken tanisinda ve OPML’nin OSCC’ye doniisiimiinde ayirici tanisinda
yeni aday gen biyobelirte¢ olarak GPRC5C geninin kullanilabilirligi test edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. ORAL KAVITENIN ANATOMISI ve KANSER

Oral kavite; anteriorda dudak vermilyon kenarindan baslayarak posterosiiperiorda sert
damak yumusak damak bileskesi, posteroinferiorda sirkimvallat papillalar ve lateralde ise
anterior tonsiller plikalar arasinda kalan alan olarak sinirlart belirlenmis bolgedir. Dudaklar,
dentoalveoler arklar, oral dil, retromolar trigon, agiz tabani, yanak mukozasi ve sert damak

olmak Uzere 7 bolime ayrilir.

Oral kavite malinitelerinin lokal, rejyonel ve uzak yayilimini lenfatik yolaklar,
norovaskiiler anatomi ve bas boyun fasyal planlar etkilemektedir. Fasyal planlar tiimdriin
direkt invazyonunun Oniine geger. Norovaskiiler ve lenfatik invazyon olmasi durumunda

hastanin prognozu ve sag kalimi olumsuz olarak etkilenir (K. J. Lee et al., 2008; Salama et al.,
2011).

Retromolar

tonsillar pdiar

s— Antenor
tonsillar pdiar

A

Area of Stensen's
duct orifice
(parotid)

Sekil 2.1-1: A. Oral kavite ve orofarenksin anatomisi. B, agizin agik goriintiisii. C, Dilin alt
kismi. (Goldenberg and Koch 2010).



Oral kavite kanserleri, bag boyun kanserlerinin %14 iinii olusturur (Hoffman, et al.
1998). Oral kavite kanserleri arasinda, %86,3 oraninda skuamoz hicreli karsinom (SCC),
%3,9 oraninda adenokarsinom, %2 oraninda vertikoz karsinom, %1,5 oraninda lenfoma ve
%1,5 oraninda kaposi sarkomu oldugu goriildii. Oral kavite kanserlerinin tanisinda %55
oraninda erken evre tiimoérlerinin oldugu saptanmustir. Dil bdlgesinde anatomik tutulum
goOsteren tiimorlerde 35 yas alt1 hastalarin daha sik gorilirken, agiz taban1 boélgesinde tutulum

anatomik gosteren timorlerin daha seyrek oranda goriildiigii belirtilmistir (Funk et al. 2002).

Oral kavite kanserlerinde SCC varyantlari bulunmaktadir. Sarkomatoid SCC olarak
bilinen igsi hiicreli SCC, oral kavite, larenks ve orofarenkste gorulmektedir (Spector et al.,
2011). Bazaloid karsinom, SCC’nin yiiksek dereceli varyanti olarak goriilmekte ve 5 yillik
sag kalim orani, orta ve Koti diferansiye oral kavite SCC’leri ile benzerdir (De Sampaio Goes
et al. 2004). Egzofitik olarak blytr ve lokal invasive olan Verriik6z karsinom SCC’nin diisiik
dereceli varyant1 olarak kabul edilmekte ve siklikla bukkal mukozada goriilmektedir (%50).
Rejyonel yayilim ihtimali diisiik olan bu variant tiirti, radyoterapi direncli olarak kabul edilir

ve tedavisi cerrahidir (De Sampaio Goes et al. 2004).

Oral kavite kanserleri, dudak, inferior alveoler arkus, dil, retromolar trigon, agiz

tabani, bukkal mukoza ve sert damak olmak iizere 7 anatomik bolgede goriilmektedir.

Dudak tlimorleri, SCC baskin oldugu alt dudak (%88-95), bazal hicreli karsinomun
baskin oldugu Ust dudak (%2-7) ve komissurde (%1) gorulmektedir. Vermilyon veya deri
Uzerinde Ulsere lezyon olarak karsimiza ¢ikan dudak tiimorlerinin risk faktorleri arasinda
giines 15181 maruziyeti, agik ten, sigara kullanimi ve immiinsiipresyon bulunur. Boyun
metastazi dudak tiimorlerinde sik olarak gorilmez (%10) ve hastalarin ¢ogu erken evrede
teshis edilir (Weber et al. 2006). Perinoral invazyon, st dudak lezyonlari, kemik tutulumu,
lenf nodu metastazi, cilt tutulumu ve komissir lezyonlar: kotii prognostik faktorlerdir (Zitsch
etal., 1995).

Inferior alveolar arkus anatomik bolgesinde tutulum gdsteren tiimorler, oral kavite
SCC’lerinin %10’unu kapsamaktadir. Alt alveoler inferior timorleri Gst alveoler inferior
timorlerinden daha sik gorulmektedir. Mukozanin altta kemige yakin olmasi nedeniyle tani
esnasinda kemik invazyonu sik olarak goriiliir. Dis soketlerine uzanan tiimorler daha fazla
kemik invazyonu ile iliskilidir. 155 hastanin oldugu bir ¢aligmada, Alveoler inferior
tmorlerinin %63 oraninda mandibula gévdesinden kaynaklandigi gosterilmistir. Lezyonlarin

yarisindan ¢ogu adentiloz hastalarda ortaya ¢ikmis olup %67 hastada erken evre (T1-2) timor



saptanmistir (Eicher et al., 1996). Yapilan ¢alismalarda mandibula invazyonu agisindan
BT’nin spesifik ve duyarli bir tetkik oldugu belirtilmistir (Close et al., 1986). Metastatik
yayilimi olmayan hastalarda 5 yillik survi T1-2 timorlerde %85, T3-4 timorlerde %65 olarak
belirtilmistir (Overholt et al., 1996).

Dil, nonkeratinize skuaméz epitel ile kapli kas dokusudur. Dil; lateral dil, ventral ve
dorsal dil, anterior tip alt boélimlerini icerir. Dil anatomik bdlgesinde tutulum gdsteren
timorler, epitelde ortaya ¢ikar ve kaslara invaze olur. En sik, agrili iilserasyon ve egzofitik
kitle olarak karsimiza g¢ikar. Genel olarak sigara ve alkol kullananlarda alti ve yedinci
dekatlarda ortaya ¢ikar. Cogunluk SCC olup dilin genelde posterolateral (%75) kisminda
ortaya ¢ikar. Ikinci en sik gériilen yer anterolateral ventral yiizdiir. Dorsal yiizde timor nadir
gorulir (Goldenberg et al. 2000).

Retromolar trigon anatomik bdlgesinde tutulum gosteren timorler, ileri evre hastalik
olarak ortaya ¢ikma egilimindedir. Hastalarin %50’sinde tani sirasinda lenf nodu metastazi
goriiliir. Tiimdriin dil kokii ve tonsiller fossaya yayilimi yaygindir. Mandibula tutulumu sik
oldugundan erken evre tiimorlerde bile mandibulanin bir kismini rezeke etmek gerekir. T1
hastalikta 5 yillik sag kalim % 76 iken T4 hastalikta %54 olarak belirtilmistir (C. J. Huang et
al. 2001).

Agiz tabaninda anatomik tutulum gosteren timorler, tipik olarak altinci dekatta ve
cogunlukla erkeklerde ortaya ¢ikar. Tan1 esnasinda %35°1 ileri evrede (T3-4) saptanir (Shaha
et al., 1984). Agiz tabanin1 destekleyen mylohyoid, genioglossus ve hyoglossus kaslari,
hastaligin yayilmasinda bariyer gorevi goriirler. Agiz tabani kaslarinin tutulmasi sonucunda
dilde hipomobilite ve dizartri veya dilde fiksasyon ile ortaya ¢ikabilir. (Rodgers et al. 1993;
Shack 1986).

Bukkal mukoza anatomik bdlgesinde tutulum gosteren tumorler, tim oral kavite
malignitelerinin %10’unu temsil eder ve erkeklerde 4 kat daha fazla gorilir. Tutin
tirtinlerinin kullanimina bagli olarak ortaya ¢ikar. SCC varyant1 olan verriik6z karsinom en sik
bukkal mukozada goriiliir. Diigiik dereceli bir tiimor gibi goriilse de farklilasma ve invazyon
noktalar1 olabilir. Anteriorda bulunan lezyonlar submandibuler nodlara metastaz yaparken
posterior lezyonlar Ust jugulodigastrik nodlara metastaz yapar. 5 yillik survi evre 1 hastalikta
%75-78, evre 2 %65-66, evre 3 %30-62, evre 4 hastalikta ise %20-50 olarak bildirilmistir
(Jing et al., 2006),(Diaz et al., 2003).



Sert damak anatomik bdélgesinde tutulum gosteren timorlerde, SCC en sik goriilen
malignitesidir. SCC disinda minor tiikrilk bezi karsinomlar1 da goérilmektedir. Kaposi
sarkomunun oral kavitede en sik olarak goriildiigii yer sert damaktir (Beckhardt et al. 1995),
Damak kemiginin periostu tiimoriin yayilimi i¢in bir bariyer gérevi goriir. Periostun tutulumu
kemigin bir kisminin eksizyonunu gerektirir. Yapilan bir ¢alismada T1 tiimorlerde lenf nodu
metastazi %4,1, T2 timorlerde %14,9, T3 timorlerde %10,3 ve T4 timorlerde %24,7 olarak
belirtilmistir. Bu nedenle T1 digindaki timorlerde boyun disseksiyonu 6nerilmektedir (H. W.
Lin and Bhattacharyya 2009).

Calismamizda yer verdigimiz OSCC grubunu olusturan 30 hastanin 5’1 agiz, 6’s1
bukkal mukoza, 10’u dil, 3’u inferior alveolar arkus, 4’i retromolar trigon, 2’si sert damak

anatomik bolgesinde tutulum goéstermektedir.

2.2. ORAL SKUAMOZ HUCRELI KARSINOM (OSCC)

2.2.1. OSCC’nin Epidemiyolojisi
Oral kanserler, Gliney Asya ve Pasifik Adalari'nda erkeklerde daha ¢ok goriilen bir
kanser tird olup 6lim nedenini olarak da sikga goriilmektedir (Bray et al. 2018). Hindistan,
diinyada oral kanserlerin tigte birini olusturmaktadir. OSCC, tiim oral malign lezyonlarin

%90"1ndan fazlasini olusturmaktadir.

OSCC'nin cografik dagilimina gore en yiiksek insidans oranlart Dogu'dan Orta
Asya'ya, Blyuk Rift Vadisi boyunca Afrika'nin Hint Okyanusu kiyisina ve Uruguay'daki
Giiney Amerika'da ve tiim Gaucho Bélgesi'nde kayithdir. Ozofagus kanseri oranlari Cin’de
10 kat degisebilmektedir ve kisa cografi mesafelerde farkliliklar vardir. OSCC, en sik 6liim
nedeni Kuzey Merkez Taihung Dag bdlgesinde gorilmektedir. Buyuk nifus ve yiksek
insidans nedeniyle, Cin diinya c¢apinda toplam OSCC vakalarinin yaklasik yarisini
olusturmaktadir (Khan et al. 2019).

2.2.2. OSCC’nin Etiyolojisi ve Risk Faktorleri
Tiitlin kullanimi, oksidatif enzimler yardimiyla DNA ile etkilesime girebilen reaktif
metabolitlere doniistiiriilen yaklagik 300 kanserojen bilesigin salinmina neden olmaktadir
(Vargas-Ferreira et al. 2012). Literatiirde bulunan derlemelerde, tiitsiilenmis veya dumansiz
titin maruziyeti ile OSCC arasindaki iliskiyi gii¢lii bir sekilde desteklemektedir. (Awan and
Patil 2016; D. N. Sinha, Abdulkader, and Gupta 2016; Q. L. Wang et al. 2017). Dumansiz

tltun Grdnleri, sigara igenlerin ve sigara icmeyenlerin oral sivilarinda bulunan nitrozaminler



gibi birka¢ kanserojen icermektedir (K.Warnakulasuriya & Ralhan, 2007).0On yillik sigara
birakma siiresi olan kisilerde, agiz kanseri riski, sigara icmeyenler ile benzer seviyelerde

oldugu gosterilmistir (Bosetti et al. 2008; Saman Warnakulasuriya et al. 2010).

OSCC'de risk sinerjik olarak tuttn tiketimi ile iligkili gériinmektedir ve giinliik i¢ecek
sayis1 yerine genel alkol tiiketimi ile baglantili gériinmektedir (Lubin et al. 2009). Etanol, Ust
gastrointestinal sisteminden emilerek, alkol dehidrojenaz 1B ile karacigerde asetaldehide
metabolize edilir ve aldehid dehidrojenaz 2 ile ardisik detoksifikasyon ile asetik aside
doniismektedir. Asetaldehit, maya ve bakteri gibi mikroorganizmalarin etanol ile etkilesimiyle

insan ag1z boslugunda da iiretilebilmektedir (Khan et al. 2019).

Epitelyal hiicre 6zgiilliigline sahip olan, konakg¢iya 6zgli DNA tasiyan ve konakci
hiicresel genom igine yerlestirme yetenegi olan HPV'ler, OSCC'de tanimlanan en yaygin viriis
tiraddr (Termine et al., 2008). OSCC'de, HPV viriisiiniin yayginlig1 oncelikle demografi ve
etnik koken farkliliklari nedeniyle %20-25 arasinda degismekte oldugu belirtilmistir (Vargas-
Ferreira et al., 2012). Ayrica, Herpes Simplex Virus (HSV) I antikorlarinin seviyesi bas-
boyun kanseri tanili sigara i¢en hastalarda, saglikli fakat sigara igenlere gore daha yiksek
oldugu goriilmiistiir. HSV'ye uzun siire maruz kaldiginda mukozanin tiitiin kanserojenlerine

kars1 daha duyarli hale getirebilecegini diisiiniilmektedir (Khan et al. 2019).

Meyve ve sebze tiiketimi, diisiik orada da olsa agiz kanseri ile iliskilendirilmis ve
meyve, sebze ve lif bakimindan zengin yiyeceklerin koruyucu bir rol oynayabilecegi gosteren
kaynaklar literatiirde bulunmaktadir (Soodan KS, Priyadarshni P 2018). Haftada birden fazla
tiiketilen sar1 sebze, turpgiller ve narenciyenin koruyucu bir etkisi oldugu gosterirken, haftada

birden fazla tiikketilen kirmiz1 etin risk olusturdugu bildirilmistir (B. Gupta, et al. 2017).

2.2.3. OSCC’nin Evreleme ve Prognoz
Oral kavite malignitelerinde evreleme American Joint Committee on Cancer
tarafindan tanimlanir (AJCC) ve primer tiimor, bolgesel lenf nodu metastazi, uzak metastaz

(TNM) formatini izler (Tablo 2.2.3-1).

Tablo 2.2.3-1: American Joint Committee on Cancer (AJCC) 8.edition, Oral Kavite
Timorleri TNM Evrelemesi



(T:Primer lezyonu(timor boyutu ile ¢evre dokulara infiltrasyon derecesi baz alinarak degerlendirilir),
N:Bolgesel lenf nodu tutulumunu, M:Uzak metastaz).

Primeri tespit edilemeyen timor

—
X

In situ karsinom

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

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

—
N

—
w

Tiimoér>4cm veya herhangi boyutta tiimor ve DOI>10 mm

_|
o

(=Y

Orta, ileri ve ¢ok ileri lokal hastalik

Orta, ileri lokal hastalik: (dudak) Tiimor kortikal kemigi invaze etmekte veya
inferior alveoler sinir, agiz tabani, yliz cildi tutulmus; (oral kavite) timor
sadece bitisik yapilara invaze (mandibula ve maksilla kortikal kemik
tutulumu, maksiller siniis veya yiiz cildine uzanim), dis soketinden girerek
kemik invazyonu yapan gingiva tiimorleri T4 grubuna girmez

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

X

Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor
Bolgesel lenf nodu metastazi yok

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

Aynt 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

Z
[N

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

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

Z
N
()

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

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

Boyutu > 6 cm lenf nodu metastazi ve ekstrakapsiiler yayilim (-) veya klinik
olarak tespit edilebilen ekstrakapsiiler yayilimin oldugu herhangi bir lenf
nodu metastazi

s
w o

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

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

Metastaz var




Bilateral olan dilin arka boliimiinlin lenfatik drenajidir, dilin 6n bolimi ise tek
taraflidir ve genel olarak servikal lenf noduunun {ist boliimiinde tutulum gosterirken arka
boliimii daha asagiya tutulum gosterir. Lenf nodunun iist boliimiiniin tutulumunun, alt
boliimiin tutulumundan daha iyi prognozla iligkili oldugu bilinmektedir (Omar 2013). Arka
bélumde tutulum gosteren orofaringeal timorlerde oral tiimorlere kiyasla bes yillik sag-kalim
onemli 6lglde azalmaldig: belirtilmistir (Scully and Bagan 2009). Nodal metastaz (izerindeki
etkisi olan tiimor yerlesimi sagkalimda azalmaya neden olur (Woolgar 2006). Prognoz, timor
primer bélgesine, lenf nodu tutulumuna, tiimor kalinligina ve cerrahi siirlarin durumuna ek
Tablo 2.2.3-2’de belirtilen faktorlere gore degismektedir (Garzino-Demo et al., 2006).
Tiimoriin tutulum gosterdigi bolge ve boyutu genellikle tedavinin se¢imini ve sonucunu
etkilemektedir (Scully and Bagan 2009). Tumoér boyutunda meydana gelen artis, servikal
tutulum (Woolgar, 2006), yiiksek niiks oran1 (Woolgar, 2006) ve koti prognoz (Crissman et
al., 1984) ile iliskilendirilmistir. Bukkal mukoza anatomik bolgesinde tutulum gésteren OSCC
timor kalinhigmin 6 mm veya daha fazla olmasi durumunda kotii prognoz disiiniilmelidir
(Urist et al. 1987). Onemli bir caydiric1 etken ise lenf nodu tutulumunun boyutudur. Erken
evre tumorlerinde (T1/T2) gizli lenf nodu metastazi insdansinin %27-40 arasinda oldugu
bildirilmistir (Keski-Santti et al., 2006). Tumaor hdcrelerinin sinir kilifi boyunca yayilmasi,
genel prognozu-sagkalimi etkilemektedir (Scully and Bagan 2009). Prognostik degeri gesitli
calismalarda vurgulanan ve bolgesel niiks ve uzak metastaz ile baglantili olan perineural-
endondral invazyon, timor hiicreleri sinir ve g¢evre dokulara kolayca yayildik¢a timor

hiicrelerinin kafatasinin tabanina yayilmasi anlamina gelmektedir (Omar 2013).

Tablo 2.2.3-2: Prognostik faktorler

Prognostik Faktorler
Yas Sosyo-Ekonomik Durumu Meslek Yasam Tarz1

Tolerans Hastanin Genel Durumu Cinsiyet | Preoperatif Hemoglobin Diizeyi

2.2.4. OSCC’nin Histopatolojisi
TNM smiflandirmasina ve tliimoriin konumuna bagli olarak hastaligin klinik
evrelendirilmesi rutin olarak oral skuaméz hiicreli karsinomlarin (OSCC'ler) prognozu ve

tedavisi icin ana kriterlerdir (Dissanayaka et al. 2012). OSCC'li hastalarda tedaviye yanit ve
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prognoz farklilik gosterebilir. Ayni bolgede tutulum gosteren timorlerde ve ayni klinik
asamada olan farkli hastalarin bazilarinda uzun siireli sagkalim gorulurken, bazi hastalarda ise
hizla metastaz goriilebilir ve sagkalim siireleri azdir (Brandwein-Gensler et al., 2005). Bu
nedenlerden dolay1, OSCC’nin spesifik histopatolojik siniflandirma sistemlerine sahip olmasi,
klinisyenlere OSCC hastalarinin tedavisinin kisisellestirilmesinde ve tant konulmasinda
yardimc1 olabilecegi One siiriilmiistir (Almangush et al., 2015). OSCC'ler icin ilk
histopatolojik derecelendirme sistemi, daha sonra Diinya Saghk Orgiitii (WHO) igin kabul
edilen 1920 yilinda Broders (Broders, 1920) tarafindan gelistirildi. Bu sistemde, tumorin
keratinizasyon derecesi, hiicresel ve niikleer pleomorfizm seviyeleri ve mitotik aktivitesinin
varlhig1 hesaba katilmamigtir (Gueiros et al., 2011). Daha sonraki yillarda, OSCC'ler icin baska
birgok histopatolojik derece sistemi 6neren Bryne ve ark., derin invaziv marinlerin malinite
derecelendirmesi, keratinizasyon, nikleer polimorfizm, invazyon paterni ve lenfoplazmasitik
infiltrasyon derecesini derecelendiren bir sistem olusturmuslardir (Bryne et al. 1992). Benzer
sekilde, Brandwein-Gensler ve ark. tarafindan onerilen histolojik risk (HR) modeli; en kotii
invazyon modeli (WPOI), lenfositik konak yaniti (LHR) ve perindral invazyon (PNI) olmak
tizere Uc¢ histopatolojik parametre kullanilarak cerrahi Orneklerin degerlendirilmesine
dayanmaktadir (Brandwein-Gensler et al. 2005). Bu model OSCC'ler i¢in anlamli 6ngoriicii
guc Onermesi ve genel sagkalim gosterdigi literatiirde bulunan ¢aligmalarda gosterilmistir
(Brandwein-Gensler et al., 2010; Lindenblatt et al., 2012; Y. Li et al., 2013; P. Sinha et al.,
2015; Vered, Dayan, et al.,, 2010a; Vered, Dobriyan, et al., 2010b). Son zamanlarda,
Almangush ve arkadaslar1 (2015) BD modelini olarak tanimlanan, timér tomurcuklanmasi
(B) ve milimetre cinsinden tiimdr invazyonunun derinligi (D) olmak {izere iki parametreye
tanitmistir (A. Almangush et al. 2015). Invaziv cephede tek bir kanser hiicresinin veya kiigiik
<5 kanser hiicresi kiimesinin varlig1 olarak tanimlanan timor tomurcuklanmasi (C. Wang et
al. 2011), lokal-bolgesel rekirrens riski ve OSCC'ler igin kisaltilmis sagkalim ile iligkili
ongoriicti Ozellikler gostermistir (Alhadi Almangush et al., 2014). Tumoér invazyonunun
derinligi OSCCl'ler i¢in 6nemli bir prognostik parametre olarak tanimlanmistir ve 4 mm'lik
kesme noktast OSCC'lerin tedavisi ve prognozu i¢in en 6nemli belirteg olan lenf nodu
metastazi ile iliskili oldugu gosterilmistir (S. H. Huang et al., 2009). Histopatolojik olarak,
tiimorler, bazal membrandan ve alttaki bag dokusu, kas veya kemige niifuz eden invaziv
adalarin ve malign skuamdz epitel hiicrelerinin kordonlariin varligi ile karakterizedir. Bu
timor hcreleri, ana hiicrelerine benzerliklerine ve Uretilen keratinin fonksiyonuna gore
derecelendirilmektedir (Chi, Day, and Neville 2015).
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Sekil 2.2.4-1: Skuamdz hiicre karsinomasi. A, Maksiller mukozay1 iceren ekzofitik bir
nodiiler kitle. B, Histolojik incelemede keratinizan skuamoz epitelyumla kaplt mukozal bir
elips gorilmektedir. Epitel, yaygin olarak kronik sekilde iltihaplanan bir bag dokusu lamina
propriaya niifuz eden yass1 kaynakli neoplastik hiicrelerin tabakalari, yuvalar1 ve kordonlar1
ile akantotiktir. Neoplastik siire¢ orta derecede iyi farklilasmistir (Maymone et al. 2019).

