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OZET

Oral Skuamdz Hucreli Karsinomda Thioredoxin Interacting Protein (TXNIP) Geninin
Ekspresyon ve Metilasyon Diizeylerinin Incelenmesi

Amag: Prof. Dr. Semra Demokan ve arkadaslarmin TUBITAK-114S497 nolu projesinin array
sonuclarina gore metilasyona bagli ekspresyon seviyesinde azalma gozlenen, bir timor
stpresor gen olan TXNIP 'nin metilasyon ve ekspresyon seviyeleri daha genis oral skuamoz
hiicreli karsinom (OSCC) hasta grubunda incelendi. Calismamizda invaziv/non-invaziv yéntem
gelistirilerek oral kavite skuamdz hiicreli karsinomunda tani/erken teshiste TXNIP’nin

biyobelirte¢ olarak kullanilabilirliginin belirlenmesi hedeflendi.

Gereg ve Yontem: Calismamizda Istanbul Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Klinigi'nde
OSCC tanisi almig ve ameliyat edilmis 50 hastanin timor, eslenik normal doku ve serumunda,
10 adet saglikli bireyin normal mukoza ve serumunda DNA izolasyonu yapilarak TXNIP geni
metilasyon ve ekspresyon oranlari incelenip, metilasyona bagl ekspresyon kaybi incelendi.
Metilasyonu gostermek icin Kantitatif metilasyon spesifik polimeraz zincir reaksiyoonu
(QMSP) yontemi kullanilmis olup ekspresyon diizeyinin belirlenmesinde Kkantitatif gercek

zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemi uygulandi.

Bulgular: Yapilan deneyler sonucunda 30 hastaya (%60) ait timor dokusunda eslenik normal
dokularia kiyasla TXNIP ekspresyon oranlarinda azalma gézlendi. Genin promoter bolgesinde
ise 9 hastaya (%18) ait tiimdr dokusunda metilasyon saptanirken eslenik normal dokuda sadece
bir hastada bulundu. Metilasyon saptanan 9 hastanin 6’sinda (%67) ekspresyon oraninda diisme
gozlendi. Metilasyona bagli ekspresyonda azalma goézlenen 6 hastanin 1 tanesinde eslenik
normal doku ve serum Orneginde metilasyon saptandi. Saglikli bireylerde hem doku hem de
stv1 Orneklerinde genin metilasyonuna rastlanmadi. Metilasyon gozlenen OSCC hastalarinin
timor dokusu Orneklerinde saglikli bireylere oranla genin ekspresyonunda 89 kat azalma
saptadi. Metilasyon goriilmeyen OSCC hastalarinin tiimoér dokusunda ise saglikli bireylere

oranla TXNIP gen ekspresyonunda 35 kat azalma saptandi.

Sonug: Saglikli bireylerde metilasyon gostermeyen TXNIP geni icin OSCC hastalarinda
yapilacak daha genis popiilasyon i¢eren ¢aligmalar ile bu genin OSCC’nin tan1 / erken teshis ve

takibinde biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: oral skuamdz hicreli karsinom, metilasyon, ekspresyon, TXNIP,

epigenetik



ABSTRACT
Investigation of Expression and Methylation Levels of Thioredoxin Interacting Protein
(TXNIP) Gene in Oral Squamous Cell Carcinoma

Objecktive: In this study, methylation and expression levels of Thioredoxin Interacting Protein
(TXNIP) gene, which was determined to show decrease in expression due to methylation by
Prof. Dr. Semra Demokan et al. in their project’s array results with TUBITAK-1145497
number, was studied in a wider group of patients with oral squamous cell carcinoma (OSCC).
By developing an invasive/noninvasive method, we aim to define the usability of TXNIP as a

biomarker for diagnosis / early diagnosis of oral squamous cell carcinoma

Material and Method: In our study, tumor, normal and serum samples of 50 patients who
were diagnosed and operated for OSCC in Istanbul Faculty of Medicine, Department of
Otolaryngology & Head and Neck Surgery and normal mucosal tissue and serum samples of
10 healthy volunteers were collected. After isolation of DNA, ratio of methylation and
expression of TXNIP gene and downregulation of expression ratio due to methylation were
investigated. Quantitative Methylation Specific Polymerase Chain Reaction (QMSP) method
was used to show methylation and Quantitative Real Time PCR (QRT-PCR) method was used

to define the expression levels.

Results: After the analysis, a decrease in TXNIP expression levels was found in 30 (60%)
patients compared to normal tissue. While methylation in the promoter area was determined in
9 (18%) patients, only one normal tissue was found to have methylation. In 6 of 9 (67%) patients
in whom methylation was observed, a decrease in expression levels was also observed. In 1 of
6 patients in whom decrease in expression due to methylation was found, methylation in normal
tissue and serum samples was found. No methylation was found in healthy subjects. In OSCC
patients with methylation, expression of the gene was found 89 times lower than the healthy
population. In OSCC patients without methylation, expression of the gene was found 35 times

lower than the healthy population.

Conclusion: For the TXNIP gene that shows no methylation in healthy population, after studies
with higher volumes of OSCC patients, it is possible to use this gene as a biomarker for OSCC

diagnosis/early diagnosis and follow-up.

Key words: oral squamous cell carcinoma, methylation, expression , TXNIP, epigenetic



1.GIRIS VE AMAC

Bas boyun kanserleri tiim malign tiimorlerin %5’ini olustururken oral kavite tiimorleri
bas boyun tiimorleri igerisinde %14’liik bir orana sahiptir (1). 6/100.000 insidansina sahip olup
erkek kadin orani 2,2/1 olarak bildirilmistir (2). Oral kavite kanserlerinin mortalite orani
1,6/100.000 olup kanser iligkili mortalitenin %0,6’sin1 olusturur. Oral kavite kanserlerinin
prognozu hastaligin kaynaklandigi bolgeye gore degiskenlik gosterir (2). Oral kavite
timorlerinin en biiyiik kismini1 skuamo6z hicreli karsinom olusturmaktadir (3). Etiyolojide en
onemli etken tiitlin iiriinleri kullanimidir. Alkol ve tiitiin tiriilerinin beraber kullanimai sinerjistik

etki gostererek kanser gelisim oranini 2,5 kat artirir (4).

Cevresel etmenler katkisiyla gelisen genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimi
kanser gelisiminde onemli rol oynar. Bu etkenler timdor supresor genlerin inaktivasyonu,
protoonkogenlerin aktivasyonuna yol acan mutasyonlar ya da epigenetik degisikliklerin
birikimidir (5). DNA’nin promoter bdlgesinin CpG adaciklarinda epigenetik mekanizmalardan
birisi olan metilasyon durumunun gdézlenmesi genin fonksiyonunu bozarak bir¢ok farkli
kansere neden olmaktadir (6). Prof.Dr. Semra Demokan ve arkadaslarinin gergeklestirdigi
TUBITAK-SBAG-114S497 nolu TUBITAK 1001 projesinde oral kavite skuamoz hiicreli
karsinom (OSCC) hastalarina ait tiimor/eslenik normal dokulardaki ekspresyon ve metilasyon
array verilerine gore Thioredoxin Interacting Protein (TXNIP) geninin CpG adaciklarinin
metillenmis oldugu ve buna bagli olarak ekspresyon seviyelerinde azalma oldugu tespit

edilmistir.

TXNIP hcre ici redoks sistemi Uyelerinden biri olup tioredoksinin endojen negatif
regilatori olarak gorev yapar (7). Tioredoksini dogrudan veya farkli proteinler izerinden
inhibe eder (8). TXNIP tiimdr siipresor gen olarak islev goriir. Bir baska timor slipresor gen
olan p53 geninin indiiklenmesini saglar. Hepatoselliiler karsinomda TXNIP eksikliginin tek
basina hastaliga yol agabilecegi gosterilmistir (9). Kiiciik hiicreli dis1 akciger karsinomunda
yapilan ¢aligmalarda TXNIP geninde gorilen baskilanma hastaliga yol agmaktadir (10). TXNIP

mesane kanserinde negatif regulator olarak rol oynadigi gosterilmistir (11).

Literatirde TXNIP geninin metilasyon ve ekspresyon seviyelerinin oral kavite
hastalarinda incelendigi tek c¢alisma (metilasyona bagli ekspresyon degisiklikleri
incelenmemistir), Demokan ve arkadaglarinin 2013 yilinda International Journal of Oncology
dergisinde yayinlanan projelerinde bas boyun kanseri hastalarinin ekspresyon array datasindan
elde edilen sonucglara gore TXNIP geninin ekspresyon seviyelerinde azalma Uzerinde

gerceklestirildigini belirlemek i¢in 9°u oral kavite hastas1 olmak iizere toplam 33 adet bas boyun
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kanseri hastasinin tiimor orneklerinde ve saglikli bireylere ait normal mukoza ve tiikiiriik
orneklerinde metilasyon seviyeleri incelenmis. TXNIP geninde metilasyon gozlenen 6 hastanin

1 ‘inin oral kavite hastasi oldugu bildirilmistir (12).

Calismamizda, oral kavite skuamoz hiicreli karsinom hastalarinin eslenik normal ve
timor doku materyallerinde TXNIP geninin metilasyon ve ekspresyon durumlari incelenerek
ileri validasyon caligmalar1 yapildi. Buna ek olarak oral kavite skuaméz hicreli karsinom
hastalarindan alinan serum o6rneklerinde metilasyon varligi incelendi. Ayrica ¢alismamizda
saglikli kontrol grubuna ait doku ve serum ornekleri kullanilarak elde edilen veriler skuamoz
hiicreli karsinom hastalarina ait veriler ile karsilastirildi; ¢alismanin giivenirliligi test edildi.
TXNIP geninin promoter metilasyonuna bagimli ekspresyon degisiklikleri incelendi ve daha
genis hasta grubunda ileri validasyonunun yapilmasi ile biyobelirte¢ olarak kullanim
potansiyeli degerlendirildi. Boylece bu ¢alismada invaziv/non-invaziv yontem gelistirilerek

tani/erken teshis te TXNIP’nin biyobelirte¢ olarak kullanilabilirliginin belirlenmesi hedeflendi.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.0ral Kavite Anatomisi

Oral kavite; anteriorda dudak vermilyon kenarindan baglayarak posterostiperiorda sert
damak yumusak damak bileskesi, posteroinferiorda sirkiimvallat papillalar ve lateralde ise
anterior tonsiller plikalar arasinda kalan alan olarak sinirlar1 belirlenmis bolgedir. Dudaklar,
dentoalveoler arklar, oral dil, retromolar trigon, agiz tabani, yanak mukozasi ve sert damak

olmak iizere 7 boliime ayrilir (Sekil 1).

Oral kavite malignitelerinin lokal, rejyonel ve uzak yayilimii lenfatik yolaklar,
norovaskiiler anatomi ve bas boyun fasyal planlar1 etkilemektedir. Fasyal planlar tiimdrin
direkt invazyonunun Oniine geger. Norovaskiiler ve lenfatik invazyon olmasi durumunda

hastanin prognozu ve sag kalimi1 olumsuz olarak etkilenir (13),(14).

Oropharynx

Sekil 1: Oral kavite anatomisi



2.1.1.Arterioven6z Anatomi

Oral kavitenin beslenmesi eksternal karotis arterin dallarindan saglanir. Dil ve dil
kokiiniin beslenmesini lingual arter saglar. Arter submandibuler bdlgenin tabaninda ve
hyoglossus kasinin derininde yer alir. Hyoglossus kasinin yiizeyelinde ve mylohyoid kasin

derininde n.hypoglossus ve lingual venler bulunur.

styloglossus D N0 Il N A\ 7 (anterior belly)
Digastic Mylohyoid muscle

Sekil 3: Submandibuler bélge nérovaskiler anatomisi



Sert damak greater palatin arter ve siiperior alveoler arter tarafindan beslenir. Greater
palatin arter maksiller 2. Molar dis hizasindaki greater palatin foramenden gegerek sert damak
dokusu icerisinde anteromedial olarak ilerler. Vendz drenaj pterygoid pleksusa ve oradan
internal juguler sisteme olur. Internal maksiller arterin terminal dallar1 olan siiperior alveoler

arterler; maksiller gingiva, alveoler ark ve dislerin beslenmesini saglar.

