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OZET

Oral Skuaméz Hiicreli Karsinom (OSHK) genetik (delesyon, insersiyon, mutasyon),
epigenetik (mikroRNAlardaki diizensizlikler) ve g¢evresel faktorlere (HPV, sigara, alkol,
UV) bagl olarak gelisen, gen-gevre etkilesimini gosteren en iyi kanser tiirlerinden biridir.
Diinyadaki yillik bag-boyun kanserinin  %30’unu, agiz kanserlerinin  %90’1m
olusturmaktadir ve 5 yillik sag kalim oran1 %35-50’dir. Oral potansiyel malign lezyon
(OPML) da tipki1 OSHK gibi gen-gevre etkilesimden etkilenen kanser onciisii lezyonlarin
genel adidir. Calisma materyalimizi olusturan kan ve tiikiiriikk; minimal invaziv, temini
kolay, takibi miimkiin kilan biyolojik sivilardir. Bu hasta gruplarinda gerek tani ve tedavi
gerekse prognoz degerlendirmesi i¢in kullanilabilecek biyobelirteglerin kan ve tiikiiriik gibi
likit biyopsi orneklerinde tespit edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu tez ¢alismasinin amaci,
OSHK hastalar1 (n=14), OPML (n=14) hastalar1 ve saglikli mukozaya (n=14) sahip kontrol
grubu arasinda miR-21, miR-208a-3p ve PDCD4’iin tiikiiriik ve kan da ifade seviyelerinde
Ol¢iilmesi, OSHK ve OPML agisindan biyobelirteclerin aragtirilmasidir. miRNA ve PDCDA4
ifade seviyeleri kantitatif PCR ile incelenmistir. miRNA ve PDCD4 ifade seviyeleri sirasiyla
U6 ve ActB ile normalize edilerek; OSHK hastalari, OPML hastalar1 ile saglikli kontroller
karsilagtirilmistir. Calismamiz OSHK hastalar1 ve OPML hastalarinin kan ve tiikiiriik
orneklerinde miR-208a-3p ve PDCD4 geninin arastirildigi ilk ¢alismadir. Verilerimize gére
OSHK hastalarinin kan ve tiikiirik orneklerinde kontrollere gore miR-21 seviyesi daha
yiiksek bulunurken (p<0,05), PDCD4 geni ise diisiik ifade edilmistir (p<0,05). OPML
hastalarinda miR-21 seviyesi OSHK hastalarindaki gibi kontrollerden daha yiiksek
saptanmis ve PDCD4 ifadesi de diisiik ¢ikmistir (p<0,05). OSHK ve OPML hastalarindan
elde edilen kan ve tiikiiriik 6rneklerinde ise miR-208a-3p’nin ifade edilmedigi gdzlenmistir.
OPML hastalarinda miR-21 ve PDCD4 seviyelerinin OPML hastalarinda OSHK ' gelisimi
acisindan degerlendirilerek takip edilmesinin faydali olacagr diistiniilmektedir. Hastadan
temin edilecek kan veya tiikiiriik 6rnegiyle ¢alisan bu biyobelirteglere spesifik tani kitlerinin
gelistirilmesi hastaligin takibi agisindan oldukca 6nemlidir.
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ABSTRACT

Oral Squamous Cell Carcinoma (OSCC) is one of the best cancer types showing gene-
environment interaction, which develops due to genetic (deletion, insertion, mutation),
epigenetic (irregularities in microRNAs) and environmental factors (HPV, smoking,
alcohol, UV). It constitutes 30% of annual head and neck cancers and 90% of oral cancers
in the world, and the 5-year survival rate is 35-50%. Oral potential malignant lesion (OPML)
is the general name of precancerous lesions that are affected by gene-environment
interaction, just like OSCC. The blood and saliva that make up our study material; They are
minimally invasive, easy to obtain, biological fluids that enable follow-up. It is very
important to detect biomarkers that can be used for diagnosis and treatment and prognosis
evaluation in these patient groups in liquid biopsy samples such as blood and saliva. The
aim of this thesis study; Measurement of miR-21, miR-208a-3p and PDCD4 in saliva and
blood expression levels among OSCC patients (n=14), OPML (n=14) patients, and healthy
mucosa (n=14) control group, OSCC and the search for biomarkers in terms of OPML.
miRNA and PDCD4 expression levels were examined by quantitative PCR. miRNA and
PDCD4 expression levels were U6 and ActB; OSCC patients, OPML patients and healthy
controls were compared.in blood and saliva samples of OSCC patients and OPML patients
PDCD4 genes. According to our data, the blood and saliva samples of OSCC patients had
higher miR-21 levels than controls (p<0.05), PDCD4 gene was expressed low (p<0.05).
MiR-21 level was found to be higher in OPML patients than in controls, as in OSCC patients,
and PDCD4 expression was also low (p<0.05). It was observed that miR-208a-3p was not
expressed in blood and saliva samples obtained from OSCC and OPML patients. miR-21
and PDCDA4. It is thought that it would be beneficial to evaluate. The development of specific
diagnostic kits for these biomarkers that work with blood or saliva samples to be obtained
from the patient is very important for the follow-up of the disease.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Xiv

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler

ul
ng

Kisaltmalar

cDNA
cfDNA
CtDNA
DTH
elF4A
FFPE
GLOBACAN
HPV
miR-208a
miR-21
mMiRNA
OED
OEL
oL
OPML
OSHK
PDCD4
PZR
gPZR
RNA

Aciklamalar

Mikrolitre

Nanogram

Aciklamalar

Komplementer deoksiriboniikleik asit
Serbest dolasan DNA

Dolasan tiimor DNA’s1

Dolasimdaki tiimor hiicreleri

Okaryotik translasyon baslatma faktorii 1A
Formalinle Fikse Edilmis Parafine Gomiilii
Kiiresel Kanser Gozlem Verisi

Human papilloma viriisii

MikroRNA-208a

MikroRNA-21
MikroRNA

Oral epitelyal displazi
Oral epitelyal lezyon

Oral 16koplaki

Oral potansiyel malign lezyon

Oral skuaméz hiicreli karsinom
Programmed hiicre 6liimii 4 geni
Polimeraz zincir reaksiyonu
Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
Riboniikleik asit



1. GIRIS

Diinya iizerinde ciddi bir halk sagligi sorunu haline gelen kanser, belirli bir zaman
araliginda, hiicre genomu i¢inde ard arda gelen mutasyonlarin (ya da epigenetik
modifikasyonlarin) birikmesi sonucunda ortaya ¢ikan patolojik bir durumdur. Kanser, ¢ok
basamakli olaylar biitiiniidiir ve klinik kanser Cizelgesunun ortaya ¢ikmasinda yillar siiren
bir latent period gerekmektedir. Son donemlerde teknoloji ve goriintiileme yontemlerinin
gelismesi ile hastalara daha erken tani imkani1 sunulmaktadir. Bununla birlikte kisiye 6zel
tedavilerde dahil olmak iizere, yeni gelistirilen tedavi yontemlerinin hastalarin sag kaliminda

ilerleme sagladigi gibi hastaliga bagli gelisen 6liimleri de azaltmay1 amaglamaktadir.

Kanser iligkili ¢alismalarda siklikla kullanilan biyopsi materyali, formalin ile tespit edilmis
parafine gomiili (FFPE) doku ornekleridir. Doku biyopsi 6rnekleri girisimsel islemler
araciligtyla hastalardan temin edilmektedir. Doku biyopsilerinin sundugu avantajlar yaninda
dezavantajlar1 da vardir. Bunlar; yalnizca belli bir bdlgeden temin edilebilen doku
orneklerinden metastazlar hakkinda bilgi edinilmesindeki zorlugun yani sira bu doku
materyallerinin hazirlanmas1 asamasinda bazi kimyasal 6n islemlere dayali yontemlerin
uygulanmasi1 genomik materyalde kalite diisiikliigline neden olmakta bu da calisilan testin
sonucunu ve giivenilirligini etkilemektedir. Kimi zaman da tiimoriin bulundugu bdlge
materyal teminine uygun olmamaktadir. Tedavi altindaki hastalarda ise drneklerin yeniden
eldesi bazen miimkiin olmamaktadir. Biitlin bu problemler, cerrahi islemleri en aza indirecek

yeni bir biyopsi materyali arayisin1 dogurmustur.

Son yillarda 6ne ¢ikan likit biyopsiler, herhangi bir viicut sivisindan (kan, idrar, tikiirik,
plevral efiizyon, beyin-omurulik sivisi, gozyasi, ter, sinoviyal sivi...) elde edilen ve igerigi

doku biyopsisi ile ayn1 6zelliklere sahip biyomateryal olarak tanimlanir.

Viicut sivilarindaki bilesenler analiz edildiginde, likit biyopsilerin cerrahi islem
gerektirmemesi, hasta ve hekim acisindan uygulama kolayliginin olmasi, gerek hasta
acisindan gerek tedavinin siirdiiriilebilirligi agisindan pek ¢ok avantaj saglamaktadir. Cerrahi
islem gerektirmeden elde edilen kan ve tiikiiriik materyali ile caligmak, mevcut olan primer
ve primer iligkili sekonder tiimorlere yonelik genis kapsamli veri eldesini, boylelikle de

cerrahi girisimi en aza indirmeyi amaglamaktadir.



Literatiirde, tiimor biyokimyas1 ve tiimor genetigi ile ilgili yapilmis ¢ok sayida ¢aligma yer
almaktadir. Son on yilda, bu ¢alismalar arasinda dikkat ¢eken biyobelirteglerden bir tanesi
de mikro ribontikleik asitlerdir (mikroRNA). Kodlama yapmayan bu kii¢ciik RNA sinifinda
yer alan mikroRNAIlarin hiicre i¢indeki isleyisini ve hiicreler arasi iletisimi diizenlemede son
derece onemli rol oynayan bir alt grup olduklari yapilan c¢alismalarda oldukca dikkat
cekmektedir. Basta prostat kanser, olmak iizere bircok malignitenin tan1 ve tedavisinde
ozellikle likit biyopsilerde mikroRNA larin biyobelirte¢ olarak yer almaya basladigi

goriilmektedir.

Bu tez kapsaminda OSHK’de, kan ve tiikiirik 6rneginde miR-208a-3p ve PDCD4 geni ile
ilgili bir ¢alisma da bulunamamistir. Yine aymi sekilde OPML’de de kan ve tiikiiriik
orneklerinde miR-208a-3p ve PDCD4 genleri ile ilgili literatiirde bir calismaya

rastlanmamustir.

Literatiirdeki bu a¢ig1 kapatmak i¢in OPML’nin OSHK’ya malign déniisiimiinde 6nemli
olabilecegini diisiindiigiimiiz bu biyobelirteclerin dnemini arastirmak agisindan hasta
tikiiriik ve kanlarinda erken tanida kullanilabilirligini ve klinik 6nemini degerlendirmek i¢in

bu tez ¢alismasi tasarlanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Global Kanser Gozlem Veri Taban1 (GLOBACAN) 2020 verilerine gore 9,9 milyon 6liimle
sonuglanan, kalp-damar hastaliklarindan sonra diinya genelinde en sik goriilen ikinci 6liim
nedeni kanserdir. Akciger, prostat, kolorektal, mide ve karaciger kanseri erkeklerde sirasiyla
en sik goriilen kanser tiirleri iken; meme, kolorektal, akciger, rahim agz1 kanseri kadinlarda
en sik goriilen kanserlerdir [1]. 2040 yilina gelindiginde sagliksiz beslenme, hareketsiz
yasam, sigara ve alkol gibi zararli aligkanliklarin tiikketimi azaltilmadig siirece 2020 yilinda
bildirilen 19,3 milyon yeni vakanin % 47 oraninda artacagi ve buna bagl olarak kansere
bagimli dlimlerde de artis yasanacagi beklenmektedir [1]. GLOBACAN verilerine gore
2020 yilinda toplam 19 292 789 vakanin 9 958 133’i 6liimle sonuglanmustir [1]. Erkek ve

kadinlarda goriilen kanserler ve olim oranlari sirasiyla Sekil 2.1 ve Sekil 2.2°de

gosterilmistir.
ERKEKLER
Gériilme oram Oliim oram
Diger kanserler Other
%307 cancer
22.9%
Non- Hodgkin
enfoma %2.7
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Non-Hodgkin Lenfoma %3 Prostat  pfide 9691
Ozofagus %4.2 .. Mide %6.8
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Sekil 2.1. GLOBACAN 2020 verilerine gore erkeklerde en ¢ok goriilen kanserler ve 6liim
oranlari [1].



KADINLAR
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Sekil 2.2. GLOBACAN 2020 verilerine gore kadinlarda en ¢ok goriilen kanserler ve 6lim
oranlart [1]

2017 yilinda yapilan ¢’ Tiirkiye Kanser Istatistikleri’ne’* gore erkek ve kadinlarda yasa gore

goriilen kanserlerin sekli ise sirastyla Sekil 2.3 ve Sekil 2.4’ de gosterilmistir.

Trake, Brons, Akciger 567
Prostat 357
Kolorektal
Mesane
Mide
Babrel 7.2
Non-Hodglkin Lenfoma 7.1
Tiroid 6.4
Pankreas 59
Larinks 3.7
IID' IID 2:!} 30 40 50 5&]'

Sekil 2.3. Erkeklerde en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlari
(Tirkiye birlesik veri tabani, 2017) (Diinya standart niifusu, 100.000 kiside) [2]



Meme 47,7
Tiroid 22,6
Kolorektal 14,7
Trake, Brons, Akciger 11,1
Uterus korpus 10,7
Mide 6,4
Over 6,3
Non-Hodgkin Lenfoma 4,8
Uterus serviksi 4,3
Beyin, sinir sitemi 4,2
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Sekil 2.4. Kadinlarda en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize edilmis hizlar
(Tirkiye birlesik veri tabani, 2017) (Diinya standart niifusu, 100.000 kiside) [2]

2.1.1. Oral skuamoz hiicreli karsinom

Oral skuamdz hiicreli karsinom (OSHK), oral kavitedeki tiim malign neoplazilerin %90'1n:
kapsayan oral mukozanin yiizey skuamoz epitelinden kaynaklanan en yaygin malign
timordir [3] (Resim 2.1). OSHK, diinya ¢apinda yiiksek morbidite oranlari ve kotii prognoz
ile iligkili olmasinin yani sira [4, 5] servikal lenf nodlarina ve uzak metastazlarla karakterize
olan kanserdir [6]. GLOBACAN verilerine gore 2020 yilinda toplam 377,713 kisi (264,211
erkek, 113,502 kadin) dudak ve agiz kanseri tanisi almis bunlardan da 177,757 (125,022
erkek, 52,735 kadin) vaka 6liimle sonug¢lanmistir [1]. OSHK igin gelistirilen kapsamli tedavi
yaklagimlardaki 6nemli ilerlemelere ragmen [7, 8], hastalar igin bes yillik sagkalim orani,
yiiksek metastaz ve niiks orani nedeniyle cinsiyet farketmeksizin %50'nin altinda kalmistir
[9, 10]. Sagkalim oranindaki diisiik oran OSHK’nin olusumu ve progresyonunun altinda

yatan molekiiler mekanizmalarin daha fazla anlasilmasini zorunlu hale getirmistir.



b,

Resim 2.1. A. OSHK’nim klinik goriiniimii, B. OSHK’nin histolojik goriiniimii (HEX10)
(Halil Erhan Ersoy, Sibel Elif Giiltekin izniyle koyulmustur).

2.1.2. OSHK epidemiyolojisi

Oral skuamdz hiicreli karsinom, diinya ¢apinda en sik goriilen kanserler arasinda onuncu
sirada yer almaktadir [11]. OSHK indisans1 diinyada cografik bélgelere gore degiskenlik
gostermeketedir. Insidansin yiiksek oldugu iilkelerin basinda giiney dogu asya iilkeleri ve
Hindistan gelirken, {ilkemizde bu oran batili iilkelere benzer sekildedir (%2-2.5)[12].
OSHK’nin goriilme sikligr ile 6liim orani, erkekler (%2,3 ve %1,7 sirastyla) ve kadinlarla
(%1,2 ve %0,8 sirasiyla) kiyaslandiginda, erkeklerde 2 kat daha fazla goriildiigi
bildirilmistir [13]. Hastaligin onlenmesi ve tedavide 6nemli gelismelerin bulunmasina
ragmen tiimoriin kontrol edilememesi veya niiks etmesi sonucu tekrar ortaya ¢ikmasina ek
olarak, erken tan1 i¢in uygun biyobelirteclerin bulunmamasi tani sonrasi 5 yillik sagkalim

oranini ciddi oranda diigiirmustiir [14].

OSHK, en sik alt dudak mukozasi1 ve dilin postero lateralinde izlenmekle birlikte , oral
kavite icerisinde dilin yanisira , agiz tabani, yanak mukozasi, dis eti, sert damak, yumusak
damak, ve retromolar bolge dahil olmak iizere oral kavite kanserlerini i¢eren bas-boyun

kanserinin bir alt kiimesini olusturmaktadir [15].

OSHK’da, yas, kanserojen aliskanliklarin varligi (alkol, tiitiin, ¢ignenen tiitiin kullanimi)
veya sosyo-ekonomik durum (yetersiz beslenme) gibi diger sosyo-demografik faktorler,
hayatta kalma oranlariyla tutarh bir sekilde iligkili oldugu bulnmakta [16, 17] ve sagkalim

oranlar1 da hastaliga tan1 verildigi evreye bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Hastaligin



baslangi¢ evresinde tani1 konulmasi durumunda tedavi sonrasi sag kalim oran1 %80-90 (Evre
I) artarken, ileri evrelerde tani konuldugunda sagkalim oranit %30’lara (Evre V) kadar
diismektedir [18].

2.1.3. OSHK etiyolojisi ve risk faktorleri

OSHK; yash erkeklerde, diisiik sosyo ekonomik gruplarda ve etnik azinlik gruplarinda en
yaygin goriilen kanserdir. OSHK'nin baslica etiyolojik faktorleri, sinerjik kanserojen etkiye
sahip olan tiitiin kullanimi1 ve alkol tiikketimidir. Alkol, sigara kullanimi ve dumansiz tiitiin
kullanim1 s6z konusu oldugunda, OSHK olusma olasiligi, bagimliligi olmayan kisilere
kiyasla 16 kattan daha fazla olabilir [19]. Ek olarak, insan papilloma viriisii (HPV) ve
Epstein-Barr viriisii (EBV) enfeksiyonlari, kotii agiz hijyeni, diyet (kotii beslenme, vitamin
ve demir eksikligi) ve genetik faktorler agiz kanseri gelisimi ile iliskilidir [20-22]. Bu risk
faktorlerin yarattigi genetik ve epigenetik degisiklikler ise oral karsinogenezde yer
almaktadir [23] (Sekil 2.5).

Sigara kullanimi OSHK’nin en bilinen risk faktoriidiir. Sigara kullanmayanlarin, sigara
dumanina maruz kalmasi bile OSHK riskini %85 oraninda arttirmaktadir [14]. Sigara
iceriginde pre-kanserojen olan nitrozaminler, benzopirenler ve aromatik aminler
bulunmaktadir. Sigara iceriginde bulunan bu bilesiklerin agiz epitel hiicrelerine mekanik
hasar vermesinin yani sira hiicrelerde oksidatif strestide arttirmaktadir. Oksidatif strest
mutasyonlarin gelismesine ve DNA’da kirik olusumuna neden olmaktadir [14]. Tiitiin ve
alkoliin birlikte kullanimmin OSHK’nin gelisme riskini, tiitlin ve alkolii birlikte
kullanmayanlara gore on bes kat daha fazla arttirdig1 yapilan calismalarda gosterilmistir [17,
23]. Genotoksik ve mutajenik etkilere sahip olan alkol tiiketimi de oral mukozanin
gecirgenligini arttirarak epitelin lipid bilesenlerini ¢ozer ve epitel atrofisine neden olur. Ayni
zamanda karacigerin toksik ve kanserojen bilesikleri notrlestirme yetenegini de etkiler.
Alkol ve sigaranin siirekli kullanimi immiin sistemi zayiflatarak enfeksiyonlara ve malign
neoplazilere kars1 artan duyarliga yol acar [14, 19]. Baz1 topluluklarda kiiltiirel olarak
tiikketilen ¢ignenen tiitiin (betel sterlini), areca fistig1, esrar ve iilkemizde 6zellikle maras otu

kullanim1 OSHK gelisim riskini artiran faktorler arasinda yer almaktadir [24].

OSHK ig¢in risk fatorii olan insan papilloma viriisiit (HPV)’de hastalifin gelisiminde 6ne

cikan 6nemli bir etkendir. HPV 16 ve 18 in 6zellikle tonsiller ve orofaringeal kanserlerin



yaklasik %40’1nda etkili oldugu bilinmekte birlikte, oral kanserlerin kii¢iik bir boliimiinde
etyolojik rolii oldugu bildirilmistir [25]. HPV varliginin tespiti, lokal olarak ilerlemis
orofarinks kanserlerde iyi bir prognostik biyobelirtectir. HPV proteinlerinden E6 tiimor
baskilayici protein olan p53’iin, E7 ise retinoblastoma proteininin (pRb) yikimini ve p16 gen
ifadesini arttirir. Sonug olarak hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi bozulur ve timor gelisimi

kaginilmaz olur [26] (Sekil 2.5).

AGIZ KANSERI OLUSUM SURECIH
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Sekil 2.5. Agiz kanseri gelisiminin etyolojisi ve risk faktorleri [27].

2.1.4. OSHK molekiiler patogenezi

Kanser, hiicre mutasyonlarinin biriktigi ve baslama, ilerleme, proliferasyonun siirdiiriilmesi,
sinyallesme, biiyiime baskilayicilardan kaginma, hiicre Oliimiiniin 6nlenmesi, siirekli
replikasyon, anjiyogenez, invazyon ve metastaza yol agan ¢ok asamali bir siiregtir [28].
Genetik veya epigenetik faktorler araciligi ile ortaya ¢ikan gen ifade farkliliklart sinyal

yolaklarimi1 dogrudan etkilemektedir. Sinyal iletimi mekanizmalarindan meydana gelen



degisiklikler; tiimor baskilayict mekanizmalarin inaktivasyonu, onkogenlerin aktivasyonu
ile hiicre biiylimesi, farklilasmasi, ¢ogalmasi ya da apoptoz gibi molekiiler biyolojik

olaylarin dengesini bozmakta ve OSHK’nin molekiiler patogenezinde rol oynamaktadir
[29].

OSHK, bas boyun kanserlerinin alt tipleri arasinda %10’luk kismi olusturmaktadir. Agiz
kanserinin ilerlemesinde rol oynayan genleri ve bu genlerin iliskili oldugu yolaklar1 ortaya
¢ikarmak ve anlamak onemlidir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar, glikojen sentaz kinaz 3
(GSK-3p), c-Myc, AKT serine/threonine kinase 1 (AKT), p-katenin, p53 ve niikleer faktor
kappa B (NF-kB) gibi onkojenik sinyal yollarini incelemis ve OSHK gelisiminde bu

yolaklarin 6nemi tizerinde durmustur [28].

Bu sinyal yolaklarinda bulunan 6rnegin pl6ink4a, pl4ARF, pRB ve TP53 gibi timor
baskilayici genlerin baskilanmasi ve siklin D1 (CCND1), fosfoinositol 3-kinaz (PI3K) ve
epidermal biiyiime faktorii (EGFR) gibi onkogenik genlerin aktive edilmesi OSHK tiimor
olusumunda oldukga etkilidir. OSHK gelisiminin molekiiler diizeyde anlagilabilmesi i¢in bu
sinyal yolaklarinda etkin gen, miRNA ve proteinlerin anlasilmasi biiyiikk 6neme sahiptir [28]

(Sekil 2.6).

Normal oral mukoza Potansiyel malign hastalik Agiz kanseri

Homeostaz Duguk dereceli displazi Yuksek derecel displazi CIS Invaziv karsinom
Normal keratinosit Genomik instabilite veya andploidi Adaptif avantaj fnvazyon

Oral epitel Sigara. alkol, HPV Oral skuamoz hierali kansinom
mikroRNA

&
M2, Mvps, M 1 U
VEGF,CXCL1,TGE-B,

Ekstraselliler matnks

AVATY O Tamoe baglantils
yoar makrofa)

Sekil 2.6. OSHK gelisiminde etki eden genetik, epigenetik ve ¢evresel faktorler [11]
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2.2. Apoptoz

Apoptoz, 6karyotlarda normal gelisimin ve homeostazin siirdiiriilmesi siirecinde hiicrelerin
programli olarak oliimiinden sorumlu olan, genetik olarak diizenlenmis bir hiicre 6liimii

seklidir [30]. Apoptoz, iki genis konuda ele alinir:

1). Normal fizyolojik siireglerin bir pargasi olarak (fazla hiicrelerin ¢ikarilmasi, hormon
yoksunlugu iizerine hormona bagimli dokularin involiisyonu, ¢ogalan hiicre
poptilasyonlarinda hiicre dongiisii, potansiyel olarak zararli reaktif lenfositlerin ortadan
kaldirilmasi, akut inflamatuar yanitta notrofiller ve bir immiin yanitin sonunda lenfositler

gibi yararli amaglarina hizmet eden konakei hiicrelerin 6liimii).

2). Birgok farkli hastalikta hiicre kaybinin patofizyolojik mekanizmasi olarak (DNA hasar,
yanlis katlanmig proteinlerin birikmesi ve enfeksiyonlar gibi) [31].

Apoptoz morfolojik bir olgudur ve 151k (veya tercihen elektron) mikroskobu yardimiyla
bakildiginda, apoptotik hiicrenin ozellikleri arasinda kromatin yogunlasmasi, niikleer
parcalanma (piknoz), plazma zar1 kabarmasi ve hiicre kiigiilmesi bulunur. Sonunda hiicreler,
inflamatuar bir yanit1 tesvik etmeden fagositozla temizlenen kiiciik zarla g¢evrili parcalara
(apoptotik cisimler) ayrilir ve fagositler tarafindan 6lii hiicre pargalari, igerik disar1 sizmadan
once hizla yutulur [32]. Bu nedenle apoptoz, bir inflamatuar reaksiyona neden olmaz.
Apoptoz olarak tanmidigimiz bu morfolojik degisikliklere ve genellikle bu fenomenle iliskili
biyokimyasal degisikliklere proteaz adi verilen enzimlerin aktivasyonu neden olur. Bu
proteazlarin en bilineni kaspazlardir (aktif bolgelerinde bir sistein igeren ve aspartik
kalintilardan sonra proteinleri par¢alayan proteazlar olarak bilinir) [33]. Birgok proteaz gibi,
kaspazlar da aktif olmayan proenzimler olarak bulunur ve aktif hale gelmek i¢in enzimatik
boliinmeye ugramak zorundadir. Aktif kaspazlarin varligi bu nedenle apoptoz gegiren
hiicreler igin bir isarettir. Onemli fizyolojik bir siireg olarak apoptoz, hiicreleri segici olarak
temizler ve 6liimiin diizenlenmesi i¢in ¢ok 6nemli bir mekanizma olarak kabul edilir. Sadece
hiicreler hasar gordiiglinde veya dis stres altindayken degil, ayn1 zamanda normal hiicre

gelisimi ve morfogenez sirasinda da ortaya ¢ikar [34].
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Apoptoz mekanizmasi

Apoptoz genetik olarak kodlanan, hiicresel veya dis uyaranlara yanit olarak ortaya ¢ikan bir
mekanizmadir. Apoptozu karakterize eden 3 6zellik vardir. Bunlar; protein yarilanmasi veya
hidrolizi, niikleer DNA'nin par¢alanmasi ve apoptotik hiicrenin fagositik hiicreler tarafindan

taninmasi olarak tanimlanir [35].

Simdiye kadar, arastirmacilar iki ana apoptotik yol, yani her ikisi de nihai hedefi hiicre
olimii olan ekzojen ve endojen yollar tanimlamislardir [35]. Bunlar arasinda “6liim
reseptorii” yolu olarak da adlandirilan ekzojen yol hiicre disinda proapoptotik uyaranlarla
aktive olurken, endojen (mitokondriyal) yol, adindan da anlasilacagi gibi hiicrenin kendi
intrinsik mekanizmalar tarafindan aktive edilir (Resim 2.2.) [35]. Apoptozdan kag¢inma,

kanser patogenezinde temel olan kanser gelisimine yol agabilir [35].

Apoptoz siireci, bazi kaspazlarin katalitik olarak aktif hale geldigi ve diger kaspazlarin bir
dizisini serbest biraktig1 bir baslangi¢ asamasina ve bu sirada terminal kaspazlarin hiicresel
parcalanmayi tetikledigi bir yliriitme asamasina boliinebilir. Bu enzimlerin diizenlenmesi,
proapoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin bollugu ve aktivitesi arasindaki ince ayarlanmis

dengeye baglhdir [31].
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Resim 2.2. Apoptozun mekanizmasi [36].

BAX

2.2.1. Mitokondri (intrensek yolak) yolag

Mitokondriyal yolak, DNA hasari, radikal oksijen tiirleri, radyasyon, hormon veya biiylime
faktorli yoksunlugu, kemoterapétik ajanlar, sitokinler ve glukokortikoidler gibi hiicresel
streslere yanit olarak hiicre iginden baglatilir (Resim 2.2) [37]. Bu yolun baslatilmasi, kaspaz
enzimlerini aktive ederek, apoptozu tetikleyecek olan mitokondrilerden pro-apoptotik
proteinlerin salinmasiyla sonug¢lanir [38-41]. Mitokondri sitokrom ¢ gibi dnemli proteinleri
iceren hayati bir organeldir, hiicre canliligini siirdiiren enerjiyi (6rnegin, ATP) liretmek igin
gerekli olan, ancak sitoplazmaya salindiginda (hiicrenin saglikli olmadiginin bir gostergesi
olan) apoptotik oliimii tetikler. Sitokrom c gibi proapoptotik proteinlerin salinimi, dis
mitokondriyal membranin biitiinliigii ile belirlenir ve Bcl-2 protein ailesi tarafindan siki bir

sekilde kontrol edilir [31].

