
 



LİKİT BİYOPSİLERİN ORAL PREMALİGN VE MALİGN 

LEZYONLARDA TANI AMAÇLI KULLANIMI 

Leyla BOZDAĞ 

DOKTORA TEZİ 

BİYOLOJİ ANA BİLİM DALI 

GAZİ ÜNİVERSİTESİ 

FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

ARALIK 2022 



ETİK BEYAN 

Gazi Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü Tez Yazım Kurallarına uygun olarak hazırladığım 

bu tez çalışmasında; 

 Tez içinde sunduğum verileri, bilgileri ve dokümanları akademik ve etik kurallar

çerçevesinde elde ettiğimi,

 Tüm bilgi, belge, değerlendirme ve sonuçları bilimsel etik ve ahlak kurallarına uygun

olarak sunduğumu,

 Tez çalışmasında yararlandığım eserlerin tümüne uygun atıfta bulunarak kaynak

gösterdiğimi,

 Kullanılan verilerde herhangi bir değişiklik yapmadığımı,

 Bu tezde sunduğum çalışmanın özgün olduğunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime doğabilecek tüm hak kayıplarını kabullendiğimi beyan 

ederim.   

Leyla BOZDAĞ 

30/12/2022 



iv 

LİKİT BİYOPSİLERİN ORAL PREMALİGN VE MALİGN LEZYONLARDA TANI 

AMAÇLI KULLANIMI 

(Doktora Tezi) 

Leyla BOZDAĞ 

GAZİ ÜNİVERSİTESİ 

FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

Aralık 2022 

ÖZET 

Oral Skuamöz Hücreli Karsinom (OSHK) genetik (delesyon, insersiyon, mutasyon), 

epigenetik (mikroRNAlardaki düzensizlikler) ve çevresel faktörlere (HPV, sigara, alkol, 

UV) bağlı olarak gelişen, gen-çevre etkileşimini gösteren en iyi kanser türlerinden biridir. 

Dünyadaki yıllık baş-boyun kanserinin %30’unu, ağız kanserlerinin %90’ını 

oluşturmaktadır ve 5 yıllık sağ kalım oranı %35-50’dir. Oral potansiyel malign lezyon 

(OPML) da tıpkı OSHK gibi gen-çevre etkileşimden etkilenen kanser öncüsü lezyonların 

genel adıdır. Çalışma materyalimizi oluşturan kan ve tükürük; minimal invaziv, temini 

kolay, takibi mümkün kılan biyolojik sıvılardır. Bu hasta gruplarında gerek tanı ve tedavi 

gerekse prognoz değerlendirmesi için kullanılabilecek biyobelirteçlerin kan ve tükürük gibi 

likit biyopsi örneklerinde tespit edilmesi oldukça önemlidir. Bu tez çalışmasının amacı; 

OSHK hastaları (n=14), OPML (n=14) hastaları ve sağlıklı mukozaya (n=14) sahip kontrol 

grubu arasında miR-21, miR-208a-3p ve PDCD4’ün tükürük ve kan da ifade seviyelerinde 

ölçülmesi, OSHK ve OPML açısından biyobelirteçlerin araştırılmasıdır. miRNA ve PDCD4 

ifade seviyeleri kantitatif PCR ile incelenmiştir. miRNA ve PDCD4 ifade seviyeleri sırasıyla 

U6 ve ActB ile normalize edilerek; OSHK hastaları, OPML hastaları ile sağlıklı kontroller  

karşılaştırılmıştır. Çalışmamız OSHK hastaları ve OPML hastalarının kan ve tükürük 

örneklerinde miR-208a-3p ve PDCD4 geninin araştırıldığı ilk çalışmadır. Verilerimize göre 

OSHK hastalarının kan ve tükürük örneklerinde kontrollere göre miR-21 seviyesi daha 

yüksek bulunurken (p<0,05), PDCD4 geni ise düşük ifade edilmiştir (p<0,05). OPML 

hastalarında miR-21 seviyesi OSHK hastalarındaki gibi kontrollerden daha yüksek 

saptanmış ve PDCD4 ifadesi de düşük çıkmıştır (p<0,05). OSHK ve OPML hastalarından 

elde edilen kan ve tükürük örneklerinde ise miR-208a-3p’nin ifade edilmediği gözlenmiştir. 

OPML hastalarında miR-21 ve PDCD4 seviyelerinin OPML hastalarında OSHK gelişimi 

açısından değerlendirilerek takip edilmesinin faydalı olacağı düşünülmektedir. Hastadan 

temin edilecek kan veya tükürük örneğiyle çalışan bu biyobelirteçlere spesifik tanı kitlerinin 

geliştirilmesi hastalığın takibi açısından oldukça önemlidir.   
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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 PDCD4. 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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SİMGELER VE KISALTMALAR 

Bu çalışmada kullanılmış simgeler ve kısaltmalar, açıklamaları ile birlikte aşağıda 

sunulmuştur.  

 

Simgeler    Açıklamalar  

 

µl    Mikrolitre 

ng    Nanogram 

 

Kısaltmalar   Açıklamalar 

 

cDNA    Komplementer deoksiribonükleik asit 

cfDNA    Serbest dolaşan DNA 

ctDNA    Dolaşan tümör DNA’sı 

DTH     Dolaşımdaki tümör hücreleri 

eIF4A    Ökaryotik translasyon başlatma faktörü 1A   

FFPE    Formalinle Fikse Edilmiş Parafine Gömülü 

GLOBACAN   Küresel Kanser Gözlem Verisi 

HPV    Human papilloma virüsü 

miR-208a   MikroRNA-208a 

miR-21   MikroRNA-21 

miRNA   MikroRNA 

OED    Oral epitelyal displazi 

OEL    Oral epitelyal lezyon 

OL    Oral lökoplaki 

OPML   Oral potansiyel malign lezyon 

OSHK    Oral skuamöz hücreli karsinom 

PDCD4   Programmed hücre ölümü 4 geni 

PZR    Polimeraz zincir reaksiyonu 

qPZR    Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu 

RNA    Ribonükleik asit 
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1. GİRİŞ 

Dünya üzerinde ciddi bir halk sağlığı sorunu haline gelen kanser, belirli bir zaman 

aralığında, hücre genomu içinde ard arda gelen mutasyonların (ya da epigenetik 

modifikasyonların) birikmesi sonucunda ortaya çıkan patolojik bir durumdur. Kanser, çok 

basamaklı olaylar bütünüdür ve klinik kanser Çizelgesunun ortaya çıkmasında yıllar süren 

bir latent period gerekmektedir. Son dönemlerde teknoloji ve görüntüleme yöntemlerinin 

gelişmesi ile hastalara daha erken tanı imkânı sunulmaktadır. Bununla birlikte kişiye özel 

tedavilerde dâhil olmak üzere, yeni geliştirilen tedavi yöntemlerinin hastaların sağ kalımında 

ilerleme sağladığı gibi hastalığa bağlı gelişen ölümleri de azaltmayı amaçlamaktadır. 

 

Kanser ilişkili çalışmalarda sıklıkla kullanılan biyopsi materyali, formalin ile tespit edilmiş 

parafine gömülü (FFPE) doku örnekleridir. Doku biyopsi örnekleri girişimsel işlemler 

aracılığıyla hastalardan temin edilmektedir. Doku biyopsilerinin sunduğu avantajlar yanında 

dezavantajları da vardır. Bunlar; yalnızca belli bir bölgeden temin edilebilen doku 

örneklerinden metastazlar hakkında bilgi edinilmesindeki zorluğun yanı sıra bu doku 

materyallerinin hazırlanması aşamasında bazı kimyasal ön işlemlere dayalı yöntemlerin 

uygulanması genomik materyalde kalite düşüklüğüne neden olmakta bu da çalışılan testin 

sonucunu ve güvenilirliğini etkilemektedir. Kimi zaman da tümörün bulunduğu bölge 

materyal teminine uygun olmamaktadır. Tedavi altındaki hastalarda ise örneklerin yeniden 

eldesi bazen mümkün olmamaktadır. Bütün bu problemler, cerrahi işlemleri en aza indirecek 

yeni bir biyopsi materyali arayışını doğurmuştur. 

 

Son yıllarda öne çıkan likit biyopsiler, herhangi bir vücut sıvısından (kan, idrar, tükürük, 

plevral efüzyon, beyin-omurulik sıvısı, gözyaşı, ter, sinoviyal sıvı…) elde edilen ve içeriği 

doku biyopsisi ile aynı özelliklere sahip biyomateryal olarak tanımlanır. 

 

Vücut sıvılarındaki bileşenler analiz edildiğinde, likit biyopsilerin cerrahi işlem 

gerektirmemesi, hasta ve hekim açısından uygulama kolaylığının olması, gerek hasta 

açısından gerek tedavinin sürdürülebilirliği açısından pek çok avantaj sağlamaktadır. Cerrahi 

işlem gerektirmeden elde edilen kan ve tükürük materyali ile çalışmak, mevcut olan primer 

ve primer ilişkili sekonder tümörlere yönelik geniş kapsamlı veri eldesini, böylelikle de 

cerrahi girişimi en aza indirmeyi amaçlamaktadır.  
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Literatürde, tümör biyokimyası ve tümör genetiği ile ilgili yapılmış çok sayıda çalışma yer 

almaktadır. Son on yılda, bu çalışmalar arasında dikkat çeken biyobelirteçlerden bir tanesi 

de mikro ribonükleik asitlerdir (mikroRNA). Kodlama yapmayan bu küçük RNA sınıfında 

yer alan mikroRNAların hücre içindeki işleyişini ve hücreler arası iletişimi düzenlemede son 

derece önemli rol oynayan bir alt grup oldukları yapılan çalışmalarda oldukça dikkat 

çekmektedir. Başta prostat kanser, olmak üzere birçok malignitenin tanı ve tedavisinde 

özellikle likit biyopsilerde mikroRNA ların biyobelirteç olarak yer almaya başladığı 

görülmektedir.  

 

Bu tez kapsamında OSHK’de, kan ve tükürük örneğinde miR-208a-3p ve PDCD4 geni ile 

ilgili bir çalışma da bulunamamıştır. Yine aynı şekilde OPML’de de kan ve tükürük 

örneklerinde miR-208a-3p ve PDCD4 genleri ile ilgili literatürde bir çalışmaya 

rastlanmamıştır. 

  

Literatürdeki bu açığı kapatmak için OPML’nin OSHK’ya malign dönüşümünde önemli 

olabileceğini düşündüğümüz bu biyobelirteçlerin önemini araştırmak açısından hasta 

tükürük ve kanlarında erken tanıda kullanılabilirliğini ve klinik önemini değerlendirmek için 

bu tez çalışması tasarlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

 

Global Kanser Gözlem Veri Tabanı (GLOBACAN) 2020 verilerine göre 9,9 milyon ölümle 

sonuçlanan, kalp-damar hastalıklarından sonra dünya genelinde en sık görülen ikinci ölüm 

nedeni kanserdir. Akciğer, prostat, kolorektal, mide ve karaciğer kanseri erkeklerde sırasıyla 

en sık görülen kanser türleri iken; meme, kolorektal, akciğer, rahim ağzı kanseri kadınlarda 

en sık görülen kanserlerdir [1]. 2040 yılına gelindiğinde sağlıksız beslenme, hareketsiz 

yaşam, sigara ve alkol gibi zararlı alışkanlıkların tüketimi azaltılmadığı sürece 2020 yılında 

bildirilen 19,3 milyon yeni vakanın % 47 oranında artacağı ve buna bağlı olarak kansere 

bağımlı ölümlerde de artış yaşanacağı beklenmektedir [1]. GLOBACAN verilerine göre 

2020 yılında toplam 19 292 789 vakanın 9 958 133’ü ölümle sonuçlanmıştır [1]. Erkek ve 

kadınlarda görülen kanserler ve ölüm oranları sırasıyla Şekil 2.1 ve Şekil 2.2’de 

gösterilmiştir.  

 

 

Şekil 2.1. GLOBACAN 2020 verilerine göre erkeklerde en çok görülen kanserler ve ölüm 

oranları [1]. 
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Şekil 2.2. GLOBACAN 2020 verilerine göre kadınlarda en çok görülen kanserler ve ölüm 

oranları [1] 

2017 yılında yapılan ‘’Türkiye Kanser İstatistikleri’ne’’ göre erkek ve kadınlarda yaşa göre 

görülen kanserlerin şekli ise sırasıyla Şekil 2.3 ve Şekil 2.4’ de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 2.3. Erkeklerde en sık görülen 10 kanserin yaşa göre standardize edilmiş hızları 

(Türkiye birleşik veri tabanı, 2017) (Dünya standart nüfusu, 100.000 kişide) [2] 
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Şekil 2.4. Kadınlarda en sık görülen 10 kanserin yaşa göre standardize edilmiş hızları 

(Türkiye birleşik veri tabanı, 2017) (Dünya standart nüfusu, 100.000 kişide) [2] 

2.1.1. Oral skuamöz hücreli karsinom 

 

Oral skuamöz hücreli karsinom (OSHK), oral kavitedeki tüm malign neoplazilerin %90'ını 

kapsayan oral mukozanın yüzey skuamöz epitelinden kaynaklanan en yaygın malign 

tümördür [3] (Resim 2.1). OSHK, dünya çapında yüksek morbidite oranları ve kötü prognoz 

ile ilişkili olmasının yanı sıra [4, 5] servikal lenf nodlarına ve uzak metastazlarla karakterize 

olan kanserdir [6]. GLOBACAN verilerine göre 2020 yılında toplam 377,713 kişi (264,211 

erkek, 113,502 kadın) dudak ve ağız kanseri tanısı almış bunlardan da 177,757 (125,022 

erkek, 52,735 kadın) vaka ölümle sonuçlanmıştır [1]. OSHK için geliştirilen kapsamlı tedavi 

yaklaşımlardaki önemli ilerlemelere rağmen [7, 8],  hastalar için beş yıllık sağkalım oranı, 

yüksek metastaz ve nüks oranı nedeniyle cinsiyet farketmeksizin %50'nin altında kalmıştır 

[9, 10]. Sağkalım oranındaki düşük oran OSHK’nın oluşumu ve progresyonunun altında 

yatan moleküler mekanizmaların daha fazla anlaşılmasını zorunlu hale getirmiştir. 
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Resim 2.1. A. OSHK’nın klinik görünümü, B. OSHK’nın histolojik görünümü (HEX10) 

(Halil Erhan Ersoy, Sibel Elif Gültekin izniyle koyulmuştur). 

2.1.2. OSHK epidemiyolojisi 

 

Oral skuamöz hücreli karsinom, dünya çapında en sık görülen kanserler arasında onuncu 

sırada yer almaktadır [11]. OSHK indisansı dünyada coğrafik bölgelere göre değişkenlik 

göstermeketedir. İnsidansın yüksek olduğu ülkelerin başında güney doğu asya ülkeleri ve 

Hindistan gelirken, ülkemizde bu oran batılı ülkelere benzer şekildedir (%2-2.5)[12]. 

OSHK’nın görülme sıklığı ile ölüm oranı, erkekler (%2,3 ve %1,7 sırasıyla) ve kadınlarla 

(%1,2 ve %0,8 sırasıyla) kıyaslandığında, erkeklerde 2 kat daha fazla görüldüğü 

bildirilmiştir [13]. Hastalığın önlenmesi ve tedavide önemli gelişmelerin bulunmasına 

rağmen tümörün kontrol edilememesi veya nüks etmesi sonucu tekrar ortaya çıkmasına ek 

olarak, erken tanı için uygun biyobelirteçlerin bulunmaması tanı sonrası 5 yıllık sağkalım 

oranını ciddi oranda düşürmüştür [14]. 

 

OSHK, en sık alt dudak mukozası ve  dilin postero lateralinde  izlenmekle birlikte , oral 

kavite içerisinde dilin yanısıra , ağız tabanı, yanak  mukozası, diş eti, sert damak, yumuşak 

damak, ve retromolar bölge dâhil olmak üzere oral kavite kanserlerini içeren baş-boyun 

kanserinin bir alt kümesini oluşturmaktadır [15]. 

 

OSHK’da, yaş, kanserojen alışkanlıkların varlığı (alkol, tütün, çiğnenen tütün kullanımı) 

veya sosyo-ekonomik durum (yetersiz beslenme) gibi diğer sosyo-demografik faktörler, 

hayatta kalma oranlarıyla tutarlı bir şekilde ilişkili olduğu bulnmakta [16, 17] ve sağkalım 

oranları da hastalığa tanı verildiği evreye bağlı olarak değişkenlik göstermektedir. Hastalığın 

 

A 

B 



7 

 

başlangıç evresinde tanı konulması durumunda tedavi sonrası sağ kalım oranı %80-90 (Evre 

I) artarken, ileri evrelerde tanı konulduğunda sağkalım oranı %30’lara (Evre IV) kadar 

düşmektedir [18]. 

 

2.1.3. OSHK etiyolojisi ve risk faktörleri 

 

OSHK; yaşlı erkeklerde, düşük sosyo ekonomik gruplarda ve etnik azınlık gruplarında en 

yaygın görülen kanserdir.  OSHK'nın başlıca etiyolojik faktörleri, sinerjik kanserojen etkiye 

sahip olan tütün kullanımı ve alkol tüketimidir. Alkol, sigara kullanımı ve dumansız tütün 

kullanımı söz konusu olduğunda, OSHK oluşma olasılığı, bağımlılığı olmayan kişilere 

kıyasla 16 kattan daha fazla olabilir [19]. Ek olarak, insan papilloma virüsü (HPV) ve 

Epstein-Barr virüsü (EBV) enfeksiyonları, kötü ağız hijyeni, diyet (kötü beslenme, vitamin 

ve demir eksikliği) ve genetik faktörler ağız kanseri gelişimi ile ilişkilidir [20-22]. Bu risk 

faktörlerin yarattığı genetik ve epigenetik değişiklikler ise oral karsinogenezde yer 

almaktadır [23] (Şekil 2.5). 

 

Sigara kullanımı OSHK’nın en bilinen risk faktörüdür. Sigara kullanmayanların, sigara 

dumanına maruz kalması bile OSHK riskini %85 oranında arttırmaktadır [14]. Sigara 

içeriğinde pre-kanserojen olan nitrozaminler, benzopirenler ve aromatik aminler 

bulunmaktadır. Sigara içeriğinde bulunan bu bileşiklerin ağız epitel hücrelerine mekanik 

hasar vermesinin yanı sıra hücrelerde oksidatif strestide arttırmaktadır. Oksidatif strest 

mutasyonların gelişmesine ve DNA’da kırık oluşumuna neden olmaktadır [14]. Tütün ve 

alkolün birlikte kullanımının OSHK’nın gelişme riskini, tütün ve alkolü birlikte 

kullanmayanlara göre on beş kat daha fazla arttırdığı yapılan çalışmalarda gösterilmiştir [17, 

23]. Genotoksik ve mutajenik etkilere sahip olan alkol tüketimi de oral mukozanın 

geçirgenliğini arttırarak epitelin lipid bileşenlerini çözer ve epitel atrofisine neden olur. Aynı 

zamanda karaciğerin toksik ve kanserojen bileşikleri nötrleştirme yeteneğini de etkiler. 

Alkol ve sigaranın sürekli kullanımı immün sistemi zayıflatarak enfeksiyonlara ve malign 

neoplazilere karşı artan duyarlığa yol açar [14, 19]. Bazı topluluklarda kültürel olarak 

tüketilen çiğnenen tütün (betel sterlini), areca fıstığı, esrar ve ülkemizde özellikle maraş otu 

kullanımı OSHK gelişim riskini artıran faktörler arasında yer almaktadır [24]. 

 

OSHK için risk fatörü olan insan papilloma virüsü (HPV)’de hastalığın gelişiminde öne 

çıkan önemli bir etkendir. HPV 16 ve 18 in özellikle tonsiller ve orofaringeal kanserlerin 
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yaklaşık %40’ında etkili olduğu bilinmekte birlikte, oral kanserlerin küçük bir bölümünde 

etyolojik rolü olduğu bildirilmiştir [25]. HPV varlığının tespiti, lokal olarak ilerlemiş 

orofarinks kanserlerde iyi bir prognostik biyobelirteçtir. HPV proteinlerinden E6 tümör 

baskılayıcı protein olan p53’ün, E7 ise retinoblastoma proteininin (pRb) yıkımını ve p16 gen 

ifadesini arttırır. Sonuç olarak hücre döngüsünün düzenlenmesi bozulur ve tümör gelişimi 

kaçınılmaz olur [26] (Şekil 2.5). 

 

 

Şekil 2.5. Ağız kanseri gelişiminin etyolojisi ve risk faktörleri [27]. 

2.1.4. OSHK moleküler patogenezi 

 

Kanser, hücre mutasyonlarının biriktiği ve başlama, ilerleme, proliferasyonun sürdürülmesi, 

sinyalleşme, büyüme baskılayıcılardan kaçınma, hücre ölümünün önlenmesi, sürekli 

replikasyon, anjiyogenez, invazyon ve metastaza yol açan çok aşamalı bir süreçtir [28]. 

Genetik veya epigenetik faktörler aracılığı ile ortaya çıkan gen ifade farklılıkları sinyal 

yolaklarını doğrudan etkilemektedir. Sinyal iletimi mekanizmalarından meydana gelen 
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değişiklikler; tümör baskılayıcı mekanizmaların inaktivasyonu, onkogenlerin aktivasyonu 

ile hücre büyümesi, farklılaşması, çoğalması ya da apoptoz gibi moleküler biyolojik 

olayların dengesini bozmakta ve OSHK’nın moleküler patogenezinde rol oynamaktadır 

[29].  

 

OSHK, baş boyun kanserlerinin alt tipleri arasında %10’luk kısmı oluşturmaktadır. Ağız 

kanserinin ilerlemesinde rol oynayan genleri ve bu genlerin ilişkili olduğu yolakları ortaya 

çıkarmak ve anlamak önemlidir. Son zamanlarda yapılan çalışmalar, glikojen sentaz kinaz 3 

(GSK-3β), c-Myc, AKT serine/threonine kinase 1 (AKT), β-katenin, p53 ve nükleer faktör 

kappa B (NF-kB) gibi onkojenik sinyal yollarını incelemiş ve OSHK gelişiminde bu 

yolakların önemi üzerinde durmuştur [28].  

 

Bu sinyal yolaklarında bulunan örneğin p16ink4a, p14ARF, pRB ve TP53 gibi tümör 

baskılayıcı genlerin baskılanması ve siklin D1 (CCND1), fosfoinositol 3-kinaz (PI3K) ve 

epidermal büyüme faktörü (EGFR) gibi onkogenik genlerin aktive edilmesi OSHK tümör 

oluşumunda oldukça etkilidir. OSHK gelişiminin moleküler düzeyde anlaşılabilmesi için bu 

sinyal yolaklarında etkin gen, miRNA ve proteinlerin anlaşılması büyük öneme sahiptir [28] 

(Şekil 2.6). 

 

 

Şekil 2.6. OSHK gelişiminde etki eden genetik, epigenetik ve çevresel faktörler [11] 
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2.2. Apoptoz 

 

Apoptoz, ökaryotlarda normal gelişimin ve homeostazın sürdürülmesi sürecinde hücrelerin 

programlı olarak ölümünden sorumlu olan, genetik olarak düzenlenmiş bir hücre ölümü 

şeklidir [30]. Apoptoz, iki geniş konuda ele alınır: 

 

1). Normal fizyolojik süreçlerin bir parçası olarak (fazla hücrelerin çıkarılması, hormon 

yoksunluğu üzerine hormona bağımlı dokuların involüsyonu, çoğalan hücre 

popülasyonlarında hücre döngüsü, potansiyel olarak zararlı reaktif lenfositlerin ortadan 

kaldırılması, akut inflamatuar yanıtta nötrofiller ve bir immün yanıtın sonunda lenfositler 

gibi yararlı amaçlarına hizmet eden konakçı hücrelerin ölümü).  

 

2). Birçok farklı hastalıkta hücre kaybının patofizyolojik mekanizması olarak (DNA hasarı, 

yanlış katlanmış proteinlerin birikmesi ve enfeksiyonlar gibi) [31].  

 

Apoptoz morfolojik bir olgudur ve ışık (veya tercihen elektron) mikroskobu yardımıyla 

bakıldığında, apoptotik hücrenin özellikleri arasında kromatin yoğunlaşması, nükleer 

parçalanma (piknoz), plazma zarı kabarması ve hücre küçülmesi bulunur. Sonunda hücreler, 

inflamatuar bir yanıtı teşvik etmeden fagositozla temizlenen küçük zarla çevrili parçalara 

(apoptotik cisimler) ayrılır ve fagositler tarafından ölü hücre parçaları, içerik dışarı sızmadan 

önce hızla yutulur [32]. Bu nedenle apoptoz, bir inflamatuar reaksiyona neden olmaz. 

Apoptoz olarak tanıdığımız bu morfolojik değişikliklere ve genellikle bu fenomenle ilişkili 

biyokimyasal değişikliklere proteaz adı verilen enzimlerin aktivasyonu neden olur. Bu 

proteazların en bilineni kaspazlardır (aktif bölgelerinde bir sistein içeren ve aspartik 

kalıntılardan sonra proteinleri parçalayan proteazlar olarak bilinir) [33]. Birçok proteaz gibi, 

kaspazlar da aktif olmayan proenzimler olarak bulunur ve aktif hale gelmek için enzimatik 

bölünmeye uğramak zorundadır. Aktif kaspazların varlığı bu nedenle apoptoz geçiren 

hücreler için bir işarettir. Önemli fizyolojik bir süreç olarak apoptoz, hücreleri seçici olarak 

temizler ve ölümün düzenlenmesi için çok önemli bir mekanizma olarak kabul edilir. Sadece 

hücreler hasar gördüğünde veya dış stres altındayken değil, aynı zamanda normal hücre 

gelişimi ve morfogenez sırasında da ortaya çıkar [34].  
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Apoptoz mekanizması 

 

Apoptoz genetik olarak kodlanan, hücresel veya dış uyaranlara yanıt olarak ortaya çıkan bir 

mekanizmadır. Apoptozu karakterize eden 3 özellik vardır. Bunlar; protein yarılanması veya 

hidrolizi, nükleer DNA'nın parçalanması ve apoptotik hücrenin fagositik hücreler tarafından 

tanınması olarak tanımlanır [35]. 

 

Şimdiye kadar, araştırmacılar iki ana apoptotik yol, yani her ikisi de nihâi hedefi hücre 

ölümü olan ekzojen ve endojen yollar tanımlamışlardır [35]. Bunlar arasında “ölüm 

reseptörü” yolu olarak da adlandırılan ekzojen yol hücre dışında proapoptotik uyaranlarla 

aktive olurken, endojen (mitokondriyal) yol, adından da anlaşılacağı gibi hücrenin kendi 

intrinsik mekanizmaları tarafından aktive edilir (Resim 2.2.) [35]. Apoptozdan kaçınma, 

kanser patogenezinde temel olan kanser gelişimine yol açabilir [35].  

 

Apoptoz süreci, bazı kaspazların katalitik olarak aktif hale geldiği ve diğer kaspazların bir 

dizisini serbest bıraktığı bir başlangıç aşamasına ve bu sırada terminal kaspazların hücresel 

parçalanmayı tetiklediği bir yürütme aşamasına bölünebilir. Bu enzimlerin düzenlenmesi, 

proapoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin bolluğu ve aktivitesi arasındaki ince ayarlanmış 

dengeye bağlıdır [31].  
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Resim 2.2. Apoptozun mekanizması [36]. 

2.2.1. Mitokondri (İntrensek yolak) yolağı 

 

Mitokondriyal yolak, DNA hasarı, radikal oksijen türleri, radyasyon, hormon veya büyüme 

faktörü yoksunluğu, kemoterapötik ajanlar, sitokinler ve glukokortikoidler gibi hücresel 

streslere yanıt olarak hücre içinden başlatılır (Resim 2.2) [37]. Bu yolun başlatılması, kaspaz 

enzimlerini aktive ederek, apoptozu tetikleyecek olan mitokondrilerden pro-apoptotik 

proteinlerin salınmasıyla sonuçlanır [38-41]. Mitokondri sitokrom c gibi önemli proteinleri 

içeren hayati bir organeldir, hücre canlılığını sürdüren enerjiyi (örneğin, ATP) üretmek için 

gerekli olan, ancak sitoplazmaya salındığında (hücrenin sağlıklı olmadığının bir göstergesi 

olan) apoptotik ölümü tetikler. Sitokrom c gibi proapoptotik proteinlerin salınımı, dış 

mitokondriyal membranın bütünlüğü ile belirlenir ve Bcl-2 protein ailesi tarafından sıkı bir 

şekilde kontrol edilir [31]. 

 

Mitokondriyal yolun apoptozu indüklemedeki başarısı, proteinlerin B hücreli lenfoma-2 

(Bcl-2) süper ailesinin proapoptotik ve anti-apoptotik üyeleri arasındaki aktivite dengesine 
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bağlıdır. Bcl-2 protein süper ailesi, adını foliküler lenfomada bulunan bir dizi proteinin ikinci 

üyesi olarak alır [42]. Bu aile, belirli B hücreli lenfomalardaki kromozomal translokasyonlar 

ve diğer anormallikler nedeniyle sıklıkla aşırı eksprese edilen bir gen olan BCL2'nin adını 

almıştır. BCL ailesinin 20'den fazla üyesi vardır ve Bcl-2 protein ailesi, yapısal benzerliklere 

ve fonksiyonel kriterlere göre 3 gruba ayrılır. Grup I anti-apoptotik aktiviteye sahipken grup 

II ve III hücre ölümünü teşvik eder [43]. 

