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OZET

BEDIKYAN, N. (2021). Oral Skuaméz Hiicreli KarsinomdaGNG7 Geninin Metilasyon
ve Ekspresyon Seviyelerinin Incelenmesi.istanbul Universitesi, Onkoloji Enstitiisii,
Temel Onkoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. istanbul.

Calismamizda, Demokan ve arkadaslarinin 2013 yilinda yayinladiklar1t Kuzey Amerikali
bas boyun kanserli hastalar ile yaptiklari ¢alismalarinda bu grubun bir alt grubu olan oral
kavite kanserli hastalarda (n=9) ttimor stpresor bir gen olan GNG7’nin %88,9 oraninda
metilasyonuna rastlanmis, s6z konusu genin metilasyon ve ekspresyon seviyelerinin daha
genis sayida oral skuaméz hicreli karsinomlu (OSCC) Tirk hasta grubunda incelenmesi
amagclanmistir. Invaziv/non-invaziv yontem gelistirerek OSCC’de tani/erken teshiste
GNG7’nin  biyomarker olarak kullanilabilirliginin = belirlenmesi  hedeflenmistir.
Calismamizda OSCC tanis1 almis 50 hastaya ait ameliyat sonrasinda elde edilmis timor,
eslenik normal doku 6rnekleri ve ameliyat 6ncesi toplanan serum ornekleri ile 10 saglikli
bireyin normal mukoza ve serum orneklerinden DNA izolasyonu yapilarak GNG7
geninin metilasyon ve ekspresyon seviyeleri incelenip, metilasyona bagimli/bagimsiz
ekspresyon analizleri gergeklestirildi. Metilasyon analizi igin QMSP, ekspresyon
duzeylerinin analizi icin ise QRT-PCR yontemleri uygulanmistir. Timor dokusunda
eslenik normal dokuya oranla hastalarin %48’inde (24/50) ekspresyon seviyesinde azalis,
%32’sinde (16/50) ekspresyon seviyelerinde artis tespit edilmistir. Dokuz hastaya (%18)
ait tumor dokusunda genin promoter bolgesinde metilasyon gézlenirken, eslenik normal
doku ve serum 6rneklerinde metilasyona rastlanmadi. Metilasyon saptanan 9 hastanin
7’sinde (%77,8) ekspresyon oraninda azalma gozlenirken, 2 hastada ekspresyon artisi
bulundu. Tum hastalarin normal doku ve serum &rnekleri ile sagliklilarin doku ve serum
orneklerinde GNG7metilasyonu tespit edilmedi. Metilasyon gozlenen OSCC hastalarinda
saglikli bireylere oranla 35 kat ekspresyonunda azalma saptandi. Ekspresyon seviyesinde
artis ile niiks arasinda (p=0,05) ve sigara kullanimina bagli olarak ekspresyon
seviyelerindeki artis ve azalis arasinda ileri derecede istatistiksel anlamlilik tespit
edilmistir (p=0,0001).GNG7 geninin OSCC hastalarinin alt gruplarinda yapilacak daha
genis popiilasyon iceren ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. GNG7 geninin, OSCC’nin
tani/erken teshis ve takibinde biyomarker olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Oral skuamo6z hicreli karsinoma, GNG7 geni, Epigenetik,
Ekspresyon, Metilasyon

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No:TYL-2019-35412
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ABSTRACT

Bedikyan, N. (2021). Investigation of methylation and expression levels of theGNG7
gene in oral squamous cell carcinoma. Istanbul University Oncology Institute, Basic

Oncology Department. Master Thesis. Istanbul.

Demokan et al. identified 88.9% methylation of GNG7, a tumor suppressor gene, among
patients with oral cavity cancer (n=9), a subgroup of head and neck cancer patients, in
their study with North American head and neck cancer patients published in 2013. We
hope to define the applicability of GNG7 as a biomarker for diagnosis / early diagnosis
of OSCC by establishing an invasive/noninvasive technique. In this investigation, we
collected tumor, normal, and serum samples from 50 patients with OSCC who were
diagnosed and treated, as well as normal mucosal tissue and serum samples from 10
healthy individuals. The ratio of methylation and expression of the GNG7 gene, as well
as the downregulation of the expression ratio due to methylation, were studied after the
DNA was isolated. To demonstrate methylation, the QMSP method was utilized, and the
QRT-PCR method was used to define expression levels. While decreased expression
levels were found in 48% (24/50) of tumor tissue after the study, increased expression
levels were found in 32% (16/50). No significant change in expression levels was
observed in 20% (10/50) of the patients. Methylation was identified in the promoter
region of the gene in 18% (9/50) of the patients' tumor tissues. Reduced expression levels
were seen in 7 of 9 (77.8%) of the patients who had methylation. In matched-normal
OSCC tissue and serum samples, as well as normal mucosa and serum samples from
healthy people, no methylation was identified. The gene's expression was shown to be 35
fold lower in OSCC patients with methylation than in the general population. After
research with larger numbers of OSCC patients, it may be able to use the GNG7 gene,
which has no methylation in healthy people, as a biomarker for OSCC early diagnosis
and follow-up.

Key Words: Oral squamous cell carcinoma, GNG7 gene, Epigenetics, Expression,

Methylation,

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project No.
TYL-2019-35412



1. GIRIS VE AMAC

Giliniimiizde kanser, 6liime sebebiyet veren bir saglik sorunudur (1). Diinya saglik
orgiiti (WHO) tarafindan yayinlanan verilere gore birinci veya ikinci 6liim nedenleri
arasinda yer almaktadir (2). Amerikan Kanser Dernegi'nin 2021 tahmini verilerine gore
yilda Amerika Birlesik Devletleri'nde 1.898.160 yeni kanser vakasi ve 608.570 mortalite

orani bildirilmistir (3).

Kanser; anormal hicrelerin, hiicre bolinmesinin kontrol edilemeyecek duzeye
gelip karmasik hal almasi ile ortaya ¢ikan bir durumdur (4). Kanser hiicreleri metastaz
yaparak vucuttaki bagka doku veya organlarin yayilimima neden olabilmektedir (5).
Yapilan calismalar ile birlikte kansere sebebiyet veren temel nedenlerin genetik ve

epigenetik modifikasyonlar oldugu ortaya ¢ikmustir (6).

Son yillarda yapilan arastirmalar sonucu epigenetik terimi ve epigenetigin iliskili
oldugu mekanizmalar giindeme getirilerek bilime katkida bulunulmustur (7). Epigenetik
degisiklikler arasinda en ¢ok bilinen mekanizma DNA metilasyonudur (8). Arastirmalar,
epigenetik mekanizmalarin birgok ¢evresel faktor ile degiskenlik gosterdigini (9)
epigenetik mekanizmalarda olusan hatalarin kanser, norolojik hastaliklar ve immun

sistemi gibi hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda rol oynadigini bildirmislerdir (7).

Oral kavite kanserleri bag ve boyun bdlgesindeki en ¢ok rastlanan neoplastik
lezyonlarin basinda gelmektedir (10). Bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomu
(HNSCC); oral kavite, orofarinks, hipofarenks, larinks ve nazofarenksin mukozasindan
kaynaklanan bir neoplazmik durumdur. Diinya ¢apinda goriilme sikligi 6.sirada yer
almaktadir. Dudak ve oral kavitede goriilen vaka sayis1 354.864; mortalite orani ise
177.384 iken Amerika Birlesik Devletleri'nde ise 21.500'den fazla oral karsinom teshisi
konulmaktadir (2, 10, 11). Oncelikli olarak tedavi belirlendikten sonra cerrahi veya
brakiterapi erken evrede amaclanirken, ileri evre i¢in sadece sagkalim amaglanmayip,
hastanin yagsam kalitesi i¢in de palyatif tedavi s6z konusu olmaktadir (12). Radyasyon ile
tedavi (RT) de, bas ve boyun kanserli hastalarda en yaygin tedavi segenegindendir (13).
Metastaz evresinde, kemoterapi endikedir. Buglne kadar, molekdiler testlerin kullanimi

bas ve boyun kanserinde uygulanmamaktadir (14).



Bas-boyun kanserlerinde; Guanin Niikleotid Baglayici Protein 7(GNG7Y) geninin
metilasyon ve ekspresyon seviyelerinin Prof. Dr. Semra Demokan ve ark. (2013)
tarafindan arastirildigi ¢alismada, GNG7 geninin bas-boyun kanserlerinin erken tanisi
icin potansiyel bir biyomarker olabilecegi belirtilmistir. GNG7; 19. kromozomda
lokalizedir ve GTPaz aktivitesine sahip blyik G protein gama ailesinde yer alip
transmembran sinyal yolaklarinda rol oynamaktadir. Prof. Dr. Semra Demokan ve
arkadaslarinin  2013’te International Journal of Oncology dergisinde yayinlanan
calismasinda, HNSCC’de epigenetik yolla baskilanan yeni genleri tanimlamak amaciyla
farmakolojik demetilasyon ve genisletilmis mRNA ekspresyon profilleme yaklagimi ile
mikroarray ekspresyon analizi yontemleri kullanilmistir. 2 adet HNSCC hiicre soyu, 5-
aza-2’-deoxycytidine ile muamele edildikten sonra 13 HNSCC timort ve 5 normal
mukoza ornegi ile Affymetrix 47K mRNA gen ekspresyon array ile incelenerek gen
profilleri elde edildi ve hiicre soyu verileriyle karsilastirilmistir. Elde edilen 126 aday
genin promotor bolgeleri bisulfit DNA dizi analizi yontemi ile incelenip ve HNSCC’de
farkli seviyelerde hipermetile olan 7 aday gen tespit edilmistir. Secilen genlerin
metilasyon durumlart QMSP yontemiyle 22 normal tiikiiriik, 14 normal mukoza ve 33
HNSCC tiimér 6rneginde incelenmistir. QMSP yontemi ile validasyon sonrasi, HNSCC
ile iligkili 3 gen tanimlanmistir. Tanimlanan aday genlerden Guanine Nucleotide-Binding
Protein Gamma-7 (GNG7), geni tumor drneklerinde yiksek derecede metile ve normal
tiikiiriik ile mukoza 6rneklerinde ise metillenmemis oldugundan bu genin, HNSCC tiimdr
dokusuna 6zgl metilasyon gosterdigi sonucuna varilmistir. HNSCC icin potansiyel
biyomarker aday1 olarak tespit edilmistir. Toplam hasta populasyonun icinde bulunan 9
oral kavite tiimorli hastanin 8’sinde GNG7 geninde metilasyon gozlendigi bildirilmistir.
Bu nedenle onerilen tez projemizde Tiirk popiilasyonunda OSCC tanili hastalarin doku
ve serum Orneklerinde GNG7 geninin metilasyon durumu ve metilasyona bagh
ekspresyon seviyelerindeki degisikliklerin incelenmesi amaglanmistir. Daha genis hasta
grubunda ileri validasyonunun yapilmasi ile biyomarker olarak kullanim potansiyeli
degerlendirilmistir. BOylece invaziv/non-invaziv yontem gelistirilerek tani/erken teshiste
GNG7 geninin biyomarker olarak kullanilabilirliginin arastirilmasi hedeflenlenilmistir
(15).



2. GENEL BIiLGIiLER

Kanser; dokularin anormal biiylimesi ile karakterize, timor baskilayict genler ile
onkogenlerde molekiler duzeyde meydana gelen genetik/epigenetik degisiklikten
kaynaklanan, farkli biyolojik 6zelliklere sahip bir hastalik olarak tanimlanmaktadir.
Siirekli olarak proliferatif sinyallesme, biiylime baskilayicilardan ve apoptozdan kagis,
doku invazyonu ve kan ve/veya lenf yolu ile metastaz, sinirsiz replikasyon potansiyeli,
anjiyogenez, bagisiklik sisteminden kurtulma, diizensiz hiicresel enerji iiretimi,
genomikinstabilite ve inflamasyon kanser hiicrelerinin 6zellikleri arasinda yer almaktadir
(16, 17). Kanser olusumunda rol oynayan onkogenlerinaktivasyonuna bagli tiimor
baskilayici genlerdeki sessizlesme (18) ve gevresel bazi etkilerin (19) yanisira epigenetik
mekanizmalarinda meydana gelen birtakim degisiklikler de kanseri daha da komplike

hale gelmesine neden olmaktadir (20).

2.1. Epigenetik

“Epigenetik" teriminin kullanimi1 1942'de Ingiliz embriyolog ve biyolog Conrad
Hal Waddington'm meyve sinekleri (Drosophila melanogaster) (zerinde yaptigi
aragtirmalar sonucu (21) gelisimsel ¢evre, gen regiilasyonu ve genotip-fenotip
etkilesimleri incelemis (22), daha sonraki yillarda fenotipi ortaya g¢ikaran genler ve
iriinleri arasindaki nedensel etkilesimleri inceleyen biyolojinin alt dali olarak
belirlenmistir. ilerleyen calismalar sonucu, neredeyse her cesit kanserde, bilissel islev
bozukluklari, solunum, kardiyovaskiiler, iireme, bagisiklik ve nérodavranigsal hastaliklar
da dahil olmak {iizere bircok cesit hastaligin nedeni epigenetik mekanizmalar olarak
belirlenmigstir.  Bununla birlikte; tiitin  dumani, egzoz, agir metaller, aromatik
hidrokarbonlar, hormonlar, virlls, bakteri gibi bazi1 kimyasal ve biyolojik ajanlarin
epigenetik mekanizmalarin degisimine yol agmasi birgok arastirmalarin konusu olmustur

(23).

Epigenetik mekanizmalar; DNA dizilerinde degisiklik gézlenmeksizin genlerin
ekspresyonunda meydana gelen geri doniisiimlii degisiklikler olup DNA metilasyonu,
kromatin modifikasyonlari, niikkleozom pozisyonunu ve kodlanmayan RNA regulasyonu

olmak tizere 4 grupta incelenmektedir (24).