Prmary ‘[
palate 2
Incisive
foramen
Secondary |
i Greater palatine
foramen
( Tensorvel
palatini muscle
A Pterygoid
hamulus

Pterygopalatine
ganglion

Pharyngaal

nerve

Grea_ter Lesser
palatine palatine
nemnve narve

Sekil 4: Sert damak anatomisi

Fasial arter mandibula ramusun yaklasik 1 cm anteriorundan mandibula lateralini

caprazlar ve labial arterler olarak oral komissiire dogru ilerler.

Mandibula ve alt dislerin esas beslenmesini inferior alveoler arter saglar. inferior
alveoler arter, ven ve sinir ramus mandibulada mandibuler foramene girerek mandibula mediali

boyunca seyreder.

Agiz tabani posterior kismi ve retromolar trigonun beslenmesi asendan farengeal arter

ve palatin arterlerden saglanir.



2.1.2.0ral Kavite Boltmleri

2.1.2.1.Dudaklar
Dudaklar oral kavitenin anterior sinirint olusturur. Cilt ve mukoza arasinda bir gecis

noktasidir ve bu gecisin oldugu kisim vermilyon olarak adlandirilir.

Ust ve alt dudaklar sfinkter yapis1 olustururlar. Bu sfinkter fonksiyonu altta bulunan
orbicularis oris kas1 sayesinde gerseklesir. Bu kas ¢igneme, yutma ve artikiilasyonda énemlidir.
Orbicularis oris kas1 fasial sinir tarafindan innerve edilir. Ust dudaga fasial sinirin bukkal dali
ile motor innervasyon saglanirken alt dudak motor innervasyonu marjinal mandibuler sinir ile

saglanir.

Ust dudak mukoza ve cildinin duyusunu trigeminal sinirin maksiller dalindan ayrilan
infraorbital sinir saglar. Alt dudak cilt ve mukozasinin duyusunu ise trigeminal sinirin

mandibuler dalindan ayrilan mental sinir saglar.

Ust ve alt dudak lenfatikleri 6ncelikle submandibuler lenf nodlarina drene olur. Alt
dudak orta hat lezyonlar1 submental lenfatik yayilim ile ortaya cikabilir. Ust dudak lenfatikleri
infraparotid, preaurikiiler ve perifasial lenf diigiimlerine drene olabilir. Ust dudakta
kontralateral drenaj olmazken alt dudakta kontralateral submental ve submandibuler
lenfatiklere drenaj olabilir.
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Sekil 5: Dudak lenfatik drenaji



2.1.2.2.Alveoler Kenar

Alveoler ¢ikintilar oral kaviteyi vestibulum oris ve cavitas oris propria olmak tizere iki
kisma ayirir. Alveoler kenarlarin lateral yiizii bukkal mukoza ile devam eder. Inferior alveoler
kenarin medial kismi agiz taban1 mukozasina komsu iken siiperior alveoler kenar medialde sert
damak mukozasi ile komguluk gosterir. Alt alveoler kenarin arka sinirin1 ramus mandibulanin
¢ikan kismi olustururken tist alveoler kenarin arka kismini pterygopalatin arkin siiperior kismi

olusturur.

Ust ve alt alveoler kenarlarin lenfatikleri submandibuler ve submental lenf nodlarina
drene olur. Alveoler kenar iizerinde bulunan mukozanin alttaki kemige bitisik olmasi

timorlerin erken donemde kemik invazyonu yapmasina neden olur.

2.1.2.3.Dil (Oral Kisim)

Dilin agi1z boslugu igerisindeki kismi linea terminalisin anteriorundaki kisim olarak
tanimlanir. Dil orta hatta bulunan fibr6z bir septum ile ikiye ayrilir. Dil intrensek ve ekstrensek
kas gruplarindan olusur.

Epiglot
Median glossoepiglottik fold

Lateral glossoepiglottik fold

Vallekula

Dil Palatin tonsil
kokd | Lingual tonsil
Palatoglossal ark ve kasi
Foramen Caecum
Sulcus terminalis
Sirkumvallat papilla
Foliate papilla

Dil Filiform papilla
Fungiform papilla

Sulcus medianus

________ | : fb@gv

Dil ucu

Sekil 6: Dil dorsal yliz anatomisi

Ekstrensek kaslar; hyoglossus, stiloglossus, genioglossus, palatoglossus kaslarindan

olusur. Dilde depresyon ve dilin disar1 ¢ikarilmasini saglayan kas, dilinde kas kutlesi olarak
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biiyiik kismin1 olusturan genioglossustur. Intrensek kaslar genioglossus kasina gore daha
yiizeyel yerlesimli olup dile seklini verir. Bu kaslar dilde ii¢ farkli yonde seyreder ve aralarinda

plan yoktur, bu nedenle tiimoriin diffiiz infiltran paternde biiylimesine olanak saglar.

TS

o (¢4 -
A

Stiloid proses

M. constrictor pharyngis superior
M. Styloglossus

M. Palatoglossus

M. Stylopharyngeus

M. Stylohyoideus

M. Mylohyoideus Hiyoid kemik

M. Geniohyoideus M- HYoglossus

T g
£V

7,
Sekil 7: Ekstrensek dil kaslar1

M. longitudinalis

M. Transversus lingua

M. verticalis lingua

M. Genioglossus M. Genichyoideus

Sekil 8: intrensek dil kaslar

Palatoglossus hari¢ dilin tiim kaslar1 n.hypoglossus tarafindan innerve edilir.
Palatoglossus vagusun farengeal dali tarafindan innerve edilir. Dilin 6n tgte ikilik kisminin
duyusu lingual sinir tarafindan saglanir. Lingual sinir lateral pterygoid kasin derininde ortaya

cikar submandibuler gland kanali etrafinda lateralden mediale doner ve dilin oral kavite
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kisminda submukozal olarak dallanir. Dilin tat duyusunu ise korda timpani saglar ve dilin
anterior kismina lingual sinir ile taginir. Dil kokinun tad alma duyusu ve duysal innervasyonu

n.glossopharyngeus tarafindan saglanir.

Dilde genis bir alana lenfatik drenaj mevcuttur. Dilin u¢ kismi 6ncelikle submental alana
drene olur. Lateral kisim ilk olarak seviye 1 ve 2’ye drene olur. Lateral kisim lenfatikleri seviye
1 ve 2’yi atlayarak dogrudan seviye 3 ve 4’e de drene olabilir. Dilin anterior kisminda lenfatik
anostomoz az oldugu i¢in lateralize dil lezyonlar: ipsilateral lenf nodlarina drene olur. Dil

kokiinde ise yaygin lenfatik anostomoz oldugundan bilateral lenfatik drenaj goralur.

Jugulocarotd
node

AL A
1 43
Hyoglossus ~ :

muscie

Mylohyoid muscla

Submandibular
nodes

Sekil 9: Dil ve agiz tabani1 lenfatik drenajt

2.1.2.4.Retromolar Trigon

Bu alan mandibula ramusunun koronoid ¢ikintiya uzanan kismini 6rten mukozadan
olusur. Lateralde bukkal mukoza ve medialde 6n tonsil plikasi ile devam eder. On sinir1 2. molar
dis posterioru yaparken {ist sinir1 maksiller ¢ikint1 olusturur. Alveoler lezyonlardaki gibi bu
alanda da mukoza kemige yapisik oldugundan tiimoriin erken donemde kemik infiltrasyonu
yapmasina neden olabilir. Alt dudak parestezisi olmasit lezyonun mandibuler foramen
diizeyinde invazyon yapmis olabilecegini diisiindiiriir. Bu alanda bulunan lezyonlar otalji
sikayetinede neden olabilir (9.sinir araciligi ile). Lenfatik drenaj primer olarak iist servikal-

jugulodigastrik nodlara olur.
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Submandibular nodes:

Retrovascular
/, Prevascular

Jugulodigastnc —
Jugulocarotid
Jugulo-omohyoid /)| |

Sekil 10: Ust boyun lenfatikleri

2.1.2.5.Ag1z Tabam

Inferior alveoler arkus ve dil oral kisim ile smirlandirilan mukozal alan olarak
tanimlanir. Posterior siir anterior tonsiller plika olup anteriorda frenulum ile ikiye ayrilir.
Hyoglossus ve mylohyoid kaslar agiz tabanini destekleyen kaslardir. Agiz tabani, Uzerinde
bulundugu anatomik olusumlar nedeniyle 6nemlidir. Lingual sinir, nervus hypoglossus
disfonksiyonu bu boélgeyi tutan lezyonlarda gorulebilir.

Ag1z tabani duyusu lingual sinir tarafindan saglanir. Agiz tabani anterior kisminin
lenfatikleri kontralateral submandibuler ve submental lenfatiklere drene olabilirken posterior

kisminda drenaj ipsilateral iist servikal lenf nodlarina olur.
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orifisi Caruncula sublingualis

Sekil 11: Agiz taban1 anatomisi

2.1.2.6.Bukkal Mukoza
Bukkal mukoza dudagin arkasindan baglayarak medialde alveoler kenara ve posteriorda
pterygomandibuler rapheye uzanir. Duyusu trigeminal Sinir tarafindan saglanir. Lenfatikleri

genelde submandibuler ve submental lenf nodlarina drene olur.

2.1.2.7.Sert Damak

Posteriorda yumusak damak diger kenarlarda ise maksiller alveoler kenarlar ile
sinirhdir. Oral kavitenin tavanini olusturur. Bu alanda invazyon olusturan tiimdrler nazal kavite
ve maksiller sinilise yayilabilir. Nazopalatin sinir (maksiller sinir dali) tarafindan duyusu

saglanir. Lenfatikleri iist servikal ve lateral retrofarengeal nodlara drene olur.

2.2.0ral Kavite Kanserleri

Oral kavite kanserleri tim bas boyun kanserlerinin %14 {inii olusturur (1). National
Cancer Data Base (NCDB) verilerine gore 1985-96 yillar1 arasinda oral kavite tiimorlerine tani
konma yas1 ortalama 64 olarak saptandi ve hastalarin % 60’ min erkek oldugu goriildii. Skuamoz
hicreli karsinom (SCC) %86.3 oraninda, adenokarsinom %5.9, verrikéz karsinom %2,
lenfoma %1.5 ve kaposi sarkomu %1.5 oraninda goriildii. Tan1 esnasinda %55 hastada erken
evre timor saptandi. 35 yas alt1 hastalarda dil tiimorii daha sik izlenirken agiz tabani tiimorii
daha seyrek oranda izlendi. Geng yasta hastalik goriilmesi ile kotii prognoz arasinda iligki

saptanmadi. Geng hastalarda(35 yas alt1) 5 yillik sag kalimin daha yiiksek oldugu goriildi (3).
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2.2.1.0ral Kavite Skuamoz Hucreli Karsinomu Varyantlari

Oral kavitede karsimiza ¢ikan birkag SCC varyanti vardir. Sarkomatoid SCC olarak
bilinen igsi hiicreli SCC oral kavite, larenks ve orofarenkste karsimiza ¢ikabilir. Lokorejyonel
niks riski oldukca yiksektir. Veriler cerrahi tedavinin etkinliginin kemoradyoterapiden daha

iyi oldugunu gostermektedir (15).

Bazaloid karsinom SCC’nin yiiksek dereceli varyanti olarak goriiliir. 5 yillik sag kalim

orta ve kotii diferansiye oral kavite SCC’leri ile benzerdir (16).

Verriik6z karsinom SCC’nin diisiik dereceli varyanti olarak kabul edilir. Siklikla bukkal
mukozada goruliir(%50). Egzofitik olarak blyir ve lokal invazivdir. Rejyonel yayilim ihtimali

diisiiktiir. Radyoterapi direngli olarak kabul edilir ve tedavisi cerrahidir.

2.2.2.Etiyoloji ve Risk Faktorleri

Epidemiyolojik calismalar goéstermistir ki oral kavite kanseri gelisme riski sigara
kullanimu ile artarken, alkol kanser riski agisindan sigara ile sinerjistik etki gosterir. Primer oral
kavite kanseri tedavi edildikten sonra sigaraya devam edilmesi durumunda niiks veya diger bas
boyun kanseri gelisme riski %40 oraninda artar (4). Sigaray1 birakan bir kisinin sigara igmeyen

bir kisideki oral kavite kanseri riskine sahip olabilmesi i¢in 20 sene ge¢cmesi gerekir (17).