 

Anti-apoptotik:  

 

Bcl-2, Bcl-xl ve Mcl1 bu grubun başlıca üyeleridir; dört BH alanına sahiptirler (BH1-4 

olarak adlandırılırlar). Bcl-2 ve Bcl-xl gibi anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri, ADP/ATP 

değişimini uyararak, mitokondriyal iç transmembran potansiyelini stabilize eder ve 

membranın açılmasını önleyerek mitokondriyal geçirgenlik kontrolünü uygular [44]. Bcl-2 

ve Bcl-xL'nin aşırı ifadesinin, bir dizi insan malignitesi ile ilişkili olduğu bilinmektedir. Bu 

proteinler ayrıca proapoptotik proteinler olan Bax ve Bak'ın etkisini engelleyerek de hareket 

ederler [38, 45, 46].  

 

Proapoptotik 

 

Bax ve Bak bu grubun iki prototip üyesidir. Bcl-2 ailesinin proapoptotik proteinleri, 

mitokondriyal bağlanma bölgelerine bağlanarak veya proapoptotik Bax/Bak aktivasyonunu 

tetikleyerek Bcl-2 ve Bcl-xl'nin anti-apoptotik aktivitesini bloke ederek apoptozu başlatır 

[47]. Aktivasyonda, Bax ve/veya Bak dış mitokondriyal membran içinde oligomerleşir ve 

geçirgenliğini arttırır. Bax-Bak oligomerlerinin membranları geçirgen hale getirdiği kesin 

mekanizma henüz anlaşılmamış olmakla birlikte dış mitokondriyal zarda, zarlar arası 

boşluktan sitokrom c sızıntısına izin veren bir kanal oluşturdukları düşünülmektedir [31]. 

Membranın geçirgenliği tehlikeye girdiğinde, sitokrom c salınır ve apoptoz aktive edici 

faktör-1 (Apaf-1) adı verilen sitozolik bir molekül ile birleşir. Sitokrom c ve Apaf-1, bu 

kaspazın aktivasyonu için prokaspaz-9 ile birleşir. Bu üç maddenin bağlanması bir 

apoptozom oluşturur ve bu daha sonra prokaspaz-3'ü aktive eder. Smac/DIABLO gibi gizli 

adlara sahip diğer mitokondriyal proteinler, apoptozun fizyolojik inhibitörleri (IAP'ler) 

olarak işlev gören sitoplazmik proteinlere bağlandıkları ve bunları nötralize ettikleri 

sitoplazmaya girerler. IAP'lerin normal işlevi, kaspaz-3 gibi yıkıcı kaspazlar da dahil olmak 
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üzere kaspazların uygunsuz aktivasyonunu engellemek ve hücreleri canlı tutmaktır. Böylece, 

IAP inhibisyonu, kaspaz kaskadının başlatılmasına izin verir [31]. 

 

Düzenlenmiş apoptoz başlatıcılar 

 

Bad, Bım, Bıd, Puma ve Noxa dahil olmak üzere bu grubun üyeleri, yalnızca bir BH alanı, 

dört BH alanının üçüncüsü içerir ve bu nedenle bazen yalnızca BH3 proteinleri olarak 

adlandırılır. Yalnızca BH3 proteinlerinin aktivitesi, hücresel stres ve hasar sensörleri 

tarafından modüle edilir; yüksek ifade edilip aktive olduklarında apoptozu başlatabilirler 

(Robins 10. Baskı). 

 

TP53 tanı anında kanserlerde yaygın olarak mutasyona uğrarken, TP53 mutasyonlarının 

sıklığı, muhtemelen genotoksik tedavilere direnç iletme yetenekleri nedeniyle, tedaviden 

sonra nükseden tümörlerde daha da yüksektir. Fosfoprotein P53, hücre döngüsünü 

düzenleyen ve intrensek mitokondriyal yolu indükleyebilen bir hücre stres sensörü molekülü 

olarak işlev gören bir transkripsiyon faktörüdür. İyonize radyasyon, genotoksik gibi DNA'ya 

zarar veren faktörler, ilaçlar ve serbest radikaller p53'ü aktive eder. Aktive edilmiş p53, 

öncelikle Bcl-2 gibi anti-apoptotik faktörlerin transkripsiyonunu baskılama veya Bax, 

insülin büyüme faktörü bağlayıcı protein-3 ve Fas reseptörünün yüksek ifadesi gibi pro-

apoptotik faktörlerin üretimini indükleme kabiliyeti yoluyla apoptozu destekler [48, 49].  

 

Bcl-2'nin aşırı ifadesi, tümör hücrelerinin apoptozdan korunmasına yol açan yaygın bir 

olaydır. Ortaya çıkan Bcl-2 fazlalığı, dönüştürülmüş lenfositleri apoptozdan korur. Bcl-2'yi 

aşırı ifade eden foliküler lenfomalar, büyük ölçüde hücre proliferasyonu yerine azaltılmış 

hücre ölümü yoluyla ortaya çıktıklarından, yavaş (yavaş büyüyen) olma eğilimindedirler. 

Kronik lenfositik lösemi gibi diğer tümörlerde, normalde Bcl-2 seviyelerini sınırlayan 

spesifik mikro-RNAların kaybı nedeniyle Bcl-2'nin yüksek ifadesi görülmektedir. Bcl-2 

ailesinin anti-apoptotik üyelerinin aşırı ifadesine yol açan birçok başka mekanizma, çok 

çeşitli kanserlerde gösterilmiştir [31]. 

 

Ölüm reseptörü (Ekstrensek yolak) yolağı 

 

Ölüm reseptörü yolağı, hücre yüzeyindeki proapoptotik bir molekül veya o reseptöre özgü 

ligandlar tarafından aktive edilen proapoptotik reseptörlerle başlar. Bu hücre ölüm 
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reseptörleri, en yoğun çalışılan üyeler olarak Fas reseptörü ve TNFR1 (Tümör Nekroz Faktör 

Reseptör 1) ile tümör nekroz faktörü (TNF) reseptör süper ailesine aittir [50]. Fas, aktive 

edilmiş B hücreleri ve T hücreleri dahil olmak üzere çeşitli hücre tiplerinde bulunur.  

Proapoptotik reseptörleri aktive eden ligandlar, Fas ligandını (FasL) ve TNF-a içerir [51-

57]. FasL, aktive edilmiş T hücreleri ve doğal öldürücü hücreler dahil olmak üzere çeşitli 

hücre tipleri tarafından ifade edilir [51]. TNF-a, ağırlıklı olarak aktive monosit/makrofajlar 

ve lenfositler tarafından üretilir [58]. Ölüm reseptörünün hücre içi kısmı, ölüm domaini (ÖD) 

olarak bilinir ve üç veya daha fazla ölüm reseptör ligand kompleksi bir araya geldiğinde, 

ölüm domainleri birbirine yakın hale getirilir ve adaptör protein için bir bağlanma bölgesi 

oluşturulur. Adaptör proteini, o reseptöre özeldir (örneğin, Fas ile ilişkili ölüm domain 

[FADD] veya TNF reseptörü ile ilişkili dead domain [TRADD]). Bu ligand-reseptör-adaptör 

protein kompleksine ölüm indükleyici sinyal kompleksi (DISC) denir ve başlatıcı kaspaz 8 

ve 10'un aktifleşmesine yol açar [59-62]. Bu kaspazlar artık kendi kendini işleyebilir ve aktif 

kaspaz enzim moleküllerini sitozole salabilir. Burada 3, 6 ve 7 efektör kaspazlarını aktive 

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

 

Apoptozun yıkım fazı 

 

İntrensek ve ekstrensek yollar, apoptozun son aşamasına aracılık eden bir kaspaz kaskadı 

aktive etmek için birleşir. İntrensek mitokondriyal yol, başlatıcı kaspaz-9'u aktive ederken, 

ekstrensek ölüm reseptörü yolu, kaspaz-8 ve kaspaz-10'u aktive eder. Bu kaspazların aktif 

formları, daha sonra birçok hücresel bileşen üzerinde hareket eden kaspaz-3 ve kaspaz-6 gibi 

yıkım kaspazlarının hızlı ve sıralı aktivasyonunu tetikler. Örneğin, bir kez aktive edildiğinde 

bu kaspazlar bir DNaz inhibitörünü parçalayarak DNaz'ı enzimatik olarak aktif hale getirir 

ve DNA bozunmasının başlamasına izin verir. Kaspazlar ayrıca nükleer matriksin yapısal 

bileşenlerini proteolize eder ve böylece çekirdeklerin parçalanmasını destekler. Apoptozdaki 

diğer adımlar daha az iyi tanımlanmıştır [31]. 

 

2.3. OSHK Tedavisi ve Prognozu 

 

OSHK’nın tedavisi, tümörün evresine, hastanın genel sağlığına ve tümör dokusunun 

lokalizasyonu gibi faktörlere bağlıdır [64]. Erken evrede tanı konulan OSHK hastalarında 

radyoterapi (RT) tercih edilirken, ileri evrede tanı konulan kanser hastaları için cerrahi 

ve/veya kemoradyoterapi (KRT) yöntemlerinin ortak kullanımı ile tedavi mümkün 
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olmaktadır. Günümüzde hastalarda ise OSHK’yı kontrol altına almak için kombine tedavi, 

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

 

OSHK'nın kemoterapi ile tedavi yöntemleri arasında, sisplatin [66], karboplatin, 5 ‑ 

florourasil [67], metotreksat [68], taksanlar; paklitaksel [69] [70] ve dosetaksel [70] gibi 

antikanser ilaçlar yer almaktadır.  

 

Monoklonal antikorlar ve gen terapisi gibi hedefe yönelik moleküler tedaviler de son 

zamanlarda OSHK’da kullanılmaya başlanmıştır. Bu tedavilerin radyoterapi veya 

kemoretapiye göre avantajı yan etkilerinin daha kısıtlı olması ve hedefe yönelik tedavi 

içeriyor olmasıdır. Moleküler tedavilerde temel olarak EGFR, Siklooksijenaz-2 (COX-2), 

Peroksizom Proliferatörü ile Aktive Olan Reseptör y (PPARy) ve Progesteron reseptörü 

hedef alınmaktadır. Bu moleküller, OSHK'nin proliferasyonu ve farklılaşmasında önemli 

rolü olan moleküllerdir [71]. 

 

2.4. Oral Premalign Lezyonlar 

 

2.4.1. Tanım ve sınıflama 

 

Ağız mukozasında OSHK gelişme ve OSHK’ya ilerleme riski bulunan lezyonlar oral ‘pre-

malign’, ‘pre-kanseröz veya oral potansiyel malign lezyon (OPML) olarak 

tanımlanmaktadır. Birbirinden farkli etyoloji, risk faktörleri, klinik ve histolojik görünümleri 

bulunan lezyonlar dünya sağlık örgütü (DSÖ) 2020 sınıflamasına göre şu şekilde 

sınıflanmaktadır. 

 

 Lökoplaki (OL) 

 Proliferatif verrüköz lökoplaki (PVL) 

 Eritroplaki 

 Oral liken planus (OLP) 

 Oral submuköz fibrozis (OSF) 

 Aktinik keratoz/ Aktinik şelitis 

 Tütün kullanımına bağlı oluşan hiperkeratozlar 

 Oral lupus eritematöz  

 Konjenital diskeratoz 
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 Oral likenoid lezyonlar (OLL), 

 Oral greft versus host hastalığı (OGVHH) [72]. 

 

Lökoplaki, klinik uygulamada ve popülasyon araştırmalarında karşılaşılan en sık görülen ve 

en çok çalışma yapılan OPML olma özelliğini taşımaktadır [72]. DSÖ 2007'de lökoplaki 

tanımını "Kanser için artmış risk taşımayan, bilinen hastalıkları veya bozuklukları dışlayan, 

şüpheli risk taşıyan ağırlıklı olarak beyaz plak görünümlü’’ olarak yapmıştır [73].  Klinik 

bir terim olan lökoplaki, homojen ve homojen olmayan şeklinde başlıca iki gruba ayrılır. 

Homojen olmayan lökoplakiler içerisinde verrüköz lökoplaki, nodüler lökoplaki, benekli 

löloplaki (eritrolökoplaki) yer almaktadır. Resim 2.5’de OL’nin klinik ve histolojik 

görünümü verilmiştir. Özellikle, proliferatif verrüköz lökoplaki ve eritroplaki ise malign 

transformasyon potansiyeli en yüksek antiteler içerisinde yer almaktadır. 

 

 

Resim 2.3. A. Lökoplaki’nin klinik görünümü, B. Düşük dereceli displazinin histolojik 

görünümü (HEx40). (Halil Erhan Ersoy, Sibel Elif Gültekin izniyle 

koyulmuştur) 

2.4.2. OPML epidemiyolojisi 

 

Oral lökoplaki (OL), yapılmış olan son çalışmalarda, dünya çapında %2,6 [74] veya %4,1 

[75] görülme sıklığı bilidirilen en yaygın potansiyel malign lezyonlardan biridir. OL'nin 

rapor edilen malign transformasyon oranı % 0.13 ile % 40.8 arasında değişmektedir ve yıllık 

malign transformasyon oranı %1 ile %3'tür [76-78]. Birkaç klinik ve histopatolojik özellik, 

özellikle epitelyal displazinin varlığı, OL'nin prognozunu etkileyebilir. Displazinin varlığı 

ve derecesi şu anda OL'nin malign dönüşümünü öngören en çok kullanılan prognostik 

faktörlerdendir [79, 80]. 

B 

A  
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Eritroplaki, %0.02 ile %0.83 görülme sıklığı ile nispeten daha nadir görülür ve genellikle 

yüksek dereceli displazi veya SHK'yı temsil eder [81]. Eritroplakinin  %14 ile %50 arasında 

malign dönüşüm oranına sahiptir [82]. 

 

Oral liken planusun (OLP) malign potansiyel oluşturma kapasitesi ve diğer likenoid 

koşulları tartışma konusu olmaya devam etmektedir. OLP için, geniş bir metaanaliz 

çalışmasında, %1,14'lük bir malign transformasyon riski belirlenmiştir [83]. 

 

Oral mukozanın sertleşmesi ile ilerleyen inflamatuar bir hastalık olan oral submuköz fibrozis 

(OSF), Güneydoğu Asya'da areca fındık ürünleri kullanan hastalarda yaygın olarak görülür 

[84]. Oral epitelyal displazinin varlığı yaklaşık %25'tir ve malign transformasyon oranı %3 

ile %19 arasında değişmektedir [84, 85]. 

 

Proliferatif verrüköz lökoplaki (PVL), geleneksel risk faktörlerinden bağımsız olarak, 

ağırlıklı olarak yaşlı kadınlarda meydana gelen multifokal lökoplaki ile karakterizedir [86]. 

PVL'li hastalarda malign transformasyon riski yüksektir (% 60 ile %100), total eksizyondan 

sonra sık nüks (% 87 ile % 100) ve yüksek ölüm oranlarına (% 30 ile % 50) sahiptir [87]. 

 

Aktinik şelitis, UV radyasyonundan kaynaklanan, dudaklarda rastlanan ve en sık 50 

yaşından büyük erkeklerde görülen potansiyel malign lezyondur. Tahmini malign 

transformasyon oranı %10 ile %30 arasındadır ve dudakta genellikle SHK gelişiminden önce 

aktinik şelitis görülür [88, 89]. 

 

OPML’lerin maligniteye transformasyonunu belirleyen en önemli özellik mikroskop altında 

epitelde meydana gelen değişikiliklerdir. 

 

2.5. Oral Epitelyal Displazi 

 

Displazi kelimesi genel anlamıyla anormal büyümeyi ifade eder [90]. Epitel dokusu ve epitel 

hücrelerinde görülen kanserleşme yönündeki değişiklikler ise displazi olarak tanımlanır 

[90]. Displastik değişiklikler en sık olarak çok katlı yassı epitelde görülür [80]. İlk olarak 

serviks epitelinde tanımlanmış olan bu değişiklikler daha sonra ağız, farinks, larinks ve bronş 

mukozalarını döşeyen skuamöz epitel tabakasında da görülmeye başlanmıştır [80]. Ağız 

mukozasının beyaz veya kırmızı lezyonları epitel hücrelerinde gözlenen displastik 
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değişiklikler; “Oral epitelyal displazi” olarak tanımlanır ve o oluşumdaki kanserleşme 

eğilimini gösteren en önemli bulgu olarak değerlendirilir. Displastik değişikliklere neden 

olan faktörler ortadan kaldırıldığında, displastik değişiklikler normale döner [91]. 

“Epiteliyal displazi” DSÖ tarafından, oral kanserin öncü lezyonu olarak tanımlanmaktadır. 

Şiddeti arttıkça invaziv karsinoma dönüşme potansiyeli artmaktadır. 

 

Epitel dokusunda görülen displastik değişikliklerin sınıflandırılması, Binary sisteme [92] 

göre hücresel ve yapısal bozuklukların türüne ve miktarına bağlı olarak; düşük displazi ve 

yüksek displazi iken, DSÖ’ye göre hafif displazi, orta displazi ve ağır displazi olarak 

derecelendirilirler. 

 

DSÖ’nün 2022 sınıflamasına göre oral epitelyal displazinin mikroskobik 

değerlendirilmesinde kullanılan tanı kriterleri aşağıda sıralanmıştır [93]. 

 

Hücresel değişiklikler: 

 

 Nükleusun anormal derecede büyümesi, değişik büyüklükte nükleusların birarada 

bulunması (Anizonükleozis), 

 Hücrenin anormal derecede büyümesi ve değişik büyüklükte hücrelerin varlığı 

(Anizositozis), 

 Nükleolusun büyümesi ve sayıca artış göstermesi, 

 Atipik mitozlar, 

 Nükleus/sitoplazma oranının artması, 

 Nükleus şeklinin anormal olması (Nükleer pleomorfizm), 

 Hiperkromazi. 

 Mitotik aktivitede artış, 

 Çekirdek boyutunda artış, 

 Tek hücre keratinizasyonu, 

 Apoptotik mitoz. 

 

Yapısal değişiklikler: 

 

 Epiteldeki tabakalaşmada düzensizlik, 

 Tek hücrelerde erken keratinizasyon (Diskeratoz), 
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 Mitozların artması, 

 Mitotik figürlerin artması, 

 Su damlası görünümünde retelerin varlığı,  

 Retelerde keratin inciler, 

 Bazal hücrelerde kümelenme/yuvalanma 

 Geniş proliferatif alan, 

 Epitelde mitozun artması, 

 Generalize prematür keratinizasyon, 

 Epitelyal hücrelerde kohezyon kaybı, 

 Bölgeye özel farklı keratin paternleri, 

 Verrüköz veya papiller yapılanma, 

 Minör tükürük bezi kanallarına kadar değişikliklerin ulaşması, 

 Keskin sınırla değişikliklerin kesilmesi, 

 Displazinin multipl farklı paternleri, 

 Multifokal veye atlayan lezyonlar. 

 Mitozların artması, 

 Anormal yüzeyen mitoz, 

 Prematür tek hücre keratinizasyonu [94]. 

 

Ağız mukozasında görülen değişik derecelerdeki displastik lezyonların OSHK’ya dönüşme 

riskleri de farklıdır. Düşük derecede displazi tanısı alan vakalarda OSHK’ya dönüşüm oranı 

%17,7 iken, yüksek derecede displazi gösteren vakalarda ise %57,9 oranında OSHK’ya 

dönüşme riski bulunmaktadır [95].  

 

2.6. OPML’nin Etyolojisi ve Risk Faktörleri 

 

Oral epitelyal lezyon (OEL) gelişiminde; alkol, tütün kullanımı ve insan papilloma virüsü 

(HPV) rol oynamaktadır. Tütün kullanımının bırakılmasıyla birlikte OEL lezyonunda 

gerileme veya tamamen ortadan kaybolma olduğu gözlenmiştir. Bazı çalışmalarda alkol ve 

tütün kullanımıyla ilgili şüpheli veriler ortaya çıkmaktadır. Bu sonuçlara göre hiç tütün 

kullanmamış kadınlarda görülen OEL'lerin kansere dönüşme riskinin yüksek olması, tütün 

ile ilgili bilgilerde şüphe yaratmaktadır [96, 97]. OPML vakalarının çoğunu orta-yaşlı veya 

yaşlı hastalar, ağırlıklı olarak erkekler oluşturmaktadır [97, 98].  
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HPV ile yapılan araştırmalarda OEL'de HPV pozitifliği gösterilmiş ancak HPV'nin kansere 

dönüşmede OEL’nin epitel hücreleri üzerindeki nasıl bir etkiye sahip olduğu ve nasıl bir rol 

oynadığı tam olarak anlaşılamamıştır [87].  

 

Hindistan'da sigaranın ters içilmesi ve tütünün çiğnenmesi nedeniyle yanak mukozasında ve 

dudaklarda oluşan oral epitelyal lezyonlar daha yüksek oranda kansere dönüşme riski 

taşırlar. Uzakdoğu, Avrupa ve ABD'de ise ağız tabanı ve dilde yerleşim gösteren lezyonlar 

kansere dönüşüm açısından daha yüksek riskli bulunmuştur [99]. 

 

2.7. OPML ve Displazinin ’nin Moleküler Patogenezi 

 

OPML’nin gelişmesinde ve maligniteye ilerlemesinde çeşitli genetik, epigenetik ve çevresel 

faktörlerin varlığı yapılan çalışmalarda gösterilmiştir.  OPML displazisi ve/veya malign 

transformasyonun potansiyel belirteçleri olarak birkaç gen/protein ortaya çıkmıştır. En 

kapsamlı olarak incelenen örnekler arasında p53, Cyclin D1 ve podoplanin (PDPN) bulunur. 

Lökoplaki/eritroplaki'nin yaklaşık %50'si p53'ü aşırı ifade eder [100] ve artmış p53 ifadesi 

ağır displastik lezyonlarda düşük dereceli displastik lezyonlarla kıyaslandığında daha 

yüksektir [100]. 

 

Eritroplakide p53 mutasyonunun görülme sıklığı %46 sıklıkta rapor edilmiştir [101]. Aynı 

şekilde kromozomların 7 ve 17 polisomisi, gibi genetik değişiklik veya Rb, p53 veya  (DCC 

netrin 1 reseptör (DCC) gen bölgesinde 9p, 3p'de alelik kazanç eritroplaki ile 

ilişkilendirilmiştir [102-104]. 

 

Literatürde bulunan araştırmalar, kromozom kolları 3p ve 9p'nin heterozigotluk kaybını 

(LOH) (lökoplaki’nin %50’sini içerir) [105], oral lökoplaki'de artmış malignite potansiyeli 

ile ilişkili olduğunu göstermiştir [106]. Heterozigotluk kaybı (LOH), bir fonksiyonel alelin 

kalan tek kopyasını spesifik olarak etkileyen genomik materyal kaybının bir sonucu olarak 

somatik bir hücrede meydana gelir. OSHK’da değiştiği bilinen çeşitli kromozomal 

lokuslarda LOH ve allelik kazanç için oral eritroplaki ve lökoplaki lezyonlarını inceleyen 

Partridge ve diğerlerinin [103] yaptığı çalışmada, oral eritroplaki lezyonlarının pRb geni, 

p53 geni veya DCC geni içinde 9p, 3p'de heterozigotluk kaybı (LOH) veya allelik kazanıma 

sahip olabileceğini belirtmişlerdir. Malign dönüşümün, en fazla atrofik veya eroziv tipteki 

OLP vakalarında görüldüğünü bildirilmiştir [107]. APC mutasyonlu LOH, oral kanserlerde 
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sıklıkla saptanmamış olsa da, birçok çalışma oral skuamöz hücre kanserlerinin %25'inde 

LOH'yi tanımlamış ve %53,8'i LOH'yi göstererek daha yüksek bir oran ileri sürmüşleridir 

[108]. Bu nedenle APC, B-katenin ile etkileşimi yoluyla Wnt sinyal yolunun 

düzenlenmesindeki fonksiyonlarından dolayı OSF-OSHK'nin malign dönüşümünde rol 

oynadığı bildirilmiştir [109].  

 

Proliferatif verrüköz lökoplaki (PVL), ploidi seviyesinde genetik değişiklik içerir [110]. 

PVL'nin %89.2'sinde anöploidi bulunur [111]. LOH, PVL'de en sık görülen değişikliktir ve 

en sık 9p21’in (INFα, D9S1748 ve D9S171) allelik kaybı görülmektedir. Hafif ve orta 

derecede epitel displazisi gösteren PVL vakalarının doku belirteçlerinde artmış p53 ve 

MCM2'nin yüksek ifadesi rapor edilmiştir bu da artmış G0-G1 hücrelerinin daha yüksek bir 

oranını yansıtmaktadır [111, 112]. Shin [113] ve Christensen [114] ayrıca oral premalign 

lezyonlarda EGFR ifadesinin arttığını bulmuştur. Ayrıca, PVL’de yüksek TGF-a seviyeleri 

saptanmıştır [115].  

 

Dönüştürücü büyüme faktörü-a (TGF-a) ve epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR), 

oral keratinositlerin normal büyümesi ve farklılaşmasında rol oynar. EGFR ailesi, reseptör 

heterodimerleri oluşturma ve aralarında haberleşme özelliğine sahip EGFR (c-erbB1 veya 

Her1), c-erbB2 (Her2-neu), c-erbB3 (Her3) ve c-erbB4 (Her4) içerir. Hem EGF hem de 

TGF-a, EGFR'ye bağlanan ligandlardır [116]. Srinivasan ve Jewell [117], malignitenin ara 

belirteçleri olarak displazili premalign lezyonlarda EGFR ve ligandı TGF-a'nın ifadesini 

değerlendirdi. Ayrıca, displastik olmayan lezyonlarla kıyaslandığında, displazi riskinin artan 

EGFR ifadesi ile uyumlu olduğunu bildirmişlerdir [117]  

 

Bir çalışma, mikro uydu analizi ve Myc'e sentromerik bölgenin en az bir yeni değişikliğin 

varlığını destekleyen karşılaştırmalı genomik hibridizasyon kullanılarak kromozom 8q21-

24 üzerinde çoklu değişiklikler göstermiştir ve bu durum epitelyal displazili vakaların 

%52'sinde bulunmuştur [118].   

 

Rousseau ve diğerleri [119], siklin D1 geninin hafif displazilerin %41'inde, orta dereceli 

displazilerin %45'inde ve ağır displazilerin %24'ünde amplifiye edildiğini ve bunların da 

displazi derecelerine bağlı olarak protein miktarlarında yüksek ifade edildiklerini 

göstermişlerdir. Ayrıca, siklin D1 amplifikasyonunun yüzdesinin preneoplastik lezyonların 

şiddeti ile orantılı olduğu bildirmişlerdir [120]. Bu nedenle, birkaç bağımsız çalışmadan 
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yapılan çıkarım sonucunda, siklin D1 ifadesinin epitelde gözlenecek displastik değişimin 

saptanmasında kullanılacak bir biyobelirteç olduğunu düşündürmektedir [121]. 

 

Tümör baskılayıcı protein P53, hücresel etkilerini, yani bir hücre döngüsü kontrol noktası 

molekülü ve bir apoptoz düzenleyicisi olarak, esas olarak hücre döngüsü durması ve 

apoptozda yer alan hedeflerin transaktivasyonuna yol açan transkripsiyon fonksiyonu ile 

ortaya çıkarır [122]. Mutant P53'ün, immünohistokimya yoluyla kolayca saptanabilmesi için 

uzun bir yarı ömre sahip olduğu düşünülmektedir. P53'ün genetik tutulumunun 

araştırılmasına ek olarak, oral epitelyal displazide ve ayrıca oral karsinoma yakın displastik 

epitelde P53 aşırı ifadesini göstermek için yapılan girişimleri içeren çok sayıda çalışma 

vardır [123-125]. Yine benzer şekilde Niwa ve diğerleri (2001) in vivo yapmış oldukları 

çalışmada, pRb'nin azalmış fonksiyonunun, özellikle displazilerde malignite öncesi aşamada 

başlayabileceğini göstermişler ve pRb kaybı hiperplaziden displaziye geçişte rol oynadığını, 

pRb ve p53 yolaklarının ise malign fenotipin edinilmesi ile ilişkili olduğunu göstermişlerdir. 

 

2.8. Likit Biyopsiler 

 

2.8.1. Likit biyopsilerin tanımı 

 

Doku biyopsileri ile çalışmak tümörün tanımlanmasında altın standart olmasına rağmen, bu 

yöntem hem cerrahi işlem gerektirmesi hem de bazı anatomik bölgelere ulaşımdaki 

zorluklardan dolayı birçok sınırlama getirmektedir [127]. Tümörler, farklı değişiklikleri 

barındıran çeşitli hücre alt popülasyonlarını içeren heterojen oluşumlardır [128]. Ek olarak, 

tümör hücreleri zaman içinde genetik ve epigenetik değişikliklere uğrarlar [129]. Tümör 

hücresinin bu kadar çok değişikliğe uğraması; tümöral heterojeniteye, primer ve metastatik 

lezyonlar arasında tutarsızlıklara neden olmaktadır [127]. Bu nedenle, bölgesel ve süresel 

olarak sınırlı doku biyopsileri, genel tümör profilini temsil etmede, farklı bölgelerdeki 

değişiklikleri yakalamada ve sonuç olarak hastalığın ilerlemesini izlemede başarısız 

olabilmektedir [130]. 

 

Doku biyopsilerinin elde edilmesindeki zorluklar ve yetersizlikler göz önüne alındığında, 

son yıllarda onkoloji araştırmaları, dolaşımdaki tümör hücreleri (DTH'ler) dâhil olmak üzere 

kanser kaynaklı bileşenlerin saptanmasına dayanan likit biyopsilere odaklanmıştır [127, 

131-138]. Likit biyopsi (LB), kanser doku biyopsisi yerine kan, tükürük veya idrar gibi 
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kanseri tespit etme, analiz etme ve izleme olanağı sağlar. Likit biyopsi tekniği, “kan, idrar 

ve tükürük gibi çeşitli vücut sıvılarından elde edilen ve tümör hücrelerinin dolaşıma saldığı 

serbest DNA parçalarını tespit etmek amacıyla kullanılan bir test olarak tanımlamaktadır.”  