Sekil 2.2.4-2: Farkli invazyon kaliplari. A, Genis itme sinir1 (evre 1). B, Pushing adalar1 (evre
1). C, Sizan tiimoriin ince telleri (evre 2). D, Arabirime sizan bireysel timor hiicreleri (evre
3). (Dissanayaka et al. 2012)

2.2.5. OSCC’nin Klinik Ozellikleri ve Tam-Tedavisi

Oral mukozal skuam6z hiicre karsinomu (OmSCC) genellikle dudak vermilyonunun
SCC'sinden ayrilir, ¢linkii omSCC, dudagin SCC'sine kiyasla daha agresif bir prognoz gosterir
ve dudagin SCC'sinin bas - boyun deri SCC'sine kiyasla daha kétii bir prognozu vardir (Bota,
Lyons, and Carroll 2017). OmSCC klinik olarak l6koplaki, eritroplaki, eritroleukoplaki veya
noddler bir Kitle olarak ortaya ¢ikabilmektedir (Maymone et al. 2019). OSCC ¢ogunlukla dilin
posterior lateral sinirinda tutulum gostermesinin yani sira, agiz tabani, yumusak damak, dis
eti, bukkal mukoza ve sert damakta da tutulum godsermektedir (Chi, Day & Neville, 2015).
Dilin OmSCC'si OSCC'lerin yaklasik %50'sini temsil etmektedir (Chi, Day, and Neville

2015). OmSCC smiflandirmast ve prognozu timor, diigiim ve metastaz evrelemesine
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dayanmaktadir (Rhodus, Kerr, and Patel 2014). Oral verrikéz karsinom (OVC), lokal agresif
olabilen (Sharma, et al., 2016)ancak diisiik metastaz olasilig1 olan diisiik dereceli (Peng, et al.,
2016), iyi diferansiye bir OSCC ¢esididir ve ¢akilli veya karnabahar benzeri dokulu bir
ylizeye sahip ekzofitik lezyonlardir (Sonalika & Anand, 2016). HPV alt tipleri 16 ve 18,
OVC'li hastalarinin yaklasik % 40'inda pozitif bulunmustur. Tiitiin ve alkol kullanimi énemli
risk faktorleri arasindadir (Fu et al. 2017). OVC prevalansi tiim oral karsinomlarin % 2-12'si
arasinda degismektedir (Chi, Day, and Neville 2015). OVC'ler en yaygin olarak bukkal
mukoza (Hosseinpour, et al. 2017) mandibular vestibiil, diseti (Peng et al., 2016), dil ve sert
damakta tutulum gosterirler (Komal, et al., 2015;). Lezyonlar tipik olarak yavas yavas
gelismektedir, bazal membrana invazyon olmadan ve sporadik lokal ve distal tutulum
gosterdigini  belirten caligmalar literalirde bulunmaktadir (Farhi and Dupin 2010;
Hosseinpour, Mashhadiabbas, and Ahsaie 2017; Komal, Deshmukh, and Deshmukh 2015;
Staines and Rogers 2017). OmSCC'nin tedavisi tumor, lenf nodu ve metastaz evrelemesi
tarafindan yonlendirilir ve genis cerrahi eksizyon, boyun diseksiyonu, radyasyon tedavisi,
kemoterapi veya daha yaygin olarak cerrahi ve yardimci tedavinin bir kombinasyonunu

icermektedir (Machado, et al., 2016).

OSCC’nin tedavisi, evresi, hastanin genel sagligi ve tiimor dokusunun bulundugu yer
gibi faktorlerle iligkilidir. Erken evrede tani konulan oral kanser hastalarinda kullanilan
standart olan yontemler arasinda radyoterapi (RT) veya cerrahi yontemleriyle tek hat tedavi
bulunurken, ileri evrede tan1 konulan ya da evresi ilerlemis olan kanser hastalar1 igin cerrahi
velveya kemoradyoterapi (CRT) yontemlerinin ortak kullanimi ilk uygulanan tedavi
yontemlerindendir. Gliniimiizde hastalarda OSSC’yi kontrol altina almak i¢in kombine tedavi,
tamamlayict tedavi ve profilaktik tedavi daha fazla kullanilmaktadir (Gharat et al. 2016).
OSCC'de, timor boyutunun kiglk oldugu vakalarda, cerrahi tedavi yontemi tercih
edilmemektedir (Lagergren et al. 2017).

OSCC'nin kemoterapi tedavi yontemleri arasinda, cisplatin (Pendleton and Grandis
2013), karboplatin, 5 - florourasil (Freeman et al. 2015), metotreksat (Chakraborty, et al.,
2014) ve taksanlar (paklitaksel (Ledwitch et al. 2013) ve dosetaksel (Caponigro, et al., 2009))
gibi ilaglar bulunmaktadir. Son yirmi yilda bu tiir terapiler, genel sagkalim (OS) seviyesinde
onemli bir artis gostermedigi gorillmiistitr. Oral kanseri nuksunde, timor dokusuna daha
yuksek doz vermek i¢in standart tedavinin ardindan ardisik tedavi ig¢in sisplatin ile
intraarteriyal BT yonteminin kullanilabilecegi diisiiniilmistiir (Eder-Czembirek, et al., 2018).

Indiiksiyon kemoterapisinin (ICT), uzak kontrolii iyilestirildiginde genel sagkalim,
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progresyonsuz sagkalim ve hastaliksiz sagkalimi artiracagi varsayilmistir (Busch, et al., 2015)
. ICT ile kesin tedaviden 6nce timér hacmindeki kiictilme, radyasyon ve cerrahinin deforme

edici etkilerini azaltirken, RT fizibilitesi ve tolere edilebilirligi artirabilecegi diistiniilmektedir.

2.3. ORAL KAVITENIN PREMALIN LEZYONLARI (OPML)

Oral kavitenin potansiyel olarak koétii huylu bozukluklari (OPML), oral bdlgede
meydana gelen hiicresel atipi ve yapisal bozulmalarini igeren invaziv kansere doniisiim riski
fazla, heterojen bir mukozal epitelyal degisikliklerdir (locca et al. 2019). Bununla birlikte,
l6koplaki ve eritroplaki, klasik olarak displastik degisikliklerle iliskili lezyonlardir.
Dolayisiyla beyaz, kirmiz1 veya karisik beyaz ve kirmiz1 degisiklikler epitelyal displaziyi en
sik ortaya cikarlan degisikliklerdir. Cok katli yass1 epitel tabakada displazik degisiklikler sik
rastlanmaktadir. Displazik degisiklikler ilk olarak serviks epitelinde tanimlanmistir ve
servikal lezyonlar, epitel displazili oral lezyonlarin displazi olmayanlara gore daha sik
karsinoma gelistigi bulgularina dayaniyordu (Richart and Barron 1969). Oral mukozada
gorulen OPML,; yassi epitel hiicreli karsinomdaki timor hiicresine benzerlkleri dolayisiyla,

OSCC'ye doniisme egilimini gostermekte oldugu bildirilmistir (Reibel 2003)

WHO tarafindan yapilan, OPML siiflandirma sistemi patologlar tarafinda
kullanilarak lezyonlarin objektif sekilde degerlendirilmektedir (Speight, Khurram, and Kujan
2018). Lokoplaki (LE), liken planus (LP), oral likenoid lezyonlar (OLL), oral submukoz
fibroz (OSF) ve proliferatif verriikoz I16koplaki (PVL) ve eritroplaki (EP) klinik uygulamada
en sik karsilasilan OPML'ler arasindadir (Ganesh et al. 2018). OPML, genetik/cevresel
olabilen ¢ok sayida etiyolojik faktor ile iligkilidir. Tiitlin, alkol ve betel ¢igneme, cogunlukla
belirli lezyonlarin gelismesiyle iliskilendirilmistir (locca et al. 2019). OLL, son zamanlarda
LP'ye ¢ok benzer bir patolojik lezyon olarak tanimlanmis, ancak siklikla tanimlanabilir bir
etiyolojik faktor (6rnegin, dental amalgam restorasyonu) ile iliskilendirilmistir. Etiyoloji ve
sunum tarzindaki heterojeniteden bagimsiz olarak, OPMD tanis1 klinik belirtilere ve
histopatolojik incelemeye dayanir (Mello et al. 2018). Teshis konulduktan sonra, OPMD'ler,
invazif skuamoz hiicreli karsinomaya doniisme i¢sel potansiyelleri nedeniyle klinik bir zorluk
olusturur ve bu nedenle uygun takip ve tedaviler disiiniilmelidir. Surekli olarak tdtun
kullanim1 ve alkol tiiketimiyle iliskilendirilen LE, oral mukozada yaygin olarak tutulum

gosteren potansiyel bir malinitedir (Thompson 2006).

Durdurulamayan bir lezyon olan LE, beyaz renklidir, geri doniistimsiizdir ve malin

transformasyonu yuksektir (Maymone et al. 2019) (Sekil 2.3-1). Homojen lezyonlar beyaz,
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yuzeysel ve diiz olarak belirgin smirlarla birlikte goriiniirken, homojen olmayan LE
lezyonlari, daha 6nce benekli kirmizi ve beyaz diizensiz lezyon olarak bilinen eritroleukoplaki
ile karakterize edilebilir (Monteiro et al. 2017; Staines and Rogers 2017). LE oral mukozanin
her hangi bir bolgesinde gelisim gosterebilmektedir. Multifokal LE tir( olan proliferatif
verriikoz 1okoplaki (PVL), agresif bir davranis gosterir. PVL, genellikle verrikéz, keratotik
ylzeye sahiptir ve asemptomatik, homojen olmayan beyaz plaktan olusmaktadir. Lezyonlarin
en ¢ok tutulum gosterdigi bolgeler diseti, bukkal mukoza, alveolerken en az dilde tutulum
gosterir. OL, tiitiin kullanim1 ve alkol tiikketimi ile iliskili olabilecegi diisliniilmektedir
(Shanbhag 2017; Staines and Rogers 2017). Literatiirde insan papilloma virtsu (HPV) ile
nedensel iliskisi oldugunu tanimlayan ¢alismalar bulunmaktadir (Jose V. Bagan et al., 2007;
R. O. Greer et al., 1990). 40 yasin ustiindeki erkeklerde daha sik bulunan OL’nin genel
popiilasyondaki prevalansi yaklasik %?2'dir ve yasa bagli olarak yasl popiilasyonlardaki
prevalans oranlar1 daha fazladir. Biyopsi Orneginin histolojik incelenmesiyle OL tanist
konulabilir. Tedavi ve Onleme tiitiiniin birakilmasi, kemoprevensiyon ve cerrahi eksizyonu

icerir (J. Bagan et al., 2010; Capella et al., 2017).

Purlizstiz bir histopatolojiye sahip olan eritroplaki (EP), eritemattz oral mukozal
lezyon ile karakterize edilir ve yiksek oranda malin doniisimi 6zelligi tagir (Hosni et al.,
2009; Yang et al., 2015). Oral mukozanin, soliter (Boy 2012; Reichart and Philipsen 2005)
eritamat6z bir lezyonu olan EP’nin risk faktorleri arasinda, sigara/alkol kullanimi ve yiiksek
risk olusturan HPV varlig1 bulunmaktadir (Hashibe et al. 2000). PVL disinda, OSCC’lerin
%85-90"1 baslangigta eritroplaki olarak bulunmaktadir (Boy 2012; Yang et al. 2015). Oral
kanserler icin yiksek risk olusturan HPV enfeksiyonuna sahip olan hastalarda eritroplaki
gelisim riski, HPV enfeksiyonuna sahip olmayan hastalara goére 3-4 kat daha fazla oldugu
gosterilmistir (Reed and Wahlquist 2015). Eritroplakini en ¢ok tutulum gosterdigi bolgeler,
yumusak damak (Reichart and Philipsen 2005), dilin ventral yizeyi (Villa & Abati, 2011) ve
agiz zeminidir (Yang et al., 2015) ve genellikle baska semptom ile iliskili degildir (Villa,
Villa, and Abati 2011). Yiiksek malign doniisiim orani gosteren eritroplakide erken tedavi
onerilmektedir (Hashibe et al. 2000). Tedavisinde ise mikroskobik inceleme ile bakildiktan
sonra epitelyal displazi gosteren lezyonlarinin tam eksizyonu ile eksizyonel veya insizyonel
biyopsi alinmasini igerir (Tan et al., 2011; Yang et al., 2015). Orta derecede displazi gdsteren
veya displazi gostermeyen lezyonlarin tedavisinde siirekli izleme Onerilmektedir. lezyonun

boyutu 80 mm? den biiyiik oldugunda rekiirrens i¢in belirleyici oldugu bildirilmistir (Yang et
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al. 2015). Displazi alanlar1 OPMD lezyonlartyla iligkili bulunabilir veya bulunmayabilir, bu
oldugunda genellikle eritroplaki bélgelerinde bulunur (Porter et al., 2018).

Liken planus (LP), genel popilasyonun %1 ila %2'sini etkileyen (Aghbari et al. 2017)
, cildi ve mukoza zarlarinda tutulumu olan kronik (Al-Hassiny et al. 2018) ve immdnolojik (S.
S. De Rossi and Ciarrocca 2014) olarak etki gosteren bir enflamatuar hastaliktir (Sekil 2.3-1).
LP etiyolojisi, tam olarak anlasilamamistir (Aghbari et al. 2017) fakat otositotoksik T
hlcrelerinin olusturdugu immiin yanitinin bazal keratinositlere karsi oldugu diistiniilmektedir
(S. S. De Rossi & Ciarrocca, 2014). Kutanéz LP tanisi alan hastalarin % 65'inde oral
lezyonlar gorilebilir ve %15 ila % 35'inde sadece oral tutulum gértlebilir (Boyd and Neldner
1991). Aghbari et al., (2017) ¢alismalarinda, LP'nin malign doéniisiim oranlar1 %0.07-5.8
arasinda degistigi gosterilmistir. En ¢ok tutulum gosteren anatomik bolgeler, bukkal mukoza,
diseti ve dildir (Bandyopadhyay et al. 2017). Genellikle bilateral olan lezyon dagilimi, dis
etinde lokalize olabilir (Cheng, et al., 2016; Kurago, 2016). Hastalarin yaklasik %10'unda
tipik olarak deskuamatif olan diseti LP'si goérulmektedir (Olson, Rogers, and Bruce 2016).
LP'nin retikdler, papuler, plak, eritemat0z veya atrofik, eroziv ve bill6z olmak tzere 6 klinik
formu bulunmaktadir (Olson, Rogers, and Bruce 2016). Retikuler LP, Wickham stria ve
hiperkeratotik plaklar veya papuller ile karakterize olup, en yaygin LP’dir (Bandyopadhyay et
al., 2017). Eroziv LP, iilser ve iliskili keratotik beyaz stria alanlar1 olan atrofik bir goriiniime
sahiptir (Au, Patel, and Campbell 2013). Genellikle retikiller LP ile birlikte ortaya ¢ikan
eritematéz LP, mukozal atrofi ile karakterizedir (Olson, Rogers, and Bruce 2016). Plak
benzeri LP, siklikla dil (Gzerinde gorulir ve oral Iokoplaki goriinimine benzer beyaz
lezyonlarla tanimlanir (Au, Patel, and Campbell 2013). Eroziv ve eritematdéz LP’de olusan
lezyonlar 6nemli agriya neden oldugu gibi konusma, yutma ve ¢igneme eylemlerine de engel
olabilir ve bu durum sigara igenlerde daha sik goriilmektedir (Y. S. L. Cheng et al. 2016). LP
tanist klinik olarak konulmaktadir ve histolojik olarak dogrulanmaktadir (Halonen et al.,
2018). Immiinfloresan yontemi kullanilarak, LP tanisi desteklenmektedir ve diger
lezyonlardan ayirimi saglanmaktadir (Y. S. L. Cheng et al. 2016). LP tedavisi asil hedeflene,
iltihab1 azaltmak ve semtomatolojiyi hafifletmektir, ilerlemeyi hafifletici ve/veya iyilestirici
degildir (Cheng et al., 2016; Eisen, et al. 2005). Tedavi gerektirmeyen asemptomatik retikler
lezyonlarda, sirekli gézlem oOnerilmektedir (Eisen et al. 2005). Semptomatik LP'nin ilk
tedavisi genellikle topikal steroidlerle yapilmaktayken (Eisen et al. 2005) , erozyonlu LP
tedavisinde intralezyonel kortikosteroidler kullanilmaktadir (Liu et al. 2013). Daha siddetli

veya refrakter olan LP vakalarinda sistematik steroidler kullanilmaktdir (Olson, Rogers, and
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Bruce 2016). LP hastalar1 uygulanan kortikosteroid tedavisine yanit vermezse, topikal
kalsindrin inhibitorleri kullanilabilir (Olson et al., 2016).

[k olarak 1950'lerin basinda tanimlanan oral submukoz fibroz (OSF), yiiksek oranda
Asyali insanlarda goriilen potansiyel olarak malign Ozelligi tasiyan bir hastaliktir. Risk
faktorleri arasinda tiitiin/alkol kullanimi ve betel ¢igneme bulunmaktadir (Thomson et al.,
2018). OSF patogenezinin anlasilmasi i¢in yapilan ¢alismalara (epidemiyoloji, histopatoloji
ve molekiiler biyoloji/patoloji) ragmen, hala tam olarak anlasgilamamistir (Batra 2014). Son
calismalarda, OSF'nin gelisiminde olasi mekanizmalar olarak artan sentez veya azaltilmig
kolajen yikimina odaklanmistir ve kollajen diizensizliginin bir sonucu olduguna dair kanitlar
vardir ayrica areca-nut, kollajen metabolizmasinin farkli asamalarinda degisikliklere neden
olan 6nemli bir rol oynamaktadir (Batra, 2014; W.M. Tilakaratne, 2013). Kronik ve ilerleyici
bir hastalik olan OSF’nin Klinik prezentasyonu, hastaligin tespit asamasina baghdir.
Hastalarin ¢gogunda OSF, baharatli yiyeceklere kars1 duyarsizlik, dudak/dil/damak sertligi ile
agiz agilmasmin ve dil hareketinin degisen derecelerde siirlanmasina neden olmaktadir
(Tilakaratne, et al., 2006). Agiz boslugunun, farenksin ve yemek borusunun {ist tigte birinin
cogunu etkileyen submukozal fibroz, OSF’nin ayirt edici Ozelligidir. Yuksek oranda
Hindistan, Banglades, Sri Lanka, Pakistan, Tayvan, Giiney Cin, Polinezya ve Mikronezya'da
gorilen OSF, Asyali gogmenler arasinda Ingiltere ve Giiney ve Dogu Afrika'ya gesitli vaka
serileri bildirilmistir (S. Johnson, & Van Der Waal, 2007). Farkli iilkelerde OSF
prevalansinda 6nemli bir degisiklik oldugu bildirilmistir (IACR Working group, 2004). OSF,
genis bir kromozomal, genetik ve molekiiler degisiklik spektrumu patogenezi ile iligkilidir
(W.M. Tilakaratne, 2013). Tembul quid icinde bulunan toksik maddelerin etkileri, OSF
gelisiminde genetik yatkinlikta 6nemli bir rol oynmaktadir (W.M. Tilakaratne, 2013). OSF
doku orneklerinde, Sitolojik degisiklikler (mikronukleuslar ve biniikleasyon) (Joshi et al.
2011) ve niikleer anomaliler (karyorireksis ve karyoliz gibi) (W.M. Tilakaratne, 2013) yuksek
oranda oldugu belirtilmigtir. OSF'de 716 genin asir1 ekspresyonu gozlenirken, 149 genin
ekspresyonunda azalma saptanmistir (W.M. Tilakaratne, 2013). Fibroblastik g¢ogalmay1
uyardigi bilinen TNF-a proteinini kodlayan genlerde meydana gelen polimorfizmlerinin OSF
icin &nemli bir risk faktorii oldugu bildirilmistir (Tilakaratne et al. 2006a). Ozellikle 50 yas
Ustd OSF hastalarinda, Arg 158 GIN genotipinde lizil oksidazin genetik polimorfizmi
bildirilmistir (Tilakaratne et al., 2006b). Asya ile smirli kalmayan goriilme sikligi ile halk
sagliginin onemli bir sorunu olan OSF, diinya ¢apinda areca nut ve tiirevlerini ¢ignemeye

devam edildigi siirece artacagi bildirilmistir (Arakeri et al. 2017).
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Aktinik keratoz (AK)'lar kronik giinese maruz kalmadan kaynaklanan ve invaziv
OSCC'ye ilerleyebilen epidermal keratinositik displazi lezyonlaridir, ancak klinisyenler AK
premalin lezyonlarin, yuzeysel OSCC in situ veya kronik giines hasarli cildin epifenomu olup
olmadig1 konusunda anlasamamaktadir (Siegel, et al., 2017). AK'ler, ciddi saglik sonuglarina
yol acan malign transformasyonu olan keratinosit karsinomuna (KC), ABD'de ve agirlikli
olarak agik tenli popiilasyonlara sahip tilkelerde yiiksek oranda gorilen bir kanser turudur ve
derinin OSCC’unu ve bazal hiicreli karsinomu (BCC) icerir (Siegel, Korgavkar, and
Weinstock 2017). Bazi klinisyenler, AK'lerin kronik ultraviyole (UV) radyasyona maruz
kalmadan kaynaklanan ve invaziv SCC'ye ilerleme yetenegine sahip epidermal keratinositik
displazi lezyonlar1 oldugu konusunda hemfikirken, bazilar1 AK'yi farkli premalin bir lezyon
olarak tanimlamaktadir, spesifik siniflandirma sistemleri degisiklik gostermektedir (Criscione
et al. 2009). AK'leri ¢evreleyen saglikli ciltte, hiuicresel ve nikleer atipik morfoloji ortaya
konulmustur (Ulrich et al. 2010). Hem imikuimod (Kaur et al., 2010) hem de 5-florourasil (5-
FU) (Kopera & Kerl, 2014) tedavisinin igindeki enflamasyonu tetikleyerek subklinik AK'leri
tedavi ettigi gosterilmistir. Histopatolojik olarak AK'ler, polarite kaybi, niikleer pleomorfizm
ve bazal epidermiste tiim epidermise yayilabilir olan artmis mitotik figiirler ile atipik
keratinositler ile karakterizedir (Siegel, Korgavkar, and Weinstock 2017). Ter bezlerinin ve
sa¢ koklerinin keratinositleri (akrosyringia ve akrotrichia) korunmaktadir (ROwert-Huber et
al. 2007). Baz1 lezyonlarin iginde veya gevresinde telanjiektazi varken (Moy 2000), digerleri
daha yogun pigmentlidir ve bazilar1 verriikdz keratoz adi verilen proliferasyonlar ile agresif
gelisir (R. Rossi, et al., 2007). AK'lerin semptomlar1 kasinti ve hassasiyet igerir, ancak
birgogu asemptomatiktir (Rosen et al., 2013). Birgok AK, dermiste giines elastozu ve hafif bir
inflamatuar lenfosit infiltrasyonu ve plazma hicresi gosterir (R. Rossi, Mori, and Lotti 2007).
Bu ortak ozelliklere ragmen, AK'ler histolojik olarak degismesine gore; hipertrofik, atrofik,
bowenoid, akantolitik, likenoid ve proliferatif olmak {izere alt1 tipe ayrilmaktadir (R. Rossi,
Mori, and Lotti 2007). 83 farkli randomize kontrollii ¢alismanin 2012 Cochrane incelemesi,
diklofenak, 5-FU, imikuimod ve ingenol mebutat ile alan tedavisinin benzer etkilere sahip
oldugunu ve farkli AK tedavileri ile azalmis SCC oranlar1 arasindaki iliski hakkinda veri

bulunmadigin1 bulmustur (Aditya K Gupta, et al., 2012).
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Sekil 2.3-1: OPML lezyonlari. (A)Eritroplaki / lokoplaki. Dilin ventral ylzeyini
iceren yaygin beyaz ve fokal olarak eritematdz plak benzeri bir lezyon goriilebilir. (OKk,
eritroplakik alam gosterir. Ok basi1 l6koplakik alani gosterir). (B) Ulseratif liken planus.
Beyaz retikiiler fokal olarak dantelli 16koplaki alanlariyla g¢evrili iilserasyonun odak alanini
(ok). Lezyon {istiin ve asagi dogru ¢izgili bir sekilde uzanir (Maymone et al. 2019).

