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OZET

Karatag, M. Oral skuaméz hiicreli karsinomda Glycophorin C (GYPC) geninin
metilasyon ve ekspresyon seviyelerinin incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2019.

Oral skuamoz hiicreli karsinom (OSCC), alkol ve tiitiin kullanimi, cografi bolge,
kotl agiz hijyeni gibi faktorlerin insidans ve mortalite oranlarini etkiledigi oral kavite
karsinomunun en sik goriilen tiiriidiir. Prof. Dr. Semra Demokan ve arkadaglarinin
tamamladizi TUBITAK-SBAG-1145S497 nolu projesinde OSCC hastalarma ait tiimor
ve eslenik normal dokularda tespit edilen ekspresyon ve metilasyon array sonuglarinin
biyoinformatik analizine gore Glycophorin C (GYPC) geninin CpG adaciklarinin
metillenmis oldugu ve bu duruma bagli olarak ekspresyon diizeylerinde azalma oldugu
tespit edilmistir. GYPC geni, eritrositler tarafindan tasinan ve membrana entegre
olabilen GPC ile GPD proteinlerini kodlayarak, kirmizi kan hiicrelerinde zar
stabilitesini saglar. Kanser gelisiminde DNA hipermetilasyonu gen ifadesini
baskilamasi sonucu karsinogenezde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Calismamizda GYPC genindeki metilasyon durumunun OSCC’de erken tani ve
prognozda kullanilabilecek bir biyobelirte¢ olabilme potansiyeli arastirildi. OSCC tanisi
konulan 50 hasta ve 10 saglikli bireyin doku ve serum Orneklerinin metilasyon ve
ekspresyon durumunu incelemek i¢in sirasiyla QMSP ve QRT-PCR yontemi kullanildi.
Elde edilen bulgular ile klinik parametreler karsilastirilarak istatistik analizi
degerlendirildi. GYPC geninde, hastalarin tiimér dokusunun %48’inde (24/50)
metilasyon goézlenirken; %50’ inde (25/50) tiimor dokusunda eslenik normal dokuya
gore ekspresyon seviyesinde azalma gozlendi. Tiimor dokusunda metilasyon gozlenen
24 hastanin %52’sinde (13/25) metilasyona bagli ekspresyon seviyesinde azalis
gozlendi. GYPC geninin ekspresyon azalist ile metastaz (p=0,006), tiimoér dokusunda
metilasyon gozlenen hastalar ile lenf nodu tutulumu (p=0,011) ve metastaz (p=0,044)
arasinda istatistiksel anlamlilik bulunmustur. Buna ek olarak metilasyona bagh
ekspresyon azalisi durumu ile sigara (p=0,019), alkol tiiketimi (p=0,031) ve metastaz
(p=0,019) arasinda istatistiksel anlamlilik gdzlenmistir.

Anahtar Kelimeler: metilasyon, gen ekspresyonu, epigenetik biyobelirteg, oral skuamoz
hiicreli karsinom, GYPC geni

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TYL-2018-32628
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ABSTRACT

Karatag, M. Investigation of methylation and expression levels of Glycophorin C
(GYPC) gene in oral squamous cell carcinoma. Istanbul University Institute of Health

Sciences, Department of Basic Oncology. Master Thesis. Istanbul. 2019.

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the most common type of oral cancer
and the ethiological factors such as alcohol and tobacco comsumption, geographical
region, poor oral hygiene affect the incidence and mortality rates of this disease. In the
TUBITAK-SBAG-114S497 project completed by Semra Demokan et al., According to
bioinformatics analysis of methylation and expression array results, cpg islets of the
Glycophorin (GYPC) gene were methylated and expression levels were decreased in
tumor and conjugated normal tissues of OSCC patients. GYPC encodes the GPC and
GPD proteins that can be integrated into the membrane in erythrocytes and provides
membrane stability of red blood cells. DNA hypermethylation plays an important role in
erythrocytes and carcinogenesis as a result of suppressing gene expression in cancer

development.

In this study, we investigated the potential of methylation status in the GYPC
gene as a biomarker for early diagnosis and prognosis in OSCC. In our study, tissue and
serum samples of 50 patients diagnosed with OSCC and 10 healthy individuals were
examined in order to investigate methylation and expression status by QMSP and QRT-
PCR methods, respectively. Methylation and expression levels of GYPC gene was
observed 48% (24/50) of the patients, separately. Methylation-based expression
decrease observed in 12 of 24 patients who had methylation in tumor tissue. Statistically
significant difference was found between GYPC expression decrease with metastasis
(p=0,006) and methylation with lymph node involvement (p=0.011) and metastasis
(p=0,044). In addition, significant differences found with methylation-based expression
levels and smoking (p=0,019), metastasis (p=0,019), alcohol consumption (p=0,031).

Key Words: methylation, gene expression, epigenetic biomarker, oral squamous cell
carcinoma, GYPC gene

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TYL-2018-32628



1. GIRIS VE AMAC

Oral skuamo6z hiicreli karsinom (OSCC), oral kavite karsinomunun en sik goriilen ve
diinyadaki en yaygin 12. kanser tiirtidiir (1). OSCC, gelismekte olan iilkelerde yiiksek insidans
oranma sahiptir (2) ve Diinya Saglik Orgiitii, dniimiizdeki yillarda bu insidans oranmn artmasini
ongormektedir. ABD'de yillik teshis edilen malinitelerin %2-4'inii OSCC temsil etmektedir (3).
Erkeklerde 8. kadinlarda ise en sik goriilen 5. kanserdir. Tedavideki 6nemli gelismelere ragmen,
timor biiyiimesinin kontrol edilememesi ve niikks gézlenmesine ek olarak erken teshis i¢in uygun
biyobelirteglerin bulunmamasi sebebiyle tani sonrasi 5 yillik sagkalim oranmi diigiiktiir. Bu nedenle,
erken tan1 igin biyobelirteglere ihtiyag duyulmaktadir (4). Alkol ve tiitiin kullanimi, yas, beslenme
aliskanliklari, etnik kdken, cografik bolge gibi etiyolojik faktdrler OSCC'nin insidansi ve mortalite
oranlarimi etkilemektedir (5). Kanserde epigenetik degisiklikler de 6nemli rol oynamaktadir. Bir¢ok
kanser tipindeki tiimor hiicreleri, saglikli hiicreler ile karsilastirildiginda tiimor baskilayict genlerin
promoter bolgesindeki CpG adaciklarinin metillendigi ve bundan dolay1 bu gen ifadesinde azalma
oldugu bilinmektedir (6). Prof.Dr. Semra Demokan ve arkadaslarinin TUBITAK-SBAG-1145497
nolu projesinde OSCC hastalarina ait tiimor/eslenik normal dokularinda gergeklestirilen ekspresyon
ve metilasyon array deney sonuglarina gére GYPC geninin CpG adaciklarinin metillenmis oldugu
ve buna bagl olarak ekspresyon seviyelerinde azalma oldugu tespit edilmistir. GYPC geni, 2.
kromozomun q kolunun 14. bandmna lokalize olup eritrositler tarafindan taginan ve membrana
entegre olabilen Glikophorin C proteinini kodlamakla birlikte Glycophorin A/B ile de benzer
ozellikler gostermektedir. GYPC geni, alternatif translasyon baslangic bolgelerini kullanarak
Glikophorin C (GPC) ve Glikophorin D'yi (GPD) kodlar. GPC ve GPD, protein 4.1R ve p55 ile
etkilesime girer ve kirmizi kan hiicrelerinde zar stabilitesini saglar (7). GPC eksikligi sonucu
kalitsal eliptositoz goriilmektedir. Gerbich kan grubu sistemi glikophorin C (GPC), glikophorin D
(GPD) veya GPC ve GPD'de ifade edilen 6 yiiksek prevalans ve 5 diisiik prevalans antijeni igerir.
Gebrich kan grubu sistemindeki antijenler, her ikisi de tek bir gen olan GYPC tarafindan kodlanan
GPC ve GPD iizerinde ifade edilir (8). GYPC geninin bazi bolgelerinde meydana gelen tekli
niikleotid polimorfizmler (SNPs)’in interstisyel akciger hastaligina yol agtigi (9) ve bu gendeki
ekspresyon azalmasiin akut miyeloid 16semiyle (10), artisinin ise akut lenfoblastik 16semi ile
iligkili oldugu bildirilmistir (11). Buna ek olarak GYPC geninin meme kanserindeki bir DNA
metilasyon korelasyon aginda yiiksek ve diisiik risk gruplarint ayirmada rol oynayabilecegi

bildirilmistir (12).



Literatiirde, GYPC geninin OSCC hastalarinda metilasyon ve ekspresyon degisimini
inceleyen herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Calismamizda, OSCC hastalarindan temin edilen
timor/eslenik doku materyallerinde  GYPC geninin metilasyon ve ekspresyon durumlarini
arastirmak igin ileri validasyon c¢aligmalari yapilmistir. GYPC geninin promoter bolgesindeki
metilasyona bagli ekspresyon degisikliklerini de incelenerek biyobelirte¢ olarak kullanim
potansiyeli degerlendirildi. Ayrica calismada saglikli kontrol grubuna ait doku ve serum
orneklerinden elde edilen veriler ile OSCC’li hastalara ait veriler karsilastirilarak g¢alismanin
giivenirliligi test edilmistir. Buna ek olarak, bu hastalardan alinan serum materyallerinde metilasyon
varhigi incelenerek, GYPC geninin invaziv yontemlerle viicut sivilarinda tani, teshis ve tedavide

potansiyel biyobelirteg olarak kullanilabilirligi arastirilmustir.



2. GENEL BIiLGILER

Diinya Saglik Orgiitii’niin (World Health Organization, WHO) 2016 yili verilerine gore
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik 6liimii 2. sirada %22 orana sahip olan (9 milyon 6liim)
kanser olusturmaktadir. 2030 yilina kadar giiniimiizde oldukg¢a sik goriilen sagliksiz beslenme,
hareketsiz yasam, sigara ve alkol tiiketimi azaltilmadikca kansere bagimli 6liimlerin artacagi ve
bunun sosyal,cevresel ve ekonomik sonuglari olumsuz etkileyecegi beklenmektedir (13). Amerika
Kanser Toplulugunun verilerine gore 2017 yilinda toplam 1,688,780 vakanin (836,150 erkek,
852,630 kadin) 600,920’si (318,420 erkek, 282,500 kadin) 6liimle sonuglanmistir (14).

Tespit Edilen Yeni Vakalar

Prostat 161,360 19% — Meuie, 252,710 30%
Akciger & Brons 116,990 14% i Akciger & Brons 105,510 12%
Kolon ve Rektum 71,420 9% Kolon ve Rektum 64,010 8%
Mo 60,490 7% Uterin Corpus 61,380 7%
Deri Melanomlan 52,170 6% Tiroid 42,470 5%
Bébrek & Renal Pelvis 40,610 5% Deri Melanomlar: 34,940 4%
Non-Hodgkin Lenfoma 40,080 5% Non-Hodgkin Lenfoma 32,160 4%
Lésemi 36,290 4% Lésemi 25,840 3%
Oral Kavite ve Farenks 35,720 4% Pankreas 25,700 3%
Karaciger 29,200 3% Bibrek & Renal Pelvis 23,380 3%
Toplam 836,150 100% Toplam 852,630 100%
Tespit Edilen Oliim Sayisi

Erkek
Akciger & Brons 84,590 27% Akciger & Brons 71,280 25%
Kolon ve Rektum 27,150 9% Meme 40,610 14%
Prostat 26,730 8% Kolon ve Rektum 23,110 8%
Pankreas 22,300 7% Pankreas 20,790 7%
Karaciger 19,610 6% Over 14,080 5%
Lésemi 14,300 4% TUterin Corpus 10,920 4%
Ozofagus 12,720 4% Lésemi 10,200 4%
Mesane 12,240 4% Karaciger 9,310 3%
Non-Hodgkin Lenfoma 11,450 4% Non-Hodgkin Lenfoma 8,690 3%
Beyin & diger sinir sistemi 9,620 3% Beyin & diger sinir sistemi 7,080 3%
Toplam 318,420 100% Toplam 282,500 100%

Sekil 2- 1. Amerika’daki 2017 yilina ait kanser insidansi (14).

Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gére kanser, 2015 yili icerisinde 49.946 erkek, 27.022

kadinin 6liimiine neden olmustur (15).
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Sekil 2- 3. Kadinlarda En Sik Gériilen Kanserlerin Toplam Sayisi ve Yiizde Dagihmlar (15).



Kanser; saglikli bir hiicrenin igerisinde gerceklesen uyarilma, farklilagma, boliinebilme ve
gerektiginde 6liim gibi islevlerini diizenleyen mekanizmalarda meydana gelen bir hasar sonucuyla
hiicrede meydana gelen kontrolsiiz boliinmesiyle ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Kanser olusumu
genetik ve epigenetik mekanizmalarda meydana gelen degisiklerin toplami sonucu olusmaktadir
(16).

2.1. Oral Skuamoz Hiicreli Karsinom (OSCC)

OSCC, bas boyun kanserleri igerisinde en yaygin kanser tiiriidiir. OSCC tiim diinyada en sik
goriilen kanserlerden biri olmakla beraber gelismekte olan iilkelerde yiiksek insidans oranina
sahiptir (2). OSCC’nin en sik tutulum gosterdigi bolgeler dil, agiz, tabani, sert damak ve alveolar
arkus olmakla beraber retromolar trigon bolgesinde nadiren tutulum goériilmektedir (17). Alkol ve
tiitlin kullanimi, yas, beslenme aliskanliklari, etnik koken, cografik bolge gibi etiyolojik faktorler
OSCC'nin insidans1 ve mortalite oranlarini etkilemektedir (5). Kanserde epigenetik degisiklikler de
onemli rol oynamaktadir. Birgok kanser tipindeki tiimor hiicreleri, saglikli hiicreler ile
karsilagtirildiginda tiimor baskilayic1  genlerinde mevcut olan promoter bdlgesindeki CpG

adaciklarinin metillendigi ve bundan dolay1 bu genlerin ¢alismasini engelledigi gozlemlenmistir (6).

2.1.1. Oral Kavite Anatomisi

Ag1z oncelikle beslenme, havalandirma ve seslendirme gorevlerine sahiptir. Yine agiz
icerisinde yer alan tilikriik bezleri ag1z boslugunun bir pargasi olmasa da ag1z boslugu ile yakin iligki
icerisindedir (18). Agiz boslugu (oral kavite), birka¢ anatomik alt gruba ayrilir: dudak, agiz dili,
agiz tabani, sert damak, bukkal mukoza ve retromolar trigon (Sekil 2-4). Yakinliklarina ragmen, bu
alt bolgeler onkolojik tedavinin planlanmasinda dikkate alinmasi gereken belirgin anatomik
ozelliklere sahiptir (19). Tiim oral kavite ¢ok katl yassi epitelle ortiiliidiir. Agiz tabani ve dilin

ventral kismi atrofik ince mukoza ile kaplanmistir.



Dudalk (Alt ve Ust)

Bukkal NMukoza
Retromolar Trigon

Sert Tabaka

Sekil 2- 4. Oral kavitenin anatomik bolgeleri (19).

2.1.2. OSCC Epidemiyolojisi

OSCC kadinlarda 5., erkeklerde 8. en sik goriilen kanser tipidir. Onleme ve tedavideki
onemli gelismelere ragmen tlimoriin kontrol edilememesi veya niiks sonucu tekrar ortaya ¢ikmasina
ek olarak erken teshis i¢in uygun belirteclerin bulunmamasi sebebiyle tani sonrasi 5 yillik sagkalim

orani digiiktiir (4).