Mitokondriyal yolun apoptozu indiiklemedeki basarisi, proteinlerin B hiicreli lenfoma-2

(Bcl-2) siiper ailesinin proapoptotik ve anti-apoptotik {iyeleri arasindaki aktivite dengesine
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baglidir. Bcl-2 protein siiper ailesi, adini folikiiler lenfomada bulunan bir dizi proteinin ikinci
tiyesi olarak alir [42]. Bu aile, belirli B hiicreli lenfomalardaki kromozomal translokasyonlar
ve diger anormallikler nedeniyle siklikla asir1 eksprese edilen bir gen olan BCL2'min adin1
almistir. BCL ailesinin 20'den fazla iiyesi vardir ve Bcl-2 protein ailesi, yapisal benzerliklere
ve fonksiyonel kriterlere gore 3 gruba ayrilir. Grup I anti-apoptotik aktiviteye sahipken grup

Il ve 111 hiicre 6limiinii tesvik eder [43].

Anti-apoptotik:

Bcl-2, Bel-xl ve Mcll bu grubun baslica iiyeleridir; dort BH alanina sahiptirler (BH1-4
olarak adlandirilirlar). Bcl-2 ve Bcl-xI gibi anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri, ADP/ATP
degisimini uyararak, mitokondriyal i¢ transmembran potansiyelini stabilize eder ve
membranin agilmasini dnleyerek mitokondriyal gecirgenlik kontroliinii uygular [44]. Bcl-2
ve Bcl-xL'nin agir1 ifadesinin, bir dizi insan malignitesi ile iliskili oldugu bilinmektedir. Bu
proteinler ayrica proapoptotik proteinler olan Bax ve Bak'in etkisini engelleyerek de hareket

ederler [38, 45, 46].

Proapoptotik

Bax ve Bak bu grubun iki prototip iyesidir. Bcl-2 ailesinin proapoptotik proteinleri,
mitokondriyal baglanma bdlgelerine baglanarak veya proapoptotik Bax/Bak aktivasyonunu
tetikleyerek Bcl-2 ve Bcl-xI'nin anti-apoptotik aktivitesini bloke ederek apoptozu baslatir
[47]. Aktivasyonda, Bax ve/veya Bak dis mitokondriyal membran i¢inde oligomerlesir ve
gecirgenligini arttirir. Bax-Bak oligomerlerinin membranlar gegirgen hale getirdigi kesin
mekanizma heniiz anlagilmamis olmakla birlikte dis mitokondriyal zarda, zarlar arasi
bosluktan sitokrom c sizintisina izin veren bir kanal olusturduklari diisiiniilmektedir [31].
Membranin gecirgenligi tehlikeye girdiginde, sitokrom c salinir ve apoptoz aktive edici
faktor-1 (Apaf-1) adi verilen sitozolik bir molekiil ile birlesir. Sitokrom ¢ ve Apaf-1, bu
kaspazin aktivasyonu igin prokaspaz-9 ile birlesir. Bu iic maddenin baglanmasi bir
apoptozom olusturur ve bu daha sonra prokaspaz-3"i aktive eder. Smac/DIABLO gibi gizli
adlara sahip diger mitokondriyal proteinler, apoptozun fizyolojik inhibitorleri (IAP'ler)
olarak islev goren sitoplazmik proteinlere baglandiklar1 ve bunlari nétralize ettikleri

sitoplazmaya girerler. IAP'lerin normal islevi, kaspaz-3 gibi yikici kaspazlar da dahil olmak
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iizere kaspazlarin uygunsuz aktivasyonunu engellemek ve hiicreleri canli tutmaktir. Boylece,

IAP inhibisyonu, kaspaz kaskadinin baglatilmasina izin verir [31].

Diizenlenmis apoptoz baslaticilar

Bad, Bim, Bid, Puma ve Noxa dahil olmak iizere bu grubun iiyeleri, yalnizca bir BH alan,
dort BH alaninin {igiinciisii icerir ve bu nedenle bazen yalnizca BH3 proteinleri olarak
adlandirilir. Yalnizca BH3 proteinlerinin aktivitesi, hiicresel stres ve hasar sensorleri
tarafindan modiile edilir; yliksek ifade edilip aktive olduklarinda apoptozu baslatabilirler
(Robins 10. Baski).

TP53 tan1 aninda kanserlerde yaygin olarak mutasyona ugrarken, TP53 mutasyonlarinin
sikl1g1, muhtemelen genotoksik tedavilere direng iletme yetenekleri nedeniyle, tedaviden
sonra niikseden tiimdrlerde daha da yiiksektir. Fosfoprotein P53, hiicre dongiisiinii
diizenleyen ve intrensek mitokondriyal yolu indiikleyebilen bir hiicre stres sensorii molekiilii
olarak islev goren bir transkripsiyon faktériidiir. lyonize radyasyon, genotoksik gibi DNA'ya
zarar veren faktorler, ilaglar ve serbest radikaller p53'ii aktive eder. Aktive edilmis p53,
oncelikle Bcl-2 gibi anti-apoptotik faktorlerin transkripsiyonunu baskilama veya Bax,
insiilin biiylime faktorii baglayici protein-3 ve Fas reseptoriiniin yiiksek ifadesi gibi pro-

apoptotik faktorlerin tiretimini indiikleme kabiliyeti yoluyla apoptozu destekler [48, 49].

Bcl-2'nin asir1 ifadesi, tiimor hiicrelerinin apoptozdan korunmasina yol agan yaygin bir
olaydir. Ortaya ¢ikan Bcl-2 fazlaligi, doniistiiriilmiis lenfositleri apoptozdan korur. Bcl-2'yi
asir1 ifade eden folikiiler lenfomalar, biiyiik 6l¢iide hiicre proliferasyonu yerine azaltilmig
hiicre 6liimii yoluyla ortaya ¢iktiklarindan, yavas (yavas biiyiiyen) olma egilimindedirler.
Kronik lenfositik 16semi gibi diger tiimorlerde, normalde Bcl-2 seviyelerini siirlayan
spesifik mikro-RNAlarin kaybi nedeniyle Bcl-2'nin yiiksek ifadesi goriilmektedir. Bcl-2
ailesinin anti-apoptotik tiyelerinin asir1 ifadesine yol agan bir¢ok baska mekanizma, g¢ok

cesitli kanserlerde gosterilmistir [31].

Oliim reseptorii (Ekstrensek yolak) yolag

Oliim reseptérii yolagi, hiicre yiizeyindeki proapoptotik bir molekiil veya o reseptore dzgii

ligandlar tarafindan aktive edilen proapoptotik reseptorlerle baglar. Bu hiicre olim
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reseptorleri, en yogun calisilan tiyeler olarak Fas reseptorii ve TNFR1 (Tiimor Nekroz Faktor
Reseptor 1) ile tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor siiper ailesine aittir [50]. Fas, aktive
edilmis B hiicreleri ve T hiicreleri dahil olmak {izere cesitli hiicre tiplerinde bulunur.
Proapoptotik reseptorleri aktive eden ligandlar, Fas ligandin1 (FasL) ve TNF-a igerir [51-
57]. FasL, aktive edilmis T hiicreleri ve dogal 6ldiiriicii hiicreler dahil olmak tizere ¢esitli
hiicre tipleri tarafindan ifade edilir [51]. TNF-a, agirlikli olarak aktive monosit/makrofajlar
ve lenfositler tarafindan iiretilir [58]. Oliim reseptoriiniin hiicre i¢i kismi, 6liim domaini (OD)
olarak bilinir ve ii¢ veya daha fazla 6liim reseptor ligand kompleksi bir araya geldiginde,
oliim domainleri birbirine yakin hale getirilir ve adaptdr protein igin bir baglanma bolgesi
olusturulur. Adaptor proteini, o reseptore 6zeldir (6rnegin, Fas ile iligkili 6lim domain
[FADD] veya TNF reseptorii ile iligkili dead domain [TRADDY]). Bu ligand-reseptor-adaptor
protein kompleksine 6liim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC) denir ve baslatici kaspaz 8
ve 10'un aktiflesmesine yol agar [59-62]. Bu kaspazlar artik kendi kendini igleyebilir ve aktif
kaspaz enzim molekiillerini sitozole salabilir. Burada 3, 6 ve 7 efektor kaspazlarimi aktive

ederler [50, 57, 63] (Resim 2.2).

Apoptozun vikim fazi

Intrensek ve ekstrensek yollar, apoptozun son asamasina aracilik eden bir kaspaz kaskadi
aktive etmek icin birlesir. Intrensek mitokondriyal yol, baslatic1 kaspaz-9'u aktive ederken,
ekstrensek 6lim reseptorii yolu, kaspaz-8 ve kaspaz-10'u aktive eder. Bu kaspazlarmn aktif
formlari, daha sonra birgok hiicresel bilesen tizerinde hareket eden kaspaz-3 ve kaspaz-6 gibi
yikim kaspazlarmin hizli ve sirali aktivasyonunu tetikler. Ornegin, bir kez aktive edildiginde
bu kaspazlar bir DNaz inhibitoriinli pargalayarak DNaz"1 enzimatik olarak aktif hale getirir
ve DNA bozunmasinin baslamasina izin verir. Kaspazlar ayrica niikleer matriksin yapisal
bilesenlerini proteolize eder ve bdylece ¢ekirdeklerin pargalanmasini destekler. Apoptozdaki

diger adimlar daha az iyi tanimlanmistir [31].

2.3. OSHK Tedavisi ve Prognozu

OSHK’nin tedavisi, timdriin evresine, hastanin genel sagligina ve timor dokusunun
lokalizasyonu gibi faktorlere baglidir [64]. Erken evrede tan1 konulan OSHK hastalarinda
radyoterapi (RT) tercih edilirken, ileri evrede tan1 konulan kanser hastalari i¢in cerrahi

ve/lveya kemoradyoterapi (KRT) yontemlerinin ortak kullanimi ile tedavi miimkiin
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olmaktadir. Glinlimiizde hastalarda ise OSHK’y1 kontrol altina almak i¢in kombine tedavi,

tamamlayici tedavi ve profilaktik tedavi daha fazla tercih edilmektedir [65].

OSHK'nin kemoterapi ile tedavi yOntemleri arasinda, sisplatin [66], karboplatin, 5 -
florourasil [67], metotreksat [68], taksanlar; paklitaksel [69] [70] ve dosetaksel [70] gibi

antikanser ilaglar yer almaktadir.

Monoklonal antikorlar ve gen terapisi gibi hedefe yonelik molekiiler tedaviler de son
zamanlarda OSHK’da kullanilmaya baglanmistir. Bu tedavilerin radyoterapi veya
kemoretapiye gore avantaji yan etkilerinin daha kisitli olmasi ve hedefe yonelik tedavi
iceriyor olmasidir. Molekiiler tedavilerde temel olarak EGFR, Siklooksijenaz-2 (COX-2),
Peroksizom Proliferatorii ile Aktive Olan Reseptor y (PPARy) ve Progesteron reseptdorii
hedef alinmaktadir. Bu molekiiller, OSHKnin proliferasyonu ve farklilagmasinda énemli

rolii olan molekiillerdir [71].

2.4. Oral Premalign Lezyonlar

2.4.1. Tanim ve Siniflama

Ag1z mukozasinda OSHK gelisme ve OSHK ya ilerleme riski bulunan lezyonlar oral ‘pre-
malign’, ‘pre-kanser6z veya oral potansiyel malign lezyon (OPML) olarak
tanimlanmaktadir. Birbirinden farkli etyoloji, risk faktorleri, klinik ve histolojik gortintimleri
bulunan lezyonlar diinya saghk orgiiti (DSO) 2020 siniflamasina gore su sekilde

siniflanmaktadir.

Lokoplaki (OL)

Proliferatif verriikk6z 16koplaki (PVL)
Eritroplaki

Oral liken planus (OLP)

Oral submukéz fibrozis (OSF)

Aktinik keratoz/ Aktinik selitis

Tiitlin kullanimina bagli olusan hiperkeratozlar

Oral lupus eritematoz

AN N NN Y U N NN

Konjenital diskeratoz
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v" Oral likenoid lezyonlar (OLL),
v" Oral greft versus host hastaligi (OGVHH) [72].

Lokoplaki, klinik uygulamada ve popiilasyon arastirmalarinda karsilasilan en sik goriilen ve
en ¢ok ¢alisma yapilan OPML olma 6zelligini tasimaktadir [72]. DSO 2007'de 16koplaki
tanimini "Kanser i¢in artmis risk tagimayan, bilinen hastaliklar1 veya bozukluklar1 diglayan,
stipheli risk tagiyan agirlikli olarak beyaz plak goriiniimlii’’ olarak yapmustir [73]. Klinik
bir terim olan l6koplaki, homojen ve homojen olmayan seklinde baslica iki gruba ayrilir.
Homojen olmayan 16koplakiler igerisinde verriikoz 16koplaki, nodiiler 16koplaki, benekli
16loplaki (eritrolokoplaki) yer almaktadir. Resim 2.5’de OL’nin klinik ve histolojik

goriiniimii verilmistir. Ozellikle, proliferatif verriikdz 16koplaki ve eritroplaki ise malign

transformasyon potansiyeli en yiiksek antiteler igerisinde yer almaktadir.

Resim 2.3. A. Lokoplaki’nin klinik goriiniimii, B. Diisiik dereceli displazinin histolojik
goriinimii  (HEx40). (Halil Erhan Ersoy, Sibel Elif Giiltekin izniyle
koyulmustur)

2.4.2. OPML epidemiyolojisi

Oral 16koplaki (OL), yapilmis olan son ¢alismalarda, diinya ¢apinda %2,6 [74] veya %4,1
[75] goriilme siklig1 bilidirilen en yaygin potansiyel malign lezyonlardan biridir. OL'nin
rapor edilen malign transformasyon orani % 0.13 ile % 40.8 arasinda degismektedir ve yillik
malign transformasyon orani %1 ile %3'tiir [76-78]. Birkag klinik ve histopatolojik 6zellik,
ozellikle epitelyal displazinin varligi, OL'nin prognozunu etkileyebilir. Displazinin varlig
ve derecesi su anda OL'min malign doniistimiinii 6ngdéren en ¢ok kullanilan prognostik

faktorlerdendir [79, 80].
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Eritroplaki, %0.02 ile %0.83 goriilme siklig1 ile nispeten daha nadir goriiliir ve genellikle
yiiksek dereceli displazi veya SHK'y1 temsil eder [81]. Eritroplakinin %14 ile %50 arasinda

malign doniisiim oranina sahiptir [82].

Oral liken planusun (OLP) malign potansiyel olusturma kapasitesi ve diger likenoid
kosullar1 tartigma konusu olmaya devam etmektedir. OLP igin, genis bir metaanaliz

calismasinda, %1,14'liik bir malign transformasyon riski belirlenmistir [83].

Oral mukozanin sertlesmesi ile ilerleyen inflamatuar bir hastalik olan oral submukoz fibrozis
(OSF), Giineydogu Asya'da areca findik iirlinleri kullanan hastalarda yaygin olarak goriiliir
[84]. Oral epitelyal displazinin varligi yaklasik %25'tir ve malign transformasyon orani %3

ile %19 arasinda degismektedir [84, 85].

Proliferatif verriikkoz 16koplaki (PVL), geleneksel risk faktorlerinden bagimsiz olarak,
agirlikli olarak yash kadinlarda meydana gelen multifokal 16koplaki ile karakterizedir [86].
PVL'i hastalarda malign transformasyon riski yiiksektir (% 60 ile %100), total eksizyondan
sonra sik niiks (% 87 ile % 100) ve yiiksek 6liim oranlarina (% 30 ile % 50) sahiptir [87].

Aktinik selitis, UV radyasyonundan kaynaklanan, dudaklarda rastlanan ve en sik 50
yasindan biiylik erkeklerde goriilen potansiyel malign lezyondur. Tahmini malign
transformasyon orani %10 ile %30 arasindadir ve dudakta genellikle SHK gelisiminden 6nce
aktinik selitis goriiliir [88, 89].

OPML’lerin maligniteye transformasyonunu belirleyen en 6nemli 6zellik mikroskop altinda

epitelde meydana gelen degisikiliklerdir.

2.5. Oral Epitelyal Displazi

Displazi kelimesi genel anlamiyla anormal biiyiimeyi ifade eder [90]. Epitel dokusu ve epitel
hiicrelerinde goriilen kanserlesme yoniindeki degisiklikler ise displazi olarak tanimlanir
[90]. Displastik degisiklikler en sik olarak cok katl1 yassi epitelde goriiliir [80]. ilk olarak
serviks epitelinde tanimlanmis olan bu degisiklikler daha sonra agiz, farinks, larinks ve brong
mukozalarini déseyen skuamdz epitel tabakasinda da goriilmeye baslanmistir [80]. Agiz

mukozasinin beyaz veya kirmizi lezyonlar1 epitel hiicrelerinde gozlenen displastik
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degisiklikler; “Oral epitelyal displazi” olarak tanimlanir ve o olusumdaki kanserlesme
egilimini gdsteren en 6nemli bulgu olarak degerlendirilir. Displastik degisikliklere neden
olan faktorler ortadan kaldirildiginda, displastik degisiklikler normale doner [91].
“Epiteliyal displazi” DSO tarafindan, oral kanserin dncii lezyonu olarak tanimlanmaktadir.

Siddeti arttik¢a invaziv karsinoma doniisme potansiyeli artmaktadir.

Epitel dokusunda goriilen displastik degisikliklerin siniflandirilmasi, Binary sisteme [92]
gore hiicresel ve yapisal bozukluklarin tiiriine ve miktarina bagh olarak; diisiik displazi ve
yiiksek displazi iken, DSO’ye gére hafif displazi, orta displazi ve agir displazi olarak

derecelendirilirler.

DSO’niin 2022  siniflamasina  gore oral  epitelyal  displazinin  mikroskobik

degerlendirilmesinde kullanilan tani kriterleri asagida siralanmistir [93].

Hiicresel degisiklikler:

v Niikleusun anormal derecede biiylimesi, degisik biiyiikliikte niikleuslarin birarada
bulunmasi (Anizontikleozis),

v’ Hiicrenin anormal derecede biiylimesi ve degisik biiylikliikte hiicrelerin varligi

(Anizositozis),

Niikleolusun biiylimesi ve sayica artig gostermesi,

Atipik mitozlar,

Niikleus/sitoplazma oraninin artmasi,

Niikleus seklinin anormal olmas1 (Niikleer pleomorfizm),

Hiperkromazi.

Mitotik aktivitede artis,

Cekirdek boyutunda artis,

Tek hiicre keratinizasyonu,

AN N NN N U N NN

Apoptotik mitoz.

Yapisal degisiklikler:

v' Epiteldeki tabakalagmada diizensizlik,

v’ Tek hiicrelerde erken keratinizasyon (Diskeratoz),
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Mitozlarin artmasi,

Mitotik figiirlerin artmast,

Su damlasi goriintimiinde retelerin varligi,
Retelerde keratin inciler,

Bazal hiicrelerde kiimelenme/yuvalanma
Genis proliferatif alan,

Epitelde mitozun artmasi,

Generalize prematiir keratinizasyon,
Epitelyal hiicrelerde kohezyon kaybi,
Bolgeye 6zel farkli keratin paternleri,
Verriik6z veya papiller yapilanma,

Mindr tiikiiriik bezi kanallarina kadar degisikliklerin ulagsmasi,
Keskin siirla degisikliklerin kesilmesi,
Displazinin multipl farkli paternleri,
Multifokal veye atlayan lezyonlar.
Mitozlarin artmasi,

Anormal ylizeyen mitoz,

A NN N Y N N U N N N N N N N N N

Prematiir tek hiicre keratinizasyonu [94].

Ag1z mukozasinda goriilen degisik derecelerdeki displastik lezyonlarin OSHK’ya doniisme
riskleri de farklidir. Diisiik derecede displazi tanisi alan vakalarda OSHK’ya doniisiim orani
%17,7 iken, yiiksek derecede displazi gosteren vakalarda ise %57,9 oraninda OSHK’ya

doniligsme riski bulunmaktadir [95].

2.6. OPML ’nin Etyolojisi ve Risk Faktorleri

Oral epitelyal lezyon (OEL) gelisiminde; alkol, tiitiin kullanim1 ve insan papilloma viriisii
(HPV) rol oynamaktadir. Tiitlin kullaniminin birakilmasiyla birlikte OEL lezyonunda
gerileme veya tamamen ortadan kaybolma oldugu gozlenmistir. Bazi ¢aligmalarda alkol ve
tiitlin kullanimiyla ilgili siipheli veriler ortaya ¢ikmaktadir. Bu sonuglara gore hig tiitiin
kullanmamis kadinlarda goriilen OEL'lerin kansere doniisme riskinin yiiksek olmasi, tiitiin
ile ilgili bilgilerde siiphe yaratmaktadir [96, 97]. OPML vakalarinin ¢gogunu orta-yash veya
yasli hastalar, agirlikli olarak erkekler olusturmaktadir [97, 98].
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HPYV ile yapilan arastirmalarda OEL'de HPV pozitifligi gosterilmis ancak HPV'nin kansere
donitismede OEL’nin epitel hiicreleri tizerindeki nasil bir etkiye sahip oldugu ve nasil bir rol

oynadig1 tam olarak anlasilamamustir [87].

Hindistan'da sigaranin ters igilmesi ve tiitiiniin ¢ignenmesi nedeniyle yanak mukozasinda ve
dudaklarda olusan oral epitelyal lezyonlar daha yiiksek oranda kansere doniisme riski
tagirlar. Uzakdogu, Avrupa ve ABD'de ise agiz tabani ve dilde yerlesim gosteren lezyonlar

kansere doniisiim agisindan daha yiiksek riskli bulunmustur [99].

2.7. OPML ve Displazinin *nin Molekiiler Patogenezi

OPML nin gelismesinde ve maligniteye ilerlemesinde ¢esitli genetik, epigenetik ve ¢evresel
faktorlerin varlig1 yapilan galismalarda gosterilmistir.  OPML displazisi ve/veya malign
transformasyonun potansiyel belirtegleri olarak birka¢ gen/protein ortaya ¢ikmistir. En
kapsamli olarak incelenen 6rnekler arasinda p53, Cyclin D1 ve podoplanin (PDPN) bulunur.
Lokoplaki/eritroplaki'nin yaklagik %50'si p53'i asir1 ifade eder [100] ve artmus p53 ifadesi
agir displastik lezyonlarda diisiik dereceli displastik lezyonlarla kiyaslandiginda daha
yiiksektir [100].

Eritroplakide p53 mutasyonunun gériilme sikligi %46 siklikta rapor edilmistir [101]. Ayni
sekilde kromozomlarin 7 ve 17 polisomisi, gibi genetik degisiklik veya Rb, p53 veya (DCC
netrin 1 reseptor (DCC) gen bolgesinde 9p, 3p'de alelik kazang eritroplaki ile
iliskilendirilmistir [102-104].

Literatiirde bulunan arastirmalar, kromozom kollar1 3p ve 9p'nin heterozigotluk kaybini
(LOH) (I6koplaki’nin %50’sini igerir) [105], oral 16koplaki'de artmis malignite potansiyeli
ile iligkili oldugunu gostermistir [106]. Heterozigotluk kaybi (LOH), bir fonksiyonel alelin
kalan tek kopyasin spesifik olarak etkileyen genomik materyal kaybinin bir sonucu olarak
somatik bir hiicrede meydana gelir. OSHK’da degistigi bilinen g¢esitli kromozomal
lokuslarda LOH ve allelik kazang i¢in oral eritroplaki ve 16koplaki lezyonlarini inceleyen
Partridge ve digerlerinin [103] yaptig1 ¢alismada, oral eritroplaki lezyonlarinin pRb geni,
p53 geni veya DCC geni iginde 9p, 3p'de heterozigotluk kaybi (LOH) veya allelik kazanima

sahip olabilecegini belirtmislerdir. Malign doniislimiin, en fazla atrofik veya eroziv tipteki

OLP vakalarinda goriildiigiinii bildirilmistir [107]. APC mutasyonlu LOH, oral kanserlerde
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siklikla saptanmamis olsa da, birgok ¢alisma oral skuamoz hiicre kanserlerinin %25'inde
LOH'yi tanimlamis ve %53,8'1t LOH'yi gostererek daha yiiksek bir oran ileri stirmiisleridir
[108]. Bu nedenle APC, B-katenin ile etkilesimi yoluyla Wnt sinyal yolunun
diizenlenmesindeki fonksiyonlarindan dolayr OSF-OSHK'min malign doniistimiinde rol

oynadig1 bildirilmistir [109].

Proliferatif verriikoz 16koplaki (PVL), ploidi seviyesinde genetik degisiklik igerir [110].
PVL'nin %89.2'sinde andploidi bulunur [111]. LOH, PVL'de en sik goriilen degisikliktir ve
en sik 9p21’in (INFa, D9S1748 ve D9S171) allelik kaybi goriilmektedir. Hafif ve orta
derecede epitel displazisi gosteren PVL vakalarinin doku belirteclerinde artmis p53 ve
MCM2'nin ytiksek ifadesi rapor edilmistir bu da artmis GO-G1 hiicrelerinin daha ytiksek bir
oranini yansitmaktadir [111, 112]. Shin [113] ve Christensen [114] ayrica oral premalign
lezyonlarda EGFR ifadesinin arttigin1 bulmustur. Ayrica, PVL’de yiiksek TGF-a seviyeleri
saptanmigtir [115].

Doniistiiriicti bitylime faktorii-a (TGF-a) ve epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR),
oral keratinositlerin normal biiyiimesi ve farklilagsmasinda rol oynar. EGFR ailesi, reseptor
heterodimerleri olusturma ve aralarinda haberlesme 6zelligine sahip EGFR (c-erbB1 veya
Herl), c-erbB2 (Her2-neu), c-erbB3 (Her3) ve c-erbB4 (Her4) icerir. Hem EGF hem de
TGF-a, EGFR'ye baglanan ligandlardir [116]. Srinivasan ve Jewell [117], malignitenin ara
belirtegleri olarak displazili premalign lezyonlarda EGFR ve ligandi TGF-a'nin ifadesini
degerlendirdi. Ayrica, displastik olmayan lezyonlarla kiyaslandiginda, displazi riskinin artan
EGFR ifadesi ile uyumlu oldugunu bildirmislerdir [117]

Bir ¢alisma, mikro uydu analizi ve Myc'e sentromerik bolgenin en az bir yeni degisikligin
varligini destekleyen karsilastirmali genomik hibridizasyon kullanilarak kromozom 8q21-
24 {izerinde coklu degisiklikler gostermistir ve bu durum epitelyal displazili vakalarin
%352'sinde bulunmustur [118].

Rousseau ve digerleri [119], siklin D1 geninin hafif displazilerin %41'inde, orta dereceli
displazilerin %45'inde ve agir displazilerin %24'inde amplifiye edildigini ve bunlarin da
displazi derecelerine bagli olarak protein miktarlarinda yiiksek ifade edildiklerini
gostermiglerdir. Ayrica, Siklin D1 amplifikasyonunun yiizdesinin preneoplastik lezyonlarin

siddeti ile orantili oldugu bildirmislerdir [120]. Bu nedenle, birka¢ bagimsiz ¢alismadan
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yapilan ¢ikarim sonucunda, siklin D1 ifadesinin epitelde gozlenecek displastik degisimin

saptanmasinda kullanilacak bir biyobelirte¢ oldugunu diisiindiirmektedir [121].

Tiimor baskilayict protein P53, hiicresel etkilerini, yani bir hiicre dongiisii kontrol noktasi
molekiilii ve bir apoptoz diizenleyicisi olarak, esas olarak hiicre dongiisii durmasi ve
apoptozda yer alan hedeflerin transaktivasyonuna yol acan transkripsiyon fonksiyonu ile
ortaya ¢ikarir [122]. Mutant P53'iin, immiinohistokimya yoluyla kolayca saptanabilmesi i¢in
uzun bir yar1 Omre sahip oldugu disliniilmektedir. P53'lin genetik tutulumunun
arastirtlmasina ek olarak, oral epitelyal displazide ve ayrica oral karsinoma yakin displastik
epitelde P53 agir1 ifadesini gostermek igin yapilan girisimleri igeren ¢ok sayida ¢alisma
vardir [123-125]. Yine benzer sekilde Niwa ve digerleri (2001) in vivo yapmis olduklar
caligmada, pRb'min azalmis fonksiyonunun, 6zellikle displazilerde malignite 6ncesi asamada
baslayabilecegini gostermisler ve pRb kaybi hiperplaziden displaziye gegiste rol oynadigini,

pRb ve p53 yolaklarinin ise malign fenotipin edinilmesi ile iliskili oldugunu gostermislerdir.

2.8. Likit Biyopsiler

2.8.1. Likit biyopsilerin tanim

Doku biyopsileri ile ¢alismak tiimoriin tanimlanmasinda altin standart olmasina ragmen, bu
yontem hem cerrahi iglem gerektirmesi hem de bazi anatomik bolgelere ulasimdaki
zorluklardan dolay1 bir¢cok sinirlama getirmektedir [127]. Timorler, farkli degisiklikleri
barindiran ¢esitli hiicre alt popiilasyonlarini igeren heterojen olusumlardir [128]. EK olarak,
timor hiicreleri zaman icinde genetik ve epigenetik degisikliklere ugrarlar [129]. Timor
hiicresinin bu kadar ¢ok degisiklige ugramasi; tlimoral heterojeniteye, primer ve metastatik
lezyonlar arasinda tutarsizliklara neden olmaktadir [127]. Bu nedenle, bolgesel ve siiresel
olarak smirli doku biyopsileri, genel tiimor profilini temsil etmede, farkli bolgelerdeki
degisiklikleri yakalamada ve sonug¢ olarak hastaligin ilerlemesini izlemede basarisiz

olabilmektedir [130].

Doku biyopsilerinin elde edilmesindeki zorluklar ve yetersizlikler géz 6niine alindiginda,
son yillarda onkoloji aragtirmalari, dolasimdaki timér hiicreleri (DTH'ler) dahil olmak tizere
kanser kaynakli bilesenlerin saptanmasina dayanan likit biyopsilere odaklanmistir [127,

131-138]. Likit biyopsi (LB), kanser doku biyopsisi yerine kan, tiikiirik veya idrar gibi
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kanseri tespit etme, analiz etme ve izleme olanag: saglar. Likit biyopsi teknigi, “kan, idrar
ve tiikiirtik gibi gesitli viicut sivilarindan elde edilen ve tiimor hiicrelerinin dolasima saldigi

serbest DNA pargalarini tespit etmek amaciyla kullanilan bir test olarak tanimlamaktadir.”