Oral kavitede gorilen premalin lezyonlarin da OSCC'ye doniisebildigi bilinmektedir
(WHO, 1978). Histopatoloji ile mukozal displazi tespit edilirse, kanser gelisimi olasiligi
degisken bir siire i¢inde artar (locca et al. 2019). Epitelyal displazi varligi genellikle malignite
oncesi lezyonlarda malign gelisimin en 6nemli belirleyicilerinden biri olarak kabul edilir
(Reibel 2003). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafndan oral kavitede olusan epitelyal
displazleri siniflamada kullanilan kriterlere gore displazi, hiicresel atipnin bulunmadigi ve
epitel mimarsinn korundugu hiicre sayisndaki artisla hiperplazi sekinde ya da hafif derece,
orta derece ve agir derece displazi veya karsinoma in situ olarak tanimlandigi gibi
(Ranganathan and Kavitha 2019), displastik bir alanin varligi, malign doniisim orani
literatiirde degisken bir sekilde bildirilmesine ragmen, her zaman invaziv karsinomaya
doniigsme riskini tagidigr belirtilmistir (locca et al. 2019). Hiicresel degisikliklerin en disiik
oldugu ve epitel tabakanin 1/3’liik kisminda sinirli olan lezyon hafif displaziyken, epitelinin
tam kalinhigmin 2/3’lik kisimda orta displazi, epitelin alt 2/3’liik kismina astig1 kisim agir
displazi olarak adlandirilmaktadir (Speight, Khurram, and Kujan 2018). Oral epitelyal
displazinin tanisinda kullanilan mikroskobik bulgular hiicresel degisiklikler ve yapisal
degisiklikler olarak ikiye ayrilabilir (Ranganathan and Kavitha 2019). Huicresel degisiklikler;
niikleusun anormal boyutta bilytimesi (Anizonikleus), hiicrenin anormal boyutta buyimesi ve
degisik biiyiikliikte hiicrelerin bir arada bulunmasi (Anizositozis), hiprekromatik cekirdek,
biiytimiis ve sayica artmis niikleolus, atipik mitozlar, nlkleus/sitoplazma oranmnin artis
gostermesi, niikleus seklinin anormal olmasi (Niikleer pleomorfizm), hiicre seklinin anrmal

olmasi (Hiicresel pleomorfizm)’dir (Adel K. EINaggar et al., 2017). Yapisal degisiklikler ise,
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dizensiz epitel tabakalarin olusmasi, tekli hicrelerde gorilen prematir keratinizasyon
(Diskeratozis), bazal hiicrelerin sayica artmsi ve hiicrelerde polarite kaybinin olmasi,
mitozlarin artmasi veya anormal mitozlarin gergeklesmesi, damla seklinde epitel papillalar ve
epitel papillalarinda dallanmalar olusmasi, epitelyal hiicrelerde adezyon kaybidir. OPML,
EMT icin prognostik faktor olarak kabul edilmektedir. Agir displazi durumunda hafif displazi
durumuna gore malin dontisiim riski daha fazla oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir
(H.M. et al. 2009; Sperandio et al. 2013; S. Warnakulasuriya et al. 2011). LP’nin malign
dontisimiiyle iligkili en yaygin klinik alt tip eroziv LP (% 1.7), ardindan eritematdz veya
atrofik LP (% 1.3) ve son olarak retikiler LP'dir (% 0.1). Genel olarak, LP'li hastalarin
%1,1'inde OSCC gelistigi gosterilmistir (Au, Patel, and Campbell 2013). OSCC, premalin br
lezyondaki displazk degisiklikler sonu hiicrelern kontrolsiiz olrak ¢ogalmasiyla bazal
membrani agmasi ve bag dokusu invzyonu yaparak gelsebilir yada displazi evrelerni atlayarak

dogrudan karsnom olarak baslar ve hizla ilerler (Speight, Khurram, and Kujan 2018).

2.3.1. OPML’in Molekiiler Biyolojisi

Premalin lezyonlar, histolojik olarak tanimlanmis displazi yoklugunda bile OSCC ile
ortak molekiiler genetik 6zelliklere sahiptir. OSCC'nin gelisimi genel olarak, klonal bir hiicre
poplilasyonuna digerlerine goére bir biilylime avantaji saglayan ¢oklu, klonal, genetik
degisikligin gelismesine dayanir. OSCC'de oral mukozanin doniistime ugradigi mekanizma
(yani bir kokarsinojen olarak alkolle birlikte tiitiin, betel nut seklinde kanserojenlere kronik
maruz kalma) nedeniyle, karsinojenez ile iliskili ¢ok ¢esitli molekiiler degisiklikler vardir.
Caligmalar, OSCC teshisi sirasinda% 60'a kadar 10koplaki birlikte goriilme sikligini
gostermistir (Gupta ve digerleri, 1980; Bouquot ve digerleri, 1988; Reibel, 2003). Oral
16koplaki tanist almis hastalar, lezyon displastik 6zellikler gosteriyorsa, % 36'ya varan bir
sonraki OSCC gelisimi insidansina sahip oldugunu gosteren c¢aligmalar literatiirde
bulunmaktadir (Silverman ve digerleri, 1984; Lumerman ve digerleri, 1995; Schepman ve
digerleri, 1998). Displazinin yoklugunda bu lezyonlar hala %15'lik bir kanser gelisimi

insidansina sahiptir (Silverman ve digerleri, 1984).

Artan heterozigotluk kaybi1 (LOH), Ust aerodigestif kanaldaki histopatolojik ilerleme
ile iliskilendirilmistir ( Califano ve digerleri, 1996 ). Literatiirde bulunan c¢alismalar,
kromozom kollar1 3p ve 9p'min LOH'si (I6koplaki’nin %50’sini igerir( Rosin ve digerleri ,
2000 ; van der Riet, 1994)), oral 16koplaki'de artmis malignite potansiyeli ile iliskili oldugunu
gostermistir ( Emilion ve digerleri, 1996 ; Mao, 1997 ; Zhang ve Rosin, 2001 ). Tek basina
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bu lokuslardaki LOH, 3,8 kat artmis malign transformasyon riski yaratirken, 4q, 8p, 11q, 13q
ve 17p lokuslarindaki ek LOH, 33 kat artmis malign transformasyon riski ile iliskilidir
(Rosin ve digerleri, 2000 ). Lokoplastik lezyonlarin %55'inde mikrosatellit uyumsuzlugu
(MSI) mevcuttur ( Partridge ve digerleri, 1998 ). P53 (17p3) lokusunun LOH'si spesifik
olarak malignite gelisimi i¢in daha yiiksek riske sahip premalin lezyonlarda restriksiyon

uzunluk fragman polimorfizmi ile gésterilmistir( Partridge ve arkadaslar: , 1998 ).

Oral eritroplaki ve 16koplaki arasindaki histolojik benzerlikler nedeniyle, oral
eritroplaki lezyonlarinin LOH, anoploidi ve MSI dahil l6koplaki ile benzer subseliiler
degisikliklere sahip olmasimi beklenmektedir. 7. ve 17. kromozomlarin polisomisi, oral
eritroplakiye dahil edilmistir ( Hittelman ve digerleri, 1993).Oral skuamdz hicreli
karsinomda degistigi bilinen ¢esitli kromozomal lokuslarda LOH ve alelik kazang i¢in oral
eritroplaki ve 16koplaki lezyonlarini inceleyen Partridge ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada,
oral eritroplaki lezyonlarinin Rb geni, p53 geni veya DCC geni i¢inde 9p, 3p'de LOH veya
allelik kazanima sahip olabilecegi sonucuna varilabilecegi belirtilmistir ( Partridge ve
digerleri , 1998). OLP'den OSCC'ye rapor edilen genel malign doniistim riski, yilda %0,4-5,6
veya %0,04-1,74 arasinda degismektedir ( van der Meij ve ark. , 2003 ). K6tii huylu doniistim,
en ¢ok atrofik veya asindirict OLP vakalariyla iligkili oldugu bildirilmistir( Silverman,
2000). OLP'nin erken molekiiler genetik ¢alismalarindan biri, ¢ogu oral tiimorde siklikla
meydana gelen 3p, 9p ve 17p kromozomlarinda bulunan dokuz lokusta LOH sikligina
baktildiginda, OLP lezyonlar1 minimal genetik sapma igerirken, g¢esitli displastik ve habis
OSCC lezyonlari, ¢coklu kromozomlar iizerinde giderek artan LOH frekanslarina sahip oldugu
gosterilmistir ( Zhang ve digerleri, 1997). P53 pozitif biyopsilerin sayisindaki artis,
OLP'deki displazi derecesi ve farklilasma kaybi ile énemli oOlgiide iliskisini ve ¢ogu OLP
lezyonu, epitelin bazal tabakasiyla sinirli karakteristik bir p53 pozitif ¢ekirdek paternine sahip
oldugunu gosteren bir ¢alismada, OLP lezyonlarinin 27'sinden 9'u (%33) 5 ila 8 eksonlaa
mutasyonlar  i¢in  tarandifinda  p53  mutasyonlarmin  bulundugu = goriilmiistiir

( Ogmundsdottir ve digerleri , 2002 ).

Epidemiyolojik  calismalar OSF’nin, malign doniisim  oraninin ~ %3-19
arasinda degistigini  gostermistir ( Murtive ark. 1985; Yusuf ve Yong, 2002).
Heterokromatik kromozom bdlgelerinin polimorfizmleri, kardes kromatid degisimleri ve
anormal p53 ekspresyonu ve mutasyonlar1 gibi bazi endise verici bulgular OSF
karsinogenezinde rol oynayabilir ( Cox ve Walker, 1996b ). OLP lezyonlarina benzer sekilde,

her iki grup da normal mukoza ile karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide daha yiiksek ekspresyon
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seviyelerine ve mutasyonlara sahip oldugu gosterilmistir ( Chiba ve digerleri , 1998 ). OSF'de
APC geninin mutasyonu, agiz kanserine ilerleme riski anlamina gelebildigini, ancak bu
degisiklikleri daha fazla karakterize etmek icin daha genis bir hasta grubu tizerinde ek ¢alisma
yapilmasi gerektigini belirtilmistir (Largey ve digerleri 1994). APC mutasyonlu LOH, oral
kanserlerde siklikla saptanmamis olsa da, birgok calisma oral skuamoz hiicre kanserlerinin
%25'inde LOH'yi tanimlamis ve %53,8'i LOH'yi gostererek daha yiiksek bir say1r 6nermistir
(Huang ve digerleri, 1997a ; Williams, 2000 ). Bu nedenle APC, beta katenin ( Sierra) ile
etkilesimi yoluyla Wnt sinyal yolunun diizenlenmesindeki fonksiyonlari nedeniyle OSF-
OSCC'nin malign doniisiimiinde rol oynayabilir (Sierra.vd , 2006 ). Agiz kanseri ve OSF dahil
cesitli premalin lezyonlar1 olan hastalar, bcl-2'nin anormal ekspresyonunu ve p53 ekspresyonu
oldugu gosterilmistir. Aksine, OSCC'nin %30'a kadari, her iki proteinin asir1 ekspresyonunu
gosterdi ve pozitif LNT durumu ile p53 ve bcl-2 ekspresyonu arasinda dnemli bir korelasyona
sahipti ( Teni ve digerleri, 2002). Bcl - 2 protein ailesindeki degisikliklerin, epitelyal
karsinogenezin erken asamalarinda ve OSCC'nin gelisiminde rol oynayabilecegini ve OSF
gibi erken premalin lezyonlarda bu etkileri degerlendirmek icin ¢aligmalarin devam etmesi

gerektigini soylemislerdir (Mithani S.K. et al., 2007).

Sonug olarak bakildiginda, maligniteye doniisiim riski yiiksek olan premalin lezyonlar
arasinda, orta ve siddetli dereceli displazi ve eritroplaki goriiliirken, maligniteye doniisiim
riski disiik olan premalin lezyonlar ise hiperkeratoz, liken/likenoid lezyon ve hafif dereceli

displazi oldugu belirtilmistir.

Calismamizda OSCC’ye doniisiim riski yiiksek ve diisilk olan OPML lezyonlar
(Eroziv Liken Planus:10 Liken Planus:13 Orta Displazi:3 siddetli Displazi:3 Hafif Displazi:1)
kullanilmis ve hafif, orta veya siddetli displazinin karsinom gelisme potansiyeli, bu patolojik
olusumun ¢esitli OPML ile iliskili olabilecegi goz oOniine alinmistir. OPML’in OSCC’ye

dontisiimiinde ayirici tan1 olarak GPRC5C geninin rolii arastirilmustir.

2.4. ORAL KAVITE KANSERLERININ MOLEKULER BiYOLOJISi

2.4.1. Genetik Degisiklikler
Bag-boyun yass1 epitel hiicreli karsinomun farkli bir alt tipi olan oral yassi epitel
hicreli karsinom (OSCC) tipik olarak insan papilloma virlisu negatiftir ve TP53
mutasyonlarin1  barindirmaktadir (Li, et al.,, 2018). OSCC'nin, tiimor heterojenligini
olusturmak i¢in kendini yenileyebilen ve heterojen neoplastik hiicrelerin klonlarini

olusturabilen kanseri baslatan hiicrelerle basladig1 diistiniilmektedir (C. C. Li et al. 2018).
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Karsinogenez, onkogenlerde ve/veya timor baskilayici genlerde meydana gelen epigenetik ve
genetik degisikliklerin birikmesini i¢eren siiregtir (C. C. Li et al. 2018). OSCC'deki en énemli
prognostik gostergelerden biri metastazdir. Hem epitelyal mezenkimal gecis hem de OSCC
hicreleri ile timdr mikro-gevresi arasindaki etkilesimler metastazda onemli roller oynar (C.
C. Li et al. 2018). Omics teknolojilerinin, biyoinformatik ve molekiler biyolojinin
entegrasyonu, karmasik, klinik olarak anlamini ortaya ¢ikarir (C. C. Li et al. 2018). Cogu
OSCC tumoru, lokoplaki, eritroplaki veya proliferatif verriikdz I6koplaki gibi mevcut bir
premalin lezyondan gelisir (Feller, et al., 2013). Ek olarak, OSCC, yiiksek rekirrens orani ve
sik sik senkron ve/veya metakron primer timor olusumu ile tnlidiir (Schmitz et al. 2014).
Alan kanserizasyonu, klinik veya histolojik incelemede goriilmeyen, kanserojen maruz kalan
mukozal epitelyumun buyik, preneoplastik alanlarmin  olusumunu ifade etmektedir
(Slaughter, et al., 1953). Alan Kkanserizasyonunun sureci molekiler dlzeyde
gerceklesmektedir. Hiicreler, hiicre dongiisiiniin diizensizlesmesine ve kontrolsiiz hiicre
proliferasyonuna neden olan genetik ve epigenetik degisiklerin birikmesi sonucunda malign

transformasyona yatkin hale gelmektedir (Feller et al. 2013)(Sekil 2.4.1-1).

Severe

Normal appearing » . » Mild ’ . » Invasive
epithelium Hyperplasia dysplasia dysplasla of carcinoma

carcinoma in situ

Carcinogen
exposure 9p21 deletion 11q13

p16/p14 inactivation 3p deletions 13q21 :g::;leuon
Genetic Trisomy 7 TP53 mutations 8p delen_on 3926
hanges % s femelcy Aneuploldy e PTEN inactivation
c 9 Telomerase activation Cyclin D1 amplification
Epigenetic
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(Promoter Genomic
methylation status, instability
histone code)
Immune escape

Sekil 2.4.1-1: Oral karsinogenez, genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimi ile karakterize
edilen karmasik ve g¢ok asamali bir siirectir. OSCC'nin histopatolojik ilerlemesi,

hematoksilen-eozin boyasinda sunulmustur (Argiris et al., 2008).
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2.4.2. Gen-Cevre Etkilesimi ve Epigenetik Degisiklikler ile Biyobelirte¢

Gen ekspresyonunun epigenetik regiilasyonu, protein seviyesinde (¢eviri sonrasi
histon modifikasyonlar1), DNA seviyesinde (DNA metilasyonu) ve RNA seviyesinde
(kodlayict1 olmayan RNA'lar) gergeklesir (Joosten et al. 2018). Cesitli epigenetik
modifikasyonlar, 6zellikle DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari ve miRNA'lar ve
IncRNA'lar gibi ncRNA tiirleri dahil epigenetik regiilatorler ¢esitli kanserlerin patogenezinde
rol oynamustir (Jung, et al., 2020). Histon kuyruklarinin spesifik amino asitlerinin translasyon
sonrast modifikasyonlari, kromatin yapisinin diizenlenmesinde ve gen ekspresyonunun

belirlenmesinde 6nemli bir isleve sahiptir (Tessarz and Kouzarides 2014).

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik degisiklikler, DNA
dizisini degistirmenin aksine kromozomal yapilar1 regiile ederek gen ekspresyonunu dizenler
(Egger, et al., 2004). Gen regulasyonu ve karsinogenezde onemli rol oynayan histon
modifikasyonu, Okaryotik DNA'y1 histon proteinlerinin (H2A, H2B, H3 ve H4) bir
oktamerinin etrafina sarilmis daha ytiksek dereceli bir kromatin fiber igine paketleyen yiiksek
derecede diizenli kromatin yapisini etkilemektedir (Jung et al., 2020; Rajnee Kanwal et al.,
2014). Histon modifikasyonlarinda rol oynayan enzimler; histon asetiltransferaz (HAT'ler),
histon deasetilaz (HDAC'lar ve sirtuinler), histon metiltransferaz (HMT'ler), histon
demetilazlar (HDM'ler), fosfatinler, kinazlar, ubikuitin ligazlardir (Dillon, 2006; Fischle, et
al., 2003). Genom c¢apinda yapilan calismalarda, spesifik genomik bolgelerdeki cesitli
modifikasyonlarin ~ kombinasyonlarr, kromatin  yapisimin  dkromatinlesmesi  veya
heterokromatinlesmesiyle gen ekspresyonunun aktivasyonuna veya bastirilmasma yol
acabilecegi gosterilmistir (Rodriguez-Paredes and Esteller 2011). H4K20 ve H2BK5'in lizin
monometilasyonu; H3K4me3, H3K36me3 ve H3K79me3'Un trimetilasyonu; H3K9 ve
H3K14'lUn asetilasyonu gen ekspresyonun aktivasyonuyla sonuglanirken, H3K9'un di- veya
trimetilasyonu ve H3K27'nin trimetilasyonu gen ekspresyonunun baskilanmasina yol agar
(Rajnee Kanwal, et al., 2014). DNA (zerinde meydana gele histon modifikasyonlar1 timor
baskilayict genlerin transkripsiyon aktivitesinin azalmasmma ya da protoonkogenlerin
transkripsiyon aktividesinde artisa neden olarak malign transformasyona katkida bulunabilir
(Easwaran, et al., 2014; Kurdistani, 2011).. OSCC'de hiicre proliferasyonunda ve epitelyal-
mezenkimal geciste (EMT), H3K9ac'in hipoasetilasyonunun iliskili oldugunu gostermistir
(Webber et al. 2017). Ozellikle protokogenlerde meydana gelen histonlarin hiperasetilasyonu,
gen ekspresyonunu aktive eder ve genin onkogene doniismesine neden olurken, tlimor

baskilayici genlerin promotdr bolgelerinde meydana gelen histonlarin hipoasetilasyonu, ilgili
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geni baskilayarak kanserin gelisimesini ve ilerlemesinine neden olmaktadir (Audia and

Campbell 2016).