Gelismekte olan iilkelerde OSCC insidansi yiiksek oranda tespit edilirken, Diinya Saglik
Orgiitii, oniimiizdeki yillarda diinya genelinde OSCC insidansmin artacagini &ngdrmektedir.
Amerika Birlesik Devletleri’'nde her yil 8.000 6limden sorumlu olan malignitelerin %2-4"ini
olusturmaktadir (3). Sekil 2-5’te belirtilen yiiksek risk barindiran iilkelerden Pakistan, Hindistan, Sri
Lanka, ve Banglades’de OSCC, erkeklerde ilk sirada goriilen bir kanser tiirii olup, kadinlarda 3.
sirada bulunmaktadir. Avrupa iilkelerine bakildiginda en yiiksek OSCC insidansina Fransa sahiptir.
Fransa’y: takiben Macaristan, Slovenya ve Slovakya'da da yiiksek oranlar bildirilmistir (20).
Almanya, Ispanya, Isvicre, Portekiz ve Italya'nin kuzey bolgelerinde ise, diger Avrupa iilkelerine
gore insidans oranlari daha diisiik bir ortalamaya sahip olup, Birlesik Krallik, Yunanistan,

Finlandiya ve Isveg'te en diisiik insidans oranlar1 kaydedilmistir.

Giliney Amerika ve Karayiplerin genel ortalamasia bakildiginda OSCC erkeklerde besinci
sirada iken, kadinlarda altinci siradadir. Arjantin, Giiney Brezilya ve Uruguay en yliksek oranlara
sahip olurken en yiiksek orana sahip iilke Brezilyadir. Brezilya'daki erkek niifusu, Fransa ve

Hindistan'dan sonra diinyadaki en yiiksek agiz kanseri riskine sahip niifustur (21).



Sekil 2- 5. Oral kanser insidans ve mortalitesi yiiksek olan iilkeler (21).

Bazi durum ve genetik sendromlar da oral skuamoz hiicreli karsinomun epidemiyolojik
faktorlerindendir. Diyabet, organ transplantasyonu, fanconi anemi, kseroderma pigmentosum,
diskeratozis konjenita ve diskoit lupus eritematozu gibi durumlara ek olarak Li Fraumeni sendromu,
Plummer-Vinson sendromu gibi sendromlarmda OSCC riskinin artmasi ile iliskili oldugu
bilinmektedir (22).

2.1.3. OSCC Etiyolojisi

Oral kanserleri etkileyen bircok faktor mevcuttur. OSCC’nin etiyolojik faktorlerini
siralayacak olursak basta sigara olmakla beraber, alkol kullanimi, diyet (beslenme aliskanlig1), etnik
koken, genetik koken, sosyo-ekonomik durum, viral etkenler (HPV, EBV, HIV), vitamin ve demir

eksiklikleri, kotii agi1z hijyeni, radyona maruz kalma siklig1 ve siiresidir (23).

Titlin ve sigara kullanimi, gerek her yastan kolay erisilebilmesi, gerekse yayginligi sonucu
her yi1l milyonlarca kanser 6liimiine neden olmasindan dolay1 en dnemli etiyolojik sebeptir (24).

Tiitlin dumanindaki en 6nemli kanserojenler aromatik hidrokarbon ve nitrozamindir. Bu kanserojen



maddeler ve bunlarin metabolitleri keratinosit kok hiicrelerinin DNA’sina baglanir. DNA
eklentilerini olusturan keratinositler, DNA replikasyonundaki kritik mutasyonlardan sorumludur.
Bu kanserojenlerin metabolizmasi, sitokromlarda P450 enzimleriyle oksitlenme ve glutatyon - S -
transferaz (GST) ile konjugasyon olusturarak hiicreye hasar verme yetenegine sahiptir (25). Sigara
ve tiitiin kullaniminin sekli katran, nikotin, nitrosamin icerigi ve yanma yontemine bagli olarak
biiyiik oOl¢iide degismektedir (26). Kanser riskini arttirdigi bilinen betel yapragi (Asya bolgesine
0zgii bir bitki) kullanilarak hazirlanan tiitiin ¢ignenmesi ve yine bu bitki ile yapilan paan yemegine
ek olarak endiistri sigarasinin da kullaniminin yaygin oldugu Hindistan ve diger Asya iilkelerinde,
teshisi konulan tiim kanser vakalarinin %50'sini agiz kanseri olusturmaktadir ve Giineydogu

Asya'da ¢cogu OSCC vakalari agiz boslugunun bukkal ve damak bolgelerinde goriiliir (27).

Sigara kullanimindan sonra gelen en onemli etiyolojik faktorlerden birisi alkol tiiketimidir.
Oral kavite iizerine yapilan epidemiyolojik ¢alismalar sonucunda, yogun alkol tiikketiminin hem siire
hem de tiikketim miktartyla, neoplastik bir etki olusturma arasinda dogrusal bir korelasyon
gostermistir (28). Diinya ¢apinda, oral kanserlerin % 25'i tiitiin kullanimina, % 7-19'u alkol igmeye
baglidir ve bu 2 faktor birlikte oral kanserlerin %75’ini olustururlar (29). Alkolli igecekler N-
nitrosodietilamin ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi bazi kanserojen maddeler igerebilir.
Etanoliin oral mukoza ilizerine dogrudan kanserojen etkiye sahip olmadig: diisiiniiliirken, etanoliin
ilk metaboliti 6zelligine sahip asetaldehitin kanserojen ve mutajenik bir madde olarak hiicre hasari,
genotoksisite, mukozal morfolojiye etkisi nedeniyle karsinogenezde biiyiik bir rol oynadigi
diistiniilmektedir (30).

HPV'ler zarfsiz, kiigiik (52-55 nm), ikosahedral, protein kapsidi igerisine yerlestirilmis 8.000
niikleotid baz ¢iftinin epiteliyopropik halkasal DNA viriisleridir ve oral kanserlerde HPV pozitifligi
iyi prognozla ile iliskili bulunmustur (31). insan immiin yetmezlik viriisii (HIV) niin OSCC’yi 2 kat
etkiledigini bildiren ¢aligmalar mevcut olmakla beraber Epstein Barr Viriisii (EBV), insan herpes
viriisi-8 (HHV-8) ve sitomegaloviriis de farkli ¢alismalarda OSCC'nin risk faktorii olarak rapor
edilmistir (32).

Meyve ve sebze yemenin kanser riskini azalttigmi bilinmekle birlikte Amerika ve Italya'da
yapilan c¢alismalar akdeniz diyetinin kanser riskinin azalmasi ile iliskili oldugunu bildirmistir.
Vitaminler, iz elementler, yag asitleri, demir veya folit asit miktarmin kanser riskini etkiledigi

bunlarin eksikliklerinde hastaligin ortaya ¢iktigi ortaya konulmustur (33).



Epidemiyolojik ¢aligmalar agiz sagligi durumunun ve agiz hijyeni uygulamalarinin agiz
kanseri gelisimi {lizerindeki etkisine dair kanit saglamistir. Kronik irritasyonlar, kétii agiz hijyeni,
gargara, dis protezleri ve diizensiz dis fircalama gibi durumlar oral SCC olusumu ile

iliskilendirilmistir (34).

Son olarak immiin sistemin yeterli ¢alismamasi da OSCC gelisiminde rol oynamaktadir.
Timor mikro ¢evresinde ve bagisiklik sisteminde meydana gelen degisimler, ¢esitli kanserlerde
oldugu gibi OSCC’de de kritik 6zellikleri belirler (35). Kemokinlerin ve bagisiklik hiicrelerini
aktive eden hipoksi regiilator genlerinin beraber aktive olmasi timor hiicrelerinin immiin sistemden
kacisina neden olmaktadir. Ayrica OSCC'nin gelisimi, immiin efektor hiicrelerinin ve regiilator T
hiicrelerinin frekansina ek olarak dolasim igerisinde bulunan ve ayni zamanda timor sizdiran T
hiicrelerinin fonksiyonel durumuna bagl olarak hiicrelerin apoptozdan kagma mekanizmasi immiin

sistemi ile desteklenmektedir (36).

2.1.4. OSCC Histopatolojisi

Oral kanserlerin siniflandirilmasini yansitan Tablo 2-3’de bulunan epidermoid karsinomlar
tiim oral kanserlerin %9011 kapsayarak, oral kavite kanserleri icerisinde en sik goriilme oranina
sahiptir ve % 5-10’unu olusturan mindr tiikiiriik bezi karsinomlar1 (adenokistik karsinoma,
adenokarsinoma, mukoepidermoid karsinoma) ile geri kalan kismini ise malin melanom,metastatik
timorler, yumusak doku sarkomlari, multipl miyelom, Hodgkin dis1 lenfomalar olusturur (37).
Ayrica her bir alt grup kendi igerisinde Sekil 2.6’da gosterildigi gibi farkli bir farklilagma 6zelligi
icerirler (38).



Tablo 2- 1. Oral Kanserlerin Siniflandirilmasi (37).

Oral Kanserler Alt Gruplar

Epidermoid Karsinom Skuamoz Hiicreli Karsinom
Verriikkdz Karsinom
Bazaloid Karsinom
Adenoskuamdoz Hiicreli Karsinom
Spindle Hiicreli Karsinom

Bazoskuamoz Karsinom

Tiikiirtik Bezi Karsinomlari Adenokarsinom
Polimorfoz diisiik gradli
Mukoepidermoid karsinom

Lenfomalar Hodgkin Lenfomalar
Hodgkin Dis1 Lenfomalar
Burkitt Lenfoma

Sarkomlar Osteosarkom
Fibrosarkom
Liposarkom
Kondrosarkom
Fibroz histiyositom
Rhabdomiyosarkom
Norofibrosarkom

Kaposi sarkomu Anjiyosarkom

Melanomlar Malin melanom
Multipl Miyelom

Metastatik Tumorler
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I Iyi Derecede Farkhlasms |\ I / | Katii Derecede Farkhlasms |

Skuamoz Hiicreli Karsinom

I Bazaloid Skuaméz Hiicreli Karsinom | / 1 \ | Diger Varyantlar

Verriikoz Karsinom

« 1ig Hiicreli
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+ Adenoskuamoz

« Akantolitik

Sekil 2- 6. Oral kavite kanserlerinin histopatolojik alt tipleri (38).
Skuaméz Hiicreli Karsinom; Bu karsinom tipi bir epidermoid karsinom 06zelligi
gostermekle birlikte bu gruba verrilkéz karsinom, bazaloid karsinom, adenoskuaméz hiicreli

karsinom, asinik hiicreli karsinom, ve bazoskuamoz hiicreli karsinom da dahildir (37).

Verriikoz Karsinom; Oral verriikdz karsinom (OVC), agiz boslugunda en sik goriilen,
OSCC varyantidir. Bu lezyon igin kesin bir etyoloji bulunmasa da insan papilloma viriisii, tiitiin
kullanim1 ve radyasyona maruz kalma nedenler olarak dnerilmektedir. OVC’ler yavas biiyiime ve
metastaz 0zelliklerinin gii¢lii olmasa da biiyiik bir lezyon haline ulastig1 zaman komsu hiicreleri yok
edebilme 6zelligine sahiptir. En sik oral mukozal tutulum boélgelerinin bukkal mukoza, dil ve dis eti
oldugu bildirilmistir. VC pleomorfizm gosteren, yiiksek diizeyde epitel farklilagsma 6zelligine sahip
ve histolojik olarak displastik parakeratotik epitelden olusmaktadir (39).
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Bazaloid Karsinom; Diinya Saghk Orgiitii’ne gore bazaloid skuaméz hiicreli karsinom
(BSCC), hem bazaloid hem de skuaméz bilesenlerden olusan yiiksek dereceli, agresif bir skuamoz
hiicreli karsinom (SCC) ¢esididir. Genellikle bas boyun bolgelerinde olusan bu karsinom tipleri bu
bolge disinda daha az yaygin olan oral mukoza, bademcikler, agiz tabani, damak, nazofarinks,
sinonazal sistem ve trakeada goriilebilmektedir. Bazaloid SCC, genellikle yasli erkek bireylerde

ortaya ¢ikan bir tiimor tipi olarak kabul edilir (40).

Adenoskuaméz Hiicreli Karsinom; Adenoskuamdéz karsinom, agiz boslugunda nadir
goriilen bir skuamdz hiicreli karsinom ¢esitidir ve histolojik olarak, birlesik glandiiler ve skuamoz
yapilarin varligi ile karakterize edilir. Bas ve boyun boélgesinde paranazal siniis, girtlak ve agiz

boslugu adenoskuamoz karsinomun en sik goriildiigi yerlerdir (41).

ig Hiicreli Karsinom; Ig hiicreli karsinom son zamanlarda klasik skuaméz hiicreli

karsinomun monoklonal defferentize formu olarak tanimlanmaktadir (42).

Adenokarsinom; Genellikle giinese maruz kalan deri tizerinde goriiliir ve agizda nadir fakat
iyi bilinen bir skuamo6z hiicreli karsinom varyantidir. Histolojik olarak lezyon, adenoid patern
olusturan atipik epitel hiicrelerinin yani sira geleneksel skuamoz hiicreli karsinomun alanlarini

gosterir (43).

Mukoepidermoid Karsinom; Mukoepidermoid karsinom (MEC) en sik goriilen tikiiriik
bezi malinitesidir. En sik parotis bezi i¢inde ve bunu takiben agiz boslugu (OC), orofarinks (OP)
icindeki mindr tiikiiriik bezleri bulunur. Parotis bezinin mukoepidermoid karsinomunda prognostik

faktorler, klinikopatolojik 6zellikler ve onkolojik sonuglar iyi tanimlanmistir (44).

2.1.5. OSCC Belirtileri

Oral SCC, sekonder bicimde enfekte olmadik¢a genellikle agrisizdir, fakat biiyiik lezyonlar
normal konusma, ¢igneme veya yutmayi engelleyebilir. Oral SCC klinik olarak farkli bigimlerde
goriilebilir ve verrucous 16koplaki, 16koplaki, eritrolokoplaki veya eritroplaki'ye benzetilebilir. Bu
lezyonlar genellikle 16koplaki ve eritroplaki olarak bilinen beyaz veya kirmizi lekeler olarak ortaya
¢ikar. Bu lezyonlarin herhangi biri nekrotik gdriintimlii, diizensiz, sivri uglu kenarlar1 olan bir {ilser

ya da yiizeyi piiriizsiiz olan genis bir bazal ekofiyotik kitle seklinde olabilir (45).

Kanser ilerledikge, hasta iyilesmeyen bir iilser oldugunu fark edebilir ve ilk evrelerde agri

yapmayan bu yapi sonraki agsamada kanama, takma dislerde zorluk, dis gevsemesi, disartri, disfaji,
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odinofaji seklinde semptomlar olusturabilir. Yapilan ¢aligsmalar prekanserdz yapida olan oral liken
planusun, 6zellikle de asindiric1 formun, artmis kanser riski ile iliskili oldugunu 6ne siiriilmiistiir
(46). Dil bolgesinde olusan karsinomda dil-dis etkilesimi sonucu daha fazla rahatsizlik verdigi
gozlenirken, buna karsilik, dudak ve bukkal mukozada ortaya ¢ikan karsinomlar sadece ileri

evrelerde yiiksek agr1 gosterir (47).

Oral lezyonlarin baslangigta asemptomatik olmasi oral taramaya duyulan ihtiyaci
vurgulayarak, cogu dis uzmani, hastanin rutin bakimi sirasinda agiz boslugu ve oroferinks'i dikkatle

inceleyerek ve anormal alanlarin firga biyopsisini yapabilir. Bu oral lezyonlarin belirlenmesi;
e Biyopsi
e Ikinci primer kanseri saptayan endoskopi
e (Gogiis rontgeni ve bas- boyun BT si ile yapilmaktadir.

Biyopsi cerrahin tercihine gore insizyonel veya firga biyopsisi seklinde yapilabilir. OSCC
tanis1 konulan tiim hastalara es zamanli olarak ,varsa ikinci bir primer kanser tespiti i¢in, baska bir
laringoskopi ve 6zofagoskopi yapilir. Akciger grafisi ve bununla birlikte, bag-boyun bolgelerinin
cogunda kullanildig1 gibi, PET / BT, agiz boslugu kanserli hastalarin tan1 ve teshisinde daha biiyiik
bir rol oynamaya baslamistir (48).