Likit biyopsilerin avantaj ve dezavantajlari

Likit biyopsi, geleneksel doku biyopsisi ile kiyaslandiginda birka¢ belirgin avantaj
saglamaktadir. Bu avantajlardan ilki, likit biyopsi temini minimal girisimseldir ve hatta bir
hastadan tekrar tekrar alinacak kadar basit ve uygun maliyetli bir yontemdir. Bu nedenle,
kanser gelisimi, progresyonu ve prognozunun dinamik gozleminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Daha da o©nemlisi, likit biyopsi, doku biyopsisine kiyasla timor
heterojenligini daha iyi yansitma 6zelligine sahiptir. Farkli zaman araliklarinda kanser
teshisine ve izlenmesine yardimci olacak birincil ve metastatik kanserler hakkinda bize daha

ayrintili ve kisisellestirilmis bilgiler saglayabilir [139, 140].

Cerrahi doku biyopsileri avantajlarindan bahsedecek olursak, histolojik tan1 ve evreleme
imkani1 sunar. Primer bolge i¢in, in situ biyobelirte¢ tayini saglar. Doku biyopsisi
dezavantajlar1 ise, genellikle zor ve girisimsel olmalari, ¢coklu 6rneklemenin her zaman
miimkiin olmamasi, tiimdr heterojenite sorunu (yani her zaman tiim malign tiimdrlerin klon
cesitlerini sunmuyor), zamansal ve mekansal smirlamalar olarak siralanabilir. Likit
biyopsilerin kolay ve girisimsel olmamasi, kolayca ve progresyonun herhangi bir aninda
tekrarlanabilir olmasi, hastaligin gercek zamanli takibi ve tiimor heterojenligi bu biyopsiler
icin avantaj saglamaktadir. Dezavantajlar1 ise, histolojik tan1 ve evrelemenin

saglanamamasi, standardizasyon eksikligi ve maliyetli olmasi olarak siralanabilir [141].
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Cerrahi Biyopsi

Likid Biyopsi

Doku Kan

Avantajlar Avantajlar

Histolojik tam ve evreleme saglar.
Primer ilgili bolgede, in situ bivobelirteg tespiti,
Hala tiimér tammlanmas icin altn standart.

Kolay ve girisimsel olmayan bir prosediir

Kolayca ve viiksek oranda tekrar edilebilir

Hastahgm gergek zamanh takibini saglar

Kotii huyln kdonlarm farkh verlesimlerinin temsilcisi: tiimér
heterojenligi

Dezavantajlar
Genellikle zor ve invaziv, Dezavantajlar
Coklu 6rnekdeme her zaman miimkiin degildir
Herzaman tiim katii huyiu konlann cesitlerini
temsil etmivor; timér heterojenligi
| Zaman ve mekanda tek anlik gérinti

Histolojik tan1 ve evreleme saglamaz
Standardizasyon eksildigi olmasma ragmen translasyonel
arastrmalarda knllaniryor

Sekil 2.7. Doku biyopsileri ve likit biyopsilerin avantaj/dezavantajlar [141].

Likit biyopsi tarihcesi ve uygulama alanlari

Likit biyopsi kavramu ilk olarak Mandel P. ve digerleri tarafindan 1948’te ortaya atilmistir
[142]. Stroun, M. ve digerleri 1989’da kanser hastalarinda saptadiklari hiicre diginda serbest
bulunan niikleik asitlerin kanser hiicrelerindeki niikleik asitler ile benzer 6zellikler tagidigini
savunsa da yeteri kadar caligma yapilamadig: icin likit biyopsi kavrami hakettigi degeri

gérememistir [143].

1994 yilina gelindiginde Vasioukhin V. ve digerleri kemik iliginde RAS mutasyonlari pozitif
DNA fragmanlarinin varligindan bahsetmis ve malign tiimére sahip hastaliklarin

plazmalarindaki serbest DNA miktarinin arttigini bildirmislerdir [144].

Nawroz ve digerleri (1996), periferik kanda mikroRNA (miRNA) ve mikrosatellit
degisimlere sahip serbest DNA’nin daha yiiksek miktarda bulundugunu bildirmislerdir
[145].

Mori ve digerleri (2006) metastatik melanoma vakalarinin serumlar ile yiriittiikleri
calismalarinda serbest DNAIlar1 incelemisler, kanser iligkili genlerin metillenmis hallerinin
varligindan s6z etmisler ve bunlarin tedavi yanit1 lizerindeki olasi etkilerini bildirmislerdir

[146]. Bu bilginin kanser ¢alismalarina uyarlanmasi ile tiimor klonalitesi ve metastatik
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hiicrelerin arastirilmasi, dolasimdaki tiimor hiicrelerinin (DTH) tespiti sonucu kanser

aragtirmalar i¢in yeni bir donem baglamistir.

Eccles ve digerleri (2007), dolasima salinan metastatik hiicreleri ve kansere ait klonal
hiicrelerin varligini bildirmisler ve mutasyonlarin saptanmasi ile de hedefe yonelik tedavi
seceneklerinin uygulanabilecegini ancak bu alanda yapilacak olan daha fazla calismaya

ihtiya¢ oldugunu belirtmisleridir [147].

Pantel ve digerleri (2008), tarafindan, kemik iligindeki ve dolasimdaki tiimér hiicrelerinin

(DTH) yeni yontemlerle tespit edilebilirligi gosterilmistir [148].

Schwarzenbach ve digerleri (2011) dolasima salinan DNA, mRNA ve miRNAlarin kanser
biyobelirtegleri olarak tiimor yiikiine sahip olduklarini ve kanser gelisimi ile dogrudan

iliskili olduklarini gostermislerdir [149].

Crowley ve digerleri (2013), kanser tanisinin verilmesinde, doku biyopsilerine alternatif bir
yontem olarak likit biyopsilerin kullanilmasinin avantajlarin1 anlatmiglar ve hastaligin
prognozuna yonelik bilgiler saglanabilecegini belirtmislerdir [150]. Ayni1 y1l Elshimali ve
digerleri kanser vakalarinda, parafine gomiilii doku bloklar1 ile likit biyopsileri
karsilastirmislar ve likit biyopsilerin parafin doku ¢alismalarina olan iistiinliigiiniin ve hasta

takibindeki avantajlari tizerinde durmuslardir [151].

Gingras ve digerleri (2015), Qin Z. ve digerleri (2016), likit biyopsi ile yapilan molekiiler
caligmalarin parafin doku caligmalarindan daha etkili olabilecegini bildirmisler, sadece
primer tiimdr dokusu degil ayn1 zamanda metastatik tiimor dokularina yonelik bilgiler
sunabilecegini de belirterek rutin klinik ¢alismalarda likit biyopsi kullaniminin

uygulanabilirligi savini ortaya atmiglardir.

Bennet ve digerleri (2016), serbest timdr DNA’sinin yeni nesil dizileme teknigi kullanilarak
hasta takibi yapilmasinin 6neminden bahsetmis, kanser tani ve tedavi siirecinde kullanilacak

olan yontemlerin standardize edilmesinin gerekliligini vurgulamiglardir [154].

Vendrell ve digerleri (2017), akciger kanserine sahip hastalarda serbest tiimor DNA’sin1

farkli metotlar ile ¢alisarak karsilastirmiglardir [155]. Ayni1 yil Caswell D. R. ve digerleri



27

likit biyopsi materyali ile ¢alismanin tiimor heterojenite sorununu en aza indirmek igin

faydal1 bir yontem olabilecegini savunmuslardir [156].

Bernard ve digerleri (2019), pankreas kanserli hastalarin plazmalarinda galistiklart eksozom
ve ctDNA oOrneklerinde hastaligin hem onlenebilmesinde hemde prognozunda faydal

olabilecegini gostermisleridir [157].

Cui ve digerleri (2021), farkli evrelerde olan agiz kanserli 11 hastanin kan ve tiikiiriiklerinde
somatik mutasyonlarin varligin1 saptamislar, bu hastalardan alinacak olan kan ve tiikiiriik
orneklerinin hastaligin takibi ve metastazi acisindan pratik faydalar sagladigini

belirtmislerdir [158].

Son on yil iginde likit biyopsi kavrami detayli olarak agiklanmis ve likit biyopsinin kullanim
alanlarma yonelik ¢aligmalar gittikce artmaya baglamigtir. Giiniimiizde likit biyopsi ile
caligmak hem arastirma hem de rutin klinik ¢caligmalarda klinik laboratuvar uygulamalarina

onemli katkilar saglamaktadir [159].

Klinik materyal olarak likit biyopsilerin kullanilmas1 kanser taramasini [160], taniy1 [137,
161-166] ve prognozu [136, 167, 168], daha heterojen bilesenlerin siniflandirmasini ve daha
iyi hasta goriintiilemesi yapmayi, tedaviye yanit1 ve tedaviye direncli klonlari tespit etmeyi
ve hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesini amaglamaktadir. Biitlin bunlar, hastalar i¢in
cerrahi igslem gerektirmeden hastalik ilerlemesi boyunca birka¢ kez tekrarlanabilen bu
minimal invaziv prosediiriin tanitilmasiyla ve daha ¢ok calisma yapilmasiyla basarilabilir

[169].

2.8.2. Likit biyopsi bilesenleri

Niikleik asitlerin kana salinmasinin tiimor mikrogevresindeki kanser hiicrelerinin apoptoz ve
nekrozu ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Nekrotik ve apoptotik hiicreler genellikle
makrofajlar veya diger ¢6pgii hiicreler tarafindan fagosite edilir [170]. In vitro hiicre kiiltiirii
deneyleri, makrofajlarin DNA salimi siirecinde ya aktive olabildigini ya da 6lebildigini
gostermistir [170]. Hiicresel niikleik asitlerin fragmanlar1 da aktif olarak salinabilir [171,
172]. 3 x 10 tiimér hiicresine tekabiil eden 100 g agirligindaki bir tiimérii olan bir hasta

icin, her giin timdr DNA'sinin %3,3"line kadar kana girebilecegi tahmin edilmektedir [103].
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Ortalama olarak, bu DNA'nin boyutu, 70 ile 200 baz ciftinden olusan kii¢iik parcalar ile
yaklasik 21 kilobazlik biiyiik parcalar arasinda degisir. Salgi ayrica potansiyel bir serbest
dolasan DNA (cfDNA) kaynag olarak 6nerilmistir. Kanda dolasan tiimor hiicreleri ve kemik
iligi ve karaciger gibi uzak bolgelerde bulunan mikrometastatik kalintilar da serbest dolasan
niikleik asit (CfNA) salimimina katkida bulunabilir [173, 174]. Likit biyopsiler sahip
olduklar1 bilesenlere gore; serbest dolagan tiimor hiicreleri (DTH), mikroRNA (miRNA) ve
eksozomal vezikiiller (EV) olmak iizere 3 temel gruba ayrilmaktadir. Ozellikle serbest
dolasan timor DNA's1 (ctDNA) ve mikroRNA (miRNA), tiimorden tiiretildikleri ve timor
hiicresi nekrozu ve/veya apoptozu takiben kan dolasimina dokiildiikleri igin ¢esitli teshis

uygulamalarinda ilgi konusu hedeflerdir [149].

Serbest dolasan DNA (cfDNA)/dolasima katilan timoér DNA’s1 (ctDNA), serbest dolasan
timor hiicreleri (DTH)

Farkl1 histopatolojik tipte tiimdrleri olan hastalarda, mitokondriyal ve viral DNA'nin yani
sira epigenomik ve genomik DNA'dan olusan toplam cfDNA'nin artan seviyeleri, farkl
floresan bazli yontemlerle (PicoGreen boyama ve ultraviyole (UV) gibi) veya kantitatif PCR
(SYBR Green ve TagMan gibi) degerlendirilmektedir. Kanser hastalar1 sagliklilardan daha
yiiksek cfDNA seviyelerine sahip olmalarinin yani sira kontrol grubunun cfDNA
konsantrasyonlar1, her iki grupta da plazma veya serum numunelerinde 6nemli dlglide
farklilik gostermektedir [175-177]. Ortalama 180 ng/ml kanda, kanin ml'si bagma 0 ile
>1.000 ng arasinda cfDNA Olgiilmiistir [178-181]. cfDNA konsantrasyonunun
degerlendirilmesi, diger kan tiimor biyobelirtegleri ile kombinasyon halinde faydali olabilir.
Lokalize hastaligi olan kanser hastalarinda cerrahi sonrasi cfDNA seviyeleri saglikli
bireylerde gozlenen seviyelerde goriilmektedir [182]. Bununla birlikte, cfDNA seviyesi
yiiksek kaldiginda, kalint1 tiimor hiicrelerinin varligini gosterebilir [175]. cfDNA, hem
genomik DNA (gDNA) hem de mitokondriyal DNA'dan (mtDNA) olusur. ilging bir sekilde,
serbest dolasan mtDNA ve gDNA seviyeleri, dolasimdaki mtDNA ve gDNA'nin farkl
dogasini gosteren bazi tiimor tiplerinde korelasyon gostermez [183, 184]. cfDNA ayrica
mikro uydu kararsizli§i, LOH, mutasyonlar, polimorfizmler, metilasyon ve biitiinliigii
(boyut) incelemek i¢in kullanilabilen hem kodlayan hem de kodlamayan gDNA'y1 igerebilir
[185].
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miRNA’lar

MikroRNA (miRNAlar), dogal olarak olusan kii¢iik kodlamayan RNA molekiillerinin bir
siifidir. Olgun miRNA'lar 19 ile 25 niikleotitten olusur ve 70-100 niikleotitlik sa¢ tokasi
oncii molekiillerinden tiiretilir. Insan miRNAlarmin %350'si, timér gelisimi sirasinda DNA
amplifikasyonlari, delesyonlar1 veya translokasyonlar1 sergileyebilen kirilgan kromozomal
bolgelerde lokalize oldugundan, kanserde ifadeleri siklikla diizensizdir [186]. Bu nedenle
miRNAIlar kanserde gen ifadesinin diizenlenmesinde 6nemli rollere sahiptir [187]. Bugiine
kadar, solid kanserler (6rnegin yumurtalik, akciger, meme ve kolorektal kanser) lizerine
yapilan ¢alismalar, miRNAlarin apoptoz, hiicre proliferasyonu, epitelden mezenkimal gegis
ve metastaz gibi farkli hiicresel siireclerin diizenlenmesinde rol oynadigini bildirmektedir.
Kanda miRNAlar olduk¢a kararli goriinmektedir, ¢linkii bu miRNAlarin ¢ogu apoptotik
cisimler, mikro vezikiiller veya eksozomlarda bulunur ve bilinen mRNA bozunma
faktorlerine dayanabilir [188, 189]. Kan miRNAlarinin ifade profili, kanser hastalarinin
belirlenmis risk faktorlerine ve kan drneklerinin tedaviden, ameliyattan veya kemoterapiden
Oonce mi yoksa sonra mi alindigia gore degisebilir [188]. Bununla birlikte, biyolojik
rollerinden dolay1, dolasimdaki miRNAlar tanisal, prognostik ve dngoriicii biyobelirtecler
olma potansiyeline sahip olabilir ve ayrica gelecekteki potansiyel terapdtik hedefler olarak
kabul edilebilirler [188]. Dolagimdaki miRNAlarin analizi yeni baslamis olsa da, 6zellikle
de dolasimdaki miRNA ifadelerindeki diizensizlikler kanser gelisimi ve progresyonu
arasinda giiglii iliskiden dolayr umut verici biyobelirtecler haline gelebilecegine dair

gostergeler vardir [149].

Eksozomal vezikiiller

Ekstraselliiler vezikiiller (EV) 6zellikle eksozom arastirmalar1 biyomedikal alanda hizla
biliyiiyen calisma alanlarindan biridir. Bu arastirma alani son zamanlarda bélgesel ve uzak
metastazlar arasi iletisimi diizenlemek i¢in yogun ilgi gormektedir [190]. EV’ler “islevsel
kargo ve biyolojik bilgi” aktarma kapasitesine sahip olduklarindan dolay: ¢esitli hastaliklarin
tedavisi icin teshis ve tedavi araglar1 olarak kullanilmaktadirlar. "EV'ler" terimi, hiicreden
tiiretilen heterojen bir grubu kapsar ve bakteriler de dahil olmak iizere herhangi bir hiicre
tipi tarafindan viicut sivilarina dokiilen kiigiik vezikiil olarak tanimlanmaktadir [190]. Boyut
dagilimlarina ve olusumlarina gore EV'ler, eksozomlarlar i¢inde mikrovezikiiller (MV'ler)

ve apoptotik cisimler olmak tizere ikiye ayrilir. Eksozomlar, endozomal membranlarin ice
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dogru tomurcuklanmastyla olusturulan ve EV'lerde minimum ¢ap biiyiikliigline (neredeyse
30-150 nm) sahip olan en 6zel alt gruptur. Buna karsilik, MV'ler (100 nm-1 pm) ve apoptotik
cisimler (1-5 um) disa dogru tomurcuklanma ile olusurlar [191, 192]. EV’ler iizerinde
yapilan ¢alismalar, hiicre dis1 vezikiillerin, esas olarak hiicreler arasi iletisimi tesvik etmek
icin fonksiyonel kargo gorevi gordiigii ve hedeflenen transfer iglevlerini dogrulukla yerine
getirdigini gostermektedir [193]. Eksozomlar, mikro vezikiiller ve apoptotik cisimlerin timii
zar atiklarindan olusan kesecikler olmasina ragmen, tamamen farkli bir biyogenez modeline
sahiptirler. Eksozomlar endositozdan kaynaklanir, bu da plazma zarinin vezikiilleri
yiikseltmek i¢in disaridan igeriye girdigi anlamina gelir. Sonug olarak, eksozomlar hiicre dis1
materyaller ve hiicresel membran bilesenleri igerir [193]. MV'ler ve apoptotik cisimler,
eksozomlarin aksine, plazma membran yiizeyinden (igeriden disartya) sikistirilarak disa
dogru tomurcuklanma yoluyla iiretilir. Bu nedenle, MV'ler ve apoptotik cisimler topluca
ektozomlar olarak bilinir [194, 195]. EV'lerin genellikle lipidler, proteinler ve genetik
materyal dahil olmak iizere spesifik biyoaktif kargolarina dayali biyofonksiyonlar1 oldugu
diigiiniilmektedir [196]. Genetik materyallerin fonksiyonuna RNA (mRNA, miRNA ve diger
kodlamayan RNA), DNA ve diger sitozolik molekiiller ve bilesenler dahildir. Birkag
calisma, EV'lerde paketlenmis genetik materyalin hiicreler arasinda degis tokus edildigini
ve daha sonra EV'lerin hedef hiicrelerinin yeniden programlanmasini uyarmak icin
transkripsiyona ugradigini gostermistir [197, 198]. EV'lerin patolojik durumlarda RNA
iceriginde meydana gelen degisim insan hastaliklarinda tani ve teshis i¢in uygulanabilir

biyobelirte¢ kaynagi haline gelmistir [199].

CtDNA [129, 130, 135], serbest dolasan tiim6r RNAs1 (ctRNA) [133], ekstraselliiler vezikiil
(EV) [133, 200], tim&r barindiran plateletler [201], hastalarin biyolojik sivilarinda, tiimorler
ve metastatik bolgeler hakkinda genomik [202, 203], epigenetik [204], transkriptomik ve
proteomik [205] bilgilerin elde edilmesini kolaylastirmustir.

2.8.3. Likit biyopsi cesitleri

Kan

Plazma, kanin siv1 kismidir ve viicudun ¢esitli organlarina iirlinlerin taginmasi, hiicrelere

besin saglanmasi ve atik iiriinlerin tasinmasinda gorevli biyolojik sividir. Ayni zamanda

normal kan basincinin korunmasinda kritik bir role sahiptir [206]. Tam kandaki tiim hiicresel
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elementler santrifiijleme ile ¢ikarilirsa elde edilen sivi plazmadir ve bu da %92’ye karsilik
gelmektedir. Plazmadaki ¢oziinmiis katilar esas olarak proteinlerdir (%7) ve kalan %1'lik
kisim glikoz, lipidler, enzimler, vitaminler, hormonlar ve iire ve CO2 gibi atik {iriinleri

icermektedir [207].

Serum, pihtilagmis kandan ayrilan berrak bir sividir. Fibrinojenler disinda bilesimi plazma
ile aynidir. Fibrinojenler kanin pihtilasmasinda 6nemli role sahip proteinlerdir. Serum, kanin
pihtilasmasinda kullanilmayan elektrolitler, antikorlar, antijenler, hormonlar gibi tim

proteinleri igerir [208].

Plazma ve serumda dolasan tiimér DNA's1, kanser tespiti, tiimor yiikiiniin ve hastaliga

yanitin izlenmesi i¢in potansiyel biyobelirteg olarak artan bir sekilde incelenmektedir [209].

Tiikiiriik

Tiikiiriik pH=6—-7" sahip ii¢ biiyiik tiikiiriik bezinden (parotis, submandibular, sublingual) ve
mindr bezlerden (labial, bukkal, lingual ve palatal dokular) salinan, diseti olugu sivisi, hiicre
dokiintiileri, plak, bakteri, nazal ve bronsiyal salgilarin da bulundugu asidik biyolojik sividir
[210, 211]. Tiikiirik %99 su, %0,3 protein ve %0,2 inorganik ve organik madde igermektedir
[99]. En yaygin inorganik bilegenler: potasyum, sodyum, magnezyum, kalsiyum, kloriir ve
karbonatlar iken, organik bilesenler ise amilazlar, peroksidaz, lipaz, miisinler, lizozim,
laktoferrinler, sistatinler, hormonlar ve biiyiime faktorlerini icermektedir [212]. Saglikli bir

bireyde giinliik tiikiiriik salgis1 0,5 ile 1,5 L arasinda oldugu tahmin edilmektedir [213].

Tiikiiriik oral duyumlarin algilanmasi gibi iglevlerin yani sira (yani tat, sicaklik ve dokunma),
cigneme, yutma ve sindirim gibi bir¢ok hayati role sahip biyolojik sividir. Buna ek olarak,
re-mineralizasyonunu arttirarak dis minesini ve mineral kaybini1 da 6nlemektedir [214, 215].
Tiikiirik ayrica oral mukozayir biyolojik, mekanik ve kimyasal faktorlerin yanm sira
bakteriyel, viral ve fungal enfeksiyonlardan korur, boylece agiz boslugu ekosisteminin

dengede kalmasina yardimci olmaktadir [216, 217].

Biyolojik sivi olarak tiikiiriigii kullanmanin bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Bu avantajlar;
toplanmas1 hizli, kolay, ucuz ve cerrahi iglem gerektirmeden temin edilmesidir. Ayrica,

epidemiyolojik aragtirmalar i¢in toplanmasi, saklanmasi ve tasinmasi da kolaydir ve hastanin
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mevcut fizyolojik durumunun incelenmesinde de kullanima olduk¢a uygun bulunmustur
[210]. Tiikiiriik toplamak igin gesitli sirketler farkli 6zelliklerde tiikiiriik toplama araglari
gelistirmistir (Resim 2.3.). Bir hastadan tiikiiriik toplama yonteminin ilk 6rnegi, tiikiiriik
kalsiyumunun (Ca*?) analizi i¢in Wainwright tarafindan 19. yiizyilin baslarinda (1934)
olmustur. Wainright yonteminde hastanin bas1 6ne egilerek agiz dikey olarak asagiy1 gosterir
ve tiikiiriigiin agizdan bir filtre hunisi igine damlamasina izin verilir [218]. Pasif salya akis1

saglanarak ya da plastik tiipe hastalarin tiikiirmesi soyelenerek tiikiiriik toplama islemi
yapilir [219].
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Resim 2.4. Cesitli tiikiiriik toplama araglari. A. Salivatte, B. Quantisal, C. SCS (Greiner-
BioOne) [220]

Idrar

Idrar igeriginde, epitel hiicreleri, bobrek kaynakli hiicreler, beyaz kan hiicreleri (WBC),
kirmiz1 kan hiicreleri (RBC) ve iirotelyal hiicrelerin yani sira genetik materyal, proteinler,
peptitler ve inorganik bilesikler de dahil olmak {izere ¢esitli hiicre tiirlerini barindirir. apilan
calisma sonuglarinda, hiicreler tarafindan sistemik dolasima salinan dolasimdaki serbest
DNA (cfDNA)nin bobrekler tarafindan filtrelenip ve idrarla iletildigi gosterilmistir [221].
Bu nedenle, bilim adamlar1 ve klinisyenler, kolorektal kanser (KK) [222], mesane kanseri
(MK) [223], kronik bobrek hastaligi [224] prostat kanseri (PK) [225], dahil olmak iizere

hastaliklarin potansiyel tespiti i¢in idrar1 biyopsi materyali olarak kullanmay1 tercih



33

etmektedirler. Ayrica, bobrek veya genitotiriner sistemi etkileyen hastaligi olan hastalar i¢in
de idrar, hastalikla iligkili ¢cfDNA i¢in daha konsantre bir 6rnek kaynagi olarak gorev
yapabilmektedir [221].

Beyin-omurilik sivisi

Beyin-omurilik sivist (BOS), elde etmek cerrahi tiimor biyopsisinden daha az girisimsel
olmasina ragmen, klinik risk ve materyal temininin hasta igin kolay olmamasi, biyopsi
alinimini zorlastiran bir islem olmaktadir [226]. BOS, primer veya metastatik timorlerden
kaynaklanan merkezi sinir sisteminin (MSS) tiiméor hiicreleri ile yakin temas halindedir.
Beyin tiimori hastalarnim BOS’unda ¢tDNA’nin bulundugu gésterilmistir [227]. BOS,
MSS tliimoérlerinin seri izlenmesi i¢in uygun olan ve lomber ponksiyonla eldesi saglanan,
tercih edilen biyolojik sividir. Bu nedenle, BOS-ctDNA'nin daha ileri analizi, primer veya
metastatik beyin tiimorlerine sahip tiim hastalar i¢in faydali olabilecegi diisiintilmektedir

[228].

2.9. Biyobelirtecler

Ulusal Kanser Enstitiisiine (UKE) gore biyobelirteg; "kanda, diger viicut sivilarinda veya
dokularda bulunan ve normal veya kanser gibi anormal bir siirecin veya hastaligin isareti
olan biyolojik bir molekiildiir"[229]. Biyobelirtegler, tipik olarak, hastaligi olan kisiyi,
hastalig1 olmayan bir kisiden ayirt eder. Degisiklikler, germ hatti veya somatik mutasyonlar,
transkripsiyonel degisiklikler ve translasyon sonrasi degisiklikler dahil olmak iizere bir dizi
faktore bagli olabilir [229]. Bu degisikliklerin yani sira proteinleri (6rnegin bir enzim veya
reseptor), niikleik asitleri (6rnegin bir mikroRNA veya diger kodlamayan RNA), antikorlar1
ve peptitleri igerebilen ¢ok gesitli biyolojik belirtegler vardir [229] (Sekil 2.9).
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Biyobelirtegler

.

Hastalik evresine gére Biyomolekiillere gére Diger krinlrl." gdre
| ! 1
a) Ongériici biyobelirtegler a) DMA biyobelirtegleri a) :ﬁ:ﬁ::l?r':::;ri
b] saptama biyobelirtecleri b) RNA biyobelirtesleri b) Patolsjik
biyobelirtegler
c) Tam biyobelirtegleri ¢} Protein biyebelirtegleri & inslike biyobelirtecler
d) Prognestik biyobelirtegler d) Gliko belirtegler

Sekil 2.8. Biyobelirteglerin siniflandirilmasi [230].
2.10. Kanser Biyobelirteclerinin Uretimi I¢in Kanser Gelisimi ve Mekanizmalari

Kanser, normal hiicre davranisini degistiren kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasini
iceren temel anormalligi yansitan c¢ok faktorlii bir hastalik kiimesidir. Molekiiler
mekanizmalar, ¢oklu genlerin ifadesinde degisiklikler sergiler, c¢ogunlukla (proto)
onkogenler, timor baskilayici genler ve hiicre proliferasyon olaylarinin diizensizligi durumu
ile kanser genotipi ve fenotipinin gelisimine katkida bulunan DNA onarim genlerini igerir
[8]. 2000 yilinda Hanahan ve Weinberg tarafindan kanser belirtegleri hipotezi Oone
stirilmustiir. Baslangicta kanser gelisimi i¢in biyolojik mekanizmalari; proliferatif
sinyallesme, biiyiime baskilanmasindan kag¢inma, hiicre 6liim direnci (6liimstizlestirme),
replikatif oliimsiizligii saglama, anjiyogenezin indiiklenmesi ve son olarak invazyon ve
metastaz aktivasyonu olmak tizere alti1 siirece ayirmislardir [8]. Yapilan arastirmalar,
kanserin histon modifikasyonu ve metilasyonun DNA degisimi gibi epigenetik degisiklikler
tarafindan da tetiklenebilecegini ve kromatinin yogunlasma durumunda degisikliklere neden
olabilecegini diisiindiirmektedir [231]. Nokta mutasyonu, gen yeniden diizenlenmesi veya
amplifikasyonlar1 gibi kanser hiicrelerinin genetik degisiklikleri, hiicre boliinmesi ve
proliferasyonunu takip eden bozukluklar, spesifik bir kanser tiiriine sahip hastalarin cogunda
bu tiir degisikliklerin biyobelirteclerinin salinmasiyla kendini gosterecektir. Bu nedenle,

kanser tespiti veya ¢esitli tedavilere verilen yanitlarin tahmin edilmesi i¢in biyobelirtecler
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olarak kullanilabilirler [232-234]. Karsinojenezin veya kanserin ayirt edici 6zelliklerinin
altinda yatan degistirilmis molekiiler mekanizmalarin ve hiicresel siireglerin kapsamli bir
sekilde anlasilmasi, kanser biyobelirteclerini ve kanser hastalarindaki klinik faydalarini
birbirine baglayabilir. Genetik, molekiiler ve metabolik biyobelirteg, Sekil 2.10’da
gosterildigi gibi hiicresel cogalma ve metabolizma iizerindeki etkilerini takiben gen
mutasyonundan kanser hiicrelerinde meydana gelen olaylarin sirasinin uygulanmasiyla

tanimlanabilir.

GEN MUTASYONLARI/AMPLiFIKASYONLAR GENETIK BiYOBELIRTEG

!

DEGISEN GEN IFADELERI

!