Niikleozom {izerindeki sayisiz kovalent modifikasyon, genellikle dinamik ATP'ye
bagli kromatin yeniden sekillenmesi i¢in iskele ve baglam saglar. Biyokimyasal aktiviteleri ve
alt birim kompozisyonlarina dayanarak, memeli kromatin yeniden modelleme; pozisyon
hasari/siikroz fermantasyon (SWI/SNF) ailesi, yapay SWI (ISWI1) ailesi, nikleozom yeniden
modellenmesi ve deasetilasyon (NuRD)/Mi-2/kromodomain helisaz DNA baglama (CHD)
ailesi, 80 (INO80) gerektiren inositol ailesi olmak iizere dort ana aileye ayrilabilir (Dawson
and Kouzarides 2012). Evrimsel olarak korunmanan bu enzimler, ATP'yi histonlar1 harekete
gecirmek ve degistirmek i¢in bir enerji kaynagi olarak kullanir (Dawson and Kouzarides
2012). Kanser genomlarinin diziliminin ortaya ¢ikmasiyle; SNF5, BRG1 (Wilson & Roberts,
2011) ve MTAL (Li et al., 2012) gibi ¢esitli kromatin yeniden modelleme familyalarindan
birka¢ Uyenin, malin hiicrelerde mutasyona ugradigi bilinmektedir. SWI/SNF Uyelerinde
meydana gelen mutasyonlarin, kendini yenileme ve farklilagsma arasindaki dengeyi kaldirarak
maliniteyi arttirdigi sdylenmistir (Dawson and Kouzarides 2012). Son veriler, SWI / SNF
kompleksleri icin hticre donglsi ilerlemesini, hicre motilitesini ve nikleer hormon

sinyalizasyonunu diizenlemede rol oynayabilecegini 6nermektedir (Wilson & Roberts, 2011).

Insan genomundaki yaklasik 1000 adet miRNA geninin, birden fazla protein kodlayan
transkripti hedefledigi sdylenmistir (Chuang and Jones 2007). Kii¢iik kodlamayan RNA’lar
(ncRNA) grubuna ait olan miRNA'lar kisadir (18-25 niikleotit uzunlugunda) ve tekli RNA
tarleridir (Jung et al. 2020). miRNA'larin protein kodlayan genlerin %60'indan fazlasinin,
translasyon oranini ve hiicresel siireclerin diizenlenmesine katki sagladigi varsayilmistir
(Fabian et al., 2010). miRNA'lar, translasyonu inhibe eden hedef mRNA'larin 3' ¢evrilmemis
bolgesinde tamamlayict sekanslarla eslesen kisa, kodlayici olmayan RNA'lardir (Manel
Esteller 2008). Kodlayict olmayan RNA, dizilere baglanma, hiicre proliferasyonunu,
farklilasmasini ve apoptozu gibi 6nemli pro-timorjenik stregleri diizenleyemektedir (Jung et
al. 2020). Insan kanserlerinde giiclii prognostik gdstergeye sahip olan miRNA’lar sayesinde
OSCC'lerin molekuler karakterizasyonu (Jithesh et al. 2013; Lu et al. 2005), normal ve malin
mukozal epitelyumu ayirt etmek igin %93 dogruluk elde edilir (Lajer et al. 2011).
miRNA'larin ekspresyonu promoter metilasyonu ile duzenlenebilir (Joosten et al. 2018).
Coklu miRNA'larin, tek bir hedef mRNA'nin ekspresyonunu diizenledigi ve miRNA'ya
bagimli gen regiilasyonunda bir fonksiyonel fazlalik derecesini gosteren gosterilmistir (Kita et

al. 2017). miRNA'lar genellikle genom igindeki kirilgan bolgelerde bulundugundan,
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ekspresyonlari, nokta mutasyonlari, delesyonlar, amplifikasyonlar ve translokasyonlar dahil
olmak Uzere DNA hipermetilasyonu hem de hipometilasyon cesitli genetik degisiklikler
yoluyla duzensiz hale getirilebilir (Croce 2009; Lujambio et al. 2008). miRNA'lar timor
dokularinda fazla miktarda eksprese olabilir veya az miktarda eksprese olabilirler (Jung et al.
2020). onkojenik miRNA'lar (onkomiR’lar), timor baskilayici genlerin ekspresyonunu inhibe
ederken, tiimor baskilayict miRNA'lar (tsmiRNA'lar) onkogen ekspresyonunu inhibe
etmektedir (Svoronos et al., 2016). Transkripsiyonel dizensizlik, epigenetik modifikasyonlar,
kromozomal degisiklikler ve tek niikleotid polimorfizmleri miRNA ekspresyonunu degistiren

mekanizmalar arasinda yer almaktadir (Bartel, 2004; Gorenchtein, et al., 2012).

DNA Metilasyonu: DNA seviyesinde, bir metil grup’unun (CHsz) DNA
metiltransferazlar (DNMT'ler) ile ilgili genin promoter bolgesindeki CpG adaciklarindaki
guaninden Once gelen sitozinlere kovalent bag ile eklenmesine DNA metilasyonu
denilmektedir(Herman and Baylin 2003; Joosten et al. 2018). DNMT’ler, HDAC'leri ve metil-
CpG-baglayici proteinlerini (MBD'ler) bolgeye gelmesini saglar, bunun sonucunda HDAC ile
asetil gruplarin histonlardan uzaklastirilmasiyla daha kompakt bir niikkleozom konformasyonu
elde edilmektedir (Joosten et al. 2018). Gergeklesen bu biyolojk olay ile, DNA transkripsiyon
icin erisilemez hale getirilir ve ilgili genin susturulmasina neden olur (Herman and Baylin
2003). Promoter bolgesinin CpG adaciklarinda meydana gelen hipermetilasyon,
transkripsiyon faktorlerinin anahtar timor baskilayici genlerin promotoriine baglanmasina
engel olarak bu genlerin susturulmasma ve timor bliylimesinin tesvik edilmesine yol
acmaktadir (Gasche and Goel 2012; Jithesh et al. 2013). Bu modifikasyonlar DNA
metiltransferaz (DNMT) enzimleri (DNMT1, DNMT3a ve DNMT3b) tarafindan katalize
edilir. DNA replikasyonunun ardindan mevcut olan metilasyon modellerini koruyan enzim
DNMT1’dir. DNMT3a ve DNMT3b, enzimleri ise metilasyonu baslatmak icin metillenmemis
CpG adaciklarimi hedefleyen de novo enzimleridir. Embriyogenez sirasinda yiiksek oranda
DNMT3a ve DNMT3b eksprese edilir ve yetiskin dokularinda ise minimal diizeyde eksprese
edilir. Baska bir aile {iyesi olan DNMT-3L, i¢sel metiltransferaz aktivitesinden yoksundur ve
retrotranspozonlarin metilasyonunu kolaylastirmak i¢in DNMT3a ve DNMT3b ile etkilesime
girer (Kinney and Pradhan 2011). DNA hipometilasyonu, DNA metilasyonu kaybi, genomik
instabilite ve kanser ilerlemesi ile iligkilidir (Rajnee Kanwal et al., 2014). LOH veya anormal
DNA hipometilasyonu nedeniyle genlerin ebeveyn allel spesifik monoallelik ekspresyonunun
kaybiyla kanser riskinin artmasina neden olur (Hatziapostolou and Iliopoulos 2011). Tumor

hlcrelerinde meydana gelen global hipometilasyon, normal hiicrelerde metillenmemis lokal
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promotor iligkili CpG adalarinin hipermetillenmesi eslik eder. Tiimor baskilayici gen olan p16
geninin transkripsiyonel susturulmasi, OSCC tiimérlerinin %50-75'inde tespit edilmistir (Kato
et al., 2006). Kanser hicrelerinde tiimor baskilayici genlerin promoter bolgelernin CpG
adaciklarinda meydana gelen DNA hipermetilasyonunu tersine ¢evirmek i¢in epigenetik ilag
gelistirilmistir (C. C. Li et al. 2018). Bu ilaglarin arasinda yer alan ve ilk epigenetik ilag olan
DNA metilasyon inhibitorleri, kanser terapotikleri olarak kullanilmasi 6nerilir (Yoo and Jones
2006). Degistirilmis diizenleyici sinyal yollar1 ve transkripsiyonu baskilanmis p53, hiicre
dongiisii diizensizligine ve apoptozdan kagisa neden olur ayrica OSCC'nin baslatilmasina ve
ilerlemesinde de katkida bulunur (C. C. Li et al. 2018). OSCC hicreleri ve cevresindeki
mikrocevre arasindaki siirekli olan etkilesimler metastazi, lokal immiinsiipresyon ve timor

invazyonunu desteklemektedir (Yan et al. 2017) (Sekil 2.4.2-1).
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Sekil 2.4.2-1: Gen ekspresyonunun epigenetik diizenlenmesine genel bakis. (Joosten
etal. 2018)

DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, miRNA'lar ve IncRNA gibi epigenetiik
modifikasyonlar, tani ve prognoz i¢in klinikte biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (Jung et al.
2020). Diger biyobelirteclere nazaran &zellikle kararliliklari, nispeten diisiik maliyetlerle
olusturulabilmeli ve DNA metilasyonunun biyobelirtece 6zgu boélgelerine kisitlamalariyla
daha ¢ok avantaji olan DNA metilasyon biyobelirtecleridir (Lin et al., 2009; Wei et al.,
2006). Epigenetik biyobelirtecler dokuda ve vicut sivilarinda tespit edilebilmektedir (Rajnee
Kanwal et al., 2014). Viicut sivilarinda ve plazma DNA'larinda tespit edilebilen CDH13,
MYOD1, MGMT, pl6 INK4b ve RASSF1A genlerinin hipermetilasyonu kanser tirleri

arasinda degismektedir (Delpu et al., 2013; Laird, 2005). Mesane kanserinde idrar sediman
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orneklerinde hipermetillenmis kanser genleri tespit edilebilmektedir (Rajnee Kanwal et al.,
2014). Prostat kanserinde iyi huylu tumorleri ve kanserde meydana gelen degisiklikler
arasindaki farkliliklari anlamada RASSF1A, RARB2, APC ve GSTP1 genlerin
kombinasyonlar1 hipermetilasyon analizleri kullanilmistir (Madu and Lu 2010; Rivenbark and
Coleman 2007; Shivapurkar and Gazdar 2010). Histon modifikasyon paternleri kanserde
prognostik bilgi ile beraber tanisal bilgi de saglamaktadir (Rajnee Kanwal et al., 2014).
Artmis H3K4 dimetilasyonu ve H3K18 asetilasyon aktivasyonu, kanserde kotu prognozla
iligkili oldugu bildirilmektedir (Patra et al., 2011). Metastatik prostat kanserlerinde H3K27
metilaz EZH2'ye ek olarak, demetilaz JMJD3"in asir1 ekspresyonu bildirilmistir (Peter 2009).
miRNA'larda kanserin tanisinda ve prognozunda potansiyel bir epigenetik biyobelirtecler
olarak onerilmektedir (Rajnee Kanwal et al., 2014). MiR-199a, miR-146, miR-200a, miR-
221, miR-214 ve miR-222 gibi baz1 miRNA'larin agir1 ekspresyonu oldugu, miR-100'Un insan
kanserlerinde ekspresyonunun daha az oldugu bulunmustur (Ardekani and Naeini 2010). Son
caligmalarda, let-71 tiimor baskilayict olarak belirlendigi bildirilmektedir (Q. Cheng et al.,
2013). miR-429, miR-200a/b ise, EMT ile diizenlenen birincil transkript tizerinde kiimelenmis
sekilde oldugu bulunmustur (Q. Cheng et al., 2013). Biyobelirteglerdeki en biiyiik sinirlama,
meydana gelen degisikliklerin kanser hiicrelerindeki gen aktivitesindeki degisikliklerle tam

olarak ne olgiide iligkili oldugunun net olarak bilinmemektedir (Rajnee Kanwal et al., 2014).

2.5. G Protein-Eslesmis Reseptor Simf C Grup 5 Uye C (GPRC5C)

GPCR ailesi 3 reseptorleri (ayn1 zamanda C ailesi olarak da bilinir) yapisal olarak
diger GPCR'lere benzerdir, ancak herhangi bir 6nemli dizi benzerligi gdstermez ve bu nedenle
ayr1 bir grubu temsil eder (H., P., and A.A. 2007). Bu reseptorler yapisal olarak dort
unsurdan (bir N-terminal sinyal dizisi; biiyiik bir hidrofilik hiicre dis1 agonist baglama bolgesi
(disiilfiir baglarinda rol oynayabilen korunmus sistein kalintisini iceren bolge); yedi
transmembran alani igeren daha kisa bir bolge; ve degisken uzunlukta bir C-terminal
sitoplazmik alan) olusurlar (H., P., and A.A. 2007). Yedi transmembran bélgesini iceren aile 3
GPCR reseptor proteinlerinin C-terminal bélgesini temsil eder. Yedi transmembran bolgesi,
icine siklamat ve laktizol gibi molekiillerin baglandig1 ve sonug olarak tatlilik tadi verdigi bir

kenetlenme cebi olusturacak sekilde bir araya gelir (Jiang et al. 2005).

GPCR'ler sekans benzerliklerine gore, li¢ simifa ayrilir: A ailesi rhodopsin benzeri
reseptorlerdir. B ailesi sekretin benzeri reseptorlerdir. C ailesi ise metabotropik glutamat

reseptor benzeri reseptorlerdir (Sano et al. 2011). Onemli fizyolojik sirecleri diizenleyen bu
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reseptorler, ilag gelistirme alaninda umut verici hedef olabilecegi belirtilmistir. GPCR'ler,
cesitli otokrin, parakrin ve endokrin siiregleri dahil olmak iizere genis bir islev yelpazesini
kapsayan genis bir protein ailesini olusturur. Sekans diizeyinde, farkli gruplara
ayrilabilecekleri temelde onemli gesitlilik gosterirler (Vassilatis et al. 2003). Bilinen aile
tiyeleri arasinda, rodopsin benzeri GPCR'ler (GPCRA)(Attwood and Findlay 1994), sekretin
benzeri GPCR'ler (GPCRB)(Kolakowski 1994), metabotropik glutamat reseptdr ailesi
(GPCRC)(Foord et al. 2005), fungal g¢iftlesme feromon reseptorleri (GPCRD)(Harmar et al.
2009), cAMP reseptorleri (GPCRE)(Bjarnadéttir et al. 2006) ve kivrimli / diizlestirilmis
(GPCRF). Cogu GPCR, baglandiklar1 ligand yerine DNA dizilerine gore tanimlanir, bilinen
dogal ligandlarla eslesmeyenler, siniflandirilmamig GPCR'ler olarak adlandirilir (Civelli et al.
2013). GPRCS5 reseptorleri diger GPCRC reseptorlerinin aksine, kisa bir N-terminal alanina
sahiptir. Bu reseptdrler embriyonik gelisimde, farklilasmada ve tiimor olusumunda énemli rol
oynamaktadir. GPRC5C, 4 uyeli GPRC5 ailesine (GPRC5A, GPRC5B, GPRC5C VE
GPRCS5D) ait olan spesifik ligand1 bulunmayan bir reseptordiir. GPRC5 reseptorleri, kalsiyum
algilama reseptoriinii, tat reseptorlerini, va-sopressin reseptér 2'yi, metabotropik glutamat
reseptorlerini ve GABA reseptorlerini iceren daha buyuk C ailesi metabotropik GPCR'ler
smifina aittir (Bjarnadottir et al., 2005; Rajkumar et al., 2018). GPRCS5 reseptorlerinin allt
tipleri membran lokalizasyonu calismalarinda, GPRC5A'nin akcigerde eksprese oldugu (Y.
Cheng & Lotan, 1998; Robbins et al., 2000; Xu et al., 2005), GPRC5B'nin beyin ve
plasentada eksprese oldugu (Imanishi et al., 2007; M. J. Robbins et al., 2000; M. J. Robbins et
al., 2002; Xu et al., 2005), GPRC5C'in beyin, karaciger ve bobrekte ifade edildigi (M. J.
Robbins et al., 2000; Xu et al., 2005) ve GPRC5D'nin 0zellikle ciltte ifade edildigi gosterildi
(Bréuner-Osborne et al., 2001; Inoue et al., 2004; Xu et al., 2005).

Arastirmamizda; GPRC5C geninin promoter bdlgesindeki metilasyon durumu ile
metilasyona bagimli ekspresyon seviyesinde meydana gelen degisiklikleri incelemek, saglikli
popiilasyon ile karsilastirarak daha genis hasta grubunda ileri validasyonunun yapilmasi,
OSCC/OPML grubunda, tiimor ve eslenik normal doku ile viicut sivi (serum-tukirik)
orneklerinde GPRC5C geninin promoter bolgesindeki metilasyona bagl ekpresyon seviyeleri

arasindaki iliski arastirilarak literatiire katki saglanmasi amaglanmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunca
2019/1166 no’lu dosya onay1 alinan tez ¢alismamizda, Istanbul Tip Fakiiltesi, Kulak Burun
Bogaz Hastaliklar1 ve Bas-Boyun Cerrahisi Anabilim Dali’na OSCC tanisi ile bagvuran ve
Istanbul Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi, Ag1z Dis ve Cene Cerrahisi Anabilim Dali’na
OPML tanisit ile bagvuran ve zaten hekimler tarafinda opere edilemesine karar verilen 30’ar
adet hastaya ait tiimor, eslenik normal doku, serum ve tiikiiriik 6rnekleri toplandi. Kendisinde
ve ailesinde benin ya da malin hikaye bulunmayan ve kanser dis1 sebeplerle hekimler
tarafindan ameliyat edilmesine karar verilen 15 adet saglikli bireye ait normal mukoza, serum
ve tiikiiriik 6rnekleri toplandi. Calismaya katilacak gondilliler ¢alisma hakkinda bilgilendirildi

ve yazilt onamlart alindu.

Doku, serum ve tikirik ornekleri laboratuvarimizda -80°C’de dondurularak saklandi.
Periferik kan orneklerinden santriflj yoluyla elde edilen serum 6rnekleri ise vakit
kaybedilmeden -80°C de saklandi.

3.1. MATERYAL

3.1.1. Deneylerin Gerceklestirilmesi i¢in Cihazlar

Deneylerin gergeklestirilmesi i¢in gerekli olan cihazlar Tablo 3‘te gosterilmistir.

Tablo 3.1.1-1: Deneylerde kullanilan cihazlar

» Agaroz Jel Elektroforez Tanki (BRL = Ultra Derin Dondurucu (-80 °C)
Life Tecnologies, ABD) (Sanyo, Japonya)

» El homojenizatori (Qiagen,Almanya) = Etiv (Hereaus, Almanya)

» Giig Kaynagi (Bio-Metra, Almanya) = Hassas Terazi (Chyo, Japonya)

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

= Mikropipetler (Thermo, Isvec) = VVorteks (Snijders, Hollanda)

) ggggnzlrlniﬁng)lfuj (Hettich Mikro = Nanodrop Spektrofotometre (Thermo

! y Scientific, ABD)




3.1.2. Deneylerin Gergeklestirilmesi Kullamlan Kimyasal Maddeler

Deneylerin gergeklestirilmesi i¢in gerekli olan kimyasal

verilmistir.

Tablo 3.1.2-1: Kimyasal Maddeler.

= Agaroz (Wisent MultiCell, Kanada)

= Etilen-diamin-tetraasetik-asit (Sigma,

Almanya)
= Etidyum Bromdir (Sigma, Almanya)
Polimeraz Scientific,

= Taq (Thermo

Almanya)
» [sopropanol (Riedel De Haen, Almanya)
= Magnezyum Kilor(r (Thermo, Litvanya)
= Proteinaz K (Roche, Almanya)

= Riboniikleaz A (Sigma Aldrich, ABD

= Borik asit (Wisent MultiCell, Kanada)
= Orange G (Merck, Almanya)

= Deoksiribonikleotid trifosfat (Fermentas,
Litvanya)
» Ethanol (Riedel De Haen, Almanya)

= Sssl  metilaz enzimi

Biolabs (NEB), ABD)

(New England

= Sodyum  Dodesil  Silfat  (Merck,

Almanya)

= Tris (Applichem, Almanya).

3.1.3. Deneylerin Gerceklestirilmesi Icin Kullamlan Kimyasal Karisimlar

Deneylerin gerceklestirilmesi i¢in gerekli olan kimyasal karisimlar ve igerikleri Tablo

3.1.3-1’de verilmistir.

Tablo 3.1.3-1: Kimyasal Karisimlar.

Kimyasallar |

Parcalama Tamponu

= 155 mM NH4CI
= 10 mM KHCO3

Icerigi
= 0,1 mM EDTA (pH: 8.0)

SE Tamponu = 75 mM NaCl = 30 mM Tris-HCI (pH:
P = 25mM EDTA 8.0)
TE Tamponu = 20 mM Tris-HCI (pH: - 1mMMEDTA (pH: 8.)

8.0)

Fenol icin TE Tamponu

= 0.25 mM Tris (pH:8.0)

= 0,5mM EDTA (pH:8.0)

(0,5 ml)

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

Proteinaz K " 20mg/ml

Ribonikleaz A " 10mg/ml

SDS = 100 g sodyumdodesilsulfat

(%10; pH:7,2)

maddeler Tablo 3.1.2-1’de
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3.2. YONTEMLER
3.2.1. Materyal Toplama ve Eldesi

3.2.1.1. Doku Eldesi

Istanbul T1p Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Hastaliklari ABD’den OSCC kanseri tanisi
almig (uzak organ metastazi bulunmayan hastalar c¢alismaya dahil edilmistir) ve Dis
Hekimligi Fakiiltesi, Ag1z Dis ve Cene Cerrahisi ABD’den, OPML tanis1 almis 30’ar hastanin
cerrahi miidahalesi sirasinda alinan 0,5 cm ¢apinda tumor/eslenik normal doku 6rnegi ayrica
kan ve tukuruk ornekleri toplandi. Kendisinde ve aile 6ykistunde malin hikayesi bulunmayan
fakat farkli bir hastaligindan kaynakli cerrahi opersyon uygulanmasina karar verilen 15
bireyden uvulopalatofaringoplasti (UPPP) tekngi ile 0,5 cm ¢apinda mukoza 6rnegi alindi.
Toplanan materyaller ameliyatin ardindan buz igerisinde laboratuvara teslim edilerek DNA ve

RNA izolasyonu islemlerine kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.1.2. Serum Eldesi

Ameliyat 6ncesi, hasta ve saglikli bireylerden kan tipi igerisinde 8-10 ml hacminde
periferik kan ornekleri toplandi ve bu tiipler laboratuvarimizda bulunan santrifiijde 1950
rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra Ustte kalan serum kisim (sar1 faz)

kriyotiiplere dagitldi.