2.1.6. OSCC Prognostik Faktorler
Oral SCC diinya ¢apinda yiiksek bir insidansa ve oldukga sikintili bir prognoza sahiptir ve
bu da hastaligin seyrini ve sonucunu degistirebilecek alternatif faktorler i¢in daha fazla arastirma

yapilmasini tegkil etmektedir (2). OSCC igin prognostik faktorler Tablo 2-4’te 6zetlenmistir (49).
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Tablo 2- 2. Oral skuaméz hiicreli karsinomun prognostik faktorleri (49)

Faktoler Parametreler

Yas, cinsiyet, 1k, sigara kullanimi, alkol tliketimi, beslenme
Hasta aligkanlig1, sosyo-ekonomik durum, ge¢ teshis, kalp-damar ve

kanser hastalik gegmisi

Timor boyutu, kalmligr, hacmi ve tiimoér bdlgesi marjin
TUmor ) .
durumu, anatomik tutulum bolgesi

) Malinite derecesi, invazyon sekli, perivaskiiler invazyon
Histopatolojisi _ _
perindral invazyon,

] Metatastaik lenf nodu sayisi, ekstrakapsiiler ekstasyon, nodiil
Lenf bezi metastazlar
boyutu

COX-2, P53, anjigenez diizenleyici faktorleri, pl6, p21, Rb,
Cyclin D1, EGFR, TGF, HPV

Molekiiler faktorler

2.1.7. OSCC Evreleme

En erken evre agiz boslugu veya orofaringeal kanserler evre 0 (yerinde karsinom) olarak
adlandirilir ve daha sonra evre I (1) ile IV (4) arasinda degisir. Kural olarak, say1 ne kadar diisiik
olursa, kanser o kadar az yayilir. Evre IV gibi daha yiiksek bir say1, kanserin daha fazla yayildigi
anlamina gelir. Her birinin kanser deneyimi benzersiz olmasina ragmen, benzer evrelere sahip

kanserler benzer bir goriiniime sahip olma egilimindedir ve ¢ogu kez ayni sekilde tedavi edilir.

Ag1z boslugu veya orofaringeal kanserler icin en sik kullanilan evreleme sistemi, 3 ana
bilgiye dayanan Amerikan Kanser Ortak Komitesi (AJCC) TNM sistemidir:

Tiimoériin kapsami (T): Ana (primer) timoriin biiyiikligline, eger varsa agiz boslugu veya
orofarinks dokularindaki yayilma durumuna gore belirlenir.

Yakindaki lenf diigiimlerine yayilma (N): Kanser, yakindaki lenf diigiimlerine

yayilmasina gore belirlenir.
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Uzak boélgelere yayllma (metastaz) (M): Kanser, akciger gibi uzak organlara yayilip

yayillmadigina gore belirlenmektedir.

Tablo 2-5.’te ve Tablo 2-6’te Amerikan Kanser Toplulugu’na gore oral kavitenin pl6

pozitif-negatiflik durumuna gore evreleme 6zetlenmistir (49).

Tablo 2- 3. p16 negatif durumuna gore evrelendirme (49).

AJCC  |Evre gruplandirma. |Dudak, agiz boslugu ve p16 negatif orofarinks evresi aciklamasi*
Evresi

0 Tis Kanser hala epitelde (agiz boslugu ve orofarinksi kaplayan hiicrelerin iist tabakast)
ve heniiz daha derin tabakalara doniismemistir.
NO
MO Yakindaki lenf diigiimlerine (NO) veya uzak bolgelere (MO0) yayilmadi. Bu
agama ayni zamanda in situ karsinom olarak da bilinir (Tis).
T1

Kanser 2 cm (yaklastk % ing) veya daha kiiciliktiir. Yakindaki dokulara
NO doniismemekte (T1). Yakindaki lenf diigiimlerine (NO) veya uzak bolgelere (MO)
yayilma gostermemektedir.

MO
T2
" Kanser 2 cm'den biiyiik fakat 4 cm'den (yaklasik 1% ing) bilyiik degil. Yakindaki
NO dokulara doniismiiyor (T2). Yakindaki lenf diiglimlerine (NO) veya uzak bdlgelere
(MO) yayilmamaktadir.
MO
T3 Kanser 4 cm'den daha biiytik (T3). Orofarenks kanserleri i¢in, T3 ayrica
epiglotta (dilin tabani1) bilyliyen tiimérleri igerir. Yakindaki lenf diigiimlerine
" NO (NO) veya uzak bolgelere (M0) yayilmadi.
MO
VEYA
T1, T2, T3 Kanser herhangi bir boyuttadir ve yakinlarda biiyiimiis olabilir.
Orofarinks kanseri (T1-T3) VE primer tiimérle ayni tarafta 1 lenf diigiimiine
N1 yayilmissa yapilar. Kanser, lenf diiglimii disinda bilyiimemistir ve lenf diiglimii 3

MO cm'den (yaklasik 1% in¢) (N1) biiyiik degildir. Uzak bolgelere yayilmadi (MO).
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T4a
NO veya N1 MO

Kanser herhangi bir boyuttadir ve yakindaki yapilara doniismektedir:
¢ Dudak kanserleri i¢in: yakindaki kemik, alt alveoler sinir (¢ene kemigine
sinir), agzin taban1 veya ¢ene veya burunun derisi (T4a)
¢ Ag1z boslugu kanserleri icin: ¢ene veya yiiz kemikleri, dilin derin kasi, yiiz
derisi veya maksiller siniis (T4a)
 Orofaringeal kanserler i¢in girtlak (ses kutusu), dil kas1 veya medial pterygoid,
sert damak veya ¢ene gibi kemikler (T4a).
Bu orta derecede ileri derecede lokal hastalik olarak bilinir (T4a).

VE asagidakilerden herhangi biri:

¢ Yakindaki lenf diigiimlerine yayilmadi (NO))
* tiimor, ancak lenf diiglimii diginda biiyiimemis ve lenf diiglimii 3 cm'den
(yaklagik 1% in¢) (N1) daha biiyiik degil.
Uzak bolgelere yayilmadi (MO).

IVA
VEYA
Kanser herhangi bir boyuttadir ve yakinlarda biiytimiis olabilir.
yapilar (T0-T4a). Uzak organlara yayilmadi (MO0). Asagidakilerden birine yayilmis
olup:
T1,T2, T3 * Birincil tiimorle ayni tarafta 1 lenf diiglimii, ancak lenf diigiimii disinda
veya T4a biiyiimemis ve lenf dligiimii 3 cm'den biiyiik fakat 6 cm'den (yaklasik 2%% ing)
biiyiikk olmamustir (N2a) VEYA:
N2 ¢ Primer tiimdrle ayni tarafta 1'den fazla lenf diigiimiine yayildi, ancak lenf
IVB bezlerinin hicbiri disinda biiylimemis ve higbiri 6 cm'den biiylik olmamistir
MO (N2b)VEYA
* Primer timoriin karsi tarafinda veya boynun her iki tarafinda 1 veya daha fazla
lenf diigiimiine yayilmis, ancak lenf bezlerinin higbiri diginda biiyiimemis ve
hicbiri 6 cm'den (N2c¢) daha biiyiik degildir.
Herhangi T Kanser herhangi bir boyuttadir ve yakindaki yumusak dokulara veya yapilara
(Herhangi Bir T) VE asagidakilerden herhangi birine doniismiis olabilir:
N3 * 6 cm'den biiyiik ancak lenf diigiimii disinda biiyiimeyen 1 lenf diigimiine
MO yayilmis (N3a) VEYA

* 3 cm'den daha biiyiik olan ve lenf diigiimii (N3b) disinda agikga biiylimiis
olan 1 lenf diigiimiine yayillmistir. VEYA

* Ayni tarafta, karsi tarafta veya birincil kanserin her iki tarafinda, lenf
diigiimii (lerinin) disinda biiylimesi ile birlikte 1'den fazla lenf diigliimiine
yayilmistir (N3b) VEYA

* Primer kanserin karsi tarafinda 3 cm veya daha kiiciik olan ve lenf bezinin
(N3b) disinda gelisen 1 lenf diigiimiine yayildi.

Uzak organlara yayilmadi (MO).

VEYA
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T4b Kanser herhangi bir boyuttadir ve yakindaki yapilara donligmektedir.
kafatasinin tabani veya yakindaki diger kemikler gibi veya karotis arteri ¢cevreler. Bu
Herhangi N cok ileri lokal hastalik olarak bilinir (T4b). Yakindaki lenf diigiimlerine yayilmis
olabilir veya olmayabilir (Herhangi bir N). Uzak organlara yayilmadi (MO).
MO
IvC Herhangi T Kanser herhangi bir boyuttadir ve yakindaki yumusak dokulara veya yapilara
doniigmiis olabilir (Herhangi Bir T) VE yakindaki lenf diigiimlerine (Herhangi
Herhangi N Bir N) yayilmis olabilir veya olmayabilir. Akcigerler gibi uzak bolgelere
yayilmstir (M1).
M1

* Asagidaki ek kategoriler yukaridaki tabloda agiklanmamustir:

» TX: Ana tiimér bilgi eksikligi nedeniyle degerlendirilemiyor..
» TO: Bir primer timor kanit1 yok
* NX: Bolgesel lenf bezleri bilgi eksikligi nedeniyle degerlendirilemiyor.

Tablo 2- 4. p16 pozitif durumuna gore evrelendirme (50).

AJCC
Evresi

Evre

gruplandirma.

Dudak, agiz boslugu ve p16 pozitif orofarinks evresi aciklamas1*

NO veya N1
MO

TO, T1 veya T2

Kanser 4 cm'den (yaklasik 1 1/2 ing) daha biiyiik degildir (TO ila T2)
VE asagidakilerden herhangi biri:
* Yakindaki lenf diigiimlerine yayilmadi (NO)VEYA
 Primary Primer kanserle aym tarafta 1 veya daha fazla lenf bezine yayildi ve
hicbiri 6 cm'den (N1) biiyiik degil.
Uzak bolgelere yayilmadi (MO).

TO, T1 veya T2

Kanser 4 cm'den (yaklasik 1 1/2 ing) (TO ila T2) daha biiylik degildir ve birincil

N2 kanserin karsi tarafinda veya boynun her iki tarafinda 1 veya daha fazla lenf
MO diigiimiine yayilmistir ve hicbiri daha biyiik degildir 6 cm'den (N2). Uzak
bolgelere yayilmadi (MO).
VEYA
Kanser 4 cm'den biiyiik (yaklasik 1 1/2 in¢) (T3) VEYA
epiglotta (dilin tabani) (T3) biiyiimek VEYA larinks (ses kutusu), dil kas1 veya
medial pterygoid plaka, sert damak veya c¢ene (T4) gibi kemiklerde bilyiiyorsa ve
T3 veya T4 asagidan:
NO veya N1 * Yakindaki lenf diigiimlerine yayilmadi (NO) VEYA
MO * Primer kanserle aymi tarafta 1 veya daha fazla lenf diiglimiine yayildi ve

hicbiri 6 cm'den biyiik degil (N1).

Uzak bolgelere yayilmadi (MO).
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Kanser 4 cm'den biiyiik (yaklasik 1 1/2 ing) (T3) VEYA

T3veyaT4 epiglotta (dilin tabani) (T3) biiyiimek VEYA larinks (ses kutusu), dil kas1 veya
1l N2 medial pterygoid plaka, sert damak veya c¢ene (T4) gibi kemiklerde biiyiir VE
MO primer kanserin kars1 tarafinda veya boynun her iki tarafinda 1 veya daha fazla lenf
diigiimiine yayilmis ve hicbiri 6 cm'den (N2) biiylik degildir. Uzak bolgelere
yayilmadi (MO).
Herhangi T Kanser herhangi bir boyuttadir ve yakinlarda biiyiimiis olabilir.
v yapilar (Herhangi bir T) VE yakindaki lenf diigiimlerine yayilmis olabilir veya
Herhangi N olmayabilir (Herhangi bir N). Akcigerler veya kemikler gibi uzak bdlgelere
yayilmigtir (M1).
M1

* Asagidaki ek kategoriler yukaridaki tabloda agiklanmamustir:

TX: Ana timdr bilgi eksikligi nedeniyle degerlendirilemiyor..

TO: Bir primer timor kanit1 yok

NX: Bolgesel lenf bezleri bilgi eksikligi nedeniyle degerlendirilemiyor.
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2.1.8. OSCC’nin Onlenmesi ve Kontrolii

Sigara, alkol tiiketimini azaltmak, saglikli beslenme ve gerekli ise vitamin
takviyeleri almak, stresten uzak durmak, agiz sagligina 6nem verilmesi ve rutin olarak
dis hekimi kontroliine gidilmesi gibi etiyolojik faktorleri azaltmak bu kanser icin
alinacak onlemler arasindadir (50). HPV-16 ile iliskilendirilen OSCC igin gelistirilen
asilarin OSCC insidansina olan etkisi i¢in kesin bir sey soylemek i¢in erken olmasina
ragmen, Onlem i¢in kullanilabilmektedir (51). Malin veya premalin dokunun erken
teshisi ve erken tedavi baglangici ya da temel olarak kemoterapi ve radyoterapinin yani
sira timor kitlesinin cerrahi olarak ¢ikarilmasini ve ardindan morbiditeyi azaltmak icin

palyatif bakim ve post-operatif takibi yapilabilir (52).

2.1.9. OSCC Tedavisi

Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi en sik kullanilan tedavi yontemleridir.
Tedavi yonteminin barindirdigt potansiyel yan etkiler sebebiyle, tedavi bigimleri
hakkinda hastalar da karar vermeye dahil edilmelidir (53). Erken evre oral skuamoéz
hiicreli karsinomali hastalar i¢in ilk olarak cerrahi tedavi Onerilse de maalesef cogu
vakada hastada rezeksiyonu engelleyen, lokal olarak ilerlemis bir durum s6z konusudur.
Primer tiimoriin rezeksiyonundan sonra, oral fonksiyonu ve kozmetik goriinimii geri
almak i¢in genellikle rekonstriiktif cerrahi gerekir. Kemoterapi ve radyasyonun birlikte
kullanimi, lokal olarak ilerlemis agiz kanserlerinin tedavisinde birincil terapi olarak

kapsamli bir sekilde kullanildig gibi hem de organ korunmasini saglamaktadir (54).

OSCC tedavisi i¢in molekiiler yaklagim icin segilen etkili hedeflerden birisi
MTOR-Rapamisin'dir. Buna ek olarak yapilan ¢alismalar HPV-EMT birlikleri tedavi ve

prognostik degerlendirme i¢in de kullanilabildigini savunmuslardir (55).

Immiin kontrol noktas: inhibitdrlerinin bas-boyun kanserinin tedavisine dahil
edilmesi, programlanmig hiicre 6liimii proteini 1'in (PD-1) ve bunun ligandinin (PD-L1)
ilgilenilen ana yollardan birinin eszamanli olmasi olarak arastirilmistir. PD-1, PD-
L2"ye baglanmas1 ve T-hiicre proliferasyonunu inhibe ederek, anti-apoptotik molekiil
Bcl-xL, sitokin ekspresyonu ve mTOR yolunun ekspresyonunu bagisiklik hiicrelerinde
diizenlemesinde rol alabilen bir ko-inhibitér reseptordiir. Halen, klinik denemelerde

metastatik/tekrarlayan bas-boyun kanserinde sagkalim yararina iligkin erken timit verici
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sonucglar sunan birka¢ anti-PD-1 ve anti-PD-L1 monoklonal antikoru vardir. Bundan

dolay1 hastalar1 tedavi ederken standart Cetux'a immiinoterapétikler eklenir (56).

Son olarak, epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin  (EGFR) asir
ekspresyonunun oral SCC’de dogrulanmasi ve zayif bir prognozla iliskili oldugunun
bildirilmesi iizerine monoklonal bir antikorun EGFR inhibitorii gibi hedeflenmis bir
ajanla birlestirilerek uygulanmasinin, primer radyoterapiye gore sag kalim siiresini
arttirdig1 bildirilmistir. Son zamanlarda, bir EGFR inhibitéri 6zelligi gosteren
cetuximab post-operatif radyoterapiye eklenmesinin oral kanser hastalarinda genel
sagkalim Omriinii uzatip uzatmayacagini degerlendirmek i¢cin RTOG 0920 denemesi

baglatilmistir (57).