2.1.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, metil (-CHs) grubunun DNA'nin sitozin halkasinin C-5
pozisyonuna DNA metiltransferazlar (DNMTs) araciligi ile kimyasal olarak baglanmasi
islemidir (25). Sekil 2-1'desitozinin 5'metil sitozine doniisiimii gosterilmistir (26). DNA
metilasyonunun %98'inden fazlasi somatik hiicrelerde gorilup (27) genellikle promoter
bolgelerinde yer alan ve CpG adaciklar1 (CpGI)(5) olarak adlandirilan ortalama 1000
baz ¢ifti (bp) uzunlugunda, Guanin (G) ve Sitozin(C) bakimindan metillenmemis
yiikksek baz igerigi bakimindan uygun olan bdlgeler icermektedir (28). DNA
metilasyonu; DNMT1, DNMT1B, DNMT2, DNMT3A ve DNMT3B olan DNMT ailesi
tarafindan saglanmaktadir (29). Bu islem gergeklesirken DNMT grubu, bir metil
grubunun S-adenosilmetionin ~ (SAM) araciligi ile DNA'ya transfer etmektedir.
Memelilerde DNMT enzim ailesinde yalnizca DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B
metiltranferaz enzim gorevini Ustlenmektedir (30). DNMT1; memelilerde sitozinin
metilasyon sonucu genin islev kaybina yol agilmasinda rol oynarken (31) DNMT3A,
DNMT3B; metillenmeyen CpG adaciklarindaki sitozinler ile iliskili olan de novo
metiltransferazlar olarak gorev alirlar (32). Memeli hiicrelerinde DNA metilasyonu,
CpG adaciklarinda bulunan sitozin bazinin 5-pozisyonunda 5mC (5-metilsitozin) olarak
isimlendirilmektedir (33). DNMT2 ise; diger enzimlere gore daha zayif DNA
metiltransferaz aktiviteye sahip olmakla birlikte transfer RNA (tRNA) metiltransferaz
fonksiyonuna sahiptir (34). DNA metilasyonunun insanlarda spesifik genlerin
regulasyonu, genomik imprinting, X-kromozomal inaktivasyonu, genom savunmasi
islevleri bulunmakta (35), tiim kanser formlarinda da tiimorogenez ile iliskili oldugu
bilinmektedir (36).
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Sekil 2-1. Sitozinin SAM ve metiltransferazlar araciig ile metillenmesi (26)

2.1.1.1. DNA Hipometilasyon

DNA hipometilasyonu; insan timor dokularinda analiz edilen ilk epigenetik
degisikliktir (37). Genomda yiksek oradanda tekrarlanan dizilerde DNA metilasyonu
bulunmugtur (Alu repeat vb.) (38). Kanserde yaygin olarak goriilen global DNA
hipometilasyonun potansiyel sekilde onkogenlerin aktivasyonunda ve kromozomal
degisikliklerde (39), genomun yaklasik ~%17'sini olusturan tekrarlayan elementlerin
(RE) ifadesi de dahil olmak tizere gorev aldigi, bu durumun sonucunda karsinogeneze

yol agtig1 bilinmektedir (40).

Ek olarak DNA hipometilasyonu,cis'te ekspresyonu baskilanan tiimor
baskilayicigenlerin promoterlerinde gozlemlenerek kanser olusumunu
hizlandirabilmektedir (41). Kolorektal kanserler; insan karsinogenezinde arastirilan
onemli bir sistem olmakla birlikte epigenetik modifikasyonlarindan biri olan DNA
hipometilasyonun ile iliskilendirilerek (42), kolorektal kanserlerin genetik ve epigenetik
mekanizmalarin rol oynadigi normal kolon epitelinden; adenoma invaziv ve metastatik
kansere yol agan basamaklar1 iceren Vogelstein’in timor ilerleme modeliyle birlikte ele

alimmaktadir (43).



2.1.1.2. DNA Hipermetilasyonu

1948 yilinda Rollin Hotchkiss ilk olarak kagit kromotografisi kullanarak
pnomokok DNA'st ve buzagi timus DNA's: ile yapilan ¢alismalarinda (44) DNA
bilesenlerini ayirarak nukleo-bazlardan timin, adenin, sitozin ve guanine ek olarak
sitozinden biraz biiyiik olan "episitozin" olarak adlandirilan niikleo-baz1 kesfetmistir (45).
Metilasyonlarin rolii Sekil 2-3’de(46) gOsterilmis olunup, S-adenozil metiyonin (SAM)
metil donorii olarak gorev almaktadir (47). Boylelikle DNMT'lerin metiltransferaz islevi
C-terminal bolgesi, S-adenozilmetiyonin tarafindan metil grubunun CpG adaciklarindaki

yogun sitozin bazina baglanmasini saglamaktadir (48).
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Sekil 2-2. CpG adaciklarinda metilasyon olayinin gosterimi(49)

Sekil 2-2'de SAM ve DNMT tarafindan sitozin bazinin metillenmesi gosterilirken
B'de koyu kahve rengi sekilin, metillenmis CpG adaciklarin gen transkipsiyonunu
susturdugu, beyaz seklin ise unmetile bolgelerin gen transkipsiyonu isleyisine engel

olmadigimi gostermektedir (49).
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Sekil 2-3. Normal ve kanser hicrelerinde DNA Hipo/Hiper Metilasyonunun Sematize
Edilmesi (46)

Kanser, timor baskilayici genlerin  promoter bdélgesinin  hipermetilasyonu
sonucunda bu genlerin inaktive olmasi ile korele halindedir (49). Yapilan ¢alismalarda;
BRCA1, Rb, p53 gibi bazi tiimoér baskilayict genlerdeki CpG adaciklarinin
hipermetilasyon veya hipometilasyonunun gériilmesi prostat, meme, glioblastoma, mide,
karaciger ve 16semi gibi birgok kanser ¢esitlerinin goriilmesine yol agmaktadir. Tablo 2-

1’de verilen timdr baskilayici genler ve yol agtiklart kanser tiirleri gosterilmistir (50).

Tablo 2-1. Metilasyon liskili Kanserin Temel Ozellikleri (50)

Hallmark (kazamlan o6zellikler) Genler

pl6CDKN2A
RARp
Sigma 14-3-3

Biiyiime karsi sinyallerine duyarsizhik

Buyume sinyallerinde kendi kendine yeterlilik ~ RASSF1A

Capase-8

TMS1
Apoptozdan kagis DAP-kinase

p1l4ARF
Sinirsiz ¢cogalma potansiyeli Rb

Thrombospondin-1

Surekli anjiyogenez
J1yog VHL




) E-cadherin

Invazyon ve metastaz artisi TIMP3
hMLH1

Genomik instabilite MGMT
BRCAL

2.1.2. Histon Modifikasyonu

Genomik DNA, histon veya histon olmayan proteinler tarafindan kromatin adi
verilen siki ve korunakli bir yapi halinde Okaryot hicrelerin cekirdeklerinde
bulunmaktadir. Kromatinin temelinde ¢ekirdek histon proteinleri ad1 verilen dort gesit
H2A, H2B, H3 ve H4'iin her birinden iki kopya bulunmaktadir. Histon proteinlerinin
etrafina 147 DNA baz ¢iftinin yaklagik 1,6 kez dolanmasi ile niikleozom adi verilen
yapilar meydana gelmekte (51), kromatinin bdlgelerinde meydana gelen aktivasyon veya
baskilanma durumunu kontrol etmek amaci ile kiiresel bigcimde katli olarak
bulunmaktadir (52). Baglayici histonlar olan H1, iki niikleozom arasinda bulunarak

niikleozomlarin baglanmasina yardimci olmaktadir (53).
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Sekil 2-4. DNA Uzerindeki Histon Proteinlerinin Gosterimi (53)

A\. Histonlar, elektron mikrograflar sayesinde "ip iizerinde boncuk" yapilar1 seklinde goriilerek kromatin
yapisinin temel birimi olan niikkleozom olarak temel olusturur ve niikleozom ¢ekirdegi, histonoktomerinden
[(H2A-H2B) x 2, (H3-H4) x 2] olusur. B. H2A, H2B, H3 ve H4 histonlarinin kuyruklarinda N ve C bélgeleri
bulunup translasyon sonrast kovalent modifikasyonlar arasinda asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon ve
ubikitilasyon DNA uzerinde yer alir.



Histon proteinlerindeki aminoasit kuyruklarinda gen ekspresyonu veya
metilasyonu gozlemlenmektedir(54). Histon proteinlerinde; asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, snitrosilasyon, ubikitinasyon ve sumolasyon olmak {izere alt1 alt grupta
kovalenthiston modifikasyonlari meydana gelmektedir (55). Histon
modifikasyonlarindan biri olan metilasyon, metil gruplarinin SAM aracilig1 ile histon
metiltransferazlar (HMT'ler) tarafindan katalize edilmesi sonucu H3 ve H4 histon

proteinlerinin N-terminalindeki lizin ve arginin rezidilerinde gorilmektedir (54).

2.1.3. miRNA Regulasyonu

microRNA’lar (miRNA) 19 -25 niikleotit arasinda olan kiiciik, evrimsel agidan
korunmus, kodlanmayan, tek iplikli RNA'lardir. miRNA'lar kendi promoterlerine sahip
olup RNA polimeraz II ile kendi transkriptleri 5' cap ve 3' poliadenil kuyrugu gelecek
sekilde kopyalanmaktadir (56). Birgok dokunun gen ekspresyonlarinda post-
transkripsiyonel regulator olarak (57) hiicre proliferasyonu, anjiyogenez, migrasyon ve
apoptoz sirasinda gorev almaktadir (58). miRNA'larin regiilasyonunun bozulmasi
kanserde rol oynamasina yol agmaktadir. miRNA olgunlastiktan sonra sitoplazmada
RNA kaynakli susturma kompleksi (RISC) araciligi ile post-tanskripsiyonel gen susturma
gorulmektedir. Buna ek olarak, transkripsiyonel gen susturma (TGS) velveya
transkripsiyonel gen aktivasyonu (TGA) epigenetik mekanizmalar sayesinde
miRNA'larin RNA transkriptlerin promoter veya enhancer bolgelerine baglandigi da
bilinmektedir. Tablo 2-2'de miRNA’larin kanser gesitleri ve onlarin etki etmis oldugu

genler ile ilgili iliskisi gosterilmistir (59).

Tablo 2-2. miRNA’larin Kanser Cesitleri ve Onlarin Etki Etmis Oldugu Genler ile Tlgili
Mliskisi (59)

Tumorogenez ve Apoptoz

miR-423 Meme kanseri ProgesteronReseptor
miR-211 B hiicre lenfoma CHOP
miR-370, miR-1180, and miR-1236  Mesane kanseri p21

miR-205 Prostat kanseri 1L24, 1L32
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miR-124 Meme ve ovaryum kanseri p27
miR-2478 Meme kanseri TGFp1
miR-138 Prostat kanseri p-catenin
miR-877 Mesane kanseri pl6
miR-6734 Kolon kanseri p21

Metastaz ve Anjiyogenez

miR-10a Meme kanseri Hoxd4

miR-205 Prostat kanseri 1L24 1L32

2.1.4. Kromatin Yeniden Duzenlemesi

Kromatin organizasyonu, gen ekspresyonu ve memelilerin gelismesinde rol
oynamaktadir. Kromatin organizasyonunun ana nedenleri arasinda DNA metilasyonu,
histonlarin modifikasyonu ve kromatinde ATP’ye baglh degisiklikler yer almaktadir (60).
Okaryotlarda kromatin yeniden diizenlenmesinde rol oynayan faktorler, kromatinin ATP
ile birlikte yapisal olarak yeniden diizenlenmesinde rol almakta ve bu faktorler ile DNA
replikasyon, transkripsiyon, rekombinasyon ve/veya onarimi gerg¢eklestirmek igin birgok
proteinleri gorev almaktadir (61). Transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini saglamak
icin kromatin yeniden diizenlenmesinde gorev alan SWI/SNF kompleksi; DNA’ya bagl
ATPaz aktivitesine sahip olup (62) SWI/SNF2 proteinlerinden olan DRD1, PolVb
(NRBD1b ve NRBD2a) ile homolog DNA'nin susturulmasina neden olmaktadir (63).

2.2. Biyomarkerlar

Oral kanserlerin erken evrelerde mukozada goriniir degisikliklerin olmamasi
hastalarin ileri evrelerde tan1 konulmasina yol agmaktadir (64). Ayrica, epigenetik ve
genetik degisiklikler sonucu, molekiiler ve klinik heterojenite agisindan OSCC tan1 ve
prognoz oldukc¢a zordur (65). Bdylece timor tiplerine gore spesifik ve glvenilir
biyomarkerlara ihtiya¢ duyulmaktadir (66). Biyomarkerlar sayesinde, OSCC’nin
aydinlatilmas1 amaglanarak histopatolojik tip belirleme, kanser evreleme, timorlerin

gelisiminin takip edilmesi bakimindan avantaj saglayabilmektedir (67).
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mMIRNA’larin asir1 ekspresyonu sonucu kanser, kardiyovaskiler ve daha birgok
hastalikla iliskili olmasindan 6tiirii uygun bir biyomarker olarak kullanilabilmektedir.
Buna 6rnek olarak, miRNA-23b/27b toplulugu tiimér supresor gérevi gérmesi, miRNA-
17-5p ile OSCC'de apoptoza bagl protein ekspresyonu gozlenlendigi, miRNA-17/20a ise
OSCC’de hiicre migrasyonunu inhibe etmesi verilmektedir. EK olarak miRNA-21 ve
PTEN OSCC igin biyomarker olarak tanimlanmaktadir (68).

Glukoz tasiyici protein olan Glut-1’in, premalin ve malin lezyonlardaki meydana
gelen ekpresyonlardaki degisiklikler bildirilmis olup, OSCC’de erken evrelerde
ekpresyon artis1 gézlemlendigi ve bunun sonucunda OSCC i¢in uygun prognostik

biyomarker olacagi belirtilmektedir (69).

TNF-a, IL-1a, IL-6 ve IL-8 sitokinler, OSCC hastalarinin tiikiirik 6rneklerinde
premalin lezyon ve kontrollere oranla daha yiiksek ifade edilmesinden 6turi OSCC icin
bir biyomarker olarak betimlenmesi uygun gorulebilir. Galectin-1, trophoblast 2, cyclin
B1l, CXCR4, P63, Rho C, keratin 8, p21 (WAF1/CIP1) ve fosforillenmis Akt
biyomarkerlarin ekpresyon artislar1 ve E-cadherin’in kaybi1 OSCC’de metastaz ile korele
halindedir (70).

Diger bir ¢alisma ile PTEN ve pl6 genlerinin promoter bélgelerinde gorilen
hipermetilasyona bagli ekspresyonun asagi regiilasyonunun OSCC’de rol oynadig1 ve
buna bagli olarak erken tespit i¢in uygun bir biyomarker olma potansiyeli aragtirilmistir
(72).

2.3. Oral Kavite Anatomisi
Oral kavite; dil, agiz tabani, alt ve st alveolus, retromolar trigon, sert damak,

bukkal mukoza olarak Sekil 2-5'te gosterildigi gibi bolimlere ayrilmistir (72).
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Sekil 2-5. Bas ve Boyun Bolgesinin Anatomik Bolgelerin Gosterimi (72)

Oral kavitenin anatomisi incelendiginde; alt tabaninda mukoza kapli membran
bulunmaktaolup major ve mindr tiikiiriik bezlerinden salinan tiikiiriik ile nemli kalmasina
yardimc1 olmaktadir. Oral kavite kenarlar1 bukkal ve labial mukozalardan olusan pembe
ile a¢ik kirmizi renkten olusmaktadir. Dudak icini kaplayan lubial mucosa mukus
salgilayan ¢ok sayida tiikiiriik bezleri igermektedir. Dudaklar; labial frenulum ile dis etine
baglidir. Dilin yiizeyi ugtan epiglottis'e kadar dorsum olarak adlandirilir ve tat ile ¢igneme
icin Ozellesmis papilalardan olusmaktadir (73). Oral kavite bolgesi, sert
damak,yanaklardan ve Milohiyoid kas tarafindan smirlanmakta; agzi sublingual ve
submandibular bolgeye ayirmaktadir. Sublingual boélgede siklikla tumoér olusumu
g6zlenmektedir. Submandibular bélgede ise genellikle Evre-I lenf nodu metastazi olusur.
OSCC'nin submandibular bélgede gorilmesi ise ¢cok nadirdir (74).