MOLEKULER BiYOBELIRTEC
DEGISEN PROTEIN
1 J
DEGISEN METABOLITLER METABOLIK BiYOBELIRTEC

KONTROLSUZ APOPTOZUN DEGisMis ]
PROLIFERASYON SNLENMES e YENi DAMARLAMA

Sekil 2.9. Bhatt ve digerlerinden modifiye edilmis karsinojenez siirecinde biyobelirteglerin
tanimlanmasi [235].

Onkoloji aragtirmalart i¢in en biiylik zorluklardan biri, kanser biyobelirtegleri ile kanser
patolojisi arasindaki kesin iliskiyi kurmak ve ayn1 zamanda tam olarak degistirilmis geni
veya hiicresel siireci hedefleyen hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesinin yani sira kanseri

erken agsamada tespit etmektir [233].
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2.11. Likit Biyopsilerin Farkh Kanserlerde Kullanim

2.11.1. Prostat kanseri ve girisimsel olamayan biyobelirtecleri

Prostat kanseri Prostat kanseri (PKa), 2020 Uluslararas:1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC)
GLOBACAN verilerine gore yilda 1 414 259 yeni vaka tanis1 ve yilda 375 000 6liimle
birlikte, erkekleri etkileyen ve diinyada en sik goriilen ikinci kanserdir [1]. Prostat kanseri
risk smiflandirmasi ve tedavi yonetimi igin doku biyopsileri en giivenilir yontemdir. Ancak,
girisimsel islemelerin hematiiri, enfeksiyon, gibi komplikasyonalrinin yanisira profilaktik
olarak uygulanan antibyotige karsi gelisen direng biyopsi alinimina sinirilamalar
getirmektedir. Bu nedenle, doku biyopsi islemlerine duyulan ihtiyaci azaltabilecek likit

biyopsilerin kullanilabilirligi giindeme gelmektedir.

Kan, idrar gibi biyolojik sivilarin likit biyopsi olarak kullanildig1 prostat kanserinde en sik
kullanilan belirte¢ Prostat Spesifik Antijeni (PSA) olarak adlandirilan prostata 6zgii bir serin
proteazdir [169]. PSA taramasi, prostat kanserinin erken tespitinde Onemli bir rol
oynamaktadir ancak spesifitesi diisiiktiir [166-167]. Prostat kanserine 6zgii daha spesfik
diger bir belite¢ ise kodlama yapmayan bir RNA olan Prostat Kanseri Antijeni 3 (PKA3) ya
da diger adiyla DD3diir. PKA3’iin hastalarin biyopsi isleminden kurtarabilecek bir belirteg
oldugu disiiniilmekle beraber, hastaligin agresifligini veya prognozunu tahmin etmek

acisindan yapilacak bagka calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir [170].

PSA’ya ve PKA-3’e alternatif olabilecek yeni tani ve takip biyobelirtegleri gelistirilmekte
olup dolasimda bulunan DTH’ler &zellikle takip siirecinde umut vaadetmektedir [236].
Literatiirde yapilmis olan 6nceki ¢alismalardan yola ¢gikarak, miR-24-3p, miR-27a-3p, miR-
146b-5p ve miR-23a-3p, PKa hiicre hatlarinda tiimor hiicresi gogii, invazyonu ve
proliferasyonunu etkileme potansiyeline sahip oncomiRler rapor edilmistir [237-240]. MiR-
30a-5p, miR-455-3p, miR-23b-3p, MiR-494-3p ve miR-27b-3p ise PKa'daki spesifik
genlerin baskilayicilart olarak rapor edilmistir [240-242]. Koh ve digerleri (2022) yaptiklar1
pilot calismada PKa hastalarindan alinan idrar, plazma ve FFPE doku 6rneklerinde kapsamli
bir ¢alisma yiiriitmiisler ve bu hastalarin 6rneklerinde serbest dolasan miR (cfmiR) profili
icin 42 idrar cfmiR'sini belirlemislerdir [243]. Belirledikleri bu cfmiR’lerin PKa'y1 teshis

etmek icin faydali biyobelirteg olabilecegini yaptiklari calisma sonucunda 6ne siirmiislerdir.
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2.11.2. Karaciger kanseri girisimsel olmayan biyobelirtecleri

Karaciger kanseri (Hepatoseliiler karsinom (HSK)), 2020 GLOBACAN verilerine gore
diinya ¢apinda en yaygin goriilen besinci kanser olup, yaklasik 905 507 yeni vaka 830 000
oliim ile en sik goriilen kanser 6liim nedeni arasindadir [1]. HSK gelisimi i¢in risk faktorleri
arasinda hepatit B viriisii (HBV) ve / veya hepatit C viriisiit (HCV)’niin neden oldugu viral
enfeksiyonlarin sebep oldugu karaciger sirozu, evre IV primer biliyer siroz, Wilson hastaligi,

asir1 alkol alimi, ve aflatoksinlere maruziyet bulunmaktadir [244].

Serum alfafetoprotein (AFP) uzun siiredir HSK taramasi ve siirveyansi i¢in bir kullanilan bir

belirteg olmakla birlikte sensitivite veya spesifitesi kesin tan1 i¢in yeterli degildir [244].

Son yillarda, karaciger kanserinin prognozunu iyilestirmek i¢in bir¢ok arastirmaci, timor
biyobelirteglerini kesfetmede yogun cabalar sarfetmektedir. Ornegin, Lu ve digerleri (2021),
HSK'da transkripsiyon faktor-21 (TCF21)'in ifade seviyelerinin 6nemli 6l¢iide azaldigini ve
hastaligin invaziv ilerlemesi ile negatif korelasyon gosterdigini 6ne siirmiigler, TCF21’in,
HSK’nin prognozunu tahmin etmek i¢in iyi bir biyobelirte¢ olabilecegini iddia etmislerdir
[245]. Qiu ve digerleri (2020), timor dokularindaki uzun kodlamayan RNA (IncRNA)
LOC285194 ifade seviyesinin komsu normal dokulardakinden 6nemli Olglide diisiik
oldugunu ve genellikle HSK'da diisiik ifade edildigini bulmuslardir [246]. LncRNA
LOC285194 ifadesi, tiimorlerin olusumu, gelisimi, invazyonu ve metastazi ile yakindan
iliskilidir ve karaciger kanseri i¢in yeni tedavilerin gelistirilmesi i¢in potansiyel bir hedef
olarak kullanilabilen antikanser etkilere sahiptir. Bir¢ok biyobelirte¢ Onerilmis olmasina
ragmen, HSK'nin prognostik degerlendirmesi klinikte olduk¢a zordur. Ek olarak, bu malign
timor i¢in yeni ve spesifik biyobelirteglerin belirlenebilmesi i¢in yapilacak daha fazla

calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir [247].
2.11.3. Meme kanserinde likit biyopsilerin kullanimi
Meme kanseri 2020 GLOBACAN verilerine gore 2 261 4 yeni vaka tanist ve 685 000 6liim

ile en ¢ok kadinlarda goriilen kanser tiirtidiir [1]. Meme kanseri insidansinin, 6zellikle meme

bezlerinde somatik mutasyonlarin birikmesi nedeniyle yasla arttig1 bilinmektedir [248].
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Bir¢ok calisma, semptom Oncesi asamalarda meme kanserinin erken teshisi i¢in likit biyopsi

potansiyelini incelemistir [248].

Meme kanserli hastalarin kan 6rneklerinde yapilan pek ¢ok ¢alismada PIK3CA geninin
ctDNA'da gozlenen mutasyon oranlari olgiilmiis grade Il meme tiimorlerinde grade 1
tiimorlere gore ¢ok daha yiiksek oldugu gosterilmistir ve sonuglarin doku biopsileri ile

uyumlu oldugunu gostermisleridir [249, 250].

Maltoni ve digerleri (2017), 2002-2010 yillar1 arasinda, ameliyat dncesi 79 meme kanserli
hasta ve 10 kontrol olmak tizere serum 6rnekleri ile ¢alisma yiiritmiislerdir. HER2, MYC,
P13KCA gibi cfDNA’da siirekli degisim gosteren genleri RT-gPCR kullanarak
degerlendirmislerdir. Arastirmacilar, meme kanseri hastalarinin, daha fazla biitiinliik ve daha
diisiik apoptotik indekse sahip saglikli kontrollerle kiyaslandiginda, daha fazla miktarda
cfDNA gosterdigini gozlemlemislerdir. Calisma, ¢fDNA'nin likit biyopsi yoluyla analiz
edilmesinin klinik ortamlarda prognostik bir biyobelirte¢ olarak biiylik potansiyele sahip

olabilecegi sonucuna varmigtir [251].

Siravegna ve digerleri (2017), beyin metastazi olan HER2+ meme kanseri hastasinin BOS
ve plazmada farkli ctDNA profilleri sundugunu ve bunun metastazli meme kanserinin klinik

takibini gelistirmek i¢in kullanilabilecegini gostermislerdir [252].

Beyin omurilik sivist (BOS) ve plazmada ctDNA degisikliklerini 6l¢mek igin dijital
damlacikli PZR (ddPZR) ve yeni nesil tam ekzom dizileme (TED) analizini uygulamislardir.
Sonuglari, BOS'den izole edilen ctDNA'da TP53, PIK3CA, ERBB2, cMYC genlerinin
ifadesinde bir artis oldugunu gosterirken, tedavi sonras1 plazma ctDNA’da bahsi gecen

genlerin ifadesinin azaldigini bildirmislerdir [248].

Meme kanserinin karmagik biyolojik ve klinik yapisi, molekiiler arka plan ve hastaligin
mekanizmalar1 hakkindaki bilgilerdeki eksikliklerden dolay1, hastaligin tedavisinde birgok
zorluga neden olmaktadir. Ayn1 zamanda etkili olan kisisellestirilmis ve hedefli tedavilerin

gelistirilmesi, timorlerin heterojenliginin daha iyi anlasilmasini1 gerektirmektedir [248].
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2.11.4. Akciger kanserinde likit biyopsilerin kullanim

Akciger kanseri (AK) 2020 GLOBACAN verilerine gore 1 435 943 yeni vaka tanisi ve 1
118 679 oliim ile en ¢ok erkeklerde goriilen kanser tiirtidiir [1]. AK'nin gelisimi, genetik,
epigenetik ve cevresel faktorler arasindaki etkilesimler ve bunun sonucunda timor
baskilayict genler ve onkogenlerin diizensizligi ile baslayip kanserle iligkili sinyal
yolaklarinin aktivasyonu ile biten ¢ok basamakli tiimor gelisimini igerir [253, 254]. AK
gelisimini indiikleyen bu mutasyonlar, adenokarsinomlarda daha yaygin olarak
saptanmaktadir. Bu nedenle, histopatolojik incelemelerde, hedeflenen molekiiler testlerin
tiimorleri etkili sekilde saptamasi adenokarsinomlari diger AK'lerden ayirmak i¢in oldukca
onemlidir [253-255]. AK’li hastalarin gogu, kotii prognoza sahip ve bir yillik sag kalim orani
% 20'den azdir. Ileri bir asamada, cerrahi rezeksiyon miimkiin degildir, ¢iinkii molekiiler
degisikliklerin teshisi ve tanimlanmas1 ancak kiiciik biyopsi materyali veya sitoloji 6rnekleri

incelenerek miimkiin olmaktadir [256].

AK’li hastalarin serum orneklerinde bakilan, karsino embriyonik antijen (CEA), sitokeratin-
19 fragmanlart (CYFRA21-1), skuamoz hiicreli karsinom antijeni (SCC) ve noron
spesifikenolaz (NSE) dahil olmak iizere akciger kanserinin teshisi i¢in altin standart
olmustur [257, 258].

Kanserle iliskili miRNAlar da, akciger kanseri olusumu ve gelisiminde 6nemli roller
oynamaktadir. miRNAlarin ifadesi, insan kanserlerini siniflandirmak, timor alt tiplerini
ayirt etmek ve prognoz ile iligski kurmak i¢in olduk¢a donemlidir. Zhao ve digerleri (2022)
miR-205’in akciger kanserli hastalarda yiiksek ifade edildigini gostermisleridir. MiR-205-
5p, p21, pRB1 ve siklin D1'in ifadesini etkileyen yeni bir hedef gen olan TP53INP1'i negatif
olarak diizenleyerek akciger kanseri hiicre proliferasyonunu ve metastazini destekledigi
bildirilmistir. Bu yiizden miR-205’1n yiiksek ifadesi akciger kanseri tanisinin konulmasinda

onemli bir biyobelirte¢ oldugu ileri siirtilmiistiir [259].

Ulusal Kapsamli Kanser Ag1 (UKKA), ilgili tiim hedef genleri (EGFR, ALK, ROS1, BRAF,
MET, NTRK ve RET) test etmek i¢in yeterli doku olmadiginda, tan1 aninda skuaméz olmayan
kiigiik hiicre dis1 akciger kanserli (KHDAK) tiim hastalarda genis molekiiler profillemenin
bir pargasi olarak plazma bazli molekiiler testlerin kullanilabilir oldugunu bildirmislerdir

[260].
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2.11.5. Likit biyopsilerin OPML’de kullanim

Oral premalign lezyonlarin 6nlenmesi ve tedavisinde; tanisal, prognostik ve 6ngoriilebilir
belirteglerin  kesfedilmesinin yanm1 sira, yeni spesifik tedavi temelli hedeflerin
tanimlanmasina izin veren molekiiler mekanizmalarin anlasilmasinin zorunlu oldugu genel
olarak kabul edilmektedir. Caligmalar sonucunda elde edilen giiglii veriler, normal epitelden
potansiyel premalign oral epitelyal hastalik (OPML)'lara ve OPML’lerden de invaziv oral
skuamoz hiicreli karsinoma gecisin, onkogenlerin ve tiimor baskilayict genlerin ifadesini ve
fonksiyonunu etkileyen genetik ve epigenetik degisikliklerin birikmesinden kaynaklandigini
gostermektedir [261]. Baska bir ifadeyle, OPML'lerin varligin1 gosteren klinik goriiniim
(6rnegin, oral 16koplaki) ve mikroskobik degisiklikler (6rnegin, epitelyal displazi), zamanla
biriken ve sonunda malign transformasyon ile sonuglanan spesifik molekiiler degisikliklerdir
[261]. Tanim olarak, OPML'ler ve / veya displazinin erken fark edilmesi, maligniteye
ilerlemesi i¢in ¢ok dnemli olan molekiiler degisikliklerin agiklanmasinin klinik inceleme ve
histopatolojiyle birlestiginde daha fazla spesifiklik ve hassasiyetle premalignitenin
ongoriilecegi sonucuna varir. Bu nedenle, bir lezyonun premalign yapisini yansitabilen

molekiiler belirteglerin kesfedilmesi i¢in devam eden bir arayis s6z konusudur [261].
Bununla birlikte, OSHK'daki bircok molekiiler degisikligin karakterizasyonunda yapilan
onemli ¢aligmalara ragmen, oral premalignitenin tan1 ve prognozunda halen konvansiyonel

histopatolojik inceleme kullanilmaktadir [261].

OPMVL’nin molekiiler belirtecleri

Cok asamal1 bir siire¢ olan oral karsinogenezde ¢ok sayida genetik ve epigenetik olayn
Oneminin taninmasinin arttirilmasi, ¢ok sayida molekiiliin OPML'lerde, 6zellikle oral
l6koplakide potansiyel tani ve prognostik belirtecler olarak yogun arastirilmasiyla

sonuglanmistir [261] (Cizelge 2.1).

DNA ploidi durumunu oral displazi varligi ile karsilastirmis olan birkag ¢calisma literatiirde
mevcuttur. Ancak bu ¢alismalarin bazilari displazi ile ilgili DNA andploidisinde 6nemli bir
artig tespit edememis olsa da [262-264], literatiiriin ¢ogu, materyal tipinden ve analiz
yonteminden bagimsiz olarak, displazi varliginda OPML'lerde artan bir DNA andploidi
oran1 gostermektedir [265]. Displazinin yoklugunda veya varliginda DNA andploidi
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prevalansi sirasiyla %14,3 ile %19 ve %37 ile %44,4 arasinda degismistir. DNA andploid
lezyonunun DNA diploid lezyonlarina kiyasla displastik olma riski yaklasik 2,6 kat daha
yiiksek oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir [265-267].

Son 20 yilda, 3p14'te (FHIT geni), 9p21'de ((p16INK4a) /(CDKN2A) geni) ve 17p (TP53
geni) kanserle ilgili genlere karsilik gelen kromozomal lokuslarda polimeraz zincir
reaksiyonu yapilmis ve OPML'lerdeki LOH profillerini ele alan birgok ¢alisma yapilmustir.

Bu caligmalar sonucunda, displazi varliginda daha yiliksek oranda LOH go6zlendigi
bildirilmistir [268].

Karsinojenez siirecinde, siirekli biliylime aktivitesi, genellikle ilgili diizenleyici
mekanizmalardaki islev bozuklugunu gosterir. OPML'ler i¢in hiicre proliferasyon
belirtecleri arasinda, ¢ogu calisma Ki-67, proliferatif hiicre niikleer antijeni (PCNA) ve
minikromozom bakim proteini 2'ye (MCM?2) odaklanmustir [269]. Ayrica, birkag arastirma,
hiicre dongiisii ve siklin D1, pl6INK4, tiimor baskilayici protein p53 ve retinoblastoma
proteini (pRb) gibi hayatta kalma diizenleyici proteinlerin roliinii incelemistir [270]. Oral
displazide, displazinin derecesi ile ki-67 ¢ekirdek ifadesini artirma egilimi gozlenir [271].
Niikleer histon olmayan bir antijen olan PCNA, bir tlimordeki biiyiime fraksiyonunun
tahmin edilmesini saglayan bir ¢ogalma belirtecidir [272]. PCNA'nin suprabazal ifadesi,
OPML'lerde 6zel bir proliferatif hiicresel durumu gosteren displastik epitelin bir belirtecidir.
MCM2, G0'dan erken G1 fazina girmek {izere ayrilan hiicreler de dahil olmak {izere hiicre
dongiisii boyunca ifade edilir (Ki-67'de bulunmayan bir &zellik). Ilging bir sekilde,
MCM2/Ki-67 ve geminin/Ki-67 oranlarinda bir artis ile birlikte, malign doniisiim sergileyen
oral displazilerde MCM2'nin daha yiiksek oldugu bildirilmistir [273].

Gen amplifikasyonuna karsilik gelen siklin D1 proteininin asir1 ifadesi, tim derecelerdeki
displazilerde ve OSHK'da benzer oranlarda tanimlanmistir ve OL'de siklin bagimli kinaz 4
(CDK4) ve 6 (CDK®6)'nin bir inhibitorii olan p16INK4'{in kaybi bildirilmistir [270].

Timor proteini p53 (TP53), iyi ¢alisilmis bir tiimor baskilayici gendir ve hiicresel dengeyi
stirdiirmek ic¢in ¢esitli stresorleri algilamada ve bunlara yanit vermede onemli bir rol
oynamaktadir. TP53 mutasyonlarinin genellikle kanserojen tiitiin dumanina maruz kalma ile
iliskili oldugu ve ayrica potansiyel olarak alkol tiiketiminin bir sonucu oldugu

diistintilmektedir [274, 275]. Mouse double minute 2 (MDM2) geni tarafindan kodlanan
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TP53 ve negatif regiilatorii, bas ve boyun karsinogenezinde ¢ok 6nemli roller oynar [276,
277]. MDM2 ve TP53"lin birlikte ifadesi, 6zellikle ileri asamalarda oral displazi ve OSHK'de
g6zlenmistir [278]. pRB tiimor baskilayict genin tirlinii olan pRB, hiicre dongiisii durmasi,
apoptoz ve farklilasma ile ilgili genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde ¢ok 6nemli bir
rol oynar. Sonug olarak, ilgili genin diizensizligi, kontrolsiiz hiicre biiylimesi ve karsinojenez
ile dogrudan baglantilidir [279]. de Oliveira [280] ve digerleri, oral malign ve premalign
lezyonlarda p53 ve pRB ifadesini degerlendirmistir. OSHK lezyonlari, premalign
lezyonlarla karsilastirildiginda, OSHK'nin daha yiiksek pRb ifadesi sundugunu, oysa dnceki
caligmalarinda daha yiiksek p53 ifadesine sahip oldugunu goéstermislerdir. Bu nedenle, p53
ifadesi, OSHK'de karsinojenezin erken asamalariyla iligkili olabilir. Ancak, pRb ve p53
ifadesinin OSHK'ye ilerlemeyi Ongdrme yetenegi belirsizligini korumaktadir [269]. Lo
Muzio ve digerleri [281], derecesi artmis displazilerde survivin proteininin yiiksek ifade
edildigini gostermislerdir (diisiik dereceli displazilerde %30, yiiksek dereceli displazilerde
%94). Meta analizi yapilan 15 ¢alismada ise survivin proteininin OSHK i¢in prognostik bir
belirteg oldugu bildirilmistir [282].

Kromozomlarin uglarinda bulunan 6zel DNA yapilari olan telomerler, kromozomlari
bozulmadan korumak icin gereklidir. Kritik derecede kisa telomerler, hiicresel yaslanma ve
apoptoz ile sonuglanan bir DNA hasar yamitin1 tetikler [261]. Insan telomeraz ters
transkriptaz (hTERT) ve insan telomeraz RNA bileseni (hTERC), telomerazin temel
bilesenleridir ve ¢esitli kanser tiirlerinin tiimdr ilerlemesinde kritik bir rol oynadigi 6ne
stirilmistiir [283, 284]. Oral karsinogenez ile ilgili ¢aligmalarin sayisit sinirli olmakla
birlikte, Kim ve digerleri [285], orta ve siddetli displazi ve invaziv OSHK’da in situ ters
transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu kullanarak hTERT ifadesini gostermislerdir, ancak
normal epitelde ve hafif displazide ifade gozlenmemistir. EK olarak, insan telomeraz RNA
bileseni (hTERC) gen kazancini barindiran %90'mda OPML vakasinin sadece %5'inde
OSHK'ya ilerleme gozlenmistir [283, 284].

Mikrodamar yogunlugu (MVD), anjiyogenetik paternlerin nicelenmesi i¢in bir parametredir.
Artan MVD, anjiyogenez iizerinde iyi bilinen diizenleyici etkilere sahip olan vaskiiler
endotelyal biiytime faktori-A'nin (VEGF-A) yiiksek ifadesi ile 6nemli 6l¢tide iliskilidir
[261]. OL klinik tanisi olan lezyonlar1 degerlendiren ¢ogu retrospektif calisma, displazi
siddeti ile tek tip bir artig her zaman gozlenmese bile [286, 287], VEGF-A ekspresyonunun



43

normal epitelden OL'ye, displazi yoluyla OSHK'ya 6nemli 6l¢iide arttigini bildirmistir [286,
288, 289].

Hiicre adezyonu ile ilgili molekiiller, oral skuamdéz epitelde 6nemli yapisal bir rol oynar. Bu
adezyon molekiillerinin ifadesinin azalmasi, farklilagma kaybi ve invazyonu kolaylastiran
bir “mezenkimal” fenotip edinim arasindaki iligskiyi destekleyen giiclii kanitlar oldugunu
gostermektedir [290]. OPML'lerin OSHK’ya ilerlemesinde erken prognostik bir belirteg
olarak E-kadherinin etkinligine iligskin siirl veri bulunmaktadir. von Zeidler ve digerleri
[290], OL'de E-cadherin immiinoekspresyon seviyesi ile epitelyal displazi derecesi arasinda
bir iliski tanimlamislardir. OL'de, E-kadherin ifadesi, normal oral mukozada ve hafif dereceli
displazide benzer olmasina ragmen, metastatik OSHK'nin yani sira orta-yiiksek dereceli
displazide azalmis veya kaybolmustur. E-kadherin diisiik ifadesi, epitelyal kohezyonun
bozulmasini gosteren ve invaziv OSHK'ya ilerlemeyi haber veren erken bir fenomen oldugu
one sitirtilmiistiir. Hiicre-hiicre etkilesimlerine ve hiicre adezyonuna katilan diger molekiiller,
oral premalignite baglaminda sporadik olarak incelenmistir. Ornegin, CD44 adezyon
molekiiliiniin ifade kaybinin, dil SHK's1 i¢in displastik epitelde diisiik ifade egilimi goz
online alindiginda, dil karsinojenezinde erken bir olay olarak kabul edilebilecegi one
stirilmistir [291]. OL'de, CD44 varyant izoformu v6 (CD44 v6), artan displazi
dereceleriyle birlikte azaldigi bulunmustur [292]. Ancak Rautava ve digerleri [293], CD44
v6 ifadesinin oral displazi ve bunun sonucu ile anlamli bir korelasyon gostermedigini ve
dolayisiyla OPML i¢in prognostik biyobelirteg olmasinin kullanigsiz oldugunu ifade

etmislerdir.

Hiicre dist matriks bozulmasi, timor invazyonunun temel bir adimidir ve kanser
ilerlemesinin 6nemli bir 6zelligidir [294, 295]. Matriks metalloproteinazlarin (MMP) yiiksek
ifadesinin, OSHK’da dahil olmak iizere bircok malignitede tiimor invazyonu ile iligkili
oldugu gosterilmistir. Birkag ¢alismada, bolgesel lenf nodu ve/veya uzak metastaz ile iligkili
kotli prognoz belirteci olarak potansiyel kullanisliligi da dahil olmak tizere agiz kanserinde
MMP-9'un roliinii vurgulamistir [294, 296, 297]. Bununla birlikte, az sayida ¢alisma MMP
degisikliklerini ve bunun OPML'lerdeki roliinii incelemistir. Jordan ve digerleri [298],
ilerleyen ve ilerlemeyen oral displazide MMP-1, -2 ve -9 mRNA ifade seviyelerindeki
degisiklikleri incelemislerdir. Ozellikle, kansere ilerleyen vakalarda MMP-1 ve -9 mRNA
seviyeleri onemli 6l¢iide daha yiiksek bulunmustur, bu durum bu biyobelirteglerin malign

dontistimde faydali belirtecler olabilecegini diistindiirmiistiir.
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Siklooksijenazlar (COX-1 ve COX-2) arasidonik asitten prostaglandinlerin sentezini
katalize eder [261]. COX-2'nin maligniteye dahil olmasi, kotii prognoz, agresif klinik
davranis, azalmis sagkalim ve tedaviye yanitsizlik gibi klinik parametrelerle iliskisi ile de
vurgulanir [299, 300]. COX-2 ifadesi ve OPML'lerdeki fonksiyon arasindaki iliski, in vitro,
hayvan ve insan seviyelerinde cesitli modellerde dogrulanmistir. Ornegin, COX-2, oral
likenoid hastaligin alt tiplerinde yliksek ifade edilmistir ve alt tipler arasindaki ifade
farkliliklarinin daha yiiksek premalign potansiyeli olan lezyonlar1 tanmimlayabilecegi

anlamina geldigi tespit edilmistir [301].

ErbB1 ve HER1 olarak da adlandirilan EGFR, doniistiiriicii biiylime faktorii-a dahil olmak
iizere epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve EGF ile ilgili peptitler i¢in spesifik olan bir hiicre
yiizeyi reseptoriidiir. ErbB reseptor tirozin kinaz ailesine aittir. EGFR, hiicre proliferasyonu
ve farklilagmasindaki sinyallesmeyi diizenler ve fosforile edildikten sonra 3 ana hiicre igi
sinyal yolu araciligiyla sinyal verebilir: Bunlar; Ras-Raf-mitojenle aktive olan protein kinaz
(MAPK) yolu, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B ( Akt)/rapamisin (mTOR)
yolunun memeli hedefi ve Janus-kinaz/sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii
(Jak2/STAT3) yolagidir [261]. 148 displastik OPML'yi ele alan retrospektif ¢aligmada [302]
ve 145 hastayr degerlendiren prospektif ¢alismada [303], EGFR’nin yiiksek ifadesinin
malign transformasyon riskinin bagimsiz olmadigi gosterilmistir [303, 304]. Artan EGFR
gen kopya sayisina sahip hastalar, 10 yil sonra, sirasiyla %67'ye karst %16'lik 6nemli 6l¢giide
daha diisiik bir oral kanser olmayan bir oran gostermistir (P = .0007) [303]. OL'yi malign
transformasyon veya malign transformasyon olmadan karsilagtiran retrospektif bir vaka
kontrol ¢alismasi, kansere ilerleyen displastik olmayan OL'de EGFR'nin 6nemli derecede
yiiksek ifadesini gostermistir (P = .013), ancak bu iligki hafif displazili OL'de neredeyse
kaybolmustur (P = .049 ) ve orta-siddetli displazili OL'de ise EGFR ifadesi ise
gozlenmemistir [305]. EGFR'nin asag1 regiilasyonunda veya alternatif mekanizmalar
yoluyla etkinlestirilebilen diger onkojenik sinyal yollar1 da OPML'lerde ve/veya oral
displazide sporadik olarak degerlendirilmistir. Ornegin, PI3K/Akt/ mTOR yolunun asag1
akis hedefi olan fosforile aktif S6 formunun immiinohistokimyasal seviyeleri, normal oral
mukoza veya hiperplazilere kiyasla oral displazide bazal ve parabazal hiicre katmanlarinda
oldukga yiiksek bulunmustur [306]. Benzer sekilde, ayn1 yolun p-Akt ve p-mTOR gibi diger
tiyeleri, oral displazi ve OSHK'da displastik olmayan dokularda daha yiiksek ifade seviyeleri

gostermistir ve erken OSHK tespiti igin potansiyel tan1 belirtegleri olarak 6nerilmistir [307].
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Premalignitenin 6ngoriicli gostergeleri olarak epigenetigi kullanmanin mantig1, epigenomun
transkriptom ve proteom iizerinde varligimin kanitlanmis olmasidir [308]. Genel olarak,
epigenetik DNA yeniden programlamasinin kanser evriminin tiim asamalarinda yer aldigi
[309-311] ve bu modellemenin DNA metilomunun miktari, kanser benzeri kok/progenitor
hiicrelerin baglamasindan 6nce gelmektedir [311]. Bu nedenle, DNA metilasyonunu igeren
anormal epigenetik degisiklikleri anlamak ve tanimlamak, erken kanser biyobelirte¢lerini
ortaya cikarmak i¢in anahtardir [312]. Epigenetik modifikasyonlar, histon ve DNA
metilasyonunu; histon asetilasyonu ve sumoylasyonu; mikroRNA ve uzun kodlamayan
RNA transkripsiyon sonrasi diizenlemeleri igerir [261]. OSHK i¢in en biiyiik riski olusturan
alkol ve tiitin ve metabolitleri, metiltransferazlarin ifaesini degistirerek kanserdeki
metilasyon profillerini etkileyebilir [313, 314]. Bugiine kadar, smirh sayida galisma,
OPML'lerde ve/veya displazide hipermetilasyonu aragtirmigtir. Kresty ve digerleri [315],
p16INK4A geninin hipermetilasyonunun, oral displazi vakalarmin yaklasik %40'inda
gozlemlendigini bildirmislerdir ve bu metillenmis displazi vakalarinin neredeyse hepsinin
OSHK'ya ilerledigini gostermislerdir. p16 ve pl5 genlerinde artan hipermetilasyon de
hafiften agir displaziye ilerlemede goriildiigiinii rapor etmislerdir [316]. Ayrica, pl6 gen
hipermetilasyonunun oral premalign mukozada bulundugu gosterilmis ve OSHK’ya
ilerlemede artan ifadesi bunun erken evrede kullanilabilecek biyobelirteg oldugunu
gostermektedir [317].