3.2.2. DNA izolasyon islemleri

Dokudan DNA izolasyonu

Toplanan saglikli ve hasta bireylere ait doku orneklerinde yapilan DNA izolasyonu
Sekil 3.2.2.1-1°de gosterilmistir. islem sonrasi elde edilen DNA Grnekleri metilasyon ve
bistilfit doniisiim deneylerine kadar -20°C’de saklandi.
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Dokunun Peﬂe"
Homojenize |:> [ Homojenize ]|:>[ Parcalama 3000 g’de 10 ml
dok Tampon ' ifui
Edilmesi u ponu 10" Santrifij Parcalama

Tamponu

5ml SE Pellet + 4.5 ml SE

Tamponu 4 - 18 saat, Tamponu + 100 3000 g’de
+ <:| 37°C'de <:| ug/ml Proteinaz K + 10' Santrifiij
10 ml Fenol Inkiibasvon % 1 SDS + 20 pg/ml
/' Kloroform Riboniikleaz A
(1:1)
Ust Faz (st Faz
3000 g’de 5' + 3000 g’de 5' +
Santrifj |:> 10 ml Fenol / I:> Santrifij |:> 10 ml isopropanol
Kloroform (1:1)
-
%0,8’lik agaroz jelde DNA DNA 8rneklerinin -
orneklerinin kontroliiniin Nanodrop 2000° DNA Ipliklerinin
ardindan DNA o6rnekleri <:| konsantrasyonlarinin <: yeni eperdorf
-20°C’de saklanmir slcimi tiine aktarilmasi

Sekil 3.2.2-1: Dokudan DNA izolasyon islemi

Serum Orneklerinden DNA Izolasyon Islemi

Hasta ve sagliklilara ait serum 6rneklerinin DNA izolasyonu, QlAamp DNA Blood
Mini Kit (QIAGEN, Almanya) ile firmanin belirledgi Sekil 3.2.2-2°de gosterilen protokole
gore gergeklestirildi.

4 pl Proteinaz (100 pg/mL) +2 15" Karisim
Serum + PBS ul Riboniikleaz A (20ug/ml) + |:> vortekslenir +
200 pl parcalama tamponu 56°C°de 15'
(200 L) (Buffer AL) ¢ 200 ul ethanol

15" vortekslenir

6000 g’de(8000 500 pl yikama 6000 g’de(8000 rpm) +
rpm) N tamponu 1 <: 1' santrifiij / alt sivi <: Karisim 2,0
1'santriflj (AW1) eklenir dokiliur mP’lik tiipe
aktarihr

500 pl yikama

20000g’de (14000 Filtreli tp 20000g’de
tamponu 2 (AW?2) I:> grde ( L I:> yeni kolana (14000 rpm) 1
eklenir rpm) 3" santrifuj aktarihr santrifili
DNA 6rnekleri DNA ipliklerini 6000 g’de 100 !
ornekleri Ipliklerinin elilsvon
-20°C’de saklamr <:| yeni eperdorf <:| (8000 rpm) bu ffery(AE)

tiipe aktarilmasi 1'santriflj

eklenip 5'

Sekil 3.2.2-2: Serumdan DNA izolasyon iglemi.
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3.2.3. RNA Izolasyonu Islemleri
Total RNA Izolasyonu

Hasta ve saglikli doku, serum ve tlkiruk 6rneklerinin RNA izolasyonu “Norgen Total
RNA Purification Kit” (Norgen, Ontario, Kanada) protokoliine uygun bicimde Sekil 3.2.3-
1’de gosterildigi gibi gergeklestirildi.

Doku Doku karisimi / Serum /
Tukdrdk 6rneklerine 600
ul Lizis tamponunda 5'
oda sicakliginda bekletildi

Vorteks/ 3500 g’de
(6000 rpm) 1'santrifdj
Ardindan alt siv1 atildx

4

600 pl
etanol |:>

eklendi

+

RNALater sivi

40 pl ellisyon + Alt s1v1 atilir.

RNA 6rneklerinin 200 g>de (20_09_ Filtre 400 pl yikama
Nanodrop 2000° <:| rpm) 2'santrifuj kurutulmas: igin soliisyonu + /
konsantrasyonlarinin ardindan RNA tekrar 3500 g’de <: 3500 g’de (6000
oletimii ornekleri yeni (6000 rpm) rpm) 1'santrifij
tependorf tlipe L'santriftj edilir (3 ke7)
ﬂ alind
[ Ekspresyon ve cDNA doniisiimii deneyleri icin RNA 6rnekleri -80°C’ de sakland1 ]

Sekil: 3.2.3-1: Total RNA izolasyonu

3.2.4. cDNA Déniisiimii

SensiFAST cDNA Sentez Kit (BIOLINE, UK) protokoliine gore elde edilen drnekler
ekspresyon deneyleri icin  ¢cDNA’ya doniistiiriildi. c¢DNA’ya doniisiiriilen Ornekler
ekspresyon deneylerinde kullanilmak iizere -20°C ’de saklandi. Doniisiim i¢in kullanilan

reaksiyon karisimi ve reaksiyon kosulu Tablo 3.2.4-1de verilmistir.
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Tablo 3.2.4-1: ¢cDNA doniisiimiinde kullanilan reaksiyon karisimi ve kosullar

Solusyonlar Miktar

Toplam RNA (1 pg'ye kadar) n pl

5x TransAmp Buffer 4l

Reverse Transkriptaz 1l
dH-0O Total hacim 20 pl’ye

tamamlanacag1 kadar

Primer Baglanma 25°C 10 dk
Revers 42 °C 15 dk
Transkripsiyon
48 °C 15 dk
Inaktivasyon 85 °C 5 dk
Soguma 4°C -

3.2.5. Metilasyon ve Ekspresyon Deneyleri icin Primer/Prob Tasarimi

Metilasyon ve ekspresyon deneylerinde kullanilacak GPRC5C geninin primer (MF-
MR-EF-ER) ve prob dizileri, internette kullanima acgik olan  Methprimer
(http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi), genome browser
(https://genome.ucsc.edu/) ve Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/ primer-

blast/) siteleri yardimiyla tarafimizca gergeklestirildi (Tablo 3.2.5-1). Calismada referans gen
olarak kullanilan ACTB geninin ekspresyon deneylerinin primerleri Demokan S ve ark.
tarafindan daha 6nce yapilmis olan ¢alismadan alinmistir (Demokan et al. 2013)(Tablo 3.2.5-
2). Metilasyon deneylerinde kullanilacak ACTB geninin primer ve prob dizileri Carvalho AL.
ve arkadaslarinin ¢alismasindan alinmistir (Carvalho et al. 2008)(Tablo 3.2.5-2).


http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/%20primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/%20primer-blast/
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Tablo 3.2.5-1. Metilasyon ve ekspresyon profilleri incelenecek olan GPRC5C geninin primer ve prob
dizileri (EF: Ekspresyon Forwad, ER:Ekspresyon Revers, MF: Metilasyon Forward, MR:Metilasyon

Revers).

GPRC5C EF 5" AGGACACCAAGAAACGGAGC 3
GPRC5C ER 5 GCCAGGAAGTTGAGGGCAAAG ‘3
GPRC5C MF 5’ TCGTTCGGTCGTTGAAAGTT 3
GPRC5C MR 5 AAAAAACGCCACCCACGAA ‘3
GPRC5C Probe 5" ATTTAGCGGTCGCGTAGTTAGTTAA 3

B Percentage
03 40 f0 A

B
e T e B /‘\—»\__A\‘W‘,\‘

© So0 bp 1aa0 b 1500 b

[n}
T
[}

Input Sequence Bisulfite PCR primer MSP Primer Set CpG Island
—— — e Methulated—Specific

Unmethulated—Specific O3

Tablo 3.2.5-2. ACTB geninin primer ve prob dizileri. (MF: Metilasyon Forward, MR:Metilasyon
Revers (Carvalho et al. 2008) EF: Ekspresyon Forwad, ER:Ekspresyon Revers (Demokan et al. 2013))

ACTB ER 5" GTCTTCCCCTCCATCGTG ‘3

ACTB EF 5 AGGGTGAGGATGCCTCTCTT ‘3

ACTB MF 5’ TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT ‘3

ACTB MR 5" AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA 3
ACTB PROB 5 ACCACCACCCAACACACAATAACAAACACA 3

3.2.6. Metilasyon Analizi
GPRC5C genindeki promoter bdlgesindeki CpG adaciklarinda meydana gelen

metilasyon durumu Kantitatif Metilasyon Spesifik-PCR (Quantitative Methylation Specific
PCR, QMSP) yontemi ile LightCycler 480 cihazinda incelendi. DNA 0Ornekleri bisulfit
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dontisiim kit protokoliine gére sodyum bisiilfit ile muamele edilip Bisiilfit Doniistliriilmiis-
DNA (Bisulfite Concerted DNA, BC-DNA) elde edildi. Metile bélgelere 6zgi primerler ve
hibridizasyon problari kullanildi. Deneyin kontrolii icin DNA igermeyen ornekleri negatif
kontrol, saglikli bireylerden elde edilen lenfosit DNA &rnekleri ise pozitif kontrol olarak,
kullanild1. Lenfosit DNA ornekleri SSSI metiltransferaz ardindan bisiilfit modifikasyonu

islemine tabi tutularak kullanildi.

3.2.6.1. Bisiilfit Doniisiim

OSCC, OPML ve saghkli kisilerden elde edilen DNA o6rneklerinin  “Zymo
Methylation Gold Kit” (Zymo research, CA, ABD) Kkiti tarafindan Sekil 3.2.6.1-1’deki
protokole gore bisiilfit doniistimii gergeklestirildi.

20 pl DNA +
130 pl bisulfit

doniisiim

95°C (10 dk) ve 64°C’de Filtreli 600 pl baglanma
|:>[ 2 sa 30 dk inkiibasyon } =) ipe | B tamponu eklendi

4

Ve .
200 pl destilfonasyon ‘é‘(;ff:;';tl;ﬁg?‘ 100 pl yikama 10000 g’de 30"
tamponu eklenmesi <:| . <:| tamponu <:| santrifiij sonrasi
L sonrasi alt sivi alt aovr dikiildii
ﬁ dokildi

aktarildi

reaiam

15-20 dk oda Yiiksek 200 Wl yrkama / 20 pl eliisyon tamponu \
§ hizda tamponu eklenir,
sicakhginda 30" santrifij yiiksek hizda 30" |:> eklendi, yiiksek hizda 30"
inkiibasyon sonrasi alt santr!ful ?dlllr‘ alt santrifiij ardindan elde
sivi dokiildii sivi dokiiliir (2 kez)

edilen bcDNA yeni

ependorf tiipe aktarildi

[Metilasyon deneylerine (QMSP )kadar -20 °C ‘de ] <:IK /

Sekil 3.2.6.1-1. Bisiilfit DNA doniigiim protokolii

3.2.6.2. GPRC5C geninin relatif metilasyon seviyesinin QMSP ile belirlenmesi

GPRC5C geninin promoter bolgesindeki CpG adaciklarindaki metilasyon seviyelerini
belirlemek icin, kantitatif metilasyon spesifik PCR (QMSP) yontemi kullanildi. Calismada
kullanilan TagMan hidroliz probunun, 5’ucunda 6-florosein amtid (FAM) ile isaretlenirken
3’ucunda FAM inhbe edici (quencher) olan Kkarboksitetrametlrodamin (TAMRA) ile

isaretlenmistir.
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Saglikli insan lenfosit DNA” s1 SssI metilaz enzimi ile muamele edilerek (sonucunda
%100 metillenmis standart olarak (LN-DNA)) metilasyon deneylerinde pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. Elde edilen icin standartlar; 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 dilue edilerek
kantitatif sonu¢ elde edildi. QMSP deneylerinde PCR reaksiyonun kosulu ve reaksiyonda

kullanilan karigimlar Tablo 3.2.6.1-1de verilmistir.

Tablo 3.2.6.2-1: QMSP reaksiyon karisimi ve kosullari.

10X SensiFAST Probe No-ROX Kit Mix 10 pL
100 pM Primer (F) 1,2 uL
100 puM Primer (R) 1,2 uL
100 pM prob 0,4 uL
dH.O (PCR grade) 2,2 UL
bcDNA 5,0 pL
DENATURASYON 95°C 30s

95°C 15s
BAGLANMA

64°C 1dk
(50 siklus)

72°C 15s
SOGUMA 40°C 30s

ACTB ve GPRC5C genleri igin esik degeri (threshold) belirlendi. Yizde yiz metile olan
standart ve standart diliisyonlarinin konsantrasyonlri Ct degerlerine (floresan dizeynin cihaz
tarafndan Olgiilebilen esik degeri astgi dongii) goOre, program ile standart egri grafigi
olusturuldu. Relatif metilasyon yiizdesi asagida belirtilen formdil ile hesaplanarak her drnek

i¢in ayr1 bir kantitatif sonug elde edildi.

Relatif Metilasyon Ylzdesi = Hedefkonsantrasyon/(Hedefkonsantrasy0n+ REferanSkonsantrasyon)*100
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3.2.7. Gen Ekspresyon Analizi

Kantitatif Gergek Zamanli PCR (QRT-PCR) yontemi ile GPRC5C geninin hasta
orneklerine ait cDNA orneklerinde ekspresyon seviyeleri belirlendi. OSCC ve OPML tanist
alan hastalara ait tiimor/eslenik normal doku, serum ve tikurik érnekleri ile saglikli bireylere

ait mukoza, serum ve tiklrik 6rnekleri karsilastirildi.

3.2.7.1. QRT-PCR Yéntemi fle GPRC5C geninin Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

SYBR Green temelli Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-
PCR) yontemiyle GPRC5C geninin ekspresyonu degerlendirildi. Tablo 14’de PCR reaksiyon
karigimi ve kosullar1 gosterilmektedir. Hazirlanan karisim 96’lik platelere, pipet yardimiyla
her kuyuda 20 pl hacimde olacak sekilde dagitildi. Ardindan plate’in izeri jelatin film ile
kaplandi ve LC480 Real Time PCR cihazina yerlestirildi. Tasarladigimiz primerler optimize
edilerek reaksiyon baglatildi.

Tablo 3.2.7.1-1: Ekspresyon deneylerinin QRT-PCR reaksiyon karigimi ve kosullari

DENATURASYON 95°C 30s
BAGLANMA 95°C 15s
(40 siklus) 60°C 1 dk
95°C 10s
ERIME ERiSi
] 60°C 20s
(Melting Curve)
95°C Cont.
SOGUMA 40°C 30s
10X SensiFAST SYBR NO-ROX Kit Mix 10 pL
100 pM Primer (F) 0,2uL
100 pM Primer (R) 0.2 L
dH20 (PCR grade) 6,6 puL

cDNA 3L
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222 metodu ile PCR isleminin ardindan genlerin relatif ekspresyon diizeyleri housekeeping

genlerin ekspresyon duzeyleri ile normalize edilerek incelendi.

AACt = (Cthedef - Ctreferans)('jrnek - (Cthedef - Ctreferans)kontrol

3.2.8. Veri Analizi

IBM SPSS Statistics 20 ve GraphPad 8.0 (lcretsiz deneme siresi) programlari
kullanilarak istatiksel analizler yapildi. Ki-kare testleri (Yates ve Fisher) hastalarin klinik
bilgileri ile metilasyon ve ekspresyon seviyelerinin karsilatirilmalari i¢in  kullanildi. Ki-kare
testinin sonucunda p degerinin 0,05’den esit veya kiiciik olan degerler istatiksel olarak
anlaml1 kabul edildi. Wilcoxon Rank Testi ise hasta ve saglikli gruplar1 arasindaki metilasyon
ve ekspresyon seviyeleri karsilastirildi. Coklu gruplara sahip hasta klinik paranmetreleri ile

metilasyon ve ekspresyon seviyesindeki degisiklikler ANOVA testine gore analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik ve Klinik Ozellikler
Calismaya 30 adet OSCC, 30 adet OPML hasta grubunun yani sira 15 adet saglikli

olmak tizere toplam 75 kisi dahil edilmistir.

Malin hasta grubunun yas ortalamast 58,6 iken erkek oranmi 22/30 (%73,3) kadin
oranindan 8/30 (%26,7) fazladir. Hastalarin %66,67’si (20/30) sigara kullanmakta ve
%26,67’si (8/30) alkol kullanmaktadir. Malin hastalarinda tiimor anatomik olarak %33,33
(10/30) dil, %20 (6/30) bukkal mukoza, %10 (3/30) inferior alveolar arkus, %16,67 (5/30)
agiz tabani, %13,33 (4/10) retromolar trigon, %6,67 (2/30) sert damak tutulumu goéstermistir.
Malin grubunda bulunan hastalarin TNM siniflamasma gore %56,67’si (17/30) evre 1V,
%16,67’si (5/30) evre 1, %20,00’si (6/30) evre 111 ve %6,6’s1 (2/30) evre I’dir.

Calismaya katilan premalin hasta grubunun yas oralamasi 50,27°dir. Premalin hasta
grubunda kadimn oran1 (%50) ile erkek orani (%50) esittir. Hastalarin %56,67°1 (17/30) sigara
kullanmakta ve %20’si (6/30) alkol kullanmaktadir. Premalin grubundaki hastalar patolojik
tanilarina gore siniflandrilmistir. Buna gore hastalarin %33,33°0 (10/30) OL, %23,3’i (7/30)
OLD, %43,33’0 (13/30) LP displazi tanis1 almistir. Histopatolojik olarak displazi tanisi alan 6
hastanin klinik goriintiisii I6koplaki seklindedir.

Calismaya katilan saglikli bireylerin yas ortalamasi 46,1°dir. Bu grupta erkek orani
8/15 (%53,33) kadin oranindan 7/15 (%46,67) fazladir ve katilimcilarin %26,67’si  (4/15)
sigara, %26,67’si (4/15) alkol kullanmaktadir.

Yas, cinsiyet, sigara ve alkol kullanim1 gruplar arasinda karsilastirilmistir. Buna gore
saglikli grubun yas ortalamasi malin ve premalin gruba gore daha diisiiktiir. Sigara kullanma

orani saglikli grupta, malin ve premalin gruba gore daha diigiik oldugu goriilmiistiir.

30 malin hasta grubunun 14’iinde (%46,67) lenf nodu tutulumu goriiliirken, 3 hastada

(%10) yuksek differasyon derecesi, 10 hastada (%33,3) metastaz goriilmiistiir (Tablo 4.1.-3).



Tablo 4.1-1: Cahsmaya katilanlarin demografik ozellikleri

Toplam Malign Premalin Saghkh

n % n % n % n %

Yas ortalamasi 51,7 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 1 (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 1(80,00)| 11 = 73,33
Var 18 2400 | 8 2667 | 6 (2000 4 | 26,67

Tablo 4.1-2. 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)
oL 10/30 (%33,33)
Patoloji OoLD 7/30 (%23,3)
LP 13/30 (%43,33)
Yok (-) 13/30 (10%)
Sigara Tuketimi
Var (+) 17/30 (90%)
Yok (-) 34 (68%)
Alkol Tuketimi
Var (+) 6/30 (%20)




Tablo 4.1-3. Malin hasta grubunun klinik ve patolojik bilgileri

N (%)
Kadin 8/30 (%26,67)
Cinsiyet
Erkek 22/30 (%73,33)
<50 8/30 (%30)
Yas
>50 22/30 (%70)
Dil 10/30 (%33,33)
Bukkal Mukoza 6/30 (%20)
Inferior Alveolar Arkus 3/30 (%10)
Anatomik Tutulum
Agiz Tabani 5/30 (%16,67)
Retromolar Trigon 4/30 (%13,33)
Sert Damak 2/30 (%6,67)
Yok 10/30 (%33,33)
Sigara Tuketimi
Var 20/30 (%66,67)
Yok 22/30 (%73,33)
Alkol Tuketimi
Var 8/30 (%26,67)
| 2/30 (%6,6)
I 6/30 (%20)
Evre
i 5/30 (%16,67)
v 17/30 (%56,67)
Diisiik 4/30 (%13,3)
Differasyon Derecesi Orta 23/30 (%76,67)
Yuksek 3/30 (%10)
Yok 16/30 (%53,3)
Lenf Nodu Tutulumu
Var 14/30 (%46,67)
Yok 25/30 (%83,3)
NUks
Var 5/30 (%16,67)
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4.2. GPRC5C Geninin Ekspresyon Analizinin Sonuclari

Calismamizda OSCC ve OPML tanis1 almig 30’ar hastaya ait tiimor/eslenik normal
doku, serum ve tukdrdk ornekleri ile 15 saglikli bireyin normal doku, serum ve tukirik
ornekleri kullanilmistir. Hasta ve saglikli bireylerin 6rneklerinde ekspresyon seviyeleri, QRT-
PCR teknigi kullanilarak incelendi (Sekil 4.2-1). Sonrasinda hedef gen ve referans (ACTB)
genlerinin ekspresyon sonuglarindan elde edilen Ct degerleri kullanilarak 242 degerleri tiim
ornekler icin normalize edildi. Sonuglarin analizi LightCycler 480 yazilimindaki Temel
Relatif Olgiim (Basic Relative Quantification) programu ile yapilmustir (Sekil 4.2-2). OSCC
ve OPML hastalarina ait timo6r dokusu, eslenik normal doku, serum ve tukirik 6rnekleri ile
saglikli bireylere ait normal mukoza, serum ve tiikiiriik 6rneklerindeki GPRC5C geninin
ekspresyon duzeyleri ile referans genin (ACTB) ekspresyon dizeylerinin ACt degerleri
hesapland1 (Sekil 4.2-3,4.2-4,4.2-5). OSCC ve OPML hastalarina ait tiimor dokusunun ACt
degerlerinin normal dokunun ACt degerlerine gére kat degisimleri (fold change) 244
formalu ile hesaplanmistir (Sekil 4.2-6). Buna gore 2’nin {izerinde olan degerler tiimor
dokusunda eslenik normal ya da saglikli mukozaya oranla ekspresyon artis1, -2’nin altindaki
degerler ise ekspresyon azalisi olarak degerlendirildi. OPML ve OSCC hastalarina ait timor
dokusunda eslenik normal ya da saglikli mukozaya oranla ekspresyon azalisi veya artist ile
hastalara ait klinikopatolojik bilgilerin istatiksel olarak karsilastirilmasi IBM SPSS Statistics
20 programi yardimiyla gerceklestirildi.