Human Papilloma Virls (HPV)’Un oral kavite SCC etiyolojisinde rol oynayabilecegi
belirtilmistir. HPV karsinomlarda daha az olmak Uzere oral kavite benign lezyonlarinda daha
sik olarak izole edilmistir (18). Bas boyun tiiméorlerinin %15-25’inde HPV saptanmaktadir.
HPV pozitif timorler genelde geng hastalarda ortaya ¢ikar ve kotii diferansiye olmasi ve ileri
evrede karsimiza ¢ikmasina ragmen sag kalim oranlari daha iyidir (19).

Sigara kullaniminin kontrol edildigi ¢alismalarda alkol ile oral kavite kanseri arasinda
iliski oldugu gosterilmistir. Alkol irritan bir madde oldugundan kronik irritasyona bagli kanser

nedeni olarak gorulir (17).
Ultraviyole(UV) 1s1nina maruziyet 6zellikle alt dudak SCC gelisiminde rol oynar (20).

Bas boyun kanserlerinin genetik komponenti yapilan aile caligmalari ile desteklenmistir.

Birinci derece akrabalarda kanser riskinin 3-8 kat kadar artmis oldugu gosterilmistir (21).

Oral kavite kanserlerinde yetersiz beslenme ve mantarlar arasinda korelasyon oldugunu

gosteren net bir ¢alisma yoktur (17).
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2.3.0ral Kavite Kanserlerinin Anatomik Siniflandirilmasi

2.3.1.Dudak Kanseri

Dudak tiimorleri daha sik olarak alt dudakta (%88-95) gorilurken st dudak (%2-7) ve
komissurde (%1) daha seyrek olarak goriiliir. Alt dudak tiimorlerinde SCC baskin olarak
goriliir. Bazal hiicreli karsinom ise daha sik olarak iist dudakta goriiliir. Risk faktorleri arasinda

giines 15181 maruziyeti, agik ten, sigara kullanimi ve immiinsiipresyon bulunur.

Vermilyon veya deri iizerinde iilsere lezyon olarak karsimiza g¢ikar. Hastalarin ¢ogu
erken evrede ve boyun metastazi heniiz olmadan tedavi edilir. Lezyon komsulugunda parestezi

olmas1 mental sinir tutulumunu distindiiriir (22).

Boyun metastazi dudak tiimoérlerinde sik olarak goriilmez (%10). Alt dudak lezyonlar
her iki boyuna metastaz yapabilir. Perindral invazyon, iist dudak lezyonlari, kemik tutulumu,

lenf nodu metastazi, cilt tutulumu ve komissir lezyonlar: kotii prognostik faktorlerdir (23).

2.3.2.Alveoler Kenar Kanseri
Alveoler kenar tiimorleri oral kavite SCC’lerinin %10’unu kapsar. Alt alveoler kenar

tiimorleri list alveoler kenar tiimorlerinden daha sik olarak karsimiza ¢ikar.

155 hastanin gozden gecirildigi bir calismada hastaligin %63 oraninda mandibula
govdesinden kaynaklandigi gosterilmistir. Lezyonlarin yaridan gogu adentiloz hastalarda ortaya

¢ikmis olup %67 hastada erken evre (T1-2) timdr saptanmistir (24).

Mukozanin altta kemige yakin olmasi nedeniyle tan1 esnasinda kemik invazyonu sik
olarak goriiliir. Dis soketlerine uzanan tiimorler daha fazla kemik invazyonu ile iliskilidir.
Yapilan ¢alismalarda mandibula invazyonu agisindan BT’nin spesifik ve duyarli bir tetkik
oldugu belirtilmistir (25).

Metastatik yayilimi olmayan hastalarda 5 yillik survi T1-2 timorlerde %85, T3-4
timarlerde %65 olarak belirtilmistir (26).
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2.3.3.0ral Dil Kanseri
Oral dil, nonkeratinize skuamoz epitel ile kapli kas dokusudur. Dil; lateral dil, ventral
ve dorsal dil, anterior tip alt boliimlerini igerir. Tiimor epitelde ortaya ¢ikar ve kaslara invaze

olur. En sik, agrili lilserasyon ve egzofitik kitle olarak karsimiza ¢ikar.

Genel olarak sigara ve alkol kullananlarda alt1 ve yedinci dekatlarda ortaya cikar.
Cogunluk SCC olup dilin genelde posterolateral (%75) kisminda ortaya ¢ikar. ikinci en sik

gorulen yer anterolateral ventral yizdir. Dorsal ylzde tumor nadir goralir (27).

Dil lateral ylz timorleri ipsilateral seviye 1-2 lenf nodlarina drene olur. Seviye 3-4 lenf

nodlarina skip metastaz da olabilir. Anterior tip bolimii ilk olarak submental lenf nodlarina

drene olur (28).

5 yillik survi evre 1-2 timorlerde %75 iken, evre 3-4 tiiméorlerde %40 tan azdir (29).

2.3.4.Retromolar Trigon Kanseri

Retromolar trigon tiimorleri ileri evre hastalik olarak ortaya ¢ikma egilimindedir.
Hastalarin %350’sinde tani sirasinda lenf nodu metastazi goriiliir. Trismus olmasi medial
pterygoid kas tutulumu oldugunu gosterir. Tiimoriin dil koki ve tonsiller fossaya yayilimi
yaygindir. Mandibula tutulumu sik oldugundan erken evre tiimdrlerde bile mandibulanin bir
kismini rezeke etmek gerekir. T1 hastalikta 5 yillik sag kalim % 76 iken T4 hastalikta %54
olarak belirtilmistir (30).

2.3.5.Ag1z Tabam Kanseri

Agiz tabani kanseri tipik olarak altinci dekatta erkeklerde ortaya ¢ikar. Tani esnasinda
%351 ileri evrede (T3-4) saptanir (31). Agiz tabanini1 destekleyen mylohyoid, genioglossus ve
hyoglossus kaslart bulunur. Bu kaslar hastaligin yayilmasinda bariyer gorevi gortirler. Agiz
taban1 kaslarinin tutulmasi sonucunda dilde hipomobilite ve dizartri veya dilde fiksasyon ile
ortaya ¢ikabilir. Agiz tabani kanserlerinde 5 yillik sag kalim evre 1’de %90, evre 2°de %80,
evre 3’te %65 ve evre 4’te %35 olarak bildirilmistir (28), (32).
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2.3.6.Bukkal Mukoza Kanseri

Bukkal mukoza tumdrleri tim oral kavite malignitelerinin %10’unu temsil eder ve
erkeklerde 4 kat daha fazla goriliir. Tiitlin tirtiinlerinin kullanimina bagli olarak ortaya ¢ikar.
SCC varyant1 olan verriikdz karsinom en sik bukkal mukozada goriiliir. Diisiik dereceli bir

timor gibi gorilse de farklilagsma ve invazyon noktalari olabilir.

fleri evre hastalikta tiimoriin mastikatér bosluga girmesi ile trismus ortaya cikabilir.
Parotis kanali tutulumu obstriktif sialadenite neden olabilir. Anteriorda bulunan lezyonlar
submandibuler nodlara metastaz yaparken posterior lezyonlar (st jugulodigastrik nodlara

metastaz yapar.

5 yillik survi evre 1 hastalikta %75-78, evre 2 %65-66, evre 3 %30-62, evre 4 hastalikta
ise %20-50 olarak bildirilmistir (33),(34).

2.3.7.Sert Damak Kanseri

SCC sert damagin en sik goriilen malignitesidir. SCC disinda mindr tiikriik bezi
karsinomlar1 da goriiliir. Kaposi sarkomunun oral kavitede en sik olarak goriildiigii yer sert
damaktir (35), Damak kemiginin periostu timdriin yayilimi i¢in bir bariyer gorevi goriir.

Periostun tutulumu kemigin bir kisminin eksizyonunu gerektirir.

Yapilan bir calismada T1 tiimorlerde lenf nodu metastaz1 %4.1, T2 tiimdrlerde %14.9,
T3 timdrlerde %10.3 ve T4 timorlerde %24.7 olarak belirtilmistir. Bu nedenle T1 disindaki

timorlerde boyun disseksiyonu dnerilmektedir (36).

2.4.0ral Kavite Kanserlerinde Evreleme
Oral kavite malignitelerinde evreleme American Joint Committee on Cancer tarafindan
tanimlanir (AJCC) ve primer tiimor, bolgesel lenf nodu metastazi, uzak metastaz (TNM)

formatini izler (Tablo 1)
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Tablo 1: American Joint Committee on Cancer (AJCC) 8.edition, oral kavite tumérleri TNM

evrelemesi

T

Kategorisi | Kriter

TX Primeri tespit edilemeyen tumor

Tis In situ karsinom

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

T2 Tiimor< 2 cm, DOI>5 mm ve <10 mm veya timor>2 cm ve <4 cm, DOI<10 mm

T3 Timadr>4cm veya herhangi boyutta timoér ve DOI>10 mm

T4 Orta, ileri ve ¢ok ileri lokal hastalik

Taa Orta, ileri lokal hastalik: (dudak) Tiimér kortikal kemifi invaze etmekte veya inferior
alveoler sinir, agiz tabani, yiiz cildi tutulmus; (oral kavite) timdr sadece bitisik yapilara
invaze (mandibula ve maksilla kortikal kemik tutulumu, maksiller sinus veya yiiz cildine uzanim),
dis soketinden girerek kemik invazyonu yapan gingiva tiimorleri T4 grubuna girmez
T4b Cok ileri lokal hastalik; timdr mastikator bosluk, pterygoid plateler, kafa tabanini tutmug ve/veya

internal karotis arter invazyonu var ise

NX Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemiyor

NO Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Ayni tarafta en biiyiik boyutu < 3 cm olan tek lenf nodu metastazi ve ekstrakapsiiler yayilim (-)
Ayni tarafta en biiyiik boyutu > 3 cm ancak < 6 cm tek lenf nodu metastazi ve ekstrakapsiiler yayilim (-) veya

N2 ayni1 tarafta boyutu < 6 cm olan birden fazla lenf nodu metastazi ve
ekstrakapsiiler yayilim (-) veya bilateral ya da karsi tarafta boyutu < 6 cm lenf nodu metastaz(lar)1 ve
ekstrakapsiiler yayilim (-)

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

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

N2c Bilateral ya da kars1 tarafta boyutu < 6 cm lenf nodu metastaz(lar)1 ve ekstrakapsiiler yayilim (-)
Boyutu > 6 cm lenf nodu metastazi ve ekstrakapsiiler yayihm (-) veya klinik olarak tespit edilebilen

N3 ekstrakapsiiler yayilimin oldugu herhangi bir lenf nodu metastazi

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

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

MO Metastaz yok

M1 Metastaz var

18




2.5.Prognoz

Primer timor patolojisinin prognostik etkilerini incelemek igin bir¢ok ¢alisma
yapilmustir. Periferik invaziv sinir ve ¢evre yumusak doku iligkisi incelendiginde; etraf dokuyu
iterek buytyen timorlerin infiltratif timorlere gére daha iyi prognozlu oldugu gosterilmistir
(37).

Bunun diginda oral kavite SCC invazyon derinligi ile 5 yillik sag kalim iliskisi ve
bolgesel lenf nodu metastazi iliskisi incelenmistir. 2 milimetre (mm) den az invazyon derinligi
olan lezyonlar i¢in, hastalarin %13’{inde bolgesel lenf nodu metastazi gosterilmis olup 5 yillik
sagkalim %95 oraninda goriildii. 2 ila 9 mm invazyon derinligi olan lezyonlar i¢i ise, hastalarin
%A46’sinda bolgesel lenf nodu metastaz1 goriiliirken 5 yillik sagkalim oran1 %85 olarak not
edildi. Invazyon derinligi 9 mm’yi gegen lezyonlarda ise bolgesel lenf nodu metastazi %65

olarak izlenirken 5 yillik sag kalim %65 olarak goraldu (31).

2.6.0SCC Molekuler Biyolojisi
Kanser gelisimi DNA iizerindeki genetik ve epigenetik degisiklikler ve bu
degisikliklerin yol actig1 biliylime faktor ve reseptorlerindeki artis, tiimor siipresor genlerde

inaktivasyon, protoonkogenlerde olusan aktivasyon sonucunda ortaya cikar (38),(39).