Histon degistirici kompleksler, histon isaretlerinin diizeninin ve seviyelerinin bozulmasiyla
baglantili olan fonksiyonel degisikliklere maruz kalabilir; kromatin bazli siireglerin ardindan
gelen bozulma, nihayetinde onkogenik transformasyona ve tiimor invazyonuna yol agabilir
[318]. Histon modifikasyonundaki anormallikler, gen promotorleri seviyelerinde
degisiklikler, gen kodlama bolgelerindeki degisiklik, tekrarlayan DNA dizilerindeki ve diger
genomik elementlerdeki dagilimdaki degisiklikler dahil olmak tizere karsinogenezde siklikla
meydana gelir [318]. Agiz kanserinde, Lys4, Lys9, Lysl8 ve Lys27 spesifik
pozisyonlarindaki H3 histonundaki lizin molekiilleri metillenir ve/veya asetillenir. Agiz
kanserinde histon modifikasyonu iizerine kiimiilatif ¢alismalar da H3 histonunun spesifik
lizin molekiil pozisyonlarinda metilasyonunu gostermistir. H3 histon iizerinde lizinlerin
asetilasyonu oral kanserlerin K4, K9 ve K18 pozisyonlarinda rapor edilmistir [313]. Bununla
birlikte, simdiye kadarki tiim calismalar sadece SHK'lar1 ele almistir ve OPML'ler veya
displazi ile ilgili veriler hala beklenmektedir [261].
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Oral premalignite/displazide miRNA profillerinin iliskisine iliskin yalnizca sinirli sayida
rapor bulunmaktadir. Ornegin, epitel displazisine kiyasla ilerleme olasihig1 daha diisiik
oldugu distiniilen hiperkeratotik ve hiperplastik lezyonlar dahil olmak {izere, OPML'lerde
miR-31'in artt1ig1, muhtemelen normal insan keratinositlerini 6liimsiizlestirmek veya malign
hiicrelere doniistirmek icin hTERT ile is birligi yaptigi ve boylece erken evre oral
karsinogeneze katkida bulundugu bildirilmistir [319]. Cervigne ve digerleri [320], 52
ilerleyici oral displazi ve OSHK ile 5 ilerleyici olmayan displaziden olusan bagimsiz bir
caligma yapmuglardir ve global miRNA ifade profillerinin ilerleyici OL/OSHK'y1 ilerleyici
olmayan OL/normal dokulardan ayirt ettigini gostermislerdir. Yiiz dokuz miRNA, yalnizca
ilerleyici OL ve invaziv OSHK'da yiiksek oranda ifade edilmistir. miRNA-21, miR-181b ve
miR-345'in ifadesi tutarl bir sekilde arttig1 bulunmus ve OSHK ’ya ilerleme sirasinda lezyon
siddetindeki artislarla iliskilendirilmistir. MiRNA-21, miRNA-181b ve miRNA-345'in
yiiksek ifadesinin, malign transformasyonda gézlendigi one siiriilmiistiir . OPML ve agiz
kanseri ile iliskili miRNAlarin invaziv olmayan degerlendirmelerine gore oldukga hassas ve
spesifik oldugu kanitlanmistir, bu da yiiksek riskli agiz kanserinin, miRNAlarin ifadesinde

meydana gelen degisikliklerle tanimlanabilecegini gostermektedir [321].

Kanser kok hiicreleri (KKH), OSHK da dahil olmak iizere ¢esitli solid tiimorlerde bulunur.
KKH'ler, tiimor hiicrelerinin kii¢lik bir alt popiilasyonunu temsil etmesine ragmen, yliksek
kendini yenileme ve farklilasma kapasitesi ile iliskili yiiksek tiimorijenik potansiyel saglayan
cesitli  Ozellikler ile karakterize edilirler [322]. KKH’lerin biyobelirteg olarak
kullanilmasinda, podoplanin (PDPN), aldehit dehidrogenaz (ALDH), CD133, MI1, 16sin
acisindan zengin tekrar igeren G-protein bagl reseptor 5 (LGRS) ve LGR4, gibi cesitli
proteinler tanimlanmistir [323-325]. Kawaguchi ve digerleri, 7.5 yillik bir takip periyodu ile
OPML'leri olan 150 hasta lizerinde prospektif bir ¢aligma gerceklestirmisler ve PDPN

yiiksek ifadesi ile malign transformasyon arasinda giiclii bir iligski gézlemlemislerdir [326].

DNA hasar yanit1 (DHY), hiicrenin genomik degisiklikleri diizeltmesini saglayan bir dizi
yolu ve molekiilii kapsar [327]. Genomik kararsizlik kanserin ortaya ¢ikan ayirt edici
ozelliklerinden biri oldugundan, DHY islev bozuklugu kanser gelisiminde ¢ok 6nemli bir
rol oynamaktadir [328]. Ilerleyen veya ilerlemeyen OPML’lerin (lokoplakiler ve
eritroplakiler) retrospektif bir caligmasinda, pChk2 pozitif immiinoekspresyonu, atipi
olmayan vakalar arasinda 8.6 kat daha fazla malign transformasyon olasilig: ile korele

bulunmustur. pChk2 boyamasinin, sirasiyla %85.2, %74.2 ve %78.2'lik duyarhlik, 6zgiilliik
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ve pozitif tahmin edici degerleri ile OPML’den OSHK’ya malign transformasyonunun 3 yil

icinde gergeklesebilecegini 6ngordiigi bildirilmistir [329].

Cizelge 2.1. Likit biyopsilerde OPML'lerdeki arastirilmis molekiiler biyobelirteclerin 6zeti

Spesifik molekiiler biyobelirtecler

[261]
Calisma kategorisi
DNA ploidi
LOH

Hiicre dongiisii, proliferasyon ve apoptoz
iligkili molekiil

DNA andploidi

3pl4 (FHIT), 9p21 (p16 INK4a/CDKN2A), 17p (TP53)
Ki-67, PCNA, MCM2, siklin D1, p16INK4A, TP53, MDM2,
PRb, survivin

Immortalizasyon
Anjiyogenez

Telomeraz, hTERT, hTERC
VEGF-A, VEGFR2

Hiicre adezyonu

E-kaderin, kateninler, CD44 v6

Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

MMP -1, -2, -9, -20

Inflamasyon

Sinyal yolaklar

Epigenetik olaylar- DNA metilasyonu
Epigenetik olaylar- histon
modifikasyonlari

Epigenetik olaylar-mikroRNAlar
Kok hiicreler
DNA hasari

COX-2

EGFR/TGF-a, PI3 K/Akt/mTOR/pS6

DNA methylation p16 INK4 A, pl5, pl4 ARK, FOXM1,
MGMT, RARB2, CDH1, COX-2, TSPYL5, CLDN11, NKX2-3,
RBP4, CMTM3, TRPC4, MAP6, KIF1 A, EDNRB, HOXA9,
DCC, ZNF582 m PAX1 m, DAPK, GSTP1, LATS1, DBCR1
H3 (Lys4, Lys9, Lys18, Lys27, Lys36)

miR-21, -31, -146 a, -211, -204, -24, -155, -181 b, -345
(yiiksek ifade) miR-125 b, -145, -126, -203, -218, -585, -99 a,
-137 (distik ifade) miR-208b-3 p (ileri lezyonlarda yiiksek
ifade)miR-204-5 p, 129-2-3p ve 3065-5p (ilerlemis
lezyonlarda diisiik ifade)

PDPN, ABCG2, ALDH1, CD133

y-H2 AX, phospho-CHK2 Thr68

2.11.6. Likit biyopsilerin OSHK’da kullanimi

Son zamanlarda, OSHK’nin da dahil oldugu bas ve boyun kanserlerinde likit biyopsi
kullanim1 oral onkolojide biiyiik ilgi gormeye baglamistir [330-332].

Bas ve boyun skuamoz hiicre karsinomlu (BBSHK) hastalarin viicut sivilarinda tanisal ve
prognostik belirtecler olarak test edilen mRNAlar, viicut sivilarinda RNaz bozunmasina
kars1 yliksek duyarliliklar1 olmasi nedeniyle bu belirteglerin stabilitesi oldukga diistiktir.
Buda mRNAlarin, likit biyopsi belirtecleri olarak etkinliklerini ve tekrarlanabilirligini
engellemekte ve giiniimiize kadar ¢cok az arastirilmalarina sebep olmustur. Ancak, Li ve
digerlerinin [333], bu konuya 1s1k tutmasiyla birlikte tiikiirik 6rneklerinde mRNA'y1
degerlendirmenin uygulanabilirliligi gosterilmisdir. Arastirmacilar, 32 primer OSHK ve 32

saglikli bireyden alian tiikiiriik 6rneklerinin transkriptomunu degerlendirmisler ve insan
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mRNA panelinin tiikiiriikte giivenilir bir sekilde tespit edilebilecegini ortaya koymuslardir.
Yine aym arastirmacilar, 7 kanser iligkili mRNA biyobelirteci, kanser hastalarinin
tilkiirtigiinde yiiksek diizeyde ifade edilmis ve tekrarlanan caligmalarla tutarh bir sekilde
dogrulugunu ispatlamiglardir [333]. Bu potansiyel tiikiirik RNA biyobelirteglerinin,
interlokin-8 (IL8), interlokin-1beta (IL1B), Dual Spesifik fosfataz-1 (DUSP1),
Hemagglutinin-3 (HA3), Ornitin Dekarboksilaze Antizim 1 (OAZ1), S100 kalsiyum
baglanma proteini (S100P) ve Spermin asetil transferaz (SAT1)"n transkriptleri oldugunu
gostermislerdir [333]. Bu belirteglerin igerisinde 4 tiikiiriik mRNA's1 (OAZ, SAT, IL8 ve
IL1b) toplu olarak OSHK tespiti igin %91 duyarlilik ve 6zgiilliikkte oldugu saptanmistir
[333]. Potansiyel biyobelirtegleri ileri siiren bu ¢alismayi takip eden diger aragtirmalarda da
bu sonuglar dogrulanmaya ¢alisilmistir. Yine ayni ¢alismada degerlendirilen 7 mRNA'nin
(IL8, IL1B, DUSP1, HA3, OAZ1, S100P ve SAT), 395 goniilliiden olusan bes bagimsiz vaka
kontrol c¢alismasinda OSHK’l1 hastalar1 saglikli gruptan ayirt edip edemedigini
degerlendirmislerdir [333]. Degerlendirilen mRNAlarin tiimiiniin ifadesi, bes bagimsiz
vakanin tiimiinde kontrollerle kiyaslandiginda OSHK'da arttigin1 ve 1L-8 ve SAT'deki artigin
da istatistiksel olarak anlamli oldugunu gostermislerdir [334]. Michailidou ve digerlerinin
[335] yaptiklari farkli bir ¢alismada ise, primer OSHK 11 34 hastanin (TINOMO/T2NOMO),
20 oral 16koplaki ve displazili hastanin ve 31 saglikl bireyin tiikiiriigtinde OAZ, SAT, IL8 ve
IL1b varligr arastirilmistir. Calisma bulgulart s6z konusu mRNA larin OSHK'l1 hastalarda
%380' oraninda tanida iyi bir biyobelirte¢ olabilecegini, ancak OPML’ye sahip bireylerde

ayni olasiligin s6z konusu olmadigini bildirmislerdir [335].

Aggarwal ve digerleri (2015), OSHK hastalarinin serumda ve tiimor bolgelerinde
kontrollerle kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek galektin-1 (gal-1) ve gal-3 mRNA seviyeleri
ifade ettigini bulmuslardir [336]. Ayrica, daha yiiksek tiimor yiikiine sahip hastalar, saglikli
grup ile kiyaslandiginda hastalar arasinda ayrim yapabilen her iki galektinin de anlamli
olarak daha yiiksek ifade gosterdigini ve bu sonuclarin %80'den fazla duyarlilik ve 6zgiilliik
degerine sahip oldugunu da bildirmislerdir [336]. Bu, J. ve digerlerinin (2015) OSHK
hastalarinin ve negatif kontrollerin doku, serum ve tiikiiriigiindeki transgelin mRNA’s1 ile
yaptiklar1 ¢alismalar1 sonucunda OSHK hastalar1 ve saglikli kontroller arasinda serum
transgelin mRNA ekspresyonunda ¢ok az fark bulmuslar; bununla birlikte, bu belirteg
OSHK hastalarindan alinan doku ve tiikiiriikte yiiksek ifade edildigini gostermislerdir. Bu
yiiksek ifade, daha kotii genel sagkalim gibi klinikopatolojik parametrelerle korelasyon

gostermistir ve OSHK i¢in bagimsiz prognoz faktdr oldugunu 6ne siirmiislerdir. Bunun
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sonucunda transgelin mRNA’sinin OSHK ig¢in umut verici biyobelirteg olarak hizmet

edebilecegini savunmusglardir [337].

Bas ve boyun tiimorlerinin ctDNA c¢aligmalarinin ¢ogu meme, yumurtalik, prostat,
kolorektal ve akciger gibi farkli tiimdr tiirlerini iceren daha genis arastirmalarin bir pargasi
olarak gerceklestirilmistir. Lawrence MS ve digerleri [338] HNSCC'nin molekiiler profilini
tanimlayarak TP53 (%72), PIK3CA (%21), FAT1 (%23) ve CDK2NA'"nm (%22) bu

tiimorlerde anahtar mutasyonlar oldugunu bildirmistir.

2.12. MikroRNAlar

MikroRNAlar (miRNAlar), hedef mRNA'nin 3’¢evrilmemis bolgesi (UTR) ile etkilesim
yoluyla genlerin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde énemli bir rol oynayan, yaklasik
19-25 niikleotid uzunlugunda, kiigiik tek sarmalli kodlama yapmayan endojen RNAlarin
bliyiik bir grubunu temsil etmektedir. Translasyonun Onlenmesi veya mRNA
parcalanmasina neden olarak gen diizenlenmesini saglayan miRNAlar, farklilasma,
metabolizma, cogalma, go¢, anjiyogenez indiiksiyonu ve apoptoz gibi énemli pek cok
stirecin etkilenmesine neden olur [339]. 1993 yilinda Caenorhabditis elegans’ta kesfedilmis
ilk miR olan lin-4'iin kesfinden bu yana [340], insan genomundaki genlerin {igte birini
diizenleyen 2.500'den fazla miRNA kesfedilmistir [341, 342]. Insanda ise ilk belirlenen
miRNA hsa-miR-1’dir (Sekil 2.10).

5 C. elegans lin-4 miRNA
\(:c(;c‘ccucU leccVeasaCcucarcucucaUouatla
L I I l 1 B HE )

[ |‘| ' RN U
/—GGC GGACCA GGGCCUCUC GGULCACACUU CGU, cU
3

sr

GGAC
\ccuc.cuuccGAAAc UACUUCUUUAUAUSCccauaY c
ll lll_l!l‘.llllllll L0 B I
/‘GGCCGGACUC AUGAAGAAAUGUA A G y"AUCGAAUc
- ¢ Insan miR-1

Sekil 2.10. miRNA yapis1 [343].
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Mirbase wveri tabanindaki verilerden yola ¢ikarak (www.mirbase.org) gilinlimiizde
tanimlanmis 271 mikroorganizmadan 38 589 oncii, 48 860 olgun miRNA kaydi
bulunmaktadir [344].

miRNA genlerinin biiyiik cogunlugu (%61) protein kodlayan genlerin intronik bolgelerine
yerlesmislerdir, ancak genler aras1 bolgelerde ya da ekzonlarda da bulunan miRNA genleri

de gosterilmistir [345].

miRNAlar isimlendirilirken; ilk olarak ait olduklari tiirlerin kodu ile (6rnegin insan
miRNAIlar1 hsa (Homo sapiens)) baslar. Tiir isminden sonra sirast ile mikroRNA kisaltmasi
(miR) ve 0 miRNA’ya ait numara (kesfedildigi siraya gore belirlenmis) eklenerek miRNA
isimlendirmesi yapilir. Eger aynt miRNA 1-2 bazlik bir fark igeriyorsa numaranin yanina
bir harf kodu belirtilir. Bazi durumlarda bir dnciil miRNA’dan birden ¢ok olgun miRNA
olusabildigi i¢cin bu durum yildiz (*) isareti ile ayrilarak bu farklilik belirtilir. Son olarak
miRNAnin hangi zincirden sentezlendigini gostermek i¢in de 3p ya da 5p (6ncii) eklenerek

isimlendirme tamamlanmis olur [344] (Sekil 2.11).

Hsa- -208a-3p

Oncii mRNA

Tiir
R (olgun), r (pre) S
miRNA, ads 1.2 baz fark:

Sekil 2.11. miRNA isimlendirmesi [344]

2.12.1. miRNA biyogenezi

miRNAIar ilk olarak onciil transkript haliyle ¢ekirdekte bulunur ve kesilme asamasindan
sonra olgun miRNA formunu alirlar (Sekil 2.12). miRNAlar, 60-70 b¢’nden olusan hairpin
(sac tokasi) transkriptler halinde RNA polimeraz II tarafindan sentezlenirler. Sentezlenen bu
ilk miRNA yapist pri-miRNA olarak isimlendirilir. pri-miRNA Drosha-DGR8 protein
kompleksi tarafindan; 5* ve 3’ uglarindan kesilerek pre-miRNA’ya dontistiiriiliir. Drosha bir
RNaz II'tiir ve RNaz Illa ve RNaz IIIb bolgelerini bulundurur. DGR8’de Drosha’nin
miRNA’ya baglanmasimi saglayan molekiildiir. Olugsan pre-miRNA eksportin-5 (GTP-
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baglayic1 protein) ile ¢ekirdekten sitoplazmaya aktarilir. Bu gegis RNA-GTP baglantisi
GTP’nin GDP’ye hidroliz, ile olur. Sitoplazmaya aktarilan pre-miRNA, Dicer-TRBP
(transaktivasyon yanit eleman1 RNA-baglayici protein) kompleksi ile etkilesir. Dicer,
RNA’ya baglanan helikaz altbirimi, kesim gergeklestiren RNaz III altbirimi ve PAZ
(miRNA’nin uglarina baglanan bolge) altbirimlerini igerir. Dicer’in TRBP ile birleserek
kompleks olusturur. Boylece miRNA’nin uzunlugu belirlenir. Dicer kesimi ile olgun
MIiRNA olusur. Olgun miRNA, RNA aracili susturma (RISC) kompleksi ile argonat (AGO)
proteinine baglanarak hedef mRNA yikilir veya translasyon inhibe edilir [346]. AGO2
proteini, baskilanan mRNA’nin parcalanmasii gerceklestirir. Insanlarda {i¢ farkli tipte
AGO proteini bulunmaktadir. AGO2 disindaki AGO proteinleri dogrudan yikimda gorevli
degildir, translasyonel baskilama veya deadenilasyon yaparak miRNAyi yikima dogru

yonlendirirler [218].
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Sekil 2.12. miRNA biyogenezi [347]

2.12.2. miRNA aracili mRNA baskilanmasi

miRNAlarin hedef mMRNAIlar1 baskilama mekanizmasi Sekil 2.13’te gosterilmistir.
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1. miRNA ile indiiklenen susturma komplekslerinde (miRISCler) bir Argonaute (AGO)
proteinine baglanan mikroRNA (miRNAlar), ¢cogunlukla mRNA'nin 3’ g¢evrilmemis
bolgesinde bulunan kismen tamamlayici baglanma bolgelerine baz eslesmesi yaparak
mRNA hedeflerini tanir.

2. AGO proteinleri, sirayla sitoplazmik poli(A) baglayici protein (PABPC) ve sitoplazmik
deadenilaz kompleksleri PAN2-PAN3 ve CCR4-NOT ile etkilesimde olan bir GW182
proteini ile etkilesime girer. PAN2-PAN3 ve CCR4-NOT kompleksleri, mRNA
hedefinin deadenilasyonunu katalize eder (GW182 proteinleri, bir amino terminal AGO-
baglanma alanindan (ABD) ve bir susturma alanindan olugur).

3. Hayvan hiicre kiiltiirlerinde, deadenile edilmis mRNAIlarin basliklari agilir ve 5’ ile 3’
eksoriboniikleaz 1 (XRNT1; gosterilmemistir) tarafindan hizla bozunur.

4. Ek olarak, miRNAlar translasyonu baskilar, ancak bunun kesin molekiiler mekanizmasi
belirsizligini korumaktadir. Ortaya ¢ikan fikir birligi, miRNAlarin, 6karyotik baglatma
faktorii 4F (elF4F) kompleksinin aktivitesi ve/veya eklenmesine miidahale ederek

translasyon baglatmasini inhibe etmesidir [348].

Translasyonel baskilama Deadenilasyon

elF4F /-\mimsc /\

| I 1

miRNA

elF4E el
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Bashgin agilmasi ve 5'-3'
ekzoniikleaz aktivasyonu
(XRN1)

Sekil 2.13. miRNA aracili mRNA Baskilanmasi. DDX6, DEAD Box proteini 6; PAM2,
PABP etkilesimli motif 2 [348].
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2.12.3. miRNA’larin kanser gelisimindeki fonksiyonu

Insanlarda protein kodlayan genlerin yaklasik yarismin ifadesinin miRNAlar tarafindan
diizenlendigi bilinmektedir. miRNAIlar hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilagsmasi, hematopoez,
apoptoz, otoimmiinite ve tiimdrogenez gibi ¢esitli hiicresel siireglerde rol oynayan kiigiik
kodlama yapmayan molekiillerdir [349]. Timor gelisimini destekleyen miRNAlar onko-
miR olarak adlandirilirken, tiimor baskilayict 6zellikte olan miRNAlar tiimor baskilayici-
miR olarak adlandirilirlar [350]. Normal sartlarda tiimor baskilayict ve onkogenik
miRNAIlar denge halinde bulunurlar. Tiimdr baskilayict miRNAlar kanser baslatict genlerin
baskilanmasinda, onkogenik miRNAIar ise tiimor baskilayict genlerin baskilanmasinda rol
oynayarak gen ifadesindeki degisiklige neden olurlar. Kanserlesme siirecinde tiimor
baskilayici-miRlerin ifadelerinde azalma gozlenirken, onkogenik miRlerin ifadesinde ise
art1s goriiliir. Ifade seviyelerindeki bu diizensizlikler cesitli sinyal yolaklarmn da iizerinde

etkili olur [351].

miRNAlarin, OSHK’ da dahil olmak iizere, meme kanseri, akciger kanseri, mide kanseri,
kolorektal kanser, hepatoselliiler karsinom, glioblastoma, prostat kanseri, bas-boyun
kanserleri gibi insan neoplazmalarinda siklikla anormal sekilde ifade edildigi gosterilmistir.
mIiRNA ifade seviyelerindeki degisiklikler, saglikli hiicrelerde bulunan normal sinyal

yolaklarinin iglevini bozarak karsinogenez olusumuna zemin hazirlarlar.

2.13. OSHK ve Likit Biyopside miRNAlar

Dolagimdaki miRNAlarin, saglikli bireylere kiyasla OSHK hastalarinin viicut sivilarinda
farkli seviyeler gosterdigi gosterilmistir [352, 353]. miRNAlar serum veya plazmada
oldukca kararhdir ve gelecekte kanser biyobelirtecleri olarak kullanimlari igin artan
potansiyele sahiptirler [354]. Dolasan miRNA'lar RNase tarafindan pargalanamaz ve
kaynatildiktan sonra ya da ¢oklu donma-¢oziilme dongiilerinden sonra yiiksek pH'da stabil
halde bulunurlar [355, 356]. miRNAlar argonaute proteine bagliyken, hiicre dis1 ortamda
yada eksozomlar gibi hiicre dis1 vezikiillerin i¢inde kapsiillenmis olsun veya serbestce

dolasan olsun, stabil durumda bulunurlar [357, 358].

Son birkag¢ yilda, cesitli miRNAlarda 6nemli farkliliklar olmasina ragmen, birkag tane

tanimlanan miRNAnin, OSHK hastalarinin serum veya plazmasinda saglikli kontrollere
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kiyasla farkli ifade seviyeleri gosterdigi bildirilmistir [139].

OSHK’da ifade farklilig1 saptanmis ¢ok sayida miRNA bulunmaktadir. Bu mikroRNAlar
arasinda miR-24, miR-21, miR-31, miR-184, mir-211, miR-222, miR-221 OSHKda ifadesi
artig gosterirken, mir-203, miR-100, miR-200, mir-133a, miR-375, miR-133b, miR-138,
OSHK’da ifadesi azalan miRNAlara ornektir [139, 359]. Cizelge 2.2’de oral kanser
patogenezinde regiilasyonu siklikla bozulan miRNAlarin hedefledikleri gen, miRNAnin
tirli, kanser hiicreleri iizerine etkisi, kullanilan biyomateryal ve biyobelirte¢ rolleri

gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Oral kanser patogenezinde sik¢a regiilasyonu bozulan mikroRNAlar [139, 359].

miR Ifade miR Kanser Hiicreleri | Hedefledigi gen Kullanilan Biyobelirteg | Referans
seviyesi Tiird Uzerine Biyolojik biyomateryal rolii
Etkisi
miR- onkomiR Proliferasyon, PTEN, TMP1, Timor dokusu, Tani1 ve [360-362]
21 t invazyon, PDCD4 tiikiiriik prognostik
Metastaz
miR- onkomiR Kemoterapiye FBXW7, PTEN, Tiimor dokusu, Tani [363-366]
24 t direng, CDKN1B, DND1, | plazma, tiikiirik,
antiapoptotik CDKNIC, plazma
miR- onkomiR Proliferasyon, FIH, Tiimor dokusu, Tan1 ve [367-371]
31 t invazyon, ARID1A, tiikiiriik, plazma prognostik
Farklilagma, Ku80, ACOX1,
Metastaz SIRT3
miR- t onkomiR Proliferasyon, c-MYC Tiimor dokusu, Tant [372]
184 Antiapoptotik Tiikdirtik, plazma,
serum
miR- onkomiR Proliferasyon, CDKN1B, DND1, | Timér dokusu Tan1 ve [373-375]
211 ' invazyon, TCF12, prognostik
Farklilagma, c-MYC
Metastaz
miR- onkomiR Proliferasyon, CDKN1B, Timor dokusu, Tan [376-378]
221 t invazyon, CDKN1C, PTEN, | tikiiriik (sadece
miR- Metastaz ABCG2, PUMA miR-221)
222
miR- t onkomiR Proliferasyon, UBE2B Timor dokusu Tani1 ve [379]
455 Farklilagma prognostik
miR- Tiimor Proliferasyon, PIBKCA, YES-1, | Tiimor dokusu, Tan1 ve [380-383]
203 baskilayict Kemoterapiye BMI-1, SEMAGA tiikiiriik prognostik
miR direng,
Antiapoptotik
miR- Timor Proliferasyon, D1, MMP13, | Tumor dokusu Tan [384]
100 baskilayict Farklilasma EGFR2, FGFR3
miR
miR- Timor Farklilagma, ZEB1, Timor dokusu, Tani1 ve [385]
200 baskilayict nvazyon, ZEB2 tiikiiriik prognostik
miR Metastaz
miR- Timor Farklilagma, PKM2, Timor dokusu Tan [386]
133a baskilayici Proliferasyon, GSTP1
miR Antiapoptotik
miR- Timor Proliferasyon PKM2 Timor dokusu Tani [386, 387]
133b baskilayici
miR
miR- Tiimor Proliferasyon, PI3KCA, YES-1, Tiimor dokusu Tan1 [388, 389]
138 baskilayici Antiapoptotik,
miR Invazyon,
Metastaz
miR- Tiimor Proliferasyon, PDGFA, Tiimoér  dokusu, | Tani [390-394]
375 baskilayic1 Invazyon, SLC7A11, tiikiirtik, plazma
miR Metastaz CIP2A




55

En sembolik miRNAlardan biri olan miR-21’in oral neoplazide yiiksek ifadesi bulunmustur
[395]. Bu miRNA'nin Tropomiyosin (TPM1) ve ayrica Fosfat-Tensin Homolog (PTEN)
diizeylerini azaltabilecegi gosterilmistir [360, 361]. Fosfatidilinositol 3,4,5 trisfosfati1 (PIP3)
PIP2'ye defosforile ederek Fosfatidilinositol 3-Kinazin (PI3K) ters etkisi olarak islev géren
PTEN, onemli bir tiimor baskilayici gen olarak kabul edilir. miR-21 tarafindan PTEN’in
diistik ifadesi, Fosfatidilinositol 3-Kinase/AKT Serin-Threonine Kinaz 1 (PI3K/AKT) sinyal
yolunun yiiksek uyarimindan dogrudan sorumludur ve bir hiicrenin 6liime karsi yiiksek
direncine ve kontrolsiiz ¢ogalmasina yol acar [396]. Ayrica, TPM1'in ifadesini azaltarak

hiicre apoptozunu engelledigi de agikca gosterilmistir [397].

Programlanmis Hiicre Oliimii 4 (PDCD4), mRNA'nin translasyonel baskilanmasini
indiikleyerek neoplastik hastaliklara karsi savasta yer aldig1 bilinen bir gendir [398]. PDCD4
ifadesinin azaltilmasindan miR-21'in sorumlu oldugu goéz 6niine alindiginda, bu onkojenik
miR'nin yliksek ifadesinin sadece tiimor tespitinde bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegi
degil, bunun aym1 zamanda prognostik bir biyobelirte¢ olarak da kullanilabilecegi
bildirilmistir [360].