Fluorescence History

I ACTB R ——

Sekil 4.2-4 : Hastalara ait 6rneklerin hedef gen (GPRC5C) ve referans gendeki (ACTB) amplifikasyon
egrileri
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Sekil 4.2-2: Hastalara ait 6rneklerin hedef gen (GPRC5C) ve referans gendeki (ACTB) amplifikasyon

egrileri analiz asamasinda threshold gésterimi
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Sekil 4.2-3: OSCC hastalarimin tiimér/eslenik normal doku, serum ve tiikiiriik orneklerinin
ekspresyon seviyelerinin ACt degerleri (P:OSCC hasta kodlamasi, Kirmizi: Tikirik 6rneklerinin ACt
degerleri, Turuncu: Serum Orneklerinin ACt degerleri, Yesil: Eslenik Normal Doku Orneklerinin ACt degerleri,

Mavi: Tiimér Doku Orneklerinin ACt degerleri).
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Sekil 4.2-4: OPML hastalarimin tiimér, eslenik normal doku, serum ve tiikiiriik 6rneklerinin
ekspresyon seviyelerinin ACt degerleri (H: OPML hasta kodlamasi, Kirmizi: Tiikiiriik
orneklerinin ACt degerleri, Turuncu: Serum Orneklerinin ACt degerleri, Yesil: Eslenik Normal
Doku Orneklerinin ACt degerleri, Mavi: Tumér Doku Orneklerinin ACt degerleri).
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GPRC5C Geninin ACt Degerleri

Sekil 4.2-5: Saghkhlara ait normal mukoza, serum ve tikidrik orneklerinin ekspresyon
seviyelerinin ACt degerleri (S:Saglikli birey, Kirmiz1: Tikiiriik 6rneklerinin ACt degerleri,
Turuncu: Serum Orneklerinin ACt degerleri, Yesil: Mukoza Orneklerinin ACt degerler).
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ekil 4.2-6: OSCC ve OPML hastalarina ait tiitmor dokusunun ACt degerlerinin eslenik normal
g
dokunun ACt degerlerine gore kat degisim(fold change) 22t degerleri (Mavi: OSCC
hasta grubu, Kirmizi: OPML hasta oyunu).
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-60 T T T T

Malin Premalin
Ekspresyonda Artma %33,3 (10/30) Ekspresyonda Artma %43,33 (13/30)

Malin Premalin
Ekspresyonda Azalma %43,3 (13/30) Ekspresyonda Azalma %40 (12/30)

Sekil 5.2-7: OSCC ve OPML hastalarina ait tiimor dokularinda eslenik normal dokularina gore relatif
olarak hesaplanan ekspresyon dizeylerinin artma ve azalma oranlar (p<0,0001). (Mavi:
Malin hasta grubunda ekspresyon seviyeside artma, Pembe: Premalin hasta grubunda ekspresyon
seviyeside azalma, Turuncu: Premalin hasta grubunda ekspresyon seviyeside artma, Yesil: Malin

hasta grubunda ekspresyon seviyeside azalma, *: Gruplar arasindaki anlimlilik derecesi)

OSCC hastalarin %43,3’tinde (13/30) tiimor dokusunda eslenik normal dokuya oranla
ekspresyon seviyesinde azalma ve %33,3’iinde (10/30) ekspresyon seviyesinde artma
gozlenirken 7 hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlenmedi (Sekil 4.2-7). OPML
hastalarin %43,33’iinde (13/30) timo6r dokusunda eslenik normal dokuya oranla ekspresyon
seviyesinde artma ve %40’inda (12/30) ekspresyon seviyesinde azalma gozlenirken 5 hastanin
ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlenmedi (Sekil 4.2-7). OSCC grubunda ekspresyon
sevyesindeki artis ve azalma arasinda “0,0016” p degeri olan istatiksel anlamlilik goriildii.
OPML grubundaki ekspresyon seviyesindeki artma ve azalma arasinda anlamlilik

gozlemlenmistir (p=0,0005).
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Fold Change
g-Adet
=
[]

Malin Premalin Kontrol
1
Malin Premalin Kontrol
I Sigara tiketimi (+) -1,08 -0,45 1
I Sigara tiketimi (-) -0,06 -0,06 1
I Alkol tiiketimi (+) -0,20 -0,05 1
Il Alkol tiiketimi (-) -0,13 -0,29 1

Sekil 6.2-8: OSCC ve OPML hastalarina ait tiimorlerde kendi eslenik normal dokularina ve saglikli
bireylere ait normal dokulara gore ekspresyon seviyelerindeki degisim ile sigara ve alkol
tliketimi arasindaki iligkinin gosterimi.

Sekil 4.2-8’de gosterilen grafikte, sigara tiketimi olan malin hasta grubundaki
ekspresyonda azalma katsayisi, sigara igen saglikli kisilerdeki ekspresyonda azalmaya gore
1,08 kattiyken, sigara tiiketimi olmayan malin hasta grubundaki ekspresyonda azalma
katsayisi, sigara igmeyen saglikli kisilerdeki ekspresyonda azalmaya gore 0,06 kattir. Sigara
tiiketimi olan premalin hasta grubundaki ekspresyonda azalma katsayisi, sigara igen saglikli
kigilerdeki ekspresyonda azalmaya goére 0,45 kattiyken, sigara tiiketimi olmayan premalin
hasta grubundaki ekspresyonda azalma katsayisi, sigara igmeyen saglikli kisilerdeki
ekspresyonda azalmaya gore 0,06 kattir. Alkol tiiketimi olan malin hasta grubundaki
ekspresyonda azalma katsayisi, alkol tiiketimi olan saglikli kigilerdeki ekspresyonda
azalmaya gore 0,20 kattir. Alkol tiiketimi olan premalin hasta grubundaki ekspresyonda
azalma katsayisi, Alkol icen saglikl kisilerdeki ekspresyonda azalmaya gore 0,05 kattir.
Alkol tiiketimi olmayan malin hasta grubundaki ekspresyonda azalma katsayisi, Alkol
icmeyen saglikl kisilerdeki ekspresyonda azalmaya gore 0,13 kattir. Alkol tiiketimi olmayan
premalin hasta grubundaki ekspresyonda azalma katsayisi, alkol igmeyen saglikli kisilerdeki

ekspresyonda azalmaya gore 0,29 kattir.
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Tablo 4.2-1: OSCC/OPML hasta gruplarinin tiimor, eslenik normal dokulari ile serum ve
tiikiirik oOrnekleri ile saglikli bireylerin mukoza, serum ve tiikiiriik Orneklerinin
foldchange degerleri.

Timor Dokusu | Eslenik Normal | Serum Ornegi & | Tiikiiriik Ornegi
& Saghkh Doku & Saghkh Saghkl Serum & Saghkh

Mukoza Mukoza Ornegi Tiikiiriik Ornegi
OScCC -0,11 -0,08 -2,05 -5,79
OPML -0,06 -0,13 -1,96 -0,26

OSCC hastalarin timdr dokularina ait Ct degerlerinin ortalamalar1 ile saglikli
bireylerin normal mukozalarina ait Ct degerlerinin ortalamalar1 kiyaslanarak foldchange
degeri hesaplandi. Hastalarda saglikli bireylere gére GPRC5C geninin -0,11466 kat
ekspresyon seviyesinde azalma gdzlemlenmistir. Ayrica, OSCC hastalarinin eslenik normal
dokularinda saglikli mukozaya gore -0,08 kat, OSCC hastalarinin serum 6rneklerinde saglikli
serum orneklerine gore -2,05 kat, OSCC hastalarina ait tiikiiriik 6rneklerinde saglikli tukarik

orneklerine gore -5,79 kat ekspresyon seviyesinde degisim gozlemlenmistir (Tablo 4.2-1).

OPML OPML tumorlerinde saglikli mukozaya gore -0,06462 kat ekspresyon
seviyesinde degisim gozlemlenmistir. OPML hasta grubunun eslenik normal dokularinda
saglikli mukozaya gore -0,13005 kat, OPML grubuna ait serum 6rneklerinde saglikli serum
orneklerine gore -1,96099 kat, OPML grubuna ait tukiruk orneklerinde saghikli tukdrik
orneklerine gore -0,25643 kat ekspresyon seviyesinde degisim gozlemlenmistir (Tablo 4.2-1).

Metilasyon gozlenen OSCC hastalarinin tiimor dokusu drneklerinde saglikli bireylere
oranla genin ekspresyonunda -0,5364 kat, metilasyon gozlenen OPML hastalariin timor
dokusu orneklerinde saglikli bireylere oranla genin ekspresyonunda -2,265 kat azalma

saptadi.
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GPRC5C Geninin T/N
Fold Change oot Degerleri

-50

**

OSCC Anatomik Tulutum

**x*%
p=0,0004

-100 T T T T T

Agiz Tabani
Ekspresyonda Azalma %60 (3/5)

Agiz Tabani
Ekspresyonda Artma %20 (1/5)

Bukkal Mukoza
Ekspresyonda Artma %33,3 (2/6)

Bukkal Mukoza

Ekspresyonda Azalma %16,7 (1/6)
Dil

Ekspresyonda Azalma %50 (5/10)

Dil
O Ekspresyonda Artma %40 (4/10)

m inferior Alveolar Arkus
Ekspresyonda Azalma %33,3 (1/3)

A inferior Alveolar Arkus
Ekspresyonda Artma %66,7 (2/3)

v Retromolar Trigon
Ekspresyonda Azalma %50 (2/4)

<> Retromolar Trigon
Ekspresyonda Artma %25 (1/4)

50

9|6 Sert Damak Ekspresyonda Azalma %50 (1/2)

Sekil 4.2-9: OSCC hastalarinin anatomik tutulumuna gére GPRC5C geninin ekspresyon dulzeyleri
(p=0,0020) (*: Gruplar arasindaki anlimlilik derecesi).

Sekil 4.2-9’da malin hasta grubunun anatomik tutulum bdélgelerine gore ekspresyon
seviyesinde artma ve azalma gorilen hastalar gosterilmektedir (p=0,0004). Agiz tabani
bolgesinde tutulum gosteren 5 hastanin 3’tinde (%60) ekspresyonda azalma, 1’inde (%20)
ekspresyonda artma gozlemlenirken, bir hastanin ekspresyon seviyesinde ise degisiklik
gozlemlenmemistir. Bukkal timorli 6 hastanin 1’inde (%16,7) ekspresyonda azalma, 2
hastanin (%33,3) ekspresyon seviyesinde artma godzlemlenirken, 3 hastanin ekspresyon
seviyesinde bir degisiklik gozlemlenmemistir. Dil timaorine sahip 10 hastanin 5’inde (%50)
ekspresyonda azalma, 4’iinde (%40) ekspresyonda artma gozlemlenirken, diger 1 hastanin
ekspresyon seviyelerinde degisiklik g0zlemlenmemistir. Inferior Alveolar arkus tutulumu
gosteren 3 hastanin 1’inde (%33,3) ekspresyonda azalma goriiliirken 2’sinde (%66,7)
ekspresyonda artis gézlemlenmistir. Retromolar trigon bélgesinde anatomik tutulum gdsteren

4 hastanin 2’sinde (%50) ekspresyonda azalma gozlemlenirken 1’inde (%25) ekspresyonda
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artts gozlemlenmistir. Sert damak tumorli 2 hastanin 1’inde (%50) ekspresyonda azalma
g6zlemlenmistir. Yapilan One-way ANOVA analizi ile dil boélgesinde tutulum gdsteren

hastalarin azalan ve artma ekspresyon seviyeleri arasinda anlamlilik oldugu goriilmiistiir
(p=0,025").

OPML PATOLOJISI
*%
60 = x
K%k
40
N 204 —o @
[¢]
O oA T = v
c
©
=
© -20-
=
o
LL
-40-
—x *kKdk
-60 T T T T T T p<0,0001
Oral Likenoid Displazi Oral Likenoid Displazi
Ekspresyonda Azalma %50 (5/10) Ekspresyonda Artma %40 (4/10)
Liken Planus Liken Planus
Espresyonda Artma %69,23 (9/13) Espresyonda Azalma %15,38 (2/13)
I:I Oral Lokoplaki A Oral Lokoplaki
Ekspresyonda Artma %14,28 (1/7) Ekspresyonda Azalma %71,4 (5/7)

Sekil 4.2-10: Premalin hasta grubunun patolojik gruplarina gére GPRC5C geninin ekspresyon
dizeylerindeki degisiklikler (p<0,0001) (*: Gruplar arasindaki anlimlilik derecesi).

Sekil 4.2-10°da premalin hasta grubunun patolojisine gore ekspresyon seviyesinde artma ve
azalma goriilen hasta sayilarii gosterilmektedir (p<0,0001). Oral Lokoplaki (OL) patolojisi
gosteren 7 hastanin 5’inde (%71,4) ekspresyonda azalma, diger 2 hastada (%28,6)
ekspresyonda artma gozlemlenmemistir. Liken Planus (LP) patolojisi gosteren 13 hastanin
2’sinde  (%15,38) ekspresyonda azalma, 9’unda (% 69,23) ekspresyonda artma
gozlemlenirken, diger 2 hastanin ekspresyon seviyesinde bir degisiklik gézlemlenmemistir.
Oral Likenoid Displazi (OLD) patolojisi gosteren 10 hastanim 5’inde (%50) ekspresyonda
azalma, 4’inde (%40) ekspresyonda artma gdzlemlenirken, diger bir hastanin ekspresyon
seviyesinde bir degisiklik gozlemlenmemistir. Yapilan One-way ANOVA analizine gore

OLD ekspresyonda azalma gosteren hastalar ile artma gozlemlenen hastalar arasinda
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(p=0,0061), OLD ekspresyonda artma gortlen hastalar ile OL ekspresyonda azalma gorilen
hastalar arasinda ( p=0,0195), OLD ekspresyonda azalma goriilen hastalar arasinda LP
ekspresyonda artma goriilen hastalar arasinda arasinda (p=0,0011), LP ekspresyonda artma
goriilen hastalar arasinda ile OL ekspresyonda azalma goriilen hastalar arasinda arasinda

(p=0,0049) anlamliklik gézlemlenmistir.
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-60 T T T T T T T T p:0,0003
Evre | Evre lll
Ekspresyonda Azalma %50 (1/2) Ekspresyonda Azalma %40 (2/5)
Evre | A Evre 11l
Ekspresyonda Artma %50 (1/2) Ekspresyonda Artma %60 (3/5)
Evre Il o Evre IV
Ekspresyonda Azalma %66,7 (4/6) Ekspresyonda Azalma %35,3 (6/17)
Evre ll * Evre IV
Ekspresyonda Artma %16,6 (1/6) Ekspresyonda Artma %29,4 (5/17)

Sekil 4.2-11: Malin hasta grubunun evrelere gbére GPRC5C geninin ekspresyon
diizeylerindeki degisiklikler (p=0,0083) (*: Gruplar arasindaki anlimlilik derecesi).

Sekil 4.2-11’de malin hasta grubunun evrelerine gére GPRC5C geninin ekspresyon
seviyelerindeki artma ve azalma gorllen hasta sayilar1 gosterilmistir (p=0,0003). Evre |
olan 2 hastanin 1’inde (%50) ekspresyonda azalma gozlemlenirken, diger hastanin
ekspresyon seviyesinde artma gozlemlenmistir. Evre II olan 6 hastanin 4’inde (%66,7)
ekspresyon seviyesinde azalma, 1 hastanin (%16,6) ekspresyon seviyesinde artma
gozlemlenirken, diger 1 hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlemlenmemistir. Evre
III olan 5 hastanin 2’sinde (%40) ekspresyonda azalma, diger 3 hastada (%60) ise
ekspresyonda artma gézlemlenmistir. Evre IV olan 17 hastanin 6’inde (%35,3) ekspresyonda
azalma, 5’inde (%29,4) ekspresyonda artma gozlemlenirken, diger 6 hastanin ekspresyon

seviyelerinde bir degisiklik gbzlemlenmemistir.
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50 p<0,0001 w \ p=0,0004
Malin Premalin
Malin Premalin Sigara (-) / Ekspresyon (-) Sigara (-) / Ekpresyon (-)
Sigara (+) / Ekspresyon () Sigara (+) / Ekpresyon () %33,3 (4112) %46,15(6/13)
%50 (9/18) %22,22 (6/17) ‘
Malin Premalin Malin P_remahn
Sigara (+) / Ekspresyonda Sigara (+) / Ekspresyonda (+) 338}2}1}2}/ Hpresyen () i'ggfe(géﬁsmesyw v
0,
(+) %22,22 (4/18) %41,18 (7/17) e
4 Saglikhi Sigara (+) Ekspresyon Seviyesi (ACt) %26,67 (4/15) @ Saliki Sigara (- EKspresyon Seviyesi (ACt) %7333 (11/25)

Sekil 4.2-12: Sigara kullamm ile ekspresyon seviyelerinin Kkarsilastirilmas1 (a) Kilinik
parametrelerden sigara icen malin ve premalin hasta grubuyla saglikli grubun GPRC5C geninin
ekspresyon diizeylerindeki degisikliklerin gosterimi (p=0,0070). (b) Klinik parametrelerden
sigara icmeyen malin hasta grubunda GPRC5C geninin ekspresyon diizeylerindeki degisikliklerin
gosterimi (p=0,0011) (*: Gruplar arasindaki anlimlilik derecest).

Sekil 4.2-12’de sigara i¢en/igmeyen malin ve premalin hasta grubunda ve saglikli
grupta GPRC5C geninin ekspresyon seviyelerindeki artma ve azalma seviyeleri gosterilmistir
(p<0,0001; p=0,0004). Sekil 4.2-12-a’da Malin hasta grubunda sigara i¢en 18 hastanin 9’unda
(%50) ekspresyonda azalma, 4’tinde (%22,22) ekspresyonda artma gozlemlenirken, 5
hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik gdzlemlenmemistir. Premalin hasta grubunda
sigara icen 17 hastanin 6’sinda (%22,22) ekspresyonda azalma, 7’sinde (%41,18)
ekspresyonda artma goOzlemlenirken, 4 hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik
gozlemlenmemistir (p<0,0001). One-way ANOVA analizine gdre malin ekspresyonda artma
ile malin ekspresyonda azalma arasinda (p=0,0104%), premalin ekspresyonda artma ile
premalin ekspresyonda azalma arasinda (p=0,0462"), malin ekspresyonda azalma ile premalin
ekspresyonda artma arasinda (p=0,0006"") anlamlilik goriilmistiir. Sekil 4.2-12-b’de Malin
hasta grubunda sigara igmeyen 17 hastanin 4’sinda (%33,3) ekspresyonda azalma, 6’sinda
(%50) ekspresyonda artma gozlemlenirken, 2 hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik
gozlemlenmemistir. Premalin hasta grubunda sigara igmeyen 13 hastanin 6’sinda (%46,15)

ekspresyonda azalma, 5’inde (%38,46) ekspresyonda artma gozlemlenirken, 1 hastanin
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ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlemlenmemistir. Yapilan One-way ANOVA analizine

gbre malin ekspresyonda azalma ile saglikli arasinda (p=0,0095"), premalin ekspresyonda

azalma ile saglikli arasinda (p=0,0035") anlamlilik goriilmiistiir.

A

GPRCSC
Fold Change 244t

p=0,0576

B

GPRC5C
Fold Change 2"/t

.50

50

o
I

ek

p<0,0001

Qoscc OPML
Alkol (+} Alkol (+)
Ekspresyonda Artma 3/8 (%37,5)
osce

Alkol (+)
Ekspresyonda Azalma 2/8 (%25)

oscc
Alkol (-)

Ekspresyonda Artma 7/22 (%31,82) -

;;;.-c-w::a Artma 12/24 (%50)
OPML

Alkel (-)

Ekspresyonda Azalma 9/24 (%37 ,5)

SAGLIKLI Alkol (-) Eksspresyon Seviyeleri (ACH) 11/15 (%73,33)

SAGLIKLI Alkol (+) Eksspresyen Seviyeleri (4Ct) 4/15 (%

Sekil 4.2-13: Alkol tiiketimi ile ekspresyon seviyelerinin Kkarsilastirilmasi (a) Klinik
parametrelerden alkol tiiketen malin ve premalin hasta grubuyla saglikli grubun GPRC5C geninin
ekspresyon diizeylerindeki degisikliklerin gosterimi (p=0,0576). (b) Klinik parametrelerden alkol
tiketmeyen malin hasta grubunda GPRCS5C geninin ekspresyon diizeylerindeki degisikliklerin
gosterimi (p<0,0001) (*: Gruplar arasindaki anlimlilik derecesi).

Sekil 4.2-13’te alkol tiiketimine bagli olarak malin/premalin hasta grubunda ve
saglikli grupta GPRC5C geninin ekspresyon seviyelerindeki artma ve azalma seviyeleri
gosterilmistir (p=0,0567; p<0,0001). Sekil 4.2-13 (a)’da Malin hasta grubunda alkol tiiketen 8
hastanin 3’linde (%37,5) ekspresyonda artma, 2’sinde (%25) ekspresyonda azalma
gozlemlenirken, 3 hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlemlenmemistir. Premalin
hasta grubunda alkol tiikketen 6 hastanin 1’inde (%16,67) ekspresyonda artma, 3’{inde (%50)
degisiklik
gbzlemlenmemistir (p=0,0567). Sekil 4.2-13 (b)’de Malin hasta grubunda alkol tiiketmeyen

ekspresyonda azalma gozlemlenirken, 2 hastanin ekspresyon seviyesinde

22 hastanin 7’sinda (%31,82) ekspresyonda artma, 11’inde (%50) ekspresyonda azalma
gozlemlenirken, 4 hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlemlenmemistir. Premalin
hasta grubunda alkol tiiketmeyen 24 hastanin 12’sinde (%50) ekspresyonda artma, 9’unda
(%37,5) ekspresyonda azalma gdzlemlenirken, 3 hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik
gozlemlenmemistir. %95 giiven araliginda One-way ANOVA analizine gére malin

ekspresyonda azalma ile saglikli arasinda (p=0,0018"), premalin ekspresyonda azalma ile
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saglikli arasinda (p=0,0451"), malin ekspresyonda azalma ile artma arasinda (p=0,0298"),

*k ok

premalin ekspresyonda artma ile azalma arasinda (p=0,0005"""), premalin ekspresyonda artma
ile malin ekspresyonda azalma arasinda (p=0,0002""") anlamlilik goriilmiistiir.

Tablo 4.2-2 ve Tablo 4.2-3’de standart curve egrisi koordinatlari, duyarlilik ve
ekspresyon degerlerinin denk geldigi esik degerleri belirtilmistir.

Malin grubunda timor ile eslenik normal dokularinda GPRC5C geninin ekspresyon
seviyelerinin karsilastirilmasi sonucunda %3,4 duyarlilik %100 6zgiillik ile 6zgiilligii yuksek
ve duyarliligr diistik bir test oldugu goriilmektedir. Tablo 4.2-2°¢ gore duyarlilik ve 6zgiillikk
degerlerinin Kkarsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 8,5 olarak belirlenebilir. Malin
grubunda tumor ile saglikli normal dokularinda GPRC5C geninin ekspresyon seviyelerinin
karsilagtirilmast sonucunda %100 duyarlilik %92,5 o6zgillik ile 6zgiilliigli ve duyarlilig
yuksek bir test oldugu goriilmektedir. Tablo 4.2-2’¢ gore duyarlilik ve 6zgilliik degerlerinin

karsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 2,5 olarak belirlenebilir (Sekil 4.2-14).