Son zamanlarda ortaya ¢ikan bir caligsma ile beraber kanserin 10 temel 6zelligi ortaya kondu.
Bu ozellikler; proliferatif sinyali siirdiirmek, biiyiimeyi baskilayicilardan kaginmak, immin
sistemden kacmak, invazyon ve metastaz1 aktive etmek, tiimoriin biiylimesini tesvik eden
enflamasyonu artirmak, 6liimsiizligli saglamak, anjiogenezi artirmak, genom kararsizligi ve

mutasyonu saglamak, hiicre 6liimiine direng gostermek, diizensiz enerjiye sahip olmak (40).

Transmembran tirozin kinaz reseptorleri olan Epidermal Growth Factor (EGF)
ailesinden Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) fosforilasyonu, Human Epidermal
Growth Factor Receptor (HER) 2 ve HER 4’iin ekspresyonunun OSCC de hastalar1 kotii sag
kalimi ile arasinda korelasyon oldugu goriildi (41),(42),(43). Bir bagka transmembran tirozin
kinaz reseptorl olan Matriks Metalloproteinaz (MMP) 1, -2, -9’un aktivasyonu ile OSCC kotii
prognozu arasinda iliski gosterildi (44).

DNA tamiri ve apoptozdan sorumlu olan p53 gen mutasyonu OSCC’de %60-80
oraninda ve displazide %10 oraninda goriiliir (45). p53 gen mutasyonu derecelendirmesinde
yuksek riskli p53 mutasyonu igeren OSCC’lerde sisplatin direnci, ekstranodal yayilim, uzak

metastaz ve kotl prognoz arasinda iligki saptandi (46). p53 geninde mutasyon saptanan bas
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boyun tiimorii hastalarinda 2.4 kat daha fazla oranda servikal lenf nodu metastaz1 goriiliir (47).
Ek olarak hiicre dongusi duzenleyicisi p16 ve p21 genlerinde ekspreyon azalmasi kotu prognoz
ile iligkili bulundu (48). Bir baska tiimor baskilayict gen olan PTEN geninin metilasyonu ve

sonucunda ekspresyonunun azalmasi kotii prognoz ile iliskilidir (49).

Hiicresel transmembran proteinleri olan integrinler hiicrelerin birbirine baglanmasinda

gorevlidir. Integrinlerin asir1 ekspresyonu OSCC’de kotii prognostik faktordir (50).

Enflamatuvar hiicreler timoriin biiylimesine neden olan sitokinler salgilayarak kanserin
gelisimi, ilerlemesi ve metastazin1 destekler. Enflamatuvar bir sitokin olan IL-6’nin asir1
ekspresyonu OSCC’de kemoterapi ve radyoterapiye yetersiz cevap alinmasina yol agar ve koti

prognoz ile iliskilidir (51).

Kromozomlarin ug¢ kisimlarinda bulunan telomerler tekrar eden DNA dizilerini igerir.
Telomerlerin uzunlugu telomeraz tarafindan korunur ve etkinligi telomerazin katalitik alt birimi
olan Human Telomerase Reverse Transcriptase (nTERT) ekspresyonu ile diizenlenir. Telomer
disfonksiyonu OSCC’de radyoterapi direnci ile iliskilidir. Ayrica hTERT in yiiksek ekspresyon
diizeyleri oral karsinogenezde erken safhalarda prognoz agisindan olumsuz sonuglar dogurur
(52),(53),(54).

Vascular endothelial growth factor (VEGF) ailesi tumor anjiogenezi ve lenfanjiogenezinde
merkezi rol oynar. OSCC’de VEGF A, -C, -D ekspresyonunun artmasi kétii sonuglar ile iliskili
olarak bulunmustur (55).

Siklin D1; hiicre siklusunda G1 fazinda gorevli bir protoonkogendir. Bu genin
ekspresyonunun artmasi sonucunda mitozun G1 fazi kisalir. Klinik olarak boyunda lenf nodu
pozitifligi saptanmayan hastalarda tumorde Siklin D1 ekspresyonunda artma mevcut ise boyun

disseksiyonu sonrasinda pozitif lenf nodu ¢ikma olasilig1 4 kat artmaktadir (47).

Yukarida bahsedilen gen ve gen drinlerinin bir kismina yonelik monoklonal antikorlar
gelistirilmekte olup molekiiler hedefli OSCC tedavisinde kullanilan ve deney asamasinda olan

molekdller mevcuttur (40).

2.7.Epigenetik
Epigenetik DNA dizilimde degisiklige yol agmadan genin ifadesini degistiren ve
kalitilabilen 6zellikleri inceler (56). Epigenetik mekanizmalar; histon modifikasyonlari, DNA

metilasyonu, miRNA regulasyonu ve kromatin yeniden diizenlenmesi olarak belirtilmistir (57).
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Bu mekanizmalar igerisinde en 1iyi anlasilan metilasyon ve histon proteinlerinin
modifikasyonudur. DNA metilasyonu ve histonlarin posttranslasyonel modifikasyonlar
birlikte kromatin olusumunu saglar. Genomlarin epigenetik diizenlenmesinin DNA sekansina
stabilite kazandirdig1 ve genomik biitiinliigiin korunmasina yardimeci oldugu gosterilmistir.
DNA’da instabiliteye yol agan epigenetik anormallikler immdiin sistem defektleri, zeka geriligi,
kanser gelisimi gibi durumlara neden olur (58). Timor olusum asamasinda etkili olan
onkogenler ve timor stipresor genler disinda epigenetik degisikliklerde bu olusumda 6nemli rol

oynar (59).

2.7.1.DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu biyokimyasal bir siire¢ olup promoter bolgedeki CpG adaciklarinda
sitozin niikleotidinin 5” karbon (C) kismina metil (-CH3) rezidilerinin eklenmesi ile ortaya
cikan epigenetik bir siirectir. Metilasyon yalnizca guanin niikleotidinden dnce gelen sitozin
niikleotidinde meydana geldiginden CpG adaciklarinda goriiliir. Metil dondrii olarak S-
Adenozil Metiyonin (SAM) kullanilirken metil transferini DNA Metil Transferaz (DNMT)
enzimleri saglar (Sekil 12) (60).

Promoter bolge disindaki CpG adaciklar1 kodlamayan gen bolgesinde bulundugundan
bu bolgelerin metilasyonu genin ifadesinde degisiklige yol agmaz iken promoter bdlgede
bulunan CpG adaciklarinda meydana gelen metilasyon tiimor siipresor genlerin ekspresyonunu
azaltip ve onkogenlerin ekspresyon artigina yol agarak tiimor gelisimine zemin hazirlar. DNA

metilasyonu hipermetilasyon ve hipometilasyon olarak iki sekilde goriiliir (61),(62).

C,H,NH.,COOH C.H NH,COOH
H,C — 8 — cin_..‘-"»»._ S—CH, O.__
- “-CgNgH “-CgNgH
\ -l: ] A Lol L Y \ Y / L3 LT
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Sekil 12:SAM ve DNMT ile DNA metilasyonu
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2.7.1.2.DNA Hipermetilasyonu

Tumor supresor genlerin promoter bolgelerindeki CpG adaciklarinin metillenmesi ile
bu genlerin fonksiyonlarinda kayip oldugu ve genin sustugu gosterilmistir. Bu durum birgok
kanser ile iligkili olarak tespit edilmistir (63). Hipermetilasyon kanser olusumunun erken
safhalarinda DNA tamir genlerinin inaktivasyonuna yol agarak timor gelisimine zemin hazirlar
(63). Bu nedenle DNA metilasyon mekanizmalarini aragtirmak ve anlamak bir¢cok kanserin

olusum siirecini 6grenmek agisindan oldukg¢a 6nemlidir (64).

2.7.1.1.DNA Hipometilasyonu

DNA hipometilasyonu, 1983 yilinda ilk defa kolon kanseri dokusunda normal kolon
dokusuna gore DNA da global hipometilasyon goriilmesi ile bildirilmistir. Bununla beraber
metastaz olan tiimdrlerde olmayanlara gore hipometilasyonun daha yuksek oranda oldugu tespit
edilmistir (65).

Yapilan bir galismada global hipometilasyon uzak metastaz bulunan diferansiye tiroid
karsinomlarinda %42 oraninda bulunurken metastaz olmayan diferansiye tiroid
karsinomlarinda hipometilasyona hi¢ rastlanmadigi belirlendi (66).

DNA hipometilasyonu IGF-2 baskilanmasini engelleyerek kolorektal kanser ve Wilms
tlimori olusumuna neden olabilir (67). Hipometilasyon kromozomal yeniden diizenlenmelere

neden olarak genetik varyasyonlara yol acabilir (68).

2.7.2.miRNA Regulasyonu

mikro RNA (miRNA)’lar apoptoz, proliferasyon, farklilasmada rol oynayan 21-23
bazlik kodlanmayan dizilerdir (69). miRNA’nin hedef bolgeye baglanmasi ile genin ifadesinde
azalma meydana gelir (70). Yapilan ¢alismalarda miRNA’larin bazi onkogenler tizerinde timor
slipresOr gen gibi gorev yaptiklar1 gosterilmistir. Bazi tiimorlerde ise miRNA’larin 5° ucunda
meydana gelen hipermetilasyon onkogenin aktivasyonuna neden olarak timor olusumuna yol
acabilmektedir (71).

2.7.3.Histon Modifikasyonu
Histon kromatinin esas proteinidir. H2A, H2B, Hs, Has niikleozomu olusturan protein
yapilardir. Hi histon proteini ise niikkleozom yapisina katilmaz ve baglayict DNA yardimi ile

kromatinin daha organize hale gelmesini saglar. Niikleozomlar DNA etrafina sarilarak daha
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kompleks ve korunakli bir yap1 olusmasii saglar (56). Histon modifikasyonu gen ifadesinin
diizenlenmesinde, DNA onariminda, DNA replikasyonunda ve kromozomlarin yeniden
dizenlenmesinde etkilidir (72). Histon asetilasyonu transkripsiyon (zerinde etkili iken

metilasyon etkilenen aminoasidin tiirii ve konumuna bagli olarak etki eder (56).

Kanserli dokularda tiimor siipresor genlerde hipermetilasyon ve histon modifikasyonlari
birlikte goriilebilmektedir. Baz1 tiimér siipresér genlerde (6rnegin p21"AF) hipermetilasyon

olmadan histon modifikasyonu olmasi1 genin sessiz kalmasina neden olur (73), (74).

2.7.4. Kromatin Yeniden Dlzenlenmesi
Kromatin yeniden diizenlenmesini saglayan proteinlerin genin ifade edilmesinde de
onemli rolii vardir (75). SNF2 ailesi kromatin yeniden diizenlenmesinde gorev aldigi gibi

replikasyon ve DNA onariminda da rol oynar (76).

SNF2 ailesinden DDM1 geninde meydana mutasyon sonucunda DNA da metilasyon
kaybr ortaya ¢ikar. Bu durum heterokromatin yapisinda bozulma ve kromatinde yeniden

dizenlemeye neden olur (77).

Genin ifade edilmesinde metilasyon ve kromatin yeniden diizenlenmesi arasinda iligki

oldugu gosterilmistir.

2.8.Biyobelirteg

Biyobelirtecler konusundaki gelismeler klinikte Onemli etkilere sahiptir. TUmor
slipresor genlerin susturulmasi tiimoriin erken tanisinda fayda saglayabilir (78). Oral kavite
malign tumorlerinde p53 geninin ifade edilmesinde degisiklikler goriilmiis olup meydana gelen
bu degisimler kanser tespitinde dnemli olabilir. Bu degisikliklerin cerrahi sinirdan uzak alanda

da goriilmesi niiks acisindan bir biyobelirteg olabileceginide gosterir (79),(80).

Telomeraz normal epitel hicrelerinde sentezlenmez iken oral kavitenin malign
timorlerinde eksprese edilir. Bu durum telomerazin oral kavite malign tiimorlerinde

biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini gosterir (81).

Tiimor baskilayict genlerin hipermetilasyonu ve mutasyonu viicut sivilarinda da
gosterilebilir. Saglikli ve oral kavite SCC tanili hastalarin tiikiiriik 6rneklerindeki RNA’lar

incelenmis olup hasta bireylerde daha yiiksek oranda ifade edildigi goriilmistiir (82).
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2.9.TXNIP (Thioredoxin Interacting Protein) Geni
Birinci kromozomun q kolunun 21.1 bandina lokalize olan TXNIP geni, alfa arrestin
protein ailesinin bir iiyesi olan bir tioredoksin baglayici proteini kodlar. Bu protein hicresel

redoks sisteminde rol almaktadir.