2.4. Oral Skuamo6z Hucre Karsinomu (OSCC)

Bas ve boyun skuamoz hiicre karsinomu (HNSCC), diinya 6.sirada yer alan
yuksek mortalite ve kotli prognoz gosteren kanser tipidir (75). 2012 yilinda yaklasik
olarak 140.000 yeni vaka ve 63.500 6lim kaydedilmistir (76).

HNSCC'li hastada; oral kavite, larenks, nazofarenks, hipofarenks ve orofarenkte
siklikla goriilebilmektedir (75). Skuaméz hiicreli karsinom (SCC) bas ve boyun
kanserlerinde sik goriilen timor olmak ile birlikte bu malinitelerin %91'ini
olusturmaktadir (Sekil 2-6) (76).



13

Yapilan ¢aligmalar ile bas ve boyun maliniteleri icin DNA onarimi, sinyal iletim
mekanizmalari, apoptoz, anjiyogenez ve hiicre dongilsinde (77) meydana
gelenmutasyonlar, amplifikasyon ve delesyon gibi birtakim genetik degisikliklerin
yaninda ¢ogunlukla metilasyon ve histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik degisiklikleri
de iceren kompleks bir hastalik olarak nitelendirilmis (78) ve %5 oraninda gen

promoterlerinin anormal metillendigi bildirilmistir (79).

Sekil 2-6. Sol Bukkal Mukozada Skuamdz Hucreli Karsinom (80)

2.4.1. OSCC Epidemiyolojisi

Oral kavite kanserlerinin %90'indan fazlasi SCC histolojisinde olmakla birlikte
goriilme nedenini 1rk, yas, cinsiyete ek olarak bulunulan cografi bolge de etkilemektedir
(81). Malin neoplazmalarin yaklasik olarak %75'i gelismekte olan {ilkelerde
gorulmektedir. Avrupa ve Amerika'nin biiylik bélimiinde oral kavite kanserlerin %2 ila
%4'tini olustururken, Hindistan ve Sri Lanka'da tiim kanserlerin %401 kadar biiyiik bir
cogunlugunu olusturdugu bilinmektedir (82). Gelismekte olan iilkelerde oral kavite
kanseri gorilme riski, geng erkek ve kadinlarda oldukga yiiksektir (83).

2.4.2. OSCC Etiyolojisi
OSCC goriilmesinin temel nedenlerinden tiitlin ve alkol kullanim1 disinda; kronik
mukozal travma, kotii beslenme ve kotii agiz hijyeni gibi diger faktorlerin de bu hastaliga

katkis1 oldugu diisiilmektedir (84).

Cannabis sativa bitkisinin yaygin olarak bulunan esrar ile birlikte tiitlin dumaninin
solunmasi, igerisinde bulunan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) nedeniyle

hiicresel hasara sebebiyet verir ve agiz mukozasinin kanserojen ile maruz birakilmasina
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neden olur (85). OSCC i¢in en onemli risk faktorii olan tiitiiniin dumani igerisinde
bulunan nikotin ekzojen oksidatif stres kaynagidir ve epitel-mezenkimal gegisini (EMT),

kanserin gelisimini ve metastazlari indiiklemektedir (86).

Tutln Urdnlerine maruziyet nedeniyle oral kavite de dahil olmak tizere ¢esitli
kanserlere neden olmaktadir (87). Llewelyn ve ark. 1994'te yapmis oldugu bir ¢alismada
toplam 454 hasta ile ¢alisilmis, karsinomlu hastalarin %58'inde sigara igme Oykiisii
bulunmustur (88). Tutinde bulunan aromatik hidrokarbon, nitrozamin ve aromatik
aminler de dahil olmak {izere 60'dan fazla toksik madde bulundurmasi sebebiyle, diinya

genelinde gorulen OSCC igin en 6nemli risk faktorlerindendir (89).

Diinyada gorilen kanser 6lumlerinin %4,2'si alkol ile iligkisi olup dudak ve oral
kavite kanserlerinin %26,4'Unii olusturmaktadir. Alkol icerisindeki etanoliin ana
metabolitleri, karsinojen olmakla birlikte DNA sentez ve onarim1,DNA hipometilasyonu
ile onkogen ekspresyonunda degisime ugratmaktadir (90). Kuzey italya'da yapilan bir
arastirmada oral kavite ve farenks kanserlerinin % 80'inden fazlasi tiitiin ve alkol

kullaniminin birlikte olmasindan kaynaklandigini gostermistir (91).

Human Papilloma Virus (HPV) papovaviridae aliesine ait olan yaklasik 55 nm
biiytikliigiinde, tahmini olarak 7.200-8.000 baz ¢iftinden olusan viristiir (92). HPV; genel
olarak genital bolgede, oral kavitede ve tirnaklarda goriilmektedir. Parmak veya tirnakta
goriilen HPV iligkili karsinom ¢ok nadir goriilmesiyle birlikte 6zellikle HPV-16ile iliskili
orofaringeal kanser insidansi olduk¢a yiiksektir (93). HPV-16 tumdr baskilayic
proteinler olan p53 ve retinoblastomu inaktive eden E6 ve E7 onkoproteinlerin
ekspresyonu ile iligkilidir ve hiicre dongiisii akisini bozmaktadir. HPV ile iligkili
HNSCC'in 6zelliklerinden biri erken tumdrogenez sirasinda transkripsiyonel baskinin
azalmasi sirasinda p53 mutasyonlarin ve p16 proteinlerinin birikmemesi 6rnek olarak
gosterilebilmektedir (94). Kimyasal ajanlar ile birlikte goriilen HPV enfeksiyonlart, oral
mukozanin maliniteye transformasyonunda etkili olabilir. Ayrica, HPV'nin OSCC ig¢in
etki eden ajan olmasina ragmen alkol ve tiitiin kullanimina nazaranmalinite bakimindan
daha dusiik etkisi bulundugu bildirilmistir (92). Buna ek olarak, OSCC'de tittn, alkol
kullanim1, HPV enfeksiyonuna maruziyet ve metilasyon arasindaki iliski tam olarak
anlasilmamakla birlikte (95) HPV'ye maruz kalmis epitel dokularinda DNA metilasyonu
maliniteye doniismede rol oynandigi sOylenebilmektedir (96). Guerrero-Preston ve ark.

yapmis oldugu bir ¢alisgmada DNA metilasyon ve farkli etiyolojilere sahip oral kavite
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vakalar arasindaki iliski anlagilmak istenmis; sigara igme ve DNA metilasyon arasinda
ters iligki olmasina ragmen, alkol kullanimi ile DNA metilasyonu ve HPV ile DNA
metilasyonunda herhangi bir etkilesim go6zlenilmedigi goriilmistir (97). Diger bir
calisma sonucu ise sigara icmeyenlerin HPV pozitif tumoére yakalanma olasiligi sigara
igenlere oranla 15 kat daha fazla oldugunu gostermektedir (98). HPV-pozitif HNSCC'li
hastalarin HPV-negatif HNSCC'li hastalara gore kemoradyoterapiye verdikleri yanit daha
olumludur (99).

OSCC'nin gelisiminde etki eden faktdrlerden biri de beslenme seklidir. A, E ve C
vitaminleri ve beta-karoten bakimindan yiiksek olan bazi meyve ve sebzeler, oral
neoplazide koruyucu etki gosterirken et ve kirmizi biber tozu risk faktorleri arasindadir.
Oral epitelyal atrofi ve Plummer Vinson (Patterson Brown Kelly) sendromunda gortlen

demir eksikligi oral kavite kanseri ile iligkilidir.

OSCC gelisimini etkileyen faktorlerden olan bagisiklik sistemi olduk¢a dnem
tasimaktadir. insan bagisiklik yetmezligi viriisii (HIV) ile enfekte olmus kisiler OSCC'ye
yakalanma riski oldukga yiiksektir. HIV ile enfekte olan kisilerde genellikle non-Hodgkin
B hicreli lenfomalarda Epstein-Barr virtisii ile iliskiliolup bas-boyun bdlgesinde
gorilmektedir (100).

Prekansertz lezyonlar kanser éncesi lezyonlar olup, normal dokulara gére malin
forma doniisme riskleri oldukca yiiksektir. Oral kavitede mukoza, %5'ten fazlasinin
premalin lezyonlarin malin lezyona doniistiigii bolgedir. Bu sebepten dolayi, premalin

lezyonlarin erken tani ve teshis gok 6nemlidir (101).

OSCC'de hastalar genellikle agr1 semptomu ile hekimlere bagvuru yapilmaktadir.
Hastalar hekime lezyonlarin goriiliir sekilde biiyiik oldugu zaman basvurmaktadir. Bu
duruma ise erken evrelerde asemptomatik olmasi sebep gosterilmektedir. Agri diginda
hastalarda kulak agrisi, kanama, solunumda gii¢liik, konugsmada zorluk, disfaji, trismus

ve parestezi gibi ek sikayetler bulunmaktadir (102).

OSCC, genel olarak pre-kanserdz epitel alanlarinda genetigi degistirilmis
keratinosit ile birlikte gortlmektedir. Oral epitelin bazal hiicre katmaninda bulunan
kok\progenitor hiicreleri, bir veya daha fazla genetik degisiklige ugrayip farklilasmaya
baslamakta ve boylece klinik olarak I6koplaki veya eritroplakiolarak teshis
edilebilmektedir. Oral kavite kanserlerinin %85'ini olusturan prekanseréz lokoplaki

lezyonlarin (103), maliniteye doniisiim oran1 %0,1 ile %17,5'tir (104).



16

Genetik  bakimindan  degismis lezyonlardan OSCCmin  gelismesi
mimkunddr(105). OSCC Kklinik tabloda; I6koplaki, kétl huylu eritroplaki, diizensiz
sekilli, kirmizi veya beyaz renkte (106) nekrotik Ulser, verrikdz veya prisiz dokulu

genis yiizeysel ekzofitik kitle seklinde tan1 ve teshis edilebilir.

2.4.3. Oral Kavite Histopatoloji

Mindr tiikiiriik bezi karsinomlari olan adenokarsinoma, adenokistik karsinoma,
mukoepidermoid karsinoma ve yumusak doku sarkomlari, malin melanoma, non-
Hodgkin lenfomalar ve diger malin timorler %5-10’unu olusturur (107, 108) (Tablo 2-
3). Benin lezyonlar arasinda; mukosel, inflamasyon, fibroepitelyal polip, hemanjiyom,
fibroma ve submukozal fibroz; malin lezyonlar arasinda skuamdz hiicreli karsinom en sik
gorilen malin lezyondur. Skuaméz hiicreli karsinom ise daha sik olarak bukkal mukoza,
dudak, dil ve damakta rastlanmaktadir (109).

Tablo 2-3. Oral Kanserler ve Alt Gruplarinin Siiflandirilmasi (107)

Oral Kanserler Alt Gruplar

Skuamoz Hicreli Karsinom
Verriikdz Karsinom

Spindle Hicreli Karsinom
Bazaloid Karsinom
Adenoskumoz Hucreli Karsinom
Bazoskuaméz Karsinom

Epidermoid Karsinom

Polimorfoz diisiik gradli
Adenokarsinom
Mukoepidermoid Karsinom
Adenokistik Karsinom

Tiikiiriik Bezi Karsinomlar:

Hodgkin Dis1 Lenfoma
Lenfomalar Hodgkin Lenfoma
Burkitt Lenfoma

Rhabdomiyosarkom
Osteosarkom
Fibrosarkom
Kondrosarkom
*Sarkomalar Liposarkom
Fibrozhistiyositom
Norofibrosarkom
Anjiyosarkom
Kaposi sarkom

*Metastatik Tumorler -
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*Melanomlar Malin melanom

*Multiplmiyelom

OSCC; oral kavitede skuamoz epitelin biiyiime ve metastaz yapmasi nedeniyle
malin grupta yer almaktadir. Genellikle,gok katli yassi epitel bolgesinden gelisen
neoplazik hiicreler subepitelyal bolgeye yayilmaktadir (110). Epidermoid kanserlere
verriikdz karsinom, asinik hucreli karsinom, bazaloid karsinom, adenoskuamoz hucreli
karsinom ve bazoskuamdz hiicreli karsinoma ek olarak skuamdz hiicreli karsinom da yer
almaktadir (107).

Verriukoz karsinom; karnabahar gorinimlu kitleler halinde goralur ve 16koplaki
lezyonlar ile iliskilidir. Bu kanserin 6zelliklerinden biri yiizeysel ve yavas biyume ile
karakterizedir. Genellikle bukkal mukoza ve gingiva da goralir. Histolojik olarak
incelendiginde malin oldugu goriilmektedir. Ayrica bu smifin lenf noduna metastaz

yapma riski diisiik olmas1 sebebiyle hastada prognoz daha iyi durumdadir (107).

Bazaloid skuam6z hucreli karsinom; genellikle agresif, ileri evrede ortaya
¢ikan,skuamoz hiicreli karsinom tiiriidiir. Bazaloid ve skuamoz bilesenlerinden olusur.
Epiglotis, piriform siniis ve dil tabaninda daha yaygindir. Agiz tabani, agiz mukozasi,
damak, tonsiller, sinonazal kanal, nazofarenks ve trakealarda daha az yer alir (111). Hem
kadinlarda hem de erkeklerde goriilmesine karsin 60 yas ve lizeri erkeklerde goriilmesi

siktir (112).

igsi hiicreli karsinom; sarkomatoid karsinom olarak da isimlendirilmekedir.
Hem epitelyal hem de mezenkimal tiimor kdkenli olduklarindan bu tiimorlerin histolojik,
sitolojik ve molekiler ozellikleri ile benzerlik gostermektedir (113). igsi seklinde
hiicrelerden olusup agresif olarak ilerlemektedir. Bu tiir cok nadir gdzlenlenmekle birlikte
bas ve boyun bolgesinde tutulumu gerceklesmektedir. Oral kavitede alt dudak, dil ve
diseti en yaygin goriilen bolgelerdendir (114).

Adenoskuam0z karsinom; bas ve boyun bolgesinde nadir goriiliip agresif
ilerleyen malin tiirdiir. Diinya Saghik Orgiiti (WHO) tarafindan skuamoz ve

glandiilerolmak tizere iki bilesenden olusmustur. Adenoskuamdoz karsinom nadir olarak



larenksin supraglottik bolgesini ve oral kavitede dil, damak, tonsillar ve agiz tabana

yerlesim gostermektedir (115).