 

Likit biyopsilerin avantaj ve dezavantajları 

 

Likit biyopsi, geleneksel doku biyopsisi ile kıyaslandığında birkaç belirgin avantaj 

sağlamaktadır. Bu avantajlardan ilki, likit biyopsi temini minimal girişimseldir ve hatta bir 

hastadan tekrar tekrar alınacak kadar basit ve uygun maliyetli bir yöntemdir. Bu nedenle, 

kanser gelişimi, progresyonu ve prognozunun dinamik gözleminde yaygın olarak 

kullanılmaktadır. Daha da önemlisi, likit biyopsi, doku biyopsisine kıyasla tümör 

heterojenliğini daha iyi yansıtma özelliğine sahiptir. Farklı zaman aralıklarında kanser 

teşhisine ve izlenmesine yardımcı olacak birincil ve metastatik kanserler hakkında bize daha 

ayrıntılı ve kişiselleştirilmiş bilgiler sağlayabilir [139, 140]. 

 

Cerrahi doku biyopsileri avantajlarından bahsedecek olursak, histolojik tanı ve evreleme 

imkânı sunar. Primer bölge için, in situ biyobelirteç tayini sağlar. Doku biyopsisi 

dezavantajları ise, genellikle zor ve girişimsel olmaları, çoklu örneklemenin her zaman 

mümkün olmaması, tümör heterojenite sorunu (yani her zaman tüm malign tümörlerin klon 

çeşitlerini sunmuyor), zamansal ve mekânsal sınırlamalar olarak sıralanabilir. Likit 

biyopsilerin kolay ve girişimsel olmaması, kolayca ve progresyonun herhangi bir anında 

tekrarlanabilir olması, hastalığın gerçek zamanlı takibi ve tümör heterojenliği bu biyopsiler 

için avantaj sağlamaktadır. Dezavantajları ise, histolojik tanı ve evrelemenin 

sağlanamaması, standardizasyon eksikliği ve maliyetli olması olarak sıralanabilir [141].  
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Şekil 2.7. Doku biyopsileri ve likit biyopsilerin avantaj/dezavantajları [141].  

Likit biyopsi tarihçesi ve uygulama alanları 

 

Likit biyopsi kavramı ilk olarak Mandel P. ve diğerleri   tarafından 1948’te ortaya atılmıştır 

[142]. Stroun, M. ve diğerleri 1989’da  kanser hastalarında saptadıkları  hücre dışında serbest 

bulunan nükleik asitlerin kanser hücrelerindeki nükleik asitler ile benzer özellikler taşıdığını 

savunsa da yeteri kadar çalışma yapılamadığı için likit biyopsi kavramı hakettiği değeri 

görememiştir [143]. 

 

1994 yılına gelindiğinde Vasioukhin V. ve diğerleri  kemik iliğinde RAS mutasyonları pozitif 

DNA fragmanlarının varlığından bahsetmiş ve malign tümöre sahip hastalıkların 

plazmalarındaki serbest DNA miktarının arttığını bildirmişlerdir [144]. 

 

Nawroz ve diğerleri (1996), periferik kanda mikroRNA (miRNA) ve mikrosatellit 

değişimlere sahip serbest DNA’nın daha yüksek miktarda bulunduğunu bildirmişlerdir 

[145].  

 

Mori ve diğerleri (2006) metastatik melanoma vakalarının serumları ile yürüttükleri 

çalışmalarında serbest DNAları incelemişler, kanser ilişkili genlerin metillenmiş hallerinin 

varlığından söz etmişler ve bunların tedavi yanıtı üzerindeki olası etkilerini bildirmişlerdir 

[146]. Bu bilginin kanser çalışmalarına uyarlanması ile tümör klonalitesi ve metastatik 
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hücrelerin araştırılması, dolaşımdaki tümör hücrelerinin (DTH) tespiti sonucu kanser 

araştırmaları için yeni bir dönem başlamıştır. 

 

Eccles ve diğerleri (2007), dolaşıma salınan metastatik hücreleri ve kansere ait klonal 

hücrelerin varlığını bildirmişler ve mutasyonların saptanması ile de hedefe yönelik tedavi 

seçeneklerinin uygulanabileceğini ancak bu alanda yapılacak olan daha fazla çalışmaya 

ihtiyaç olduğunu belirtmişleridir [147]. 

 

Pantel ve diğerleri (2008), tarafından, kemik iliğindeki ve dolaşımdaki tümör hücrelerinin 

(DTH) yeni yöntemlerle tespit edilebilirliği gösterilmiştir [148].  

 

Schwarzenbach ve diğerleri (2011) dolaşıma salınan DNA, mRNA ve miRNAların kanser 

biyobelirteçleri olarak tümör yüküne sahip olduklarını ve kanser gelişimi ile doğrudan 

ilişkili olduklarını göstermişlerdir [149]. 

 

Crowley ve diğerleri (2013),  kanser tanısının verilmesinde, doku biyopsilerine alternatif bir 

yöntem olarak likit biyopsilerin kullanılmasının avantajlarını anlatmışlar ve hastalığın 

prognozuna yönelik bilgiler sağlanabileceğini belirtmişlerdir [150]. Aynı yıl Elshimali ve 

diğerleri kanser vakalarında,  parafine gömülü doku blokları ile likit biyopsileri 

karşılaştırmışlar ve likit biyopsilerin parafin doku çalışmalarına olan üstünlüğünün ve hasta 

takibindeki avantajları üzerinde durmuşlardır [151]. 

 

Gingras ve diğerleri (2015), Qin Z. ve diğerleri (2016), likit biyopsi ile yapılan moleküler 

çalışmaların parafin doku çalışmalarından daha etkili olabileceğini bildirmişler, sadece 

primer tümör dokusu değil aynı zamanda metastatik tümör dokularına yönelik bilgiler 

sunabileceğini de belirterek rutin klinik çalışmalarda likit biyopsi kullanımının 

uygulanabilirliği savını ortaya atmışlardır. 

 

Bennet ve diğerleri (2016), serbest tümör DNA’sının yeni nesil dizileme tekniği kullanılarak 

hasta takibi yapılmasının öneminden bahsetmiş, kanser tanı ve tedavi sürecinde kullanılacak 

olan yöntemlerin standardize edilmesinin gerekliliğini vurgulamışlardır [154]. 

 

Vendrell ve diğerleri (2017), akciğer kanserine sahip hastalarda serbest tümör DNA’sını 

farklı metotlar ile çalışarak karşılaştırmışlardır [155]. Aynı yıl Caswell D. R. ve diğerleri 
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likit biyopsi materyali ile çalışmanın tümör heterojenite sorununu en aza indirmek için 

faydalı bir yöntem olabileceğini savunmuşlardır [156]. 

 

Bernard ve diğerleri (2019), pankreas kanserli hastaların plazmalarında çalıştıkları eksozom 

ve ctDNA örneklerinde hastalığın hem önlenebilmesinde hemde prognozunda faydalı 

olabileceğini göstermişleridir [157]. 

 

Cui ve diğerleri (2021), farklı evrelerde olan ağız kanserli 11 hastanın kan ve tükürüklerinde 

somatik mutasyonların varlığını saptamışlar, bu hastalardan alınacak olan kan ve tükürük 

örneklerinin hastalığın takibi ve metastazı açısından pratik faydalar sağladığını 

belirtmişlerdir [158]. 

 

Son on yıl içinde likit biyopsi kavramı detaylı olarak açıklanmış ve likit biyopsinin kullanım 

alanlarına yönelik çalışmalar gittikçe artmaya başlamıştır. Günümüzde likit biyopsi ile 

çalışmak hem araştırma hem de rutin klinik çalışmalarda klinik laboratuvar uygulamalarına 

önemli katkılar sağlamaktadır [159]. 

 

Klinik materyal olarak likit biyopsilerin kullanılması kanser taramasını [160], tanıyı [137, 

161-166] ve prognozu [136, 167, 168], daha heterojen bileşenlerin sınıflandırmasını ve daha 

iyi hasta görüntülemesi yapmayı, tedaviye yanıtı ve tedaviye dirençli klonları tespit etmeyi 

ve hedefe yönelik tedavilerin geliştirilmesini amaçlamaktadır. Bütün bunlar, hastalar için 

cerrahi işlem gerektirmeden hastalık ilerlemesi boyunca birkaç kez tekrarlanabilen bu 

minimal invaziv prosedürün tanıtılmasıyla ve daha çok çalışma yapılmasıyla başarılabilir 

[169].  

 

2.8.2. Likit biyopsi bileşenleri 

 

Nükleik asitlerin kana salınmasının tümör mikroçevresindeki kanser hücrelerinin apoptoz ve 

nekrozu ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. Nekrotik ve apoptotik hücreler genellikle 

makrofajlar veya diğer çöpçü hücreler tarafından fagosite edilir [170]. In vitro hücre kültürü 

deneyleri, makrofajların DNA salımı sürecinde ya aktive olabildiğini ya da ölebildiğini 

göstermiştir [170]. Hücresel nükleik asitlerin fragmanları da aktif olarak salınabilir [171, 

172]. 3 x 1010 tümör hücresine tekabül eden 100 g ağırlığındaki bir tümörü olan bir hasta 

için, her gün tümör DNA'sının %3,3'üne kadar kana girebileceği tahmin edilmektedir [103]. 
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Ortalama olarak, bu DNA'nın boyutu, 70 ile 200 baz çiftinden oluşan küçük parçalar ile 

yaklaşık 21 kilobazlık büyük parçalar arasında değişir. Salgı ayrıca potansiyel bir serbest 

dolaşan DNA (cfDNA) kaynağı olarak önerilmiştir. Kanda dolaşan tümör hücreleri ve kemik 

iliği ve karaciğer gibi uzak bölgelerde bulunan mikrometastatik kalıntılar da serbest dolaşan 

nükleik asit (cfNA) salınımına katkıda bulunabilir [173, 174]. Likit biyopsiler sahip 

oldukları bileşenlere göre; serbest dolaşan tümör hücreleri (DTH), mikroRNA (miRNA) ve 

eksozomal veziküller (EV) olmak üzere 3 temel gruba ayrılmaktadır. Özellikle serbest 

dolaşan tümör DNA'sı (ctDNA) ve mikroRNA (miRNA), tümörden türetildikleri ve tümör 

hücresi nekrozu ve/veya apoptozu takiben kan dolaşımına döküldükleri için çeşitli teşhis 

uygulamalarında ilgi konusu hedeflerdir [149].  

 

Serbest dolaşan DNA (cfDNA)/dolaşıma katılan tümör DNA’sı (ctDNA), serbest dolaşan 

tümör hücreleri (DTH) 

 

Farklı histopatolojik tipte tümörleri olan hastalarda, mitokondriyal ve viral DNA'nın yanı 

sıra epigenomik ve genomik DNA'dan oluşan toplam cfDNA'nın artan seviyeleri, farklı 

floresan bazlı yöntemlerle (PicoGreen boyama ve ultraviyole (UV) gibi) veya kantitatif PCR 

(SYBR Green ve TaqMan gibi) değerlendirilmektedir. Kanser hastaları sağlıklılardan daha 

yüksek cfDNA seviyelerine sahip olmalarının yanı sıra kontrol grubunun cfDNA 

konsantrasyonları, her iki grupta da plazma veya serum numunelerinde önemli ölçüde 

farklılık göstermektedir [175-177]. Ortalama 180 ng/ml kanda, kanın ml'si başına 0 ile 

>1.000 ng arasında cfDNA ölçülmüştür [178-181]. cfDNA konsantrasyonunun 

değerlendirilmesi, diğer kan tümör biyobelirteçleri ile kombinasyon halinde faydalı olabilir. 

Lokalize hastalığı olan kanser hastalarında cerrahi sonrası cfDNA seviyeleri sağlıklı 

bireylerde gözlenen seviyelerde görülmektedir [182]. Bununla birlikte, cfDNA seviyesi 

yüksek kaldığında, kalıntı tümör hücrelerinin varlığını gösterebilir [175].  cfDNA, hem 

genomik DNA (gDNA) hem de mitokondriyal DNA'dan (mtDNA) oluşur. İlginç bir şekilde, 

serbest dolaşan mtDNA ve gDNA seviyeleri, dolaşımdaki mtDNA ve gDNA'nın farklı 

doğasını gösteren bazı tümör tiplerinde korelasyon göstermez [183, 184]. cfDNA ayrıca 

mikro uydu kararsızlığı, LOH, mutasyonlar, polimorfizmler, metilasyon ve bütünlüğü 

(boyut) incelemek için kullanılabilen hem kodlayan hem de kodlamayan gDNA'yı içerebilir 

[185].  
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miRNA’lar 

 

MikroRNA (miRNAlar), doğal olarak oluşan küçük kodlamayan RNA moleküllerinin bir 

sınıfıdır. Olgun miRNA'lar 19 ile 25 nükleotitten oluşur ve 70-100 nükleotitlik saç tokası 

öncü moleküllerinden türetilir. İnsan miRNAlarının %50'si, tümör gelişimi sırasında DNA 

amplifikasyonları, delesyonları veya translokasyonları sergileyebilen kırılgan kromozomal 

bölgelerde lokalize olduğundan, kanserde ifadeleri sıklıkla düzensizdir [186]. Bu nedenle 

miRNAlar kanserde gen ifadesinin düzenlenmesinde önemli rollere sahiptir [187]. Bugüne 

kadar, solid kanserler (örneğin yumurtalık, akciğer, meme ve kolorektal kanser) üzerine 

yapılan çalışmalar, miRNAların apoptoz, hücre proliferasyonu, epitelden mezenkimal geçiş 

ve metastaz gibi farklı hücresel süreçlerin düzenlenmesinde rol oynadığını bildirmektedir. 

Kanda miRNAlar oldukça kararlı görünmektedir, çünkü bu miRNAların çoğu apoptotik 

cisimler, mikro veziküller veya eksozomlarda bulunur ve bilinen mRNA bozunma 

faktörlerine dayanabilir [188, 189]. Kan miRNAlarının ifade profili, kanser hastalarının 

belirlenmiş risk faktörlerine ve kan örneklerinin tedaviden, ameliyattan veya kemoterapiden 

önce mi yoksa sonra mı alındığına göre değişebilir [188]. Bununla birlikte, biyolojik 

rollerinden dolayı, dolaşımdaki miRNAlar tanısal, prognostik ve öngörücü biyobelirteçler 

olma potansiyeline sahip olabilir ve ayrıca gelecekteki potansiyel terapötik hedefler olarak 

kabul edilebilirler [188]. Dolaşımdaki miRNAların analizi yeni başlamış olsa da, özellikle 

de dolaşımdaki miRNA ifadelerindeki düzensizlikler kanser gelişimi ve progresyonu 

arasında güçlü ilişkiden dolayı umut verici biyobelirteçler haline gelebileceğine dair 

göstergeler vardır [149]. 

 

Eksozomal veziküller 

 

Ekstrasellüler veziküller (EV) özellikle eksozom araştırmaları biyomedikal alanda hızla 

büyüyen çalışma alanlarından biridir. Bu araştırma alanı son zamanlarda bölgesel ve uzak 

metastazlar arası iletişimi düzenlemek için yoğun ilgi görmektedir [190]. EV’ler “işlevsel 

kargo ve biyolojik bilgi” aktarma kapasitesine sahip olduklarından dolayı çeşitli hastalıkların 

tedavisi için teşhis ve tedavi araçları olarak kullanılmaktadırlar. "EV'ler" terimi, hücreden 

türetilen heterojen bir grubu kapsar ve bakteriler de dahil olmak üzere herhangi bir hücre 

tipi tarafından vücut sıvılarına dökülen küçük vezikül olarak tanımlanmaktadır [190]. Boyut 

dağılımlarına ve oluşumlarına göre EV'ler, eksozomlarlar içinde mikroveziküller (MV'ler) 

ve apoptotik cisimler olmak üzere ikiye ayrılır. Eksozomlar, endozomal membranların içe 
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doğru tomurcuklanmasıyla oluşturulan ve EV'lerde minimum çap büyüklüğüne (neredeyse 

30-150 nm) sahip olan en özel alt gruptur. Buna karşılık, MV'ler (100 nm-1 μm) ve apoptotik 

cisimler (1-5 μm) dışa doğru tomurcuklanma ile oluşurlar [191, 192]. EV’ler üzerinde 

yapılan çalışmalar, hücre dışı veziküllerin, esas olarak hücreler arası iletişimi teşvik etmek 

için fonksiyonel kargo görevi gördüğü ve hedeflenen transfer işlevlerini doğrulukla yerine 

getirdiğini göstermektedir [193]. Eksozomlar, mikro veziküller ve apoptotik cisimlerin tümü 

zar atıklarından oluşan kesecikler olmasına rağmen, tamamen farklı bir biyogenez modeline 

sahiptirler. Eksozomlar endositozdan kaynaklanır, bu da plazma zarının vezikülleri 

yükseltmek için dışarıdan içeriye girdiği anlamına gelir. Sonuç olarak, eksozomlar hücre dışı 

materyaller ve hücresel membran bileşenleri içerir [193]. MV'ler ve apoptotik cisimler, 

eksozomların aksine, plazma membran yüzeyinden (içeriden dışarıya) sıkıştırılarak dışa 

doğru tomurcuklanma yoluyla üretilir. Bu nedenle, MV'ler ve apoptotik cisimler topluca 

ektozomlar olarak bilinir [194, 195]. EV'lerin genellikle lipidler, proteinler ve genetik 

materyal dahil olmak üzere spesifik biyoaktif kargolarına dayalı biyofonksiyonları olduğu 

düşünülmektedir [196]. Genetik materyallerin fonksiyonuna RNA (mRNA, miRNA ve diğer 

kodlamayan RNA), DNA ve diğer sitozolik moleküller ve bileşenler dâhildir. Birkaç 

çalışma, EV'lerde paketlenmiş genetik materyalin hücreler arasında değiş tokuş edildiğini 

ve daha sonra EV'lerin hedef hücrelerinin yeniden programlanmasını uyarmak için 

transkripsiyona uğradığını göstermiştir [197, 198]. EV'lerin patolojik durumlarda RNA 

içeriğinde meydana gelen değişim insan hastalıklarında tanı ve teşhis için uygulanabilir 

biyobelirteç kaynağı haline gelmiştir [199].  

 

CtDNA [129, 130, 135], serbest dolaşan tümör RNAsı (ctRNA) [133], ekstrasellüler vezikül 

(EV) [133, 200], tümör barındıran plateletler [201], hastaların biyolojik sıvılarında, tümörler 

ve metastatik bölgeler hakkında genomik [202, 203], epigenetik [204], transkriptomik ve 

proteomik [205] bilgilerin elde edilmesini kolaylaştırmıştır. 

 

2.8.3. Likit biyopsi çeşitleri 

 

Kan 

 

Plazma, kanın sıvı kısmıdır ve vücudun çeşitli organlarına ürünlerin taşınması, hücrelere 

besin sağlanması ve atık ürünlerin taşınmasında görevli biyolojik sıvıdır. Aynı zamanda 

normal kan basıncının korunmasında kritik bir role sahiptir [206]. Tam kandaki tüm hücresel 
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elementler santrifüjleme ile çıkarılırsa elde edilen sıvı plazmadır ve bu da %92’ye karşılık 

gelmektedir. Plazmadaki çözünmüş katılar esas olarak proteinlerdir (%7) ve kalan %1'lik 

kısım glikoz, lipidler, enzimler, vitaminler, hormonlar ve üre ve CO2 gibi atık ürünleri 

içermektedir [207]. 

 

Serum, pıhtılaşmış kandan ayrılan berrak bir sıvıdır. Fibrinojenler dışında bileşimi plazma 

ile aynıdır. Fibrinojenler kanın pıhtılaşmasında önemli role sahip proteinlerdir. Serum, kanın 

pıhtılaşmasında kullanılmayan elektrolitler, antikorlar, antijenler, hormonlar gibi tüm 

proteinleri içerir [208].  

 

Plazma ve serumda dolaşan tümör DNA'sı, kanser tespiti, tümör yükünün ve hastalığa 

yanıtın izlenmesi için potansiyel biyobelirteç olarak artan bir şekilde incelenmektedir [209]. 

 

Tükürük 

 

Tükürük pH=6–7’ sahip üç büyük tükürük bezinden (parotis, submandibular, sublingual) ve 

minör bezlerden (labial, bukkal, lingual ve palatal dokular) salınan, dişeti oluğu sıvısı, hücre 

döküntüleri, plak, bakteri, nazal ve bronşiyal salgıların da bulunduğu asidik biyolojik sıvıdır 

[210, 211]. Tükürük %99 su, %0,3 protein ve %0,2 inorganik ve organik madde içermektedir 

[99]. En yaygın inorganik bileşenler: potasyum, sodyum, magnezyum, kalsiyum, klorür ve 

karbonatlar iken, organik bileşenler ise amilazlar, peroksidaz, lipaz, müsinler, lizozim, 

laktoferrinler, sistatinler, hormonlar ve büyüme faktörlerini içermektedir [212]. Sağlıklı bir 

bireyde günlük tükürük salgısı 0,5 ile 1,5 L arasında olduğu tahmin edilmektedir [213].  

 

Tükürük oral duyumların algılanması gibi işlevlerin yanı sıra (yani tat, sıcaklık ve dokunma), 

çiğneme, yutma ve sindirim gibi birçok hayati role sahip biyolojik sıvıdır. Buna ek olarak, 

re-mineralizasyonunu arttırarak diş minesini ve mineral kaybını da önlemektedir [214, 215]. 

Tükürük ayrıca oral mukozayı biyolojik, mekanik ve kimyasal faktörlerin yanı sıra 

bakteriyel, viral ve fungal enfeksiyonlardan korur, böylece ağız boşluğu ekosisteminin 

dengede kalmasına yardımcı olmaktadır [216, 217].  

 

Biyolojik sıvı olarak tükürüğü kullanmanın birçok avantajı bulunmaktadır. Bu avantajlar; 

toplanması hızlı, kolay, ucuz ve cerrahi işlem gerektirmeden temin edilmesidir. Ayrıca, 

epidemiyolojik araştırmalar için toplanması, saklanması ve taşınması da kolaydır ve hastanın 



32 

 

mevcut fizyolojik durumunun incelenmesinde de kullanıma oldukça uygun bulunmuştur 

[210]. Tükürük toplamak için çeşitli şirketler farklı özelliklerde tükürük toplama araçları 

geliştirmiştir (Resim 2.3.). Bir hastadan tükürük toplama yönteminin ilk örneği, tükürük 

kalsiyumunun (Ca+2) analizi için Wainwright tarafından 19. yüzyılın başlarında (1934) 

olmuştur. Wainright yönteminde hastanın başı öne eğilerek ağız dikey olarak aşağıyı gösterir 

ve tükürüğün ağızdan bir filtre hunisi içine damlamasına izin verilir [218]. Pasif salya akışı 

sağlanarak ya da plastik tüpe hastaların tükürmesi söyelenerek tükürük toplama işlemi 

yapılır [219]. 

 

 

Resim 2.4. Çeşitli tükürük toplama araçları. A. Salivatte, B. Quantisal, C. SCS (Greiner-

BioOne) [220] 

İdrar  

 

İdrar içeriğinde, epitel hücreleri, böbrek kaynaklı hücreler, beyaz kan hücreleri (WBC), 

kırmızı kan hücreleri (RBC) ve ürotelyal hücrelerin yanı sıra genetik materyal, proteinler, 

peptitler ve inorganik bileşikler de dâhil olmak üzere çeşitli hücre türlerini barındırır. apılan 

çalışma sonuçlarında, hücreler tarafından sistemik dolaşıma salınan  dolaşımdaki serbest 

DNA (cfDNA)'nın böbrekler tarafından filtrelenip ve idrarla iletildiği gösterilmiştir [221]. 

Bu nedenle, bilim adamları ve klinisyenler, kolorektal kanser (KK) [222], mesane kanseri 

(MK) [223], kronik böbrek hastalığı [224] prostat kanseri (PK) [225], dâhil olmak üzere 

hastalıkların potansiyel tespiti için idrarı  biyopsi materyali olarak kullanmayı tercih 
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etmektedirler. Ayrıca, böbrek veya genitoüriner sistemi etkileyen hastalığı olan hastalar için 

de idrar, hastalıkla ilişkili cfDNA için daha konsantre bir örnek kaynağı olarak görev 

yapabilmektedir [221]. 

 

Beyin-omurilik sıvısı 

 

Beyin-omurilik sıvısı (BOS), elde etmek cerrahi tümör biyopsisinden daha az girişimsel 

olmasına rağmen, klinik risk ve materyal temininin hasta için kolay olmaması, biyopsi 

alınımını zorlaştıran bir işlem olmaktadır [226]. BOS, primer veya metastatik tümörlerden 

kaynaklanan merkezi sinir sisteminin (MSS) tümör hücreleri ile yakın temas halindedir. 

Beyin tümörü hastalarının  BOS’unda ctDNA’nın bulunduğu gösterilmiştir [227]. BOS, 

MSS tümörlerinin seri izlenmesi için uygun olan ve lomber ponksiyonla eldesi sağlanan, 

tercih edilen biyolojik sıvıdır. Bu nedenle, BOS-ctDNA'nın daha ileri analizi, primer veya 

metastatik beyin tümörlerine sahip tüm hastalar için faydalı olabileceği düşünülmektedir 

[228]. 

 

2.9. Biyobelirteçler 

 

Ulusal Kanser Enstitüsüne (UKE) göre biyobelirteç; "kanda, diğer vücut sıvılarında veya 

dokularda bulunan ve normal veya kanser gibi anormal bir sürecin veya hastalığın işareti 

olan biyolojik bir moleküldür"[229]. Biyobelirteçler, tipik olarak, hastalığı olan kişiyi, 

hastalığı olmayan bir kişiden ayırt eder. Değişiklikler, germ hattı veya somatik mutasyonlar, 

transkripsiyonel değişiklikler ve translasyon sonrası değişiklikler dahil olmak üzere bir dizi 

faktöre bağlı olabilir [229]. Bu değişikliklerin yanı sıra proteinleri (örneğin bir enzim veya 

reseptör), nükleik asitleri (örneğin bir mikroRNA veya diğer kodlamayan RNA), antikorları 

ve peptitleri içerebilen çok çeşitli biyolojik belirteçler vardır [229] (Şekil 2.9). 
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Şekil 2.8. Biyobelirteçlerin sınıflandırılması [230]. 

2.10. Kanser Biyobelirteçlerinin Üretimi İçin Kanser Gelişimi ve Mekanizmaları 

 

Kanser, normal hücre davranışını değiştiren kontrolsüz hücre büyümesi ve çoğalmasını 

içeren temel anormalliği yansıtan çok faktörlü bir hastalık kümesidir. Moleküler 

mekanizmalar, çoklu genlerin ifadesinde değişiklikler sergiler, çoğunlukla (proto) 

onkogenler, tümör baskılayıcı genler ve hücre proliferasyon olaylarının düzensizliği durumu 

ile kanser genotipi ve fenotipinin gelişimine katkıda bulunan DNA onarım genlerini içerir 

[8].  2000 yılında Hanahan ve Weinberg tarafından kanser belirteçleri hipotezi öne 

sürülmüştür. Başlangıçta kanser gelişimi için biyolojik mekanizmaları; proliferatif 

sinyalleşme, büyüme baskılanmasından kaçınma, hücre ölüm direnci (ölümsüzleştirme), 

replikatif ölümsüzlüğü sağlama, anjiyogenezin indüklenmesi ve son olarak invazyon ve 

metastaz aktivasyonu olmak üzere altı sürece ayırmışlardır [8]. Yapılan araştırmalar, 

kanserin histon modifikasyonu ve metilasyonun DNA değişimi gibi epigenetik değişiklikler 

tarafından da tetiklenebileceğini ve kromatinin yoğunlaşma durumunda değişikliklere neden 

olabileceğini düşündürmektedir [231]. Nokta mutasyonu, gen yeniden düzenlenmesi veya 

amplifikasyonları gibi kanser hücrelerinin genetik değişiklikleri, hücre bölünmesi ve 

proliferasyonunu takip eden bozukluklar, spesifik bir kanser türüne sahip hastaların çoğunda 

bu tür değişikliklerin biyobelirteçlerinin salınmasıyla kendini gösterecektir. Bu nedenle, 

kanser tespiti veya çeşitli tedavilere verilen yanıtların tahmin edilmesi için biyobelirteçler 
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olarak kullanılabilirler [232-234]. Karsinojenezin veya kanserin ayırt edici özelliklerinin 

altında yatan değiştirilmiş moleküler mekanizmaların ve hücresel süreçlerin kapsamlı bir 

şekilde anlaşılması, kanser biyobelirteçlerini ve kanser hastalarındaki klinik faydalarını 

birbirine bağlayabilir. Genetik, moleküler ve metabolik biyobelirteç, Şekil 2.10’da 

gösterildiği gibi hücresel çoğalma ve metabolizma üzerindeki etkilerini takiben gen 

mutasyonundan kanser hücrelerinde meydana gelen olayların sırasının uygulanmasıyla 

tanımlanabilir. 

 

 

Şekil 2.9. Bhatt ve diğerlerinden modifiye edilmiş karsinojenez sürecinde biyobelirteçlerin 

tanımlanması [235]. 