ROC curve B ROC curve
ROC of OSCC tumaor dokusu / OSCC eglenik normal doku ROC of OSCC tumor dokusu / Saglikh normal doku
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Sekil 4.2-14: OSCC grubuna ait doku 6érneklerinin ROC analizi. (A) Malin grubunda timoér ile
eslenik normal dokularinda GPRC5C geninin ekspresyon seviyelerinin ROC analizi. (B) Malin
grubunda tiimor ile saglikli normal dokularinda GPRC5C geninin ekspresyon seviyelerinin ROC

analizi.

Malin grubunda serum ornekleri ile saglikli grubunun serum orneklerinde GPRC5C
geninin ekspresyon seviyelerinin karsilastirllmas1 sonucunda %37,5 duyarhilik 9%14,3
ozgiilliik ile 6zgilliigi ve duyarlilig: diisiik bir test oldugu goriilmektedir. Tablo 4.2-3’e gore
duyarhilik ve 6zgiillik degerlerinin karsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 5,5 olarak
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belirlenebilir. Malin grubunda tiikiirik ornekleri ile saglikli grubunun tiikiiriik 6rneklerinde
GPRCS5C geninin ekspresyon seviyelerinin karsilagtirilmasi sonucunda %33,3 duyarlilik %25
ozgiilliik ile 6zgiilligl ve duyarlilig: diistik bir test oldugu goriilmektedir. Tablo 4.2-3’e gore
duyarhlik ve 6zgiilliik degerlerinin karsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 8,5 olarak
belirlenebilir (Sekil 4.2-15).

A ROC curve B ROC curve
ROC of OSCC serum / Saglkli serum ROC of OSCC tlikurik / Saghkh tikuruk
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Sekil 4.2-15: OSCC viicut s1vi 6rneklerinin ROC analizi. (A) Malin grubunda serum ile saglikl
serum GPRC5C geninin ekspresyon seviyelerinin ROC analizi. (B) Malin grubunda serum ile
saglikli serum GPRC5C geninin ekspresyon seviyelerinin ROC analizi.

Premalin grubunda tiimér ile eslenik normal dokularinda GPRC5C geninin ekspresyon
seviyelerinin karsilastirilmas: sonucunda %100 duyarlilik %93,1 6zgiilliik ile 6zgilliigl ve
duyarlilig1 yiiksek bir test oldugu goriilmektedir. Tablo 4.2-2’¢ gore duyarlilik ve 6zgiillik
degerlerinin karsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 1,5 olarak belirlenebilir. Premalin
grubunda timor ile saglikli normal dokularinda GPRC5C geninin ekspresyon seviyelerinin
karsilagtiritlmast sonucunda %100 duyarlibik %53,8 ozgiillik ile ozgilligi disik ve
duyarlilig1 yiiksek bir test oldugu goriilmektedir. Tablo 4.2-2’e gore duyarlilik ve 6zgiillik
degerlerinin karsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 4,5 olarak belirlenebilir (Sekil 4.2-16).
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Sekil 4.2-16: OPML grubunun doku érneklerinin ROC analizi (A) Premalin grubunda timor ile
eslenik normal dokularinda GPRC5C geninin ekspresyon seviyelerinin ROC analizi. (B)
Premalin grubunda timér ile saglikli normal dokularinda GPRC5C geninin ekspresyon
seviyelerinin ROC analizi.

Premalin grubunda serum ornekleri ile saglikli grubunun serum 6rneklerinde GPRC5C
geninin ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi sonucunda %50 duyarlilik %50 6zgulluk ile
Ozgiilligi ve duyarliligr diisiik bir test oldugu goriilmektedir. Tablo 4.2-3’e gore duyarlilik ve
ozgiillik degerlerinin karsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 3,5 olarak belirlenebilir.
Premalin grubunda tiikiiriik 6rnekleri ile sagliklt grubunun tukirik orneklerinde GPRC5C
geninin ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi sonucunda %38,9 duyarlilik %50 6zgiilliik
ile 6zgilligl ve duyarliligr diisiik bir test oldugu goriilmektedir. Tablo 4.2-3’e gore duyarlilik
ve Ozgiillik degerlerinin karsilik geldigi esik degeri (cut-off point) 3,5 olarak belirlenebilir
(Sekil 4.2-17).



58

A ROC curve
ROC of OPML serum / Saghkh serum
1.0+
0.8
2 0.6
2
el
]
c
o 0.4-
0.2
0.0 T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1 - Specificity

Sensitivity

1.0+

0.8+

=
o
]

o
~
1

0.2+

0.0

ROC curve
ROC of OPML tiikiiriik / Saghkh tiikdrik

T T T
0.4 0.6

1 - Specificity

0.8

Sekil 4.2-17: OPML grubunun viicut stvi 6rneklerinin ROC analizi (A) Premalin grubunda
serum ile saglikli serum GPRC5C geninin ekspresyon seviyelerinin ROC analizi. (B) Premalin
grubunda serum ile saglikli serum GPRC5C geninin ekspresyon seviyelerinin ROC analizi.

Tablo 4.2-2: OSCC ve OPML gruplarindaki Timor-Eslenik Normal-Saglikli Dokularinda GPRC5C
geninin ekspresyonunun 6zgiillik ve duyarlilik degerleri

Esik Degeri % Duyarhhk
0oSccC 8,5 3,4
OPML 15 100

100
93,1

% Ozgiinlik

Esik Degeri % Duyarliik % Ozglinlik
2,5 100 92,3
45 100 53,8

Tablo 4.2-3: OSCC ve OPML gruplarindaki Serum-Tukirik oOrneklerinde GPRC5C geninin
ekspresyonunun 6zgiilliik ve duyarhlik degerleri

Esik Degeri
OSCC 5,5 37,5

OPML 3,5 50

% Duyarhhk

% Ozgunlik

14,3

50

Esik Degeri % Duyarhhik
8,5 33,3
3,5 38,9

% Ozgunluk
25

50
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4.3. GPRC5C Geninin Metilasyon Analizinin Sonuglari

Calismamizda OSCC tanist almis 30 hastaya ve OPML tanist almig 30 hastaya ait
timor ve eslenik normal doku Ornekleri, kendisinde ve ailesinde malign/benign timaor dykusu
bulunmayan 15 saglikli bireyin normal mukoza drneklerinin metilasyon durumu Kantitatif
Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi (QMSP) ile arastirildi. Kantitatif
Olgiim yapilabilmek icin, %100 metilledigimiz standart ve standarttan elde ettigimiz
diltisyonlar (10, 102, 103, 10 kullamlmustir. Elde edilen metilasyon verilerinin analizi,
LightCycler 480 yazilimiyla (Absoliit Hesaplama/Fit Points programi) gergeklestirildi. Hedef
genin (GPRC5C) amplifikasyon egrileri Sekil 4.3-1’de ve referans genin (ACTB)
amplifikasyon egrileri Sekil 4.3-2’de , standart curve egrisi ise Sekil 4.3-3’te gosterilmektedir.

Amplification Curves Select| | Zoom

1.1
' 10*

108 2
10 10t

Noise band

Flucrescence (465-510)

1.0ED
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Sekil 4.3-1: Referans genin (ACTB) amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.3-2: Hedef genin (GPRC5C) amplifikasyon egrileri
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Sekil 4.3-3: Standart curve egrisi

OPML ve OSCC hastalarina ait tiimor dokusunda eslenik normal ya da saglikli
mukozaya oranla metilasyon seviyeleri ile hastalara ait klinikopatolojik bilgilerin istatiksel

olarak karsilastirilmasi IBM SPSS Statistics 20 programi yardimiyla ger¢eklestirildi.

OSCC hastalarinda tiimor doku 6rneklerindeki GPRC5C geninin  promoter
bolgesindeki CpG adaciklarindaki metilasyon orani %13,3 (4/30) gozlemlenirken, normal
doku 6rneklerinde GPRCS5C geninin promoter bolgesindeki CpG adaciklarindaki metilasyon
gozlemlenmemistir (Sekil 4.3.4). OPML hastalarinda timdr doku 6rneklerindeki GPRC5C
geninin promoter bdlgesindeki CpG adaciklarindaki metilasyon oran1 %6,67 (2/30)
g6zlemlenirken, normal doku 6rneklerinde GPRC5C geninin promoter bolgesindeki CpG

adaciklarindaki metilasyon gozlemlenmemistir (Sekil 4.3-4).
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Sekil 4.3-4: OSCC ve OPML hastalarinin timor ve eslenik normal dokularinda ve
saglikli dokuda GPRC5C geninin promoter bolgesindeki CpG adaciklarindaki
metilasyon seviyeleri

GPRC5C geninin promoter bolgesindeki CpG adaciklarinda metilasyon gozlemlenen

4 OSCC hastalari sirastyla; metilasyon seviyesi %3,43 olan P1 hastas1 sert damak bélgesinde
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anatomik tutulu gosteren, Evre IV, sigara kullanan, alkol kullanmayan, lenf nodu tulumu
gosteren, differansiyasyon derecesi az, 50 yastan biiylik erkek hastadir. Metilasyon seviyesi
5,20 olan P10 hastas1 dil bolgesinde anatomik tutulu gosteren, Evre I, sigara kullanan, alkol
kullanim1 ve lenf nodu tulumu gdstermeyen,differansiyasyon derecesi orta olan >5050 yastan
bliyiik kadin hastadir, metilasyon seviyesi 12,17 olan P3 hastasi bukkal mukoza bdlgesinde
anatomik tutulu gosteren, Evre 1V, sigara ve alkol kullanmayan, lenf nodu tulumu gdsteren,
50 yastan biiyiik kadin hastadir, metilasyon seviyesi 4,788402 olan P4 hastasi bukkal mukoza
bolgesinde anatomik tutulu gosteren, Evre I, sigara kullanan, alkol kullanmayan ve lenf nodu

tulumu gostermeyen, 50 yas alt1 erkek hastadir (Sekil 4.3-4).
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Sekil 4.3-5: OSCC grubunda metilasyon goérilen hastalarin klinik parametre ve
patoloji bilgisi. (A) GPRC5C geninin promoter bolgesindeki CpG adaciklarinda
metilasyon gozlemlenen OSCC hastalarimin klinik parametrelerinin gosterimi. (B)
GPRC5C geninin promoter bolgesindeki CpG adaciklarinda metilasyon gozlemlenen
OSCC hastalarinin anatomik tutulumlarinin gosterimi.

GPRC5C geninin promoter bdlgesindeki CpG adaciklarinda metilasyon gozlemlenen
2 OPML hastalar1 sirastyla; metilasyon seviyesi 0,004075 olan P1 hastasi oral 16koplaki
patolojisi gosteren, sigara kullanan, alkol kullanan, 50 yas alti kadin hastadir, metilasyon
seviyesi 0,011844 olan P2 hastasi oral likenoid displazi patolojisi gosteren, sigara

kullanmayan, alkol kullanimi olan, 50 yastan Uzeri erkek hastadir (Sekil 4.3-6).
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A Metilasyon Gozlemlenen OPML Hastalarinin B OPML Patolojisi
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Sekil 4.3-6: OPML grubunda metilasyon gorilen hastalarin klinik parametre ve patoloji
bilgisi. (A) GPRC5C geninin promoter bolgesindeki CpG adaciklarinda metilasyon
gbzlemlenen metilasyon goézlemlenen OPML hastalarinin klinik parametrelerinin gosterimi.
(Yesil: H14 hasta, Mavi: H11 hasta) (B) GPRC5C geninin promoter bdlgesindeki CpG
adaciklarinda metilasyon gozlemlenen metilasyon gézlemlenen OPML hastalarinin patolojisinin
gosterimi. (Yesil: Oral likenoid displazi patolojisi gdsteren metilasyon pozitif hasta, Mavi: Oral
Lokoplaki patolojisi gdsteren metilasyon pozitif hasta)

4.4. GPRC5C Geninin Metilasyona Bagh Ekspresyon Seviyesinde Azalma

Malin grupta timoér dokusunda GPRC5C geninin promoter bélgesinde metilasyon
gozlenen 4 hastada tiimér dokusunda eslenik normal dokuya gore ekspresyon seviyesinde
azalma oldugu tespit edildi (p<0,0001) (Sekil 4.4-1). Tumoér dokusunda metilasyon gozlenen
hastalarin  eslenik normal doku, serum ve tukdrik Orneklerin de metilasyon
gozlemlenmemistir. Sekil 4.4-1°de gosterilen OSCC hasta grubunda metilasyon godzlenen
hastalar ile ekspresyonda azalma gozlenen hastalar arasinda one-way Anova/ Friedman Test
analizine gére anlamlilik goriilmiistiir (p=0,0036"), yine aym analize gore ekpsresyonda
azalma gozlemlenen hastalar ile ekspresyonda artma gozlemlenen hastalar arasinda anlamlilik
gorilmustiir (p<0,0001).

Premalin grupta timoér dokusunda GPRC5C geninin promoter bdlgesinin CpG
adaciklarinda metilasyon gozlenen 2 hastada tiimor dokusunda eslenik normal dokusuna gore
ekspresyon seviyesinde azalma oldugu tespit edildi (Sekil 4.4-2). Tumor dokusunda
metilasyon gbézlemlenen bu 2 hastanin eslenik normal doku, serum ve tiikiiriikte metilasyon
gozlemlenmemistir. Sekil 4.4-2°de gdsterilen OPML hasta grubunda yapilan one-way Anova

analizine gore; metilasyon gozlenen hastalar ile ekspresyonda azalma goézlenen hastalar
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arasinda (p=0,0264"), ekpsresyonda azalma gozlemlenen hastalar ile ekspresyonda artma

gozlemlenen hastalar arasinda (p<0,0001) anlamliliklar gériilmiistiir.

Malin

GPRC5C GENININ METILASYON (AACt) VE
EKSPRESYON (2AA%Y SEVIVELERI
o
1

235601
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E OSCC'de Ekspresyonda Azalma Gozlemlenen Hastalar %43,33 (13/30)
B OSCC'de Ekspresyonda Artma Gozlemlenen Hastalar %33,33 (10/30)
3 OSCC'de Metilasyon Gdzlemlenen Hastalar %13,33 (4/30)

Sekil 4.4-1: OSCC hasta grubunda GPRC5C geninin ekspresyon ve metilasyon seviyelerinin
one-way Anavo analizi ile gdsterimi (p=0, 0010).
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E OPML'de Ekspresyonda Azalma Goézlemlenen Hastalar %40 (12/30)
E OPML'de Ekspresyonda Artma Gozlemlenen Hastalar %43,33 (13/30)

(3 OPML'de Metilasyon Go6zlemlenen Hastalar %6,66 (2/30)

Sekil 4.4-2: OPML hasta grubunda GPRC5C geninin ekspresyon ve promoter bdlgesindeki
metilasyon seviyelerinin Friedman analizi ile gésterimi (p<0, 0001).
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4.5. Ekspresyon ve Metilasyon Sonuc¢larinin Birlikte Degerlendirilmesi
OSCC, OPML ve saglikli gruplarin genel ekspresyon ve metilasyon seviyelerinin
karsilastirilarak yapilan Anova/ Friedman Test analizine gore “<0,0001” olan p degeri ile

anlamlilik tespit edilmistir (Sekil 4.5-1).

Sekil 4.5-1°de gosterilen grafik analizini detayli inceledigimiz zaman, OSCC

Fkk

hastalariin ekspresyon seviyelerinde artma ve azalma arasinda (p=0,0002 "), OPML
hastalarinin  ekspresyon seviyelerindeki azalma ile OSCC hastalarinin  ekspresyon

seviyesindeki artma arasinda (p=0,0042""), OPML hastalarinin ekspresyon seviyelerindeki

*kkk
),

artma ile OSCC hastalarinin ekspresyon seviyelerindeki azalma arasinda (p<0,0001

OSCC hastalarinin ekspresyon seviyelerinde azalma ile saglikli bireylerin ekspresyon

*hk

seviyeleri arasinda (p<0,0002"""), OPML hastalarinin ekspresyon seviyelerindeki azalma ile

saglikli bireylerin ekspresyon seviyeleri arasinda (p<0,0050"), OPML hastalarmnin

*hkk

ekspresyon seviyelerindeki azalma ve artma arasinda (p<0,0001""") anlamliliklar

gorilmiistir.
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[ saglikli Normal Dokuda Ekspresyon Seviyesi (Act)

Sekil 4.5-1: OSCC, OPML ve saglikli gruplarin ekspresyon ve metilasyon seviyelerinin
birlikte Anova/ Friedman analizinin gosterimi (p<0,0001).

Malin hasta grubunda diferansiyasyon derecesinin metilasyon ve ekspresyon
seviyelerinin birlikte karsilastirarak Anova/ Friedman analizine yapilmis ve anlamlilik

(p<0,0001""") bulunmustur (Sekil 4.5-2).
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Ekspresyon (+) / Differansiyasyon Derecesi (iyi) %33,3 (1/3)

Sekil 4.5-2: OSCC hasta grubunda GPRC5C geninin ekspresyon seviyeleri ve promoter
bolgesinde meydana gelen metilasyon seviyeleri ile differansiyasyon derecelerinin
Anova/ Friedman analizinin gosterimi (p<0,0001).

OSCC hasta grubunda GPRC5C geninin ekpresyon ve metilayon seviyelerinin, lenf
nodu tutulumu (LNT) go6zlemlenen/gézlemlenmeyen hastalardaki One-way Anova analizi
Sekil 4.5-3’te gosterilmis. Buna gore LNT gozlemlenen 14 hastanin 4’linde (%28,6)
ekspresyonda azalma, 6’sinda (%42,9) ekspresyonda artma gozlemlenirken 4 hastanin
ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlemlenmemistir. LNT gozlemlenen 14 hastanin 1’inde
(%7,14) metilasyon gozlemlenmistir. LNT gozlemlenmeyen 16 hastanin 9 unda (%56,25)
ekspresyonda azalma, 3’linde (%18,75) ekspresyonda artma gozlemlenirken 4 hastanin
ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlemlenmemistir. LNT gézlemlenen 16 hastanin 3’iinde
(%18,75) metilasyon gozlemlenmistir. Yapilan One-way ANOVA/Friedman analizine gore,
LNT(+)/Ekspresyon(+) hasta grubu ile LNT(-)/Ekspresyon(-) hasta grubu arasinda
p<0,0001""" degerinde, LNT(-)/Ekspresyon(-) hasta grubu ile LNT(-)/Met(+) hasta grubu
arasinda p=0,0158" degerinde, LNT(-)/Ekspresyon(-) hasta grubu ile LNT(-) /Ekspresyon(+)

hasta grubu arasinda p=0,0375" degerinde olan anlamliliklar goriilmiistiir.
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Sekil 4.5-3: OSCC hasta grubunun Klinik parametrelerinden lenf nodu tutulumu gézlemlenen
ve gozlemlenmeyen hastalardaki GPRC5C geninin ekspresyon ve metilasyon seviyeleri
One-way ANOVA/Friedman Analizi ile gosterimi (p<0,0001).

GPRC5C geninin ekpresyon ve metilasyon seviyeleri sigara tiiketimine baglh olarak
OPML hastalarindaki One-way ANOVA analizi Sekil 4.5-4’te gosterilmistir. Sigara tliketen
17 hastanin 7’sinde (%41,17) ekspresyonda artma, 6’sinda (%35,29) ekspreyonda azalma, 1
hastada (%35,88) metilasyon gozlemlenirken, 4 hastanin ekspresyon seviyesinde bir degisiklik
gozlemlenmemistir. Sigara tiiketimi olmayan 13 hastanin 6’sinda (%46,15) ekspresyonda
azalma, 6’sinda (%46,15) ekspresyonda artma, 1 hastada (%7,69) metilasyon gozlemlenirken,
diger 1 hastanin ekspresyon seviyesinde bir degisiklik gézlemlenmemistir. Yapilan analize
gore, sigara tiketen ekspresyonda azalma ile artma goriilen hastalar arasinda p=0,0002""
degerinde, sigara tiiketen ekspresyonda azalma goriilen hastalar ile sigara tiikketen metilasyon
goriilen hasta arasinda p=0,0194" degerinde, sigara tiiketen ekspresyonda artma gdzlemlenen

hastalar ile sigara tiiketim olmayan ekspresyonda azalma gozlemlenen hastalar arasinda

p=0,00011"" degerinde olan anlamliliklar goriilmiistiir (Sekil 4.5-4).
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Sigara (+) Sigara (+) Sigara (-)
Ekspresyonda Artma Metilasyon Gériilen Ekspresyonda Azalma
%41,17 (7/17) %5,88 (1/17) %46,15 (6/13)
Sigara (+) Sigara (-) Sigara (-) )
Ekspresyonda Azalma Ekspresyonda Artma O Metilasyon Gozlemlenen
%35,29 (6/17) %46,15 (6/13) %7,69 (1/13)

igara Tuketimine Bagh Ekspresyon Seviyesinde Degisikli mayan Hastalar %16,
Si Tuketimi Bagh Ek Sevi inde Degisiklik Ol H lar %16,67 (5/30

Sekil 4.5-4: OPML hasta grubunun klinik parametrelerinden sigara tiuketimine bagli olarak
GPRC5C geninin ekspresyon ve metilasyon seviyeleri One-way ANOVA/Friedman
Analizi ile gosterimi (p<0,0001).

GPRC5C geninin ekpresyon ve metilasyon seviyeleri ile OPML hastalarindaki alkol
tilketimine bagli olarak One-way Anova analizi Sekil 4.5-5’te gosterilmistir. Alkol tiiketen 6
hastanin 1’inde (%16,67) ekspresyon seviyesinde artma, 3’lniin (%50) ekspresyon
seviyesinde azalma, 1’inde (%16,67) metilasyon gozlemlenirken, 2 hastanin ekspresyon
seviyesinde degisiklik goézlemlenmemistir. Alkol tiiketimi olamayan 24 hastanin 12’sinin
(%50) ekspreyon seviyesinde artma, 9’unun (%37,5) ekspresyon seviyesinde azalma, 1’inde
(%4,17) metilasyon gozlemlenmistir. Yapilan analize gore, alkol tuketen ekspresyonda
azalma ile alkol tiiketmeyen metilasyon goriilen hasta ile aralarmda p=0,0048"" degerinde,
alkol tiiketen metilasyon goriilen hasta ile alkol tiiketmeyen ekspreyonda artma arasinda
p=0,0069"" degerinde, alkol tilketmeyen ekspresyonda azalma ile metilasyon goriilen hasta

arasinda p=0,0167" degerinde anlamliliklar griilmiistiir.
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Seki 4.5-5: OPML hasta grubunun klinik parametrelerinden alkol tiiketimine bagli olarak
GPRC5C geninin ekspresyon ve metilasyon seviyeleri One-way ANOVA/Friedman
Analizi ile gosterimi (p<0,0001).