Adenoid skuamdéz karsinom; Oral kavitede seyrek olarak tukiriuk bezlerinde
goriilen, bas ve boyun kanserlerinin %]1'inden sorumlu diisiik dereceli malin timorlerdir.
Genellikle yavas ilerleme kaydeden ve ¢oklu niiks yapma egilimindedir ve ¢ogunlukla
akciger gibi organlara metastaz yapma riski yiiksektir. Hastalar arasinda uzun stireli

sagkalim oraninin diisiik olmasi ile bilinmektedir (116).

2.4.4. Oral Skuam0z Huicreli Karsinomda Evreleme

Amerikan Kanser Ortak Komitesi (American Joint Committee on Cancer staging)
tarafindan isimlendirilmekte ve tiim oral kavite kanserlerinin degerlendirilmesinde TNM
sistemi kullanilmaktadir. Evreleme sisteminde kullanilan harfler sirasiyla; T harfi primer
timor boyutunu ve invazyonu, N harfi boyunda bulunan lenf nodu metastazi, M harfi ise
uzak metastazi gostermektedir. Asagida bulunan Tablo 2-4, Tablo 2-5, Tablo 2-6'da
OSCC TNM siniflandirtlmalari sunulmustur (117).

Tablo 2-4. OSCC'de T Simifinin Gosterimi (117)

T Sinifi Degerlendirilmesi

X Primer timor degerlendirilemez
TO Primer timore ait kanit bulunmamistir
Tis Karsinoma in situ

En blyuk boyuttaki timdr 2 cm veya daha

Tl
kicgik

- En buyik boyutu 2 cm'den blyik ancak 4
cm'den fazla olmayan tumor

T3 4 cm'den buyik tumor
Genioglossus,hiyoglossus, palatoglossus ve

T4a stiloglossus, maksilersinis, yiiz derisi gibi

cevreye invazyon
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Tumor, masticator boslugunu, pterygoid

T4b plaklar1 veya kafatabanini isgal eder veya i¢

karotisarter tutulumu gorlur.

Tablo 2-5. OSCC'de N Smifinin Gosterimi (117)

N Sinifi Degerlendirilmesi

NX Bolgesel lenf digiimleri degerlendirilemez

NO Bolgesel lenf nodu metastaz1 yok

NI Tekbir ipsilateral lenf diigiimiinde metastaz, en biyik boyutu 3
cm veya daha kiglk

N2 N2a, 2b, 2c'de belirtildigi gibi metastaz

N2a Tekbir ipsilateral lenf diigiimiinde metastaz, en biyiik boyutu 3
cm'den fazla ancak 6 cm'den fazla degildir

N2b Birden fazla ipsilateral lenf diigimiinde metastaz, higbiri en
blylk boyutu 6 cm'den fazla degildir

N2 Bilateral veya kontralateral lenf diigiimlerinde metastaz, en biyuk
boyutu 6 cm'den fazla olmaz

N3 En biiyuk boyutu 6 cm'den fazla olan bir lenf diigiimiinde
metastaz goralur

Tablo 2-6. OSCC’de M Smifinin Gosterimi (117)

MX Uzak metastaz degerlendirilemez
MO Uzak metastaz bulunmamaktadir
M1 Uzak metastaz goriilmektedir

2.4.5. Oral Skuamoz Hucreli Karsinomun Biyolojisi
DNA onarimini ve hiicre dongiisii kontrol noktalarinda gorev alan timor
baskilayici ve onkogenlerde genetik/epigenetik yollarlagézlenen fonksiyon kaybi ya da

anormal artigin karsinogenezin baglamasinda ve ilerlemesinde gozlenmektedir (118).
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Yapilan Dbirgok ¢alisma sonucu PI3K yolagi (phosphatidylinositol 3
kinase), RAS proteinin timdrogenezi tetikleyebildigi, p53 gen mutasyonu OSCC'de rol
oynadigi bilinmektedir. Ayrica, SNAIL gibi bir¢cok proteinlerin ekspresyonu invazyon ve

metastaz ile iliskili oldugu bilinmektedir (119).

Timor baskilayici genlerden biri olanve p53 proteinini kodlayan TP53 geni,
timoriin ilerlemesindeve hiicre dongiisiinde rol oynamaktadir. HNSCC hastalarinin
biiyilk bir ¢ogunlugunda immunohistokimya analizleri ile tespit edilen TP53
mutasyonlar1 veya mutasyonlara bagli ekspresyon seviyelerinde artis gézlenmistir (120).
DNA hasar1 meydana geldiginde G1'den S fazina gecisi bloke ederek hiicre dongiisiinii
durdurur. p53, mutasyon birikimi ile tiimor baskilayici 6zelligini kaybederek timor
tetikleyici duruma gelir. BOylece kanser iligkili hale gelmektedir. Buna ek olarak, TP53
gen mutasyonlart OSCC’nin haricinde meme, beyin, rektum, kolon, 6zofagus ve akciger
kanserlinde de gortlmektedir (121). p53'in asir1 ekspresyonu cografi bolgelere gore
degisiklik gostermektedir. Buna neden olabilecek faktorler arasinda farkli cografi

bolgelerde tiitiin ve alkol kullaniminin farklilik gostermesidir (122).

INK4 ailesinin bir Gyesi olan pl6,hiicre dongusunde rol oynayan bir timor
baskilayicidir. G1 evresini durdurmak icin Rb proteini hipofosforile olarak E2F'ye
baglanir ve plépromoterinde hipermetilasyon goriilmesi gen susturulmasina yol agip
OSCC'de kanseri tetiklemektedir. pl6 hipermetilasyon gorulmesi belirteg olarak
tanimlanip premalin lezyonlarin oral kanserlere transformasyonunda hipermetilasyonun
rol oynadig bildirilmistir (123). p16INK4A, bas ve boyun kanserleri de dahil olmak iizere
cesitli kanserlerde baskilandigi bildirilmistir (124).

Retinoblastoma (Rb),hiicre dongiisiinde ve hiicre farklilasmasinda gorev alan
timor baskilayict bir gendir. Rb geninden transkribe edilen ve kendi Uriini olan
fosforillenmis Rb (pRb) hiicre dongiisiinde G1 fazindan S fazina gecisinde (125) siklin
D1 ile birlikte siklin bagimli kinazlardan (Cdks) Cdk4 ve Cdk6 tarafindan
saglanmaktadir. Ayrica, Pande ve ark. yapmis olduklar1 bir calismada OSCC hastalarinin
%64'inde Rb ekspresyon kaybinin Rb geninin inaktivasyonundan kaynaklandig:
bildirilmistir .

2.4.6. Oral Skuamdz Hucreli Karsinomun Onlenmesi ve Kontrol
Hastaligin 6nlenmesi ve insidansin azaltilabilmesi hastanin alacagi bir¢ok tedbir

ile gergeklesebilir. Hastanin sosyoekonomik durumu, tiitiin {iriinleri ve alkol kullanima,
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saglikli beslenme diizenine gegis, iyl agiz ve cinsel hijyene dikkat edilmesi dnemini
korumaktadir. Hastaligin semptomlarina karsi bilingli olup dikkat edilmesi gereklidir

(126).

Bununla birlikte dogal tedaviler de kanser riskini azaltmak ig¢in alternatif
sunabilirler. A, C, E vitaminleri iceren ¢esitli meyve ve sebzeler, spirulina, selenyum,
yesil ¢ay, kurkumin kemopreventif olaraka adlandirilir. Bdylece bu besinlerin kullanimi

potansiyel kemoterap6tik olarak nitelendirilmektedir (127).

2.4.7. Oral Skuam0z Huicreli Karsinom Tedavisi

Hastanin kisisel ihtiyaglar1 ve hayat kalitesi tedavide 6nem arz etmektedir. OSCC
icin bir¢ok tedavi segenekleri bulunmaktadir. Daha iyi bir evreleme yapilmasi igin ilk
once hekim tarafindan hastanin fiziksel muayenesi yapilmakta daha sonrasinda
isebilgisayarli tomografi (CT), manyetik rezonans goriintiileme (MRI), ultrasonografi ve
pozitron emisyon tomografisi (PET)-CT gibi gorintileme yontemlerinden
faydalanilmaktadir (128). Radyoterapi (RT) de ihtiya¢ duyuldugu durumlarda gerekli
dozlar ile HNC hastalari i¢in uygun tedavi modellerinden biridir(12).

fleri evre OSCC tanisi almis hastalarda radyo veya radyokemoterapi ardindan
cerrahi midahale de yapilmaktadir (129). Evre III ve IV OSCC hastalarinda cerrahi ile
birlikte 50-60 Gy ile kemoradyoterapi uygun gorulmektedir. Ayrica, radyasyon tedavisi
sonras1 metastaz goriilmeyen fakat niiks eden tiimor i¢in rezeksiyon yapilmas: fayda

saglamaktadir (130).

2.5. Guanine Nucleotide-Binding Protein y 7 (GNG7)

GNGT7geni, 19. kromozom Uzerinde lokalize olan heterotrimerik G proteininin bir
alt birimidir(15). RAS, RHO, RAC (131) G proteinleri, yukar1 akig(upstream) reseptorler
tarafindan aktivasyonu gergeklestirililmesi sonucu G proteine bagl reseptorler (GPCRS)
olarak bir¢ok farkli rol oynarlar. GPCR'ler hiicre plazma membraninda bulunan
heterodimerik G proteinler ile etlkilesim halinde bulunmakta (132) ve hucre igi sinyal
yollarinda  gorev alarakvazorelaksasyon, olfaksiyon, biyoritm ve kalp atis hizini
diizenlemede gorev almaktadirlar (133). Insanlarda G proteinlerinin alt gruba ayrilmistir
ve heterotrimerik bir yap1 sergilemektedir. Bunlar; 23 Ga, 5 Gp ve 12 Gy bulunmaktadir

(134). G proteinlerinin en énemli gorevleri, 6karyotlarda sinyal iletim mekanizmasinda
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gorev almalaridir (135). GPCR'nin ligand etkilesimi ile birlikte GTP'den GDP'ye

doniistiml gergekleserek hiicre i¢i sinyalizasyonu baglatmakatdirlar (132).

Guanin niikleotid baglayici proteinler (G proteinleri), ¢esitli transmembran sinyal
sistemlerinde bir modiilator veya doniistiirlicii olarak yer almaktadir. Beta ve gama
zincirleri, GTPaz aktivitesi, GDP'nin GTP ile yer degistirmesi ve G protein-efektor
etkilesimi icin gereklidir. Beynin belirli bdlgelerinde adenililsiklaz sinyalinin
duzenlenmesinde rol oynamaktadir. Striatumdaki adenilsiklaz aktivitesi icin gerekli olan
bir G protein heterotrimerinin (G(olf) alt birimi alfa-beta-gama-7) olusumunda veya
stabilizasyonunda rol oynamaktadir.GNG7’nin ekspresyon seviyelerindeki degisim
skuamoz hicreli karsinom, pankreas kanseri, gastrointestinal sistem kanseri ve 6zofagus
kanseri gibi bir¢ok kanser ¢esitlerinde degistigi bildirilmistir (136). Ray ve ark.tarafindan
yapilan bir calismada ise pankreas ve Ozofagus kanserlerinde ekspresyon azalmasi
gozlemlenmistir (137). Ayrica Hodgkin lenfomada da timor baskilayict ozelligi
gosterdigi bildirilmistir (136). Shibata ve ark. tarafindan yiiriitilen BALB/c ¢iplak fareler
ile denenmis ¢alismada ise GNG7'nin insan 6zofagus karsinom hicre soyunda hiicre
biiylimesini durdurdugu ve tiimor olusumunu baskiladig1 goriilerek potansiyel bir tiimor
baskilayic1 gen oldugu soOylenebilmektedir (138). Gen ekpsresyon seviyesine bagli
azalisin goriilmesi ve fonksiyon kaybinin olmast GNG7'nin bas, boyun ve 6zofagus
bolgesindeki skuamoz hiicreli karsinom i¢in potansiyel bir timor invaziv olduguna dair

tutarlilik s6z konusudur (139).

Demokan ve ark. ile yaptiklari bir ¢aligmada HNSCC'deGNG7'nin CpGpromoter
bolgelerinde metillendigi bildirilmistir(15).Bas ve boyun bolgesinde goriilen skuaméz
hicreli karsinomda ilgili genin promoter bolgesinde ylksek oranda metillenme
gorulirken berrak hiicreli renal hiicreli karsinom (ccRCC) icin GNG7 genin normal
dokularda promoter bdlgelerinde metilasyon goriilmedigi halde tiimor dokularinda
metilasyon oldugu gorilmistir. Bu durumunun promoter bdlgelerdeki yiiksek CG
bakimindan bolgelerin yogun ve metilasyon bakiminda zengin olmast cCRCC igin

metilasyona bagli ekspresyon seviyelerinde azalmaya yol agmistir(139).



3. GEREC VE YONTEM

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan 2019/1165 Dosya

numarasi ile onay1 alinmis olan ¢alismamiz, Istanbul Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz

Hastaliklar1t Anabilim Dali ve Bag-Boyun Cerrahisi Anabilim Dali’na bagvurmus ve

hekim tarafindan OSCC tanis1 almig 50 hasta bireylerden ve kendisinde veya ailesinde

benin/malin teshisi bulunmayan ve malinite disi nedenlerle cerrahi miidahaleye

basvurulmasi Onerilen 10 saglikli bireye ait doku ve viicut sivilarindan olusmaktadir.

Calismamizda yer alan hastalar, hekim tarafindan bilgilendirildikten ve onay1 alindiktan

sonra doku ve serum Ornekleri temin edildi. Deneysel galismamiz, 1.U. Onkoloji

Enstitusi, Temel Onkoloji ABD, Deneysel Ve Molekiiler Onkoloji Laboratuvari'nda

gerceklestirildi.

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihazlar

Temin Edilen Ulke

Agaroz Jel Elektroforez Tanki

BRL Life Tecnologies, ABD

El homojenizatdru

Qiagen,Almanya

Gii¢ Kaynagi

Bio-Metra, Almanya

Jel Dékiimentasyon Sistemi

Vilber- Lourmat, Almanya

Mikropipetler

Thermo, Isveg

Sogutmali Santrifiij

Hettich Mikro 200R, Almanya

Ultra Derin Dondurucu (-80 °C)

Sanyo, Japonya

Etiv

Hereaus, Almanya

Hassas Terazi

Chyo, Japonya

LightCycler 480 Real Time cihaz1

ROCHE, Almanya




Vorteks

Snijders, Hollanda

Nanodrop Spektrofotometre

Thermo Scientific, ABD

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Temin EdilenUlke

KullanilanKimyasallar

Agaroz Wisent MultiCell, Kanada
Borik asit Wisent MultiCell, Kanada
Orange G Merck, Almanya

Deoksiribonikleotid trifosfat

Fermentas, Litvanya

Ethanol

Riedel De Haen, Almanya

Etilen-diamin-tetraasetik-asit

Sigma, Almanya

Etidyum Bromdr

Sigma, Almanya

Taq Polimeraz

Thermo Scientific, Almanya

Isopropanol

Riedel De Haen, Almanya

Magnezyum Klorir

Thermo, Litvanya

Proteinaz K

Roche, Almanya

Ribonikleaz A

Sigma Aldrich, ABD

Sssl metilaz enzimi

New England Biolabs (NEB), ABD

Sodyum Dodesil Silfat

Merck, Almanya

Tris

Applichem, Almanya).