Onkoloji araştırmaları için en büyük zorluklardan biri, kanser biyobelirteçleri ile kanser 

patolojisi arasındaki kesin ilişkiyi kurmak ve aynı zamanda tam olarak değiştirilmiş geni 

veya hücresel süreci hedefleyen hedefe yönelik tedavilerin geliştirilmesinin yanı sıra kanseri 

erken aşamada tespit etmektir [233]. 
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2.11. Likit Biyopsilerin Farklı Kanserlerde Kullanımı 

 

2.11.1. Prostat kanseri ve girişimsel olamayan biyobelirteçleri 

 

Prostat kanseri Prostat kanseri (PKa), 2020 Uluslararası Kanser Araştırmaları Ajansı (IARC) 

GLOBACAN verilerine göre yılda 1 414 259 yeni vaka tanısı ve yılda 375 000 ölümle 

birlikte, erkekleri etkileyen ve dünyada en sık görülen ikinci kanserdir [1]. Prostat kanseri 

risk sınıflandırması ve tedavi yönetimi için doku biyopsileri en güvenilir yöntemdir. Ancak, 

girişimsel işlemelerin hematüri, enfeksiyon, gibi komplikasyonalrının yanısıra profilaktik 

olarak uygulanan antibyotiğe karşı gelişen direnç biyopsi alınımına sınırılamalar 

getirmektedir. Bu nedenle, doku biyopsi işlemlerine duyulan ihtiyacı azaltabilecek likit 

biyopsilerin kullanılabilirliği gündeme gelmektedir. 

 

Kan, idrar gibi biyolojik sıvıların likit biyopsi olarak kullanıldığı prostat kanserinde en sık 

kullanılan belirteç Prostat Spesifik Antijeni (PSA) olarak adlandırılan prostata özgü bir serin 

proteazdır [169]. PSA taraması, prostat kanserinin erken tespitinde önemli bir rol 

oynamaktadır ancak spesifitesi düşüktür [166-167]. Prostat kanserine özgü daha spesfik 

diğer bir beliteç ise kodlama yapmayan bir RNA olan Prostat Kanseri Antijeni 3 (PKA3) ya 

da diğer adıyla DD3dür. PKA3’ün hastaların biyopsi işleminden kurtarabilecek bir belirteç 

olduğu düşünülmekle beraber, hastalığın agresifliğini veya prognozunu tahmin etmek 

açısından yapılacak başka çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır [170]. 

 

PSA’ya ve PKA-3’e alternatif olabilecek yeni tanı ve takip biyobelirteçleri geliştirilmekte 

olup dolaşımda bulunan DTH’ler özellikle takip sürecinde umut vaadetmektedir [236]. 

Literatürde yapılmış olan önceki çalışmalardan yola çıkarak, miR-24-3p, miR-27a-3p, miR-

146b-5p ve miR-23a-3p, PKa hücre hatlarında tümör hücresi göçü, invazyonu ve 

proliferasyonunu etkileme potansiyeline sahip oncomiRler rapor edilmiştir [237-240]. MiR-

30a-5p, miR-455-3p, miR-23b-3p, miR-494-3p ve miR-27b-3p ise PKa'daki spesifik 

genlerin baskılayıcıları olarak rapor edilmiştir [240-242]. Koh ve diğerleri (2022) yaptıkları 

pilot çalışmada PKa hastalarından alınan idrar, plazma ve FFPE doku örneklerinde kapsamlı 

bir çalışma yürütmüşler ve bu hastaların örneklerinde serbest dolaşan miR (cfmiR) profili 

için 42 idrar cfmiR'sini belirlemişlerdir [243]. Belirledikleri bu cfmiR’lerin PKa'yı teşhis 

etmek için faydalı biyobelirteç olabileceğini yaptıkları çalışma sonucunda öne sürmüşlerdir. 
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2.11.2. Karaciğer kanseri girişimsel olmayan biyobelirteçleri 

 

Karaciğer kanseri (Hepatoselüler karsinom (HSK)), 2020 GLOBACAN verilerine göre 

dünya çapında en yaygın görülen beşinci kanser olup, yaklaşık 905 507 yeni vaka 830 000 

ölüm ile en sık görülen kanser ölüm nedeni arasındadır [1]. HSK gelişimi için risk faktörleri 

arasında hepatit B virüsü (HBV) ve / veya hepatit C virüsü (HCV)’nün neden olduğu viral 

enfeksiyonların sebep olduğu karaciğer sirozu, evre IV primer biliyer siroz, Wilson hastalığı, 

aşırı alkol alımı, ve aflatoksinlere maruziyet bulunmaktadır [244]. 

 

Serum alfafetoprotein (AFP) uzun süredir HSK taraması ve sürveyansı için bir kullanılan bir 

belirteç olmakla birlikte sensitivite veya spesifitesi kesin tanı için yeterli değildir [244]. 

 

Son yıllarda, karaciğer kanserinin prognozunu iyileştirmek için birçok araştırmacı, tümör 

biyobelirteçlerini keşfetmede yoğun çabalar sarfetmektedir. Örneğin, Lu ve diğerleri (2021), 

HSK'da transkripsiyon faktör-21 (TCF21)'in ifade seviyelerinin önemli ölçüde azaldığını ve 

hastalığın invaziv ilerlemesi ile negatif korelasyon gösterdiğini öne sürmüşler, TCF21’in, 

HSK’nın prognozunu tahmin etmek için iyi bir biyobelirteç olabileceğini iddia etmişlerdir 

[245]. Qiu ve diğerleri (2020), tümör dokularındaki uzun kodlamayan RNA (lncRNA) 

LOC285194 ifade seviyesinin komşu normal dokulardakinden önemli ölçüde düşük 

olduğunu ve genellikle HSK'da düşük ifade edildiğini bulmuşlardır [246]. LncRNA 

LOC285194 ifadesi, tümörlerin oluşumu, gelişimi, invazyonu ve metastazı ile yakından 

ilişkilidir ve karaciğer kanseri için yeni tedavilerin geliştirilmesi için potansiyel bir hedef 

olarak kullanılabilen antikanser etkilere sahiptir. Birçok biyobelirteç önerilmiş olmasına 

rağmen, HSK'nın prognostik değerlendirmesi klinikte oldukça zordur. Ek olarak, bu malign 

tümör için yeni ve spesifik biyobelirteçlerin belirlenebilmesi için yapılacak daha fazla 

çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır [247]. 

 

2.11.3. Meme kanserinde likit biyopsilerin kullanımı  

 

Meme kanseri 2020 GLOBACAN verilerine göre 2 261 4 yeni vaka tanısı ve 685 000 ölüm 

ile en çok kadınlarda görülen kanser türüdür [1]. Meme kanseri insidansının, özellikle meme 

bezlerinde somatik mutasyonların birikmesi nedeniyle yaşla arttığı bilinmektedir [248]. 
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Birçok çalışma, semptom öncesi aşamalarda meme kanserinin erken teşhisi için likit biyopsi 

potansiyelini incelemiştir [248]. 

 

Meme kanserli hastaların kan örneklerinde yapılan pek çok çalışmada PIK3CA geninin 

ctDNA'da gözlenen mutasyon oranları ölçülmüş grade III meme tümörlerinde grade I 

tümörlere göre çok daha yüksek olduğu gösterilmiştir ve sonuçların doku biopsileri ile 

uyumlu olduğunu göstermişleridir [249, 250].  

 

Maltoni ve diğerleri (2017), 2002-2010 yılları arasında, ameliyat öncesi 79 meme kanserli 

hasta ve 10 kontrol olmak üzere serum örnekleri ile çalışma yürütmüşlerdir. HER2, MYC, 

P13KCA gibi cfDNA’da sürekli değişim gösteren genleri RT-qPCR kullanarak 

değerlendirmişlerdir. Araştırmacılar, meme kanseri hastalarının, daha fazla bütünlük ve daha 

düşük apoptotik indekse sahip sağlıklı kontrollerle kıyaslandığında, daha fazla miktarda 

cfDNA gösterdiğini gözlemlemişlerdir. Çalışma, cfDNA'nın likit biyopsi yoluyla analiz 

edilmesinin klinik ortamlarda prognostik bir biyobelirteç olarak büyük potansiyele sahip 

olabileceği sonucuna varmıştır [251]. 

 

Siravegna ve diğerleri (2017), beyin metastazı olan HER2+ meme kanseri hastasının BOS 

ve plazmada farklı ctDNA profilleri sunduğunu ve bunun metastazlı meme kanserinin klinik 

takibini geliştirmek için kullanılabileceğini göstermişlerdir [252].  

 

Beyin omurilik sıvısı (BOS) ve plazmada ctDNA değişikliklerini ölçmek için dijital 

damlacıklı PZR (ddPZR) ve yeni nesil tam ekzom dizileme (TED) analizini uygulamışlardır. 

Sonuçları, BOS'den izole edilen ctDNA'da TP53, PIK3CA, ERBB2, cMYC genlerinin 

ifadesinde bir artış olduğunu gösterirken, tedavi sonrası plazma ctDNA’da bahsi geçen 

genlerin ifadesinin azaldığını bildirmişlerdir [248]. 

 

Meme kanserinin karmaşık biyolojik ve klinik yapısı, moleküler arka plan ve hastalığın 

mekanizmaları hakkındaki bilgilerdeki eksikliklerden dolayı, hastalığın tedavisinde birçok 

zorluğa neden olmaktadır. Aynı zamanda etkili olan kişiselleştirilmiş ve hedefli tedavilerin 

geliştirilmesi, tümörlerin heterojenliğinin daha iyi anlaşılmasını gerektirmektedir [248]. 
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2.11.4. Akciğer kanserinde likit biyopsilerin kullanımı 

 

Akciğer kanseri (AK) 2020 GLOBACAN verilerine göre 1 435 943 yeni vaka tanısı ve 1 

118 679 ölüm ile en çok erkeklerde görülen kanser türüdür [1]. AK'nin gelişimi, genetik, 

epigenetik ve çevresel faktörler arasındaki etkileşimler ve bunun sonucunda tümör 

baskılayıcı genler ve onkogenlerin düzensizliği ile başlayıp kanserle ilişkili sinyal 

yolaklarının aktivasyonu ile biten çok basamaklı tümör gelişimini içerir [253, 254]. AK 

gelişimini indükleyen bu mutasyonlar, adenokarsinomlarda daha yaygın olarak 

saptanmaktadır. Bu nedenle, histopatolojik incelemelerde, hedeflenen moleküler testlerin 

tümörleri etkili şekilde saptaması adenokarsinomları diğer AK'lerden ayırmak için oldukça 

önemlidir [253-255]. AK’li hastaların çoğu, kötü prognoza sahip ve bir yıllık sağ kalım oranı 

% 20'den azdır. İleri bir aşamada, cerrahi rezeksiyon mümkün değildir, çünkü moleküler 

değişikliklerin teşhisi ve tanımlanması ancak küçük biyopsi materyali veya sitoloji örnekleri 

incelenerek mümkün olmaktadır [256]. 

 

AK’li hastaların serum örneklerinde bakılan, karsino embriyonik antijen (CEA), sitokeratin-

19 fragmanları (CYFRA21-1), skuamöz hücreli karsinom antijeni (SCC) ve nöron 

spesifikenolaz (NSE) dâhil olmak üzere akciğer kanserinin teşhisi için altın standart 

olmuştur [257, 258].  

 

Kanserle ilişkili miRNAlar da, akciğer kanseri oluşumu ve gelişiminde önemli roller 

oynamaktadır. miRNAların ifadesi, insan kanserlerini sınıflandırmak, tümör alt tiplerini 

ayırt etmek ve prognoz ile ilişki kurmak için oldukça önemlidir. Zhao ve diğerleri (2022) 

miR-205’in akciğer kanserli hastalarda yüksek ifade edildiğini göstermişleridir. MiR-205-

5p, p21, pRB1 ve siklin D1'in ifadesini etkileyen yeni bir hedef gen olan TP53INP1'i negatif 

olarak düzenleyerek akciğer kanseri hücre proliferasyonunu ve metastazını desteklediği 

bildirilmiştir. Bu yüzden miR-205’in yüksek ifadesi akciğer kanseri tanısının konulmasında 

önemli bir biyobelirteç olduğu ileri sürülmüştür [259]. 

 

Ulusal Kapsamlı Kanser Ağı (UKKA), ilgili tüm hedef genleri (EGFR, ALK, ROS1, BRAF, 

MET, NTRK ve RET) test etmek için yeterli doku olmadığında, tanı anında skuamöz olmayan 

küçük hücre dışı akciğer kanserli (KHDAK) tüm hastalarda geniş moleküler profillemenin 

bir parçası olarak plazma bazlı moleküler testlerin kullanılabilir olduğunu bildirmişlerdir 

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

 

Oral premalign lezyonların önlenmesi ve tedavisinde; tanısal, prognostik ve öngörülebilir 

belirteçlerin keşfedilmesinin yanı sıra, yeni spesifik tedavi temelli hedeflerin 

tanımlanmasına izin veren moleküler mekanizmaların anlaşılmasının zorunlu olduğu genel 

olarak kabul edilmektedir. Çalışmalar sonucunda elde edilen güçlü veriler, normal epitelden 

potansiyel premalign oral epitelyal hastalık (OPML)'lara ve OPML’lerden de invaziv oral 

skuamöz hücreli karsinoma geçişin, onkogenlerin ve tümör baskılayıcı genlerin ifadesini ve 

fonksiyonunu etkileyen genetik ve epigenetik değişikliklerin birikmesinden kaynaklandığını 

göstermektedir [261]. Başka bir ifadeyle, OPML'lerin varlığını gösteren klinik görünüm 

(örneğin, oral lökoplaki) ve mikroskobik değişiklikler (örneğin, epitelyal displazi), zamanla 

biriken ve sonunda malign transformasyon ile sonuçlanan spesifik moleküler değişikliklerdir 

[261]. Tanım olarak, OPML'ler ve / veya displazinin erken fark edilmesi, maligniteye 

ilerlemesi için çok önemli olan moleküler değişikliklerin açıklanmasının klinik inceleme ve 

histopatolojiyle birleştiğinde daha fazla spesifiklik ve hassasiyetle premalignitenin 

öngörüleceği sonucuna varır. Bu nedenle, bir lezyonun premalign yapısını yansıtabilen 

moleküler belirteçlerin keşfedilmesi için devam eden bir arayış söz konusudur [261]. 

 

Bununla birlikte, OSHK'daki birçok moleküler değişikliğin karakterizasyonunda yapılan 

önemli çalışmalara rağmen, oral premalignitenin tanı ve prognozunda halen konvansiyonel 

histopatolojik inceleme kullanılmaktadır [261]. 

 

OPML’nin moleküler belirteçleri 

 

Çok aşamalı bir süreç olan oral karsinogenezde çok sayıda genetik ve epigenetik olayın 

öneminin tanınmasının arttırılması, çok sayıda molekülün OPML'lerde, özellikle oral 

lökoplakide potansiyel tanı ve prognostik belirteçler olarak yoğun araştırılmasıyla 

sonuçlanmıştır [261] (Çizelge 2.1). 

 

DNA ploidi durumunu oral displazi varlığı ile karşılaştırmış olan birkaç çalışma literatürde 

mevcuttur. Ancak bu çalışmaların bazıları displazi ile ilgili DNA anöploidisinde önemli bir 

artış tespit edememiş olsa da [262-264], literatürün çoğu, materyal tipinden ve analiz 

yönteminden bağımsız olarak, displazi varlığında OPML'lerde artan bir DNA anöploidi 

oranı göstermektedir [265]. Displazinin yokluğunda veya varlığında DNA anöploidi 
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prevalansı sırasıyla %14,3 ile %19 ve %37 ile %44,4 arasında değişmiştir. DNA anöploid 

lezyonunun DNA diploid lezyonlarına kıyasla displastik olma riski yaklaşık 2,6 kat daha 

yüksek olduğu yapılan çalışmalarda bildirilmiştir [265-267].  

 

Son 20 yılda, 3p14'te (FHIT geni), 9p21'de ((p16INK4a) /(CDKN2A) geni) ve 17p (TP53 

geni) kanserle ilgili genlere karşılık gelen kromozomal lokuslarda polimeraz zincir 

reaksiyonu yapılmış ve OPML'lerdeki LOH profillerini ele alan birçok çalışma yapılmıştır. 

Bu çalışmalar sonucunda, displazi varlığında daha yüksek oranda LOH gözlendiği 

bildirilmiştir [268]. 

 

Karsinojenez sürecinde, sürekli büyüme aktivitesi, genellikle ilgili düzenleyici 

mekanizmalardaki işlev bozukluğunu gösterir. OPML'ler için hücre proliferasyon 

belirteçleri arasında, çoğu çalışma Ki-67, proliferatif hücre nükleer antijeni (PCNA) ve 

minikromozom bakım proteini 2'ye (MCM2) odaklanmıştır [269]. Ayrıca, birkaç araştırma, 

hücre döngüsü ve siklin D1, p16INK4, tümör baskılayıcı protein p53 ve retinoblastoma 

proteini (pRb) gibi hayatta kalma düzenleyici proteinlerin rolünü incelemiştir [270].  Oral 

displazide, displazinin derecesi ile ki-67 çekirdek ifadesini artırma eğilimi gözlenir [271]. 

Nükleer histon olmayan bir antijen olan PCNA, bir tümördeki büyüme fraksiyonunun 

tahmin edilmesini sağlayan bir çoğalma belirtecidir [272]. PCNA'nın suprabazal ifadesi, 

OPML'lerde özel bir proliferatif hücresel durumu gösteren displastik epitelin bir belirtecidir. 

MCM2, G0'dan erken G1 fazına girmek üzere ayrılan hücreler de dahil olmak üzere hücre 

döngüsü boyunca ifade edilir (Ki-67'de bulunmayan bir özellik). İlginç bir şekilde, 

MCM2/Ki-67 ve geminin/Ki-67 oranlarında bir artış ile birlikte, malign dönüşüm sergileyen 

oral displazilerde MCM2'nin daha yüksek olduğu bildirilmiştir [273]. 

 

Gen amplifikasyonuna karşılık gelen siklin D1 proteininin aşırı ifadesi, tüm derecelerdeki 

displazilerde ve OSHK'da benzer oranlarda tanımlanmıştır ve  OL'de siklin bağımlı kinaz 4 

(CDK4) ve 6 (CDK6)'nın bir inhibitörü olan p16INK4'ün kaybı bildirilmiştir [270]. 

 

Tümör proteini p53 (TP53), iyi çalışılmış bir tümör baskılayıcı gendir ve hücresel dengeyi 

sürdürmek için çeşitli stresörleri algılamada ve bunlara yanıt vermede önemli bir rol 

oynamaktadır. TP53 mutasyonlarının genellikle kanserojen tütün dumanına maruz kalma ile 

ilişkili olduğu ve ayrıca potansiyel olarak alkol tüketiminin bir sonucu olduğu 

düşünülmektedir [274, 275]. Mouse double minute 2 (MDM2) geni tarafından kodlanan 
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TP53 ve negatif regülatörü, baş ve boyun karsinogenezinde çok önemli roller oynar [276, 

277]. MDM2 ve TP53'ün birlikte ifadesi, özellikle ileri aşamalarda oral displazi ve OSHK'de 

gözlenmiştir [278]. pRB tümör baskılayıcı genin ürünü olan pRB, hücre döngüsü durması, 

apoptoz ve farklılaşma ile ilgili genlerin ekspresyonunun düzenlenmesinde çok önemli bir 

rol oynar. Sonuç olarak, ilgili genin düzensizliği, kontrolsüz hücre büyümesi ve karsinojenez 

ile doğrudan bağlantılıdır [279]. de Oliveira [280] ve diğerleri, oral malign ve premalign 

lezyonlarda p53 ve pRB ifadesini değerlendirmiştir. OSHK lezyonları, premalign 

lezyonlarla karşılaştırıldığında, OSHK'nın daha yüksek pRb ifadesi sunduğunu, oysa önceki 

çalışmalarında daha yüksek p53 ifadesine sahip olduğunu göstermişlerdir. Bu nedenle, p53 

ifadesi, OSHK'de karsinojenezin erken aşamalarıyla ilişkili olabilir. Ancak, pRb ve p53 

ifadesinin OSHK'ye ilerlemeyi öngörme yeteneği belirsizliğini korumaktadır [269]. Lo 

Muzio ve diğerleri [281], derecesi artmış displazilerde survivin proteininin yüksek ifade 

edildiğini göstermişlerdir (düşük dereceli displazilerde %30, yüksek dereceli displazilerde 

%94). Meta analizi yapılan 15 çalışmada ise survivin proteininin OSHK için prognostik bir 

belirteç olduğu bildirilmiştir [282]. 

 

Kromozomların uçlarında bulunan özel DNA yapıları olan telomerler, kromozomları 

bozulmadan korumak için gereklidir. Kritik derecede kısa telomerler, hücresel yaşlanma ve 

apoptoz ile sonuçlanan bir DNA hasar yanıtını tetikler [261]. İnsan telomeraz ters 

transkriptaz (hTERT) ve insan telomeraz RNA bileşeni (hTERC), telomerazın temel 

bileşenleridir ve çeşitli kanser türlerinin tümör ilerlemesinde kritik bir rol oynadığı öne 

sürülmüştür [283, 284]. Oral karsinogenez ile ilgili çalışmaların sayısı sınırlı olmakla 

birlikte, Kim ve diğerleri [285], orta ve şiddetli displazi ve invaziv OSHK’da in situ ters 

transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu kullanarak hTERT ifadesini göstermişlerdir, ancak 

normal epitelde ve hafif displazide ifade gözlenmemiştir. Ek olarak, insan telomeraz RNA 

bileşeni (hTERC) gen kazancını barındıran %90'ında OPML vakasının sadece %5'inde 

OSHK'ya ilerleme gözlenmiştir [283, 284]. 

 

Mikrodamar yoğunluğu (MVD), anjiyogenetik paternlerin nicelenmesi için bir parametredir. 

Artan MVD, anjiyogenez üzerinde iyi bilinen düzenleyici etkilere sahip olan vasküler 

endotelyal büyüme faktörü-A'nın (VEGF-A) yüksek ifadesi ile önemli ölçüde ilişkilidir 

[261]. OL klinik tanısı olan lezyonları değerlendiren çoğu retrospektif çalışma, displazi 

şiddeti ile tek tip bir artış her zaman gözlenmese bile [286, 287], VEGF-A ekspresyonunun 
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normal epitelden OL'ye, displazi yoluyla OSHK'ya önemli ölçüde arttığını bildirmiştir [286, 

288, 289]. 

 

Hücre adezyonu ile ilgili moleküller, oral skuamöz epitelde önemli yapısal bir rol oynar. Bu 

adezyon moleküllerinin ifadesinin azalması, farklılaşma kaybı ve invazyonu kolaylaştıran 

bir “mezenkimal” fenotip edinim arasındaki ilişkiyi destekleyen güçlü kanıtlar olduğunu 

göstermektedir [290]. OPML'lerin OSHK’ya ilerlemesinde erken prognostik bir belirteç 

olarak E-kadherinin etkinliğine ilişkin sınırlı veri bulunmaktadır. von Zeidler ve diğerleri 

[290], OL'de E-cadherin immünoekspresyon seviyesi ile epitelyal displazi derecesi arasında 

bir ilişki tanımlamışlardır. OL'de, E-kadherin ifadesi, normal oral mukozada ve hafif dereceli 

displazide benzer olmasına rağmen, metastatik OSHK'nın yanı sıra orta-yüksek dereceli 

displazide azalmış veya kaybolmuştur. E-kadherin düşük ifadesi, epitelyal kohezyonun 

bozulmasını gösteren ve invaziv OSHK'ya ilerlemeyi haber veren erken bir fenomen olduğu 

öne sürülmüştür. Hücre-hücre etkileşimlerine ve hücre adezyonuna katılan diğer moleküller, 

oral premalignite bağlamında sporadik olarak incelenmiştir. Örneğin, CD44 adezyon 

molekülünün ifade kaybının, dil SHK'sı için displastik epitelde düşük ifade eğilimi göz 

önüne alındığında, dil karsinojenezinde erken bir olay olarak kabul edilebileceği öne 

sürülmüştür [291]. OL'de, CD44 varyant izoformu v6 (CD44 v6), artan displazi 

dereceleriyle birlikte azaldığı bulunmuştur [292]. Ancak Rautava ve diğerleri [293], CD44 

v6 ifadesinin oral displazi ve bunun sonucu ile anlamlı bir korelasyon göstermediğini ve 

dolayısıyla OPML için prognostik biyobelirteç olmasının kullanışsız olduğunu ifade 

etmişlerdir. 

 

Hücre dışı matriks bozulması, tümör invazyonunun temel bir adımıdır ve kanser 

ilerlemesinin önemli bir özelliğidir [294, 295]. Matriks metalloproteinazların (MMP) yüksek 

ifadesinin, OSHK’da dâhil olmak üzere birçok malignitede tümör invazyonu ile ilişkili 

olduğu gösterilmiştir. Birkaç çalışmada, bölgesel lenf nodu ve/veya uzak metastaz ile ilişkili 

kötü prognoz belirteci olarak potansiyel kullanışlılığı da dahil olmak üzere ağız kanserinde 

MMP-9'un rolünü vurgulamıştır [294, 296, 297]. Bununla birlikte, az sayıda çalışma MMP 

değişikliklerini ve bunun OPML'lerdeki rolünü incelemiştir. Jordan ve diğerleri [298], 

ilerleyen ve ilerlemeyen oral displazide MMP-1, -2 ve -9 mRNA ifade seviyelerindeki 

değişiklikleri incelemişlerdir. Özellikle, kansere ilerleyen vakalarda MMP-1 ve -9 mRNA 

seviyeleri önemli ölçüde daha yüksek bulunmuştur, bu durum bu biyobelirteçlerin malign 

dönüşümde faydalı belirteçler olabileceğini düşündürmüştür. 
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Siklooksijenazlar (COX-1 ve COX-2) araşidonik asitten prostaglandinlerin sentezini 

katalize eder [261]. COX-2'nin maligniteye dahil olması, kötü prognoz, agresif klinik 

davranış, azalmış sağkalım ve tedaviye yanıtsızlık gibi klinik parametrelerle ilişkisi ile de 

vurgulanır [299, 300]. COX-2 ifadesi ve OPML'lerdeki fonksiyon arasındaki ilişki, in vitro, 

hayvan ve insan seviyelerinde çeşitli modellerde doğrulanmıştır. Örneğin, COX-2, oral 

likenoid hastalığın alt tiplerinde yüksek ifade edilmiştir ve alt tipler arasındaki ifade 

farklılıklarının daha yüksek premalign potansiyeli olan lezyonları tanımlayabileceği 

anlamına geldiği tespit edilmiştir [301]. 

 

ErbB1 ve HER1 olarak da adlandırılan EGFR, dönüştürücü büyüme faktörü-a dahil olmak 

üzere epidermal büyüme faktörü (EGF) ve EGF ile ilgili peptitler için spesifik olan bir hücre 

yüzeyi reseptörüdür. ErbB reseptör tirozin kinaz ailesine aittir. EGFR, hücre proliferasyonu 

ve farklılaşmasındaki sinyalleşmeyi düzenler ve fosforile edildikten sonra 3 ana hücre içi 

sinyal yolu aracılığıyla 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 dönüştürücü ve transkripsiyon aktivatörü 

(Jak2/STAT3) yolağıdır [261]. 148 displastik OPML'yi ele alan retrospektif çalışmada [302] 

ve 145 hastayı değerlendiren prospektif çalışmada [303], EGFR’nin yüksek ifadesinin 

malign transformasyon riskinin bağımsız olmadığı gösterilmiştir [303, 304].  Artan EGFR 

gen kopya sayısına sahip hastalar, 10 yıl sonra, sırasıyla %67'ye karşı %16'lık önemli ölçüde 

daha düşük bir oral kanser olmayan bir oran göstermiştir (P = .0007) [303]. OL'yi malign 

transformasyon veya malign transformasyon olmadan karşılaştıran retrospektif bir vaka 

kontrol çalışması, kansere ilerleyen displastik olmayan OL'de EGFR'nin önemli derecede 

yüksek ifadesini göstermiştir (P = .013), ancak bu ilişki hafif displazili OL'de neredeyse 

kaybolmuştur (P = .049 ) ve orta-şiddetli displazili OL'de ise EGFR ifadesi ise 

gözlenmemiştir [305]. EGFR'nin aşağı regülasyonunda veya alternatif mekanizmalar 

yoluyla etkinleştirilebilen diğer onkojenik sinyal yolları da OPML'lerde ve/veya oral 

displazide sporadik olarak değerlendirilmiştir. Örneğin, PI3K/Akt/ mTOR yolunun aşağı 

akış hedefi olan fosforile aktif S6 formunun immünohistokimyasal seviyeleri, normal oral 

mukoza veya hiperplazilere kıyasla oral displazide bazal ve parabazal hücre katmanlarında 

oldukça yüksek bulunmuştur [306]. Benzer şekilde, aynı yolun p-Akt ve p-mTOR gibi diğer 

üyeleri, oral displazi ve OSHK'da displastik olmayan dokularda daha yüksek ifade seviyeleri 

göstermiştir ve erken OSHK tespiti için potansiyel tanı belirteçleri olarak önerilmiştir [307]. 
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Premalignitenin öngörücü göstergeleri olarak epigenetiği kullanmanın mantığı, epigenomun 

transkriptom ve proteom üzerinde varlığının kanıtlanmış olmasıdır [308]. Genel olarak, 

epigenetik DNA yeniden programlamasının kanser evriminin tüm aşamalarında yer aldığı 

[309-311] ve bu modellemenin DNA metilomunun miktarı, kanser benzeri kök/progenitör 

hücrelerin başlamasından önce gelmektedir [311]. Bu nedenle, DNA metilasyonunu içeren 

anormal epigenetik değişiklikleri anlamak ve tanımlamak, erken kanser biyobelirteçlerini 

ortaya çıkarmak için anahtardır [312]. Epigenetik modifikasyonlar, histon ve DNA 

metilasyonunu; histon asetilasyonu ve sumoylasyonu; mikroRNA ve uzun kodlamayan 

RNA transkripsiyon sonrası düzenlemeleri içerir [261]. OSHK için en büyük riski oluşturan 

alkol ve tütün ve metabolitleri, metiltransferazların ifaesini değiştirerek kanserdeki 

metilasyon profillerini etkileyebilir [313, 314]. Bugüne kadar, sınırlı sayıda çalışma, 

OPML'lerde ve/veya displazide hipermetilasyonu araştırmıştır. Kresty ve diğerleri [315], 

p16INK4A geninin hipermetilasyonunun, oral displazi vakalarının yaklaşık %40'ında 

gözlemlendiğini bildirmişlerdir ve bu metillenmiş displazi vakalarının neredeyse hepsinin 

OSHK'ya ilerlediğini göstermişlerdir. p16 ve p15 genlerinde artan hipermetilasyon de 

hafiften ağır displaziye ilerlemede görüldüğünü rapor etmişlerdir [316]. Ayrıca, p16 gen 

hipermetilasyonunun oral premalign mukozada bulunduğu gösterilmiş ve OSHK’ya 

ilerlemede artan ifadesi bunun erken evrede kullanılabilecek biyobelirteç olduğunu 

göstermektedir [317]. 