MiR-24, F-Box ve WD-40 domain proteini 7 geni, FBXW7'nin baskilanmasina neden olan
neoplastik hastaliklar ve miRNA'lar arasindaki baglantinin, bir bagka giiclii 6rnegidir.
FBXW?7 geni, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi s6z konusu oldugunda, birkag proto-
onkogenin inaktivasyonunu saglar [366]. Ayrica miR-24, kemoterapi tedavisine direng
indiikleyebilen bir mekanizma olan PTEN'in 3’-UTR bdlgesini hedefleyebilir. PTEN
proteini seviyelerindeki bir azalma, PTEN/AKT yolunda bir bozulmaya ve hayatta kalma

sinyallerinin aktivasyonuna yol agtig1 rapor edilmistir [399].

MiR-24 ile karsilastirildiginda, miR-31'in yiiksek ifadesi ge¢ tiimor evreleri ile
iliskilendirilmistir, ¢tinkii miR-31 seviyelerinin OSHK'da metastatik evre olmaksizin erken
evrelerde yiikseldigi bulunmustur [400]. MIiR-31'in karsinojenezdeki Onemi, Faktor
Inhibitér Hipoksi ile indiiklenebilir faktoriin (FIH) 3'UTR bolgesini hedefleyebilme
kabiliyeti ile iliskilendirilmistir [367]. Bu fakt6r, hem normoksik hem de hipoksik kosullarda
HIF katilimi arasindaki dengeyi koruyarak, hipoksi ile indiiklenebilir faktoriin (HIF) bir
inhibitorii gorevi goriir. Boylece miR-31 tarafindan FIH {iretiminin azaltilmasi normoksik
ortamlarda HIF aktivasyonuna yol agacak ve bu da bas ve boyun skuaméz hiicreli

karsinomunun (BBSHK) genislemesine katkida bulunacaktir [367].
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Diger yiiksek ifade edilmis miRNAlarla birlikte miR-184, ag1z kanserlerinin patogenezine
katkida bulunabilecek 6nemli bir faktor olarak kabul edilebilir. Bununla birlikte, bu hipotezi
kanitlamak i¢in sinirli arastirma yapilmistir. MiR-184'in apoptozun etkilerinden kagabilecek

proliferatif fonksiyona sahip olabilecegi bildirilmistir [386].

Bir baska yiiksek ifadeye sahip miR-211, Transkripsiyon Faktorii 12 (TCF12) [373]ve c-
MYC’i hedefleyerek, TGF reseptorii II'nin (TGFBR2) diisiik ifade edilmesine neden oldugu
gosterilmis ve OSHK'nin karsinojenezinin arttirilmasina katki sagladigi bildirilmistir [374].
TCF12, baskilayict aktiviteleri durdururken, TGFBR2 mikrogevrede farklilasmayr ve
neoplastik hiicrelerin gelisimini destekledigi bildirilmistir. EK olarak, OSHK hiicre
hatlarinda gézlemlenen Bridging integrator 1 (BIN1) geninin azalan ifade seviyeleri, miR-
2117in BIN1 geninin 3’-UTR bolgesi ile etkilesime girerek gen ifade seviyesinde azalmaya
neden oldugu disiiniilmektedir. Boyle bir davranis i¢in olas1 bir agiklama, stres tepkileri,
cogalma, farklilasma ve apoptoz gibi ¢esitli hiicresel siiregleri diizenleyen EGFR/MAPK

yolunun anormal aktivasyonundan kaynaklandig ifade edilmistir [375].

Fizyolojik kosullar altinda miR-203, tiimor baskilayici aktivitelerinden dolay: 6zellikle ilgi
cekici olmustur. MiR-203 ayn1 anda YES Proto-Oncogene 1'in (Src Ailesi Tirozin Kinaz,
YES1) ifadesini hedeflemekten ve azaltmaktan sorumludur [380]. Ayrica, OSHK hiicre
hattinda yapilan c¢aligmalarda miR-203"n yiiksek ifadesi, antiproliferatif etki ile
sonuglandigini  gostermistir. Bu, miR-203"in Fosfatidilinositol-4,5 Bisfosfat 3-Kinaz
Katalitik Alt Birim geninin (PI3KCA) 3’-UTR bdlgesine baglanmasinin bir sonucu olarak
diistiniilmektedir; boylece, AKT Serin/Treonin Kinazin ve dolayli olarak tiim sinyal yolunun
aktivitesini etkiler. Bu antiproliferatif etkilere ek olarak miR-203, timdr hiicrelerini sisplatin

kaynakl1 6liime kars1 duyarli hale getirme yetenegine de sahiptir [381].

MiR-200 ailesi tiiyelerine gelince, agiz kanseri patogenezindeki rolleri, epitelyal-
mezenkimal gecis sirasindaki diizensizliklerine baglanabilir, bu nedenle tiimoér metastazina
ilerlemenin potansiyel belirtecleri olarak hizmet etmektedirler [385]. Buna ek olarak, agiz
kanseri kok hiicrelerinin yenilenmesi de miR-200 aile iiyeleri tarafindan diizenlenmektedir
ve bu durumun da muhtemelen tiimor niiksetmesine neden oldugu distiniilmektedir [401].
Sekil 2.14’te agiz kanseri ile ilgili ¢calisilan miRNAlarin hedef genler ile arasindaki iligki ve

oral karsinogenezdeki rolleri gosterilmistir.
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Sekil 2.14. Agiz kanserinde miRNAlar ve hedef genleri arasindaki iliski [359].

OSHK tanisi, prognozunun takibi, hastanin sagkaliminin ve tedaviye tepkisinin
tanimlanmas1 gibi bircok alanda mikroRNAlarin biyobelirteg olarak kullanilabilir
olmalarmin yanisisra, ¢cok sayida hedef geni kontrol ederek 6nemli hiicresel siiregleri
diizenlemede rol oynamalari OSHK’da miRNAlara dayali anti-kanser tedavilerini de

giindeme getirmektedir [402].

2.14. Cahsmada Kullanilan Genler

OSHK patogenezinin meydana gelmesinde etken faktorler arasinda yer alan ve hiicre
genomuna direk zarar veren alkol, HPV, radyasyon, kemoterapétikler ve diger sitotoksik
ajanlara maruziyette serbest radikallerin ve hatali katlanmis proteinlerin birikmesi
sonucunda hiicre hasari meydana gelir [20, 21]. Bu hasarin giderilmesi i¢in apoptotik
genlerin diizgiin bir sekilde ¢caligmas: gerekmektedir. Hem tiimdr baskilayici hem apoptotik
gorevi olan PDCD4'lin OSHK’da metastaz, invazyon ve apoptozun diizenlenmesinde
onemli role sahiptir. OSHK’nin gelisiminde ayrica mikroRNA’lardaki diizensizliklerde
saptanmig olup bunlar arasinda en dikkat ¢eken mMiR-21’in, PDCD4’i hedefleyerek
metastazi ve timor hiicre proliferasyonunu artirdigi, apoptoz ifadesini ise azalttig

bilinmektedir [403].
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Yirittigiimiiz bu ¢alismada apoptotik yolakta gorevli PDCD4 geni ve bu genle negatif

etkilesim gosterdigi diisiiniilen miR-21-5p ve miR-208a-3p genlerinin ifadesi arastirilmistir.

miR-21-5p

miR-21-5p, 17. kromozomda lokalize olmus, 22 niikleotid uzunlugunda kodlamayan RNA
smifinin bir tyesidir [344]. Gissi ve digerlerine (2018) goére agiz fir¢a biyopsisi ile alinan
minimal invaziv tikiiriik biyopsisinde, miR-21’in OSHK’da saglikli kontrollere gore yiiksek
ifade oldugunu belirtmislerdir [404]. Dahasi doku, kan ve hiicre hattinda yapilan diger
caligmalarda miR-21’in onkogenik mekanizmaya sahip oldugu da gosterilmistir. miR-21
tiimor baskilayici gen olan PTEN’i hedeflerek, PTEN geninin baskilanmasina neden olur
(Sekil 2.15). Boylece tiimor ilerlemesini ve hiicre boliinmesini arttirmig olur [405]. miR-21
apoptozla da iligkili oldugu yapilan ¢alismalarla desteklenmistir. miR-21, prometastatik
faktoriin inhibitorii olan tiimdr baskilayict PDCD4'lin (programlanmis hiicre 6liimii)

ifadesini de azaltmaktadir [403].

Fosfoinositid3-kinaz (PI3K) ve asagi akis hedefleri olan AKT ve mTOR sinyal yolaklari,
farklilasma, ¢ogalma ve hiicrenin hayatta kalmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir [406].
Tiimor hiicreleri, PI3K/AKT/mTOR sinyal yollarini aktive ederek hiicre ¢ogalmasini artirir
(Sekil 2.15). Tiimor baskilayict gen olan PTEN, PI3K/PTEN/AKT sinyal yollarinin negatif
diizenleyicisidir ve hiicre biiyiimesi, farklilagsmasi, cogalmasi ve gocii dahil olmak iizere
hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemek i¢cin AKT'yi hedefleyerek islev goriir [407]. PTEN,
miR-21-nakavt hiicrelerde 6nemli 6l¢iide yiiksek ifade edilir, bu da miR-21'in PTEN'i asagi
yonde diizenledigini ve PI3SK/PTEN/AKT sinyal yolu lizerindeki negatif regiilasyonunu
azalttigini gosterir [408].
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Sekil 2.15. miR-21 ve AKT/mTOR sinyal yollari. miR-21, microRNA-21 PI3K,
fosfoinositid 3-kinaz; AKT, protein kinaz B; mTOR, rapamisinin memeli
hedefi; PTEN, fosfataz ve tensin homologu; S6K1, ribozomal protein S6

kinaz-1; PDCD4, programlanmis hiicre 6liimii 4; eIF4A, okaryotik baglatma
faktort [409].

miR-208a-3p

miR-208a-3p, 14. kromozomda lokalize olmus 22 niikleotid uzunlugunda kodlama
yapmayan RNA’dir [344]. miR-208'in kardiyovaskiiler ve kas hastaliklarinin olusumunda
kritik bir rol oynadigi bilinmektedir [410-412]. Bununla birlikte, miR-208'in pankreas
kanseri [413], 6zofagus skuamdz hiicreli karsinomu [414], hapatoselliiler karsinom [415] ve
prostat kanseri de [416] dahil olmak {izere farkli insan kanserlerinde etkili oldugu
bildirilmistir. Wu ve digerleri (2019), yaptiklar1 bir ¢alismada miR-208a-3p’nin kolorektal
kanserinde PDCD4’ii dogrudan hedefleyerek, PDCD4 ifadesini diismesine neden oldugunu

ve proliferasyon, invazyon ve hiicre géciinde artis meydana getirdigini géstermislerdir [417].
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PDCD4 (Programlanmis hiicre Oliimii 4) geni

Shibahara ve digerleri (1995) tarafindan ilk kez kesfedilen PDCD4 geni, 469 amino asitten
meydana gelmis, iki "MA-3" olarak bilinen domaini, iki fosforilasyon bolgesi, iki pozitif
yiikli RNA baglanma bdlgesi ve iki ¢ekirdek disa aktarma sinyalinden olusan molekiildiir
[418]. insan PDCD4 geni, ilk olarak bir cekirdek antijen geni olarak tanimlanmis ve 10.
kromozomun uzun kolunun 24. bandinda (10q24) haritalanmistir [398]. PDCD4 geni tiirler
arasinda iyi korunmus 6zellige sahiptir; 6rnegin, insan ve fare arasindaki homoloji protein
diizeyinde %92 oraninda ayn1 diziye sahip oldugu belirlenmistir [419]. Farelerde PDCD4
geninin apoptozda ifadesinin arttigi, Camptothecin [420] gibi topoizomeraz inhibitorleri ile

de ifadesinin azaldig1 saptanmustir [421].

Maya-ikili hibrit yontemi kullanilarak, PDCD4, translasyon baslatma faktorii 4A'nin
(elF4A) [422] baglayict ortagi olarak tanimlanmigtir. PDCD4-elF4A etkilesimi, mutasyon
caligmalariyla ve kristalografi ile de dogrulanmistir [423-425]. Bu, PDCD4’iin
translasyonunun inhibisyonu i¢in eIF4A ile baglanmasinin gerekli oldugunu gostermektedir.
PDCD4-cIF4A baglanmast protein translasyonunu baskilama mekanizmasi asagidaki

sekilde gerceklesmektedir:

1. PDCDA4, elF4A’ya baglanarak, eIF4A’ nin elF4G’ye baglanmasini bloke eder. eI[F4A’nin
RNA helikaz aktivitesini ve baglik bagri translasyonel aktivasyonu inhibe eder ve
elF4A'nin helikaz aktivitesinin baskilanmasiyla protein translasyonu engellenmis olur
[422]. elF4A, ATP'ye bagimli bir RNA helikazdir. el[F4A'nin protein translasyon
baslangicindaki islevi, mRNA’min  yapisimt  gevseterek, translasyon baglatma
kompleksinin, baslama kodonunu [426] bulmak i¢in mRNA'y1 5' ile 3' ucundan
taramasma izin vermektir. Bu nedenle, PDCD4 tarafindan eIF4A aktivitesinin
inhibisyonunu, protein translasyonunu, o6zellikle karmasik yapili 5'UTR'lere sahip
mRNAIlarn translasyonunu baskilar. PDCD4 tarafindan translasyon engelleme
mekanizmalar1 Sekil 2.17 'de 6zetlenmistir.

2. PDCD4, elF4A aktivitesinin inhibisyonuna neden olmasinin yani sira, Bcl-xI ve XIAP
gibi anti-apoptotik proteinlerin de translasyon baslama kompleksini bloke eder [427,
428].
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Sekil 2.16. PDCD4 protein yapisi ve translasyon baslangicini diizenleyen mekanizma. (A)
PDCD4 proteini, bir RNA baglama alani1 ve iki MA-3 alani ile 469 amino asit
uzunlugundadir. (B) PDCD4 proteini, IRES'i 5' UTR'de veya elF4A'yl
translasyon baslatma kompleksinde baglayarak translasyonu baglatmay: bloke
edebilir [429].

Simdiye kadar kanitlar, PDCD4'iin iki olast mekanizma yoluyla tiimoér olusumunu inhibe
edebilecegini gostermektedir. Yukarida bahsedildigi gibi, PDCD4, elF4A ile baglanir ve
sarmal aktivitesini inhibe eder. Translasyonun baslatilmasinda, ikincil yapilara sahip 5'UTR
bolgesinin acilmasi i¢in elF4A gereklidir. Genellikle, ikincil yapilara sahip 5'UTR'li
mRNAlar, biiylime faktorlerini, bilylimeyi tesvik eden genleri ve proto-onkogenleri kodlar
[430]. Bu nedenle, eIF4A'nin PDCD4 tarafindan inhibisyonunun hiicre proliferasyonu, gogii
ve/veya invazyonunun baskilanmasina neden olmasi beklenir. Ornegin, PDCD4, kolorektal
karsinomda hiicre invazyonunu azaltmak i¢in Sinl translasyonunu inhibe eder [431]. Sin1,
Akt aktivasyonunu diizenleyen rapamisin kompleksi 2'nin (mTORC2) memeli hedefinin
kritik bir bilesenidir. Sinl transkripsiyonunun PDCD4 tarafindan inhibisyonu, Akt'nin
etkisizlestirilmesi yoluyla invazyonu bastirmak i¢in Snail ifadesinin azalmasina neden olur.
elF4A'ya bagli mekanizmaya ek olarak, PDCD4, elF4A'dan bagimsiz bir mekanizma
yoluyla tiimor olusumunu baskilayabilir (Sekil 2.17). Liwak ve digerleri (2012), PDCD4'iin
X'e bagli apoptoz inhibitoriiniin (XIAP) mRNA's1 ile dahili bir ribozom baglanma bdlgesine
dogrudan baglandigin1 ve translasyon baslatma kompleksi olusumunu 6nleyerek XIAP

transkripsiyonunu engelledigini bildirmistir [428].
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Sekil 2.17. PDCD4, proliferasyon, apoptoz, invazyon ve metastaz gibi translasyonel
hedeflerin diizenlenmesinde rol alir [418].

PDCD4 ifadesinin; epigenetik, transkripsiyon, transkripsiyon sonrasi ve translasyon sonrasi
seviyelerde diizenlendigi gosterilmistir [418]. PDCD4 geni, dokuda her yerde bulunur ve bu
gen, c¢ekirdek ya da sitoplazma veya hiicre tipine bagli olarak her ikisinde de aynmi yerde
lokalizedir. PDCD4 ifadesinin gesitli kanserlerde (kolon, OSHK, mide) diisiik ifade edildigi
gosterilmistir [432-434]. PDCD4’iin yiiksek ifadesi apoptozu veya hiicre dongiisiiniin
durmasini indiikler ve kanser hiicresinin invazyonunu, proliferasyonunu ve gogiinii engeller.
PDCD4’iin artmis ifadesi kanser hiicrelerinin antineoplastik ilaglara karsi1 duyarliligini
arttirir [435-438].

2.15. Es zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Kantitatif PZR-qPZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) in vitro DNA'nin amplifikasyonu igin hizli ve gii¢lii bir
tekniktir [439, 440]. Kantitatif PZR (QPZR) kiiglik miktarlarda DNA’nin, kantitatif real time
PZR (qRT-PCR) mRNA’nin kantitasyonu i¢in kullanilmaktadir [441]. qPZR ve qRT-PZR
metodu internal kontrol kullanarak, hedef dizinin amplifikasyonunu saglar [441]. Internal
konrol ¢esitli yollarla tasarlanabilir. Bunlar; hedef aplikonun mutasyonu, hedef amplikon

dizisi igindeki insersiyon veya delesyon, homolog olmayan DNA sekans iizerindeki hedef
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dizinin atlamasi olarak sayilabilir. Genel bir kural olarak, hedef ve kontrol primerleri ayni
kullanmali, benzer guanin + sitozin (G + C) igerigine sahip olmasi, dizinin esit veya benzer
uzunlukta olmasi gerekmektedir [442]. Internal kontroliin validasyonunun yapilmasi
olduk¢a Onemlidir, bunun i¢in Oncelikle kontrol tasarlanmalidir. Hedef ile kompetitif
kontroliin, esit etkide ve plato fazina erismesi gerekir (Sekil 2.15) [443]. Plato fazina erisim
reaksiyon ajanlarmin tiilkendigi ve reaksiyonun sonlandigir anlamina gelir ve durur. Yeni
iirin olusu gozlenmez. Olusan iirlinlerin hizla pargalanmasi artar. Bitis noktas1 saptamasi
yapilir. Bu teknik sayesinde DNA ve RNA molekiillerinin kalitatif ve kantitatif olarak kisa
siirede analizi saglanmakta ve ¢ok sayida 6rnek yiiksek giivenilirlikte ¢calisilmaktadir. gPZR’
de, PZR reaksiyonu sirasinda olusan miktarlar1 goriiniir hale getiren ve monitdrize edebilen
floresan isaretli prob ve boyalardir. Es zamanli olarak olusan floresan 1sima, sentezlenen
DNA ile dogru orantili olarak artar. Bu artis miktar tayininin yapilmasina olanak saglar.
Cogaltilacak hedef dizilerin belirlenebilmesi i¢in ¢esitli ajanlar gelistirilmistir. Bunlardan
diziye yiiksek giivenilirlikte baglanan 6zgiinligii yiiksek primer problar DNA/cDNA
tizerinde tanimlanmak istenilen baz dizisine 6zgiin 6zel olarak tasarlanmis, kimyasal ya da
radyoaktif olarak isaretlenmis olan tek zincirli oligoniikleotid molekiilleridir. qPZR’de

kullanilan probun ¢alisma mekanizmasi Sekil 2.19°da gosterilmistir.

PROB TEMELLI qPZR MEKANIZMASI
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Sekil 2.18. Prob temelli gPZR mekanizmasi [444].
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal

Bu boéliimde tezin materyal ve metodlar ile ilgili bilgi verilecektir.

3.1.1. Bireylerin secimi ve materyallerin toplanmasi

Calisma klinik ve histolojik olarak displazi, oral skuamdz hiicreli kanser ve saglikli
bireylerden olusan toplam 42 bireyden elde edilen kan ve tikirik Orneklerinde
yiiriitiilmiistiir. Calisma i¢in gerekli olan etik kurul raporu Gazi Universitesi Dis Hekimligi

Fakiiltesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan alindi (Onay kodu: E.28270).

Arastirma materyalleri olan 42 kan ve 42 tiikiiriik 6rnegi Gazi Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi Anabilim Dali ile Ankara Yildirnm Beyazit
Universitesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’na basvuran hastalardan toplandi. Calisma
grubunu olusturan bireyler 14 ©* enfeksiyonu olmayan gomiilii 20 yas dise sahip bireyler’’,
14 “’oral potansiyel malign hastalik’’ tanis1 almig bireyler ve 14 “’oral skuamoz hiicreli

karsinom’’tanis1 almis bireyler olmak {izere toplam 42 bireyden olusmaktadir.

OSHK grubuna dahil edilecek bireyler i¢in dahil edilme kriterleri su sekilde olusturulmustur:
a) Hastalarda dil 2/3 6n kisim, agiz tabani, bukkal mukoza, gingiva, retromolar bolge, sert
damak yerlesimli skuamdz hiicreli karsinom tanis1 konmus primer tiimoriiniin bulunmasi,
b) Timoér gelisiminde Human Papilomaviriis (viral) etyolojisinin bulunmamasi, )
Hastalarda niiks ve baska bir malignitenin bulunmamasi, d) Tanilarin goriintiileme
yontemlerinin yani sira insizyonel biyopsi ile konulmus olmasi, e) verriikoz karsinom ve
skuamo6z hiicreli karsinomun diger alt tiplerinin tanisin1 almis hastalarin ¢alisma dist
birakilmasi, Hastalarin risk faktorii ile iliskileri (sigara kullanimi, sigara-alkol birlikte
kullanim1 gibi), hastalik Oykiisii, yas, cinsiyet gibi demografik veriler, klinik evreleme,

radyolojik degerlendirmeler, kayit edilecektir.

OPML grubu bireylerini ise oral 16koplaki-eritroplaki klinik 6n tanis1 olan, histolojik olarak
displazi tanis1 almis oral mukozal lezyonu olan bireyler olusturacaktir. Bireylere ait yas

cinsiyet gibi demografik bilgiler, risk faktorleri (sigara kullanimi, sigara-alkol birlikte
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kullanimi), lezyonun oykiisli, lezyonun c¢api, lezyonun lokalizasyonu, klinik takipleri

yapilarak kayit edilecektir.

Arastirmaya katilan her bireyden ‘’Bilgilendirilmis Onam Formu’’ imzalatilarak hastalarin

izni dahilinde ¢alisma stirdiirilmdstiir.

3.2. Kullanilan Kitler

Tez c¢aligmasinda kullanilan kimyasallarin timii ve ticari olarak temin edilen Kkitler

tedarikgileriyle birlikte asagidaki Cizelge 3.1°de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kitler

PaxGene Blood miRNA Izolasyon Kiti (Qiagen, Almanya)

miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Almanya)

miRCURY LNA RT Kit (Qiagen, Almanya)

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis kit (Roche Diagnostics, Almanya)
hsa-miR-208a-3p miIRCURY LNA miRNA Probe PCR Assay (Qiagen, Almanya)
hsa-miR-21-5p miRCURY LNA miRNA Probe PCR Assay (Qiagen, Almanya)
hsa-PDCD4 QuantiNova LNA Probe PCR (Qiagen, Almanya)

U6 snRNA (Qiagen, Almanya)

miRCURY LNA Probe PCR Kit (Qiagen, Almanya)

3.3. Cihazlar

Tez projesinin deneysel islemleri gergeklestirmek i¢in kullanilan cihaz ekipmani, Cizelge

3.2°de listelenmistir.

Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlar

Kirik Buz Makinesi (Hoshizaki)
Otoklav (Tomy)

Otomatik Mikropipetler (Gilson)
PZR cihazi (Biometra)

Steril kabin (Holten)

-30°C Derin Dondurucu (Sanyo)
-80°C Derin Dondurucu (Sanyo)
+4°C Sogutucu Dolap (Sanyo)
RotorGene (Qiagen)

Nanodrop ND100

Vorteks (Daigger)
Thermoshaker

Mikrospin (Cleaver Scientific)
Sogutmali santrifiij (Hettich)
Macro Santrifiij (Hettich)
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3.4. Kullamilan Yéntemler

3.4.1. Kan orneklerinin toplanmasi ve riboniikleik asit izolasyonu

Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi ve Ankara Yildirim
Beyazit Universitesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dali’ndan toplandi. Gazi Universitesi
Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda toplanan 6rneklerden RNA izolasyonu
yapildi, RNA ornekleri protokole uygun sekilde gen ve mikroRNA olmak iizere iki farkli
cDNA’ya doniistiiriildii. Son asamada ise Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi

ile gen ve miRNA ifadeleri belirlenerek hesaplandi.

Hasta ve kontrol gruplarindan elde edilecek kan 6rnekleri EDTA’l tiiplere 3 mL olacak

sekilde toplandi.

Toplanan ornekler 4000 g’de santrifiij edildi. Siipernatant pipetle atilir ve pellete 4 mL

RNase free su eklenir. Pellet gozle goriiliir sekilde ¢oziilene kadar vortekslendi.

10 dk 4000 xg’de santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Pellete 350 ul Buffer BM1 eklendi,
vortekslendi.

1. Pellet ¢oziildiikten sonra 1.5mL’lik santrifiij tiipline aktarildi. 300 ul BM2 ve 40 pl
Proteinaz K eklenip vortekslendi. 10 dk 55°C’de 1200 rpm’de inkiibasyona birakildi.

2. Lila spin kolonuna 6rnekler aktarildi ve 3 dk 15 000 g’de santrifiij edildi.

3. Siipernatantin tamamu steril 1.5mL’lik ependorfa aktarildi ve iizerine 700 pl isopropanol
eklenip, vortekslendi.

4. 700 pl 6rnek kirmizi kapakli spin kolona aktarildi ve 15 000g’de 1 dk santrifiij edildi.
Alt hazneye toplanan s1vi kisim bosaltildi, 1 dk 15 000 g’de santrifiij edildi.

5. 350 pl Buffer BM3 eklenip, 15 sn 15 000 g’de santrifiij edildi. Alt hazneye toplanan s1vi
kisim bosaltildi, 10 pul DNasel stok soliisyonu, 70 ul Buffer RDD eklendi, 25°C’de 15
dk inkiibasyona birakildu.

6. 350 pul Buffer BM3 eklenip, 15 sn 15 000 g’de santrifiij edildi. Spin kolon yeni toplama
tiipline alindi, 500 pl Buffer BM4 eklendi. 15 sn 15 000 g’de santrifiij edildi.

7. Toplama tiipl bosaltildi, tekrar 500 pl Buffer BM4 eklendi, 2 dk 15 000 g’de santrifiij
edildi, spin kolon yeni toplama tiiptine alind1. 15 000 g’de 1 dk santrifiij edildi.
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8.

9.

10.

Toplama tiipii atilip, spin kolon yeni steril 1.5mL’lik ependorfa konuldu. 40 pl Buffer
BR5 eklendi, 1dk 15 000 g’de santrifiij edildi. Bu basamak tekrarlandi.

65°C’de 5 dk inkiibasyona birakildi.

Izolasyonu tamamlanan &rnek etiketlenip cDNA izolasyonu yapilana kadar -80°

muhafaza edildi.

3.4.2. Tiikiiriik orneklerinin toplanmasi ve riboniikleik asit izolasyonu

Hastalardan alinan tiikiiriik, uyarilmamis tiikiirtik olup tiikiirlik toplanmasindan en az 1 saat

once yeme, igme ve agiz hijyeninden kaginmalari 1 giin dncesinden hastalara sdylenmistir.

Tiikiiriikler RNase free 50 mL’lik falkon tiiplere 5 mL olacak sekilde topland: ve 15 dk
4°C’de 2600 g’de santrifiij edildi.

Pellete dokunmadan siipernatanttan 200 pl alinarak steril RNase free ependorfa alindi.

3. RNA izolasyonu i¢in miRNeasy mini kit (Qiagen, Almanya) kullanildi.

© © N o O

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.

Protokole gore alinan 200 pl siipernatanta 700 pl Qiazol Lysis Reagent eklendi ve 5 dk
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

140 pl kloroform eklendi ve 15 sn boyunca siddetli sallandi.

Oda 1sisinda 3-4 dk inkiibe edildi.

15 dk 12000 g’de 4°C’de santrifiij edildi.

Ustteki s1v1 faz yeni toplama tiipiine alindi (~200 pl), 525 pl %100’liik etanol eklendi.
700 pl 6rnegi RNeasy mini kolona alindi ve 13 000 g’de 1 dk santrifiij edildi. Alt toplama
haznesi bosaltild1 ve bu adim tekrarlandi.

700 ul Buffer RWT eklendi ve 1 dk 13 000 xg’de santrifiij edildi, toplama tiipii bosaltildi.
500 pl Buffer RPE eklendi, 1 dk 13 000 g’de santrifiij edildi. Toplama tiipii bosaltildi.
500 pl Buffer RPE eklendi, 2 dk 13 000 g’de santrifiij edildi. Toplama tiipii bosaltilda.
RNA mini kolon yeni tiipe alindi1 ve 1 dk en yiiksek hizda santrifiij edildi.

RNA mini kolon 1.5 mL’lik steril ependorfa alind1 ve 40 ul RNase free su eklendi. 13000
g’de 1 dk santrifiij edildi.

adim tekrarlandi.

[zole edilen RNA etiketlenerek -80°C’de muhafaza edildi.
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3.4.3. cDNA sentezi

Izolasyonu yapilan kan ve tiikiiriik 6rneklerinden mikroRNA ve gen igin ayr1 ayr1 cDNA
sentezi yapilmistir. mikroRNAIlar i¢in miRCURY LNA RT Kit (Qiagen, Almanya), gen igin
Quantinova Reverse Transcription Kit (Qiagen, Almanya) kullanilmistir. cDNA sentezine
baglamadan Once reverse transkriptaz hari¢ kitin tiim igerigi ¢oziildii buz i¢ine koyuldu.
Calismanin tamami buz iizerinde gerceklestirildi. MikroRNA cDNA reaksiyon kosullar
Cizelge 3. 3’ de verilmistir. PDCD4 i¢in gerekli olan reaksiyonlar ve PZR kosullar1 da
Cizelge 3. 4 ve Cizelge 3. 5’ de verilmistir.