3.1.3. Kullamlan Kimyasal Karisimlar

Kimyasallar Kimyasaligerigi

= 155 mM NH.CI
= 10 mM KHCO;
= 0,1 mM EDTA (pH: 8.0)

ParcalamaTamponu

= 75 mMNaCl
<12 TR 25 mM EDTA
30 mMTris-HCI (pH: 8.0)
TE Tamponu = 20 mMTris-HCI (pH: 8.0

= 1mM EDTA (pH: 8.0)

Fenol icin TE Tamponu = 0.25 mM Tris (pH:8.0)

mm{w_ -

(0,5 ml) = 0,5mM EDTA (pH:8.0)
= 1 (Fenol/Kloroform) /1
Fenol/Kloroform/isopropanol (1:1) Isopropanol
Proteinaz K = 20mg/ml
Ribonukleaz A = 10mg/ml
SDS = 100 g sodyum dodesilstlfat

(%10; pH:7,2)

3.2. Yontemler
3.2.1. Materyal Toplama ve Eldesi

3.2.1.1. Doku Eldesi

OSCC tanist konmus 50 hastanin ameiyat esnasinda 0,5 cm ¢aplik tiimor,eslenik
normal doku 6rnekleri ile ailesinde malin bir hikaye bulunmayan, herhangi bir sebeple
cerrahi rezeksiyon wuygulamast uygun goriilmiis olan 10 saglikli bireylerden
uvulopalatofaringoplasti (UPPP) teknigi ile 0,5 cm capinda olan saglikli mukoza
ornekleri buz igerisinde laboratuvara teslim edilip DNA\RNA izolasyon islemlerine
kadar doku 6rnekleri -80°C’de saklandi.
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3.2.1.2. Serum Eldesi

Cerrahi midahale dncesinde sar1 kan tupine (kuru tip) 8-10 mL alinmasi ile
birlikte saglikli ve hasta bireylerden elde edilen periferik kan ornekleri laboratuvara
teslim edildikten sonra 6rnekler 1950 rpm'de 30 dakika santrifuj edildi ve en Gstte kalan

sar1 faz (serum) kismi kriyotiilere 1 mL olacak sekilde dagitildi.

3.2.2. DNA izolasyon Islemleri

3.2.2.1. Dokudan DNA izolasyonu

OSCC hastast ve saglikli bireylere ait tiimoér ve normal doku ve serum
orneklerindenDNA izolasyonu gergeklestirildi (Tabloda 3-1). Dokular el homojenizatori
ile homojenize edildi. Homojenize edilen dokular parcalama tamponunda bekletilerek
hicre duvar1 parcalanip 3000 g'de 10 dakika santrifiij yapilarak pellet olarak
coktiiriilmesi saglandi. Pellet alinip tektrardan 10 ml parcalama tamponu eklenerek 3000
g'de 10 dakika santrifiij islemi tekrarlandi. Pellet alinip, 4,5 ml SE Tamponu, 100 png/ml
Proteinaz K, %1 SDS, 20 pg/ml Riboniikleaz A karisimi eklenerek 4 - 18 saat, 37°C'de
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda, 5 ml SE Tamponu ve 10 ml Fenol/Kloroform (1:1)
karisimina maruz birakilarak 3000 g'de 5 dakika santriflij edildi. Ust faz alinarak 10 ml
Fenol/Kloroform (1:1) da bekletildikten sonra 3000 g'de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz
alinip 10 ml isopropanol da bekletilerek DNA iplikleri ¢oktiiriildii. En son olarak DNA
orneklerinin konsantrasyonu ve safligi spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga
boylarindaki optik yogunluk degerleri oranlanarak belirlendi.%0,8’lik agaroz jelde DNA

Orneklerinin kontroliiniin ardindan metilasyon deneylerine kadar -20°C'de saklandi.

Tablo 3-1. Doku- DNA izolasyonu prosedtirt

Doku homojenizasyonu +10 mL Parcalama Tamponu
\ 4

3000 g’de 10' santrifiij

4
Pellet +10 mL Parcalama Tamponu

A 4
Tekrar 3000 g’de 10' santrifiij

\ 4

4,5 mL SE tampon + 0,5 mL %10 SDS + 3 pL Proteinaz K (100pg/ml)+ 1 pL Ribonikleaz A
(20pg/ml) ekleme
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L 4
4-18 saat 37°C de inklibasyon

\ 4

4,5 mL SE tampon + 10 mL Fenol/Kloroform karisimi (1:1)
A 4

3000 g'de 5' santrifij

¥

Ust faz + 10 mL Fenol/Kloroform (1:1)
¥
3000 g'de 5' santrifij
oo ‘
Ust faz + Isopropanol

DNA ipliklerinin ependorf
tiipe aktarilmasi ve Nanodrop 2000°
konsantrasyonlarinin 6l¢iimii

3.2.2.2. Serum Orneklerinden DNA Izolasyon Islemi

Cerrahi mudale 6ncesi hasta ve saglikli bireylerden hekimler tarafindan alinan 8-
10 mL'lik periferik kan serum ayirma tiipiine (kuru tiip) toplandi. Serumdan DNA
izolasyonu Tablo 3-2’deki protokole uygun olarak gergeklestirildi.

Tablo 3-2. Likit Biyopsi Orneklerinden DNA izolasyon protokolii

Serum + PBS (200 L)
: |

4 ul Proteinaz (100 pg/mL) + 2 pl Ribonikleaz A (20ug/ml) + 200 pl parcalama tamponu
(Buffer AL)
¥

15" vortekslenir 56°C’de 15'
L 4

Karisim + 200 pl ethanol eklenir
¥

15" vortekslenir + Karisim 2,0 ml’lik tiipe aktarihr
¥

6000 g’de (8000 rpm) 1' santrifiij / alt sivi dokiiliir
¥

500 pl yikama tamponu 1 (AW1) eklenir
\ 4

6000 g’de (8000 rpm) 1'santrifij
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¥

20000g’de (14000 rpm) 1' santrifij

¥
Filtreli tiip yeni kolana aktarilir

¥

20000g’de (14000 rpm) 3' santrifiij
¥

500 pl yikama tamponu 2 (AW2) eklenir

¥

100 pl elisyon buffer (AE) eklenip5'
¥

6000 g’de (8000 rpm) 1'santrifiij
¥

DNA ipliklerinin yeni eperdorf tiipe aktarilmasi ve DNA érnekleri -20°C’de saklanir

3.2.3. Total RNA Izolasyonu

Hasta ve saglikli kisilerden alinan doku orneklerinin total RNA izolasyonu
“Norgen Total RNA Purification Kit” (Norgen, Ontario, Kanada) ile yapildi. Doku
ornekleri ayr bir tiipe alinarak 600 pl Lizis tamponu igerisinde ¢oziildiikten sonra 600 pl
etanol eklendi. Vortex yapildiktan sonra sivinin tamami kolonlardan santrifiij sayesinde
gecirilmesi saglandi ve sivi kisim atildi. 400 pl yikama soliisyonu ile 3 kez yikama
yapildiktan sonra kolonlar santrifiij yapilarak kurutuldu. 40 pl eliisyon tamponu igerisinde
total RNA elde edildi. Elde edilen RNA’larin miktar ve safligi (A260/A230) Nanodrop
2000c (Thermofisher, ABD) ile spektrofotometrik olarak o6l¢ilip kalite kontroli

tamamlandi. Son olarak, CDNA ddniisiimiine kadar -80 °C'de saklandi.

Tablo 3-3. Total RNA izolasyonu protokoli

RNA Later s1vis1 ve 600 pl Lizis tamponu eklendi
¥
Karisim + Lizis tamponu bekletildi
¥
600 pl etanol eklendi
¥

Vorteks / santrifiij ile iistte biriken seffaf faz atildi
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¥

400 pl yikama soliisyonu eklendi ve 3 kez santrifiij

¥

Santrifuj ile kolonlar kurutuldu
¥

RNA’larm miktar ve safligi nanodropile 6lciildii

3.2.4. cDNA sentezi

Total RNA orneklerinden cDNA doniisiiminde “Bioline SensiFAST cDNA
SynthesisKit” kullanildi. Elde edilen cDNA 6rnekleri Nanodrop 2000c (Thermofisher,
ABD) ile spektrofotometrik olarak 6lctldikten sonra QRT-PCR deneylerine kadar -20°C'
de saklandi.

Tablo 3-4. cDNA Reaksiyon Kosullar:

Kullanilan Malzemeler Miktar

Toplam RNA (1 pg'ye kadar) n pl
5x TransAmp Buffer 4 pl
Reverse Transkriptaz 1pul
dH-20 20 pl’ye kadar

3.2.5. Bisiilfit Modifikasyon islemi

Hasta ve saglikli bireylere ait tiimor ve normal doku ile serumdan elde edilen
DNA o6rneklerine bisiilfit doniisiim islemi uygulandi (Sekil 3-1). Bisiilfit islemleri“Zymo
Methylation Gold Kit”(Zymo research, CA, ABD) kullanilarak gergeklestirildi. Bislstlfit
dontisiim protokolii Tablo 3-5’te gdsterilmistir. Bisiilfit doniistimii gerceklesen DNA
ornekleri -20°C’ de saklandi.
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Sekil 3-1. Sitozinin Urasil Bazina Déniisiimii (140)

Tablo 3-5. Bistifit Doniisiim Protokoli

20 pl DNA + 130 pl bisulfit doniisiim re-ajan
4
95°C,30 sn ve 50°C,1 sa,16 siklus inkube edildi
4
600 pl baglanma tampon eklenildi
4
100 pl yikama tamponu eklenildi + santrifuj
4
200 pl destilfonasyon tamponu + santrifij
4
200 pl yikama tamponu
\ 4
10 pl elisyon tamponu
4
-20°C 'de BC-DNA saklamldi

3.2.6. Metilasyon ve Ekspresyon Deneyleri I¢in Primer/Prob Kullanimi

Calismamizda  metilasyon  ve  ekspresyon  profilleri

incelenecek

olan GNG7 geninin primer ve prob tasarimlari Demokan ve ark. yapmis ¢alismasindan

elde edildi (15). Primer ve problar Tablo 3-6-Tablo 3-8’de gosterildi. Referans gen olan

ACTB icinprimer ve prob tasarimlari daha once yapilmis olan ¢alismadan alindi (141).
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Sekil 3-2. GNG7 Geninin Promoter Bolgesindeki CpG Adaciklarinin Dagiliminin
Methprimer Programi ile GOsterimi

Tablo 3-6. GNG7 ve ACTB Genlerine Ait Ekspresyon Primer Dizileri

B F: CGGAGTTGGTATGTAGGATTCG
% R: CCCCGACTACGAAAAACCGAA
Iﬂ_] F: GTCTTCCCCTCCATCGTG

2 R: AGGGTGAGGATGCCTCTCTT

Tablo 3-7. GNG7 ve ACTB Genleri Promoter Bélgesinde Metile Bolgeye Ozgi Primer
Dizileri

B F: TCGGAGTTGGTATGTAGGATTCG

% R: CGACTACGAAAAACCGAAACGA

E F: TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT
2 R: AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA
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Tablo 3-8. GNG7 ve ACTB Geni Metile Bolgeye Ozgui Prob Dizileri

F: FAM-5 TCGGTTTCGTTCGCGTTCGGAGTTTCG ‘3-TAMRA

GNG7

FAM-5° ACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA3-TAMRA

ACTB
T

3.2.7. GNG7 Geninin Relatif Metilasyon Seviyesinin QMSP ile Belirlenmesi

GNG?7 geninin promoter bélgesinde metilasyon durumunu Kantitatif Metilasyon
Spesifik PCR (QMSP) yontemi ile incelendi. Pozitif kontrol olarak saglikli insana ait
lenfosit DNA's1 (LN-DNA) Sssl metilaz enzimi ile muamele edilerek hazirlanan %100
metillenmis standart kullanildi. Bisiilfit modifikasyon isleminden sonra standart
konsantrasyonu 20 ng/uL olarak ayarlanip kantitatif bir sonu¢ elde etmek icin
standartin 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 olacak sekilde seri diliisyonlar1 hazirlandi. GNG7
geni i¢in metilasyon seviyelerinin aragtirtlmasi i¢in 5’ucunda 6-florosein amitid (FAM)
ile 3’ucunda FAM baskilayici (quencher) gorevi olan karboksitetrametilrodamin
(TAMRA) ile isaretlenmis TagMan hidroliz probu (TagMan) kullanildi. QMSP deneyleri
icin kullanilan reaksiyon karigim ile reaksiyon kosullar1 Tablo 3-9 ve Tablo 3-10°da

gosterildi.

Tablo 3-9. Metilasyon Deneyleri i¢in QMSP Reaksiyon Karisim

10X SensiFAST Probe No-ROX Kit Mix 5uL

100 uM Primer (F) 0,6 puL
100 uM Primer (R) 0,6 uL
100 uM prob 0,2 uL
dH20 (PCR grade) 1,1puL
BC-DNA 2,5 UL




33

Tablo 3-10. Metilasyon Deneyleri I¢in PCR Reaksiyon Kosullar

PCR Asamalari T (°C) Zaman
DENATURASYON 95°C 30s
95°C 15s
ANNEALING 64°C 1dk
72°C 15s
COOLING 40°C 30s

3.2.8. GNG7 Geninin Ekspresyon Seviyelerinin QRT-PCR Ydntemi ile Belirlenmesi

GNG?7 geninin ekspresyon seviyeleri SYBR Green ile kantitatif gercek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ile gerceklestirildi. PCR ic¢in uygun reaksiyon
karisimi hazirlandiktan sonra (Tablo 3-11), icerisinde GNG7 genine 0zgu primerleri
iceren 96 kuyucuk bulunan platelere, her bir kuyucukta 20 pl olacak sekilde dagitildi.
Reaksiyon karisimi dagitildiktan sonra kuyucuklara, uygun sicakliklarda reaksiyon
ayarlanip LightCycler 480 Real Time cihazinda baglatildi (Tablo 3-12).

Relatif ekspresyon duzeyleri foldchange ile incelendi. Formiil asagida

gosterilmistir.