2.1.10. OSCC’nin Molekiiler Biyolojisi

OSCC’nin olusumunda hem genetik hem de epigenetik degisiklikler soz
konusudur. p53 timor baskilayici gen, insan kanserlerinde en sik degisime ugrayan gen
olup bu durum OSCC icin de gecerlidir. Yapilan arastirmalar yas ve p53 durumunun
OSCC olusumunda korelasyon gosterdigini yansitmaktadir. Sigara kullanimi, alkol
tiiketimi gibi etiyolojik faktorler de p53 geninin DNA’sina hasar vererek hiicrenin tamir
mekanizmasint etkilemektedir (58). Asir1 Siklin D1 (CCND1) ekspresyonu, oral
skuamoz displazi vakalarinin % 40'inda tarif edilmistir. Genel olarak 9p, 3p ve 17p'deki
kromozomal materyalin kaybi displastik lezyonlarda gozlenerek oral karsinogenezin
erken belirtecleri oldugunu gosterir. 13q ve 8p'de meydana gelen kayiplar
karsinomlarda displaziye oranda daha fazla goriiliir ve bu olay sonraki karsinojenez
asamalariyla iligkilidir. Agiz kanserinin molekiiler patogenezinde rol oynayan 6nemli
molekiillerin etkisi Sekil 2-7°de ve bu karsinogenezde en sik degisim meydana gelen
bolgeler ile degisim oranlari Tablo 2-7°de gosterilmistir. Normal epitelinin birgok
genetik  degisiklikler yolula transformasyona ugramasi displaziye ve invaziv
karsinomlara yol acar. Oral karsinogenezde meydana gelen akiimiilatif genetik
degisiklikler, epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin (EGFR) aktivasyonunu, timor
baskilayic1 olan p53 ve pl6'yr degistirdigini ve siklin D1'in asir1 ekspresyonunu
olusturur. (59).
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Sekil 2-7. Oral karsinogenezin genetik progresyon modeli (52).

HPV pozitifligi oral kanserlerde iyi prognozla ile iliskili bulunarak HPV ile
enfekte olan tiimor hiicrelerinin radyo-sensivitesinin daha yiiksek oldugu ve bundan

dolay1 daha iyi bir sagkalim gosterdigi ¢aligmalarda gosterilmistir (60).

Tablo 2- 5. Oral skuaméz hiicreli karsinomda sik goriilen molekiiler anormallikler (53).

Meydana Gelen Degisiklik Yiizdesi
LOH 9p %70-80
LOH 3p %60-70
LOH 17p %50-70
LOH 11p %30
LOH 13p %30
P16™“A'nin etkisiz hale getirilmesi (homozigot %80
silme, promotdr metilasyonu, nokta mutasyonu)
FHIT ve RASSF1A p53 mutasyonunun etkisizlestirilmesi %50-80
Cyclin D1 amplifikasyonu %30

DNA iplikg¢iklerine heksaniikleotid tekrarlar1 ekleyen telomerazlar, kromozomal
uzunlugu koruyan enzimlerdir. Baz1 bulgular telomeraz aktivitesindeki artisin skuamoz

hiicreli karsinomun ilerlemesinde daha erken olustugunu gostermektedir. DNA



32

hipermetilasyonu ise ise, CpG bakimindan zengin olan bolgelerde DNA promotoriinde
meydana gelen hipermetilasyon sonucu gen ekspresyonunun susturulmasina neden olan
ve dolayisiyla kanser olusumunu baskilayan genleri de etkileyen epigenetik
degisikliklerdir. Agiz boslugunda meydana gelen displazik lezyonlarda, 9p21

kromozomununda p16'™K4 Jokusunun hipermetilasyonu siklikla gdzlenmistir (61).

2.2. Epigenetik

Genetik degisiklikler tek basmma bir popililasyondaki fenotip c¢esitliligini
aciklayamadig1 gibi ayn1t DNA dizisine sahip olan, monozigotik ikizlerin veya
klonlanmis hayvanlarin farkli fenotiplere ve bir hastaliga karst farkli duyarliliklarina
nasil sahip olabilecegini de agiklayamamaktadir. Epigenetik kavrami, gen dizisindeki
DNA dizisindeki herhangi bir degisiklikten kaynaklanmayan kalitsal degisiklikler
olarak tanimlanarak kromatin yapisi ve gen fonksiyonunun iriinler tizerindeki etkisini
anlamay1 igerir (62). Tumor hiicresi, normal hiicreden farkli olarak sinirsiz
proliferasyon, immiin sistemden ve apoptoz sinyallerinden kagis gibi o6zellikler
barindirarak kontrolsiiz ve siirekli hiicre biiyiimesine yol agar (63). Kanserde hiicrede
uzun bir siire¢ igerisinde genetik ve/veya epigenetik mekanizmalarda meydana gelen
hasarlarin birikimi kanser olusumunda ve gelisiminde rol oynamaktadir (64). Hiicrede
meydana gelen mutasyon, genetik kararsizlik gibi genetik degisiklikler sonucunda
meydana gelen degisiklikler genlerin fonksiyon kazancina veya kaybina yol agarak
epigenetik degisikliklere de neden olabilmektedir (65). Epigenetik mekanizmalardaki
bozulmalar, tiimor baskilayici genlerin bagimsiz olarak susturulmasina yol agabilir ve
bunun yani sira, onkogenleri aktive ederek tiimorigenezi de baslatabilir (66). DNA
metilasyonu, histon modifikasyonu, kromatin yeniden diizenlenmesi ve MIRNA

regiilasyonu epigenetik mekanizmalari olusturmaktadir (67).
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Sekil 2- 8. Kansere yol acan genetik ve epigenetik mekanizmalar.

2.2.1. Histon Modifikasyonlari

Hiicreler icindeki DNA, temel yapi taslari olarak niikleozomlardan olusan
dinamik bir yap1 olan kromatin olarak paketlenir. Histonlar, niikleozomal alt birimin
merkezi bilesenidir ve dort ¢ekirdekli histon proteinini (H3, H4, H2A, H2B) igeren ve
etrafina bir 147-baz-¢ifti DNA pargasi sarilmis bir oktamer olusturur. Biiyiik 6l¢iide
kiiresel histon proteinlerinin her biri, bazik lisin ve arginin kalintilar1 ile yogun sekilde
doldurulmus olan karakteristik bir yan zincire veya kuyruga sahiptir (68). Histonlarin
N-terminalleri, niikleozom c¢ekirdeginden disar1 ¢ikarlar ve N-terminallerinin amino
asitleri metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon, c¢ogaltma ve toplanma gibi bir dizi
kovalent modifikasyondan kolayca geger (69). Histon modifikasyonlari hiicredeki DNA
onarimlarini, trankskripsiyonel aktiviteyi ve buna bagli genlerin susturulmasinda rol

oynamaktadir (70).
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Sekil 2- 9. Cekirdek histonlarn translasyon sonrasi modifikasyonlar: (71).

Sekil 2-9’da goriildiigii tizere renkli sekiller, ¢ekirdek histonlarin doniigiim
sonrast degisikliklerini temsil eder. Histon kuyruklari lisinlerde ve argininlerde (yesil
besgenlerde) metillenebilir, serinlerde veya treoninlerde fosforile edilebilir (sar1
daireler), ubikile edilmis (mavi yildizlar) ve lisinlerde asetillenmis (kirmizi tiggenler)

olabilir (71).

Histon modifikasyonlari iizerine yapilan ¢alismalar, hiicresel siiregleri kontrol
eden epigenetik mekanizmalarin anlasilmasii gelistirmistir. Dahasi, histon izlerinin
desenleri kanser hiicrelerinde derinden degismis halde bulunmaktadir. Histonlar
diizenleyen kompleksler ve histon izlerini igeren epigenetik diizensizlik, hastaligin
gelismesinin ve ilerlemesinin altinda yatan énemli bir mekanizmdir. Bu mekanizmalar,
gen transkripsiyonunun serbest birakilmasi ve DNA onarimi yoluyla onkogenezise
katkida bulunabilir. Ayrica, yapilan ¢aligmalar kanserin farkli tiplerinin ve alt tiplerinin,
biyobelirteg kesifinde yararlanilabilecek spesifik histon modifikasyon modellerine
(histon modifikasyon imzalari) sahip olabilecegini savunmaktadir. Son olarak, histon
modifikasyonlar1 geri donilisiimlii oldugundan, kanser tedavisi ve Onlenmesi ig¢in

potansiyel hedefleri temsil ederler (72).
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Histon modifikasyonlarinin kanserdeki roliiyle ilgili ilk ¢alismalar, neredeyse
tim insan kanser tiplerinde bir belirteg gorevi goren kiiresel H4Kl6ac ve
H4K20me3’iin global degisikliklerinin arastirilmasiyla baglamistir. Fakat bunun yani
sira, diger post translasyonel modifikasyonlar (PTM)’da meydana gelen degisiklikler
tiimorler icin daha 6zgii olabilir. Ornegin, meme kanseri hiicreleri diisiik H3K4me2 ve
H3K9ac seviyelerini gosterirken, akciger kanseri hiicreleri diisik H3K4me2 fakat
yiiksek H3K9ac seviyelerini gosterir (73). Literatiirde belirtilen ¢alismalara gére DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 arasindaki baglantinin -metil CpG baglayici
protein 2 (MeCP2), Metil-CpG baglayici bdlge proteini 1 (MBD1) ve Kaiso (ZBTB 33
olarak da bilinir) dahil olmak iizere- metil DNA baglama aktivitesine sahip bir protein
grubunun aracilik ettigini gostermistir. Bu proteinler, DNA metillenmis promotdrlere
lokalize olarak histon deasetilazlar (HDAC'ler) ve histon metil transferazlar i¢eren bir
protein kompleksi olusturur. Bu ¢alismalar, DNA metilasyonunun, histon
modifikasyonlarinin degistirilmesi yoluyla kromatin yapisal degisiklikleri indiikledigini
gosterir.  DNA  metilasyonunun H3K4me'yi inhibe ettigi, bunun da DNA
metilasyonunun histon modifikasyonlarini etkilediginin kaniti oldugu bilinmektedir
(74). H3K9ac'in azalmasi, prostat ve over tiimorlerinde histolojik derecelendirme, timor
ilerlemesi ve kot prognoz ile iliskilendirilmistir (75). H3K4mel ve H3K27me3
karaciger kanseri hiicrelerde daha zengin bir sekilde bulunmakta olup, burada meydana
gelen degisiliklerin bu kanserle iligkili epigenetik mekanizmalarin daha 1iyi

anlagilabilmesinde rol oynayacagini belirtmektedir (76).

2.2.2. miRNA Regiilasyonu

MikroRNA'lar (miRNA'lar), kodlama yapmayan, endojen ve hiicresel protein
ekspresyonunu saglayan mekanizmalarin kontroliinde anahtar rol oynayan kiigiik
RNA'ardir (77). Bir kez bir riboniikleoprotein kompleksi miRISC'ye alindiktan ve bir
kez dahil edildiklerinde, bir miRNA sekansma bagl islemde spesifik mRNA'lar
hedefleyebilir ve birka¢ mekanizma araciligiyla hedeflenen mRNA'larin proteinlerine
doniigiimiine miidahale edebilirler. Sonu¢ olarak, miRNA'lar bir¢cok hiicre yolunu ve
islemini diizenleyebilir. Ozellikle, kanserde miRNA'lar, tiimdrijenez, timor gelisimi ve
anjiyogenezde anahtar rol oynayan ve onkojenik veya tiimor baskilayict rolleri olan
onemli genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde yer alabilir (78). Bunu, binlerce

protein kodlayan ve kodlamayan genin ekspresyonunu kontrol etme yetenekleri ve
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promotere bagli RNA'lar (paRNA'lar) yoluyla genlerin transkripsiyonunu diizenleme
yetenekleri yoluyla yaparlar. Halen, ¢cogu bilinmeyen fonksiyonlara sahiptir. Kanserin
Ozellikleri, insan tiimorlerinin gelistirilmesinde asamali olarak elde edilen biyolojik
yetenekleri igerir (79). MicroRNA'lar bu belirtegleri etkileme potansiyeline sahiptir.
Omegin MiR-200’s invazyon, miR-17-92 biiyiime baskilayicilarindan kaginma, miR-
29/30 smirsiz ¢ogalma, miR-18a anjiyogenezis, miR23 enerji metabolizmasini
degistirme, miR-124 bagisiklik sisteminden kagma, miR-185 apoptozdan kaginma, let-
7a ise ¢ogalma sinyalinin siirdiiriilebilmesinde etkilidir (80). Bu etkilesimlerin
uygulanabilirliginin tanimnmasi, bu kiigiik ancak giiclii RNA'larin bollugu ve
fonksiyonlarmin ¢esitliligi miRNA'lar1 bir diizenleyici molekiil smifi olarak
belirlemekle birlikte bu molekiiller biyobelirtecler ve terapotik maddeler olarak
kullanilma potansiyeline sahiptir (52). MiRNA’lar epigenetik mekanizmalara etki
ederek akciger (81), AML (103-78),kolon (82), mesane ve prostat (83) kanserindeki

ekspresyon seviyelerinde meydana gelen degisikliklerde rol almaktadir.

2.2.3. Kromatin Yeniden Diizenlemesi

DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari,miRNA regililasyonun yani sira
kromatin yeniden diizenlenmesi de 4 temel epigenetik mekanizma igerisinde yer
almaktadir (84). Kromatinin yeniden diizenlenmesinde rol alan 4 aile, ATPase alt
tinitesinin iki bolgesi arasinda ve etrafinda yerlestirilmis benzersiz alanlarin varhig: ile
ayirt edilir.Sekil 2-10°de goriildiigii iizere Tiim kromatin yeniden sekillendiricileri,
Stiper Aile 2 (SF2) DNA helikazlarinda bulunan bir DExx ve HELICc motiflerinden
olusan bir SWI/SNF ATPase alan1 olan bir katalitik alt birim igerir. ATPase alani,
histon oktamer etrafina DNA yer degistirmesi i¢in motor saglar. Remodeling
kompleksleri ayrica, katalitik alt iinitede bulunan essiz alanlara dayanarak dort ana
aileye ayrilir. SWI / SNF ailesi, ATPase alanlarin1 ¢evreleyen bir N-terminal helikaz-
SANT (HSA) ve C-terminal Bromo alanina sahiptir. ISWI ailesinin C terminalinde bir
SANT SLIDE alan1 var. CHD ailesi, ATPase bdlgesinin istiindeki iki taneli kromo-
alanlara sahiptir. INO80 ailesi, ATPaseinin yukarisinda bir HSA alan1 igerir ve iki
ATPase motifi arasinda kisa bir ekleme yapan diger ii¢ ailenin aksine, INO8O ailesi

uzun bir ekleme yapar. (85).
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HSA Bromo

Sy ————— -
family

DExx Short HELICc

Insertion
SANTSLIDE

oy ———
family

Tandem

Chromo
Sl ——r———=—
family

HSA Long Insertion
oy — l —
family

DExx HELICc

Sekil 2- 10. Kromatin yeniden diizenlenmesinde sorumh gen aileleri (85).

Kromatin yeniden diizenlenmesinden sorumlu olan SWI/SNF ailesi, hiicre
dongiisiinii, hiicre 6liimii veya hayatta kalma, farklilasma, genomik kararsizligi ve DNA
onarimini diizenler. Ek olarak, SWI/SNF alt birimlerinin etkisizlestirilmesi ayrica hedef
genlerinin ekspresyonunu da bozar. Ornegin, RG1'in kaybi, ¢cok sayida 6nemli kanserle
iliskili gen geninde niikleozom pozisyonunu degistirerek tlimoriin agresifligini arttirir ve
bu nedenle, bu tiir hedef genlerin ekspresyonunu ve bunun sonucunda ortaya ¢ikan
ekspresyon azaligi sinyal yolaklarmni etkiler (86). EP300 ve CREBBP mesane kanseri
timorleri igerisinde en yiiksek mutasyona ugrayan kromatin remodeling genleri oldugu
bilinmektedir (87).