Oksidatif stres kanser gelisimi ve ilerlemesinde onemli bir faktordir. Hucresel ve
mitokondrial metabolizma reaktif oksijen drtnlerinin (ROS) olusumuna yol acar. Normal
hiicrelerde antioksidan sistem ve reaktif oksijen iiriinlerinin olusumu arasinda denge vardir.
Miitevaz1 ROS seviyeleri gen ekspresyonu, hiicre proliferasyonu, sinyal iletimi olmak (zere
bircok hiicresel olayda gorev alir (83). Kanser hucreleri normalden daha yiiksek hizda
metabolik aktivite gosterir ve daha fazla ROS iiretimi goriiliir. Asirt ROS seviyeleri nukleik asit
ve proteinlerin yapisin1 bozarak hiicre 6limune yol acar (84). Kanser hiicreleri artmig ROS
seviyelerini dengelemek icin antioksidan sistemin aktivitesinide artirir. Redoks dengesi kanser

hicreleri igin 6limculdir ve bu tamiri saglamak kanser tedavisinde kullanilabilir (85),(86).

2.9.1.Tioredoksin Sistemi

Tioredoksin (Trx) ilk olarak 1964 te E.coli bakterilerinde Laurent ve arkadaslar
tarafindan tanimlandi (87). Trx 2 adet redoks aktif sistein kalintis1 bulundurur ve hiicresel
ortamin indirgenmesinde rol alir. Trx sistemi; Trx, thioredoxin rediiktaz (TrxR), NADPH ve
TXNIP den olusur. TrxR okside olmus Trx’i NADPH’den elektron transfer ederek indirger. Bu
sayede Trx hiicrede birgok substrati indirgeyebilir (50),(88).

2.9.2. Tioredoksin Sisteminde TXNIP

TXNIP endojen Trx inhibitori olarak gorev alir ve Trx sisteminin iiyelerinden biri olarak
kabul edilir (7). Tioredoksin Baglayict Protein-2 (TBP-2) olarakta adlandirilan bu protein ilk
olarak 1995 yilinda D vitamini ile tedavi edilebilen HL-60 16semi hiicrelerinde tanimlandi (89).
Trx fonksiyonunu dogrudan inhibe ederek veya Apoptoz Iliskili Kinaz-1 (ASK-1) (izerinden
inhibe ederek calisir (8). Ayrica promoter bdlgesinde bulunan karbonhidrat cevapli kismi ile
glikoza bagli olarak TXNIP artabilir ve TrxR aktivitesi bu sayede azaltilabilir (90), (91).

Baz1 kanser tiirlerinde TXNIP ekspresyonunda azalma izlenir (92). Meme kanserinde
prognoz ile iligkili olan MCF-7 hicrelerinde TXNIP ekspresyonunda azalma izlenir (93).

Karaciger karsinogenezinde TXNIP ekspresyonunda azalma gdzlenmistir (94). Ozofagus
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adenokarsinomu ve pankreas duktal adenokarsinomunda da ekspresyon oraninda azalma
oldugu izlenmistir (95),(96).

2.9.3.Kanserde TXNIP Fonksiyonu

TXNIP tumor supresor gen olarak islev goriir. Bir bagka tiimdr siipresor gen olan p53’iin
indiiklenmesini saglar. Farelerin denek olarak kullanildig1 ¢alismada oksidatif stres altinda
TXNIP’nin p53 yolagimi aktive ederek hematopoetik hiicrelerin savunma mekanizmalarinda

onemli bir rol oynadigi gosterilmistir (97).

Fareler lizerinde yapilan bir ¢alismada hepatoselliler karsinomun (HCC) baslamasi igin
TXNIP eksikliginin yeterli oldugu gosterilmistir. TXNIP eksikligi bulunan erkek farelerde HCC
prevelansinin %40 arttg1 bildirilmistir(9). TXNIP mesane karsinogenezinde negatif regulator
olarak rol alir. Mesane kanserinde extracellular signal-regulated kinase (ERK) ekspresyonunun

arttig1 gosterilmistir. TXNIP ERK aktivasyonunu azaltarak negatif regiilator olarak rol alir (11).

Yuksek seviyelerde TXNIP hastaliga 6zgii sag kalim i¢in bagimsiz bir belirte¢ olarak
kabul edilebilir (98).

TXNIP asir1 ekspresyonu anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinde glikoz alimini inhibe
eder ve biiylimeyi azaltir. Fare modellerinde tiroid kanserinde biiyiimeyi azaltip metastazi

azalttig1 gorilmiistiir (99).

TXNIP ekspresyon azalmasi artmis hiicresel proliferatif aktivite ve meme kanseri
hlcrelerinde buyimeye neden olur (100). TXNIP eksikliginde TGF-beta sinyali artar ve bu

durum epitelyal mezenkimal ge¢isi artirarak tiimor olusumuna zemin hazirlar (101).
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3.GEREC VE YONTEM
Istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi etik kurulundan 2018/1092 numarast ile
onay1 alinmis ¢alismamizda kulak burun bogaz hastaliklar1 anabilim dalina bagvuran ve OSCC
tanisi ile tedavi edilen ve saglikli kontrol olarak ailesinde malign hastalik dykiisii olmayan diger
nedenler ile tedavileri yapilan saglikli bireyler bilgilendirilip rizasi alindi ve ¢alismaya dahil

edilerek doku ve serum 6rnekleri toplandi.

Toplanan doku drnekleri -80°C’de sakland1. Toplanan tiimoér dokulart mikrodiseksiyona
tabi tutuldu. %70 ve tizeri saflikta olan materyaller deneye dahil edildi. Hastalardan alinan kan

dokusu santrifiij edilerek serum elde edildi ve bu serum -80°C’de saklandi.

3.1.Materyal

3.1.1.Kullamlan Cihazlar
Agaroz Jel Elektroforez Tanki (BRL Life Tecnologies, ABD)

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

El homojenizatori (Qiagen, Almanya)

Etlv (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, Isvec)

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

Sogutmali Santrifiij (Hettich Mikro 200R, Almanya)

Vorteks (Snijders, Hollanda)
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3.1.2.Kullamlan Kimyasallar
Agaroz (Wisent MultiCell, Kanada)

Borik asit (Wisent MultiCell, Kanada)

Orange G (Merck, Almanya)

Deoksiribontkleotid trifosfat (Fermentas, Litvanya)
Ethanol (Riedel De Haen, Almanya)
Etilen-diamin-tetraasetik-asit (Sigma, Almanya)
Etidyum Bromur (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 Sulfat (Merck, Almanya)

Tris (Applichem, Almanya).

3.1.3.Kullamlan Kimyasal Karisimlar

Parcalama tamponu (1 1): 155 mM  NH4CI
10mM KHCO3
0,1 mM EDTA (pH:8.0)
SE tamponu (1 1): 75 mM NacCl
25 mM EDTA

TE tamponu (1 1):

30 mM Tris-HCI (pH:8.0)
20 mM Tris-HCI (pH:8.0)
1 mM EDTA (pH:8.0)
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Fenol icin TE tamponu (0,5ml): 0,25 mM Tris (pH:8.0)
0,5 mM EDTA (pH:8.0)

Fenol/Kloroform/isopropanol: (1:1):1 (Fenol/Kloroform)/isopropanol
Proteinaz K: 20 mg/ml

Ribonikleaz A: 10 mg/ml

SDS (%10, pH:7.2) (1 1): 100 g sodyumdodesil siilfat
3.2.YOntem

3.2.1 Materyal Toplama

3.2.1.1 Doku Elde Edilmesi

Klinigimizde OSCC tanisi ile ameliyati yapilan 50 hastanin 0,5 cm boyutunda timor
dokusu 6rnegi ve beraberinde normal doku 6rnegi alindi. Saglikli kontrol olarak ta ailesinde
malign hastalik 6ykiisii olmayan klinigimizde diger nedenler ile ameliyat1 yapilan hastalardan
(septoplasti, uvulupalatofaringoplasti) da 0,5 cm boyutunda mukozal doku pargasi alinarak
DNA ve RNA izolasyonu yapilana kadar -80°C de saklandi.

3.2.1.2.Serum Elde Edilmesi
Hastalardan operasyona oncesinde 10 ml kan alindi. Alinan kan laboratuvarda 1950

rpm’de 30 dakika santriflj edildikten sonra Ustte kalan serum toplanarak kriyotiiplere dagitildi.

3.2.2.DNA izolasyon islemleri

3.2.2.1.Dokudan DNA izolasyonu

Hastalardan toplanan dokular homojenizatdr ile parcgalanip proteinaz K ile 48°C de gece
boyunca inkiibe edildi. Fenol/Kloroform karisimi ile DNA iplikcikleri elde edildi. DNA
miktarlariin 6lgtimii ve  DNA 6rneklerinin kontrolii %0,8 agaroz gel elektroforezinde
gerceklestirildi. Hazirlanan materyal bisiilfit doniisimiinde kullanilmak tizere -20°C de

saklandi. (Tablo 2)
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Tablo 2: Dokudan DNA elde edilmesi
Homojenize doku
\
Parcalama Tamponu
\
3000 g'de 10' Santrifij
\:
Pellet + 10 ml Pargalama Tamponu
\:
3000 g'de 10' Santrifij
\:
Pellet + 4.5 ml SE Tamponu, 100 ug/ml Proteinaz K,
% 1 SDS, 20 pg/ml Ribontikleaz A

J

4 - 18 saat, 37°C'de inkiibasyon

\:
5 ml SE Tamponu + 10 ml Fenol / Kloroform (1:1)

\:

3000 g'de 5' Santrifij
\:

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

\:

3000 g'de 5' Santrifij
\:

Ust Faz + 10 ml isopropanol

\:

DNA iplikleri
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3.2.2.2.Serumdan DNA Elde Edilmesi
Tablo 3: Serumdan DNA elde edilmesi

Serum + PBS (200 pL)
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' inkiibasyon
i
Karisim + 200 pl ethanol
)
15" vortekslenir

)

Karigim 2,0 ml’lik tiipe aktarilir
|

6000 g’de(8000 rpm) 1' santrifiij / alt stvi dokiiliir
\:
500 pl yikama tamponu 1 (AW1) eklenir

i

6000 g’de(8000 rpm) 1'santrifijj
i

500 pl yikama tamponu 2 (AW2) eklenir

i

20000g’de (14000 rpm) 3' santrifiij
i

Filtreli tiip yeni kolana aktarilir
i

20000g’de (14000 rpm) 1' santrifUj

i
100 pl eliisyon buffer (AE) eklenip
)
5' oda sicakliginda inkiibasyon

¢
6000 g’de (8000 rpm) 1'santrifiij
)

DNA iplikleri
Tablo 3’te gosterildigi sekilde serumdan DNA elde edilmesini takiben DNA’lar bistlfit

doniisiimiinde kullanilmak tizere -20°C de saklandi.
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3.2.3.RNA Izolasyonu
Tablo 4: Dokudan RNA elde edilmesi

Doku + RNALater sivi
l
Doku + 600 pl Lizis tamponu bekletildi

\:

600 pl etanol eklendi
l
Vorteks / santrifGj ile sivi atildi
l
400 pul yikama sollisyonu + santrifiij (3 kez)
\:

Santrifiij ile kolonlar kurutuldu

i

40 pl eltsyon

\:

RNA

Tablo 4’te gosterildigi gibi RNA elde edildikten sonra Nanodrop 2000© (Thermofisher,
ABD) ile spektrofotometrik olarak dl¢ildi. cDNA doniisiimiine kadar ~ -80°C de saklanda.