AACt = (Ct hedef - Ct referans) 6rnek — (Ct hedef - Ct referans) kontrol

Tablo 3-11. Mix Reaksiyon Karisimi

Reaksiyon Karisim 1 kuyu igin hacim
L

10X SYBRMix 5n

100uM Primer Forward 1uL
100uM Primer Reverse 1uL
dH20 (PCR grade) 1,5uL

cDNA 1,5 uL




Tablo 3-12. QRT-PCR'in Reaksiyon Kosullar

PCR Asamalari T (°C) Zaman
DENATURASYON 95°C 30s
ANNEALING (40 siklus) 9°C 155
60°C 1dk
95°C 10s
MELTING CURVE 60°C 20s
95°C Cont.
SOGUMA 40°C 30s

3.2.9. Veri Analizi

Istatiksel anlamda analizlerin hesaplamalarinda, IBM SPSS Statistics 21 programi
kullanilarak ki-kare testleri uygulandi. p <0,05 olan degerler istatiksel olarak anlaml
olarak kabul edildi. Hasta ile saglikli bireylerin materyallerinin metilasyon seviyelerinin

karsilastirilmasinda "Wilcoxon Rank Testi" kullanildi.



4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Saghkh Gruba Ait Klinik Parametreler

Calismamizda, Tablo 4-1 ve Tablo 4-2’de OSCC tanisi almis 50 hastaya
aittlimor/eslenik doku ve serum 6rnekleri ile saglikli bireylerin normal doku ile serum
ornekleri kullanilmis olup OSCC grubunun yas ortalamasi1 60,02 (£ 11,02) ve saglikli
bireylerin yas ortalamasi 45,5 (£10,22) bulunmustur.OSCC grubunda erkek hasta birey
sayist 38 (%76); kadinlarin sayis1 12'ye (%24) gore fazla iken, saglikli bireylerin tiimii
erkek bireylerden olugmaktadir. OSCC hasta bireylerin sigara kullanim orant %64
(32/50), saglikli bireylerin oram1 %60°dir (6/10). Alkol tuketimi OSCC grubunun
%18’inde (9/50) goriiliirken saglikli grupta ise alkol kullanim1 %2 (1/50) rastlanmaistir.

OSCC hasta grubu TNM evrelerine ve anatomik tutulum bolgelerine gore
degerlendirildi ve %14’1 (7/50) evre 1, %14’ (7/50) evre II, %20’si (10/50) evre III,
%352’sinin (26/50) evre IV olugu tespit edildi.OSCC hastalarmin anatomik tutulum
bolgelerine gore incelendiginde dil %28 (14/50), agiz taban1 %18 (9/50), bukkal mukoza
%18 (9/50), inferior alveolar ark %12 (6/50), retromolar trigon %20 (10/50), sert damak
%4 (2/50) oraninda tutulum gozlemlendi. OSCC hastalarinin %48’inde (24/50) lenf nodu

tutulumu gozlemlenmisken; %52'sinde (26/50) goriilmemistir.

Tablo 4-1. Oral MalinTimoére Sahip Hastalarin Klinikopatolojik Verileri

Parametreler Hasta Sayisi Yiizde(%0)
<61 25 50
Yas
>61 25 50
L. Kadin 12 24
Cinsiyet
Erkek 38 76
SertDamak 2 4
Agi1zTabani 9 18
. . BukkalMukoza 9 18
AnatomikTutulumBélgesi .
Dil 14 28
Inferior Alveolar Ark 6 12
Retromolar Trigon 10 20
1 7 14
2 7 14
Evre
3 10 20
4 26 52
SCC 25 50

Histapotoloji
YEH 25 50




Yok 26 52
LenfNoduTutulumu
Var 24 48
. Kullanmiyor 18 36
Sigara
Kullaniyor 32 64
Kullanmiyor 31 62
Alkol
Kullaniyor 19 38
Az 4 8
Diferansiyasyon Derecesi  lyi 7 14
Orta 39 78
Yok 25 50
Niks
Var 25 50
Tablo 4-2. Saghkh Kontrol Grubuna Ait Parametreler
Parametreler SaghkhBireySayisi YUzde(%o)
<61 9 90
Yas
>61 1 10
. Erkek 10 100
Cinsiyet
Kadin 0 0
Sigara Kullanmiyor 4 40
Kullantyor 6 60
Kull 1 1
Alkol ullantyor 0
Kullanmiyor 9 90
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100.00%

80.00% 76,00%

Erkek
60.00%

H Kadin
40.00%

24.00%

20.00%
20.00%

0.00%

Toplam Malin Saghkh

Sekil 4-1. Kadin ve Erkek Bulunma Yiizdelerinin Malin & Saghkh Gruplara Gore Genel
Dagilim

Sekil 4-1°de verilen grafikte sigara alkol kullanim yiizdelerinin malin, saglikli
gruplara gore dagilim verilmistir. Hem saglikli hem malin grup ile birlikte toplam 60
kisinin %80 ile 48 kisi erkek olup %20'sini kadin olusturmaktadir. Malin gruba
bakildginda 50 hastanin %76's1 olan 32 kisi erkek hasta olup %24'linti 12 kadin hasta

olusturmaktadir. Buna ek olarak saglikli 10 hastanin 10'u erkek bireylerden olugmaktadir.

70,00%
M Sigara

60.00% ——
i Alkol

50.00% —

40.00% —

30,00% —

20,00% —

0,00%

Toplam Malin Saghkh

Sekil 4-2. Sigara ve Alkol Kullammm Yiizdelerinin Malin & Saghkli Gruplara Gore Genel
Dagilim

Sekil 4-2'de sigara ve alkol kullanim yiizdelerinin malin ve saglikli grublara gére
genel durumu gosteren grafik olusturulmustur. 50 OSCC hastast ve 10 saglikli bireyden
olusan toplam 60 kiside %63,30 oraninda sigara ve %16,60 oraninda alkol kullanim

mevcuttur. 50 kisiden olugan malin grupta, %64 oraninda sigara kullanilip alkol kullanma



yiizdesi %18 iken 10 kisiden olusan saglikli grupta bu oran sigara kullanan bireylerde

%60, alkol kullanim ytizdesi %2'dir.

Tablo 4-3. Malin Hastalarin TNM Simiflanmasi

Gorulen Evre n %
Evre 1 7 (14,00)
Evre 2 7 (14,00)
Evre 3 10 (20,00)
Evre 4 26 (52,00)

HMEvrel
M Evre 2
kM Evre3

HEvre 4

Sekil 4-3. Malin Hastalarin TNM Siniflamasina Bagh Goriilen Evre Oranlari

Sekil 4-3'te OSCC hastalarinin TNM siniflandirilmasina bagli olarak goriilen evre

ve oranlar1 verilmistir. 50 hastada en ¢ok goriillen evre, Evre IV olup mor renk ile

gdsterilmis goriilme yiizdesi %52 olarak belirlenmistir. ikinci olarak yiiksek goriilen Evre

III olup yesil renk ile renklendirilmis ve goriilme yiizdesi %20 olarak belirlenmistir. Evre

I ve Evre II, %14 ile esit olarak goriilme oranina sahip olup sirasiyla mavi ve kirmizi

renk ile sematize edilmistir.

4.2. GNG7 Geninin Promoter Boélgesinin Metilasyon Analizi

Hasta ve saglikli bireylere ait doku ve serum Orneklerinin metilasyon durumu

"Kantitatif Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi (QMSP)" ile
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incelenmistir.Kantitatif analiz yapilmasi i¢in, dnceden hazirlanmis tamami metillenmis
standart ve seri diliisyonlar kullanilmistir.Sonuglarin analizi, LightCycler 480
programindaki "Absolute Hesaplama/Fit Points" ile gergeklestirilmistir. GNG7 hedef ve
referans gen olan ACTB genlerine ait amplifikasyon egrileri Sekil 4-4 ve Sekil 4-5’te,
standart curve egrisi ise Sekil 4-6’da gosterilmektedir.

Amplification Curves

IACTB

1,DE1; %100 010 W

2 4 & & 10 12 14 18 18 20 22 24 26 28 30 32 34 3 3@ 40 42 44 45 43 D
Cycles

Fluorescence (465-510)

Sekil 4-4. %100 Metile Standart ve Diliisyonlarinin ACTB Genindeki Amplifikasyon

Egrileri
Amplification Curves
1 GNG7
s
5 1.0E14
w 4
: %100-"% %1"T60:1 040,
g
i =
S 1.0E0
= o
2 4 6 B 10 12 14 16 18 20 22 24 25 28 a0 32 34 35 I8 40 42 44 45 48 S
Cycles

Sekil 4-5. %100 Metile Standart ve Diliisyonlarnin GNG7 Genindeki Amplifikasyon
Egrileri
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Error: 0,00477
Efficiency: 1,321
Slope: -3527
Ylntercept: 35,13

Standard Curve

£k
£
2 25|
£ 4]
8 2|
a0

3
Log Concentration

=

Sekil 4-6. 26100 Metile Standart ve Diliisyonlarinda ACTB ve GNG7 Genlerindeki Standart
Egrileri

GNG7 geninde tiimor dokusunda metilasyon gozlenen 9 OSCC hastasi tespit

edilmis ve OSCC hastalarina ait tiimor Orneklerinde GNG7 geninin promoter

bolgesindeki metilasyon orani %18 (9/50) olarak belirlenmistir. Hastalarin eslenik normal

doku ve serum 6rneklerinde metilasyona rastlanmadi (Sekil 4-7).

100

80

60

20

ROLATIF METILASYON
(%)

-20

00000

@ Eslenik Normal Metilasyonu

0

GNG7

SLTsM.; ,‘-jLTES“
SLT810 7 .
e OSL.EH
sLT4 oo; jgzg

S8 sLT219

@ Tumor Metilasyonu

%18 (9/50)
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Sekil 4-7. OSCC Hastalarina Ait Tiimér ve Eslenik Normal Doku ile Serum Orneklerindeki
Metilasyon Degerleri
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Sekil 4-8. OSCC Hastalarinin Anatomik Tutulumuna Gore GNG7 Geninin Metilasyon
Duzeyleri

50 OSCC hastalar igerisinden gozlemlenen 9 hastanin 3'linde agiz tabani
bolgesinde (%33,33); 2 bukkal mukoza (%22,22) ve retromolar trigonda (%22,22); 1 dil

(%11,11) ve 1 sert damakta (%11,11) olmak Uzere metilasyon gézlemlenmistir.



42

GNG7
(T&N)

FOLD CHANGE
z-m

P<0,0141

g'l.-ﬂ-
Ll o
e
wwmw

& Sigara Kullammm & Tiimdr Metilasyonu %14 (7/50)

B Sigara Kullamimi & Normal Metilasyonu %0 (0/50)
= Sigara Kullamm Olmayan & Normal Metilasyonu %0 (0/50)

B Sigara Kullanimi Olmayan & Tumor Metilasyonu %4 (2/50)

Sekil 4-9. OSCC Hastalarina Ait Sigara Kullammina Bagh TUmor ve Eslenik Normal
Dokularindaki Metilasyon Durumlarimin Gosterimi (p=0,0141)

Sekil 4-9°da OSCC hastalarina ait sigara kullanimina bagli timor ve eslenik
normal dokularindaki metilasyonlarin g0sterilmistir. Sigara kullanan 32 OSCC
hastasinda tiimor dokusunun 7’sinde (%21,87) metilasyon goriiliirken normal eslenik
dokularinda metilasyon goriilmemistir. Sigara kullanim: olmayan 18 kiside 2’sinde
(%11,11) metilasyon godzlemlenirken ayni hastalarin normal eslenik dokularinda

metilasyon goriilmemistir.
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Sekil 4-10. Tiimor dokusu ile saghkh mukoza arasindaki GNG7 metilasyonunu ROC analizi

OSCC tiimor dokusu ile saglikli grup normal mukozasindaki GNG7 geninin
metilasyon seviyeleri ROC analizi ile incelendiginde, GNG7 geninin promoter
bolgesinde meydana gelen metilasyonun OSCC hastalarinin  dokularinda tani
konulmasinda ozgiillik ile ozgiilliigli ve duyarliligt yiiksek bir test olmadig
gorulmektedir. Tablodan anlasilacag tizere egri altinda kalan alan (AUC) 0,590’dur ve
1’e yakin oldugu goriilmektedir. Duyarhilik ve 6zgiilliikk degerlerinin en yiiksek oldugu
deger olan 22,15 esik degeri (cut-off point) belirlenebilir. Grafik 1 ve tablo X’den
anlasilacagi tizere egri altinda kalan alan 0,590°dir. GNG7 geninin promoter bdlgesinde
metilasyon gozlenmesi OSCC hasta grubu i¢in Area degeri 1’e yakin olmadigi i¢in tani
konulmasinda duyarlilign ve ozgiilliigii yiksek bir test degildir. Kesim degerinin
hesaplanmasinda duyarlilik ve o6zgiilliikk degerlerinin en yliksek oldugu deger segilir.

Tablo 13’e gore 95,5 degeri kesim noktasi olarak belirlenebilir.

4.3. GNG7 Geninin Ekspresyon Analiz Sonuclar:
Klinige oral skuamdz hiicre kanser tanisi ile gelen 50 hastaya ait tiimor, eslenik-
normal doku ve serum Ornekleri ile gegmisinde kanser hikayesi olmayan 10 saglikli

bireylere ait normal mukoza ve serum Ornekleri ¢alismaya dahil edilmistir. Hasta



44

orneklerinden izole edilen RNA 6rneklerinden cDNA izole edilip GNG7 geninin
ekspresyon seviyeleri,SYBR Green Master karisimi kullanilarak"Kantitatif Gergek
Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)" teknigi kullanilarak incelendi. GNG7
ve referans ACTB genlerinin Ct sonuglar1 "Basic Relative Quantification" programi ile
hesaplanip timér dokusunun normal dokuya gére kat degisimleri (fold change) 244Ct
formiili ile hesaplandi. Fold change degerlerine gore 2’nin iizerinde olan degerler

ekspresyon artigi, 2 nin altindaki degerler ise ekspresyonda azalma olarak ele alind1 (Sekil
4-8).
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Sekil 4-11. Tiimér ve Eslenik Normal Doku Orneklerinde GNG7 Geninin Ekspresyon
Seviyelerinin Amplifikasyon Ornekleri

Tablo 4-4. OSCC Hastalarimn Anatomik Tutulum Bolgelerine Gore Ekspresyon Durumu

Topblam T/N T/N T/N T/N
AnatomikTutul P EkspresyonAzahs EkspresyonA  EkspresyonArtisiG  EkspresyonArtisiG
o Hasta o N " ” "
umBOlgesi 1Gozlemlenen zahsiGozleml  ©6zlemlenen Hasta  6zlemlenmeYuizdes
Sayis1 0 . .
Hasta Sayisi enmeY tizdesi Sayisi i
Bukkal Mukoza 9 6 %66,66 1 %11,11
SertDamak 2 1 %50 1 %50
Retromolar 10 3 %30 5 %50
Trigon
Dil 14 4 %28,57 6 %42,85
AgizTabani 9 6 %66,66 2 %22,22
inferior
6 3 %50 1 %16,66
Alveolar Ark ’ ’
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GNG?7

100

p<0.0001

-50 T

Hasta Sayisi

E Ekspresyonda %632 Artis (16/50) B Ekspresyonda Azahs %048 (24/50)
B Degisme olmsyan %220 (10/50)

Sekil 4-12. GNG7 Geninin OSCC Hastalaria Ait Tiimor ve Eslenik Normal Dokularimin
Ekspresyon Seviyelerinin ACt Degerleri (Kirmizi: Malin hasta grubunda ekspresyon
seviyeside artma, Yesil: Malin hasta grubunda ekspresyon seviyeside azalma, Gri:
Malin hasta grubunda) (p<0.0001)

Sekil 4-9’da GNG7 geninin ekspresyon artis, azalis ve degisim gézlemlenmeyen
OSCC hastalarina ait sonuglar sematize edilmistir. Timoér dokusunun eslenik normal
dokuya oranla hastalarin %48’inde (24/50) ekspresyon seviyesinde azalma, %32’sinde
(16/50) ekspresyon seviyelerinde artma tespit edildi. Hastalarin %20’sinde (10/50)

ekspresyon seviyelerinde anlamli bir degisiklik gézlenmedi.