 

Histon değiştirici kompleksler, histon işaretlerinin düzeninin ve seviyelerinin bozulmasıyla 

bağlantılı olan fonksiyonel değişikliklere maruz kalabilir; kromatin bazlı süreçlerin ardından 

gelen bozulma, nihayetinde onkogenik transformasyona ve tümör invazyonuna yol açabilir 

[318]. Histon modifikasyonundaki anormallikler, gen promotörleri seviyelerinde 

değişiklikler, gen kodlama bölgelerindeki değişiklik, tekrarlayan DNA dizilerindeki ve diğer 

genomik elementlerdeki dağılımdaki değişiklikler dâhil olmak üzere karsinogenezde sıklıkla 

meydana gelir [318]. Ağız kanserinde, Lys4, Lys9, Lys18 ve Lys27 spesifik 

pozisyonlarındaki H3 histonundaki lizin molekülleri metillenir ve/veya asetillenir. Ağız 

kanserinde histon modifikasyonu üzerine kümülatif çalışmalar da H3 histonunun spesifik 

lizin molekül pozisyonlarında metilasyonunu göstermiştir. H3 histon üzerinde lizinlerin 

asetilasyonu oral kanserlerin K4, K9 ve K18 pozisyonlarında rapor edilmiştir [313]. Bununla 

birlikte, şimdiye kadarki tüm çalışmalar sadece SHK'ları ele almıştır ve OPML'ler veya 

displazi ile ilgili veriler hâlâ beklenmektedir [261]. 
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Oral premalignite/displazide miRNA profillerinin ilişkisine ilişkin yalnızca sınırlı sayıda 

rapor bulunmaktadır. Örneğin, epitel displazisine kıyasla ilerleme olasılığı daha düşük 

olduğu düşünülen hiperkeratotik ve hiperplastik lezyonlar dahil olmak üzere, OPML'lerde 

miR-31'in arttığı, muhtemelen normal insan keratinositlerini ölümsüzleştirmek veya malign 

hücrelere dönüştürmek için hTERT ile iş birliği yaptığı ve böylece erken evre oral 

karsinogeneze katkıda bulunduğu bildirilmiştir [319].  Cervigne ve diğerleri [320], 52 

ilerleyici oral displazi ve OSHK ile 5 ilerleyici olmayan displaziden oluşan bağımsız bir 

çalışma yapmışlardır ve global miRNA ifade profillerinin ilerleyici OL/OSHK'yı ilerleyici 

olmayan OL/normal dokulardan ayırt ettiğini göstermişlerdir. Yüz dokuz miRNA, yalnızca 

ilerleyici OL ve invaziv OSHK'da yüksek oranda ifade edilmiştir. miRNA-21, miR-181b ve 

miR-345'in ifadesi tutarlı bir şekilde arttığı bulunmuş ve OSHK’ya ilerleme sırasında lezyon 

şiddetindeki artışlarla ilişkilendirilmiştir. miRNA-21, miRNA-181b ve miRNA-345'in 

yüksek ifadesinin, malign transformasyonda gözlendiği öne sürülmüştür . OPML ve ağız 

kanseri ile ilişkili miRNAların invaziv olmayan değerlendirmelerine göre oldukça hassas ve 

spesifik olduğu kanıtlanmıştır, bu da yüksek riskli ağız kanserinin, miRNAların ifadesinde 

meydana gelen değişikliklerle tanımlanabileceğini göstermektedir [321].  

 

Kanser kök hücreleri (KKH), OSHK da dâhil olmak üzere çeşitli solid tümörlerde bulunur. 

KKH'ler, tümör hücrelerinin küçük bir alt popülasyonunu temsil etmesine rağmen, yüksek 

kendini yenileme ve farklılaşma kapasitesi ile ilişkili yüksek tümörijenik potansiyel sağlayan 

çeşitli özellikler ile karakterize edilirler [322]. KKH’lerin biyobelirteç olarak 

kullanılmasında, podoplanin (PDPN), aldehit dehidrogenaz (ALDH), CD133, MI1, lösin 

açısından zengin tekrar içeren G-protein bağlı reseptör 5 (LGR5) ve LGR4, gibi çeşitli 

proteinler tanımlanmıştır [323-325]. Kawaguchi ve diğerleri, 7.5 yıllık bir takip periyodu ile 

OPML'leri olan 150 hasta üzerinde prospektif bir çalışma gerçekleştirmişler ve PDPN 

yüksek ifadesi ile malign transformasyon arasında güçlü bir ilişki gözlemlemişlerdir [326].  

 

DNA hasar yanıtı (DHY), hücrenin genomik değişiklikleri düzeltmesini sağlayan bir dizi 

yolu ve molekülü kapsar [327]. Genomik kararsızlık kanserin ortaya çıkan ayırt edici 

özelliklerinden biri olduğundan, DHY işlev bozukluğu kanser gelişiminde çok önemli bir 

rol oynamaktadır [328]. İlerleyen veya ilerlemeyen OPML’lerin (lökoplakiler ve 

eritroplakiler) retrospektif bir çalışmasında, pChk2 pozitif immünoekspresyonu, atipi 

olmayan vakalar arasında 8.6 kat daha fazla malign transformasyon olasılığı ile korele 

bulunmuştur. pChk2 boyamasının, sırasıyla %85.2, %74.2 ve %78.2'lik duyarlılık, özgüllük 
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ve pozitif tahmin edici değerleri ile OPML’den OSHK’ya malign transformasyonunun 3 yıl 

içinde gerçekleşebileceğini öngördüğü bildirilmiştir [329]. 

 

Çizelge 2.1. Likit biyopsilerde OPML'lerdeki araştırılmış moleküler biyobelirteçlerin özeti 

[261] 

Çalışma kategorisi  Spesifik moleküler biyobelirteçler 

DNA ploidi 

LOH 

Hücre döngüsü, proliferasyon ve apoptoz 

ilişkili molekül 

DNA anöploidi 

3p14 (FHIT), 9p21 (p16 INK4a/CDKN2A), 17p (TP53) 

Ki-67, PCNA, MCM2, siklin D1, p16INK4A, TP53, MDM2, 

pRb, survivin 

İmmortalizasyon 

Anjiyogenez  

Telomeraz, hTERT, hTERC  

VEGF-A, VEGFR2 

Hücre adezyonu E-kaderin, kateninler, CD44 v6 

Matriks Metalloproteinazlar (MMP) MMP -1, -2, -9, -20 

İnflamasyon 

Sinyal yolakları  

Epigenetik olaylar- DNA metilasyonu 

 

Epigenetik olaylar- histon 

modifikasyonları  

Epigenetik olaylar-mikroRNAlar  

Kök hücreler 

DNA hasarı  

COX-2 

EGFR/TGF-α, PI3 K/Akt/mTOR/pS6 

DNA methylation p16 INK4 A, p15, p14 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 

(yüksek ifade) miR-125 b, -145, -126, -203, -218, -585, -99 a, 

-137 (düşük ifade) miR-208b-3 p (ileri lezyonlarda yüksek 

ifade)miR-204-5 p, 129-2-3p ve 3065-5p (ilerlemiş 

lezyonlarda düşük ifade) 

PDPN, ABCG2, ALDH1, CD133 

γ-H2 AX, phospho-CHK2 Thr68 

2.11.6. Likit biyopsilerin OSHK’da kullanımı 

 

Son zamanlarda, OSHK’nın da dâhil olduğu baş ve boyun kanserlerinde likit biyopsi 

kullanımı oral onkolojide büyük ilgi görmeye başlamıştır [330-332].  

 

Baş ve boyun skuamöz hücre karsinomlu (BBSHK) hastaların vücut sıvılarında tanısal ve 

prognostik belirteçler olarak test edilen mRNAlar, vücut sıvılarında RNaz bozunmasına 

karşı yüksek duyarlılıkları olması nedeniyle bu belirteçlerin stabilitesi oldukça düşüktür. 

Buda mRNAların, likit biyopsi belirteçleri olarak etkinliklerini ve tekrarlanabilirliğini 

engellemekte ve günümüze kadar çok az araştırılmalarına sebep olmuştur. Ancak, Li ve 

diğerlerinin [333], bu konuya ışık tutmasıyla birlikte tükürük örneklerinde mRNA'yı 

değerlendirmenin uygulanabilirliliği gösterilmişdir. Araştırmacılar, 32 primer OSHK ve 32 

sağlıklı bireyden alınan tükürük örneklerinin transkriptomunu değerlendirmişler ve insan 
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mRNA panelinin tükürükte güvenilir bir şekilde tespit edilebileceğini ortaya koymuşlardır. 

Yine aynı araştırmacılar, 7 kanser ilişkili mRNA biyobelirteci, kanser hastalarının 

tükürüğünde yüksek düzeyde ifade edilmiş ve tekrarlanan çalışmalarla tutarlı bir şekilde 

doğruluğunu ispatlamışlardır [333]. Bu potansiyel tükürük RNA biyobelirteçlerinin, 

interlökin-8 (IL8), interlökin-1beta (IL1B), Dual Spesifik fosfataz-1 (DUSP1), 

Hemagglutinin-3 (HA3), Ornitin Dekarboksilaze Antizim 1 (OAZ1), S100 kalsiyum 

bağlanma proteini (S100P) ve Spermin asetil transferaz (SAT1)'ın transkriptleri olduğunu 

göstermişlerdir [333]. Bu belirteçlerin içerisinde 4 tükürük mRNA'sı (OAZ, SAT, IL8 ve 

IL1b) toplu olarak OSHK tespiti için %91 duyarlılık ve özgüllükte olduğu saptanmıştır 

[333]. Potansiyel biyobelirteçleri ileri süren bu çalışmayı takip eden diğer araştırmalarda da 

bu sonuçlar doğrulanmaya çalışılmıştır. Yine aynı çalışmada değerlendirilen 7 mRNA'nın 

(IL8, IL1B, DUSP1, HA3, OAZ1, S100P ve SAT), 395 gönüllüden oluşan beş bağımsız vaka 

kontrol çalışmasında OSHK’lı hastaları sağlıklı gruptan ayırt edip edemediğini 

değerlendirmişlerdir [333]. Değerlendirilen mRNAların tümünün ifadesi, beş bağımsız 

vakanın tümünde kontrollerle kıyaslandığında OSHK'da arttığını ve IL-8 ve SAT'deki artışın 

da istatistiksel olarak anlamlı olduğunu göstermişlerdir [334]. Michailidou ve diğerlerinin 

[335] yaptıkları farklı bir çalışmada ise, primer OSHK’lı 34 hastanın (T1N0M0/T2N0M0), 

20 oral lökoplaki ve displazili hastanın ve 31 sağlıklı bireyin tükürüğünde OAZ, SAT, IL8 ve 

IL1b varlığı araştırılmıştır. Çalışma bulguları söz konusu mRNA ların OSHK'lı hastalarda 

%80' oranında   tanıda iyi bir biyobelirteç olabileceğini, ancak OPML’ye sahip bireylerde 

aynı olasılığın söz konusu olmadığını bildirmişlerdir [335].  

 

Aggarwal ve diğerleri (2015), OSHK hastalarının serumda ve tümör bölgelerinde 

kontrollerle kıyasla önemli ölçüde daha yüksek galektin-1 (gal-1) ve gal-3 mRNA seviyeleri 

ifade ettiğini bulmuşlardır [336]. Ayrıca, daha yüksek tümör yüküne sahip hastalar, sağlıklı 

grup ile kıyaslandığında hastalar arasında ayrım yapabilen her iki galektinin de anlamlı 

olarak daha yüksek ifade gösterdiğini ve bu sonuçların %80'den fazla duyarlılık ve özgüllük 

değerine sahip olduğunu da bildirmişlerdir [336]. Bu, J. ve diğerlerinin (2015) OSHK 

hastalarının ve negatif kontrollerin doku, serum ve tükürüğündeki transgelin mRNA’sı ile 

yaptıkları çalışmaları sonucunda OSHK hastaları ve sağlıklı kontroller arasında serum 

transgelin mRNA ekspresyonunda çok az fark bulmuşlar; bununla birlikte, bu belirteç 

OSHK hastalarından alınan doku ve tükürükte yüksek ifade edildiğini göstermişlerdir. Bu 

yüksek ifade, daha kötü genel sağkalım gibi klinikopatolojik parametrelerle korelasyon 

göstermiştir ve OSHK için bağımsız prognoz faktör olduğunu öne sürmüşlerdir. Bunun 
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sonucunda transgelin mRNA’sının OSHK için umut verici biyobelirteç olarak hizmet 

edebileceğini savunmuşlardır [337].  

 

Baş ve boyun tümörlerinin ctDNA çalışmalarının çoğu meme, yumurtalık, prostat, 

kolorektal ve akciğer gibi farklı tümör türlerini içeren daha geniş araştırmaların bir parçası 

olarak gerçekleştirilmiştir. Lawrence MS ve diğerleri  [338] HNSCC'nin moleküler profilini 

tanımlayarak TP53 (%72), PIK3CA (%21), FAT1 (%23) ve CDK2NA'nın (%22) bu 

tümörlerde anahtar mutasyonlar olduğunu bildirmiştir. 

 

2.12. MikroRNAlar 

 

MikroRNAlar (miRNAlar), hedef mRNA'nın 3’çevrilmemiş bölgesi (UTR) ile etkileşim 

yoluyla genlerin transkripsiyon sonrası düzenlenmesinde önemli bir rol oynayan, yaklaşık 

19-25 nükleotid uzunluğunda, küçük tek sarmallı kodlama yapmayan endojen RNAların 

büyük bir grubunu temsil etmektedir. Translasyonun önlenmesi veya mRNA 

parçalanmasına neden olarak gen düzenlenmesini sağlayan miRNAlar, farklılaşma, 

metabolizma, çoğalma, göç, anjiyogenez indüksiyonu ve apoptoz gibi önemli pek çok 

sürecin etkilenmesine neden olur [339]. 1993 yılında Caenorhabditis elegans’ta keşfedilmiş 

ilk miR olan lin-4'ün keşfinden bu yana [340], insan genomundaki genlerin üçte birini 

düzenleyen 2.500'den fazla miRNA keşfedilmiştir [341, 342]. İnsanda ise ilk belirlenen 

miRNA hsa-miR-1’dir (Şekil 2.10). 

 

 

Şekil 2.10. miRNA yapısı [343]. 
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Mirbase veri tabanındaki verilerden yola çıkarak (www.mirbase.org) günümüzde 

tanımlanmış 271 mikroorganizmadan 38 589 öncü, 48 860 olgun miRNA kaydı 

bulunmaktadır [344]. 

 

miRNA genlerinin büyük çoğunluğu (%61) protein kodlayan genlerin intronik bölgelerine 

yerleşmişlerdir, ancak genler arası bölgelerde ya da ekzonlarda da bulunan miRNA genleri 

de gösterilmiştir [345]. 

 

miRNAlar isimlendirilirken; ilk olarak ait oldukları türlerin kodu ile (örneğin insan 

miRNAları hsa (Homo sapiens)) başlar. Tür isminden sonra sırası ile mikroRNA kısaltması 

(miR) ve o miRNA’ya ait numara (keşfedildiği sıraya göre belirlenmiş) eklenerek miRNA 

isimlendirmesi yapılır. Eğer aynı miRNA 1-2 bazlık bir fark içeriyorsa numaranın yanına 

bir harf kodu belirtilir. Bazı durumlarda bir öncül miRNA’dan birden çok olgun miRNA 

oluşabildiği için bu durum yıldız (*) işareti ile ayrılarak bu farklılık belirtilir. Son olarak 

miRNA’nın hangi zincirden sentezlendiğini göstermek için de 3p ya da 5p (öncü) eklenerek 

isimlendirme tamamlanmış olur [344] (Şekil 2.11).   

 

 

Şekil 2.11. miRNA isimlendirmesi [344] 

2.12.1. miRNA biyogenezi 

 

miRNAlar ilk olarak öncül transkript haliyle çekirdekte bulunur ve kesilme aşamasından 

sonra olgun miRNA formunu alırlar (Şekil 2.12). miRNAlar, 60-70 bç’nden oluşan hairpin 

(saç tokası) transkriptler halinde RNA polimeraz II tarafından sentezlenirler. Sentezlenen bu 

ilk miRNA yapısı pri-miRNA olarak isimlendirilir. pri-miRNA Drosha-DGR8 protein 

kompleksi tarafından; 5’ ve 3’ uçlarından kesilerek pre-miRNA’ya dönüştürülür. Drosha bir 

RNaz III’tür ve RNaz IIIa ve RNaz IIIb bölgelerini bulundurur. DGR8’de Drosha’nın 

miRNA’ya bağlanmasını sağlayan moleküldür. Oluşan pre-miRNA eksportin-5 (GTP-
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bağlayıcı protein) ile çekirdekten sitoplazmaya aktarılır. Bu geçiş RNA-GTP bağlantısı 

GTP’nin GDP’ye hidroliz, ile olur. Sitoplazmaya aktarılan pre-miRNA, Dicer-TRBP 

(transaktivasyon yanıt elemanı RNA-bağlayıcı protein) kompleksi ile etkileşir. Dicer, 

RNA’ya bağlanan helikaz altbirimi, kesim gerçekleştiren RNaz III altbirimi ve PAZ 

(miRNA’nın uçlarına bağlanan bölge) altbirimlerini içerir. Dicer’ın TRBP ile birleşerek 

kompleks oluşturur.  Böylece miRNA’nın uzunluğu belirlenir. Dicer kesimi ile olgun 

miRNA oluşur. Olgun miRNA, RNA aracılı susturma (RISC) kompleksi ile argonat (AGO) 

proteinine bağlanarak hedef mRNA yıkılır veya translasyon inhibe edilir [346]. AGO2 

proteini, baskılanan mRNA’nın parçalanmasını gerçekleştirir. İnsanlarda üç farklı tipte 

AGO proteini bulunmaktadır. AGO2 dışındaki AGO proteinleri doğrudan yıkımda görevli 

değildir, translasyonel baskılama veya deadenilasyon yaparak miRNAyı yıkıma doğru 

yönlendirirler [218]. 

 

 

Şekil 2.12. miRNA biyogenezi [347] 

2.12.2. miRNA aracılı mRNA baskılanması 

 

miRNAların hedef mRNAları baskılama mekanizması Şekil 2.13’te gösterilmiştir.  
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1. miRNA ile indüklenen susturma komplekslerinde (miRISCler) bir Argonaute (AGO) 

proteinine bağlanan mikroRNA (miRNAlar), çoğunlukla mRNA'nın 3ʹ çevrilmemiş 

bölgesinde bulunan kısmen tamamlayıcı bağlanma bölgelerine baz eşleşmesi yaparak 

mRNA hedeflerini tanır.  

2. AGO proteinleri, sırayla sitoplazmik poli(A) bağlayıcı protein (PABPC) ve sitoplazmik 

deadenilaz kompleksleri PAN2-PAN3 ve CCR4-NOT ile etkileşimde olan bir GW182 

proteini ile etkileşime girer. PAN2–PAN3 ve CCR4–NOT kompleksleri, mRNA 

hedefinin deadenilasyonunu katalize eder (GW182 proteinleri, bir amino terminal AGO-

bağlanma alanından (ABD) ve bir susturma alanından oluşur). 

3. Hayvan hücre kültürlerinde, deadenile edilmiş mRNAların başlıkları açılır ve 5ʹ ile 3ʹ 

eksoribonükleaz 1 (XRN1; gösterilmemiştir) tarafından hızla bozunur.  

4. Ek olarak, miRNAlar translasyonu baskılar, ancak bunun kesin moleküler mekanizması 

belirsizliğini korumaktadır. Ortaya çıkan fikir birliği, miRNAların, ökaryotik başlatma 

faktörü 4F (eIF4F) kompleksinin aktivitesi ve/veya eklenmesine müdahale ederek 

translasyon başlatmasını inhibe etmesidir [348]. 

 

 

Şekil 2.13. miRNA aracılı mRNA Baskılanması. DDX6, DEAD Box proteini 6; PAM2, 

PABP etkileşimli motif 2 [348]. 
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2.12.3. miRNA’ların kanser gelişimindeki fonksiyonu 

 

İnsanlarda protein kodlayan genlerin yaklaşık yarısının ifadesinin miRNAlar tarafından 

düzenlendiği bilinmektedir. miRNAlar hücre çoğalması, hücre farklılaşması, hematopoez, 

apoptoz, otoimmünite ve tümörogenez gibi çeşitli hücresel süreçlerde rol oynayan küçük 

kodlama yapmayan moleküllerdir [349]. Tümör gelişimini destekleyen miRNAlar onko-

miR olarak adlandırılırken, tümör baskılayıcı özellikte olan miRNAlar tümör baskılayıcı-

miR olarak adlandırılırlar [350]. Normal şartlarda tümör baskılayıcı ve onkogenik 

miRNAlar denge halinde bulunurlar. Tümör baskılayıcı miRNAlar kanser başlatıcı genlerin 

baskılanmasında, onkogenik miRNAlar ise tümör baskılayıcı genlerin baskılanmasında rol 

oynayarak gen ifadesindeki değişikliğe neden olurlar. Kanserleşme sürecinde tümör 

baskılayıcı-miRlerin ifadelerinde azalma gözlenirken, onkogenik miRlerin ifadesinde ise 

artış görülür. İfade seviyelerindeki bu düzensizlikler çeşitli sinyal yolaklarının da üzerinde 

etkili olur [351]. 

 

miRNAların, OSHK’ da dâhil olmak üzere, meme kanseri, akciğer kanseri, mide kanseri, 

kolorektal kanser, hepatosellüler karsinom,  glioblastoma, prostat kanseri, baş-boyun 

kanserleri gibi insan neoplazmalarında sıklıkla anormal şekilde ifade edildiği gösterilmiştir. 

miRNA ifade seviyelerindeki değişiklikler, sağlıklı hücrelerde bulunan normal sinyal 

yolaklarının işlevini bozarak karsinogenez oluşumuna zemin hazırlarlar. 

 

2.13. OSHK ve Likit Biyopside miRNAlar  

 

Dolaşımdaki miRNAların, sağlıklı bireylere kıyasla OSHK hastalarının vücut sıvılarında 

farklı seviyeler gösterdiği gösterilmiştir [352, 353]. miRNAlar serum veya plazmada 

oldukça kararlıdır ve gelecekte kanser biyobelirteçleri olarak kullanımları için artan 

potansiyele sahiptirler [354]. Dolaşan miRNA'lar RNase tarafından parçalanamaz ve 

kaynatıldıktan sonra ya da çoklu donma-çözülme döngülerinden sonra yüksek pH'da stabil 

halde bulunurlar [355, 356]. miRNAlar argonaute proteine bağlıyken, hücre dışı ortamda 

yada eksozomlar gibi hücre dışı veziküllerin içinde kapsüllenmiş olsun veya serbestçe 

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

 

Son birkaç yılda, çeşitli miRNAlarda önemli farklılıklar olmasına rağmen, birkaç tane 

tanımlanan miRNAnın, OSHK hastalarının serum veya plazmasında sağlıklı kontrollere 
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kıyasla farklı ifade seviyeleri gösterdiği bildirilmiştir [139]. 

 

OSHK’da ifade farklılığı saptanmış çok sayıda miRNA bulunmaktadır. Bu mikroRNAlar 

arasında miR-24, miR-21, miR-31, miR-184, mir-211, miR-222, miR-221 OSHK’da ifadesi 

artış gösterirken, mir-203, miR-100, miR-200, mir-133a, miR-375, miR-133b, miR-138, 

OSHK’da ifadesi azalan miRNAlara örnektir [139, 359]. Çizelge 2.2’de oral kanser 

patogenezinde regülasyonu sıklıkla bozulan miRNAların hedefledikleri gen, miRNAnın 

türü, kanser hücreleri üzerine etkisi, kullanılan biyomateryal ve biyobelirteç rolleri 

gösterilmiştir. 

 

Çizelge 2.2. Oral kanser patogenezinde sıkça regülasyonu bozulan mikroRNAlar [139, 359]. 

miR İfade 
seviyesi 

miR  
Türü 

Kanser Hücreleri 
Üzerine Biyolojik 

Etkisi 

Hedeflediği gen Kullanılan 
biyomateryal 

Biyobelirteç 
rolü 

Referans 

miR-

21 

 onkomiR Proliferasyon, 

İnvazyon, 
Metastaz 

PTEN, TMP1, 

PDCD4 

Tümör dokusu, 

tükürük 

Tanı ve 

prognostik 

[360-362] 

miR-

24 

 

 

onkomiR Kemoterapiye 

direnç, 
antiapoptotik 

FBXW7, PTEN,  

CDKN1B, DND1, 
CDKN1C, 

Tümör dokusu, 

plazma, tükürük, 
plazma 

Tanı [363-366] 

miR-

31 

 

 

onkomiR Proliferasyon, 

İnvazyon, 

Farklılaşma, 
Metastaz 

FIH, 

ARID1A, 

Ku80, ACOX1, 
SIRT3 

Tümör dokusu, 

tükürük, plazma 

Tanı ve 

prognostik 

[367-371] 

miR-

184 

 

 

onkomiR Proliferasyon, 

Antiapoptotik 

c-MYC Tümör dokusu, 

Tükürük, plazma, 
serum 

Tanı [372] 

miR-

211 

 

 

onkomiR Proliferasyon, 

İnvazyon, 
Farklılaşma, 

Metastaz 

CDKN1B, DND1, 

TCF12,  
c-MYC 

Tümör dokusu Tanı ve 

prognostik 

[373-375] 

miR-

221 
miR-

222 

 onkomiR Proliferasyon, 

İnvazyon, 
Metastaz 

 

CDKN1B, 

CDKN1C, PTEN, 
ABCG2, PUMA 

Tümör dokusu, 

tükürük (sadece 
miR-221) 

Tanı [376-378] 

miR-
455 

 
 

onkomiR Proliferasyon, 
Farklılaşma 

UBE2B Tümör dokusu Tanı ve 
prognostik 

[379] 

miR-

203 

 

 

Tümör 

baskılayıcı 

miR 

Proliferasyon, 

Kemoterapiye 

direnç, 
Antiapoptotik 

PI3KCA, YES-1, 

BMI-1, SEMA6A 

Tümör dokusu, 

tükürük  

Tanı ve 

prognostik 

[380-383] 

miR-

100 

 

 

Tümör 

baskılayıcı 
miR 

Proliferasyon, 

Farklılaşma 

ID1, MMP13, 

EGFR2, FGFR3 

Tümör dokusu Tanı [384] 

miR-

200 

 

 

Tümör 

baskılayıcı 

miR 

Farklılaşma, 

İnvazyon, 

Metastaz 

ZEB1, 

ZEB2 

Tümör dokusu, 

tükürük 

Tanı ve 

prognostik 

[385] 

miR-

133a 

 

 

Tümör 

baskılayıcı 

miR 

Farklılaşma, 

Proliferasyon, 

Antiapoptotik 

PKM2, 

GSTP1 

Tümör dokusu Tanı [386] 

miR-

133b 

 

 

Tümör 

baskılayıcı 

miR 

Proliferasyon PKM2 Tümör dokusu Tanı [386, 387] 

miR-
138 

 
 

Tümör 
baskılayıcı 

miR 

Proliferasyon, 
Antiapoptotik, 

İnvazyon, 

Metastaz 

PI3KCA, YES-1, Tümör dokusu Tanı [388, 389] 

miR-

375 

 

 

Tümör 

baskılayıcı 

miR 

Proliferasyon, 

İnvazyon, 

Metastaz 

PDGFA, 

SLC7A11, 

CIP2A 

Tümör dokusu, 

tükürük, plazma 

Tanı [390-394] 
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En sembolik miRNAlardan biri olan miR-21’in oral neoplazide yüksek ifadesi bulunmuştur 

[395]. Bu miRNA'nın Tropomiyosin (TPM1) ve ayrıca Fosfat-Tensin Homolog (PTEN) 

düzeylerini azaltabileceği gösterilmiştir [360, 361]. Fosfatidilinositol 3,4,5 trisfosfatı (PIP3) 

PIP2'ye defosforile ederek Fosfatidilinositol 3-Kinazın (PI3K) ters etkisi olarak işlev gören 

PTEN, önemli bir tümör baskılayıcı gen olarak kabul edilir. miR-21 tarafından PTEN’in 

düşük ifadesi, Fosfatidilinositol 3-Kinase/AKT Serin-Threonine Kinaz 1 (PI3K/AKT) sinyal 

yolunun yüksek uyarımından doğrudan sorumludur ve bir hücrenin ölüme karşı yüksek 

direncine ve kontrolsüz çoğalmasına yol açar [396]. Ayrıca, TPM1'in ifadesini azaltarak 

hücre apoptozunu engellediği de açıkça gösterilmiştir [397]. 