2.2.4. Biyobelirtec¢

Biyobelirteg, viicut sivisi, kan veya dokuda bulunan biyolojik sistemde maruz
kalma siiresi, etki, duyarlilik veya klinik hastalik gostergesi olarak Olgiilen bir
molekiildiir. Viicudun bir hastalik veya durum i¢in uygulanan tedaviye ne kadar iyi
yanit verdigini goézlemlemek ic¢in biyobelirteg kullanilabilir. Ayrica molekiiler marker
ve imza molekiilii olarak da adlandirilir (88). Biyobelirteglerin hastaya rahatsizlik
vermeden kolay alinmasi, ¢ok sayisa numunenin kisa siirede islenmesine olanak
saglayan analiz yontemlerinin bulunmasi ve bunlarin kantitatif sonuglar vermesiyle
birlikte ucuz olmasi bir avantaj olup kanser gozlemlemede prostat kanseri i¢in PSA,
over kanserleri igin CA 125, hepatoseliiler kanserler icin AFP, colorektal i¢in FOBT,
noroblastoma i¢cin VMA, HVMA ve mide kanseri i¢in pepsinojen belirteg olarak
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kullanilmaktadir (89). Epigenetik degisikliklerin gen ifadesini baskilamasi,cevresel
faktorler nedeniyle degisikliklerin meydana gelmesi, erisebilirligi,stabil olmasi gibi
Ozellikleri nedeniyle klinik uygulamalar i¢in olaganiistii bir biyobelirteg potansiyeli
tasimaktadir (90). Hiicre dongiisii diizenlemesinde yer alan bir tiimor baskilayict gen
olan PTEN'de meydana gelen degisiklikler, delesyonlar, prostat kanserinde kotii
prognoz ve tedaviden sonra niiks ile iliskilendirilmistir (91). p16™**, kolorektal kanser
orneklerinin %27'sini ve akciger kanser Orneklerinin %24'linii iceren ¢esitli timor
tiplerinde hipermetile edilmis halde, DNA hasar1 olusumunu geri ¢evirerek genom
onarimina katkida bulunan bir gen olan MGMT, beyin tiimdrii 6rneklerinin yaklagik
%40'imda ve kolorektal timor drneklerinin ise %46'sinda epigenetik olarak bastirildig:
gozlemlenmistir. Bunlara ek olarak GSTP1 hipermetilasyonu meme, prostat kanseri ve
biiyiik B hiicreli lenfomada igin rapor edilmistir (92). OSCC dokularindan ve oral
premalign lezyonlardan (OPL) elde edilen DNA ornekleri karsilastirildiginda,
neoplastik dokular, saglikli veya eslenik normal dokulara gére daha sik ve daha yiiksek
seviyede DNA metilasyonu sergilediklerini ortaya konulmustur (93). Giiniimiizde
yapilan c¢alismalara gore OSCC i¢in hipermetilasyon gézlemlenen ve biyobelirte¢ olarak

kullanima uygun aday genler Tablo 2-7’de gosterilmistir (94).

Tablo 2- 6. OSCC'de hipermetile aday genlerin potansiyel biyobelirte¢ uygulamalarina gore simflandirilmasi

(91).

Biyobelirte¢ Tipi Gen

Tant CYCAL, EDNRB, KIF1A, RUNX3
Prognostik pl4,p16,MGMT,ECAD,DCC,DAPK1
Tahmin p16,RASSF

Tarama p15,EDNRB
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2.3. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, transkripsiyon faktorlerinin baglanma bolgelerini ve bunlarin
bilesenleri ile kromozom morfolojisini etkileyerek gen aktivitesini etkileyerek, hiicre
farklilagmasina etkisi olan bir olaydir. (95,96). DNA metilasyonu, genellikle
transkripsiyonel bir baski yoluyla iliskilendirilen omurgali genomlarinda meydana gelen
major epigenetik bir modifikasyonudur. Embriyogenez sirasinda DNA metilasyonu,
diger epigenetik faktorlerle birlikte hiicre kimliginin belirlenmesinde ve korunmasinda

onemli bir rol oynar (97,98).

2.3.1. DNA Hipometilasyonu

DNA metilasyonunu kansere baglayan en eski kanit olan global hipometilasyonu
1983 yilinda Andrew Feinberg ve Bert Vogelstein’in oncii ¢alismalari sonucunda
kesfedilmistir. Birgok CpG adaciklar1 somatik hiicrelerde belirli seviyede metile halde
bulunurken, High-throughput genomik DNA metilasyon ¢aligsmalari, hipometile edilmis
bolgelerin sikliginin, tiimorlerde oldukca yiiksek olabilecegini ve farkli kanserlerde
DNA metilasyonu seviyesinde azalma goriilen ¢ok sayida genin tanimlandigini
belirlemistir (99). DNA hipometilasyonu, onkogenlerin transkripsiyonel aktivasyonu,
transpozon elementlerin yeniden aktiflestirilmesi gibi olaylar sonucu tiimérogenezi
baslatabilir. DNA hipometilasyonu kromatin biitiinliigiine direkt etkiye sahiptir ve
bdylece kromozomal yeniden diizenleme sikligini arttirarak kromozomal kararsizligi
olusturmaktadir (100). Mide (101), kolorektal (102), renal hiicreli (103), meme (104),
ovaryum (105), Wilms tiimorii ve karsinomlari {izerine yapilan DNA hipometilasyon

caligmalar1 bu mekanizmanin kansere olan etkisini desteklemektedir (106).

2.3.2. DNA Hipermetilasyonu

Bir genin promotér bolgesindeki CpG adaciklarinin  hipermetilasyonu,
transkripsiyon baslangicina miidahale ederek gen transkripsiyonunu inhibe eder ve
gende bir mutasyon gozlenmeden ugramadan tiimor baskilayici  genlerin
etkisizlestirilmesi igin alternatif bir mekanizma gorevi gosterir. Epigenetik degisiklikler,
timorogenez ve malin ilerlemenin farkli asamalarinda meydana gelebilir. Timor
baskilayict genlerin hipermetilasyonla susturulmasi, tlimoriin ilerlemesine katkida
bulunan 6nemli bir epigenetik degisikliktir (107). Timor baskilayici genlerin yanisira,
hipermetilasyon kanserin baglangici ve ilerlemesi i¢in diger genleri de giiclii bir sekilde

etkilemektedir. Yakin bir zamanda yapilan bir calismaya gore otofaji-iliskili genlerde
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meydana gelen hipermetilasyona bagli gen susturulmasi mide epitel hiicrelerinin
karsinojenik transformasyonu ile direkt olarak iligkili bulunmustur (108). DNA
hipermetilasyonu mekanizmasi, retinoblastoma’da tiimor baskilayict bir gen olan
RB1’in (109) promotorlerinin, kolon kanserinde DNA tamir mekanizmasinda rol alan
MLHZ2’in (110), meme ile over kanserinde BRCAL1’in (111), gastrointestinal kanserde
telomeraz olusumu igin bilesenlerin {retilmesini saglayan TERT’in (112), akciger
kanserinde DNA yanlis eslesme tamir mekanizmalarinda yer alan hMSH2’nin (113),

promoterlerinin hipermetilasyonu ile olduk¢a yaygindir ve 1yi agiklanmastir.

Hemen hemen her tiimdr c¢esiti kendine Ozgii bir promoter metilasyon
durumuma sahip oldugu i¢in her bir kanser ¢esitine ait makul boyutta gen panellerinin
olusturulmasi, kanserin erken teshis, prognoz ve degerlendirilmesi i¢in gereklidir.
Bunlar1 olusturmak i¢in ise DNA metilasyon mekanizmasini anlamak oldukca 6nemlidir
(114). Cesitli kanser tiplerinde yer alan ve promoter bolgelerinde hipermetilasyona

gozlenen genler ve bunlarin fonksiyonlar1 Tablo 2-6’da gosterilmistir.



Tablo 2- 7. En sik bildirilen kanser tiirlerinde promoter hipermetilasyonuna ugrayan genler (25).
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Gen

APC
BMAL1
BRCA1

CDH1
CDH13

CDKN2A
(p16INK4a)

CDKN2B
(plslNK4b)

pl4ARF
COX2

CRBP1

DAPK1

ESR1
GATA4

GATAS5

GSTP1

HIC1
IGFBP3

MGMT
MLH1

PYCARD

RARB2

RASSF1A

TP73

Fonksiyonu

Hiicre go¢iinde ve adezyonda yer alan Wnt
sinyal yolaginin diizenlenmesinde rol oynar

Sirkadiyen saatin temel bileseni

DNA tamir mekanizmasi ve transkripsiyonda
rol alir

E-cadherin, hiicre yapismasinda rol alir
H-cadherin, hiicre yapismasinda rol alir
CDK4 inhibitorii, G1 fazinda hiicre
dongiisinii kontrol eder.

CDK4 ve CDKG® inhibitorii, hiicre dongiisii G1
ilerlemesinin control eder

Hiicre siklusu G1 ilerlemesinin kontroliinde ve
tiimor baskilayict protein p53'iin
dengelenmesinde gorev alir

Siklooksijenaz, prostaglandin biyosentezinde
rol alir.

Epitel dokularinin biiyiimesi veya
farklilagmast igin gerekli olan retinoliin
taginmasinda gorev alir.

p-interferonun neden oldugu programlanmis
hiicre 6liimiiniin pozitif aracist olarak gorev
alir.

Ostrojen reseptorii ve gen ekspresyonunda rol
alir.

Zinc-finger’in GATA ailesinin transkripsiyon
faktorii olarak gorev alir.

Zinc-finger’in GATA ailesinin transkripsiyon
faktorii olarak gorev alir.

Genotoksik yabanci bilesiklerin
metabolizmasi, detoksifikasyonu ve
giderilmesinde gorev alir.

Transkripsiyon Faktori

Insiilin benzeri biiyiime faktérii baglayict
protein

DNA tamirinde gorev alir.

DNA yanli eslesme tamiri ve DNA hasar
sinyallesmesinde gorev alir

TMS1 / ASC ve apoptotik sinyal yolaklarinda
rol oynar.

Rretinoik asit reseptorii, gen ekspresyonunu
diizenleyerek bir¢ok hiicre tipinin bilyiimesini
siirlar

G1 /S fazinda hiicre dongiisii durdurmada rol
alan siklin D1'in birikmesini 6nler.

p53 transkripsiyon faktor ailesi, DNA
hasarina apoptotik cevapta gore v alir.

Meme
Kanseri

X

X X X X

Akciger
Kanseri

X

X X

x

X X X X

Prostat

. Losemi/Lenfoma
Kanseri
X _
- X
X X
- X
X X
X
- X
- X
X X
x —
- X
- X
- X
X X

Kolon
Kanseri

X

*X, bildirilen hipermetilasyon.

2.4. Glycophorin C (GYPC)
GYPC geni (13.5 kbp) dort ekzon igerir, 2. kromozomun q kolunun 14. bandina

lokalize olup, eritrositler tarafindan tasinan ve membrana entegre olabilen Glycophorin

C proteinini

kodlamakla birlikte Glycophorin A/B

ile

de benzer Ozellikler

gostermektedir. GYPC geni, alternatif translasyon baslangi¢c bolgelerini kullanarak
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glikophorin C (GPC) ve glikophorin D'yi (GPD) kodlar. GPC ve GPD, protein 4.1R ve
p55 ile etkilesime girer ve kirmizi kan hiicrelerinin sitoiskelet yapisina katilarak zar
stabilitesini saglar [7]. Eritrosit membran proteinleri transmembran ve periferal
membran proteinleri olarak 2’ye ayrilmaktadir. Band 3 ve glycophorinler de hiicre
iskeletine katilan (protein ag Ortiisiinii olusturan) transmembran protein sinifina
girmektedir. Band 3 ve glycophorinlerin kirmiz1 kan hiicrelerindeki lokalizasyonu sekil
2-11’de gosterilmistir (115).

Bant 3
(Tetramer)

Bant 3
(Tetramer)

Kirmzi Kan Hiicreleri

Aktin
£ Glikoforin C

Bant 4.1 i,/

Cift Kath Lipit Tabakas:

Sekil 2- 11. Glycophorin ailesi ve Bant 3iin Eritrositlerdeki lokasyonu (115).

Bu gen ve friinleri hiicrenin morfolojik yapisimi etkiledigi ig¢in, eksiklik
goriilmesi durumunda membran bozukluguna yol agarak eliptositoz goriilmektedir.
Herediter eliptositoz otozomal dominant gecis Ozelligine sahiptir. Bunun disinda
insanlardaki eritrositlerin ¢ok az bir miktari elips sekline bulunmaktadir. Orak hiicreli
anemi, losemi,talasemiler, demir ve eritrosit enzim eksikligi kaynakli hemolitik
anemilerde yalnizca oval ve eliptik sekilde eritrositler goriilmesine ragmen bunlarin
sayilar1 yine de az olup boylar1 da kisa sekildedir (116). Aym1 zamanda Gerbich kan
grubu sisteminin yiiksek frekansli antijenleri olan Ge2, Ge3 ve Ged'i tasiyan
sialoglikoproteindir. Cogunlukla sivrisinekler tarafindan tasinan plazmodyum
parazitinin GPC ve GPD reseptorlerinde meydana getirdigi bozulma birka¢ kan grubu

antijeni tasima oOzelligine sahip (Gerbich, Yus, Wb, Ana ve Dha ve digerleri)
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Glycophorin C (GYPC)’yi etkileyerek nihayetinde sitma hastaliginin goriilmesinde
etkilidir (117).

Gerbich kan grubu antijenlerine kars1 olan antikorlar, transfiizyon ve gebelikte
g6z onlinde bulundurulmasi 6nemlidir. Antikorlar hemolitik transfiizyon reaksiyonlari
ve yenidoganin hemolitik hastaligi ile iligkili olabilir. Gerbich antikorlari, hamilelikte
ozellikle klinik Oneme sahiptir, ¢iinkii genellikle ge¢ baslangicli bir anemi ile
iliskilidirler. Bu aneminin mekanizmasi, Kell antijenlerine kars1 gozlemlenen

antikorlarla benzerlik gosterir (118).

In vitro calismalar, glikophorin C'ye karsilik gelen antikorlarin, mitokondriyal
depolarizasyonu indiikleyerek ve hiicre i¢i fosforilasyon yolaklarini olumsuz etkilyerek
erken eritroid progenitor hiicrelerinin biiylimesini 6nledigini gostermistir; bu olay aktin
polimerizasyonuna ve kaspazdan bagimsiz apoptozun indiikklenmesine yol agarak
ontogeni sirasinda eritroid progenitor hiicrelerinde erken glikophorin C ekspresyonu
gozlemlenir. Sonug olarak, hamilelik ve dogum sonrasi, Gerbich antikorlar1 yalnizca
klasik makrofaj bagimli eritroid hiicre yikimina neden olmakla kalmaz, ayn1 zamanda
erken eritroid progenitor hiicre proliferasyonunu da inhibe eder. Gerbich maternal
antikorlar1 nedeniyle fetus ve yenidoganin hemolitik hastaliklarinda retikiilositoz

yoklugu, eritroid hiicre proliferasyonunu etkiler (119).

2.4.1. GYPC ve Kanser ile fliskisi
GYPC geni anemi, sitma, hamilelik ve kan gruplari gibi durumlarla iligkili
oldugu gibi prostat, 16semi ve meme kanseri gibi kanser gesitlerinde de etkili oldugu

literatlirde belirtilmistir (10, 11, 12,117,120, 121, 122).

Almanya’da Resenburg Universitesinde yapilan bir prostat kanseri ¢alismasinda,
kemik iligine metastaz yapan ve yapmayan prostat kanseri hastalar ile saglikli kontrol
icin kanser tanist konulmamis bireylerden kemik iligi Ornekleri kullanilmigtir.
Orneklerin transkriptom analizi sonucunda GYPC ekspresyonunda saglikli kontrole
gore bir artis gézlemlenerek metastaz takibi i¢in bir belirte¢ adayr olabilecegi 6ne

stiriilmiistiir (120).

Zhu ve arkadaglarinin 2017 yilinda yaptigi bir ¢alismada kullanilan AML (akut
miyeloid 16semi) ornekleri gen ekspresyon array metodu ile FLT3-ITD mutasyonu ile

iligkili tim genom ekspresyonlar incelenmis ve GYPC geninde ekspresyon azaliginin
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tan1 veya tedavide biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek potansiyele sahip oldugunu
bildirmistir (10). Ngo ve ark. yaptigt AML ¢alismasi bu sonuglar1 desteklemektedir
(121).