Timor dokusunda metilasyon gozlenen 9 hastanin 7’sinde tiimor dokusunda
eslenik normal dokuya gore metilasyona bagli ekspresyon seviyesinde azalma tespit
edildi.



46

0SCC & SAGLIKLI SERUM

= 0SCC SERUM

I SAGLIKLI SERUM

P ROWRSOION 100 0

Sekil 4-13. OSCC Hastalarinin ve Saghkl Bireylerin Serum Orneklerindeki Ekspresyon
ACt Degerleri
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GNG? Geninin ACt Degerleri

Sekil 4-14. OSCC Hastalarmmm Tiimor, Eslenik Normal Doku, Serum Orneklerinin
Ekspresyon Seviyelerinin ACt Degerleri (P: OSCC Hasta Kodlamasi, Mor: Serum
orneklerinin ACt degerleri, Kirmizi: Eslenik normal doku 6rneklerinin ACt degerleri,
Yesil: Tamor doku 6rneklerinin ACt degerleri)
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Sekil 4-15. Saghkh Bireylere Ait Normal Mukoza, Serum Orneklerinin Ekspresyon
Seviyelerinin ACt Degerleri (S: Saglikli, Mavi: Saglikli serum Orneklerinin ACt
degerleri, Sar1:Saglikli mukoza érneklerinin ACt degerleri)

Hastalarin tiimor dokularina ait Ct degerlerinin ortalamalari ile saglikli bireylerin

normal mukozalarina ait Ct degerlerinin ortalamalar1 kiyaslanarak foldchange degeri

hesaplandi. Hastalarda saglikli bireylere gore GNG7 geninin ekspresyon seviyesinde 29

kat azalma tespit edildi. Sadece metilasyon gozlenen 9 hastanin tiimér dokularinin Ct

degerleri ile saglikli bireylerin normal mukozalarinin Ct degerlerinin ortalamalari

karsilastirilip foldchange degeri hesaplandi ve metilasyon gozlenen hastalarda 35 kat

ekspresyon seviyesinde azalma oldugu gozlendi.
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Sekil 4-16. OSCC hastalarinin GNG7 Geninin Ekspresyonda Artis ve Azalisa Bagh Olarak
Sigara Kullanimimin Gésterilmesi (p=0,0001)

Sekil 4-15te ele alindiginda,OSCC hastalarma ait GNG7 geninin sigara
kullanimima bagli olarak ekspresyon artis ve azalis yiizdeleri verilip incelenmistir
(p=0,0001). Sigara kullanan 32 hastanin 12’sinde ekspresyonda artis (%37,5), 14’iinde
(%43,75) ekspresyon azalisi goézlemlenmis ve 6 hastada herhangi bir bulgu
gozlenmemistir. 18 sigara kullanmayan hastalarin 4’tinde (%22,22) ekspresyonda artis,
10’unda (%55,55) ekspreyonda azalis gozlemlenmis ve 4'linde herhangi bir bulgu
gozlenmemistir. Sigara kullanimina bagli anatomik tutulum bdlgesine gore
incelendiginde 12 ekspresyon artis1 gozlemlenen hastalardan 4"t (%33,33) agiz tabani;
2'si (%16,66) retromolar trigon; 5 (%41,66) dil ve 1'i (%8,33) bukkal mukozada
goriilmektedir. 14 kiside sigaraya bagli ekspresyonda azalma analiz edildiginde 2'si
(%14,28); 5'1 (%35,71) retromolar trigon; 4'ii (%28,57) agiz tabani; 2'si (%14,28) bukkal

mukoza ve 1'1 (%7,14) sert damakta goriilmektedir. 10 kiside sigara kullanilmamasina
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bagli ekspresyon azalisi ise 4"l (%40) bukkal mukoza; 3'U (%30) inferior ark.; 2'si (%20)
dil ve 1'i (%10) agiz tabaninda ; sigara kulanilmamasina bagli ekspresyonda artis
gbzlemlenen 4 kisinin 1'1 (%25) dil; 1'1 (%25) sert damak; 1'1 (%25) inferior ark.; 1'i

(%25) retromolar trigon anatomik bélgelerinde gorilmektedir.
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o Alkol Kullanmayan ve Ekspresyonda %040 Azahs Gizlemlenen (20/50)
&€ Alkol Kullanmayan ve Ekspresyonda %622 Artis Gézlemlenen (11/50)
. Alkol Kullanan ve Ekspresyonda %10 Artis Gézlemlenen (5/50)

W Alkol Kullanan ve Ekspresyonda %8 Azalis Gozlemlenen (4/50)

Sekil 4-17. OSCC hastalarinin GNG7 Geninin Alkol Kullanimina Bagh Ekspresyonda Artis
ve Azahsinin Gosterilmesi
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OSCC hastalarinin alkol kullanimina bagli olarak GNG7 geninin ekspresyon
seviyelerinde artma veya azalma Sekil 4-16'da gosterilmistir. Alkol kullanmayan 31
OSCC hastasinin 11'inde ekspresyon artis (%35,48) gozlemlenirken, 20 kiside azalis
(%64,51) gorilmektedir. Alkol kullanan 19 hastanin 5'inde ekspresyonda artis (%26,31)
ve 4 kiside ekspresyonda azalis (%21,05) gozlemlenmistir. Alkol kullanan 19 hastanin
ekspresyon artis1 gozlemlenen 5 hastada anatomik tutulum bélgelerine gore; 2 (%40) agiz
taban1 2 (%40) retromolar trigon ve 1 (%20) bukkal mukoza olarak gdzlemlenirken;
ekspresyon azalisi gézlemlenen 4 hastada;1 (%25) dil, 2(%50) agiz tabani, 1 (%25)
retromolar trigon olarak gozlemlenmistir. Alkol kullanmayan 31 hastanin ekspresyonu
artig1 gozlemlenen 11 hastada anatomik tutulum bolgelerine gore incelendiginde ise; 6 (%
54,54) dil, 2 (%18,18) agiz tabani, 1 (%9,09) retromolar trigon, 1 (%9,09) nferior ark ve
1 (%9,09) sert damak olarak belirtilmistir.
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Sekil 4-18. OSCC Hastalarimin Anatomik Tutulumuna Gore GNG7 Geninin Ekspresyon
Duzeyleri

TUumor dokusunun eslenik normal dokuya oranla 16'sinda ekspresyon seviyesinde
artts gozlemlenen hastalarin 4'0 (%25) agiz tabani; 1'i (%6,25) bukkal mukoza; 6's1
(%37,5) dil; 1'i (%6,25) sert damak; 3'U (%18,75) retromolar trigon ve 1'i (%6,25) inferior
alveolar arkta gozlemlenmistir. Ekspresyon seviyesinde azalma gozlemlenen 24 OSCC
hastalarindan agiz tabaninda 6 (%20,83); bukkal mukozada 6 (%25); dilde 4 (%16,66);
sert damakta 1(%4,16); inferior alveolar arkta 3(%12,5) hastada ve retromolar trigonda 5

(%20,83) kiside gozlemlenmistir.

Tumor dokusunda eslenik normal ya da saglikli mukozaya oranla ekspresyon
azalist veya artist ile hastalara ait klinikopatolojik bilgilerin istatiksel olarak
karsilagtirlmast IBM SPSS Statistics 20 programi yardimiyla gergeklestirildi.
Ekspresyon durumu ile hastalarin klinikopatolojik verileri karsilagtirildiginda lenf nodu

tutulumu, anatomik tutulum bolgeleri ve metastaz ile anlamlilik bulunamadi (p>0,05).
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Ekspresyon seviyesinde artis ile nliks arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmaktadir
(p=0,05).0SCC hastalarinin sigara kullanimina bagli olarak GNG7 geninin ekspresyon
seviyelerinde artma ve azalma arasinda ileri derecede istatistiksel anlamlilik tespit
edilmistir (p=0,0001).%95 giiven araliginda yapilan ANOVA (F-testi) testine gore
diferansiyasyon derecesi ve TNM evresi (I-1I-111-1V) ile GNG7 geninin ekspresyon
seviyesinde artma/azalma ve promoter metilasyon durumlari incelendiginde istatistiksel
anlamlilik tespit edilmedi (p>0,05). Wilcoxon Rank testi ile yapilan analizde metilasyon
gozlenen hastalarda, ekspresyon seviyesinde artma ve ekspresyon seviyesinde azalma
gbzlenen gruplar arasindaki kat degisim oranlar istatistiksel olarak anlamli bulundu

(p<0,001).
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5. TARTISMA

Oral kavite kanserleri, diinyada en sik goriilen sekizinci kanser olup yilda
300.000'den fazla vaka goriilmektedir. Oral kavite kanserleri arasinda biiyiik
cogunlugunu OSCC olusturmaktadir (142, 143). Oral skuam6z hicreli karsinom kot
prognoz ile karakterize olup metastaz yapabilme kapasitesine sahiptir (144).

Yas, alkol tiikketimi, diyet, iyonize radyasyon ve 6strojene maruziyet (145), titin
ile alkol kullanimi, kotii agiz hijyeni (POH), kuruyemis tiiketimi ve mukozal travma
OSCC'nin gorilmesi nedenlerindendir (84). Genellikle, dil, agiz tabani, bukkal mukoza,
sert damakta goOzlemlenip (146) cografi bolgelere gore de insidansta degisiklik
g6zlemlenmektedir (147). Tedavi planinin yapilmasi ile kiginin durumu, hayat kalitesi,
g0z o6nunde bulundurulmasi gerekmetedir. OSCC tedavi segeneklerinde ise daha sik
kullanilan yontem cerrahi rezeksiyon ve sonrasinda brakiterapi uygulamasidir (128).
flerlemis tiimér vakalari igin ise adjuvan radyoterapi, kemoterapi gerektigi durumlarda
ise her ikisi birden uygulanmaktadir. Hastaligin teshisine bagli degerlendirilme
yapildiginda bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans goriintiileme (MRI),
ultrasonografi ve pozitron emisyon tomografisi (PET)-CT'den yararlanilmaktadir(11).

Epigenetik mekanizmalarin kesfi ile insanlarda goriilen bir¢ok kanserin
patogenezinde genetik ile birlikte epigenetigin rol aldigi ortaya g¢ikmugtir. Timor
dokularindan ayrilan DNA'lar kana karigsarak, tiimorogenez olusumunun erken
doneminde, bazen premalin lezyonlarda da birtakim epigenetik degisikliklerin
belirlenmesinde yardimci olmaktadir. Oral mukozada, bazi epigenetik degisikliklerin
goriilmesi ile birlikte "molekiiler parmak i1zi" olarak adlandirilan ve dokularin maliniteye
dontligiimiinii teshis etmesinde yardimci olmaktadir. Bu amagla insan kanserlerinde
belirte¢ olarak arastirilma yapilmakta ve boylece bu yeni yaklagimlarin bag ve boyunda
agiz ici epitel kanserlerinde morbidite ve mortalitiye olumlu katk: saglayabilir, erken

teshis edilerek ge¢ kalinmay1 engellemeye yardimci olabilmektedir (148).

Prof. Dr. Semra Demokan ve arkadaslarinin yapmis oldugu 2013 yilina ait bir
caligma sonucunda (15) 126 aday gen arasindan sadece 7 gende (MAP3K3, MAP2K3,
GNG7, GALNT10, PPFIBP2, TUSC2 ve TXNIP) tiimoér dokularinda metilasyon
g6zlemlenip normal mukozada bisulfit ile muamele sonucunda metilasyon goriillmedigi
tespit edilmistir. QMSP teknigi kullanilarak elde edilen sonuglara gore; GNG7 geni igin,

33 HNSCC hastalarinda 20 metile timor dokusu icinden 8 oral kavite bolgesinde olmak
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tizere, oldukca yiiksek metilasyon varligi, normal mukozada ise metilasyonun

goriilmedigi anlagilmistir.

GNG7 genil9. kromozom lizerinde bulunan ve igerdigi B ve y zincirler {izerinde
GTPaz aktivitesine sahip olan bir gendir. Ayrica, G proteini ailesinin iiyelerinden olup
hiicre transmembran sinyalizasyonunda gorev almaktadir. Giincel literatiirlerde, GNG7
geninin oral skuamdz hiicreli karsinomlarinda metilasyona bagli ekspresyon seviyelerini

inceleyen herhangi bir ¢alisma bulunmamustir.