 

Programlanmış Hücre Ölümü 4 (PDCD4), mRNA'nın translasyonel baskılanmasını 

indükleyerek neoplastik hastalıklara karşı savaşta yer aldığı bilinen bir gendir [398]. PDCD4 

ifadesinin azaltılmasından miR-21'in sorumlu olduğu göz önüne alındığında, bu onkojenik 

miR'nin yüksek ifadesinin sadece tümör tespitinde bir biyobelirteç olarak kullanılabileceği 

değil, bunun aynı zamanda prognostik bir biyobelirteç olarak da kullanılabileceği 

bildirilmiştir [360]. 

 

MiR-24, F-Box ve WD-40 domain proteini 7 geni, FBXW7'nin baskılanmasına neden olan 

neoplastik hastalıklar ve miRNA'lar arasındaki bağlantının, bir başka güçlü örneğidir. 

FBXW7 geni, kanser hücrelerinin kontrolsüz çoğalması söz konusu olduğunda, birkaç proto-

onkogenin inaktivasyonunu sağlar [366]. Ayrıca miR-24, kemoterapi tedavisine direnç 

indükleyebilen bir mekanizma olan PTEN'in 3’-UTR bölgesini hedefleyebilir. PTEN 

proteini seviyelerindeki bir azalma, PTEN/AKT yolunda bir bozulmaya ve hayatta kalma 

sinyallerinin aktivasyonuna yol açtığı rapor edilmiştir [399]. 

 

MiR-24 ile karşılaştırıldığında, miR-31'in yüksek ifadesi geç tümör evreleri ile 

ilişkilendirilmiştir, çünkü miR-31 seviyelerinin OSHK'da metastatik evre olmaksızın erken 

evrelerde yükseldiği bulunmuştur [400]. MiR-31'in karsinojenezdeki önemi, Faktör 

İnhibitör Hipoksi ile indüklenebilir faktörün (FIH) 3'UTR bölgesini hedefleyebilme 

kabiliyeti ile ilişkilendirilmiştir [367]. Bu faktör, hem normoksik hem de hipoksik koşullarda 

HIF katılımı arasındaki dengeyi koruyarak, hipoksi ile indüklenebilir faktörün (HIF) bir 

inhibitörü görevi görür. Böylece miR-31 tarafından FIH üretiminin azaltılması normoksik 

ortamlarda HIF aktivasyonuna yol açacak ve bu da baş ve boyun skuamöz hücreli 

karsinomunun (BBSHK) genişlemesine katkıda bulunacaktır [367]. 
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Diğer yüksek ifade edilmiş miRNAlarla birlikte miR-184, ağız kanserlerinin patogenezine 

katkıda bulunabilecek önemli bir faktör olarak kabul edilebilir. Bununla birlikte, bu hipotezi 

kanıtlamak için sınırlı araştırma yapılmıştır. MiR-184'ün apoptozun etkilerinden kaçabilecek 

proliferatif fonksiyona sahip olabileceği bildirilmiştir [386]. 

 

Bir başka yüksek ifadeye sahip miR-211, Transkripsiyon Faktörü 12 (TCF12) [373]ve c-

MYC’i hedefleyerek, TGF reseptörü II'nin (TGFBR2) düşük ifade edilmesine neden olduğu 

gösterilmiş ve OSHK'nın karsinojenezinin arttırılmasına katkı sağladığı bildirilmiştir [374]. 

TCF12, baskılayıcı aktiviteleri durdururken, TGFBR2 mikroçevrede farklılaşmayı ve 

neoplastik hücrelerin gelişimini desteklediği bildirilmiştir. Ek olarak, OSHK hücre 

hatlarında gözlemlenen Bridging İntegrator 1 (BIN1) geninin azalan ifade seviyeleri, miR-

211’in BIN1 geninin 3’-UTR bölgesi ile etkileşime girerek gen ifade seviyesinde azalmaya 

neden olduğu düşünülmektedir. Böyle bir davranış için olası bir açıklama, stres tepkileri, 

çoğalma, farklılaşma ve apoptoz gibi çeşitli hücresel süreçleri düzenleyen EGFR/MAPK 

yolunun anormal aktivasyonundan kaynaklandığı ifade edilmiştir [375]. 

 

Fizyolojik koşullar altında miR-203, tümör baskılayıcı aktivitelerinden dolayı özellikle ilgi 

çekici olmuştur. MiR-203 aynı anda YES Proto-Oncogene 1'in (Src Ailesi Tirozin Kinaz, 

YES1) ifadesini hedeflemekten ve azaltmaktan sorumludur [380]. Ayrıca, OSHK hücre 

hattında yapılan çalışmalarda miR-203'ün yüksek ifadesi, antiproliferatif etki ile 

sonuçlandığını göstermiştir. Bu, miR-203'ün Fosfatidilinositol-4,5 Bisfosfat 3-Kinaz 

Katalitik Alt Birim geninin (PI3KCA) 3’-UTR bölgesine bağlanmasının bir sonucu olarak 

düşünülmektedir; böylece, AKT Serin/Treonin Kinazın ve dolaylı olarak tüm sinyal yolunun 

aktivitesini etkiler. Bu antiproliferatif etkilere ek olarak miR-203, tümör hücrelerini sisplatin 

kaynaklı ölüme karşı duyarlı hale getirme yeteneğine de sahiptir [381]. 

 

MiR-200 ailesi üyelerine gelince, ağız kanseri patogenezindeki rolleri, epitelyal-

mezenkimal geçiş sırasındaki düzensizliklerine bağlanabilir, bu nedenle tümör metastazına 

ilerlemenin potansiyel belirteçleri olarak hizmet etmektedirler [385]. Buna ek olarak, ağız 

kanseri kök hücrelerinin yenilenmesi de miR-200 aile üyeleri tarafından düzenlenmektedir 

ve bu durumun da muhtemelen tümör nüksetmesine neden olduğu düşünülmektedir [401]. 

Şekil 2.14’te ağız kanseri ile ilgili çalışılan miRNAların hedef genler ile arasındaki ilişki ve 

oral karsinogenezdeki rolleri gösterilmiştir. 



57 

 

 

Şekil 2.14. Ağız kanserinde miRNAlar ve hedef genleri arasındaki ilişki [359].  

OSHK tanısı, prognozunun takibi, hastanın sağkalımının ve tedaviye tepkisinin 

tanımlanması gibi birçok alanda mikroRNAların biyobelirteç olarak kullanılabilir 

olmalarının yanısısra, çok sayıda hedef geni kontrol ederek önemli hücresel süreçleri 

düzenlemede rol oynamaları OSHK’da miRNAlara dayalı anti-kanser tedavilerini de 

gündeme getirmektedir [402]. 

 

2.14. Çalışmada Kullanılan Genler 

 

OSHK patogenezinin meydana gelmesinde etken faktörler arasında yer alan ve hücre 

genomuna direk zarar veren alkol, HPV, radyasyon, kemoterapötikler ve diğer sitotoksik 

ajanlara maruziyette serbest radikallerin ve hatalı katlanmış proteinlerin birikmesi 

sonucunda hücre hasarı meydana gelir [20, 21]. Bu hasarın giderilmesi için apoptotik 

genlerin düzgün bir şekilde çalışması gerekmektedir. Hem tümör baskılayıcı hem apoptotik 

görevi olan PDCD4'ün OSHK’da metastaz, invazyon ve apoptozun düzenlenmesinde 

önemli role sahiptir. OSHK’nın gelişiminde ayrıca mikroRNA’lardaki düzensizliklerde 

saptanmış olup bunlar arasında en dikkat çeken miR-21’in, PDCD4’ü hedefleyerek 

metastazı ve tümör hücre proliferasyonunu artırdığı, apoptoz ifadesini ise azalttığı 

bilinmektedir [403].   
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Yürüttüğümüz bu çalışmada apoptotik yolakta görevli PDCD4 geni ve bu genle negatif 

etkileşim gösterdiği düşünülen miR-21-5p ve miR-208a-3p genlerinin ifadesi araştırılmıştır. 

 

miR-21-5p  

 

miR-21-5p, 17. kromozomda lokalize olmuş, 22 nükleotid uzunluğunda kodlamayan RNA 

sınıfının bir üyesidir [344]. Gissi ve diğerlerine (2018) göre ağız fırça biyopsisi ile alınan 

minimal invaziv tükürük biyopsisinde, miR-21’in OSHK’da sağlıklı kontrollere göre yüksek 

ifade olduğunu belirtmişlerdir [404]. Dahası doku, kan ve hücre hattında yapılan diğer 

çalışmalarda miR-21’in onkogenik mekanizmaya sahip olduğu da gösterilmiştir. miR-21 

tümör baskılayıcı gen olan PTEN’i hedeflerek, PTEN geninin baskılanmasına neden olur 

(Şekil 2.15). Böylece tümör ilerlemesini ve hücre bölünmesini arttırmış olur [405]. miR-21 

apoptozla da ilişkili olduğu yapılan çalışmalarla desteklenmiştir. miR-21, prometastatik 

faktörün inhibitörü olan tümör baskılayıcı PDCD4'ün (programlanmış hücre ölümü) 

ifadesini de azaltmaktadır [403].  

 

Fosfoinositid3‑kinaz (PI3K) ve aşağı akış hedefleri olan AKT ve mTOR sinyal yolakları, 

farklılaşma, çoğalma ve hücrenin hayatta kalmasında önemli bir rol oynamaktadır  [406]. 

Tümör hücreleri, PI3K/AKT/mTOR sinyal yollarını aktive ederek hücre çoğalmasını artırır 

(Şekil 2.15). Tümör baskılayıcı gen olan PTEN, PI3K/PTEN/AKT sinyal yollarının negatif 

düzenleyicisidir ve hücre büyümesi, farklılaşması, çoğalması ve göçü dahil olmak üzere 

hücresel fonksiyonları düzenlemek için AKT'yi hedefleyerek işlev görür [407]. PTEN, 

miR‑21‑nakavt hücrelerde önemli ölçüde yüksek ifade edilir, bu da miR‑21'in PTEN'i aşağı 

yönde düzenlediğini ve PI3K/PTEN/AKT sinyal yolu üzerindeki negatif regülasyonunu 

azalttığını gösterir [408]. 
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Şekil 2.15. miR‑21 ve AKT/mTOR sinyal yolları. 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, programlanmış hücre ölümü 4; eIF4A, ökaryotik başlatma 

faktörü [409]. 

miR-208a-3p 

 

miR-208a-3p, 14. kromozomda lokalize olmuş 22 nükleotid uzunluğunda kodlama 

yapmayan RNA’dır [344]. miR-208'in kardiyovasküler ve kas hastalıklarının oluşumunda 

kritik bir rol oynadığı bilinmektedir [410-412]. Bununla birlikte, miR-208'in pankreas 

kanseri [413], özofagus skuamöz hücreli karsinomu [414], hapatosellüler karsinom [415] ve 

prostat kanseri de [416] dâhil olmak üzere farklı insan kanserlerinde etkili olduğu 

bildirilmiştir. Wu ve diğerleri (2019), yaptıkları bir çalışmada miR-208a-3p’nin kolorektal 

kanserinde PDCD4’ü doğrudan hedefleyerek, PDCD4 ifadesini düşmesine neden olduğunu 

ve proliferasyon, invazyon ve hücre göçünde artış meydana getirdiğini göstermişlerdir [417]. 
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PDCD4 (Programlanmış hücre Ölümü 4) geni 

 

Shibahara ve diğerleri (1995) tarafından ilk kez keşfedilen PDCD4 geni, 469 amino asitten 

meydana gelmiş, iki "MA-3" olarak bilinen domaini, iki fosforilasyon bölgesi, iki pozitif 

yüklü RNA bağlanma bölgesi ve iki çekirdek dışa aktarma sinyalinden oluşan moleküldür 

[418]. İnsan PDCD4 geni, ilk olarak bir çekirdek antijen geni olarak tanımlanmış ve 10. 

kromozomun uzun kolunun 24. bandında (10q24) haritalanmıştır [398]. PDCD4 geni türler 

arasında iyi korunmuş özelliğe sahiptir; örneğin, insan ve fare arasındaki homoloji protein 

düzeyinde %92 oranında aynı diziye sahip olduğu belirlenmiştir [419]. Farelerde PDCD4 

geninin apoptozda ifadesinin arttığı, Camptothecin [420] gibi topoizomeraz inhibitörleri ile 

de ifadesinin azaldığı saptanmıştır [421].  

 

Maya-ikili hibrit yöntemi kullanılarak, PDCD4, translasyon başlatma faktörü 4A'nın 

(eIF4A) [422] bağlayıcı ortağı olarak tanımlanmıştır. PDCD4-eIF4A etkileşimi, mutasyon 

çalışmalarıyla ve kristalografi ile de doğrulanmıştır [423-425]. Bu, PDCD4’ün 

translasyonunun inhibisyonu için eIF4A ile bağlanmasının gerekli olduğunu göstermektedir. 

PDCD4-eIF4A bağlanması protein translasyonunu baskılama mekanizması aşağıdaki 

şekilde gerçekleşmektedir: 

 

1. PDCD4, eIF4A’ya bağlanarak, eIF4A’nın eIF4G’ye bağlanmasını bloke eder. eIF4A’nın 

RNA helikaz aktivitesini ve başlık bağrı translasyonel aktivasyonu inhibe eder ve 

eIF4A'nın helikaz aktivitesinin baskılanmasıyla protein translasyonu engellenmiş olur  

[422]. eIF4A, ATP'ye bağımlı bir RNA helikazdır. eIF4A'nın protein translasyon 

başlangıcındaki işlevi, mRNA’nın yapısını gevşeterek, translasyon başlatma 

kompleksinin, başlama kodonunu [426] bulmak için mRNA'yı 5' ile 3' ucundan 

taramasına izin vermektir. Bu nedenle, PDCD4 tarafından eIF4A aktivitesinin 

inhibisyonunu, protein translasyonunu, özellikle karmaşık yapılı 5'UTR'lere sahip 

mRNAların translasyonunu baskılar. PDCD4 tarafından translasyon engelleme 

mekanizmaları Şekil 2.17 'de özetlenmiştir. 

2. PDCD4, eIF4A aktivitesinin inhibisyonuna neden olmasının yanı sıra, Bcl-xl ve XIAP 

gibi anti-apoptotik proteinlerin de translasyon başlama kompleksini bloke eder [427, 

428].  
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Şekil 2.16. PDCD4 protein yapısı ve translasyon başlangıcını düzenleyen mekanizma. (A) 

PDCD4 proteini, bir RNA bağlama alanı ve iki MA-3 alanı ile 469 amino asit 

uzunluğundadır. (B) PDCD4 proteini, IRES'i 5' UTR'de veya eIF4A'yı 

translasyon başlatma kompleksinde bağlayarak translasyonu başlatmayı bloke 

edebilir [429]. 

Şimdiye kadar kanıtlar, PDCD4'ün iki olası mekanizma yoluyla tümör oluşumunu inhibe 

edebileceğini göstermektedir. Yukarıda bahsedildiği gibi, PDCD4, eIF4A ile bağlanır ve 

sarmal aktivitesini inhibe eder. Translasyonun başlatılmasında, ikincil yapılara sahip 5'UTR 

bölgesinin açılması için eIF4A gereklidir. Genellikle, ikincil yapılara sahip 5'UTR'li 

mRNAlar, büyüme faktörlerini, büyümeyi teşvik eden genleri ve proto-onkogenleri kodlar 

[430]. Bu nedenle, eIF4A'nın PDCD4 tarafından inhibisyonunun hücre proliferasyonu, göçü 

ve/veya invazyonunun baskılanmasına neden olması beklenir. Örneğin, PDCD4, kolorektal 

karsinomda hücre invazyonunu azaltmak için Sin1 translasyonunu inhibe eder [431]. Sin1, 

Akt aktivasyonunu düzenleyen rapamisin kompleksi 2'nin (mTORC2) memeli hedefinin 

kritik bir bileşenidir. Sin1 transkripsiyonunun PDCD4 tarafından inhibisyonu, Akt'nin 

etkisizleştirilmesi yoluyla invazyonu bastırmak için Snail ifadesinin azalmasına neden olur. 

eIF4A'ya bağlı mekanizmaya ek olarak, PDCD4, eIF4A'dan bağımsız bir mekanizma 

yoluyla tümör oluşumunu baskılayabilir (Şekil 2.17). Liwak ve diğerleri (2012), PDCD4'ün 

X'e bağlı apoptoz inhibitörünün (XIAP) mRNA'sı ile dâhili bir ribozom bağlanma bölgesine 

doğrudan bağlandığını ve translasyon başlatma kompleksi oluşumunu önleyerek XIAP 

transkripsiyonunu engellediğini bildirmiştir [428]. 
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Şekil 2.17. PDCD4, proliferasyon, apoptoz, invazyon ve metastaz gibi translasyonel 

hedeflerin düzenlenmesinde rol alır [418]. 

PDCD4 ifadesinin; epigenetik, transkripsiyon, transkripsiyon sonrası ve translasyon sonrası 

seviyelerde düzenlendiği gösterilmiştir [418]. PDCD4 geni, dokuda her yerde bulunur ve bu 

gen, çekirdek ya da sitoplazma veya hücre tipine bağlı olarak her ikisinde de aynı yerde 

lokalizedir. PDCD4 ifadesinin çeşitli kanserlerde (kolon, OSHK, mide) düşük ifade edildiği 

gösterilmiştir [432-434]. PDCD4’ün yüksek ifadesi apoptozu veya hücre döngüsünün 

durmasını indükler ve kanser hücresinin invazyonunu, proliferasyonunu ve göçünü engeller. 

PDCD4’ün artmış ifadesi kanser hücrelerinin antineoplastik ilaçlara karşı duyarlılığını 

arttırır [435-438].  

 

2.15. Eş zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Kantitatif PZR-qPZR) 

 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) in vitro DNA'nın amplifikasyonu için hızlı ve güçlü bir 

tekniktir [439, 440]. Kantitatif PZR (qPZR) küçük miktarlarda DNA’nın, kantitatif real time 

PZR (qRT-PCR) mRNA’nın kantitasyonu için kullanılmaktadır [441]. qPZR ve qRT-PZR 

metodu internal kontrol kullanarak, hedef dizinin amplifikasyonunu sağlar [441]. İnternal 

konrol çeşitli yollarla tasarlanabilir. Bunlar; hedef aplikonun mutasyonu, hedef amplikon 

dizisi içindeki insersiyon veya delesyon, homolog olmayan DNA sekans üzerindeki hedef 
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dizinin atlaması olarak sayılabilir. Genel bir kural olarak, hedef ve kontrol primerleri aynı 

kullanmalı, benzer guanin + sitozin (G + C) içeriğine sahip olması, dizinin eşit veya benzer 

uzunlukta olması gerekmektedir [442]. İnternal kontrolün validasyonunun yapılması 

oldukça önemlidir, bunun için öncelikle kontrol tasarlanmalıdır. Hedef ile kompetitif 

kontrolün, eşit etkide ve plato fazına erişmesi gerekir (Şekil 2.15) [443]. Plato fazına erişim 

reaksiyon ajanlarının tükendiği ve reaksiyonun sonlandığı anlamına gelir ve durur. Yeni 

ürün oluşu gözlenmez. Oluşan ürünlerin hızla parçalanması artar. Bitiş noktası saptaması 

yapılır. Bu teknik sayesinde DNA ve RNA moleküllerinin kalitatif ve kantitatif olarak kısa 

sürede analizi sağlanmakta ve çok sayıda örnek yüksek güvenilirlikte çalışılmaktadır. qPZR’ 

de, PZR reaksiyonu sırasında oluşan miktarları görünür hale getiren ve monitörize edebilen 

floresan işaretli prob ve boyalardır. Eş zamanlı olarak oluşan floresan ışıma, sentezlenen 

DNA ile doğru orantılı olarak artar. Bu artış miktar tayininin yapılmasına olanak sağlar. 

Çoğaltılacak hedef dizilerin belirlenebilmesi için çeşitli ajanlar geliştirilmiştir. Bunlardan 

diziye yüksek güvenilirlikte bağlanan özgünlüğü yüksek primer problar DNA/cDNA 

üzerinde tanımlanmak istenilen baz dizisine özgün özel olarak tasarlanmış, kimyasal ya da 

radyoaktif olarak işaretlenmiş olan tek zincirli oligonükleotid molekülleridir.  qPZR’de 

kullanılan probun çalışma mekanizması Şekil 2.19’da gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 2.18. Prob temelli qPZR mekanizması [444].
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3. MATERYAL METOD 

3.1. Materyal 

 

Bu bölümde tezin materyal ve metodları ile ilgili bilgi verilecektir. 

 

3.1.1. Bireylerin seçimi ve materyallerin toplanması  

 

Çalışma klinik ve histolojik olarak displazi, oral skuamöz hücreli kanser ve sağlıklı 

bireylerden oluşan toplam 42 bireyden elde edilen kan ve tükürük örneklerinde 

yürütülmüştür. Çalışma için gerekli olan etik kurul raporu Gazi Üniversitesi Diş Hekimliği 

Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu’ndan alındı (Onay kodu: E.28270).  

 

Araştırma materyalleri olan 42 kan ve 42 tükürük örneği Gazi Üniversitesi Diş Hekimliği 

Fakültesi Ağız, Diş ve Çene Cerrahisi Anabilim Dalı ile Ankara Yıldırım Beyazıt 

Üniversitesi Kulak Burun Boğaz Anabilim Dalı’na başvuran hastalardan toplandı. Çalışma 

grubunu oluşturan bireyler 14 ‘’ enfeksiyonu olmayan gömülü 20 yaş dişe sahip bireyler’’, 

14 ‘’oral potansiyel malign hastalık’’ tanısı almış bireyler ve 14 ‘’oral skuamöz hücreli 

karsinom’’tanısı almış bireyler olmak üzere toplam 42 bireyden oluşmaktadır.  

 

OSHK grubuna dâhil edilecek bireyler için dâhil edilme kriterleri şu şekilde oluşturulmuştur: 

a) Hastalarda dil 2/3 ön kısım, ağız tabanı, bukkal mukoza, gingiva, retromolar bölge, sert 

damak yerleşimli skuamöz hücreli karsinom tanısı konmuş primer tümörünün bulunması,  

b) Tümör gelişiminde Human Papilomavirüs (viral) etyolojisinin bulunmaması, c) 

Hastalarda nüks ve başka bir malignitenin bulunmaması,  d) Tanıların görüntüleme 

yöntemlerinin yanı sıra insizyonel biyopsi ile konulmuş olması,  e) verrüköz karsinom ve 

skuamöz hücreli karsinomun diğer alt tiplerinin tanısını almış hastaların çalışma dışı 

bırakılması, Hastaların risk faktörü ile ilişkileri (sigara kullanımı, sigara-alkol birlikte 

kullanımı gibi), hastalık öyküsü, yaş, cinsiyet gibi demografik veriler, klinik evreleme, 

radyolojik değerlendirmeler, kayıt edilecektir. 

 

OPML grubu bireylerini ise oral lökoplaki-eritroplaki klinik ön tanısı olan, histolojik olarak 

displazi tanısı almış oral mukozal lezyonu olan bireyler oluşturacaktır. Bireylere ait yaş 

cinsiyet gibi demografik bilgiler, risk faktörleri (sigara kullanımı, sigara-alkol birlikte 
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kullanımı), lezyonun öyküsü, lezyonun çapı, lezyonun lokalizasyonu, klinik takipleri 

yapılarak kayıt edilecektir. 

 

Araştırmaya katılan her bireyden ‘’Bilgilendirilmiş Onam Formu’’ imzalatılarak hastaların 

izni dâhilinde çalışma sürdürülmüştür.  

 

3.2. Kullanılan Kitler 

 

Tez çalışmasında kullanılan kimyasalların tümü ve ticari olarak temin edilen kitler 

tedarikçileriyle birlikte aşağıdaki Çizelge 3.1’de belirtilmiştir. 

 

Çizelge 3.1. Kullanılan kitler 

 PaxGene Blood miRNA İzolasyon 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 miRCURY 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 işlemleri gerçekleştirmek için kullanılan cihaz ekipmanı, Çizelge 

3.2’de listelenmiştir. 

 

Çizelge 3.2. Kullanılan cihazlar 

Kırık Buz Makinesi (Hoshızaki) 

Otoklav (Tomy) 

Otomatik Mikropipetler (Gilson) 

PZR cihazı (Biometra) 

Steril kabin (Holten) 

-30°C Derin Dondurucu (Sanyo) 

-80°C Derin Dondurucu (Sanyo) 

+4°C Soğutucu Dolap (Sanyo) 

RotorGene (Qiagen) 

Nanodrop ND100 

Vorteks (Daigger) 

Thermoshaker 

Mikrospin (Cleaver Scientific) 

Soğutmalı santrifüj (Hettich) 

Macro Santrifüj (Hettich) 

 



67 

 

3.4. Kullanılan Yöntemler 

 

3.4.1. Kan örneklerinin toplanması ve ribonükleik asit izolasyonu 

 

Gazi Üniversitesi Diş Hekimliği Fakültesi Ağız, Diş ve Çene Cerrahisi ve Ankara Yıldırım 

Beyazıt Üniversitesi Kulak Burun Boğaz Anabilim Dalı’ndan toplandı. Gazi Üniversitesi 

Fen Fakültesi Moleküler Biyoloji Laboratuvarında toplanan örneklerden RNA izolasyonu 

yapıldı, RNA örnekleri protokole uygun şekilde gen ve mikroRNA olmak üzere iki farklı 

cDNA’ya dönüştürüldü. Son aşamada ise Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu yöntemi 

ile gen ve miRNA ifadeleri belirlenerek hesaplandı.  

 

Hasta ve kontrol gruplarından elde edilecek kan örnekleri EDTA’lı tüplere 3 mL olacak 

şekilde toplandı.  

 

Toplanan örnekler 4000 g’de santrifüj edildi. Süpernatant pipetle atılır ve pellete 4 mL 

RNase free su eklenir. Pellet gözle görülür şekilde çözülene kadar vortekslendi. 

 

10 dk 4000 xg’de santrifüj edildi. Süpernatant atıldı. Pellete 350 µl Buffer BM1 eklendi, 

vortekslendi.  

 

1. Pellet çözüldükten sonra 1.5mL’lik santrifüj tüpüne aktarıldı. 300 µl BM2 ve 40 µl 

Proteinaz K eklenip vortekslendi. 10 dk 55°C’de 1200 rpm’de inkübasyona bırakıldı. 

2. Lila spin kolonuna örnekler aktarıldı ve 3 dk 15 000 g’de santrifüj edildi. 

3. Süpernatantın tamamı steril 1.5mL’lik ependorfa aktarıldı ve üzerine 700 µl isopropanol 

eklenip, vortekslendi. 

4. 700 µl örnek kırmızı kapaklı spin kolona aktarıldı ve 15 000g’de 1 dk santrifüj edildi. 

Alt hazneye toplanan sıvı kısım boşaltıldı, 1 dk 15 000 g’de santrifüj edildi.  

5. 350 µl Buffer BM3 eklenip, 15 sn 15 000 g’de santrifüj edildi. Alt hazneye toplanan sıvı 

kısım boşaltıldı, 10 µl DNaseI stok solüsyonu, 70 µl Buffer RDD eklendi, 25°C’de 15 

dk inkübasyona bırakıldı.  

6. 350 µl Buffer BM3 eklenip, 15 sn 15 000 g’de santrifüj edildi. Spin kolon yeni toplama 

tüpüne alındı, 500 µl Buffer BM4 eklendi. 15 sn 15 000 g’de santrifüj edildi.  

7. Toplama tüpü boşaltıldı, tekrar 500 µl Buffer BM4 eklendi, 2 dk 15 000 g’de santrifüj 

edildi, spin kolon yeni toplama tüpüne alındı. 15 000 g’de 1 dk santrifüj edildi.  
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8. Toplama tüpü atılıp, spin kolon yeni steril 1.5mL’lik ependorfa konuldu. 40 µl Buffer 

BR5 eklendi, 1dk 15 000 g’de santrifüj edildi. Bu basamak tekrarlandı.  

9. 65°C’de 5 dk inkübasyona bırakıldı.  

10. İzolasyonu tamamlanan örnek etiketlenip cDNA izolasyonu yapılana kadar -80° 

muhafaza edildi. 

 

3.4.2. Tükürük örneklerinin toplanması ve ribonükleik asit izolasyonu 

 

Hastalardan alınan tükürük, uyarılmamış tükürük olup tükürük toplanmasından en az 1 saat 

önce yeme, içme ve ağız hijyeninden kaçınmaları 1 gün öncesinden hastalara söylenmiştir.  

 

1. Tükürükler RNase free 50 mL’lik falkon tüplere 5 mL olacak şekilde toplandı ve 15 dk 

4°C’de 2600 g’de santrifüj edildi.  

2. Pellete dokunmadan süpernatanttan 200 µl alınarak steril RNase free ependorfa alındı.  

3. RNA izolasyonu için miRNeasy mini kit (Qiagen, Almanya) kullanıldı.  

4. Protokole göre alınan 200 µl süpernatanta 700 µl Qiazol Lysis Reagent eklendi ve 5 dk 

oda sıcaklığında inkübasyona bırakıldı. 

5. 140 µl kloroform eklendi ve 15 sn boyunca şiddetli sallandı. 

6. Oda ısısında 3-4 dk inkübe edildi. 

7. 15 dk 12000 g’de 4°C’de santrifüj edildi. 