Cin’de yapilan bir arastirmada ise 38 ALL (akut lenfoblastik 16semi) tanisi
konulan ve kontrol amagli kanser olmayan 20 saglikli kan 6rnegi ¢ocuklardan alinarak
RT-PCR’da GYPC ve TRIP3 geninin ekspresyon durumu incelenerek GYPC geninde
gbzlemlenen artisin akut lenfoblastik 16semi ile iliskili oldugu bildirilmistir(11).
Villeval ve arkadaslarinin yaptigi ALL calismasi, aymi sekilde GYPC geninin
ekspresyonunda artis bulmus ve buna ek olarak hiicre ylizey morfolojilerinde
degisiklikler tespit etmistir (122). Buna ek olarak GYPC geninin meme kanserindeki bir
DNA metilasyon korelasyon aginda yiiksek ve diisiik risk gruplarmi ayirmada rol

oynayabilecegi bildirilmistir (127).
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3. GEREC VE YONTEM

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulunca 2018/1087 no’lu

dosya onayr alman c¢alismamizda yer alan goniilliler ITF Kulak Burun Bogaz

Hastaliklar1 tarafindan, ¢alisma hakkinda bilgilendirildi ve rizasi alinan hasta ve saglikli

bireylere ait doku ve serum 6rnekleri toplandi.

Elde edilen doku ve serum ornekleri laboratuvarimizda -80°C’de dondurularak

sakland1 ve mikrodisseksiyon yoluyla %70 saflik derecesine sahip olan tiimdr drnekleri

belirlenerek deneye dahil edildi. Periferik kan 6rneklerinden santrifiij yolula elde edilen

serum Ornekleri ise vakit kaybedilmeden -80°C de saklandi.

3.1. MATERYAL

3.1.1. Deneylerin Gergceklestirilmesi icin Cihazlar

v

v

Agaroz Jel Elektroforez Tanki (BRL Life Tecnologies, ABD)

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

El homojenizatorii (Qiagen, Almanya)

Etliv (Hereaus, Almanya)

Gii¢ Kaynagi (Bio-Metra, Almanya)

Hassas Terazi (Chyo, Japonya)

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

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

Sogutmal1 Santrifiij (Hettich Mikro 200R, Almanya)

Vorteks (Snijders, Hollanda)
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3.1.2. Deneylerin Gergeklestirilmesi Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneyler i¢in gerekli kimyasal maddeler Tablo 3-1.’de verilmistir.
Tablo 3- 1. Kimyasal Maddeler.

Agaroz (Wisent MultiCell, Kanada)

Borik asit (Wisent MultiCell, Kanada)

Orange G (Merck, Almanya)

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

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

Proteinaz K (Roche, Almanya)

Riboniikleaz A (Sigma Aldrich, ABD)

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

Tris (Applichem, Almanya).

3.1.3. Deneylerin Gerceklestirilmesi i¢cin Kullamlan Kimyasal Karisimlar
Deneylerin gerceklestirilmesi igin gerekli kimyasal karisimlar ve igerikleri Tablo

3-2°de verilmistir.



Tablo 3- 2. Kimyasal Karisimlar.

Parcalama Tamponu :

SE Tamponu :

TE Tamponu :

Fenol i¢in TE Tamponu (0,5 ml):

Fenol/Kloroform/Isopropanol:

Proteinaz K:

Ribontikleaz A:

SDS (%10; pH:7,2) ()

155 mM NH4CI

10 mM KHCO3

0.1 mM EDTA (pH: 8.0)
75 mM NaCl

25 mM EDTA

30 mM Tris-HCI (pH: 8.0)

20 mM Tris-HCI (pH: 8.0)

1 mMEDTA  (pH: 8.0)

0.25 mM Tris (pH:8.0)
0, 5mM EDTA (pH:8.0)

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

20 mg / mi

10 mg / ml

100 g sodyumdodesilsiilfat

47
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3.2. YONTEMLER
3.2.1. Materyal Toplama ve Eldesi

3.2.1.1. Doku Eldesi

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi KBB Hastaliklar1 ve Bas-boyun
Cerrahisi Anabilim Dali tarafindan OSCC kanseri tanisi almig 50 hastanin cerrahi
miidahalesi sirasinda alinacak 0,5 cm c¢apinda tumor/eslenik normal doku 6rnegi ve
kendisinde ve ailesinde malin hikayesi bulunmayan herhangi bir sebeple cerrahi
operasyon uygulanmasina karar verilmis olan 10 bireyden uvulopalatofaringoplasti
(UPPP) teknigi ile 0,5 cm ¢apinda mukoza 6rnegi alindi. Toplanan materyaller ameliyat
sonrasinda ivedilikle buz igerisinde laboratuara teslim edilereck DNA ve RNA

izolasyonu iglemlerine kadar -80°C’de muhafaza edildi.

3.2.1.2. Serum Eldesi

Ameliyat oncesi, hasta ve saglikli bireylerden kuru tiip (serum ayirma tiipii)
igerisinde 8-10 mL hacminde periferik kan ornekleri toplandi ve bu tiipler
laboratuvarimizda bulunan santrifiijde 1950 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij edildi.

Ardindan {iistte kalan serum kisim (sar1 faz) kriyotiiplere dagitildi.

3.2.2. DNA izolasyon islemleri

3.2.2.1. Dokudan DNA izolasyonu

Cerrahi miidahale 6ncesi ve sonrasinda toplanan saglikli ve hasta bireylere ait
orneklerinden (serum ve doku Ornekleri) DNA eldesi Tablo 3-1’de gosterilmistir.
Dokular homojenizator ile pargalandiktan sonra proteinaz K (Boehringer-Mannheim,
Germany) ile muamele edilerek 48°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi. Ardindan
DNA iplikgiklerinin elde edilmesi i¢in fenol/kloroform ekstraksiyonu islemi uygulandi.
Daha sonra elde edilen DNA orneklerinin dlgimii ve kontrolii %0,8’lik agaroz gel
elektroforezinde gerceklestirildi. Orneklerin miktar tayini ise Nanodrop 2000°
(Thermofisher, ABD) cihazi ile yapildi. Bu DNA &rneklerinin metilasyon deneylerinde

kullanilmasi i¢in gerekli olan bisiilfit doniistimiine kadar -20°C’de saklandi.
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Tablo 3- 3. Dokudan DNA izolasyon islemi.

Dokunun Homojenize Edilmesi
4
Homojenize doku

L 4

Pargalama Tamponu
4

3000 g'de 10" Santrifiyj
4

Pellet + 10 ml Par¢calama Tamponu

4

3000 g'de 10' Santrifiij
¥

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

4

3000 g'de 5' Santrifij
\ 4

Ust Faz + 10 ml Fenol / Kloroform (1 : 1)

4

3000 g'de 5' Santrifij
\ 4

Ust Faz + 10 ml Isopropanol
\ 4
DNA iplikleri

3.2.2.2. Serum Orneklerinden DNA Izolasyon Islemi

Ameliyat Oncesi toplanan serum 6rneklerinden DNA izolasyonu QlAamp DNA
Blood Mini Kit (QIAGEN, Almanya) ile firmanin belirledigi protokole uygun olarak
gerceklestirilmistir.
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Tablo 3- 4. Serumdan DNA izolasyon islemi

Serum + PBS (200 pL)
\ 4
4 ul Proteinaz (100 pg/mL), 2 ul Riboniikleaz A (20pg/ml),
200 pl par¢alama tamponu (Buffer AL)
4
15" vortekslenir
56°C’de 15" inkiibasyon

4
Karigim + 200 pl ethanol
4
15" vortekslenir
4
Karigim 2,0 ml’lik tlipe aktarilir
4
6000 g’de(8000 rpm) 1' santrifiij / alt stv1 dokiiliir
4
500 pl yikama tamponu 1 (AW1) eklenir
4
6000 g’de(8000 rpm) 1'santrifiij
$
500 pl yikama tamponu 2 (AW2) eklenir
$
20000g’de (14000 rpm) 3' santrifiij
4
Filtreli tlip yeni kolana aktarilir
4
20000g’de (14000 rpm) 1' santrifijj
$
100 pl eliisyon buffer (AE) eklenip
A 4
5' oda sicakliginda inkiibasyon
4
6000 g’de (8000 rpm) 1'santrifiij
4

DNA iplikleri
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Tablo 3-2’de bulunan kit protokoline gore DNA izolasyon islemi
gerceklestirildi ve elde edilen DNA ornekleri -20°C’de sakland.

3.2.3. Total RNA izolasyonu
Doku 6rneklerinin total RNA izolasyonu “Norgen Total RNA Purification Kit”

(Norgen, Ontario, Kanada) protokoliine uygun bigimde Tablo 3-3’te gosterildigi gibi
gergeklestirildi.

Tablo 3- 5. RNA izolasyon islemi

Doku + RNALater s1vi
4
Doku + 600 pl Lizis tamponu bekletildi
2

600 pl etanol eklendi

4

Vorteks / santrifiyj ile s1v1 atildi
4

400 pl yikama soliisyonu + santrifiij (3 kez)

4

Santrifiyj ile kolonlar kurutuldu
$

40 pl eliisyon
$

RNA

Izolasyon islemi sonrasinda izole edilen total RNA’larim tayini Nanodrop 2000©
(Thermofisher, ABD) cihazi ile spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Ekspresyon deneyleri

icin gerekli olan cDNA doniisiimii islemi igin -80°C” de muafaza edildi.

3.2.4. Metilasyon ve Ekspresyon Deneyleri I¢in Primer/Prob Tasarim
Calismada yer alan GYPC geninin metilasyon ve ekspresyon profilini incelemek
icin gerekli primer ve prob tasarimlari internette kullanima acgik olan Methprimer

(http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi) ve Primer3Plus
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(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi)  programlari ile
tarafimizca tasarlanmistir (Tablo 3-4). Ayrica Tablo 3-5’te gosterilen ve ¢alismada

referans gen olarak kullanilan ACTB geninin primer ve problar1 daha 6nce yapilmis olan

¢alismadan alinmistir [123].

Tablo 3- 6. Metilasyon ve ekspresyon profilleri incelenecek olan GYPC geninin primer ve prob tasarim. (EF:
Ekspresyon Forwad, ER:Ekspresyon Revers, MF: Metilasyon Forward, MR:Metilasyon Revers)

GYPC EF 5> ACCTCCACCCCCACCATAA ‘3

GYPC ER 5’ TGACGAAGAGGAGGGAGAC ‘3

GYPC MF 5’ TCGTAGTTGAGAGAGGTCGT 3

GYPC MR 5’ TCCTACGCAAAAACCACGCT ‘3

GYPC Probe 5" ATTTAGCGGTCGCGTAGTTAGTTAA 3

oooooo

I=1mma

nnnnnnnnnnn EBisulrits POR e imer
—_— = —_— Metil sted Speocif io
Lot l atoo Sleooirio

Tablo 3- 7. Referans ACTB geninin primer ve prob tasarimi. (EF: Ekspresyon Forwad, ER:Ekspresyon Revers,
MF: Metilasyon Forward, MR:Metilasyon Revers)

ACTB ER 5" GTCTTCCCCTCCATCGTG ‘3

ACTB EF 5 AGGGTGAGGATGCCTCTCTT ‘3

ACTB MF 5’ TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT 3
ACTB MR 5 AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA ‘3
ACTB PROB 5" ACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA 3

3.2.5. Metilasyon Analizi
Hasta ve saglikli bireylere ait doku(timér ve eslenik normal) ve serum

orneklerinden elde edilen DNA o&rneklerinin GYPC genindeki promoter bolgesindeki
metilasyon durumu PCR yontemi ile LightCycler 480 cihazinda incelendi. Orneklerin
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bisiilfit doniisiim kit protokoliince sodyum bisiilfit ile muamele edilmesi sonucu olusan
kimyasal modifikasyon sonrasit metile olan bolgelere 6zgii primerler ve hibridizasyon
problar1 kullanildi. Deneyin kontrolii i¢in gereken negatif kontrol DNA i¢ermeyen
ornekler ile pozitif kontrol ise saglikli bireylerden elde edilen lenfosit DNA’
orneklerinin Sssl metiltransferaz ardindan bisiilfit modifikasyonu iglemine tabi tutularak
kullanildi.

3.2.5.1. Bisiilfit Doniisiim

OSCC tanis1 konulan hasta kisiler ile kendisinde ve ailesinde higbir kanser
Oykiisii bulunmayan saglikli bireylere ait tiimor ve eslenik normal doku ile serum
orneklerinden elde edilen DNA Orneklerinin bisiilfit doniisiimii “Zymo Methylation
Gold Kit’(Zymo research, CA, ABD) kiti tarafindan Tablo 3-6’daki protokole gore
gerceklestirildi.

Tablo 3- 8. Bisiilfit DNA doniisiim protokolii

20 ul DNA + 130 ul bisiilfit doniistim reajani
4
95°C (10 dk) ve 64°C’de (2 sa 30 dk) inkiibasyon
4
Filtreli tiipe aktarildi
4
600 pl baglanma tamponu eklendi
$
Santrifiij sonrasi alt s1v1 dokiildii
$
100 pl yikama tamponu
4
Santriflij sonrasi alt s1v1 dokiildii
$
200 pl desiilfonasyon tamponu eklenmesi
A 4
15-20 dk oda sicakliginda inkiibasyon
$d

Santrifiij sonrasi alt sivi dokiildi
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4
200 pl yikama tamponu
¥2 kez
Santrifiij sonrast alt s1v1 dokiildii
4
20 pl eliisyon tamponu
4
Santrifiij sonrast alt stvi topland1
4
Bisiilfit DNA

Bisiilfit doniistimii gergeklestirilen DNA 6rnekleri QMSP asamasina kadar -20
°C ‘de saklandu.

3.2.5.2. GYPC geninin relatif metilasyon seviyesinin QMSP ile belirlenmesi

GYPC geninin promoter bdlgesindeki hipermetilasyon seviyelerini gézlemlemek
icin, kantitatif metilasyon spesifik PCR (QMSP) yontemi ile metilasyon durumu
belirlendi. Calisma igin gerceklestirilen deneylerde, 5’ucunda 6-florosein amitid (FAM)
ve 3’ucunda FAM inhibe edici (quencher) olan karboksitetrametilrodamin (TAMRA)
ile isaretlenmis TagMan hidroliz probu kullanildi.

Metilasyon deneyleri i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmak iizere saglikli insan
lenfosit DNA” s1 Sssl metilaz enzimi ile muamele edildi ve bunun sonucunda %2100
metillenmis standart olarak (LN-DNA) kullanildi. Kantitatif sonu¢ elde etmek igin
standartlar; 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 olacak sekilde dilie edildi. QMSP
deneylerinde kullanilan reaksiyon karisimi ve kosullart Tablo 3-7 ve Tablo 3-8’de

gosterilmistir.

Tablo 3- 9. Metilasyon deneyleri icin QMSP reaksiyon karisim.

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

bcDNA 5,0 uL
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Tablo 3- 10. Metilayon deneyleri icin QMSP reaksiyon kosullari.

PCR Asamalari T (°C) Zaman
DENATURASYON 95°C 30s
95°C 15
BAGLANMA (50 siklus) 64°C 1dk
72°C 15s
SOGUMA 40°C 30s

Her iki gen i¢in ortak bir esik degeri (threshold) belirlendi ve her gen i¢in ayr bir
sekilde kullanilan, %100 metile olan standart ve diliisyonlarinin konsantrasyonlari Ct
degerlerine (floresan diizeyinin cihaz tarafindan 6lgiilebilen esik degeri astigi dongii) gore,
standart egri grafigi program tarafindan olusturuldu. Her 6rnek igin ayr1 bir kantitatif
sonu¢ elde edildi ve relatif metilasyon yiizdesi ise asagida belirtilen formiil ile

hesaplanda.

Relatif Metilasyon Yiizdesi = HEDEFkonsantrasyon /| ACTB konsantrasyon X 100

3.2.6. Gen Ekspresyon Analizi

GYPC geninin ekspresyon diizeyleri RT-PCR yontemi ile belirlenip, OSCC
tanist alan hastalara ait tiimor/eslenik normal doku ve serum Ornekleri ile saglikli
bireylere ait mukoza ve serum oOrnekleri karsilagtirildi. Karsilastirmak i¢in oncelikle
dokudan RNA izolasyon kiti kullanilarak RNA izolasyonu yapildi ve bu RNA
orneklerinin kalite ve miktar taayini spektrofotometre ile yapildi. Ardindan bu RNA
ornekleri ekspresyon deneylerinde kullanilmak {izere SensiFAST cDNA Sentez Kit
protokoliine tabi tutularak cDNA 6rnekleri elde edildi (Tablo 3-9 ve Tablo 3-10).
Hazirlanan cDNA’lar -20°C *de saklandi.