Cizelge 3.3. MikroRNA cDNA Reaksiyonu

Bilesen 1X PCR Program
5X miRCURY RT reaction buffer 2ul

RNase free su 4,9ul ™) | 60 dk 42°C
10X miRCURY RT enzim mix lul P ]| 5dk95°C
Sentetik RNA spike-in 0,51 o | ©4°C

Kalip RNA 1,6pul

Cizelge 3.4. Gen cDNA Reaksiyonu (1. Genomik DNA’nin kaldirilmasi)

Bilesen 1X PCR Program

Random oligodT 1l 9

Hexamer 2ul | | 10 dk 65°C’de inkiibasyon
Kalip RNA 6ul I

RNase free su 4ul o

Cizelge 3.5. Gen cDNA Reaksiyonu (2. Reverse Transkripsiyon)

Bilesen 1X PCR Program
Reaksiyon buffer 4ul - 30 dk 55°C
RNase inhibitor 0,5 ul 5 dk 85°C
DNTP 2 ul 0 4°C
Reverse Transcriptase 1ul -

3.4.4. Kullamlan primer dizileri

Calismada kullanilacak olan primerler Quantinova LNA Probe PCR Assays mikroRNA
primerleri miR208a-3p, miR-21-5p ve kontrol miR olarak U6 kullanilmistir. Gen olarak
PDCD4 ve kontrol olarak ActB kullanilmistir. Kullanilan primerler ve dizileri Cizelge 3.6’da

verilmistir.
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Cizelge 3.6. Kullanilan primer dizileri

Primer Adi NCBI Primer Dizisi Catalog
Gene ID no
hsa-miR-208a-3p 406990 AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU 339350
hsa-miR-21-5p 406991 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA 339350
U6 snRNA X59362 CCATGCTAATCTTDTHTGTA 339350
hsa-PDCD4 27250 F: GGGAGTGACGCCCTTAGAAG 249995
R: ACCTTTCTTTGGTAGTCCCCTT
hsa-ActB 60 TCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAG 149995

3.4.5. Nanodrop ND100 ile RNA konsantrasyon analizi

RNAIlarin olgiimleri NanoDrop ND1000 cihazina diliie edilmemis orneklerden 2 uL
yiiklenerek yapilmistir. izole edilen RNA nin saflig1 ve konsantrasyonu 260 nm ve 280 nm
dalga boylarindaki Ol¢limlerin karsilastirilmasi ile belirlendi. Absorbansi 1.8-2.2 OD
araliginda olan RNAlar arastirmaya uygun RNA 6rnegi olarak kabul edildi. RNA’nin 260
nm’de vermis oldugu 1 OD’lik absorbans, 40 ng RNA molekiiliine esittir. NanoDrop ile

RNA konsantrasyonu olg¢iiliirken RNA’nin sulandirilmasina gerek yoktur.

NanoDrop ile 6l¢iilen RNA konsantrasyonu su sekilde hesaplandi:

RNA konsantrasyonu (pg/mL) = OD260 x Sulandirma Katsayis1 (1) x 40pg

Konsantrasyonu o6lgiilen RNAlarm sonraki yapilacak ¢alismalarda kullanildiginda
konsantrasyonlarinin esit olmasi gerektiginden hasta ve saglikli kontrol grubuna ait olan

RNA o6rneklerinin 200 ng/pL olacak sekilde sulandirildi.

3.4.6. Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPZR)

Total RNA izolasyonu ve miRNA 6rneklerinin cDNA sentezinden sonra miR-21-5p, miR-
208a-3p ve PDCD4 ifade seviyesini dlgmek igin ger¢cek zamanli kantitatif PZR (QPZR)
reaksiyonlar1 gerceklestirildi. OSHK, OPML ve saglikli kontrol grubu arasinda gen ifade
farkliliklar degerlendirildi. Kantitatif PZR reaksiyon karisimi ve kosullar Cizelge 3.7, 3.8
ve 3.9’da belirtilmistir.



Cizelge 3.7. qPZR reaksiyon karisimi

Bilesen 1X
2X Probe PCR Master Mix 10 ul
Primer probe 1ul
Kalip cDNA 4 ul
Su 5ul
Cizelge 3.8. Kullanilan gPZR programi1 (PDCD4 ve ActB)
qPZR Programi
On Denatiirasyon 95° 5dk =
Denatiirason 95° 5sn 45 Dongli
Uzama 60° 30sn
Sonlanma 72° 40sn
Cizelge 3.9. Kullanilan gPZR program (miR-21, U6)
qPZR Programi
On Denatiirasyon 95° 2dk 2
Denatiirason 95° 5 sn 45 Dongii
Uzama 56° 30sn
Sonlanma 72° 40sn J

3.4.7. OSHK hastalari, OPMH hastalar1 ve saghkh kontrol gruplarinda miR-21 ve

PDCD4’iin ifade seviyelerinin gPZR ile degerlendirilmesi

OSHK hastalari, OPMH hastalar1 ve saglikli kontrol grubu arasinda miR-21 ve PDCD4 ifade
seviyeleri belirlenirken kantitatif PZR’da (qPZR) (Resim 4.1) elde edilen threshold (Ct)
degerleri normalizator olarak kullanilan miRNAlar i¢in housekeeping gen U6, PDCD4 i¢in
ActB ile standardize edilerek ifade seviyeleri belirlendi. Hasta ve kontrol grubuna ait Ct

degerleri 224t formiilii (Cizelge 4.4.) kullanilarak hesaplandi. Sonuglar degerlendirilirken

standardize edilmis ifade seviyeleri dikkate alindu.
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Resim 3.1. Kantitatif PZR’da (qPZR)OSHK hastalari, OPMH hastalar1 ve saglikli kontrol
grubu arasinda miR-21 ve PDCD4 ifade seviyeleri

Cizelge 3.10. Elde edilen ct degerlerinin 2" #A“* metoduyla hesaplanmasinin gdsterimi

ACt= Ct (hedef gen) — Ct (referans gen)

AACt= ACt (hasta) - ACt (saglikli kontrol) ort
2-AACt =2 [(Ct hedef —Ct ref) hasta — (Ct hedef —Ct ref) saglikli kontrol]

3.4.8. istatistiksel analiz

Calisma verileri 14 OSHK, 14 OPML ve 14 saglikli grubu olmak iizere toplam 42 kisiden
olusmaktadir. Analizler IBM SPSS Statistics 28 paket programi iizerinden yapilmistir.
Calisma verileri degerlendirilirken kategorik degiskenler icin sikliklar (say1, yiizde), sayisal

degiskenler (icin ise tanimlayici istatistikler (ortalama, standart sapma) verilmistir.

Sayisal degiskenlerin normallik varsayimlar1 Shapiro Wilk normallik testi ile incelenmis ve
degiskenlerin ise normal dagilmadiklart goriilmiistiir. Hem gruplardaki kisi sayilariin
30’dan az olmasi hem de Shapiro Wilk normallik testi sonucunda degiskenlerin normal
dagilmamas1 nedeniyle c¢alismada parametrik olmayan istatistiksel yontemlerden

yararlanilmistir.

ki Bagimsiz kategorik degisken arasindaki iliskiler Ki Kare analizi ile yorumlanmustir.
Ikiden fazla bagimsiz grup arasindaki farklar Kruskal Wallis testi ile incelenmistir. Kruskal

Wallis sonucunda farklilik ¢ikmasi durumunda farkliliin kaynaklandigi gruplar Bonferroni
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diizeltmeli sonuglar {izerinden yorumlanmistir. Iki bagimsiz sayisal degisken arasindaki

iliski Spearman’s Rho korelasyon katsayisi ile analiz edilmistir.

Analizlerde istatistiksel anlamlilik 0,05 diizeyinden yorumlanmaistir.
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4. BULGULAR
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4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Demografik ve Klinik Verilerinin Degerlendirilmesi

Bu tez calismasi kapsaminda 14 OSHK, 14 OPMH (klinik olarak oral 16koplaki histolojik

olarak displazi tanis1 almis), 14 saglikli kontrolden toplanmis kan ve tiikiiriik 6rnekleriyle

calisildi.

Calismamizda dahil edilen OSHK, OPMH ve saglikli kontrol gruplarinin demografik

verilerin (yas, cinsiyet, sigara ve alkol kullanimi, lokalizasyonu) gruplara gore incelenmesi

Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hasta gruplar1 ve saglikli kontrol grubunun demografik verilerinin istatistiksel
olarak incelenmesi

OSHK OPMH Saglikli KW p
(n=14) (n=14) (n=14)
Ort + SS Ort + SS | Ort=+ SS

Yas 59,43 | 13,21 | 51,00 | 11,10 | 22,21 | 1,85 29,034 | <0,001*
Fark:
3<1,2

n Say1 | Yiizde | Sayr | Yiizde | KiKare p

Cinsiyet 2,499 0,391

Erkek 8 57,1 7 50,0 4 28,6

Kadin 6 42,9 7 50,0 10 71,4

Sigara 3,150 0,303

Var 11 78,6 12 85,7 8 57,1

Yok 3 21,4 2 14,3 6 42,9

Alkol 0,257 1,000

Var 3 21,4 4 28,6 3 21,4

Yok 11 78,6 10 71,4 11 78,6

Histolojik

Smiflandirma

(Binary Sistem)

Diisiik dereceli displazi -- -- 12 85,7 -- --

Yiiksek dereceli displazi -- -- 2 14.2 -- --

Ort: Ortalama, SS: Standart Sapma, KW: Kruskalwallis, *p<0,05

Sekil 4.1. de gosterildigi gibi en yiiksek yas ortalamast OSHK grubuna ait hastalarda

izlenmekte iken (59,43) iken bunu sirastyla OPMH grubu (51,00) ve saglikli grup bireyleri
ise (22,21) takip etmektedir (p<0,05).
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Sekil 4.1. Vakalarda gruplara gore ortalama yas degerlendirmesi

OSHK grubunun %57,1’1t OPMH grubunun %50°si ve saglikli grubunun ise %28,6’s1
erkektir (Sekil 4.2). OSHK grubunda sigara kullananlarin orani %78,6 iken OPMH grubunda
%85,7 ve saglikli grubunda ise %57,1°dir (Sekil 4.3). OSHK grubunda alkol kullanim orani
%21,4 OPMH grubunda bu oran %28,6 ve saglikli grubunda ise %21,4’tiir (Sekil 4.4). Her
iic parametrede gruplar arasinda istatsitiksel olarak anlamli farklilik bulunmamstir.
Uygulanan ki kare analizleri sonucunda gruplar arasinda cinsiyet, sigara kullanim1 ve alkol

kullanim1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

Cinsiyet dagilimi

100%
Saglikl
50% OPMH
OSHK
0%

Erkek Kadin
EOSHK ®mOPMH = Saglikli

Sekil 4.2. Vakalarda gruplara gore cinsiyet dagilimi (%)
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Sigara aligkanlig1

- Saglikli

100%
50% ' OPMH
o - OSHK
0

Evet Hayir
B OSHK = OPMH m Saglikh

Sekil 4.3. Vakalarda gruplara gore sigara aliskanligi (%)

Alkol aliskanlig1

80%
60%
o - o
0%
OSHK OPMH Saglikli
= Evet = Hayir

Sekil 4.4. Vakalarda gruplara gore alkol aliskanligi (%)

OSHK grubunda lezyonlarin %57’s1 dilde, %15°1 bukkal mukozada, %7 agiz tabani, % 7
palatinal mukoza, %7 retromolar bolge, %7 alveolar mukozada anatomik yerlesim
gostermektedir (Sekil 4.5).
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,/ Agiz tabani
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Palatinal mukoza
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Alveolar mukoza
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@ Dil mAlveolar mukoza wBukkal mukoza ®Retromolar bolge Palatinal mukoza & Agiz tabani

Sekil 4.5. OSHK grubunda anotomik yerlesim yeri dagilimi

OPML grubunda lezyonlarin ise, %37’si bukkal mukoza, %27’si retromolar bolge ve

%18’inin anatomik yerlesim yeri palatinal mukoza ve alveolar mukozadir (Sekil 4.6).

Retromolar
bolge
27%

Bukkal mukoza
37%

® Alveolar mukoza  ®Bukkal mukoza  mRetromolar bolge  ® Palatinal mukoza

Sekil 4.6. OPML grubunda anotomik yerlesim yeri dagilimi
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Hasta ve saglikli gruba ait 42 kan, 42 tiikiiriik 6rneginden elde edilen cDNA miktarlar

Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Hasta ve saglikli gruplara ait CONA miktar ve saflik oranlari

OSHK OPMH SAGLIKLI

Biyopsi no | ng/ul 260/ 260/ ng/pl 260/ 260/ ng/pl 260/ | 260/

280 230 280 230 280 | 230
1 (KG) 20925 | 1,85 2,22 26189 | 1,84 2,10 357,2 1,99 | 0,95
1(TG) 2856 1,83 2,20 28892 | 1,86 1,79 328,3 2,1 1,55
1 (KM) 410,3 1,85 1,14 231,3 1,86 1,08 23956 | 1,85 | 155
1(TM) 402,5 1,77 0,92 253,09 | 1,78 1,15 2341 1,85 | 1,82
2 (KG) 34286 | 1,81 2,18 23976 | 1,84 2,15 2256 1,84 | 1,79
2 (TG)) 29909 | 1,86 2,19 23759 | 1,83 2,18 23038 |1,86 |18
2 (KM) 226,6 1,54 0,6 295,1 1,71 0,85 336,2 1,59 | 0,66
2 (TM) 204,4 1,65 0,7 299,3 1,74 0,9 2133 1,61 |0,71
3 (KG) 33755 | 1,81 2,20 22745 | 1,84 2,19 20419 | 1,86 | 1,76
3(TG) 29946 | 1,82 2,19 15778 | 1,82 2,20 1769,2 | 1,86 | 1,73
3 (KM) 4873 1,78 1,08 334,3 1,86 1,07 562,8 182 | 1,17
3(TM) 384,6 1,83 1,41 2725 1,71 1,06 508,6 182 | 1,17
4 (KG) 23228 |19 2,18 28812 | 1,82 2,19 2962,1 | 1,83 | 1,74
4(TG) 25225 |19 2,20 3087,7 |18 2,20 27777 | 185 | 1,77
4 (KM) 259,7 1,85 1,04 2183 2,05 1,13 2442 141 | 0,69
4 (TM) 236,7 1,75 0,9 280,2 2 1,39 202,2 1,53 | 0,94
5 (KG) 25596 | 1,9 2,18 2902,2 | 1,82 2,20 32165 | 1,79 | 1,74
5TG) 2495 1,9 2,20 2340,8 | 1,81 2,18 29992 |[1,84 | 1,78
5 (KM) 239,9 1,81 0,83 323,7 1,74 0,88 140,36 | 1,67 | 1,02
5 (TM) 13955 | 1,91 1,62 317,02 | 1,78 1,03 179,2 1,66 | 1,25
6 (KG) 2762,0 | 1,81 2,18 26857 | 1,82 2,19 29953 | 1,83 |1,82
6 (TG) 2202,7 | 1,84 2,20 2690 1,82 2,20 30512 | 1,8 1,83
6 (KM) 2949 1,84 1,08 2415 1,77 0,88 431,62 | 2,08 | 1,42
6 (TM) 402,5 1,77 0,92 253,09 | 1,78 1,15 2341 185 | 1,82
7 (KG) 33755 | 1,81 2,18 2630,4 | 1,82 2,19 27778 [1,83 | 1,71
7(TG) 29946 | 1,84 2,20 27864 | 1,82 2,20 31639 | 1,8 1,86
7 (KM) 487,3 1,88 1,06 306 1,88 1,06 44474 1195 | 0,95
7 (TM) 384,6 1,84 1,08 1314,0 | 1,85 1,56 264,28 | 1,76 | 0,74
8 (KG) 21844 | 1,96 2,20 20296 | 1,83 2,19 3051,3 | 1,83 |1.81
8 (TG) 22282 | 1,85 2,18 23988 | 1,83 2,20 27811 [ 1,83 |18
8 (KM) 334,94 | 1,65 1,10 316,5 1,44 0,55 439,7 1,92 | 1,12
8 (TM) 324,6 1,75 1,15 306 1,88 1,06 44474 1195 | 0,95
9 (KG) 33228 | 1,96 2,18 18685 | 1,82 2,19 17539 |[1,83 | 1,7
9 (TG) 35225 | 1,89 2,20 2302,7 | 1,82 2,20 25216 | 1,84 | 1,82
9 (KM) 359,7 1,56 1,23 25134 | 1,7 0,78 4448 194 |11
9 (TM) 336,7 1,65 1,19 23494 | 1,73 0,87 297,3 1,82 | 1,05
10 (KG) 15596 | 1,96 2,18 23612 | 1,82 2,19 15481 | 1,82 | 1,66
10 (TG) 2495 1,88 2,20 24892 | 1,83 2,20 2968,3 | 1,82 |1.81
10 (KM) 249,9 1,55 1,28 262,8 1,7 0,77 354,4 1,89 | 0,98
10 (TM) 395,5 1,65 1,17 260,7 1,68 0,8 204,2 1,85 | 1,03
11 (KG) 33755 | 1,95 2,18 20144 | 1,85 2,19 26822 | 1,88 | 1,76
11 (TG) 29946 | 1,85 2,20 2836,3 | 1,77 2,11 27517 | 1,86 | 1,76
11 (KM) 4873 1,85 1,23 262,8 1,19 1,10 252 191 |1
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Cizelge 4.2. (devam) Hasta ve saglikli gruplara ait CONA miktar ve saflik oranlari

11 (TM) 384,6 1,75 1,15 260,7 1,54 1,18 279,08 1,87 |0,95
12 (KG) 3475,4 1,97 2,18 2685,7 1,82 2,19 2250,8 1,9 1,7

12 (TG) 28942 1,96 2,20 2690 1,82 2,20 2618,5 1,88 |181
12 (KM) 487,5 1,75 1,27 251,34 1,7 0,78 225,3 1,83 109

12 (TM) 374,6 1,65 1,10 234,94 1,73 0,87 252,8 1,8 0,99
13 (KG) 1559,6 1,96 2,18 2685,7 1,82 2,19 2523 1,83 | 1,75
13 (TG) 2495 1,88 2,20 2690 1,82 2,20 27913 1,82 1,82
13 (KM) 487,3 1,85 1,23 240 1,77 0,88 315,6 1,86 | 0,73
13 (TM) 384,6 1,75 1,15 2415 1,77 0,88 319,3 1,77 10,94
14 (KG) 2762,0 1,81 2,18 22745 1,84 2,19 24557 1,86 | 1,66
14 (TG) 24610 1,81 2,18 2276,5 1,84 2,19 2874,4 184 |18

14 (KM) 487,5 1,75 1,27 251,34 1,7 0,78 296,6 1,78 |081
14 (TM) 374,6 1,65 1,10 234,94 1,73 0,87 330,7 1,8 1,03
12 (KG) 3475,4 1,97 2,18 2685,7 1,82 2,19 2250,8 1,9 1,7

12 (TG) 28942 1,96 2,20 2690 1,82 2,20 2618,5 1,88 |181
12 (KM) 487,5 1,75 1,27 251,34 1,7 0,78 225,3 1,83 109

12 (TM) 374,6 1,65 1,10 234,94 1,73 0,87 252,8 1,8 0,99
13 (KG) 1559,6 1,96 2,18 2685,7 1,82 2,19 2523 1,83 | 1,75
13 (TG) 2495 1,88 2,20 2690 1,82 2,20 27913 1,82 1,82
13 (KM) 487,3 1,85 1,23 240 1,77 0,88 315,6 1,86 | 0,73
13 (TM) 384,6 1,75 1,15 2415 1,77 0,88 319,3 1,77 10,94
14 (KG) 2762,0 1,81 2,18 22745 1,84 2,19 24557 1,86 | 1,66
14 (TG) 2461,0 1,81 2,18 2276,5 1,84 2,19 2874,4 184 |18

14 (KM) 487,5 1,75 1,27 251,34 1,7 0,78 296,6 1,78 081
14 (TM) 374,6 1,65 1,10 234,94 1,73 0,87 330,7 1,8 1,03

4.3. OSHK Hastalari, OPML Hastalar1 ve Saghkl Kontrol Gruplarinda miR-21 ifade
Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Kan materyalinden elde edilmis miR-21 ifade seviyelerinin ortalamasi, OSHK hasta
grubunda 6,52+3,65 OPML hasta grubunda 7,16+2,85, saglikli kontrol grubunda 3,48+4,35
olarak, tiikiiriikk materyalinden elde edilmis miR-21 ifade seviyelerinin ortalamasi, OSHK
hasta grubunda 2,88 +0,45 OPML hasta grubunda 2,2+1,64, saglikli kontrol grubunda
1,61+0,89 olarak saptandi. OSHK hastalari, OPML hastalar1 ve saglikli kontrol gruplarinin
kan ve tiikiiriik 6rneklerinden standardize edilmis miR-21 ifade seviyelerinin ortalamalarina

ait grafik Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. OSHK, OPML ve saglikli kontrol gruplarinin kan ve tiikiiriik 6rneklerinden elde
edilmis miR-21 miRNA ifade seviyelerinin grafigi (ortalama+standart sapma).

Her ti¢ grubun kan 6rneklerindeki miR-21 ifade diizeyleri karsilastirildiginda, OPML grubu
ile saglikli grup arasinda anlamli farklilik saptanmistir (p<0,05). Buna gore, saglikli
grubunun miR-21 diizeyleri OPML grubunun miR-21 diizeylerinden istatistiksel olarak
anlamli derecede daha azdir (p=0,007) (Cizelge 4.3).

OSHK, OPML ve saglikli gruplari arasinda miR-21 seviyesinin tiikiiriikten alman 244t
Olciimleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0,05). Buna
gore saglikli grubunun 224 diizeyleri OSHK grubunun 222t diizeylerinden istatistiksel

olarak anlamli derecede daha azdir (p=0,002) (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Kan ve tiikiiriik 6rneklerinde OSHK ve OPML hastalarinin saglikli kontrol
grubu ile miR-21 diizeylerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi

OSHK OPML Saglikh p
(n=14) (n=14) (n=14)
Ort+SS Ort+SS Ort+SS
Kan Olgiimleri 6,52+3,65 7,16+2,85 3,48+4,35 0,007*
miR-21 2-4ACt
Tiikiiriik Olgiimleri 2,88+0,45 2,20+1,64 1,61+0,89 0,002*
mMiR-21 2-44¢t

*p<0,05
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Cizelge 4.4°de gruplara gore kan ve tiikiirik miR-21/U6 Ol¢limleri arasindaki iligki

gosterilmistir. OPML grubunda kan &lgiimlerinde bakilan 244t miR-21/U6 diizeyleri ile

2-AACt

tilkiiriik olgtimlerinde bakilan miR-21 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

%57,8’lik pozitif yonli iliski bulunmaktadir (rho=0,578, p=0,030).

Cizelge 4.4. Gruplara gore kan ve tiikiirik mir-21/U6 olgiimleri arasindaki iliskinin

incelenmesi
Grup Tiikiiriik
Olgiimleri

. OSHK miR-21/U6 r 0,183
Lg 2-AACt p 0,532
:g’ OPML miR-21/U6 r ,578*
s 2-0ACt p 0,030
N4

Saglikli miR-21/U6 r 0,029

2-0ACt p 0,923

r: Spearman’s Rho Korelasyon Katsayist  *: p <0,05

4.4. OSHK Hastalari, OPML Hastalar1 ve Saghkh Kontrol Gruplarinda miR-208a
ifade Seviyelerinin Degerlendirilmesi

OSHK, OPML ve saglikli gruplar ile ¢aligilan kan ve tiikiiriikk 6rneklerinde miR-208a-3p
ifadesinde bir sonug elde edilememistir. Literatiir taramasi1 yapildiginda, miR-208a-3p'nin
sadece doku biyopsilerinde ifade edildigini gosteren ancak, tam kanda veya diger viicut
stvilarinda bulunmadigin1 gésteren galismalarin varligi bizim yaptigimiz ¢alisma sonucu ile

uyumludur [445].

4.5. OSHK Hastalari, OPML Hastalar1 ve Saghkli Kontrol Gruplarinda PDCD4 ifade
Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Kan orneklerinden elde edilmis PDCD4 ifade seviyelerinin ortalamasi, OSHK hasta
grubunda 2,97+4,04, OPML hastalarinda 3,08+5,06, saglikli kontrol grubunda 14,33+20,14
olarak, tiikiirik materyalinden elde edilmis PDCD4 ifade seviyelerinin ortalamast OSHK
grubunda 2,44+1,94, OPML grubunda 4,79+5,70 ve saglikli grupta 9,72+6,94 olarak
saptandi. Sekil 4.8.’de OSHK hastalari, OPML hastalar1 ve saglikli kontrol gruplarinin kan

ve tikirik
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orneklerinden standardize edilmis PDCD4 ifade seviyelerinin ortalamalarina ait grafik

verilmistir.
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Sekil 4.8. OSHK, OPML ve saglikli kontrol gruplarinin kan ve tiikiiriik 6rneklerinden elde
edilmis PDCD4 gen ifade seviyelerinin grafigi (ortalama+standart sapma).

OSHK, OPML ve saglikli gruplar arasinda kan 6rnekleri ile ¢alisilan PDCD4 gen ifadesinin
248Ct Blelimii degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli farklilk bulunmaktadir
(p<0,05). Buna gore saglikli gruptaki PDCD4 diizeyleri, OSHK ve OPML gruplar ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla oldugu bulunmustur

(p=0,016) (Cizelge 4.5).

OSHK, OPML ve saglikli gruplari arasinda tiikiiriikten alian PDCD4’{in 242t §l¢iimii
degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmaktadir (p<0,05). Saglikli

grubunun 244t PDCD4 diizeyleri OSHK ve OPML gruplarinin 24¢t PDCD4
diizeylerinden istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazladir (p<0,001) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Kan ve tiikiiriik 6rneklerinde OSHK, OPML hasta gruplariin saglikli kontrol
grubuyla PDCD4 ifadesininin istatistiksel karsilastirmasi

OSHK OPML Saglikli p
(n=14) (n=14) (n=14)
Ort+SS Ort+£SS Ort+SS
Kan Olgiimleri 2,97+4,04 3,08+5,06 14,33+£20,14 0,016*
PDCD4 2:44¢
Tiikirik Olgiimlcri 2,44+1,94 4,79+£5,70 9,72+6,94 <0,001*
PDCD4 242t

*p<0,05
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OSHK grubunda kan &lgiimlerinde bakilan 242t PDCD4/ActB diizeyleri ile tiikiiriik
Ol¢ciimlerinde bakilan PDCD4-ActB diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli %74,5’1ik
pozitif yonlii iliski bulunmaktadir (rh0=0,745, p=0,002) (Cizelge 4.6).

OPML grubunda kan dlgiimlerinde bakilan PDCD4/ActB diizeyleri ile tiikiiriik 6l¢timlerinde
bakilan 222 PDCDA4/ActB diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli %63,1°lik pozitif

yonlii iligski bulunmaktadir (rho=0,631, p=0,016) (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Gruplara gore kan ve tiikiiriik PDCD4/ActB 6l¢iimleri arasindaki iliskinin

incelenmesi
Grup Tiikiiriik Olgiimleri
OSHK r ,(45**
-~ PDCD4 p 0,002
E 2-AACt
g
:g OPML r ,631*
! PDCD4 p 0,016
Q 2-AACt
Saglikli r -0,134
PDCD4 p 0,647
2-AAC1

-

: Spearman’s Rho Korelasyon Katsayist *:p<0,05 **:p<0,01

Gruplar arasinda klinik veriler ile miR-21 i¢in Spearmen’in siralama korelasyon analizi
yapilmistir. Buna gore OSHK grubundan alinan kan 6rneklerindeki miR-21 seviyesi ile alkol
kullananlar arasinda anlamli iliski bulunmamustir (rspearmen=-0,54, p=0,4). OPML grubundan
alinan tiikiirik 6rneklerinde ise miR-21 ifade seviyesi ile cinsiyet arasinda anlamli iligki

bulunmustur (fspearmen=-0,68, p=0,007).

Cizelge incelendiginde uygulanan ROC analizi sonuglarina gore tlikiiriikten alinan miR-21
ve PDCD4 degerlerinin tan1 koymada istatistiksel olarak anlamli bir kesim noktasinin

olmadig1 goriilmistiir (p>0,05). Sonuglara iligki ROC egrisi asagida verilmistir.

Cizelge 4.7. Tikiriikten alinan miR-21 ve PDCD4 degerleri i¢in tan1 koymada kesim
noktalarinin incelenmesi

Test Degiskeni Area Standart Hata p 95% Giiven Aralig

Alt Siir Ust Sinir
miR-21 0,657 0,092 0,101 0,476 0,838
PDCD4 0,426 0,093 0,439 0,244 0,608
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5. TARTISMA

Oral skuamoz hiicreli karsinom ile ilgili caligmalarin ve yeni tedavilerin gelistirilmesine
ragmen, Olim oranlar1 durdurulamamakta ve hizla artmaya devam etmektedir. Hastalarin
sag kalim siireleri, hastaligin evresi ile dogrudan iligkilidir. Lenf nodu tutulumu olmayan bir
hastanin 5 yillik sag kalim oranm1 %66 - %85 arasinda degisiklik gosterirken, lenf nodu
metastazi olan hastalarda sag kalim orani ise % 9’lara kadar diismektedir [446]. Sigara ve
alkol kullanimi, kétii agiz hijyeni, HPV’ye bagli enfeksiyon, agiz ici iyilesmeyen iilserler,
OSHK ig¢in risk faktorlerini olusturmaktadir [447]. Bundan dolay: diger kanserlerde oldugu
gibi OSHK’da da erken tan1 ve tedavi, bireyin yasam kalitesi ve tedavinin siirdiiriilebilirligi

bakimindan oldukc¢a 6nemlidir.