8. Üstteki sıvı faz yeni toplama tüpüne alındı (~200 µl), 525 µl %100’lük etanol eklendi. 

9. 700 µl örneği RNeasy mini kolona alındı ve 13 000 g’de 1 dk santrifüj edildi. Alt toplama 

haznesi boşaltıldı ve bu adım tekrarlandı. 

10. 700 µl Buffer RWT eklendi ve 1 dk 13 000 xg’de santrifüj edildi, toplama tüpü boşaltıldı. 

11. 500 µl Buffer RPE eklendi, 1 dk 13 000 g’de santrifüj edildi. Toplama tüpü boşaltıldı. 

12. 500 µl Buffer RPE eklendi, 2 dk 13 000 g’de santrifüj edildi. Toplama tüpü boşaltıldı. 

13. RNA mini kolon yeni tüpe alındı ve 1 dk en yüksek hızda santrifüj edildi. 

14. RNA mini kolon 1.5 mL’lik steril ependorfa alındı ve 40 µl RNase free su eklendi. 13000 

g’de 1 dk santrifüj edildi. 

15. adım tekrarlandı. 

16. İzole edilen RNA etiketlenerek -80°C’de muhafaza edildi. 
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3.4.3. cDNA sentezi 

 

İzolasyonu yapılan kan ve tükürük örneklerinden mikroRNA ve gen için ayrı ayrı cDNA 

sentezi yapılmıştır. mikroRNAlar için miRCURY LNA RT Kit (Qiagen, Almanya), gen için 

Quantinova Reverse Transcription Kit (Qiagen, Almanya) kullanılmıştır. cDNA sentezine 

başlamadan önce reverse transkriptaz hariç kitin tüm içeriği çözüldü buz içine koyuldu. 

Çalışmanın tamamı buz üzerinde gerçekleştirildi. MikroRNA cDNA reaksiyon koşulları 

Çizelge 3. 3’ de verilmiştir. PDCD4 için gerekli olan reaksiyonlar ve PZR koşulları da 

Çizelge 3. 4 ve Çizelge 3. 5’ de verilmiştir. 

 

Çizelge 3.3. MikroRNA cDNA Reaksiyonu 

Bileşen 1X PCR Program 

5X miRCURY RT reaction buffer 2µl  

60 dk 42°C 

5 dk 95°C 

∞ 4°C 

RNase free su 4,9µl 

10X miRCURY RT enzim mix 1µl 

Sentetik RNA spike-in 0,5µl 

Kalıp RNA 1,6µl 

Çizelge 3.4. Gen cDNA Reaksiyonu (1. Genomik DNA’nın kaldırılması) 

Bileşen 1X PCR Program 

Random oligodT 1µl  

10 dk 65°C’de inkübasyon Hexamer 2µl 

Kalıp RNA 6µl 

RNase free su 4µl 

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

Bileşen 1X PCR Program 

 

Reaksiyon buffer 4µl 30 dk 55°C 

5 dk 85°C 

∞ 4°C 
RNase inhibitör  0,5 µl 

DNTP 2 µl 

Reverse Transcriptase 1 µl  

3.4.4. Kullanılan primer dizileri 

Çalışmada kullanılacak olan primerler Quantinova LNA Probe PCR Assays mikroRNA 

primerleri miR208a-3p, miR-21-5p ve kontrol miR olarak U6 kullanılmıştır. Gen olarak 

PDCD4 ve kontrol olarak ActB kullanılmıştır. Kullanılan primerler ve dizileri Çizelge 3.6’da 

verilmiştir. 
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Çizelge 3.6. Kullanılan primer dizileri 

Primer Adı NCBI 

Gene ID 

Primer Dizisi Catalog 

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  

R: ACCTTTCTTTGGTAGTCCCCTT  

249995 

hsa-ActB 60 TCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAG 149995 

3.4.5. Nanodrop ND100 ile RNA konsantrasyon analizi 

 

RNAların ölçümleri NanoDrop ND1000 cihazına dilüe edilmemiş örneklerden 2 μL 

yüklenerek yapılmıştır. İzole edilen RNA’nın saflığı ve konsantrasyonu 260 nm ve 280 nm 

dalga boylarındaki ölçümlerin karşılaştırılması ile belirlendi. Absorbansı 1.8-2.2 OD 

aralığında olan RNAlar araştırmaya uygun RNA örneği olarak kabul edildi. RNA’nın 260 

nm’de vermiş olduğu 1 OD’lik absorbans, 40 μg RNA molekülüne eşittir. NanoDrop ile 

RNA konsantrasyonu ölçülürken RNA’nın sulandırılmasına gerek yoktur. 

 

NanoDrop ile ölçülen RNA konsantrasyonu şu şekilde hesaplandı: 

 

RNA konsantrasyonu (μg/mL) = OD260 x Sulandırma Katsayısı (1) x 40μg 

 

Konsantrasyonu ölçülen RNAların sonraki yapılacak çalışmalarda kullanıldığında 

konsantrasyonlarının eşit olması gerektiğinden hasta ve sağlıklı kontrol grubuna ait olan 

RNA örneklerinin 200 ng/μL olacak şekilde sulandırıldı. 

 

3.4.6. Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qPZR) 

 

Total RNA izolasyonu ve miRNA örneklerinin cDNA sentezinden sonra miR-21-5p, miR-

208a-3p ve PDCD4 ifade seviyesini ölçmek için gerçek zamanlı kantitatif PZR (qPZR) 

reaksiyonları gerçekleştirildi. OSHK, OPML ve sağlıklı kontrol grubu arasında gen ifade 

farklılıkları değerlendirildi. Kantitatif PZR reaksiyon karışımı ve koşulları Çizelge 3.7, 3.8 

ve 3.9’da belirtilmiştir. 
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Çizelge 3.7. qPZR reaksiyon karışımı 

Bileşen 1X 

2X Probe PCR Master Mix 10 ul 

Primer probe 1 ul 

Kalıp cDNA 4 ul 

Su 5 ul 

Çizelge 3.8. Kullanılan qPZR programı (PDCD4 ve ActB) 

qPZR Programı 

Ön Denatürasyon 95° 5dk  

45 Döngü Denatürason 95° 5sn 

Uzama 60° 30sn 

Sonlanma 72° 40sn 

Çizelge 3.9. Kullanılan qPZR program (miR-21, U6) 

 qPZR Programı  

Ön Denatürasyon 95° 2dk  

45 Döngü Denatürason 95° 5 sn 

Uzama 56° 30sn 

Sonlanma 72° 40sn 

3.4.7. OSHK hastaları, OPMH hastaları ve sağlıklı kontrol gruplarında miR-21 ve 

PDCD4’ün ifade seviyelerinin qPZR ile değerlendirilmesi 

OSHK hastaları, OPMH hastaları ve sağlıklı kontrol grubu arasında miR-21 ve PDCD4 ifade 

seviyeleri belirlenirken kantitatif PZR’da (qPZR) (Resim 4.1) elde edilen threshold (Ct) 

değerleri normalizatör olarak kullanılan miRNAlar için housekeeping gen U6, PDCD4 için 

ActB ile standardize edilerek ifade seviyeleri belirlendi. Hasta ve kontrol grubuna ait Ct 

değerleri 2-ΔΔCt formülü (Çizelge 4.4.) kullanılarak hesaplandı. Sonuçlar değerlendirilirken 

standardize edilmiş ifade seviyeleri dikkate alındı.  
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Resim 3.1. Kantitatif PZR’da (qPZR)OSHK hastaları, OPMH hastaları ve sağlıklı kontrol 

grubu arasında miR-21 ve PDCD4 ifade seviyeleri 

Çizelge 3.10. Elde edilen ct değerlerinin 2- ΔΔCt metoduyla hesaplanmasının gösterimi 

ΔCt= Ct (hedef gen) – Ct (referans gen) 

ΔΔCt= ΔCt (hasta) - ΔCt (sağlıklı kontrol) ort 

2-ΔΔCt = 2- [(Ct hedef –Ct ref) hasta – (Ct hedef –Ct ref) sağlıklı kontrol] 

3.4.8. İstatistiksel analiz 

 

Çalışma verileri 14 OSHK, 14 OPML ve 14 sağlıklı grubu olmak üzere toplam 42 kişiden 

oluşmaktadır. Analizler IBM SPSS Statistics 28 paket programı üzerinden yapılmıştır. 

Çalışma verileri değerlendirilirken kategorik değişkenler için sıklıklar (sayı, yüzde), sayısal 

değişkenler (için ise tanımlayıcı istatistikler (ortalama, standart sapma) verilmiştir.  

 

Sayısal değişkenlerin normallik varsayımları Shapiro Wilk normallik testi ile incelenmiş ve 

değişkenlerin ise normal dağılmadıkları görülmüştür. Hem gruplardaki kişi sayılarının 

30’dan az olması hem de Shapiro Wilk normallik testi sonucunda değişkenlerin normal 

dağılmaması nedeniyle çalışmada parametrik olmayan istatistiksel yöntemlerden 

yararlanılmıştır. 

 

İki Bağımsız kategorik değişken arasındaki ilişkiler Ki Kare analizi ile yorumlanmıştır. 

İkiden fazla bağımsız grup arasındaki farklar Kruskal Wallis testi ile incelenmiştir. Kruskal 

Wallis sonucunda farklılık çıkması durumunda farklılığın kaynaklandığı gruplar Bonferroni 
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düzeltmeli sonuçlar üzerinden yorumlanmıştır. İki bağımsız sayısal değişken arasındaki 

ilişki Spearman’s Rho korelasyon katsayısı ile analiz edilmiştir. 

 

Analizlerde istatistiksel anlamlılık 0,05 düzeyinden yorumlanmıştır. 
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4. BULGULAR 

4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarının Demografik ve Klinik Verilerinin Değerlendirilmesi 

 

Bu tez çalışması kapsamında 14 OSHK, 14 OPMH (klinik olarak oral lökoplaki histolojik 

olarak displazi tanısı almış), 14 sağlıklı kontrolden toplanmış kan ve tükürük örnekleriyle 

çalışıldı.  

 

Çalışmamızda dâhil edilen OSHK, OPMH ve sağlıklı kontrol gruplarının demografik 

verilerin (yaş, cinsiyet, sigara ve alkol kullanımı, lokalizasyonu) gruplara göre incelenmesi 

Çizelge 4.1’de verilmiştir. 

 

Çizelge 4.1. Hasta grupları ve sağlıklı kontrol grubunun demografik verilerinin istatistiksel 

olarak incelenmesi 

 
OSHK 

 (n=14) 

OPMH  

(n=14) 

Sağlıklı  

(n=14) 

KW p 

 
Ort ± SS Ort ±  SS Ort ± SS 

Yaş 59,43 13,21 51,00 11,10 22,21 1,85 29,034 <0,001* 

Fark: 

3<1,2  
n 

 
Sayı Yüzde Sayı Yüzde Ki Kare p 

Cinsiyet 
      

2,499 0,391 

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

Kadın 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 

Sınıflandırma 

(Binary Sistem) 

Düşük dereceli displazi 

Yüksek dereceli displazi 

 

 

 

-- 

-- 

 

 

 

-- 

-- 

 

 

 

12 

2 

 

 

 

85,7 

14.2 

 

 

 

-- 

-- 

 

 

 

-- 

-- 

 

 

 

 

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

Şekil 4.1. de gösterildiği gibi en yüksek yaş ortalaması OSHK grubuna ait hastalarda 

izlenmekte iken (59,43) iken bunu sırasıyla OPMH grubu (51,00) ve sağlıklı grup bireyleri 

ise (22,21) takip etmektedir (p<0,05). 
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Şekil 4.1. Vakalarda gruplara göre ortalama yaş değerlendirmesi 

OSHK grubunun %57,1’i OPMH grubunun %50’si ve sağlıklı grubunun ise %28,6’sı 

erkektir (Şekil 4.2). OSHK grubunda sigara kullananların oranı %78,6 iken OPMH grubunda 

%85,7 ve sağlıklı grubunda ise %57,1’dir (Şekil 4.3). OSHK grubunda alkol kullanım oranı 

%21,4 OPMH grubunda bu oran %28,6 ve sağlıklı grubunda ise %21,4’tür (Şekil 4.4). Her 

üç parametrede gruplar arasında istatsitiksel olarak anlamlı farklılık bulunmamştır. 

Uygulanan ki kare analizleri sonucunda gruplar arasında cinsiyet, sigara kullanımı ve alkol 

kullanımı bakımından istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmamaktadır (p>0,05). 

 

 

Şekil 4.2. Vakalarda gruplara göre cinsiyet dağılımı (%) 
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Şekil 4.3. Vakalarda gruplara göre sigara alışkanlığı (%) 

 

Şekil 4.4. Vakalarda gruplara göre alkol alışkanlığı (%) 

OSHK grubunda lezyonların %57’si dilde, %15’i bukkal mukozada, %7 ağız tabanı, % 7 

palatinal mukoza, %7 retromolar bölge, %7 alveolar mukozada anatomik yerleşim 

göstermektedir (Şekil 4.5). 
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Şekil 4.5. OSHK grubunda anotomik yerleşim yeri dağılımı 

OPML grubunda lezyonların ise, %37’si bukkal mukoza, %27’si retromolar bölge ve  

%18’inin anatomik yerleşim yeri palatinal mukoza ve alveolar mukozadır (Şekil 4.6). 

 

 

Şekil 4.6. OPML grubunda anotomik yerleşim yeri dağılımı 
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4.2. cDNA miktar ve saflıklarının analizi 

 

Hasta ve sağlıklı gruba ait 42 kan, 42 tükürük örneğinden elde edilen cDNA miktarları 

Çizelge 4.2‘de gösterilmiştir.  

 

Çizelge 4.2. Hasta ve sağlıklı gruplara ait cDNA miktar ve saflık oranları 

 OSHK OPMH SAĞLIKLI 

Biyopsi no ng/µl 260/ 

280 

260/ 

230 

ng/µl 260/ 

280 

260/ 

230 

ng/µl 260/ 

280 

260/ 

230 

1 (KG) 2092,5 1,85 2,22 2618,9 1,84 2,10 357,2 1,99 0,95 

1 (TG) 2856 1,83 2,20 2889,2 1,86 1,79 328,3 2,1 1,55 

1 (KM) 410,3  1,85  1,14  231,3 1,86 1,08 2395,6 1,85 1,55 

1 (TM) 402,5 1,77 0,92 253,09 1,78 1,15 2341 1,85 1,82 

2 (KG) 3428,6  1,81  2,18 2397,6 1,84 2,15 2256 1,84 1,79 

2 (TG)) 2990,9 1,86 2,19 2375,9 1,83 2,18 2303,8 1,86 1,8 

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 0,9 213,3 1,61 0,71 

3 (KG) 3375,5 1,81 2,20 2274,5 1,84 2,19 2041,9 1,86 1,76 

3 (TG) 2994,6 1,82 2,19 1577,8 1,82 2,20 1769,2 1,86 1,73 

3 (KM) 487,3 1,78 1,08 334,3 1,86 1,07 562,8 1,82 1,17 

3 (TM) 384,6 1,83 1,41 272,5 1,71 1,06 508,6 1,82 1,17 

4 (KG) 2322,8 1,9 2,18 2881,2 1,82 2,19 2962,1 1,83 1,74 

4 (TG) 2522,5 1,9 2,20 3087,7 1,8 2,20 2777,7 1,85 1,77 

4 (KM) 259,7 1,85 1,04 218,3 2,05 1,13 244,2 1,41 0,69 

4 (TM) 236,7 1,75 0,9 280,2 2 1,39 202,2 1,53 0,94 

5 (KG) 2559,6 1,9 2,18 2902,2 1,82 2,20 3216,5 1,79 1,74 

5 TG) 2495 1,9 2,20 2340,8 1,81 2,18 2999,2 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) 1395,5 1,91 1,62 317,02 1,78 1,03 179,2 1,66 1,25 

6 (KG) 2762,0 1,81 2,18 2685,7 1,82 2,19 2995,3 1,83 1,82 

6 (TG) 2202,7 1,84 2,20 2690 1,82 2,20 3051,2 1,8 1,83 

6 (KM) 294,9 1,84 1,08 241,5 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 1,85 1,82 

7 (KG) 3375,5 1,81 2,18 2630,4 1,82 2,19 2777,8 1,83 1,71 

7 (TG) 2994,6 1,84 2,20 2786,4 1,82 2,20 3163,9 1,8 1,86 

7 (KM) 487,3 1,88 1,06 306 1,88 1,06 444,74 1,95 0,95 

7 (TM) 384,6 1,84 1,08 1314,0 1,85 1,56 264,28 1,76 0,74 

8 (KG) 2184,4 1,96 2,20 2029,6 1,83 2,19 3051,3 1,83 1,81 

8 (TG) 2228,2 1,85 2,18 2398,8 1,83 2,20 2781,1 1,83 1,8 

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 1,06 444,74 1,95 0,95 

9 (KG) 3322,8  1,96 2,18 1868,5 1,82 2,19 1753,9 1,83 1,7 

9 (TG) 3522,5  1,89 2,20 2302,7 1,82 2,20 2521,6 1,84 1,82 

9 (KM) 359,7  1,56 1,23 251,34 1,7 0,78 444,8 1,94 1,1 

9 (TM) 336,7  1,65 1,19 234,94 1,73 0,87 297,3 1,82 1,05 

10 (KG) 1559,6  1,96 2,18 2361,2 1,82 2,19 1548,1 1,82 1,66 

10 (TG) 2495  1,88 2,20 2489,2 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) 3375,5  1,95 2,18 2014,4  1,85 2,19 2682,2 1,88 1,76 

11 (TG) 2994,6  1,85 2,20 2836,3  1,77 2,11 2751,7 1,86 1,76 

11 (KM) 487,3  1,85 1,23 262,8  1,19 1,10 252 1,91 1 
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Çizelge 4.2. (devam) Hasta ve sağlıklı gruplara ait cDNA miktar ve saflık oranları 

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 1,81 

12 (KM) 487,5  1,75 1,27 251,34 1,7 0,78 225,3 1,83 0,9 

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 2791,3 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 1,15 241,5 1,77 0,88 319,3 1,77 0,94 

14 (KG) 2762,0 1,81 2,18 2274,5 1,84 2,19 2455,7 1,86 1,66 

14 (TG) 2461,0 1,81 2,18 2276,5 1,84 2,19 2874,4 1,84 1,8 

14 (KM) 487,5  1,75 1,27 251,34 1,7 0,78 296,6 1,78 0,81 

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 1,81 

12 (KM) 487,5  1,75 1,27 251,34 1,7 0,78 225,3 1,83 0,9 

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 2791,3 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 1,15 241,5 1,77 0,88 319,3 1,77 0,94 

14 (KG) 2762,0 1,81 2,18 2274,5 1,84 2,19 2455,7 1,86 1,66 

14 (TG) 2461,0 1,81 2,18 2276,5 1,84 2,19 2874,4 1,84 1,8 

14 (KM) 487,5  1,75 1,27 251,34 1,7 0,78 296,6 1,78 0,81 

14 (TM) 374,6  1,65 1,10 234,94 1,73 0,87 330,7 1,8 1,03 

4.3. OSHK Hastaları, OPML Hastaları ve Sağlıklı Kontrol Gruplarında miR-21 İfade 

Seviyelerinin Değerlendirilmesi  

Kan materyalinden elde edilmiş miR-21 ifade seviyelerinin ortalaması, OSHK hasta 

grubunda 6,52±3,65 OPML hasta grubunda 7,16±2,85, sağlıklı kontrol grubunda 3,48±4,35 

olarak, tükürük materyalinden elde edilmiş miR-21 ifade seviyelerinin ortalaması, OSHK 

hasta grubunda 2,88 ±0,45 OPML hasta grubunda 2,2±1,64, sağlıklı kontrol grubunda 

1,61±0,89 olarak saptandı. OSHK hastaları, OPML hastaları ve sağlıklı kontrol gruplarının 

kan ve tükürük örneklerinden standardize edilmiş miR-21 ifade seviyelerinin ortalamalarına 

ait grafik Şekil 4.7’de verilmiştir. 
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Şekil 4.7. OSHK, OPML ve sağlıklı kontrol gruplarının kan ve tükürük örneklerinden elde 

edilmiş miR-21 miRNA ifade seviyelerinin grafiği (ortalama±standart sapma). 

Her üç grubun kan örneklerindeki miR-21 ifade düzeyleri karşılaştırıldığında, OPML grubu 

ile sağlıklı grup arasında anlamlı farklılık saptanmıştır (p<0,05).  Buna göre, sağlıklı 

grubunun miR-21 düzeyleri OPML grubunun miR-21 düzeylerinden istatistiksel olarak 

anlamlı derecede daha azdır (p=0,007) (Çizelge 4.3). 

 

OSHK, OPML ve sağlıklı grupları arasında miR-21 seviyesinin tükürükten alınan 2-ΔΔCt 

ölçümleri bakımından istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmaktadır (p<0,05). Buna 

göre sağlıklı grubunun 2-ΔΔCt düzeyleri OSHK grubunun 2-ΔΔCt düzeylerinden istatistiksel 

olarak anlamlı derecede daha azdır (p=0,002) (Çizelge 4.3). 

 

Çizelge 4.3. Kan ve tükürük örneklerinde OSHK ve OPML hastalarının sağlıklı kontrol 

grubu ile miR-21 düzeylerinin istatistiksel olarak karşılaştırılması 

 OSHK 

(n=14) 

Ort±SS 

OPML 

(n=14) 

Ort±SS 

Sağlıklı 

(n=14) 

Ort±SS 

p 

Kan Ölçümleri 

miR-21 2-ΔΔCt  

 

6,52±3,65 7,16±2,85 3,48±4,35 0,007* 

Tükürük Ölçümleri 

miR-21 2-ΔΔCt  

 

2,88±0,45 2,20±1,64 1,61±0,89 0,002* 

*:p<0,05 
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Çizelge 4.4’de gruplara göre kan ve tükürük miR-21/U6 ölçümleri arasındaki ilişki 

gösterilmiştir. OPML grubunda kan ölçümlerinde bakılan 2-ΔΔCt miR-21/U6 düzeyleri ile 

tükürük ölçümlerinde bakılan 2-ΔΔCt miR-21 düzeyleri arasında istatistiksel olarak anlamlı 

%57,8’lik pozitif yönlü ilişki bulunmaktadır (rho=0,578, p=0,030). 

 

Çizelge 4.4. Gruplara göre kan ve tükürük mir-21/U6 ölçümleri arasındaki ilişkinin 

incelenmesi  

 Grup  Tükürük 

 Ölçümleri 

K
an

 Ö
lç

ü
m

le
ri

 OSHK miR-21/U6  

2-ΔΔCt 

 

OPML miR-21/U6 

2-ΔΔCt 

 

 

 

 

 

r 

p 

 

r 

p 

 

0,183 

0,532 

 

,578* 

0,030 

 Sağlıklı miR-21/U6 

2-ΔΔCt 

 r 

p 

 

0,029 

0,923 

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

4.4. OSHK Hastaları, OPML Hastaları ve Sağlıklı Kontrol Gruplarında miR-208a 

İfade Seviyelerinin Değerlendirilmesi 

OSHK, OPML ve sağlıklı gruplar ile çalışılan kan ve tükürük örneklerinde miR-208a-3p 

ifadesinde bir sonuç elde edilememiştir. Literatür taraması yapıldığında, miR-208a-3p'nin 

sadece doku biyopsilerinde ifade edildiğini gösteren ancak, tam kanda veya diğer vücut 

sıvılarında bulunmadığını gösteren çalışmaların varlığı bizim yaptığımız çalışma sonucu ile 

uyumludur [445].  

 

4.5. OSHK Hastaları, OPML Hastaları ve Sağlıklı Kontrol Gruplarında PDCD4 İfade 

Seviyelerinin Değerlendirilmesi 

Kan örneklerinden elde edilmiş PDCD4 ifade seviyelerinin ortalaması, OSHK hasta 

grubunda 2,97±4,04, OPML hastalarında 3,08±5,06, sağlıklı kontrol grubunda 14,33±20,14 

olarak, tükürük materyalinden elde edilmiş PDCD4 ifade seviyelerinin ortalaması OSHK 

grubunda 2,44±1,94, OPML grubunda 4,79±5,70 ve sağlıklı grupta 9,72±6,94 olarak 

saptandı. Şekil 4.8.’de OSHK hastaları, OPML hastaları ve sağlıklı kontrol gruplarının kan 

ve tükürük  
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örneklerinden standardize edilmiş PDCD4 ifade seviyelerinin ortalamalarına ait grafik 

verilmiştir. 

 

 

Şekil 4.8. OSHK, OPML ve sağlıklı kontrol gruplarının kan ve tükürük örneklerinden elde      

edilmiş PDCD4 gen ifade seviyelerinin grafiği (ortalama±standart sapma).        

OSHK, OPML ve sağlıklı grupları arasında kan örnekleri ile çalışılan PDCD4 gen ifadesinin 

2-ΔΔCt ölçümü değerlendirildiğinde istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmaktadır 

(p<0,05). Buna göre sağlıklı gruptaki PDCD4 düzeyleri, OSHK ve OPML grupları ile 

kıyaslandığında istatistiksel olarak anlamlı derecede daha fazla olduğu bulunmuştur 

(p=0,016) (Çizelge 4.5). 

 

OSHK, OPML ve sağlıklı grupları arasında tükürükten alınan PDCD4’ün 2-ΔΔCt ölçümü 

değerlendirildiğinde istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunmaktadır (p<0,05). Sağlıklı 

grubunun 2-ΔΔct PDCD4 düzeyleri OSHK ve OPML gruplarının 2-ΔΔCt PDCD4 

düzeylerinden istatistiksel olarak anlamlı derecede daha fazladır (p<0,001) (Çizelge 4.5). 

 

Çizelge 4.5. Kan ve tükürük örneklerinde OSHK, OPML hasta gruplarının sağlıklı kontrol 

grubuyla PDCD4 ifadesininin istatistiksel karşılaştırması 

 OSHK 

(n=14) 

Ort±SS 

OPML 

(n=14) 

Ort±SS 

Sağlıklı 

(n=14) 

Ort±SS 

p 

Kan Ölçümleri 
PDCD4 2-ΔΔCt  

2,97±4,04 3,08±5,06 14,33±20,14 0,016* 

Tükürük Ölçümleri 

PDCD4 2-ΔΔCt  

2,44±1,94 4,79±5,70 9,72±6,94 <0,001* 

*p<0,05 
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OSHK grubunda kan ölçümlerinde bakılan 2-ΔΔCt PDCD4/ActB düzeyleri ile tükürük 

ölçümlerinde bakılan PDCD4-ActB düzeyleri arasında istatistiksel olarak anlamlı %74,5’lik 

pozitif yönlü ilişki bulunmaktadır (rho=0,745, p=0,002) (Çizelge 4.6). 

 

OPML grubunda kan ölçümlerinde bakılan PDCD4/ActB düzeyleri ile tükürük ölçümlerinde 

bakılan 2-ΔΔCt PDCD4/ActB düzeyleri arasında istatistiksel olarak anlamlı %63,1’lik pozitif 

yönlü ilişki bulunmaktadır (rho=0,631, p=0,016) (Çizelge 4.6). 

 

Çizelge 4.6. Gruplara göre kan ve tükürük PDCD4/ActB ölçümleri arasındaki ilişkinin 

incelenmesi 

 Grup               Tükürük Ölçümleri 

K
an

 Ö
lç

ü
m

le
ri

  

OSHK 

PDCD4 

2-ΔΔCt 

 

OPML 

PDCD4 

2-ΔΔCt 

r 

p 

 

 

r 

p 

 ,745** 

0,002 

 

 

,631* 

0,016 

 Sağlıklı 

PDCD4 

2-ΔΔCt 

r 

p 

 

 -0,134 

0,647 

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

Gruplar arasında klinik veriler ile miR-21 için Spearmen’ın sıralama korelasyon analizi 

yapılmıştır. Buna göre OSHK grubundan alınan kan örneklerindeki miR-21 seviyesi ile alkol 

kullananlar arasında anlamlı ilişki bulunmamıştır (rspearmen=-0,54, p=0,4). OPML grubundan 

alınan tükürük örneklerinde ise miR-21 ifade seviyesi ile cinsiyet arasında anlamlı ilişki 

bulunmuştur (rspearmen=-0,68, p=0,007). 

 

Çizelge incelendiğinde uygulanan ROC analizi sonuçlarına göre tükürükten alınan miR-21 

ve PDCD4 değerlerinin tanı koymada istatistiksel olarak anlamlı bir kesim noktasının 

olmadığı görülmüştür (p>0,05). Sonuçlara ilişki ROC eğrisi aşağıda verilmiştir. 

 

Çizelge 4.7. Tükürükten alınan miR-21 ve PDCD4 değerleri için tanı koymada kesim 

noktalarının incelenmesi 

Test Değişkeni Area Standart Hata   p 95% Güven Aralığı 

Alt Sınır Üst Sınır 

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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Şekil 4.9. PDCD4 ve miR-21 ROC Curve analizi 
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5. TARTIŞMA 

Oral skuamöz hücreli karsinom ile ilgili çalışmaların ve yeni tedavilerin geliştirilmesine 

rağmen, ölüm oranları durdurulamamakta ve hızla artmaya devam etmektedir. Hastaların 

sağ kalım süreleri, hastalığın evresi ile doğrudan ilişkilidir. Lenf nodu tutulumu olmayan bir 

hastanın 5 yıllık sağ kalım oranı %66 - %85 arasında değişiklik gösterirken, lenf nodu 

metastazı olan hastalarda sağ kalım oranı ise % 9’lara kadar düşmektedir [446]. Sigara ve 

alkol kullanımı, kötü ağız hijyeni, HPV’ye bağlı enfeksiyon, ağız içi iyileşmeyen ülserler, 

OSHK için risk faktörlerini oluşturmaktadır [447]. Bundan dolayı diğer kanserlerde olduğu 

gibi OSHK’da da erken tanı ve tedavi, bireyin yaşam kalitesi ve tedavinin sürdürülebilirliği 

bakımından oldukça önemlidir. 