3.2.4.Metilasyon Ve Ekspresyon Deneyleri i¢in Primer/Prob Tasarim
Calismamizda metilasyon ve ekspresyon profilleri incelenecek olan TXNIP geninin
primer ve prob tasarimlari sirasiyla internette kullanima agik olan Methprimer

(http://www.urogene.org/cqi-bin/methprimer/methprimer.cqi) ve Primer3Plus

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) programlari ile
tarafimizca tasarlandi (Tablo 5). Ayrica referans gen olan ACTB geninin primer ve prob

tasarimlar1 daha 6nce yapilmis olan ¢alismalardan alinmistir(Tablo 6) (102).
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Tablo 5: Metilasyon ve ekspresyon profilleri incelenecek olan TXNIP geninin primer ve prob

tasarimi. (EF: Ekspresyon Forwad, ER: Ekspresyon Revers, MF: Metilasyon Forward, MR:

Metilasyon Revers)

TXNIP EF 5" AGTACCTGCGCTATGAAGAC ‘3
TXNIP ER 5’ TAGCCAGCCAACTCAAGAGAC ‘3
TXNIP MF 5" GCGATTTTATTGATTGGTCGGG ‘3
TXNIP MF 5’CGTCTCTATATAATAACCCGAACC ‘3
TXNIP Probe 5’CGAGGGTAGTACGAGTTTTCGGGT ‘3
00 300 hp 1006 hp 1500 bp
Cpi
mF 1 E—l Rt
Set
UFi0—urt
L nFzl—l Rz
o0 ez
w3l mR3
sSetd
uFs——dur3
i mFal—————lmr
" UFal—— R
L nFSE——l rRS
" rs—— s
Input Sequence Bizulfite PCR primer MSP Primer Set CpG Island
] i Methylated-Specific B—m
Unmethylated-Specific O— 4

Sekil 13: TXNIP geninin primer ve prob tasarimi.
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Tablo 06: Referans ACTB geninin primer ve prob tasarimi. (EF: Ekspresyon Forward, 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

Hastalara ait timdr, normal doku ve serumdan elde edilen DNA’lar ile, saglikli
bireylerin doku ve serumundan elde edilen DNA &rneklerinde LightCycler 480 cihazinda
PCR yontemi ile TXNIP geninin promoter bolgesindeki metilasyon varligi degerlendirildi.
Bisiilfit doniisiim protokoliinde yazildigi gibi sodyum bisiilfit ile kimyasal modifikasyon
sonrasi metile bolgelere Ozgli primerler ve hibridizasyon problar1 kullanilarak DNA
icermeyen oOrnekler negatif kontrol, saglikli kisilerin lenfositlerinden elde edilen DNA
ornekleri de Sssl metiltransferaz muamelesi ve bisiilfit modifikasyonu sonrasi pozitif kontrol

olarak kullanildi.

3.2.5.1.Bisulfit Doniisiimii
Elde edilmis olan DNA 6rnekleri Tablo 7°de gosterildigi sekilde bisiilfit doniigiim
protokoliine tabi tutuldu. Protokol “Zymo Methylation Gold Kit” (Zymo research, CA, ABD)

ile saglandi.

Bistilfit doniistimii tamamlanan DNA 6rnekleri Real-time QMSP ¢alismasina kadar -

209C’de saklandi.
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Tablo 7: Bisiilfit DNA doéniisiim protokolii

20 pl DNA + 130 pl bisiilfit doniisiim reajani
J

959C (10 dk) ve 64°C’de (2 sa 30 dk) inkiibasyon
J
Filtreli tiipe aktarildi
|
600 pl baglanma tamponu eklendi
J
Santrifiij sonrasi alt s1v1 dokiildii
J
100 pl yikama tamponu
)
Santrifiij sonrast alt s1v1 dokiildii
)
200 pl destlfonasyon tamponu eklenmesi
)
15-20 dk oda sicakliginda inkiibasyon
¢
Santrifiij sonrasi alt s1v1 dokiildii
200 pl yikama tamponu
\:
2 kez
Santrifiij sonrasi alt s1vi dokiildii
J
20 pl elusyon tamponu
J
Santrifiij sonrasi alt s1v1 toplandi
J
Bistlfit DNA
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3.2.5.2.TXNIP Geninin Relatif Metilasyon Seviyesinin QMSP ile Belirlenmesi

TXNIP geninin promoter bolgesinin metilasyon seviyelerinin arastirilmasinda kantitatif

metilasyon spesifik PCR (QMSP) yéntemi ile metilasyon durumu tespit edildi. Deneylerimizde,

S5’ucunda 6-florosein amitid (FAM) ve 3’ucunda FAM inhibe edici (quencher) olan

karboksitetrametilrodamin (TAMRA) ile isaretlenmis TagMan hidroliz probu kullanildu.

Metilasyon deneylerinde, pozitif kontrol olarak, saglikli insan lenfosit DNA” s1 (LN-

DNA) Sssl metilaz enzimi ile reaksiyona sokularak hazirlanmis %100 metillenmis standart

kullanildi. Kantitatif sonug eldesi i¢in standartlar; 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000 olacak sekilde

dilte edildi. QMSP deneylerinde kullanilan reaksiyon kosullart ve reaksiyon karigimi tablo 8 -

9’da gosterildi.

Tablo 8: Metilasyon deneyleri i¢in QMSP reaksiyon kosullari

PCR Asamalari T (°C)
DENATURASYON 95°C
95°C
BAGLANMA (50 siklus) 64°C
72°C
SOGUMA 40°C

Zaman
30s
15s
1dk
15s
30s

Tablo 9: Metilasyon deneyleri igcin QMSP reaksiyon karigimi

Reaksiyon Karisim

10X SensiFAST Probe No-ROX Kit Mix
100 puM Primer (F)

100 uM Primer (R)

100 puM prob

dH20 (PCR grade)

BC-DNA

1 6rnek hacmi

10 pL
1,2 uL
1,2 uL
0,4 pL
2,2 uL

5,0 uL

Her iki gen icin ortak olarak bir esik degeri belirlendi ve her gen i¢in ayr1 olarak

kullanilan %100 metile standart ve diliisyonlarinin konsantrasyonlar1 ile Ct degerine (floresan
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diizeyinin cihaz tarafindan 6lgiilebilen esik degeri astig1 dongii) gore, her gen i¢in ayr1 standart
egri grafigi program tarafindan olusturuldu. Her bir 6rnek igin kantitatif bir sonug elde edilip,

relatif metilasyon ylizdesi de agsagida belirtilen formiil ile hesaplandi.

Relatif Metilasyon Yuzdesi = HEDEFkonsantrasyon / ACT Bkonsantrasyon X 100

3.2.6.Ekspresyon Analizi

TXNIP geninin ekspresyon seviyeleri belirlenip OSCC tanisi alan hastalarda tiimor,
normal doku ve serum ornekleri ile saglikli kisilerin mukoza ve serum Ornekleri kiyaslandi.
Oncelikle RNA izolasyonu yapildi. Bu RNA lardan ekspresyon analizinde kullanilmak iizere
cDNA elde edildi (Tablo 10-11). Hazirlanan cDNA’lar -20°C’de saklandi.

Tablo 010: cDNA sentezi reaksiyon kosullari

PCR Asamasi T (°C) Zaman
Primer Baglanma 25°C 10 dk
42 °C 15 dk
Revers Transkripsiyon
48 °C 15 dk
Inaktivasyon 85 °C 5dk
Soguma 4°C -

Tablo 11: cDNA sentezi reaksiyon karigimi

Soltisyon Miktar
Toplam RNA (1 pg'ye kadar) n pl

5x TransAmp Buffer 4 ul

Reverse Transkriptaz 1 pl

dH,0 20 pl’ye kadar

3.2.6.1.TXNIP Geninin Ekspresyon Seviyelerinin QRT-PCR Yontemi ile Belirlenmesi
TXNIP geninin ekspresyon seviyeleri SYBR Green temelli kantitatif ger¢cek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) ile degerlendirildi. PCR i¢in uygun reaksiyon karigimi
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hazirlandiktan sonra karisim 96 kuyulu, i¢inde sectigimiz genlere 6zgli primerleri igeren
platelere her bir kuyuda 20 pl olacak sekilde ¢ok kanalli pipet yardimui ile dagitildi. Reaksiyon
karisimi yiliklendikten sonra plate’in tizeri film ile kaplanarak cihazda uygun sicakliklarda

reaksiyon baslatildi (Tablo 12-13).

Tablo 12: Ekspresyon deneylerinin QRT-PCR reaksiyon karigimi

Reaksiyon Karigimi 1 érnek 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>0O (PCR grade) 6,6 pL
cDNA 3L

Tablo 13: Ekspresyon deneylerinin QRT-PCR reaksiyon kosullari

PCR Asamalari T (°C) Zaman
DENATURASYON 95°C 30s
5 95°C 15s
BAGLANMA (40 siklus)
60°C 1dk
95°C 10s
ERIME ERIiSI (Melting Curve) 60°C 20s
95°C Cont.
SOGUMA 40°C 30s

PCR sonrasinda genlerin relatif ekspresyon diizeyleri housekeeping genlerin

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

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

Istatistiksel analizlerin hesaplanmasinda, IBM SPSS Statistics 20 prograni kullanilds.
Klinik bilgiler ile metilasyon ve ekspresyon seviyelerinin kiyaslanmasinda ki-kare testleri
(Yates ve Fisher) kullanildi. p <0,05 olan degerler istatiksel olarak anlamli kabul edildi. Hasta
ve saglikli bireylerin 6rneklerinin metilasyon seviyelerinin kiyaslanmasinda Wilcoxon Rank

Testi kullanildi.
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4 BULGULAR

4.1.0SCC Hastalarma Ait Klinikopatolojik Parametreler ile Saghkh Bireylere Ait
Demografik Ozellikler

Calismaya OSCC tanisi alarak opere edilen hastalar ve ailede malign hastalik oykiisii
olmayan saglikli bireyler dahil edildi. OSCC nedeniyle opere edilen hastalardan alinan timor
ve normal doku 6rnekleri ile serum ornekleri, saglikli bireylerin saglikli mukoza ve serum
ornekleri incelendi. Hastalara ait bilgiler Tablo 14-15’te verilmistir. OSCC tanili hastalarda
median yas 60 olup, saglikli bireylerde median yas 56 olarak hesaplandi. OSCC tanili
hastalarin 38’1 (%76) erkek iken, 12°si (%24) kadm idi. Oral kavite tiimoriiniin en sik
lokalizasyonu 14 hasta (%28) ile dil olarak goriildii. En az goriildiigii lokalizasyon ise 4 hasta
ile (%8) sert damak idi. Hastalarin 25’1 (%50) operasyon esnasinda evre 4 olarak goriildii. 24
hastada (%48) postoperatif patoloji raporunda lenf nodu metastazi saptandi. Hastalarin biiyiik
kisminda (39-%78) orta derecede diferansiyasyon gosteren SCC saptandi. Takiplerde 16
(%32) hastada niiks saptandi.

Tablo 14: Saglikli bireylere ait demografik parametreler

Parametreler n(%o)
Yas <50 7 (70)
>50 3 (30)
Cinsiyet Erkek 10 (100)
Kadin 0
Sigara Kullanmiyor 5 (50)
Kullaniyor 5 (50)
Alkol Kullantyor 0
Kullanmiyor 10 (100)
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Tablo 15: OSCC hastalarina ait klinik parametreler

Parametreler n(%)
Yas <50 8 (16)
>50 42 (84)
Cinsiyet Kadin 12 (24)
Erkek 38 (76)
Agiz Tabani 9 (18)
Anatomik Tutulum Bukkal Mukoza 9 (18)
Bélgesi Sert Damak 4 (8)
Dil 14 (28)
Inferior  Alveolar | 6 (12)
Ark
Retromolar Trigon | 8 (16)
Evre 1 5 (10)
2 9(18)
3 11 (22)
4 25 (50)
Histapotoloji SCC 50 (100)
Lenf Nodu Tutulumu Yok 26 (52)
Var 24 (48)
Sigara Kullanmiyor 18 (36)
Kullantyor 32 (64)
Alkol Kullanmiyor 41 (82)
Kullaniyor 9 (18)
Diferansiyasyon A7 4 (8)
Derecesi fyi 7 (14)
Orta 39 (78)
Nks Var 16 (32)
Yok 34 (68)
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4.2 TXNIP Geninin Metilasyon Analiz Sonuglari

Caligmamizda OSCC tanisi ile ameliyat edilmis 50 hastaya ait tlimor/eslenik normal
doku ve serum Ornekleri ile kendisinde ve ailesinde malign hastalik dykiist bulunmayan 10
saglikli kisiye ait normal mukoza ve serum o&rneklerinin metilasyon durumu Kantitatif
Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi (QMSP) ile incelendi. Kantitatif
Ol¢tim yapilmasi amaciyla, %100 metillenmis standart ve konsatrasyonu azaltilmig standart
sollsyonlar1 (1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000) kullanildi. Calismada negatif kontrol olarak ise
distile su ve bisiilfit modifiye edilmis LN-DNA’s1 kullanildi. Sonuglarin analizi, LightCycler
480 yaziliminda Absoliit Hesaplama/Fit Points programi ile gergeklestirildi. Hedef ve referans
gene ait amplifikasyon egrileri Sekil 14 Sekil 15, standart curve egrisi Sekil 16°da

gosterilmistir.
Amplification Curves
)
E10E
2 E
c %100 5510 51
E
§ 1.0E0
=

2 4 E 8 10 12 14 16 13 20 22 24 26 28 30 32 34 3 39 40 42 44 45 48 80
Cycles

Sekil 14: %100 metile standart ve dillisyonlarinin ACTB genine ait amplifikasyon egrileri

Amplification Curves

1.0E1 100 2610 %1

Fluorescence (465-510)

1.0E0H

H 4 & & 10 12 14 18 18 =20 22 24 26 =28 30 D2 34 36 38 40 42 44 45 48
Cycles

Sekil 15: %100 metile standart ve diliisyonlarinin hedef TXNIP genine ait egrileri
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Sekil 16: %100 metile standart ve diliisyonlarinda ACTB ve TXNIP genlerine ait standart egri.