GPRC5C geninin ekpresyon ve metilasyon seviyeleri ile OSCC hastalarinin erken
(TNM 1 ve 1) ve geg evre (TNM 11 ve IV) derecelerine gore, One-way Anova testi ile analiz
edilmis ve Sekil 4.5-6’da gosterilmistir. Erken evredeki 8 hastanin 5’inde (%62,5)
ekspresyonda azalma, 1’inde (%12,5) ekspresyonda artma, 1’inde (12,5) metilasyon
gozlemlenmistir. Ge¢ evredeki 22 hastanin 8’inde (%36,36) ekspresyonda azalma, 8’inde
(%36,36) ekspresyonda artma, 3’tinde (%13,63) metilasyon gézlemlenmistir. Ekspresyonda
artma gozlemlenen gec evre hasta grubu ile ekspresyon degisimi gézlemlenmeyen hasta
grubu ile arasinda istatistiksel anlamlilik gézlendi (p=0,0134"). Geg evredeki ekspresyonda
azalma goriilen hasta grubu ile erken evrede metilasyon gozlemlenen hasta arasinda
p=0,0011"" degerinde anlamlihk gozlendi. Ge¢ evredeki ekspresyonda azalma ve artma
goriilen hasta gruplar1 arasinda p=0,0001""" degerinde, Erken evredeki ekspresyonda azalma
goriilen hasta grubu ve metilasyon gozlemlenen hasta arasinda p=0,0036"" degerinde

anlamliliklar goriilmiistiir.
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Seki 4.5-6: Evreye gore OSCC hasta grubunun ekspresyon ve metilasyon seviyeleri.
OSCC hasta grubunun klinik parametrelerinden geg/erken evreye gore, GPRC5C geninin
ekspresyon ve metilasyon seviyeleri One-way ANOVA/Friedman Analizi ile gosterimi
(p<0,0001).

GPRC5C geninin ekpresyon ve metilayon seviyeleri ile OSCC hastalarinin niks
durumu incelendiginde, One-way ANOVA analizi gergeklestirilmis ve Sekil 4.5-6’da
gosterilmistir. Niiks goriilen 5 hastanin 2’sinde (%40) ekspresyon seviyesinde azalma, 1’inde
(%20) metilasyon gozlemlenmistir. Niiks goriilmeyen 25 hastanin 9’unda (%36)
ekspresyonda azalma, 10’unda (%40) ekspresyonda artma, 3’iinde metilasyon
gozlemlenmistir. Yapilan analize gore, niiks ve metilasyon goriilen hasta ile metilasyon
goriilmeyen ekspresyonda azalma goriilen hasta grubu arasinda (p=0,0236"), niiks goriilen
ekspresyonda azalma ile niiks goriilmeyen ekspresyonda artma arasinda (p=0,0069""), Niiks
goriilmeyen ekspresyonda artma ve azalma goriilen hasta gruplar arasinda (p=0,0010"")

anlamliliklar goriilmiistiir.
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Sekil 4.5-7: OSCC hasta grubunun klinik parametrelerinden niiks takibine gére, GPRC5C
geninin ekspresyon ve metilasyon seviyeleri One-way ANOVA/Friedman Analizi ile
gosterimi (p<0,0001).

OSCC grubunun klinik parametrelere gore %95 giliven araliinda yapilan Anova
analizine gore p degerleri tablo 4.5-1’de 6zetlenmistir.
OPML grubunun klinink parametrelere gore %95 giiven araliginda yapilan Anova

analizine gore p degerleri tablo 4.5-2’de dzetlenmistir.

Tablo 4.5-1: OSCC Hasta Grubu ile Klinik Parametrelerin One-Way Anova/Friedman
Analizine Gore p Degerleri

Klinik NUks LNT Sigara Alkol | Anatomi | Diff. Evre
Parametreler Tuketimi | TUketimi Derecesi
p Degeri <0,0001 <0,0001 0,0004 <0,0001 @ 0,0004 <0,0001 0,0003

Tablo 4.5-2: OPML Hasta Grubu ile Klinik Parametrelerin One-Way Anova/Friedman
Analizine Gore p Degerleri
Klinik Parametreler | Sigara Tuketimi | Alkol Tuketimi | Patoloji

p Degeri <0,0001 <0,0001 <0,0001

Demokan ve ark. tarafindan gerceklestirilen bir 6nceki projemizde, GPRC5C geninin

array yontemiyle metilasyon ve ekspresyon profilleri incelenen OSCC grubunda 9 hasta
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bulunmaktadir. Hastalarin yas ortalamast 60’tir. 9 hastanin 5’1 (%55,56) erkek
hastayken 4'U (%44,45) kadin hastadir. Evrelere gore; 2 hasta (%22,23) Evre I, 2 hasta
(%22,23) Evre 11, 3 hasta (%33,34) Evre 11l ve 2 hasta (%22,23) Evre IV’tiir. 9 hastanin
2’sinde (%22,23) LNT gorilurken, 7 hastada (%77,78) LNT gorulmemektedir. LNT ile
aynm oranda niiks gortilmustiir. Alkol tiketen 1 hasta (%11,12), sigara kullanan 3 hasta
(%33,33) bulunmaktadir. 1 hasta (%11,12) yanak, 1 hasta (%11,12) oral kavite, 1 hasta
(%11,12) agiz tabani bolgesinde tutulum gosterirken, 6 hasta (%66,67) dil bdlgesinde
tutulum gostermistir. Array yoOnteminin sonuglarina bakildiginda, ekspresyon igin;
logFC=0,59663 (p=0,043), metilasyon icin; DeltaBeta=-0,130984561 degerleri
bulunmus ve istatiksel olarak anlamlilik goriilmiistir. OSCC tlimoér-normal doku
karsilagtirmasinda GPRC5C geninin CpG bélgelerinde timor gruplart metillenmis, buna

bagli olarak ekspresyon seviyeleri down-regule oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.5-3/4.5-4’te OPML grubunun ekspresyon seviyeleri ve metilasyon yiizdeleri
klinik parametrelere gore Ozetlenmistir. Tablo 4.5-5/4.5-6’da OSCC grubunun
ekspresyon seviyeleri ve metilasyon yiizdeleri klinik parametrelere gore 6zetlenmistir.

Tablo 4.5-3: OPML hasta grubunun (n=30) klinik parametrelere gore ekspresyon ve metilasyon

sonuglari
N (%) Ekspresyonda Azalma | Ekspresyonda Artma Ekspresyon
(4]
N (%) N (%) Seviyesinde D. G.
Kadin 15 (50) 5(33,33) 7 (46,67) 3(20)
Cinsiyet
Erkek 15 (50) 7 (46,67) 6 (40) 2(13,33)
<50 17 (56,67) 6 (40) 6 (40) 3(20)
Yas
>50 13 (43,3) 6 (40) 7 (46,67) 2(13,33)
oL 10 (33,33) 5 (50) 4 (40) 1 (10)
Patoloji OoLD 7(23,3) 5 (71,43) 0 2 (28,57)
LP 13 (43,33) 2 (15,38) 9 (69,23) 2 (15,38)
Sigara Yok (-) 13 (43,33) 6 (46,15) 6 (46,15) 1(7,69)
Tuketimi
Var (+) 17 (56,67) 6 (15,29) 7 (41,17) 4(23,52)
Alkol Yok (-) 24 (80) 9 (37,5 12 (50) 3(12,5)
Taketimi -\, (4 6 (20) 3 (50) 1(16,67) 2 (33.33)




Tablo 4.5-4: OPML hasta grubunun klinik parametrelere gére metilasyon sonuglari

Metilasyon Metilasyona Bagh
N (%)
N (%) Ekspresyon Degisimi
Kadin 15 (50) 1 (6,67) 1 (50)
Cinsiyet
Erkek 15 (50) 1 (6,67) 1 (50)
<50 17 (56,67) 1(6,67) 1 (50)
Yas
>50 13 (43,3) 1(6,67) 1 (50)
oL 10 (33,33) 1(10) 1 (50)
Patoloji OLD 7(2323) 1(14,28) 1 (50)
LP 13 (43,33) 0 0
Yok (-) 13 (43,33) 1(7,69) 1 (50)
Sigara Tuketimi
Var (+) 17 (56,67) 1(5,88) 1 (50)
Yok (-) 24 (80) 1(4,17) 1 (50)
Alkol Tuketimi
Var (+) 6 (20) 1 (16,67) 1 (50)




Tablo 4.5-5: OSCC hasta grubunun klinik parametrelere gore metilasyon sonuglari.

n (%) Metilasyon n| Metilasyona Bagh E. D.
(%) n (%)
Kadin 8 (26,67) 4 (50) 4 (100)
Cinsiyet
Erkek 22 (73,33) 0 0
<50 8 (30) 0 0
Yas
>50 22 (70) 4 (18,18) 4 (100)
Dil 10 (33,33) 2 (20) 2 (50)
Bukkal M. 6 (20) 0 0
Anatomik Inferior Al. Ark. 3(10) 0 0
Tutulum A1z Tabam 5 (16,67) 0 0
Retromolar T. 4 (13,33) 1(25) 1 (25)
Sert Damak 2 (6,67) 1 (50) 1 (25)
Sigara Yok 10 (33,33) 1 (10) 1 (25)
Tuketimi Var 20 (60) 3(15) 3(75)
Alkol Yok 22 (73,33) 4 (18,18) 4 (100)
Tuketimi Var 8 (26,67) 0 0
| 2 (6,6) 1 (50) 1 (25)
" 6 (20) 0 0
Evre
" 5 (16,67) 1(20) 1(25)
v 17 (56,67) 2 (11,76) 2 (50)
Diisiik 4 (13,3) 1(25) 1(25)
Differasyon
_ Orta 23 (76,67) 3/23 3(75)
Derecesi
Y iksek 3 (10) 0 0
Lenf Nodu Yok 16 (53,3) 2 (33,33) 2 (50)
Tutulumu Var 14 (46,67) 2 (14,28) 2 (50)
Yok 25(83,3) 3(12) 3(75)
Nuks
Var 5 (16,67) 1 (20) 1 (25)
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Tablo 4.5-6: OSCC hasta grubunun klinik parametrelere gore ekspresyon sonuglari.

n (%) Ekspresyon Ekspresyon Ekspresyon Seviyesinde D. G.
Azalma n (%) Artma n (%) n (%)
Kadmn 8 (26,67) 3(37.5) 3(37.5) 2 (25)
Cinsiyet
Erkek 22 (73,33) 10 (45,45) 7 (31,81) 5(22,72)
<50 8 (30) 5 (62,5) 2 (25) 1(12,5)
Yas
>50 22 (70) 8 (36,36) 8 (36,36) 6 (27,27)
Dil 10 (33,33) 5 (50) 4 (40) 1(10)
Bukkal M. 6 (20) 1(16,67) 2(33,33) 3 (50)
Anatomik Inferior Al. Ark. 3(10) 1(33,33) 2 (66,67) 0
Tutulum Agiz Tabami 5 (16,67) 3 (60) 1(20) 1(20)
Retromolar T. 4 (13,33) 2 (50) 1(25) 1(25)
Sert Damak 2(6,67) 1 (50) 0 1(50)
Sigara Yok 10 (33,33) 4 (40) 5 (50) 1(10)
Toketimi var 20 (60) 9 (45) 5 (25) 6 (30)
Alkol Yok 22 (73,33) 11 (50) 7 (31,81) 4 (18,18)
Toketimi Var 8 (26,67) 2 (25) 3(37,5) 3 (37,5)
I 2 (6,6) 1 (50) 1 (50) 0
" 6 (20) 4 (66,67) 1(16,67) 1(16,67)
Evre
i 5 (16,67) 2 (40) 3(60) 0
v 17 (56,67) 6 (35,29) 5(29,41) 6 (35,29)
Diisiik 4(13,3) 2 (50) 1(25) 1(25)
Differasyon
) Orta 23 (76,67) 11 (47,82) 8 (34,78) 4(17,39)
Derecesi
Yiiksek 3(10) 0 1(33,33) 2 (66,67)
Lenf Nodu Yok 16 (53,3) 9 (56,25) 4 (25) 3(18,75)
Tutulumu Var 14 (46,67) 4 (28,5) 6 (42,85) 4 (28,57)
Yok 25 (83,3) 10 (40) 10 (40) 5 (20)
Nuks
Var 5 (16,67) 3 (60) 0 2 (40)
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5. TARTISMA

Oral kavite kanserleri, tiim bas boyun kanserlerinin %30’unu olusturmaktadir. Verilere
gore ortalama tan1 konma yast 64 olup hastalarin ¢ogunlugu erkeklerden olusmaktadir.
OSCC, en sik goriilen histopatolojidir. Etiyolojide en dnemli etkenler titin kullanimi ve
alkoldir (Baden 2008). Karsinogenez de cevresel etkenlerin yani sira genetik/epigenetik
faktorlerde rol oynar. Epigenetik, DNA dizisinde degisiklige yol agmadan genin ifadesini
degistiren ve kalitilabilen 6zellikleri inceler (Esteller & Manel, 2008). Epigenetik
mekanizmalar; histon modifikasyonlari, DNA metilasyonu, miRNA regulasyonu ve kromatin

yeniden dlizenlenmesi olarak belirtilmistir (Shinjo and Kondo 2015).

Prof.Dr. Semra Demokan ve ark. yapmis oldugu TUBITAK-SBAG-114S5497 nolu
TUBITAK projesinde OSCC ve OPML hastalarna ait tiimér/eslenik normal dokularindaki
ekspresyon ve metilasyon array verilerine (Ekspresyon;logFC:0,59663 p-value: 0,042959
Metilasyon;DeltaBeta: -0,130984561) gore GPRC5C geninin CpG adaciklarinin metillenmis
oldugu ve buna bagl olarak ekspresyon seviyelerinde azalma oldugu tespit edilmistir.
Calismamizda, GPRC5C geninin promoter bolgesindeki metilasyon ve ekspresyon durumu ile
metilasyona bagimli ekspresyon seviyesinde meydana gelen degisiklikler incelip saglikli

poplilasyon ile karsilastirildi.

Calismamizda OSCC ve OPML hastalarinda tiimor, eslenik normal doku, serum ve
tikurikte DNA/RNA izolasyonu yapilarak GPRC5C geni metilasyon ve ekspresyon oranlari
incelenip, metilasyona bagli ekspresyon oranlarindaki azalma arastirildi. Metilasyonu
gostermek i¢cin QMSP yontemi kullanilmis olup ekspresyon diizeyinin belirlenmesinde QRT-

PCR yontemi uygulandi.

Demokan ve ark. yaptigi onceki projemizdeki array yonteminin sonuglarina gore,
OSCC grubunda istatistiksel anlamlilik bulunan GPRC5C genine ait promoter metilasyonu ve
ekspresyon seviyesindeki farkliliklar OSCC ve OPML hastalarinin tiimor ve eslenik normal
dokular ile viicut s1v1 6rneklerinde incelendi. OSCC hastalarina ait eslenik-normal dokularina
kiyasla tiimor dokularinda ekspresyon seviyelerinde artma ve azalma arasinda p=0,0016
degerinde istatiksel anlamlilik gozlemlendi. OSCC grubunda 4 hastnin tiimor dokularinda
diisiik seviyede metilasyon gozlenmedi. OSCC hastalarina ait eslenik normal doku, serum ve
tikdrik orneklerinde metilasyon gdzlemlenmedi. OSCC hastalarinin tumér dokularinda

saglikli mukozaya gore -0,11466 kat ekspresyon seviyelerinde azalma godzlemlenmistir.
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Ekspresyon ve metilasyon seviyelerinin klinik parametreler (yas, cinsiyet, sigara kullanimu,
farklilagsma derecesi, LNT, evre, anatomik tutulum bélgesi) ile yapildig: istatiksel analizlere
(ANOVA) gore, ekspresyon seviyeleri ile differansiyasyon derecesi (p <0.0001), evrelere
(p=0,0003), LNT (p <0.0001) ve anatomisi (p=0,0004) arasinda istatistiksel olarak
anlamliliklar bulundu. OPML hastalarima ait eslenik-normal dokularina kiyasla timor
dokularinda ekspresyon seviyelerinde artma ve azalma arasinda istatistiksel anlamlilik
(p=0,0005) gOzlemlendi. OPML grubunda 2 hastanin tiimor dokularinda metilasyon
gozlemlendi. OPML tiimorlerinde saglikli mukozaya gore -0,06462 kat ekspresyon
seviyesinde degisim gozlemlenmistir. Ekspresyon ve metilasyon seviyelerinin Klinik
parametreler (yas, cinsiyet, sigara/alkol kullanimi, patoloji) ile yapildig1 istatiksel analizlere
(Anova) gore, Patolojisi ile ekspresyon seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamlik
bulundu (p<0,0001).

Literatirde GPRC5C geninin oral kavite kanserleri ile ilgili yapilan bir ¢alisma
bulunmamaktadir. GPRC5C geninin ekspresyon durumlarinin incelendigi meme kanseri ve
ndroblastoma hiicre soylarinda yapilan 2 ¢alisma mevcuttur (Ross, R.A. 2015; Yamaga et al.
2014). Calismamiz, GPRC5C geninin oral kavite kanserlerinde ¢alisilan ilk ¢alismadir ve

literatiire katkida bulunacagi diisiiniilmektedir.

Ross ve ark. yaptig1 calismada, 3 farkli tip (I-N-S) hiicreler kullanilmistir. In vitro, I-
tip (orta tip) olarak adlandirilan habis noroblastoma kok hiicreleri, farkli morfolojik,
biyokimyasal, farklilastirici ve tiimérijenik 6zelliklere sahip oldugunu, I-tipi hucrelerin, hem
noroblastik (N) hicrelerin  (yetersiz sitoplazma, noritik sirecler, norofilamentler,
psddoganglia ve granin ve ndrotransmiter enzim ekspresyonu) ve substrata bagli (S)
hiicrelerin (genis sitoplazma ve vimentin ve CD44 ekspresyonu) ozelliklerini ifade ettigini
belirtmislerdir. N ve S tipi hiicreler arasinda bir morfoloji ara maddesi nedeniyle I benzeri
olarak adlandirilan tigiincii bir hiicre tipinin, kok hiicre benzeri bir hiicre oldugu gosterilmistir
(Walton et al. 2004). 1 tipi hicreler, hem N hem de S fenotiplerinin marker proteinlerine
sahiptir ve N-tipi hicrelerden 4-5 kat daha fazla timdjeniktir. QRT-PCR yontemiyle
GPRC5C geninin ekspresyon seviyesi, N ve S hiicrelerine kiyasla I-tipi hiicrelerde énemli
Olgiide (15 kat) daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Ross, R.A. 2015). Bizim ¢alismamiz ile
benzer yontem kullanilarak GPRC5C geninin ekspresyon seviyeleri belirlenmistir, ayrica
noroblastik hiicrelerde oldugu gibi OSCC ve OPML hasta gruplarinin timor ve eslenik
normal dokularinda da GPRC5C geninin ekspresyon seviyesinde azalma ve artis oranlarinin

yaklasik olarak ayn1 oldugu goriilmiistir.
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Yamaga et al.,, (2014) calismasinda, MCF-7 hiicrelerinde 0Ostrojen tarafindan
duzenlenen genlerin fonksiyonel analizine bakilmis ve deneylerinde, ERa (ESR1) ve p53
genlerini hedefleyen siRNA'lar kullanilmistir. SiRNA'larin MCF-7 hcrelerinin buytimesi
tizerindeki etkilerini degerlendirmek icin yapilan MTS tahlilinde, voltaja bagimli anyon
kanali 2'yi (VDAC2) hedefleyen siRNA'lar hiicre biiylimesini 6nemli Olc¢lide azaltirken,
GPRC5C'yi hedefleyen siRNA biyimeyi destekledigi goriilmiis. Bu sonuglar, ISOC1 ve
VDAC2'nin, GPRC5C'nin MCF-7 hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ederken, uyardigini
gostermekte oldugunu sdylemislerdir. GPRC5C geninin susturulmasi gogu etkilemedigini,
ancak MCF-7 hucrelerinin blylmesini engelledigi goriilmiis. Kromozom 17 zerinde bulunan
insan GPRC5C'sinin, CAGE ve QRT-PCR yontemleri kullanilarak Ostrojene yanit olarak
kademeli olarak down-regiile edildigi bildirilmistir. Sonug¢ olarak, GPRC5C geninin
ekspresyon seviyesinin ostrojen tarafindan negatif olarak diizenlendigi ve meme kanseri

hicrelerinin biylmesini engelleyebilecegi gosterilmistir.

Calismamizda, OSCC ve OPML grubunda ROC analizi sonucuna gore 6zellikle timor
dokusunun eslenik normal doku ve saglikli mukozadaya gore yiiksek 6zgiillik ve duyarlilik
degerleri de mukozanin normal dlzeninin disinda meydana gelen ekspresyon seviyesindeki
degisimler olas1 malinite ihtimaline karsi takip edilmesi gerekebilecek lezyonlar ile ilgili
gelistirilecek yeni tan1 yontemlerinde GPRC5C geninin 6nemli bir rol oynayabilecegini
gostermektedir. OSCC prognozunda gec evredeki (evrelll-evrelV) ekspresyon azalisinin
erken evreye (evrel-evrell) gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. Bu sonuclara gére GPRC5C

ekspresyon seviyesindeki farklilik prognostik belirtecler olarak kullanilabilecegi sdylenebilir

OSCC ve OPML hasta gruplarinda ekspresyon seviyesindeki degisiklikler ile klinik
parametreler (differansiyasyon derecesi, LNT, evre, anatomisi, patolojisi) arasinda istatistiksel
anlamliliklar goériilmesine ragmen, diisiik oranlarda gozlemlenen metilasyonun, farklilasan
ekspresyon seviyeleri (zerinde bir etkisinin olmadigini diisiinmekteyiz. OSCC ve OPML
hasta grubundaki meydana gelen ekspresyon seviyesindeki azalma, oral Kkavite
karsinogenezinde meydana gelen mutasyon kaynakli olabilir. Hastalikla iligkili roliini

anlamak adina daha genis bir poplilasyonda ileri validasyon ¢alismalar1 yapilabilir.
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