 

Oral skuamöz hücreli karsinomun prognozunun tayininde tümörün lokal invazyonu, lenf 

nodu metastazı, uzak metastaz olup olmaması gibi faktörlerin dışında, son yıllarda 

literatürde hücresel ve moleküler düzeyde farklı prognostik faktörler ve bunlarla ilgili 

biyobelirteçlerin önemli olabileceği sıklıkla yer almaktadır [139]. Özellikle bu faktörlerin 

“premalign” dönemdeki lezyonlarda, kansere invazyon sürecinden önce saptanabilmesi 

hastalığın önlenmesi ve tedavinin takibi açısından oldukça büyük önem taşımaktadır [79]. 

Tüm bu bilgiler ışığında, çalışmamızı “displazi” tanısı almış OPML ve “skuamöz hücreli 

kanser” hastalarının materyallerinden yürütmeyi amaçladık.  

 

OSHK’da altın standart olarak kabul edilen doku biyopsilerinin hem girişimsel olması hem 

de temininin her zaman mümkün olmaması, bu materyalin yerine vücut sıvılarından elde 

edilen ve içeriği doku biyopsisi ile aynı bileşenelere sahip olan likit biyopsi kavramını 

gündeme getirmiştir. Dahası likit biyopsi ile yapılan çalışmaların artması, biyobelirteç 

araştırmalarını öne çıkarmıştır. Bu görüşten yola çıkarak çalışma materyalimizi ‘’displazi 

tanısı koyulmuş ‘’oral potansiyel malign lezyonlar’’ ve oral skuamöz hücreli karsinom’’ 

tanısı alan bireylerden temin ettiğimiz tükürük ve kan likit biyopsileri oluşturmaktadır. 

 

Son yıllarda birçok bilimsel araştırma başta hematolojik kanserler olmak üzere pek çok 

kanser türünde doku biyopsileri yerine likit biyopsi kullanımının, uygun olabileceğini 

göstermiştir. Günümüzde "likit biyopsi" genellikle hasta plazma örneklerinden elde edilen 

serbest dolaşan DNA'nın (cfDNA) tanımlanması ve analizini ifade eder. cfDNAlar, hem 

hücreler hem de ölen hücreler tarafından dolaşıma aktif olarak apoptoz ve/veya nekroz ile 
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dökülen, serbest dolaşan çıplak DNA molekülleridir [448]. Özetle, ctDNA bulunduran likit 

biyopsiler, insan kanserlerinin teşhisi ve tedavisinde, hastalığın önlenmesinde, klinik karar 

vermede yol haritası olan bir yaklaşımlardır. Likit biyopsi ile elde edilecek tüm bu 

uygulamalar ve daha fazlası hastanın idrar, kan, tükürük ve diğer vücut sıvılarından 

kolaylıkla elde edilebilir. Likit biyopsi kaynağı sunan ve şimdiye kadar tüm çalışmalarda 

kullanılmış olan kan örnekleri bizim de çalışma materyalimizin bir kısmını oluşturmaktadır.  

 

Likit biyopsiler içerisinde yer alan tükürük, akciğer, gastrointestinal, pankreas vb. gibi 

kanserlerin   yanı sıra özellikle ağız kanserinin tanısında kanın dışında çalışılan biyolojik 

materyaldir [449]. Ayrıca tükürüğün, kan ve doku biyopsilerine göre daha az invaziv 

yöntemle elde edilmesi, kolay ve hızlı şekilde temini ve ekonomik olması, ağız kanserinin 

teşhisinde bu biyopsileri öne çıkarmaktadır. Guillon ve diğerleri 36 makalede potansiyel 

biyobelirteç olarak çalışılan 46 molekülün incelenmesini içeren çalışmalarında, tükürük 

örnekleriyle ağız kanseri teşhisinde uygulanabilir herhangi bir biyobelirteçin henüz 

bulunmadığını bildirmişlerdir [449]. Biz de bu verilerden yola çıkarak, bir diğer çalışma 

materyalimizi tükürüğün oluşturmasını tercih ettik.  

 

Diğer taraftan son on yılda özellikle likit biyopsilerde yapılan çalışmalarda kanser ilişkili 

sinyal yolaklarının düzenleyicileri olan mikroRNAların karsinogenezde rolü ortaya 

konmuştur. miRNAların hedefe bağlanmada, miRNA bağlanma bölgesinin merkezi rol 

oynadığı ve bu özelliği sayesinde de miRNAların hedef bağlanma bölgesine tam olmayan 

eşleniklik ile bağlandığı da rapor edilmiştir. Tüm bu veriler, miRNAları pek çok kanserin 

erken tanı, prognoz ve tedavi planlaması için umut verici terapötik seçenekler sunan bir 

biyobelirteç olduğunu desteklemektedir [139]. Son zamanlarda araştırmacılar, özellikle sıvı 

biyopsilerde kanserlerde prognostik belirteçler olarak miRNAları veya belirli miRNAların 

oranlarını kullanmaktadır. 

 

 Örneğin, Von Brandestain ve diğerleri (2020), böbrek kanserli hastalardan topladıkları idrar 

örnekleri üzerinde Mxi2/miR-15a ve Vim3/miR-498 incelemişlerdir. Çalıştıkları idrar 

örneklerinde Vim3’ün onkositomalı hatalarda diğer renal hücreli karsinomlarda ve sağlıklı 

kontrole göre önemli derecede arttığını, Mxi2/miR-15a’nın ise diğer renal hücreli 

karsinomun alt türlerinde önemli ölçüde arttığını saptamışlardır. Bunun yanı sıra miR-

498/Vim3, onkositoma hastalarında ağırlıklı olarak aşırı ifade edildiğini bildirmişlerdir. 
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Sonuç olarak ilgili miRNA ların  likit biyopsilerde  böbrek kanserlerinin ayrımı ve erken 

tanısında kullanılabilirliğini  kanıtlamışlardır [450]. 

 

Yapılan araştırmalarda çoğu oral kanserde miRNA profilinin düzensizliği ortak bir özellik 

olarak gösterilmiş [261] ve doğru değerlendirildiği takdirde kanserlerde potansiyel tanı, 

prognostik ve terapötik biyobelirteç olarak kullanımları mümkün olduğu bildirilmiştir. Ries 

ve diğerleri (2019) miR-494, miR-3651 ve miR-186'nın düzensiz ifadesini ağız kanseri 

nüksleriyle ilişkilendirmiştir [451]. Tüm bu bilgiler değerlendirildiğinde, oral potansiyel 

malign lezyonlardan, oral skuamöz hücreli karsinoma geçişte likit biyopsilerdeki miRNA 

potansiyellerinin araştırılmasının faydalı olacağı düşünülmüş ve çalışmamızda biyobelirteç 

olarak kullanımına karar verilmiştir. 

 

Çalışmamızda miRNAlarla ilişkili olduğu bilinen apoptotik bir gen olan PDCD4’ün  kanser 

öncüsü evreden , oral kansere geçiş sürecinde etkin olabileceğini düşünerek, araştırmamızda 

inceleyeceğimiz parametreler arasına dâhil ettik. Apoptoz ile ilişkili olduğu bilinen 

kemirgen hücresel dönüşümün inhibitörü olarak tanımlanan PDCD4 geninin translasyon 

başlatma kompleksinin ökaryotik başlatma faktörü 4A (eIF4A) ile doğrudan etkileşime 

girerek protein sentezini baskıladığı bilinmektedir. Buna ek olarak PDCD4’ün, AP-1-aracılı 

trans aktivasyonu inhibe ettiği ve siklin-bağımlı kinaz inhibitörü p21’in ifadesini uyardığı 

yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Ayrıca PDCD4 ifadesinin bazı tümör türlerinde çok az 

ya da hiç olmadığı da yapılan çalışmalarda gösterilmiştir. Sonuç olarak, PDCD4 

ifadesindeki azalmanın ya da hiç olmamanın çeşitli yollarla hücrelerin büyümesi için 

avantajlar sağladığı ve böylece kanser gelişimini kolaylaştırdığı belirtilmiş aynı zamanda 

kanser tedavisinde moleküler bir hedef olarak kullanılabileceğine dair görüşler de rapor 

edilmiştir [434, 452, 453]. Biz de çalışmamızda OPML’den, OSHK’ya geçişte PDCD4 gen 

ifadesindeki azalmanın kanser gelişimini kolaylaştırdığı ve olası mekanizmaya katkı 

sağlamak düşüncesiyle daha önce likit biyopsilerde çalışılmamış olan ilgili geni araştırmayı 

tercih ettik. 

 

Oral skuamöz hücreli karsinomda kan ve tükürük materyali ile çalışılan mikroRNAlar çok 

sınırlıdır. Literatüre bakıldığında, likit biyopsilerde OPML’den malign lezyona 

dönüşümdeki miRNAların ifade düzensizlikleri ise yok denecek kadar az sayıdadır [418]. 
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Bu tez çalışmasında apoptozda görevli tümör baskılayıcı gen olan PDCD4 geni ile ilişkili 

olduğu düşünülen miR-208a-3p ve miR-21’in kan ve tükürükteki ifade seviyelerinin RT-

qPCR yöntemi ile araştırılarak bu miRNAlar ve PDCD4’ün OSHK gelişim riski yüksek olan 

OPML hastalarında sağlıklı kontrolle kıyaslandığında biyobelirteç olarak 

kullanılabilirliğinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 

 

Çalışma planlanırken mikroRNAlar ve bu mikroRNAlarla ilişkisi olduğu düşünülen 

mRNA’nın seçimi Targetscan [454] ve miRBase [220] veri tabanları kullanılarak 

belirlenmiştir. miR-21 ve PDCD4’ün qPZR ile 14 OSHK, 14 OPMH ve 14 sağlıklı grup 

arasında gen ifadelerinin kantitatif olarak değerlendirilebilmesi amacıyla incelenmesi 

hedeflenmiştir. miRNA ifade analizleri için normalizatör olarak, bir housekeeping gen olan 

U6 snRNA (hsa) kullanılmıştır. PDCD4 geni için normalizatör olarak ActB kullanılmıştır 

(hsa). Gen ifade düzeyleri qPZR, “mikro array”, gibi modern metodların kullanılarak 

belirlenmesinin yanısıra “Northern blot” “RNase protection assay” gibi daha eski moleküler 

yöntemler kullanılarak da belirlenebilmektedir [455]. Aynı anda yüzlerce gendeki ifadenin 

değerlendirilebilmesine olanak sağlayan mikroarray yöntemi en çok kullanılan yöntemdir. 

Ancak Northern blot ve qPZR ile karşılaştırıldığında, ifade analizindeki küçük 

değişikliklerin saptanmasında yetersiz kalmaktadır [456]. qPZR yönteminin Northern Blot’a 

göre daha düşük hassasiyete, ancak daha yüksek özgünlüğe sahip olduğu yapılan 

çalışmalarla gösterilmiştir [457]. Ayrıca sıvı biyopsiden elde edilen ctDNA'yı karakterize 

etmek için spektrofotometri, floresan testleri ve YND (Yeni Nesil Dizileme) gibi çeşitli 

tekniklerin kullanılmasının yanı sıra qRT-PZR’da yaygın olarak kullanılmaktadır [13]. 

qPZR yöntemi ile daha az miktarlarda DNA kullanılarak daha yüksek özgünlükte gen ve 

mikroRNA düzeylerinin likit biyopsilerde kantitatif olarak belirlenebilmesi nedeniyle, 

çalışmamız için bu yöntem tercih edilmiştir.  

 

Çalışma sonuçlarımızdan elde ettiğimiz demografik verileri değerlendirdiğimizde, 

parametreler içerisinde yaş ortalamalarında istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmıştır 

(p<0.001). OSHK hastalarının yaş ortalaması 59,43±13,21 olarak bulunmuş ve bu veriler 

litaratürle de uyumluluk göstermiştir [295]. OSHK grubu ile sağlıklı grup arasındaki 

farklılık, sağlıklı grubumuzun gömülü 20 yaş dişi operasyonuna gelen bireylerden 

oluşmasıdır. Bu grup hastaların komplikasyonsuz ve risksiz operasyon dönemin 25 yaşa 

kadar olduğu bilinmekte olup [458], çalışmamızdaki yaş ortalamaları ile uyumludur 

(22,21±1,85). 
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Araştırma sonuçlarımızda, OSHK hastalarının kanında sağlıklı kontrol grubu ile 

kıyaslandığında yüksek miR-21 ifadesini saptadık (p<0,05) [299]. Mohmood ve diğerleri 

(2019) OSHK hastalarının serum örneklerinde miR-21 ifadesini incelemişler ve serum miR-

21 seviyelerinin doku mir-21 ifadesini yansıttığını ve bu nedenle tümör invazyonu ve 

metastazını tahmin etmek için minimal invaziv bir araç olarak kullanılabileceğini ifade 

etmişlerdir [300]. Literatür araştırması yapıldığında bizde çalışmamızda literatürde bulunan 

çalışmalara benzer şekilde sonuçlar elde ettik. miR-21 onkogen olarak işlev gördüğünden, 

sağlıklı grupla kıyaslandığında OSHK da daha yüksek çıkmasının beklenen biyololojik bir 

sonuç olduğu fikrindeyiz. 

 

miR-21, anti-apoptotik etkisi ile karsinogenez gelişimini destekleyen onkogenik 

mikroRNAlardan sadece biridir. Genel olarak kanserlerde miR-21'in yüksek ifade olduğu ve 

baskılandığında tümörün boyutunun küçüldüğü görülmüştür. Ayrıca tümörlerde kemoterapi 

direncine katkıda bulunduğu da gözlemlenmiştir [459]. Kanserlerin başlangıç evresinde yer 

alan PTEN, TGF β, PDCD4 gibi genlerin kontrolüne katkı sağladığı da yapılan çalışmalarda 

desteklenmiştir [460]. miR-21'in apoptozu inhibe etme yeteneği yoluyla karsinogenez 

gelişiminde yer aldığı iddia edilmektedir [461]. miR-21’in OSHK’ da dâhil olmak üzere 

çeşitli tümör tiplerinde yüksek derecede ifade edildiği yapılan çalışmalarla gösterilmiştir.  

 

Çalışmamızda düşük dereceli displaziye sahip OPML hastalarının kan örneklerinde miR-21 

ifadesinin kontrol grubumuz ile kıyaslandığında yüksek ifade edildiğini tespit ettik (p<0,05). 

Litaratür incelemesi yapıldığında dispilazilerde mir 21 ifadelerinin doku, hücre kültürü gibi 

materyalerde gerçekleştiği görülmekle birlikte [139, 362],  serum ve plazma örneklerinde 

incelenmiş miR-21 araştırmasının bulunmadığı görülmüştür. Bu durum, sonuçlarımızın 

başka çalışmalarla karşılaştırılmasın için sınırlama getirse de, çalışmamızı özgün kılmıştır. 

 

Çalışmamızda OPML miR-21 seviyesi (7,16±2,85) OSHK dan (6,52±3,65) yüksek 

bulunmuştur. Pek çok çalışmada kandaki mir seviyelerindeki farklılıklardan söz 

edilmektedir. Bunun başlıca sebebi pıhtılaşma sürecinin mevcut toplam miRNA miktarını 

etkileyebileceği görüşüdür [462]. Çalışmamızda OPML ile kıyaslandığında, OSHK’da daha 

yüksek çıkması beklenen miR-21 düzeyinin düşük olması aklımıza bu sorunların yaşandığını 

getirmektedir. Ayrıca, kit çeşitliliği ve laboratuvar protokollerinin farklılığı da çalışma 

sonuçlarımıza etki etmiş olabilir [139, 462].  
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Aynı şekilde OSHK hastalarının tükürük materyallerinde miR-21 ifadesinin de sağlıklı 

grupla kıyaslandığında dikkat çekici şekilde artmış miR-21 ifadesini belirledik (p<0,05). 

Mehdipour ve diğerleri (2018) OSHK hastalarının tükürük örneklerinde miR-21 ifadesini 

incelemişler ve ilgili miRNAnın yüksek ifade edildiğini bldirmişlerdir [463]. Bu sonuçtan 

yola çıkarak çalışma bulgularımızın literatürle uyumluluk gösterdiğini söyleyebiliriz. 

Girişimsel olmaması nedeniyle tükürük örneklerinde miR-21 ifadesinin OSHK tanı ve 

takibinde kullanılabilirliğini bulgularımızda göstermiş bulunmaktayız. 

 

Hung ve diğerleri (2016) OPMH hastalarının tükürüklerinde miR-21 ifadesini araştırmışlar 

ve sonuçların sağlıklı gruba göre yüksek ifade edildiğini göstermişlerdir [464]. Zahran ve 

diğerleri (2015) displazili ve displazisiz OPML hastalarında yürüttükleri çalışmalarında 

miR-21 ifadesinin kontrol grubu ile kıyaslandığında yüksek ifade edildiğini rapor etmişler 

ve tükürükte miRNA-21'in anormal ifadesinin OSHK patogenezinde erken bir moleküler 

olayı yansıtabileceğini öne sürmüşlerdir  [465]. Bu görüşten yola çıkarak, çalışma 

verilerimizden elde ettiğimiz tükürük mir-21 seviyelerinin sağlıklı (1,61±0,89), OPML 

(2,20±1,64) ve OSHK (2,88±0,45) gruplarındaki seviyeli artışı (p<0,05), bize OSHK erken 

tanısında miR-21’in potansiyel biyobelirteç olabileceğini düşündürmektedir. Bu sonuç, 

Zahran ve diğerleri (2015) nin görüşünü desteklemektedir [465]. 

 

Çalışmamıza dahil edilen tüm gruplarda bireylerin tükürük ve kan örneklerini birbirlerine 

göre kıyasladığımızda kan örneklerinde miR-21 seviyesi, daha yüksek oranda ifade 

edilmiştir (p<0,05) [466]. Bununla birlikte, kanın aksine, tükürük üretimi vücut genelinde 

gün içerisinde farklılıklar gösterebilir. Tükürük, tükürük bezlerinde biriken ve asiner hücre 

kanalları yoluyla ağız boşluğuna salgılanan enzimler, hormonlar, antikorlar, nükleik asitler, 

antimikrobiyal bileşenler ve sitokinler içerir ve dişeti oluğu sıvısı ile de ilşkilidir. Bu 

nedenle, tükürüğün miktarı ve kalitesi; yaş, cinsiyet, sirkadiyen ritim, diyet, ilaçlar ve 

çevresel etkenler gibi faktörlerden büyük ölçüde etkilenir [213]. Sonuç olarak, göreceli 

tükürük miR ekspresyon seviyeleri büyük ölçüde değişebilir. Tüm bu etkenler göz önüne 

alındığında, çalışmamızda her iki materyaldeki miR-21 seviye farklılıklarındaki sebebin 

kaynağı ortaya çıkmış olmaktadır. 

 

Nitekim ve diğerlerinin (2021), özefagus kanserlerinde miR-1246 ifade seviyelerini 

inceledikleri çalışmalarında kanda, idrar ve tükürüğe oranla bahsi geçen miRNAnın daha 
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yüksek ifade olduğunu saptamışlardır. Bu bulgular çalışmaımzla benzerlik göstermektedir 

[467]. 

 

Çalışmamızda, incelediğimiz diğer bir mikroRNA olan miR-208a-3p, miyokard enfarktüsü 

için kabul görmüş bir biyobelirteç olarak tanımlanmasına rağmen kanser araştırmaları için 

yeterince ilgi görmemiştir [468, 469]. Yin ve diğerleri (2016), miR-208a-3p'nin mide 

kanserinde PDCD4 gen ifadesini azaltarak hücre apoptozunu baskıladığını ortaya 

çıkarmışlardır [470]. Tang ve diğerleri (2016), miR-208a'nın insan akciğer kanserinde p21'in 

ifadesini doğrudan aşağı yönde düzenleyerek proliferasyonu ve radyo direncini 

desteklediğini bildirmişlerdir [471]. Ancak daha önce oral skuamöz hücreli karsinomda ve 

oral potansiyel malign hastalıklarda yapılmış bir çalışması bulunmamaktadır. Bunun da 

ötesinde, miR-208 in akciğer kanseri serum örnekleri hariç diğer kanser türlerinde likit 

biyopsilerde yapılmış araştırmalara rastlanılmamıştır [471]. OSHK ve OPMH hastaları ile 

çalıştığımız bu tez çalışmasında kan ve tükürük örneklerinde miR-208a-3p’nin ifade 

edilmediğini tespit ettik. Bu sonuç, bize miR-208a-3p’nin tüm kanserler için likit 

biyopsilerde kullanılacak uygun bir biyobelirteç olmadığını göstermektedir. 

 

Literatürde OPMH ve OSHK hastalarında PDCD4 gen ifadesinde meydana gelen değişiklik 

ile yapılan çalışmalar oldukça kısıtlı olmasının yanı sıra kan ve tükürük materyalinde 

PDCD4 ile çalışılmış bir araştırmaya henüz rastlamadık. Likit biyopilserde PDCD4 

ifadesinin araştırıldığı ilk çalışma olduğunu düşündüğümüz ve buna göre değerlendirdiğimiz 

bulgularımızda hem kan hem de tükürük örneklerinde sağlıklıya oranla OSHK grubunda 

PDCD4 ifadesinde istatsitiksel olarak anlamlı azalma izlenmiştir (p<0,05). Literatürde 

OSHK ve OPML için likit biyopsilerde PDCD4 ile çalışılmış bir kaynak bulamadığımız için 

verilerimizi, ancak doku biyopsileri ile yapılmış çalışmalarda karşılaştırabildik. Reis ve 

diğerleri (2010) doku biyopsilerinde yaptıkları çalışmada OSHK’de PDCD4’ün kötü 

prognoza ve artmış metastaza sahip hastalarda düşük ifade edildiğini ve PDCD4’ün bu 

düşük ifadesinin miR-21 ile düzenlendiğini göstermişlerdir [362]. Yine benzer şekilde Desai 

ve diğerleri (2017)’nın parafine gömülü dokudan oral epitelyal displazi ve OSHK ile yapmış 

oldukları çalışmada PDCD4 sağlıklı mukozaya sahip bireylerde PDCD4 gen ifadesi 

maksimum seviyedeyken, OSHK ve OED’ye sahip hastalarda önemli ölçüde düşük ifade 

edildiğini gözlemlemişlerdir [472]. Sonuçlarımız, yukarıda bahsedilen doku biyopsi çalışma 

bulguları ile benzerlik göstermektedir. Aynı zamanda bulgularımız, gerek doku biyopsileri 

gerekse sıvı biyopsilerde biyolojik materyal tipi farketmeksizin kanserli hastalarda PDCD4 
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gen ifadesinin düşük olduğunu ortaya koymaktadır. Bu da daha az girişimsel olan likit 

biyopsilerin tanı ve hastalığın progresyonunu takip etmek için elverişli bir biyomateryal 

olarak kullanılabilirliğinin altını çizmektedir. 

 

OPML hastalarından aldığımız kan örneklerinde PDCD4 gen ifadesinin sağlıklı grup ile 

kıyaslandığında oldukça düşük ifade edildiğini gözlemledik. Yine aynı şekilde OPMH 

hastalarının tükürüklerinde azalmış PDCD4 gen ifadesini belirttik (p<0,05) [473]. Bu 

bulgular doku biyopsilerinde yapılan çalışma ile uyumluluk göstermektedir [472]. 

 

Yapılan çalışmalarda PDCD4 gen ve protein seviyelerinin miR-21 inhibisyonuyla artışı 

PDCD4’ün miR-21 için önemli bir fonksiyonel hedef olduğuna işaret etmiştir [474, 475]. 

Asangani ve diğerleri (2008)’nın kolorektal kanserde yapmış oldukları lusiferaz 

çalışmasında PDCD4 geninin 3’UTR bölgesine miR-21’in bağlanmasıyla PDCD4 geninin 

translasyonunun baskılandığını bildirmişlerdir [403].  Bu da PDCD4 geni ile miR-21 geninin 

birbiriyle negatif etkileşime sahip olduğunu göstermektedir. Çalışma bulgularımız, 

Asangani ve diğerleri (2008) nin yapmış olduğu çalışma bulguları ile uyumludur. Araştırma 

sonucunda elde ettiğimiz bulgularımızda OPML’den OSHK’ya miR-21 ifade seviyesinde 

artış, PDCD4 ifadesindeki azalma, miR-gen negatif etkileşimini açıklamaktadır. 

 

Son yıllarda yapılan çalışmalardan elde edilen bilgilerle, karsinogenez sürecinde 

miRNAların düzenleyici rollerinin kanser öncesi lezyonlar ve kanserle ilgili olduğuna dikkat 

çekilmiştir [476].  Çalışmamızda, OSHK gelişiminde rol oynayan miRNAların kan ve 

tükürük materyallerinde ifade düzeylerini inceleyerek, OPMH’deki gen ifade düzeyleriyle 

karşılaştırdık. Gerçekleştirdiğimiz deneylerden elde ettiğimiz bulgularımızın literatürle 

uyumlu olduğunu söyleyebiliriz [362, 472]. Ek olarak onkogenik özellikte işlev gören bir 

takım miRNA ve tümör baskılayıcı özellikte işlev gösteren gen ifadelerinde 

gözlemlediğimiz değişiklikler, OPMH hastalarında ve OSHK hastalarının likit biyopsi 

örneklerinde benzer şekilde ifade edilmişlerdir. 

 

miRNAların ilk olarak ortaya çıkışından bu zamana kadar oluşumları ve etki 

mekanizmalarını anlamak adına çok değerli çalışmalar yapılmıştır. Gerçekleştirilen 

çalışmalarda başta kanser olmak üzere pek çok hastalığın gelişiminde miRNAların 

düzenlenmesindeki bozuklukların yer aldığı gösterilmiş ayrıca onkogenik, tümör baskılayıcı 

ya da metastatik özellik gösterdiklerinin de anlaşılması ile kanserin tanı ve tedavideki 
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önemlerine vurgu yapılmıştır. Ancak yine de işlevsel önemlerinin tam olarak anlaşılması, 

hedeflerinin tanımlanabilmesi ve tedavi amaçlı kullanımlarının gerçekleşebilmesi için 

yapılacak olan daha fazla çalışmaya ihtiyaç bulunmaktadır. 

 

Son olarak çalışmamızın kanser gelişimine katkıda bulunduğu bilinen miRNAların ve bu 

miRNAlar ile ilişkisinin çok açık olduğu kanıtlanan PDCD4 geninin geleneksel biyopsi 

materyali olan doku biyopsisi dışında vücut sıvılarından elde edilen yöntemlerle de aynı 

şekilde ifade edildiğini ve minimal invaziv bu yöntemin hastanın rahatlığı ve tedavinin 

sürdürülebilirliği açısından, kolaylık sağladığını görmekteyiz. Bu çalışmayla hedef tedavi 

yaklaşımlarının geliştirilmesi ve yeni protokollerin geliştirilmesine yönelik çalışmalara öncü 

bir çalışma olduğunu düşünmekteyiz. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

OSHK, OPML ve sağlıklı epitel olgularının demografik bulguları literatür bulgularıyla 

uyumludur.  

 

qPZR ile kan örneklerinden elde edilen artmış miR-21 ifadesi saptanan olgular içinde OSHK 

grubundaki olguların %85’inde, tükürük örneklerinde ise %100’ünde artış izlenmiştir. Bu 

oran, kan örneklerinden elde edilen miR-21 ifadesinin OPML olgularında %71,4, tükürük 

örneklerinde ise %64,2 olarak artmış şekilde saptanırken, sağlıklı kontrol grubundan 

toplanan kan materyalinde ise %100 azalma saptanmıştır. PDCD4 gen ifadesi ise OSHK, 

OPML ve sağlıklı grup için kan örneklerinde değerlendirildiğinde sırasıyla %92, %85 iken 

tükürük örneklerinde ise sırasıyla %100, %100 azalış saptanmıştır. Sağlıklı kontrollerin 

tümünde PDCD4 seviyesi ise beklenildiği gibi artmış olarak ifade edildiği gözlenmiştir. 

 

Çalışma bulgularımız sağlıklı epitelden oral kansere kadar olan gelişimde miR-21 ifadesinde 

artma, PDCD4 ifadesinde azalma göstermektedir (p<0.05). Bu sonuçlar bize miR-21’in  ve 

PDCD4 geninin, likit biyopsilerde kanser progresyonunda potansiyel tanı belirteci 

olabileceğini düşündürmektedir. 

 

Sonuç olarak, kansere bağlı ölümlerin sayısı gün geçtikçe artmakta ve geleneksel tedavi 

yöntemleri yetersiz kalmaktadır. Son yıllarda yapılan çalışmalarda miRNAların kanser 

gelişiminde önemli rol oynadıkları göz önünde bulundurulduğunda, bu küçük moleküllerin 

teşhis ve tedavide kullanılabileceği fikri gün geçtikçe güçlenmektedir. Buradan yola çıkarak, 

OPML gibi erken fark edilen hastaların takibi ve OSHK için geliştirilebilecek olan yeni 

tedavi yaklaşımlarının umut vaadedici olduğunu düşünmekteyiz. 

 

Çalışmamızda hasta sayıları arttırılarak çok merkezli sistematik çalışmaların yapılmasının 

sonuçlarımızı destekleyeceğini düşünmekteyiz. Bunun yanı sıra farklılık saptanan 

biyobelirteçlerin moleküler düzeydeki etki mekanizmalarının daha iyi anlaşılabilmesi için 

tümör dokuları ve/veya hücre hatları ile ek çalışmalar yararlı olacaktır.  
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