Tumor ve normal doku 6rneklerinde TXNIP geninin metilasyon oranlart %18 (9) ve

%14 (7) saptanmis olup, sadece bir hastanin serum 6rneginde metilasyon goriildii (Sekil 17).

120
SL854SL8235|-399 SL823 sL768
— 100 ———F—( —
o SL854
5 SL91 é
) 80
E SL399 SL768
Hao | Tamor
> <y SL872 O
2 X 60 © Eslenik
o - SL387 SL768
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(7] SL769
S 40 SL832
=
=
20
SL810
SL56
0
% 18 % 14 % 2
(9/50) (7/50) (1/50)

Sekil 17: OSCC hastalarina ait tiimor, eslenik normal doku ile serum ve tlkiiriik

orneklerindeki metilasyon oranlar1 (-value).

Saglikli bireylere ait normal mukoza ve serum tiikiiriik 6rneklerinde TXNIP geninin
metilasyon durumu incelenmis ve sadece bir hastanin normal mukozasinda %0,003 oraninda
metilasyon tespit edildi. Bu degerin anlamli olmadigi distiniildii. Saglikli bireylerin serum

orneklerinde metilasyon gozlenmedi.
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Sekil 18: Saglikli bireylere ait normal mukoza ve serum Orneklerindeki metilasyon

oranlart (f-value).

4.3.TXNIP Geninin Ekspresyon Analiz Sonuglari

Hasta ve saglikli bireylerin drneklerinde ekspresyon seviyeleri, SYBR Green iceren
reaksiyon karisimi ve Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)
teknigi kullanilarak incelendi. Sonrasinda hedef gen ve referans (ACTB) genlerinin ekspresyon
sonuglarindan elde edilen Ct degerleri kullanilarak 22t degerleri tiim drnekler icin normalize
edildi. Sonuglarin analizi LightCycler 480 yazilimindaki Temel Relatif Ol¢iim (Basic Relative
Quantification) programi ile yapilmis olup tiimor dokusunun 22t degerlerinin normal dokunun
22¢t degerlerine gore kat degisimleri (fold change) 242t formiilui ile hesaplandi. Buna gore
2’nin lizerinde olan degerler tiimoér dokusunda, eslenik normal ya da sagliklt mukozaya oranla

ekspresyon artisi1, 2’ nin altindaki degerler ise ekspresyon azalis1 olarak degerlendirildi.
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Sekil 19: Hastalara ait orneklerin hedef gen (TXNIP) ve referans gendeki (ACTB)

amplifikasyon egrileri.

TXNIP geninin ekspresyon diizeyleri referans genin OSCC hastalarinin tiimor/eslenik
normal doku ve serum Orneklerindeki ekspresyon diizeyleri ile saglikli bireylere ait normal
mukoza ve serum orneklerindeki ekspresyon diizeyleri 24 metodu ile relatif olarak hesaplandi
(Sekil 20).

2ACt
30

20

SS1 SS5  SS6  SS8 SS9 11 SS12  SS13 SS781 SS824

-10

-20

= Normal Mukoza Serum

Sekil 20: Saglikli bireylerin mukoza ve serum orneklerindeki ekspresyon diizeyleri normalize

edilerek 22 metodu ile relatif olarak degerlendirilmesi
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Sekil 21: OSCC hastalarinin tiimor/eslenik normal doku ve serum drneklerinin ekspresyon

diizeylerinin normalize edilerek 24t metodu ile relatif olarak degerlendirilmesi
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TXNIP geninin ekspresyon diizeyleri OSCC hastalarina ait tiimor ve eslenik normal

dokularidaki ekspresyon diizeyleri 222 metodu ile relatif olarak hesapland: (Sekil 21). OSCC

hastalarin %60’inda (30 hasta) tiimoér dokusunda eslenik normal dokuya oranla ekspresyon

seviyesinde azalma ve %26’sinda (13 hasta) ekspresyon seviyesinde artma gozlenirken 7

hastanin ekspresyon seviyesinde degisiklik gozlenmedi.
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Sekil 22: TXNIP geninin ekspresyon dizeyleri ile referans genin (ACTB) OSCC hastalarina ait

tiimér (T) ve eslenik normal (N) doku &rneklerindeki ekspresyon diizeyleri 224t metodu ile

relatif olarak hesaplanmasi
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Hastalarin tiimor dokularina ait Ct degerlerinin ortalamalar1 ile saglikli bireylerin
normal mukozalarma ait Ct degerlerinin ortalamalar1 kiyaslanarak foldchange degeri
hesaplandi. Hastalarda saglikli bireylere gore TXNIP geninin ekspresyon seviyesinde 35 kat
azalma tespit edildi. Sadece metilasyon gbzlenen hastalarin tiimor dokularinin Ct degerleri ile
saglikli bireylerin normal mukozalarinin Ct degerlerinin ortalamalar1 karsilastirilip foldchange
degeri hesaplandi ve metilasyon gozlenen hastalarda 89 kat ekspresyon seviyesinde azalma

oldugu gozlendi.

4.4 TXNIP Geninin Promoter Bolgesinde G6zlenen Hipermetilasyona Bagh Ekspresyon
Seviyesinde Azalma

Tumor dokusunda TXNIP geninin promoter bolgesinde metilasyon gozlenen 9 hastanin
%066,6’sinda (6/9) tiimor dokusunda eslenik normal dokusuna gore ekspresyon seviyesinde
azalma oldugu tespit edildi. Hem tiimdr hem de eslenik normal dokusunda metilasyon 5 hastada
gozlenirken 5 hastanin 3’iinde tiimo6r dokusunda eslenik normale gore ekspresyon seviyesinde
azalma belirlendi. Metilasyon g0zlenen hastalarin %33,3’liniin (3/9) anatomik tutulum
bolgesinin agiz tabani oldugu gozlendi. Ekspresyon seviyesinde azalma gozlenen hastalarin
%30’unda (9/30) anatomik tutulum boélgesinin dil oldugu tespit edildi. Tiimér dokusunda
metilasyon gozlenen bir hastanin hem eslenik normal hem de serum 6rneginde metilasyon tespit
edilirken hastanin timor dokusunda eslenik normal dokuya oranla ekspresyon seviyesinde
azalma gozlendi. Tiimor dokusunda metilasyon gozlenmeyen %29,2’sinde (12/41) ekspresyon

seviyesinde artma, %56°sinda (23/41) ise ekspresyon seviyesinde azalma gozlendi (Tablo 16).

Tablo 16: Metilasyon ve ekspresyon degisikliklerinin gosterimi

HASTA GRUPLAR Ekspresyon azalis | Ekspresyon artis | Degisiklik Gozlenmeyen
(n=30) (n=13) (n=7)
Metilasyon Gozlenen %66,7 (6/9) %22,2 (2/9) %11,1 (1/9)
(n=9)
Metilasyon Gozlenmeyen %56,1 (23/41) %29,3 (12/41) %14,6 (6/41)
(n=41)
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4.5.Metilasyon Ve Ekspresyon Sonuclarimn Klinikopatolojik Veriler ile Karsilastirllmasi
OSCC hastalarina ait timor dokusunda eslenik normal ya da saglikli mukozaya oranla
ekspresyon azalis1 veya artis1 ile hastalara ait klinikopatolojik bilgilerin istatistiksel olarak

karsilagtirilmas1 IBM SPSS Statistics 20 programi yardimiyla gerceklestirildi.

Ekspresyon ve metilasyon durumu ile hastalarin klinikopatolojik  verileri
karsilastirildiginda sigara ve alkol kullanimi, lenf nodu tutulumu, anatomik tutulum bolgeleri

ile anlamlilik bulunamadi (p>0,05).

Timor dokusunda eslenik normal dokuya gore ekspresyon seviyesinde azalma ile
hastalarda nuks gozlenmesi arasinda istatistiksel anlamlilik bulundu (p=0,044). Sadece timor
dokusunda metilasyon g0zlenen hastalarda, differansiyasyon derecesi ile ekspresyon

seviyesinde azalma arasinda istatistiksel anlamlilik tespit edildi (p=0,023).

%095 giiven araliginda yapilan ANOVA (F-testi) testine gore diferansiyasyon derecesi
ve TNM evresi (I-1I-111-1V) ile TXNIP geninin ekspresyon seviyesinde artma/azalma ve

promoter metilasyon durumlari incelendiginde istatistiksel anlamlilik tespit edilmedi (p>0,05).

Wilcoxon Rank testi ile yapilan analizde metilasyon gdzlenen hastalarda, ekspresyon
seviyesinde artma ve ekspresyon seviyesinde azalma gbzlenen gruplar arasindaki kat degisim
oranlar istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,008). Metilasyon gozlenmeyen hastalarda,
ekspresyon seviyesinde artma ve ekspresyon seviyesinde azalma gozlenen gruplar arasindaki
kat degisim oranlar ileri derecede istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001). Ekpresyon
seviyesinde azalma gozlenen hasta grubu incelendiginde metilasyon gozlenen ve gozlenmeyen
gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik gozlendi (p<0,001). Ekspresyon seviyesinde artma
gozlenen hastalarda metilasyon gozlenen ve gozlenmeyen gruplarin dagilimi arasinda

istatistiksel anlamlilik gozlendi (p=0,01).
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5. TARTISMA
Oral kavite kanserleri tiim bas boyun kanserlerinin %14’iinii olusturmaktadir. Verilere
gore ortalama tan1 konma yas1 64 olup hastalarin ¢ogunlugu erkeklerden olugsmaktadir. En sik
goralen histopatoloji skuam6z hucreli karsinomdur. Calismamizda hastalarin tamami skuamoz

hiicreli karsinom tanili idi.

Etiyolojide en onemli etkenler tiitiin kullanim1 ve alkoldir (17). Karsinogenez de

cevresel etkenlerin yani sira genetik / epigenetik faktorlerde rol oynar.

Epigenetik DNA dizilimde degisiklige yol agmadan genin ifadesini degistiren ve
kalitilabilen 6zellikleri inceler (56). Epigenetik mekanizmalar; histon modifikasyonlari, DNA

metilasyonu, mi RNA regulasyonu ve kromatin yeniden diizenlenmesi olarak belirtilmistir (57).

Calismamizda OSCC hastalarinda tiimor, eslenik normal doku ve serumda DNA
izolasyonu yapilarak TXNIP geni metilasyon ve ekspresyon oranlari incelenip, metilasyona
bagli ekspresyon oranlarindaki azalma arastirildi. Metilasyonu gostermek igin QMSP yéntemi

kullanilmis olup ekspresyon diizeyinin belirlenmesinde QRT-PCR yontemi uygulandi.

DNA da meydana gelen metilasyon tiimoriin baslangi¢ ve ilerlemesinde 6nemli bir role
sahiptir. TUmor stpresér genlerin promoter bdlgelerinde meydana gelen metilasyon durumu
genin baskilanmasina neden olur. Bu durum biyobelirte¢ arayisi agisindan erken tani ve

taramada umut vaat etmektedir.