Tablo 3- 11. ¢cDNA sentezi reaksiyon karigimi.

Soliisyon

Toplam RNA (1 pg'ye kadar)

5x TransAmp Buffer

Reverse Transkriptaz

dH:0

Miktar

n ul

4 ul

1 ul

20 pl’ye kadar

Tablo 3- 12. cDNA sentezi reaksiyon kosullari.

PCR Asamast T (°C)
Primer Baglanma 25°C
42 °C

Revers Transkripsiyon

48 °C
Inaktivasyon 85 °C
Soguma 4°C

Zaman

10 dk

15 dk

15 dk

5dk

3.2.6.1. GYPC geninin Ekspresyon Seviyelerinin QRT-PCR Yontemi

Belirlenmesi.
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ile

GYPC geninin ekspresyon durumu SYBR Green temelli kantitatif gergek

zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ile degerlendirildi. PCR igin uygun

reaksiyon karisimi hazirlanarak (Tablo 3-11), bu karigim 96 kuyulu platelere, kuyucuk

basina c¢ok kanalli pipet yardimiyla 20 pl hacimde dagitildi. Reaksiyon karigimi

dagitildiktan sonra plate’in tizeri jelatin film ile kaplanarak cihazda se¢tigimiz genlere

0zgii sicakliklarda reaksiyon baslatildi (Tablo 3-12).



Tablo 3- 13. Ekspresyon deneylerinin QRT-PCR reaksiyon karigimi.
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Reaksiyon Karisimi

1 ornek hacmi

10X SensiFAST SYBR NO-ROX Kit Mix 10 pL
100 uM Primer (F) 0,2 uL
100 uM Primer (R) 0,2 uL
dH,0 (PCR grade) 6,6 uL
cDNA 3uL
Tablo 3- 14. Ekspresyon deneylerinin QRT-PCR reaksiyon kosullari.
PCR Asamalari T (°C) Zaman
DENATURASYON 95°C 30s
95°C 15s
BAGLANMA (40 siklus)
60°C 1dk
95°C 10s
ERIME ERISI (Melting Curve) 60°C 20s
95°C Cont.
SOGUMA 40°C 30s

PCR islemi sonrasinda genlerin relatif ekspresyon diizeyleri housekeeping

genlerin ekspresyon diizeyleri ile normalize edilerek 224 metodu ile incelendi.

AACt = (Cthedef - Ctreferans)srmek — (Cthedef - Ctreferans)kontrol

3.2.7. Veri Analizi

Istatiksel analizlerin igin, IBM SPSS Statistics 20 programi kullanildi. Klinik

bilgiler ile metilasyon ve ekspresyon seviyelerinin karsilatirilmalari i¢in Ki-kare testleri
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(Yates ve Fisher) kullanild1 ve bunun sonucunda p <0,05 olan degerler istatiksel olarak
anlamli kabul edildi. Hasta ile saglikli bireylerin materyallerinin metilasyon

seviyelerinin kiyaslanmasinda Wilcoxon Rank Testi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalara Ait Klinikopatolojik Veriler ile Saghkh Bireylere Ait Demografik
Parametrelerin Ozellikleri

Calismada kullanilmak iizere toplanmis 50 OSCC tanili hasta ve 10 saglikli
bireyin klinik bilgileri Tablo 4-1 ve Tablo 4-2°de gosterilmistir. Bu hasta grubundan
calismada kullanilmak tizere tlimor ve eslenik normal doku, saglikli gruptan ise normal
doku toplanildi. Bunlara ek olarak her iki grup icin hastalardan serum ornekleri de
toplanmistir. OSCC grubu i¢in yas ortalamasi 60 olup, saglikli bireylerin yas ortalamasi
ise 56’dir. OSCC tanist almis hastalarda erkek hastalarin oram1 (%76) kadinlara
hastalara (%24) gore fazla oldugu goriiliirken saglikli kontrol grubunda iki grubun
cinsiyet oran1 birbirine esittir. Hasta grubunun sigara kullanim orani %64 (32/50) olarak
tespit edildi ve bu oran saglikli bireylerde %50 (5/10) olarak go6zlemlendi. Alkol
tilketimine bakildiginda ise OSCC grubunda bu oran %18 (9/50) iken saglikli grupta

alkol kullanimi %30 oranindadir.

TNM evrelerine gore degerlendirilen OSCC hasta grubunun evre 1, evre 11, evre
Il ve evre IV’e gore oranlar sirasiyla %10 (5/50), %18 (9/50), %22 (11/50) ve %50
(25/50) olarak tespit edildi. Anatomik tutulum bolgelerine gore ayrildiginda %28 dil,
%18 ag1z tabani, %16 retromolar trigon, %18 bukkal mukoza, %12 inferior alveolar ark
ve %8 sert damak seklinde gozlemlendi. Lenf nodu tutulumu goriilen hastalarin orani
%48 (24/50) iken hastalarin %32’sinde (16/50) metastaza rastlanildi.



Tablo 4- 1. OSCC hastalarina ait klinik parametreler.

Parametreler

Yas

Cinsiyet

Anatomik Tutulum
Bolgesi

Evre

Histapotoloji
Lenf Nodu Tutulumu
Sigara

Alkol

Metastaz

Diferansiyasyon
Derecesi

Niiks

<50

>50
Kadin
Erkek

Agiz Tabam
Bukkal Mukoza
Sert Damak
Dil
Inferior Alveolar Ark
Retromolar Trigon

Orta

n (%)
8 (16)
42(84)
12(24)
38(76)

9(18)
9(18)
4(8)
14(28)
6(12)
8(16)
5(10)
9(18)
11(22)
25(50)
50(100)
26(52)
24(48)
18(36)
32(64)
41(82)
9(18)

34(68)
16(32)

4(8)
7(14)
39(78)
34(68)

16(32)

60
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Tablo 4- 2. Saghikh bireylere ait demografik parametreler.

Parametreler n(%)
<50 6 (70)
Yas
>50 4 (30)
o Erkek 5 (50)
Cinsiyet
Kadin 5 (50)
| () 5 (50)
Sigara
(+) 5 (50)
+ 3 (30
Alkol *) (30)
(-) 7 (70)

4.2. GYPC Geninin Metilasyon Analiz Sonuclar:

Calismamizda toplanilan 50 OSCC doku ve serum ornekleri ile 10 saglikli
bireye ait doku ve serum 6rneklerinin metilasyon durumu Kantitatif Metilasyon Spesifik
Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi (QMSP) ile incelendi. Kantitatif 6l¢iim
yapabilmek igin, %100 metillenmis standart ve ayni standartin diltisyonlar: (1/10,
1/100, 1/1000, 1/10000) kullanilmistir. Calismada negatif kontrol olarak bisiilfit
modifiye edilmis LN-DNA’s1 ve distile su kullanilmistir. Deney tamamlandiktan sonra
deney sonuglarinin analizi, LightCycler 480 yaziliminin Absoliit Hesaplama/Fit Points
programinda gergeklestirildi. Referans ve hedef gene ait amplifikasyon egrileri Sekil 4-

1 ve Sekil 4-2 de standart curve egrisi ise Sekil 4-3’te gosterilmistir.
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Sekil 4- 1. %100 metile standart ve diliisyonlarimin ACTB genine ait amplifikasyon egrileri.
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Sekil 4- 2. %100 metile standart ve diliisyonlarmin hedef GYPC genine ait egrileri.
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Sekil 4- 3. %100 metile standart ve diliisyonlarinda ACTB ve GYPC genlerine ait standart egri.

OSCC hastalarinin GYPC geni i¢in timor ve eslenik normal dokudaki
metilasyon oranlar1 %48 (24/50) ve %44 (22/50) oraninda bulunurken serum
orneklerinin %12’sinde (6/50) metilasyon gozlendi (Sekil 4-4).
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Sekil 4- 4. OSCC hastalarina ait tiimor, eslenik normal ve serum érneklerindeki metilasyon durumu.
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Saglikli bireylere ait amplifikasyon egrileri Sekil 4-5’te gosterilmistir.

Amplification Curves
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Sekil 4- 5. Saglikli bireylere ait 6rneklerde metilasyon durumunu gésteren cogalma egrileri.

Saglikli bireylerden elde edilen normal mukoz doku ve serum Orneklerinde
sirasiyla %20 (2/10) ve %30 (3/10) oraninda GYPC geninin promoter hipermetilasyonu
tespit edildi (Sekil 4-6).

GYPC
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Sekil 4- 6. Saghkh bireylerden alinan doku ve serum 6rneklerinin metilasyon durumlari.

4.3. GYPC Genin Ekspresyon Analiz Sonuclari
Calismamizda OSCC tanis1 almis 50 hastaya ait doku (tiimdr/eslenik normal) ve

serum Ornekleri ile 10 saglikli bireyin normal doku ve serum 6rnekleri incelenmistir.
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Hasta ve saglikli bireylerden elde edilen oOrneklerdeki GYPC ekspresyon
seviyesi SYBR Green igerikli reaksiyon karisimi kullanilarak QRT-PCR teknigi ile
incelendi. Deney sonucunda elde edilen referans (ACTB) ve hedef gene (GYPC) ait Ct
degerleri 22t degerlerini normali etmek igin kullamildi. Analiz i¢in LightCycler 480
yazilimi icerisindeki Temel Relatif Ol¢iim (Basic Relative Quantification) programu ile
yapilarak 224Ct formiilii ile sonuglar hesaplanmistir. Bu sonuclara gore katsay1 2 olarak
belirlenmis olup, bu katsaymin altinda olan degerler tiimor dokusunda eslenik normal
ya da saglikli mukozaya oranla ekspresyon azalisi, tstiindeki degerler ise ekspresyon
artig1 olarak degerlendirildi (Sekil 4-7).

Flucrescence Histery

12 4 E 8 10 13 15 19 22 25 28 # 3 a7 40 43
Cycles

Sekil 4- 7. Tiimér dokusunda eslenik normal dokuya oranla GYPC ekspresyon seviyesi.

OSCC tanist alan hastalarin tiimor ve eslenik normal dokusu ile saglikli
bireylere ait normal mukoza dokusunun ekspresyon seviyeleri 24t metoduna uygun bir
sekilde relatif olarak hesaplandi (Sekil 4-8).
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Sekil 4- 8. OSCC hastalarimin tiimér, eslenik normal ve serum 6rneklerinin ekspresyon diizeyleri normalize
edilerek 2ACt metodu ile relatif olarak degerlendirilmesi.
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Sekil 4- 9. Saghkh bireylerin saghkh normal mukoza ve serum materyallerindeki ekspresyon diizeyleri
normalize edilerek 2ACt metodu ile relatif olarak degerlendirilmesi.

Bunun yanisira, yine bu iki gruba ait serum 6rneklerinin ekspresyon diizeyleri de
ayn1 sekilde relatif olarak hesapland1 (Sekil 4-9).

Elde edilen bu 22" degerleri hastalarin tiimdér ve eslenik normal dokularmin
ekspresyon seviyelerini 224 metodu ile relatif olarak hesaplamak igin kullamld (Sekil
4-10). Hastalarin %50’inde (25/50) tiimoér dokusunda eslenik normal dokuya oranla,
ekspresyon seviyesinde azalis gozlenirken, %24’tinde (12/50) ekspresyon seviyesinde

artis tespit edildi. Orneklerin %26’inde (13/50) ise ekspresyonda degisim gdzlenmedi.
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Sekil 4-10. GYPC ekspresyon diizeyleri ile referans genin (B-actin) tiimér (T) ve eslenik
normal (N) doku érneklerindeki ekspresyon diizeyleri 2**“* metodu ile relatif
olarak hesaplanmasa.

Hastalarin tiimor dokularina ait Ct degerlerinin ortalamalar1 ile saglikli bireylerin
normal mukozalarma ait Ct degerlerinin ortalarimi ile kiyaslanarak foldchange degeri
hesapland1 ve hastalarda saglikli bireylere gore GYPC geninin ekspresyon seviyesinde 8
kat azalma tespit edildi. Sadece metilasyon gozlenen hastalarin tiimor dokularinin Ct
degerleri ile saglikli bireylerin normal mukozalarinin Ct degerlerinin ortalamalari
karsilastirilip foldchange degeri hesaplandi ve metilasyon gozlenen hastalarda 3 kat

ekspresyon seviyesinde azalma oldugu gozlendi.

Timo6r dokusunun eslenik normal veya normal mukoza dokularina oranla
ekspresyon seviyesindeki artis ve azalis durumlarmin hastalara ait klinikopatolojik
bilgilerle istatiksel olarak karsilastirilmasi i¢in IBM SPSS Statistics 20 programi
kullanild1. Yalnizca ekspresyon seviyeleri ve hastalara ait klinikopatolojik verileri
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karsilagtirildiginda cinsiyet, yas, alkol kullanimi, lenf nodu tutulumu ve anatomik
tutulum bolgeleri ile anlamlilik bulunamadi (p>0,05). Ekspresyon seviyesinde azalma
gozlenen ile sigara kullamimi hastalar arasinda istatistiksel anlamlilia yakin iliski
gozlenirken (p=0,077), metastaz arasinda istatistiksel anlamlilik bulunmustur (p=0,006).

Bunlara ek olarak, anatomik bolgeler ile ekspresyon durumlarinin genel durumu
Tablo 4-3’te verilmistir. Agiz tabaninda OSCC tanisi konulan hastalar incelendiginde

bu hastalarin %87,5’1 (7/8) ileri evre (evre III ve evre IV) hastast oldugu tespit edildi.

Tablo 4- 3. Anatomik tutulum bélgelerine gore ekspresyon seviyeleri.

Anatomik Toplam t/n ekspresyon azalig t/n ekspresyon artis
Tutulum Bolgesi durumu durumu

n (%) n (%) n (%)
Agiz Tabani 9(18,0) 4(44,4) 2(22,2)
Bukkal Mukoza 9(18,0) 5(55,5) 2(22,2)
Diger 18(36,0) 7(38,8) 3(16,6)
Dil 14(28,0) 6(42.8) 4(28.57)

4.4. Metilasyona Bagh Ekspresyon Seviyesi Degisimi

QMSP ve QRT-PCR sonucu GYPC geninde tiimdér dokusunda metilasyon
gozlenen 24 hasta ve ekspresyon azaligi goriinen 25 hasta gézlendi (Sekil 4-11). Timor
dokusunda eslenik dokusuna gore metilasyon gozlenen 24 hastanin 13’tinde

metilasyona bagli ekspresyon seviyesinde azalis gozlendi.

Tablo 4-4. Metilasyon ve ekspresyon degisikliklerinin gosterimi

Ekspresyon azalis | Ekspresyon artis | Degisiklik Gozlenmeyen
HASTA GRUPLARI presy ’ presy ’ &1 y
(n=25) (n=12) (n=13)
Metilasyon Gozlenen
%54,16 (13/25) %20,83 (5/24) %25 (6/24)
(n=24)
Metilasyon Gozlenmeyen
(n=26) %46,1 (12/25) %26,9 (7/26) %26,9 (7/26)
n=
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OSCC hastalarinin GYPC geni i¢in tiimor dokusunda metilasyon gozlenmeyen
26 hastanin %26,9’unda (7/26) ekspresyonda artis, %46,1’inde (12/25) azalma gozlendi.
Timor dokusunda metilasyon gozlenen orneklerin %20,83linde (5/24) ekspresyonda
arti tespit edildi. Buna ek olarak metilasyon gozlenen orneklerin %12,5 (3/24)’inin

serumunda da metilasyon gozlendi.

Anatomik bolgelerin metilasyon durumu incelendiginde dil bolgesinden SCC
tanis1 konulan hasta grubunun metilasyon orani %50 (7/14) olarak tespit edildi. Timor
dokusunda metilasyon gozlenen hastalar ile lenf nodu tutulumu (p=0,011) ve metastaz
(p=0,044) arasinda istatistiksel anlamlilik gozlendi Timoér dokusunda metilasyon
gbzlenmeyen fakat eslenik normal dokusunda metilasyon gézlenen 6rnekler ile metastaz
arasinda anlaliliga yakin sonug¢ gozlendi (p=0,055).