Literatirde GNG7 mRNA ekspresyon seviyelerinin; akciger (149), Kkaraciger
(150, 151), bobrek (139), 6zofagus (131), pankreas (152) ve bas-boyun kanserlerinin
arastirildig1 az sayida c¢alisma mevcuttur. Skuamoz hiicre karsinomlu bolgeleri alinan
larenks ve agiz tabani kanseri olan bireylerden 68/188 vakada (%36) GNG7 ekspresyon
kayb1 gdzlemlenmistir (14). Ozofagus kanserli hastalalarla ile yapilan ¢aligmada, 55
hastanin 27'sinde GNG7 ekspresyonunda azalma gézlemlenmis olup tiimdr dokusunun
normal &zofagus dokusuna kiyasla daha fazla baskilandigi bildirilmistir (131).
Intrahepatik kolanjiyokarsinomlu (IHCC) hastalar ile yapilan calismada, GNG7 geni
MRNA ekspresyonu THCC'li 18 hastanin 17'sinde (%94) tumor dokusunda normal
dokuya oranla daha diisiik oldugu gozlemlenmis ve ekstrahepatik kolanjiokarsinomlu
(EHCC) 21 hastada iseGNG7 mRNA ekspresyonu EHCC dokularda peri-kanserli safra
kanali dokusuna ve normal safra kanali dokularina kiyaslanmasi sonucu onemli 6l¢iide
daha disik bulunmustur (150). Berrak hucreli bobrek hicreli karsinomlu (ccRCC)
hastalar ile GNG7 geninin biyolojik islevini degerlendirmek amaciyla yapilan ¢alismada,
GNG7'nin ccRCC dokularinda asagi regiile edildigini ve ccRCC hastalarinda survi ile ters
iligki oldugu ve klinik patolojik degerler ile kiyaslanmasi beklenildiginde ise GNG7'nin
diisiik ekspresyonunun tiimor derecesi ile pozitif korelasyon gosterdigi saptanmistir
(139). Pankreas kanserli hastalarda yapilan bir ¢alismada, GNG7 geninin Northern blot
analizi ile 9'u kanal (duct) hiicre karsinomu, 2'si kistadenokarsinom ve blastom iceren
toplam 12 pankreas kanserlerinde ekspresyon azalist belirlenmistir (152). Bunun aksine,
akciger kanserli hastalar ile FOXP1 ve kemokin sinyal yolaklarindaki genler (CCR1,
ADCY5, GNG7, VAV3 ve PLCB1) ile ilgili bir ¢alismada FOXP1'in bastirilmasinin,
akciger kanseri hiicrelerinde GNG7 geninde ekspresyonun artigini tetikledigi bunun
sonucunda GNG7 geninin akciger kanseri dokulari i¢in onkojenik bir etki yarattigi

diistintilmustiir (149).
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Literattrde; Prof. Dr. Semra Demokan ve ark. yaptig1 ¢alisma haricinde, GNG7
geninin promoter bdlgesindeki metilasyon durumunu arastiran ¢ok az ¢aligma vardir. Bu
calismalardan biri olan ve ccRCC'li hastalar ile yapilan bir ¢calismada GNG7 geninin
promotdr bolgesinde timorli dokularda metilasyon gozlemlenip normal dokularda
metillenmedigi ve GNG7 metilasyonunun ccRCC'nin progresyonunu etkiledigi GNG7
geninin inaktivasyonu sonucu varilmistir (139). Bir diger ¢alismada; 6zofagus kanserli
hastalarda GNG7 promoter hipermetilasyonunun, erken tiimérlerde oldugu gibi geg evre
tiimorlerinde goriildiigii, kanserli olmayan 6zofagus dokusunda orta derecede metillenme

gorililmistiir.

GNG7 promoter hipermetilasyonu, GNG7 ekspresyonunun baskilanmasina neden
olduguna varildig1 bir diger ¢alismada, GNG7 gen ekspresyonunun larenks kanseri hiicre
hatlarinda ve 15 6rnekte GNG7 downregulasyonunda hipermetilasyon ile 6nemli 6lclde
iliskili oldugu goriilmiistir. BoOylece hipermetilasyonun GNG7 ekspresyonunun

baskilanmasinda rolli oldugu anlagilmistir (14).

Yapilan ¢alismamizda, OSCC teshisi konulmus 50 hastanin tiimér, eslenik normal
doku ve serum Ornekleri ile 10 saglikli bireylerin normal mukoza ve serum Ornekleri
almmigtir. Elde edilen orneklerin uygun prosediirler ile DNA/RNA izolasyonu
gerceklestikten sonra metilasyon deneylerinde kullanilmak tizere BC-DNA; ekspresyon
deneylerinde kullanilmak tizere cDNA dontisiimleri yapilmis olup ekspresyon i¢in QRT-
PCR; metilasyon analizleri i¢cin ise QMSP yontemi kullanildi. Elde edilen sonuclar

istatistiksel olarak klinik parametrelerle karsilagtirilmistir.

GNG7 geninde timor dokusunda metilasyon goézlenen 9 OSCC hastasi
gozlemlendi. OSCC hastalarina ait timor orneklerinde GNG7 geninin promoter
bolgesindeki, metilasyon oran1 %18 (9/50) olarak tespit edilmistir. Hastalarin eslenik
normal doku ve serum Orneklerinde metilasyona rastlanilmamigtir. 50 OSCC hasta
orneklerinin yaninda kontrol amagl kullanilan 10 saglikli bireylerin doku ve serum
orneklerinde metilasyon gozlemlenmemistir. 50 OSCC hastalar igerisinden gézlemlenen
9 hastanin 3'linde (%33,33) agiz tabani bolgesinde; 2 (%22,22) bukkal mukoza ve
retromolar trigonda; 1 (%11,11) dil ve 1 (%11,11) sert damakta olmak Gizere metilasyon
gozlemlenmistir. Ayrica OSCC hastalarina ait sigara kullanimina bagl tiimor ve eslenik
normal dokularindaki metilasyon degerlerinde istatistiksel anlamlilik gézlemlenmistir

(p=0,0141). Ek olarak, timor dokusunda metilasyon gozlenen 9 hastanin 7'sinde
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(%77,77) tiimor dokusunda eslenik normal dokuya gore metilasyona bagli ekspresyon
seviyesinde azalma tespit edildi. 7 hastanin anatomik tutulum bdlgelerine gore analiz
edildiginde; 2'si retromolar trigon, 1'1 dil, 2'si bukkal mukoza, 2'si agiz tabaninda
metilasyona bagli ekspresyonda azalis gdzlemlenmektedir. Sigara kullanimi ve bulunulan
evre beraber incelendiginde; dil bolgesinde goriilen 1 hastanin Evre II'de oldugu ve sigara
kullandig1, retromolar trigonda goriilen 2 hastanin 2'si sigara kullanmakta ve biri Evre I1I
digeri Evre IV'te oldugu, bukkal mukozada goriilen 2 hastanin sadece 1'i sigara
kullanmakta ve sigara kullanan hastanin Evre II, sigara kullanmayan hasta ise Evre III'te
oldugu, agiz tabaninda goriilen 2 hastanin 2'si sigara kullanmakta ve ikisi de Evre [V'te
bulundugu buna bagl olarak evre degerlendirmesinin sigara ile iligkisinin olmadigi
sadece sigara kullanimimin metilasyona bagli ekspresyonda azalista bir etken oldugu
sOylenebilir. Metilasyonu goriilen 9 hastanin anatomik tutulum bélgelerine gore sigara
kullanim1 incelendiginde; dil bolgesinde metilasyonu goriilen 1 hasta (%100), retromolar
trigonda metilasyonu goriilen 2 hastanin 2'si (%100), bukkal mukozada metilasyonu
goriilen 2 hastanin sadece 1'1 (%50), agiz tabaninda metilasyonu goriilen 3 hastanin
3'tinde sigara kullanim1 var iken (%100) sert damakta metilasyonu goriilen 1 hasta sigara
kullanmamaktadir. Buna bagli olarak sigara kullaniminin metilasyon goriilmesininde etki
ettigi varsayilabilmektedir. Ek olarak metilasyonu goriilen 9 hastanin 2'si Evre II, 3'ii Evre
II, 4% Evre IV olarak belirlenmistir. Bu sonuca gore evre artis1 gozlemlendikge
metilasyon gorilme orani gittikge artmakta oldugu varsayiminda bulunulabilir. Alkol
kullanimina bagli olarak metilasyon seviyeleri incelendiginde metilasyon goriilen 9
hastanin higbiri alkol kullanmamaktadir. Sadece metilasyon gozlenen 9 hastanin timor
dokulardaki GNG7 geninin ekspresyon seviyelerinin saglikli mukozaya gore 35 kat

azaldigi oldugu gozlendi.

Calismamizda, timoér dokusunun eslenik normal dokuya oranla hastalarin
%48’inde (24/50) ekspresyon seviyesinde azalma, %32’sinde (16/50) ekspresyon
seviyelerinde artma tespit edildi. Hastalarin %20’sinde (10/50) ekspresyon seviyelerinde
anlaml bir degisiklik gozlenmedi. Ayrica, metilasyonu gozlemlenmeyen 41 OSCC
hastanin 14’linde (%34) ekspresyonda artis; 17’sinde (%41) ekspresyonda artig
gozlemlenmistir. OSCC hastalarinin sigara kullanimma bagli olarak GNG7 geninin
ekspresyon seviyelerinde artma ve azalma arasinda ileri derecede istatistiksel anlamlilik
tespit edilmistir (p=0,0001). Toplam 50 OSCC hastalar1 arasindan sigara kullanan 32
hastanin 12’sinde ekspresyonda artis (%37,5), 14’linde (%43,75) ekspresyon azalisi
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gozlemlenmis ve 6 hastada herhangi bir bulgu gézlenmemistir. 18 sigara kullanmayan
hastalarin 4’tinde (%22,22) ekspresyonda artis, 10’unda (%55,55) ekspreyonda azalig
g6zlemlenmis ve 4'inde herhangi bir bulgu gézlenmemistir. Timor dokusunun eslenik
normal dokuya oranla 16'sinda ekspresyon seviyesinde artis gozlemlenen hastalarin 4'u
(%25) ag1z tabani; 1'1 (%6,25) bukkal mukoza; 6's1 (%37,5) dil; 1'i (%6,25) sert damak;
3'0 (%]18,75) retromolar trigon ve 1'i (%6,25) inferior alveolar arkta gézlemlenmistir.
Ekspresyon seviyesinde azalma gozlemlenen 24 OSCC hastalarindan agiz tabaninda 6
(%20,83); bukkal mukozada 6 (%25); dilde 4 (%16,66); sert damakta 1(%4,16); inferior
alveolar arkta 3(%12,5) hastada ve retromolar trigonda 5 (%20,83) kiside

gbzlemlenmistir.

Sigara kullanimimna bagli anatomik tutulum boélgesine gore incelendiginde 12
ekspresyon artist gozlemlenen hastalardan 47 (%33,33) agiz tabani; 2'si (%16,66)
retromolar trigon; 5'i (%41,66) dil ve 1'i (%8,33) bukkal mukozada gorilmektedir. 14
kiside sigaraya bagli ekspresyonda azalma analiz edildiginde 2'si (%14,28); 5'i (%35,71)
retromolar trigon; 4'0 (%28,57) agiz tabani; 2'si (%14,28) bukkal mukoza ve 1'i (%7,14)
sert damakta gortlmektedir. 10 kiside sigara kullanilmamasina bagli ekspresyon azalisi
ise 4'li (%40) bukkal mukoza; 3'i (%30) inferior ark.; 2'si (%20) dil ve 1'i (%10) agiz
tabaninda ; sigara kulanilmamasina bagh ekspresyonda artis gézlemlenen 4 kisinin 1'1
(%25) dil; 1'i (%25) sert damak; 1'i (%25) inferior ark.; 1'i (%25) retromolar trigon

anatomik bolgelerinde goérilmektedir.

Alkol kullanmayan 31 OSCC hastasinin 11'inde ekspresyon artis (%35,48)
gozlemlenirken, 20 kiside azalis (%64,51); alkol kullanan 19 hastanin 5'inde
ekspresyonda artis (9%26,31) ve 4 kiside ekspresyonda azalis (%21,05) gézlemlenmistir.
Alkol kullanan 19 hastanin ekspresyon artigi gézlemlenen 5 hastada anatomik tutulum
bolgelerine gore; 2 (%40) agiz taban1 2 (%40) retromolar trigon ve 1 (%20) bukkal
mukoza olarak gozlemlenirken; ekspresyon azalis1 gbzlemlenen 4 hastada; 1 (%25) dil,
2(%50) agiz tabani, 1 (%25) retromolar trigon olarak gozlemlenmistir. Alkol
kullanmayan 31 hastanin ekspresyonu artig1 gozlemlenen 11 hastada anatomik tutulum
bolgelerine gore incelendiginde ise; 6 (% 54,54) dil, 2 (%18,18) agiz tabani, 1 (%9,09)
retromolar trigon, 1 (%9,09) nferior ark ve 1 (%9,09) sert damak olarak belirtilmistir.

Niiks goriilmesine bagli ekspresyonda artis oraninda istatistiksel anlamlilik

gorulmektedir (p=0,05). 10 saglikli bireylerin serum 0rneklerinin ACt degerlerinin
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ortalamasi 0,1575 ve 50 OSCC hastasi bireylerin serum orneklerinin ACt degerlerinin
ortalamasi 6,3362'dir. Hastalarin tiimoér dokularina ait Ct degerlerinin ortalamalar: ile
saglikli bireylerin normal mukozalarina ait Ct degerlerinin ortalamalar1 kiyaslanarak
foldchange degeri hesaplandi. Hastalarda saglikli bireylere gore GNG7 geninin
ekspresyon seviyesinde 29 kat azalma tespit edildi.

GNG?7 geni ile Amerikan popiilasyonunda yapilan Prof. Dr. Semra Demokan ve
arkadaslarininénceki c¢alismasinda metilasyon yilizdesi ile bizim c¢alismamizdaki
metilasyon ylizdeleri farkli bulunmustur. Toplam hasta populasyonun i¢inde bulunan 8
OSCC hastasmin 7°sinde GNG7 geninde metilasyon gozlendigi, bizim ¢alismamizda ise
50 OSCC hastasi arasindan sadece 9'unda metilasyon gézlemlenmistir. Bunun temel
nedenlerinden biri iki farkli cografi bolgede iki farkli insan popiilasyondan
kaynaklanmasidir. Epigenetik, gen-gevre etkilesiminin en 6nemli érneklerinden biridir.
Bu nedenle iki farkli popiilasyon olan Amerikan-Tiirk popiilasyonlarindaki GNG7
geninde farkli metile 6zellikler gostermesi dogaldir. Ayrica popiilasyon farkliliklart
haricinde hastalarin alkol, sigara, Cannabis sativa gibi tiriinlerin kullanimi, POH, iyonize
radyasyona maruziyet, uyguladig1 diyet ve Ostrojen maruziyeti kisiden kisiye farklilik
gosterebileceginden Otiirli metilasyon goriilme oranlarinda degisime neden olmus
olabilir. Buna ek olarak, genellikle promoter bdlgelerinde yer alan "C" ve "G" bazlarin
icerigi bakimimndan CpG adaciklarinin fazla ve metillenmemis olmasi sebebiyle
metilasyona uygundur. CpG adaciklarinin baz uzunlugunun her popiilasyonda veya her
bir bireyde farklilik tasiyabirligi olabilmesinden &tiirli metillenme oraninda da birtakim
degisikler mevcut olabilir. Onceki ¢alismada kullanilan GNG7 genine ait primer-prob ile

bizim tez ¢alismamizda kullandigimiz primer-prob farklidir.

GNG7 geninin Turk populasyonunda OSCC karsinogenez ile iliskili roliinii
kavramak amaciyla daha genis hasta gruplarinda ileri validasyon yapilmasi gerektigi
boylece GNG7 geninin potansiyel bir biyomarker potansiyeli olup olamayacagi

anlasilabilir.
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