Oral skuamoz hiicreli karsinomun prognozunun tayininde tiimdriin lokal invazyonu, lenf
nodu metastazi, uzak metastaz olup olmamasi gibi faktorlerin disinda, son yillarda
literatiirde hiicresel ve molekiiler diizeyde farkli prognostik faktorler ve bunlarla ilgili
biyobelirteclerin énemli olabilecegi siklikla yer almaktadir [139]. Ozellikle bu faktdrlerin
“premalign” donemdeki lezyonlarda, kansere invazyon siirecinden once saptanabilmesi
hastaligin 6nlenmesi ve tedavinin takibi agisindan oldukga biiyiik 6nem tasimaktadir [79].
Tiim bu bilgiler 15181nda, ¢alismamizi “displazi” tanisi almis OPML ve “skuaméz hiicreli

kanser” hastalarinin materyallerinden yiirlitmeyi amagladik.

OSHK’da altin standart olarak kabul edilen doku biyopsilerinin hem girisimsel olmasi: hem
de temininin her zaman miimkiin olmamasi, bu materyalin yerine viicut sivilarindan elde
edilen ve icerigi doku biyopsisi ile ayn1 bilesenelere sahip olan likit biyopsi kavramini
giindeme getirmistir. Dahas1 likit biyopsi ile yapilan ¢alismalarin artmasi, biyobelirteg
aragtirmalarini 6ne ¢ikarmistir. Bu goriisten yola ¢ikarak calisma materyalimizi *’displazi
tanis1 koyulmus ‘’oral potansiyel malign lezyonlar’> ve oral skuamdz hiicreli karsinom’’

tanis1 alan bireylerden temin ettigimiz tlikiirlik ve kan likit biyopsileri olusturmaktadir.

Son yillarda bir¢ok bilimsel aragtirma basta hematolojik kanserler olmak iizere pek ¢ok
kanser tiirlinde doku biyopsileri yerine likit biyopsi kullaniminin, uygun olabilecegini
gostermistir. Glinlimiizde "likit biyopsi" genellikle hasta plazma 6rneklerinden elde edilen
serbest dolasan DNA'nin (cfDNA) tanimlanmasi ve analizini ifade eder. cfDNAlar, hem

hiicreler hem de 6len hiicreler tarafindan dolasima aktif olarak apoptoz ve/veya nekroz ile
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dokiilen, serbest dolasan ¢iplak DNA molekiilleridir [448]. Ozetle, ctDNA bulunduran likit
biyopsiler, insan kanserlerinin teshisi ve tedavisinde, hastaligin 6nlenmesinde, klinik karar
vermede yol haritasi olan bir yaklasimlardir. Likit biyopsi ile elde edilecek tiim bu
uygulamalar ve daha fazlasi1 hastanin idrar, kan, tiikiiriik ve diger viicut sivilarindan
kolaylikla elde edilebilir. Likit biyopsi kaynagi sunan ve simdiye kadar tiim ¢aligmalarda

kullanilmig olan kan 6rnekleri bizim de ¢alisma materyalimizin bir kismini olusturmaktadir.

Likit biyopsiler igerisinde yer alan tiikiiriik, akciger, gastrointestinal, pankreas vb. gibi
kanserlerin yani sira 6zellikle agiz kanserinin tanisinda kanin disinda ¢alisilan biyolojik
materyaldir [449]. Ayrica tikiiriigiin, kan ve doku biyopsilerine gore daha az invaziv
yontemle elde edilmesi, kolay ve hizli sekilde temini ve ekonomik olmasi, agiz kanserinin
teshisinde bu biyopsileri 6ne ¢ikarmaktadir. Guillon ve digerleri 36 makalede potansiyel
biyobelirteg olarak calisilan 46 molekiiliin incelenmesini iceren calismalarinda, tiikiirik
ornekleriyle agiz kanseri teshisinde uygulanabilir herhangi bir biyobelirte¢in heniiz
bulunmadigini bildirmislerdir [449]. Biz de bu verilerden yola ¢ikarak, bir diger ¢alisma

materyalimizi tiikiiriigiin olusturmasini tercih ettik.

Diger taraftan son on yilda 6zellikle likit biyopsilerde yapilan ¢aligmalarda kanser iliskili
sinyal yolaklarinin diizenleyicileri olan mikroRNAlarin karsinogenezde rolii ortaya
konmustur. miRNAlarin hedefe baglanmada, miRNA baglanma bdlgesinin merkezi rol
oynadigi ve bu 6zelligi sayesinde de miRNAlarin hedef baglanma bolgesine tam olmayan
esleniklik ile baglandig1 da rapor edilmistir. Tiim bu veriler, miRNAlar1 pek ¢ok kanserin
erken tani, prognoz ve tedavi planlamasi i¢in umut verici terapdtik secenekler sunan bir
biyobelirte¢ oldugunu desteklemektedir [139]. Son zamanlarda aragtirmacilar, 6zellikle sivi
biyopsilerde kanserlerde prognostik belirtegler olarak miRNAlar1 veya belirli miRNAlarin

oranlarini kullanmaktadir.

Ornegin, Von Brandestain ve digerleri (2020), bobrek kanserli hastalardan topladiklar1 idrar
ornekleri tizerinde Mxi2/miR-15a ve Vim3/miR-498 incelemislerdir. Calistiklarr idrar
orneklerinde Vim3’lin onkositomali hatalarda diger renal hiicreli karsinomlarda ve saglikli
kontrole gore O6nemli derecede arttigini, Mxi2/miR-15a’nin ise diger renal hiicreli
karsinomun alt tiirlerinde 6nemli 6l¢iide arttigini saptamislardir. Bunun yani sira miR-

498/Vim3, onkositoma hastalarinda agirlikli olarak asir1 ifade edildigini bildirmislerdir.



89

Sonug olarak ilgili miRNA larin likit biyopsilerde bobrek kanserlerinin ayrimi ve erken

tanisinda kullanilabilirligini kanitlamislardir [450].

Yapilan arastirmalarda ¢ogu oral kanserde miRNA profilinin diizensizligi ortak bir 6zellik
olarak gosterilmis [261] ve dogru degerlendirildigi takdirde kanserlerde potansiyel tani,
prognostik ve terapotik biyobelirteg olarak kullanimlart miimkiin oldugu bildirilmistir. Ries
ve digerleri (2019) miR-494, miR-3651 ve miR-186'nin diizensiz ifadesini agiz kanseri
niiksleriyle iliskilendirmistir [451]. Tiim bu bilgiler degerlendirildiginde, oral potansiyel
malign lezyonlardan, oral skuamdz hiicreli karsinoma geciste likit biyopsilerdeki miRNA
potansiyellerinin arastirilmasinin faydali olacagi diisiiniilmiis ve ¢alismamizda biyobelirteg

olarak kullanimina karar verilmistir.

Calismamizda miRNAlarla iligkili oldugu bilinen apoptotik bir gen olan PDCD4’lin kanser
Onctisii evreden , oral kansere gecis slirecinde etkin olabilecegini diisiinerek, aragtirmamizda
inceleyecegimiz parametreler arasina dahil ettik. Apoptoz ile iliskili oldugu bilinen
kemirgen hiicresel doniisiimiin inhibitorii olarak tanimlanan PDCD4 geninin translasyon
baslatma kompleksinin Okaryotik baslatma faktorii 4A (elF4A) ile dogrudan etkilesime
girerek protein sentezini baskiladigi bilinmektedir. Buna ek olarak PDCD4’{in, AP-1-aracili
trans aktivasyonu inhibe ettigi ve siklin-bagimli kinaz inhibitorii p21°in ifadesini uyardig
yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Ayrica PDCD4 ifadesinin bazi tiimor tiirlerinde ¢ok az
ya da hi¢ olmadigi da yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir. Sonug¢ olarak, PDCDA4
ifadesindeki azalmanin ya da hi¢ olmamanin ¢esitli yollarla hiicrelerin biiylimesi igin
avantajlar sagladig1 ve boylece kanser gelisimini kolaylastirdig: belirtilmis ayn1 zamanda
kanser tedavisinde molekiiler bir hedef olarak kullanilabilecegine dair goriisler de rapor
edilmistir [434, 452, 453]. Biz de ¢alismamizda OPML’den, OSHK’ya ge¢iste PDCD4 gen
ifadesindeki azalmanin kanser gelisimini kolaylastirdigt ve olast mekanizmaya katki
saglamak diisiincesiyle daha once likit biyopsilerde ¢alisilmamais olan ilgili geni arastirmayi

tercih ettik.

Oral skuamoz hiicreli karsinomda kan ve tiikiiriik materyali ile ¢alisilan mikroRNAlar ¢ok
smnirhidir.  Literatiire bakildiginda, likit biyopsilerde OPML’den malign lezyona
dontigimdeki miRNAlarin ifade diizensizlikleri ise yok denecek kadar az sayidadir [418].
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Bu tez calismasinda apoptozda gorevli tiimor baskilayict gen olan PDCD4 geni ile iligkili
oldugu diistiniilen miR-208a-3p ve miR-21’in kan ve tiikiiriikteki ifade seviyelerinin RT-
gPCR yontemi ile arastirilarak bu miRNAlar ve PDCD4’iin OSHK gelisim riski yiiksek olan
OPML  hastalarinda  saghkli  kontrolle kiyaslandiginda  biyobelirteg  olarak

kullanilabilirliginin degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Calisma planlanirken mikroRNAlar ve bu mikroRNAlarla iligkisi oldugu diisiiniilen
mRNA’nin se¢imi Targetscan [454] ve miRBase [220] veri tabanlari kullanilarak
belirlenmistir. miR-21 ve PDCD4’iin qPZR ile 14 OSHK, 14 OPMH ve 14 saglikli grup
arasinda gen ifadelerinin kantitatif olarak degerlendirilebilmesi amaciyla incelenmesi
hedeflenmistir. miRNA ifade analizleri i¢in normalizator olarak, bir housekeeping gen olan
U6 snRNA (hsa) kullanilmigtir. PDCD4 geni i¢in normalizator olarak ActB kullanilmistir
(hsa). Gen ifade diizeyleri qPZR, “mikro array”, gibi modern metodlarin kullanilarak
belirlenmesinin yanisira “Northern blot” “RNase protection assay” gibi daha eski molekiiler
yontemler kullanilarak da belirlenebilmektedir [455]. Ayn1 anda yiizlerce gendeki ifadenin
degerlendirilebilmesine olanak saglayan mikroarray yontemi en ¢ok kullanilan yontemdir.
Ancak Northern blot ve PZR ile karsilastirildiginda, ifade analizindeki kiigiik
degisikliklerin saptanmasinda yetersiz kalmaktadir [456]. qPZR yonteminin Northern Blot’a
gore daha diisiikk hassasiyete, ancak daha yiiksek 0Ozgiinliige sahip oldugu yapilan
caligmalarla gosterilmistir [457]. Ayrica sivi biyopsiden elde edilen ctDNA'y1 karakterize
etmek icin spektrofotometri, floresan testleri ve YND (Yeni Nesil Dizileme) gibi cesitli
tekniklerin kullanilmasinin yani sira qRT-PZR’da yaygin olarak kullanilmaktadir [13].
qPZR yontemi ile daha az miktarlarda DNA kullanilarak daha yiiksek 6zgiinliikte gen ve
mikroRNA diizeylerinin likit biyopsilerde kantitatif olarak belirlenebilmesi nedeniyle,

caligmamiz i¢in bu yontem tercih edilmistir.

Calisma sonuglarimizdan elde ettigimiz demografik verileri degerlendirdigimizde,
parametreler igerisinde yas ortalamalarinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmigtir
(p<0.001). OSHK hastalarinin yas ortalamast 59,43+13,21 olarak bulunmus ve bu veriler
litaratiirle de uyumluluk gostermistir [295]. OSHK grubu ile saglikli grup arasindaki
farklilik, saglikli grubumuzun goémiilii 20 yas disi operasyonuna gelen bireylerden
olugsmasidir. Bu grup hastalarin komplikasyonsuz ve risksiz operasyon donemin 25 yasa
kadar oldugu bilinmekte olup [458], ¢alismamizdaki yas ortalamalari ile uyumludur
(22,21+1,85).
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Arastirma sonuglarimizda, OSHK hastalarinin kaninda saglikli kontrol grubu ile
kiyaslandiginda yiliksek miR-21 ifadesini saptadik (p<0,05) [299]. Mohmood ve digerleri
(2019) OSHK hastalarin serum 6rneklerinde miR-21 ifadesini incelemisler ve serum miR-
21 seviyelerinin doku mir-21 ifadesini yansittigini ve bu nedenle tiimor invazyonu ve
metastazini tahmin etmek i¢in minimal invaziv bir ara¢ olarak kullanilabilecegini ifade
etmisglerdir [300]. Literatiir arastirmasi yapildiginda bizde ¢alismamizda literatiirde bulunan
calismalara benzer sekilde sonuglar elde ettik. miR-21 onkogen olarak islev gordiigiinden,
saglikli grupla kiyaslandiginda OSHK da daha yiiksek ¢ikmasinin beklenen biyololojik bir

sonug oldugu fikrindeyiz.

miR-21, anti-apoptotik etkisi ile karsinogenez gelisimini destekleyen onkogenik
mikroRNAlardan sadece biridir. Genel olarak kanserlerde miR-21'in yiiksek ifade oldugu ve
baskilandiginda tiimdriin boyutunun kiigiildiigli gériilmiistiir. Ayrica tiimorlerde kemoterapi
direncine katkida bulundugu da gézlemlenmistir [459]. Kanserlerin baslangi¢ evresinde yer
alan PTEN, TGF f, PDCD4 gibi genlerin kontroliine katki sagladigi da yapilan ¢alismalarda
desteklenmistir [460]. miR-21'in apoptozu inhibe etme yetenegi yoluyla karsinogenez
gelisiminde yer aldig1 iddia edilmektedir [461]. miR-21’in OSHK’ da dahil olmak iizere

cesitli timor tiplerinde yiiksek derecede ifade edildigi yapilan ¢aligsmalarla gosterilmistir.

Calismamizda diistik dereceli displaziye sahip OPML hastalarinin kan 6rneklerinde miR-21
ifadesinin kontrol grubumuz ile kiyaslandiginda ytiksek ifade edildigini tespit ettik (p<0,05).
Litaratiir incelemesi yapildiginda dispilazilerde mir 21 ifadelerinin doku, hiicre kiiltiirii gibi
materyalerde gergeklestigi goriilmekle birlikte [139, 362], serum ve plazma Orneklerinde
incelenmis miR-21 arastirmasinin bulunmadigi goriilmiistiir. Bu durum, sonuglarimizin

baska ¢aligmalarla karsilastirilmasin i¢in sinirlama getirse de, calismamizi 6zgiin kilmistir.

Calismamizda OPML miR-21 seviyesi (7,16+2,85) OSHK dan (6,52+3,65) yiiksek
bulunmustur. Pek c¢ok c¢alismada kandaki mir seviyelerindeki farkliliklardan s6z
edilmektedir. Bunun baslica sebebi pihtilasma siirecinin mevcut toplam miRNA miktarini
etkileyebilecegi goriisiidiir [462]. Calismamizda OPML ile kiyaslandiginda, OSHK’da daha
yiiksek ¢ikmasi beklenen miR-21 diizeyinin diisiik olmasi aklimiza bu sorunlarin yasandigini
getirmektedir. Ayrica, kit ¢esitliligi ve laboratuvar protokollerinin farkliligi da g¢alisma
sonuglarimiza etki etmis olabilir [139, 462].
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Ayni sekilde OSHK hastalarinin tiikiiriik materyallerinde miR-21 ifadesinin de saglikli
grupla kiyaslandiginda dikkat ¢ekici sekilde artmis miR-21 ifadesini belirledik (p<0,05).
Mehdipour ve digerleri (2018) OSHK hastalarinin tiikiiriik 6rneklerinde miR-21 ifadesini
incelemisler ve ilgili miRNAnin yiiksek ifade edildigini bldirmislerdir [463]. Bu sonugtan
yola ¢ikarak c¢alisma bulgularimizin literatiirle uyumluluk gosterdigini sdyleyebiliriz.
Girisimsel olmamasi nedeniyle tiikiirik 6rneklerinde miR-21 ifadesinin OSHK tani ve

takibinde kullanilabilirligini bulgularimizda géstermis bulunmaktay1z.

Hung ve digerleri (2016) OPMH hastalarinin tiikiiriiklerinde miR-21 ifadesini arastirmiglar
ve sonuglarin saglikli gruba gore yiiksek ifade edildigini gostermislerdir [464]. Zahran ve
digerleri (2015) displazili ve displazisiz OPML hastalarinda yiiriittiikleri ¢aligmalarinda
miR-21 ifadesinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda yiiksek ifade edildigini rapor etmisler
ve tiikiirikte miRNA-21'in anormal ifadesinin OSHK patogenezinde erken bir molekiiler
olay1 yansitabilecegini 6ne sirmiislerdir [465]. Bu goriisten yola ¢ikarak, calisma
verilerimizden elde ettigimiz tiikiirik mir-21 seviyelerinin saglikli (1,61+0,89), OPML
(2,20+1,64) ve OSHK (2,88+0,45) gruplarindaki seviyeli artig1 (p<0,05), bize OSHK erken
tanisinda MiR-21’in potansiyel biyobelirte¢ olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu sonug,

Zahran ve digerleri (2015) nin goriisiinii desteklemektedir [465].

Calismamiza dahil edilen tiim gruplarda bireylerin tiikiiriik ve kan drneklerini birbirlerine
gore kiyasladigimizda kan orneklerinde miR-21 seviyesi, daha yiiksek oranda ifade
edilmistir (p<0,05) [466]. Bununla birlikte, kanin aksine, tiikiiriik iiretimi viicut genelinde
giin i¢erisinde farkliliklar gosterebilir. Tiikiirtik, tiikiiriik bezlerinde biriken ve asiner hiicre
kanallar1 yoluyla agi1z bosluguna salgilanan enzimler, hormonlar, antikorlar, niikleik asitler,
antimikrobiyal bilesenler ve sitokinler icerir ve diseti olugu sivisi ile de ilgkilidir. Bu
nedenle, tiikliriiglin miktar1 ve kalitesi; yas, cinsiyet, sirkadiyen ritim, diyet, ilaglar ve
cevresel etkenler gibi faktorlerden biiyiik olglide etkilenir [213]. Sonug olarak, goreceli
tikiiriik miR ekspresyon seviyeleri biiyiik ol¢iide degisebilir. Tiim bu etkenler g6z Oniine
alindiginda, ¢alismamizda her iki materyaldeki miR-21 seviye farkliliklarindaki sebebin

kaynagi ortaya ¢ikmis olmaktadir.

Nitekim ve digerlerinin (2021), o6zefagus kanserlerinde miR-1246 ifade seviyelerini

inceledikleri ¢alismalarinda kanda, idrar ve tiikiiriige oranla bahsi gegen miRNAnin daha
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yiiksek ifade oldugunu saptamislardir. Bu bulgular ¢alismaimzla benzerlik gostermektedir

[467].

Calismamizda, inceledigimiz diger bir mikroRNA olan miR-208a-3p, miyokard enfarktiisii
icin kabul gormiis bir biyobelirte¢ olarak tanimlanmasina ragmen kanser arastirmalari i¢in
yeterince ilgi gormemistir [468, 469]. Yin ve digerleri (2016), miR-208a-3p'nin mide
kanserinde PDCD4 gen ifadesini azaltarak hiicre apoptozunu baskiladigini ortaya
¢ikarmiglardir [470]. Tang ve digerleri (2016), miR-208a'nin insan akciger kanserinde p21'in
ifadesini dogrudan asagr yonde diizenleyerek proliferasyonu ve radyo direncini
destekledigini bildirmislerdir [471]. Ancak daha 6nce oral skuamoz hiicreli karsinomda ve
oral potansiyel malign hastaliklarda yapilmis bir ¢alismasi bulunmamaktadir. Bunun da
Otesinde, miR-208 in akciger kanseri serum Ornekleri hari¢ diger kanser tiirlerinde likit
biyopsilerde yapilmis arastirmalara rastlanilmamistir [471]. OSHK ve OPMH hastalart ile
calistigimiz bu tez calismasinda kan ve tiikiirik Orneklerinde miR-208a-3p’nin ifade
edilmedigini tespit ettik. Bu sonug, bize miR-208a-3p’nin tiim kanserler igin likit
biyopsilerde kullanilacak uygun bir biyobelirte¢ olmadigin1 gostermektedir.

Literatiirde OPMH ve OSHK hastalarinda PDCD4 gen ifadesinde meydana gelen degisiklik
ile yapilan g¢alismalar oldukga kisitli olmasinin yani sira kan ve tiikiiriik materyalinde
PDCD4 ile galisilmis bir arastirmaya heniiz rastlamadik. Likit biyopilserde PDCD4
ifadesinin aragtirildigi ilk ¢alisma oldugunu diislindiigiimiiz ve buna gore degerlendirdigimiz
bulgularimizda hem kan hem de tiikiiriik orneklerinde saglikliya oranla OSHK grubunda
PDCD4 ifadesinde istatsitiksel olarak anlamli azalma izlenmistir (p<0,05). Literatiirde
OSHK ve OPML i¢in likit biyopsilerde PDCDA4 ile ¢alisilmig bir kaynak bulamadigimiz i¢in
verilerimizi, ancak doku biyopsileri ile yapilmis ¢alismalarda karsilagtirabildik. Reis ve
digerleri (2010) doku biyopsilerinde yaptiklart ¢aligmada OSHK’de PDCD4’iin kotii
prognoza ve artmis metastaza sahip hastalarda diisiik ifade edildigini ve PDCD4’iin bu
diisiik ifadesinin miR-21 ile diizenlendigini gostermislerdir [362]. Yine benzer sekilde Desai
ve digerleri (2017)’nin parafine gémiilii dokudan oral epitelyal displazi ve OSHK ile yapmis
olduklar1 ¢alismada PDCD4 saglikli mukozaya sahip bireylerde PDCD4 gen ifadesi
maksimum seviyedeyken, OSHK ve OED’ye sahip hastalarda 6nemli 6l¢iide diisiik ifade
edildigini gozlemlemislerdir [472]. Sonuglarimiz, yukarida bahsedilen doku biyopsi ¢aligma
bulgular ile benzerlik gostermektedir. Ayni zamanda bulgularimiz, gerek doku biyopsileri

gerekse s1vi biyopsilerde biyolojik materyal tipi farketmeksizin kanserli hastalarda PDCD4
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gen ifadesinin diisiik oldugunu ortaya koymaktadir. Bu da daha az girisimsel olan likit
biyopsilerin tan1 ve hastaligin progresyonunu takip etmek i¢in elverisli bir biyomateryal

olarak kullanilabilirliginin altin1 ¢izmektedir.

OPML hastalarindan aldigimiz kan 6rneklerinde PDCD4 gen ifadesinin saglikli grup ile
kiyaslandiginda oldukca diisiik ifade edildigini gozlemledik. Yine ayni sekilde OPMH
hastalarinin tiikiiriiklerinde azalmis PDCD4 gen ifadesini belirttik (p<0,05) [473]. Bu
bulgular doku biyopsilerinde yapilan ¢alisma ile uyumluluk gostermektedir [472].

Yapilan ¢alismalarda PDCD4 gen ve protein seviyelerinin miR-21 inhibisyonuyla artisi
PDCD4’iin miR-21 i¢in 6nemli bir fonksiyonel hedef olduguna isaret etmistir [474, 475].
Asangani ve digerleri (2008)’nin kolorektal kanserde yapmis olduklar1 lusiferaz
caligmasinda PDCD4 geninin 3’UTR bolgesine miR-21’in baglanmasiyla PDCD4 geninin
translasyonunun baskilandigini bildirmislerdir [403]. Bu da PDCD4 geni ile miR-21 geninin
birbiriyle negatif etkilesime sahip oldugunu gostermektedir. Calisma bulgularimiz,
Asangani ve digerleri (2008) nin yapmis oldugu ¢aligma bulgulari ile uyumludur. Arastirma
sonucunda elde ettigimiz bulgularimizda OPML’den OSHK’ya miR-21 ifade seviyesinde
artts, PDCD4 ifadesindeki azalma, miR-gen negatif etkilesimini agiklamaktadir.

Son yillarda yapilan c¢alismalardan elde edilen bilgilerle, karsinogenez siirecinde
miRNAlarin diizenleyici rollerinin kanser 6ncesi lezyonlar ve kanserle ilgili olduguna dikkat
cekilmigtir [476]. Calismamizda, OSHK gelisiminde rol oynayan miRNAlarin kan ve
tikiiriik materyallerinde ifade diizeylerini inceleyerek, OPMH’deki gen ifade diizeyleriyle
karsilastirdik. Gergeklestirdigimiz deneylerden elde ettigimiz bulgularimizin literatiirle
uyumlu oldugunu soyleyebiliriz [362, 472]. Ek olarak onkogenik dzellikte islev goren bir
takim miRNA ve timor baskilayict Ozellikte islev gosteren gen ifadelerinde
gozlemledigimiz degisiklikler, OPMH hastalarinda ve OSHK hastalarinin likit biyopsi

orneklerinde benzer sekilde ifade edilmislerdir.

miRNAlarin ilk olarak ortaya c¢ikisindan bu zamana kadar olusumlar1t ve etki
mekanizmalarint anlamak adina ¢ok degerli c¢alismalar yapilmistir. Gergeklestirilen
caligmalarda basta kanser olmak {izere pek ¢ok hastaligin gelisiminde miRNAlarin
diizenlenmesindeki bozukluklarin yer aldig1 gosterilmis ayrica onkogenik, tiimor baskilayici

ya da metastatik Ozellik gosterdiklerinin de anlasilmasi ile kanserin tan1 ve tedavideki
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onemlerine vurgu yapilmistir. Ancak yine de iglevsel dnemlerinin tam olarak anlasilmasi,
hedeflerinin tanimlanabilmesi ve tedavi amacgli kullanimlarinin gerceklesebilmesi igin

yapilacak olan daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ bulunmaktadir.

Son olarak ¢alismamizin kanser gelisimine katkida bulundugu bilinen miRNAlarin ve bu
miRNAlar ile iliskisinin ¢ok agik oldugu kanitlanan PDCD4 geninin geleneksel biyopsi
materyali olan doku biyopsisi disinda viicut sivilarindan elde edilen yontemlerle de aym
sekilde ifade edildigini ve minimal invaziv bu yontemin hastanin rahatligi ve tedavinin
stirdiiriilebilirligi agisindan, kolaylik sagladigini gérmekteyiz. Bu ¢alismayla hedef tedavi
yaklagimlarinin gelistirilmesi ve yeni protokollerin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalara 6ncii

bir ¢alisma oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

OSHK, OPML ve saglikli epitel olgularinin demografik bulgulan literatiir bulgulariyla

uyumludur.

gPZR ile kan 6rneklerinden elde edilen artmis miR-21 ifadesi saptanan olgular iginde OSHK
grubundaki olgularin %85’inde, tiikiiriik 6rneklerinde ise %100’{inde artis izlenmistir. Bu
oran, kan orneklerinden elde edilen miR-21 ifadesinin OPML olgularinda %71,4, tiikiiriik
orneklerinde ise %064,2 olarak artmig sekilde saptanirken, saglikli kontrol grubundan
toplanan kan materyalinde ise %100 azalma saptanmistir. PDCD4 gen ifadesi ise OSHK,
OPML ve saglikli grup i¢in kan orneklerinde degerlendirildiginde sirasiyla %92, %85 iken
tikiirtik orneklerinde ise sirasiyla %100, %100 azalis saptanmistir. Saglikli kontrollerin

tiimiinde PDCD4 seviyesi ise beklenildigi gibi artmis olarak ifade edildigi gézlenmistir.

Caligma bulgularimiz saglikli epitelden oral kansere kadar olan gelisimde miR-21 ifadesinde
artma, PDCD4 ifadesinde azalma gostermektedir (p<0.05). Bu sonuglar bize miR-21’in ve
PDCD4 geninin, likit biyopsilerde kanser progresyonunda potansiyel tani belirteci

olabilecegini diistindliirmektedir.

Sonug olarak, kansere bagli dliimlerin sayis1 giin gectikge artmakta ve geleneksel tedavi
yontemleri yetersiz kalmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda miRNAlarin kanser
gelisiminde 6nemli rol oynadiklari g6z 6niinde bulunduruldugunda, bu kii¢iik molekiillerin
teshis ve tedavide kullanilabilecegi fikri giin gegtikce gliglenmektedir. Buradan yola ¢ikarak,
OPML gibi erken fark edilen hastalarin takibi ve OSHK igin gelistirilebilecek olan yeni

tedavi yaklasimlarinin umut vaadedici oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismamizda hasta sayilar arttirilarak ¢ok merkezli sistematik ¢alismalarin yapilmasinin
sonuglarimiz1 destekleyecegini diisiinmekteyiz. Bunun yami sira farklibik saptanan
biyobelirteglerin molekiiler diizeydeki etki mekanizmalarinin daha 1yi anlasilabilmesi i¢in

tiimor dokular1 ve/veya hiicre hatlari ile ek caligmalar yararli olacaktir.
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Dis Hekimligi Fakiiltesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Sayr :  21071282-050.99-
Konu: Etik Kurul

Sayn
Oral Patoloji Anabilim Dal Bagkanhgina

Fakiiltemiz Klinik Arastirmalar Etik Kuruluna, etik a¢idan degerlendirmek lizere
géndermis oldugunuz "Likit Biyopsilerin Oral Premalign ve Malign Lezyonlarda Tani Amagh
Kullanimi" konulu ¢alisma, Etik Kurulumuz tarafindan incelenmis ve aragtirma etigi agisindan
uygun bulunmustur.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

Kurul Baskani

Onemli_Not: Saglik Bakanligina bagvuruda bulunacak ¢aligmalarin, Kurulumuz
tarafindan incelenmis ve onaylanmis '"Degerlendirilen Belgeler" kisminda belirtilmis olan
Tarih ve Versiyon/Revizyon numaralarmm yazilmas: gerekmektedir. Aksi takdirde Saghk
Bakanlhigina teslim edilen belgelerde Tarih ve Versiyon/Revizyon numaralarinda uyusmazhk
yasanmaktadir ve bu nedenle dosyalar reddedilmektedir. Bu konuya &nem verilmesi
bilgilerinize sunulur.

Ek: Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Karar Formu (3 Sayfa)/Elden Teslim Edilecektir.
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