TXNIP hucresel antioksidan sisteminin bir pargasi olup bu sistemde inhibit6r rol
ustlenir. Tioredoksin fonksiyonunu dogrudan veya ASK-1 gibi proteinler tizerinden dolayl

olarak inhibe eder.

TUmor siipresor gen olarak islev géren TXNIP "nin bir¢ok farkli kanser tiiriinde rol aldig:
bildirilmistir.

Literatirde, TXNIP geninin metilasyon ve metilasyona bagli ekspresyon seviyesini
OSCC hastalarinda inceleyen calisma bulunamamistir. Ancak bas boyun SCC’lerinde
metilasyonu inceleyen bir adet ¢alisma bulunmustur (12). Demokan ve arkadaslarinin 2013
yilinda yayinlanan g¢alismalarinda 5-aza-2'-deoksisitidin ile muamele edilmis bas boyun
skuamoz hcreli karsinomlu (HNSCC) hiicre soylarinda soylari ile insan tiimor ve saglikli
dokularinda gen ekspresyon profilleme yaklagimi ile ekspresyonlar: baskilanan genler

tanimlandi. Array sonuglarina gore ekspresyon seviyesinde azalma gézlenen 126 genin bisiilfit
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dizileme islemi tamamlandiktan sonra anlamli derecede azalma gozlenen 7 gende (MAP3KS3,
MAP2K3, GNG7, GALNT10, PPFIBP2, TUSC2 ve TXNIP) azalmanin metilasyon mekanizmasi
iizerinden gergeklestigini tespit etmek i¢in genlerin promoter bolgelerinin metilasyon durumlari
QMSP yontemi ile incelendi. 9’u oral kavite hastasi olmak {izere toplam 33 adet HNSCC
hastasinin tiimdr dokularinda ve saglikli bireylere ait normal mukoza (n=14) ve tiikiirik (n=22)
orneklerinde metilasyon seviyeleri incelendi. Tiimo6r 6rneklerinin %18’inde (6/33) %10’un
iizerinde ve saglikli tliklirik orneklerinin %18,75’inde (6/16) %1’in altinda oranlarda
metilasyon gozlenirken saglikli bireylere ait normal mukoza oOrneklerinde metilasyon
g6zlenmedigi bildirilmistir. Metilasyon gozlenen 6 adet HNSCC hastasinda sadece bir hastanin

oral kavite timoriine sahip oldugu belirtilmistir (12).

Tiimor silipresor gen olarak islev goren TXNIP "nin birgok farkli kanser tiiriinde rol aldig1
bildirilmistir. lkarashi ve ark. (2002) tarafindan yapilan c¢alismada gastrointestinal sistem
kanseri olan 52 hastanin (40 tanesi kolorektal kanser, 12 mide kanseri) drnekleri (timor ve
normal doku) QRT-PCR yontemi ile incelendi ve kanserli dokuda normal dokuya gore
ekspresyonda anlamli azalma oldugu gosterildi. ileri evre hastalikta ekspresyon oranlarinin
daha da azaldig: bildirildi (103). Jennifer ve ark. (2014) yaptigi ¢alismada ise fare modeli
uzerinde (ortotopik tlimor nakli) tiroid karsinomunda TXNIP ekspresyonu incelendi. Caligma
sonucunda TXNIP ekspresyonunda artisin timoriin blylmesinde yavaslama ve metastaz
oraninda azalmaya neden oldugu goriildi (99). Cho ve ark. (2019) hepatoselluler karsinom ve
oksidatif stres arasindaki iligkiyi inceledigi bir ¢alismada karaciger rezeksiyonu yapilan 367
hasta ve saglikli kontroller arasinda mRNA ve protein seviyelerindeki degisiklikler gen
ekspresyon array yontemi ile analiz edildi. Oksidatif stres altinda TXNIP geninde artan
ekspresyon seviyesinin tiimor olusumuna yol agan diger onkogenlerin inhibisyonuna neden
oldugu gortildii (104). Miligy ve ark. (2018) yaptigi ¢alismada 1015 hasta tizerinden TXNIP’nin
insitu / invaziv duktal meme karsinomundaki rolii incelendi. Insitu ve invaziv timor érnekleri
mikroarray yontemi ile incelendi ve ekspresyon seviyesinde anlamli degisiklik oldugu gozlendi.
TXNIP’nin azalan ekspresyonu yiiksek niikleer atipi, Ostrojen reseptor negatifligi, nekroz
varlig1 igeren agresiflik ozellikleri ile iliskili bulundu (105). Goldberg ve ark. (2003) yaptigt
caligmada ise melanom da TXNIP ekspresyonu ile metastaz arasinda ters korelasyon oldugu
bildirildi (106).

Bircok kanser tiriinde tumor supresor genlerin promoter bdlgesinde metilasyon
goriildiigi bildirilmistir (107). Dutta ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada TXNIP

geni promoter bolgesinde meydana gelen metilasyon ile renal hiicreli kanser arasinda iliski
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oldugu saptand1 (108). Carvalho ve ark. (2008) yaptigi ¢alismada bas boyun kanseri olan
hastalarin tiimor, serum ve tiikiiriik 6rneklerinde belirlemis olduklar: 21 adet tumor stpresor
gende promoter bolgede QMSP yontemi kullanilarak metilasyon diizeyleri incelendi. Bu
genlerin bir kisminda metilasyon oranlarinin yiiksek diizeyde artmis oldugu gozlendi. Bu
genlerin serum ve tiikiiriikte metilasyon oranlarinin yiliksek saptanmasinin hastaligin taramasi

ve hastaligin takibinde kullanilabilecegi 6ngoriildii (107).

Calismamizda OSCC tanisi almig 50 hastanin tiimor / eslenik normal doku ve serum
ornekleri ile saglikl bireylere ait normal doku ve serum 6rneklerinin ekspresyon seviyesi QRT-
PCR yontemi ile incelendi. Hastalarin 30’unda (%60) normal dokuya gore ekspresyon azalisi
gozlendi. 13 hastada (%26) ckspresyon seviyelerinde artis goriiliirken 7 hastada (%14)
ekspresyon seviyelerinde degisiklik izlenmedi. Ekspresyon oranlari ile hastalarin verileri (yas,
cinsiyet, sigara kullanimi, alkol kullanimi, lenf nodu tutulumu) degerlendirildiginde istatistiksel
olarak anlamlilik saptanmadi. Tiimériin anatomik lokalizasyonuna gore ekspresyon oranlarina
bakildiginda en yiiksek ekspresyon orani agiz tabani bolgesinde izlendi (%78). Ekspresyonun

en az goriildigii lokalizasyon ise retromolar trigon olarak izlendi (%38).

Calismada TXNIP genine ait promoter bdlgede meydana gelen metilasyon durumu ve
buna bagl olarak ortaya c¢ikan gen ekspresyon diizeyinde ortaya cikacak degisikliklerin
incelenmesi amaglandi. 9 timor dokusunda (%18) metilasyonda artis izlenirken 7 hastanin
(%14) eslenik normal dokusunda metilasyonda artis saptandi. 1 hastanin serum Orneginde
metilasyon oraninda artig goriildii. Kontrol grubu saglikli bireylerin serum o6rneklerinde
metilasyonda artis izlenmez iken sadece 1 hastanin normal mukoza 6rneginde %0.003 oraninda
metilasyonda artis saptandi. Bu durum anlamli olarak goriilmedi. Metilasyon oraninda artis
goriilen 9 hastanin 6 tanesinde (%67) TXNIP gen ekspresyon oraninda azalma goriildi. Hem
timor hem eslenik normal dokuda metilasyon 5 hastada gorildi. 1 hastanin tiimoér, eslenik
normal doku ve serumunda metilasyonda artig goriilirken tumor dokusunda normal dokuya
oranla ekspresyon seviyelerinde azalma saptandi. Ekspresyon ve metilasyon durumu
klinikopatolojik veriler ile degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli bir sonuca
varilamadi. Ancak tiimor dokusunda ekspresyon seviyelerinde azalma olan hastalar ile niiks
goriilmesi arasinda istatistiksel olarak anlamli sonug elde edildi (p=0.044). Timor dokusunda
metilasyon saptanan hastalarda ekspresyon azalmasi ve diferansiyasyon derecesi arasinda
istatistiksel olarak anlamli sonug elde edildi (p=0.023). Hastalar anatomik tutulum bdélgelerine

gore degerlendirildiginde her anatomik alan icin hasta sayis1 yetersiz oldugundan istatistiksel
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analiz yapilamadi. Agiz tabani tiimorii olan 9 hastanin 4 tanesinde metilasyon izlenirken bu 4

hastanin 3’tinde TXNIP gen ekspresyon oranlarinda da azalma izlendi.

Calismamizda metilasyon goriilen hastalarda, ekspresyon artisi olan ve ekspresyon
azalis1 olan hastalar arasinda yapilan analizde kat degisim oranlar istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0.008). Metilasyon gozlenmeyen hastalar arasinda da ekspresyon artisi olan ve
ekspresyon azalisi olan hastalar arasindaki kat degisim oranlar istatistiksel olarak anlamli

saptand1 (p<0.001).

Ekspresyon oraninda azalma goriilen hastalarda metilasyon gozlenen ve metilasyon
gozlemeyen hastalarin dagilimi arasinda istatistiksel olarak anlamlilik gozlendi (p<0.001).
Ekspresyon oraninda artma saptanan hastalarda ise metilasyon gozlenen ve metilasyon
saptanmayan hastalarin dagiliminda istatistiksel olarak anlamlilik izlendi (p=0.01). OSCC
hastalarina ait daha genis gruplarda yapilacak ¢alisma ile istatistiksel olarak daha anlamli

sonuclar elde edilecektir.

Ayrica ¢alismamizda hastalarda saglikli kisilere oranla gen ekspresyonunda 35 kat
diisme izlendi. Sadece metilasyon goriilen hastalar ile saglikli bireyler kiyaslandiginda TXNIP
gen ekspresyon seviyesinde 89 kat azalis oldugu goriildii. Mevcut durum tiimoér hastalarinda
metilasyona bagli ekspresyon oranlarinda ciddi azalma oldugunu gosterirken metilasyonun
goriilmedigi hasta popiilasyonunda da ekspresyonda onemli oranda azalma oldugunu ortaya
koymustur. Bu durum timor hastalarinda ekspresyon azalmasinda metilasyon disinda
mekanizmalar (mutasyon) oldugunu diisiindiirmektedir. Ileride yapilacak calismalara bu agidan

151k tutmaktadir.

TXNIP geninin ekspresyonunda azalma ile karsinogenez arasindaki iligkinin yanisira
genin aktivasyonunun artirilmasinin kanser tedavisinde rolii oldugunu gosteren calismalarda
bulunmaktadir. Hoshikawa ve ark. yaptigi calismada hiicre kiiltiirii ve ksenograft fareler
Uzerinde yapilan deneyde D-alloz verilmesi ile birlikte TXNIP ekspresyon artig1 gosterilmis ve
bu durumun timdriin biiylime potansiyelini azalttigi gosterilmistir. TXNIP ekspresyonunu
artiran bu ilacin kanser tedavisinde kullanilabilecegi belirtilmistir (109). Hicre kultlrl
ortaminda yapilan bir bagka caligmada bas boyun kanserlerinde, radyoterapi ile beraber
tedavide TXNIP ekspresyonunu artiran D-alloz verilmesinin kanser tedavisinde radyoterapi

etkinligini artirdig1 belirtilmistir (110).

Yukarida bahsi gecen ¢alismalarda TXNIP geninin yalnizca metilasyon veya yalnizca

ekspresyon degisimleri incelenmistir. Calismamiz OSCC’de TXNIP geninin ekspresyon ve
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metilasyon oranlar1 incelenmis ve bununla beraber metilasyona bagli ekspresyon
degisikliklerini arastirilmistir. Bu 06zelligi ile literatirdeki ilk g¢alisma olma ozelligini
gostermektedir. Yapilacak daha genis hasta popiilasyonlu c¢aligmalar ile TXNIP geninin

OSCC’de tarama, tan1 ve takipte kullanilabilecek bir biyobelirtec olarak roll incelenecektir.
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