Metilasyona bagli ekspresyon seviyesinde azalma gozlenen hastalar ile sigara
(p=0,019), metastaz (p=0,019) ve alkol kullanimi1 (p=0,031) arasinda istatistiksel
anlamlilik gézlenmistir.

Metilasyona bagli ekspresyon seviyelerinde azalma gdzlenen hasta grubunun kat
degisim oranlarmin, metilasyon gozlenip ekspresyon seviyesinde artma gozlenen
grubun kat degisim oranlarina gore daha yiiksek oldugu bulundu (p=0,043).

Metilasyona bagli ekspresyon seviyelerinde azalma gdzlenen hasta grubunun kat
degisim oranlarinin, metilasyon gozlenmeyip ekspresyon seviyesinde artma gdzlenen
grubun kat degisim oranlarina gore daha yiiksek oldugu bulundu (p=0,018).

Ekspresyon seviyesinde azalma gozlenen hastalarda, metilasyon gozlenen ve
metilasyon gozlenmeyen gruplar arasindaki metilasyon yiizdelerinin dagilim
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05).

Metilasyon gozlenmeyen hastalarda, ekspresyon seviyesinde artma ve
ekspresyon seviyesinde azalma gozlenen gruplar arasindaki kat degisim oranlarinda
istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi (p>0,05).

Tiimo6r dokusu ve eslenik normal doku gruplarinda GYPC geninin metilasyon
seviyeleri ROC analiziyle degerlendirildiginde, GYPC geninin promoter bdlgesinde
olusan metilasyonun OSCC hastalarinin doku 6rnekleri araciligiyla tan1 konulmasinda
%68 ozgiillik ve %44 duyarhlik ile o6zgiilliigli yiiksek bir test oldugu goriilmektedir.
Sekilde goriildiigii gibi egri altinda kalan ve istatistiksel anlamlilik ifade eden alan
(AUC) 0,756 dur. Ozgiilliikk degerinin en yiiksek oldugu deger 10 esik degeri (cut-off
point) belirlenebilir (Sekil 4-11).
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Sekil 4- 11. Malin grup tiimoér dokusu ile eslenik normal dokusu arasindaki
GYPC metilasyonunun ROC analizi.

Malin gruba ait tiimoér dokusu ile saglikli grubun normal mukozasindaki GYPC
genininde gozlenen metilasyon seviyeleri ROC analizi yardimu ile incelendiginde ise, bu
genin promoter bolgesindeki metilasyon seviyesinin OSCC hastalarinin dokularinda
tan1 konulmasi icin %73 ozgiillik ve %47 duyarlilik ile 6zgiilliigi yiiksek bir test
oldugu tespit edilmistir. Sekil 4-12°de goriilebilecegi gibi egri altinda kalan alan (AUC)
0,277°dir. Ozgiilliik degerlerinin en yiiksek deger oldugu 10 esik degeri (cut-off point)
olarak belirlenebilir.
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Sekil 4- 12. Malin grup tiimér dokusu ile saghkl grup normal dokusu GYPC metilasyonunun ROC analizi.
%095 giiven araliginda yapilan ANOVA (F-testi) testine gore diffreansiyon
derecesi (az-orta-iyi) ve TNM evre (I-1I-11I-1V) ile GYPC geninin ekspresyon

seviyesindeki azalma, artis ve metilasyon durumlart incelendiginde istatistiksel
anlamlilik tespit edilmedi (p>0,05).
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5. TARTISMA

Tez calismamizda oral skuamdéz hiicreli karsinom tanisi almis 50 hastaya ait
tiimor/eslenik normal ve serum Ornekleri ile 10 saglikli bireye ait doku ve serum
orneklerinde GYPC geninin promoter metilasyonuna bagli ekspresyon seviyelerindeki
degisimler incelendi. Deneyler sonucunda elde edilen veriler klinik parametrelerle
karsilastirilarak istatistiksel anlamliliklar1 arastirildi. ROC analizi ile GYPC geninin
OSCC’de tan1 ve prognoz i¢in uygun bir biyobelirteg olma durumu arastirilarak bu
genin metilasyon seviyesinin malin ve saglikli doku arasinda %73 ozgiillik ve %47
duyarlilik, timor dokusu ve eslenik normal doku arasinda ise %68 o6zgiillik ve %44
duyarlilik ile tan1 igin 6zgiilliigii yiiksek bir test oldugu belirlendi. Literatiirde GYPC’de
meydana gelen ekspresyon degisimleri norolojik dejenerasyona bagl hastaliklarda
goriilmekle birlikte prostat, akut miyeloid, ve akut lenfoblastik losemi ile ilgili
caligsmalara da literatiirde rastlanildi (10, 11, 120, 121, 122).

Zhu ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptig1 bir calismada, akut miyeloid 16semi
(AML) orneklerini FLT3-ITD mutasyonu durumuna gore ArrayExpress, Gen
Ekspresyon Omnibus (GEO) ve Kanser Genom Atlas (TCGA) veritabanlarinda bulunan
ve belirlenen profile (NK: Normal karyotip olmak iizere; 1)FLT3-ITD (+) NK AML ve
FLT3-ITD(-) NK-AML 2) FLT3-ITD (+) NK-AML ve FLT3-ITD (-) NK-AML 3)
FLT3-ITD (+) AML ve FLT3-ITD (-) AML 4)FLT3-ITD (+) AML ve FLT3-ITD (-)
AML) uygun 6rneklerin gen ekspresyon array sonuglarini incelenmis ve Kaplan-Meier
analiz sonucuna gore GYPC geninde ekspresyon azalisinin tani veya tedavide
biyobelirte¢ olarak kullanilabilecek potansiyele sahip oldugunu bildirmistir (p=0.015)
(10).

Zhu’nun c¢aligmalar istatistik temelli analiz ¢aligmalar1 olup, herhangi bir canli
materyal tizerinde ¢alismaylp veritabanlarindan elde edilen sonuglara gore
yorumlanarak ortaya konulurken, ¢alismamizda hasta ve saglikli gruba ait doku ve
serum Orneklerinde bu genin ileri validasyonu amaciyla caligilarak sonuclar ortaya
konulmustur. Ngo ve arkadaslari, akut miyeloid 16semi (AML) tanis1 alan 13 vakanin
kemik iliginden alinan biyopsi orneklerini c¢ok serili displazi (multilineage) AML
(n=11) ve MDS-AML (n=2; AML'ye doniisebilme riski bulunan miyodisplastik lezyon)
olarak iki gruba ayirarak yalnizca AML-MD o6rneklerinin ikisinde (2/11) yiiksek
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konsantrasyonda GYPC go6zlemlemis, hematoksilen eozin ile boyandiktan sonra
mikroskopta 400 kat biiyiitmede inceleyerek AML-MD ve MDS 6rneklerinin normal bir
eritrosit hiicresine gore farkli megalobast ve niikleus sayisi ile yapisina sahip oldugunu
bildirmistir (121).

Villeval ve arkadaslarinin, kirmizi kan hiicrelerinin zarinda bulunan yiizey
proteinlerinin, eritrositlerin farklilagsmasin1 i1yi karakterize edebilecek bir belirteg
olmasindan dolay1 insan 16semik eritroid ile normal eritroid farklilasmasini incelemek
ve aralarindaki farkliliklar1 ortaya koymak i¢in gerceklestirilen caligmada tek bir
saglikli bireyden ve akut miyeloid 16semi (AML) tanis1 alan 4 hastadan kemik iligi ve
kan 6rnegi alinmistir. Kemik iliginden izole edilen hiicreler May Griinwald-Giemsa ile
boyanarak morfolojik degisiklikleri 151k mikroskobu ile incelendiginde saglikli ve
16semi hiicreler arasinda blast hiicrelerindeki GPC proteinin ekspresyon ve
glikozilasyon durumu ile eritroid farklilagsmasi bakimindan farkliliklar bulmugtur. Buna
ek olarak kan ornekleriden elde edilen blast hiicrelerinde, GPC'nin diger bir yiizey
proteini olan GPA’ya (Glikoforin A) gore daha erken ifade edildigini ve Nothern blot
analizi sonucunda bu yiizey proteinlerinden (GPC, GPD, GPA) GPC ve GPD'nin hasta
grubunun tamaminda (4/4) yiiksek konsantrasyona sahip oldugunu bildirerek saglikli ve
l6semi hiicresi arasindaki diferansiyasyon farkini belirlemede belirteg gorevi
gorebilecegini belirtmistir (124).

Kemik iliginin, prostat kanserinin en sik goriildiigii metastaz bolgesi olmasi ve
bu bolgedeki metastaz1 erkenden tespit edip diger bolgelere yayilmadan Once tespit
edilmesi ile oliimciil metastazin Oniine gecilebilecegi amaciyla gergeklestirilen bir
transkriptom ¢alismasinda, kemik iligine metastaz goriilen (n=105) ve gériilmeyen(n=2)
prostat kanseri hastalar1 ile saglikli kontrol i¢in kanser tanis1 konulmamis bireylerden
kemik iligi (n=18) Ornekleri alinarak hiicre hatlar1 olusturulmustur. Tek hiicre (single
cell) transkriptom analizi sonucunda GYPC ile birlikte eritroid transkriptlerinin (HBA2
ve SCL4AT1) ekspresyonunda saglikli kontrole gore bir artis gdzlenerek metastaz takibi
icin bir belirte¢ aday1 olabilecegi 6ne stirmiistiir (120). Zhang JB ve arkadaglart GYPC
ve TRIP3 gen ekspresyonu ile ¢ocuklarda akut lenfoblastik 16semi (ALL) prognozu
arasindaki iligski ve ALL'nin niiks ile molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi i¢in yaptigi
calismada, akut lenfoblastik 16semi (ALL) tanis1 konulan 38 cocuk hasta (hastalardan
31’1 tedavi gormiistiir ve bunlarin arasindan 12 tanesi niiks gdstermistir) ve kontrol

amagli, kanser olmayan saglikli 20 kan 6rnegi ¢ocuk bireylerden alinarak RT-PCR’da
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GYPC ve TRIP3 geninin ekspresyon durumu incelenerek ALL tanist konulan
hastalardaki GYPC ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore artig gosterdigi (p<0.01),
niiks tespit edilen hastalarda GYPC ekspresyon seviyesi, ilk tan1 konuldugunda tespit
edilen ekspresyon durumuna gore artis gozlenmistir. Bunun yaninda TRIP3 geninin
ekspresyon durumuna bakildiginda, ilk tanidan sonra belirlenen ekspresyon seviyesi,
kontrolle karsilastirildiginda ekspresyonda azalma gozlenmis (p<0.01), niiks tespit
edilen hastalarin TRIP3 geninin ekspresyon seviyesinde, ilk tanidaki ekspresyon
seviyesine gore artis gozlenmistir. GYPC genindeki ekspresyon artiginin kotii, yiiksek
bir TRIP3 genindeki ekspresyon artisinin ise iyi bir prognoz ile iliskilendirilmistir (122).

Prostat (120), ALL (121) ve AML (124) galigmalar1 hem kullanilan materyal
(kemik iligi ve kan) hem de ydntem (protein tayini ve morfolojik degisiklikler)
bakimindan ¢alismamizla ortiismeyip epigenetik degisikliklerin etkisini incelemezken,
yalnizca Zhang JB ve arkadaslarinin (122) yaptigi ALL g¢alismasinda GYPC geninin
ekspresyon seviyesinin Ol¢lilmesinde RT-PCR kullanilmig olsa bile ¢alismanin altyapisi
ve incelenen materyal bakimindan ¢alismamizdan farkli oldugu goriilmektedir.

Calismamizda, OSCC tanis1 konulan hastalarin tiimor dokusunda, eslenik
normal dokuya gore %50 (25/50)’sinde GYPC geninde ekspresyonda azalma, %24
(12/50)tinde artig goriiliirken, ve %26 (13/50)’sinda ise ekspresyonda degisim
goriilmedi. Ekspresyon seviyesinde azalma tespit edilen hastalar ile metastaz arasinda
istatistiksel anlamlilik bulunurken (p=0,006), sigara kullanimi arasinda istatistiksel
anlamliliga yakin iliski gézlenmistir (p=0,077). Literatiirde akut lenfoblastik 16semi ve
prostat kanserinde GYPC geninde ekspresyon artis1 goriilmesinin nedeni farkli doku
tiplerinde, farkli genler ile etkilesimde olmasindan kaynakli olabilir.

Literatiirde GYPC geninin metilasyon durumunu inceleyen tek bir ¢alisma
mevcuttur (12);

Anormal DNA metilasyonunun timdér olusumunda, kanserde teshis ve terapotik
hedefleri ayirt etme olaylarinda rol oynamasi ve bunlar1 belirlemede yiiksek verimli
(High throughput)DNA metilasyon analizi ¢aligmalarinin, ¢esitli kanserler arasindaki
epigenetik cesitliligi kapsamli sekilde filtreleme imkani sunmasi ile Zang C. ve
arkadaslarinin ~ gerceklestirdigi bir calismada invaziv meme karsinom, kolon
adenokarsinom,renal berrak hiicreli tip karsinom,renal papiller hiicreli karsinom,
akciger adenokarsinom, akciger skuamoz hiicreli karsinom, rektum adenokarsinom'dan

olusan 7 kanser tipine ait toplam 832 tiimér ve 284 eslenik normal dokusunun
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metilasyon array verileri ile 210 tiimor ve 68 eslenik normal dokunun ekspresyon
verileri TCGA'dan elde edilerek, metilasyon i¢in 27.578 CpG adaciginda 14.475,
ekspresyon icin ise 20.531 adet gen tespit edilmistir. Tespit edilen bu genler arasinda
bir metilasyon korelasyonu ag1 olusturmak ic¢in Cytoscape (http://www.cytoscape.org/)
programi kullanilmis, bu korelasyon aginda meme kanseri icin belirlenen 509 genin
72'sinde metilasyon goriilmiistiir. Metilasyon goriilen 72 gen i¢in protein-protein ag
analizi yapilarak elde edilen sonuclara gore meme kanserindeki bir DNA metilasyon
korelasyon aginda, GYPC‘nin vyiiksek ve diisilk risk gruplari1 ayirmada rol
oynayabilecegi bildirilmistir (p=0.036) (12). Zang C’nin yaptig1 bu ¢aligma literatiirdeki
verileri birlestirip, isledikten sonra analiz ederek ortaya konulan bir sonugtur. incelenen
ornekler tiimor ve eslenik normal doku olsa da ¢alismada metilasyona bagli ekspresyon
durumunun incelenmemesi ve bunun yanisira literatiirde baska bir metilasyon
calismasinin  bulunmamasi bizim ¢alismamizin 6zgiin degerini  arttirmaktadir.
Calismamizda OSCC tanisi konulan hastalarin doku ornekleri QMSP yontemi ile
incelenerek GYPC geninin tiimor, eslenik normal doku ve serum Orneklerinin
metilasyon oranlar1 sirasiyla %48 (24/50), %44 (22/50) ve %12 (6/50) olarak tespit
edilirken, metilasyon gozlenen 6rneklerin %12.5 (3/24)’inin serumunda da metilasyon
gozlenmigtir. Saglikli bireylerin normal mukoz doku ve serum 6rneklerinde sirasiyla
%20 (2/10) ve %30 (3/10) oraninda GYPC geninin promoter hipermetilasyonu tespit
edildi. Metilasyon gozlenen hastalar ile lenf nodu tutulumu (p=0,011) ve metastaz
(p=0,044) arasinda istatistiksel anlamlilik gozlendi.

Literatiirde, GYPC geninin metilasyona bagli ekspresyon azalisini inceleyen
calisma bulunmamaktadir. Metilasyona bagl ekspresyon azalisi durumunda ise sigara
(p=0,019), metastaz (p=0,019) ve alkol (p=0,031) tiiketimi arasinda istatistiksel
anlamlilik gézlenmistir

Sonug olarak, GYPC geninde meydana gelen DNA hipermetilasyonun OSCC’de
rol oynayabilecegi gozlemlendi. GYPC, OSCC tanisinda epigenetik bir biyobelirteg

olarak kullanilabilir.
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