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OZET

Oral kanser gelisiminde, kanser kok hiicrelerinin varlig1 kabul edilmekle birlikte; kanser kok
hiicrelerinin premalign lezyonlardaki varligi ve displaziden kansere gecis siirecindeki
molekiiler mekanizmalar agikliga kavusmamistir. Ozellikle oral displazi ve oral skuamoz
hiicreli kanserde (SHK) epiteliyal mezenkimal ge¢is (EMT) ve kanser kok hiicre iliskisini
inceleyen klinikopatolojik bir c¢alisma heniiz bulunmamaktadir. Retrospektif olarak
planlanan ¢aligmamizin amaci oral displazi ve SHK’ de, EMT programini aktive eden Snail
ve E-kadherin ekspresyonunu belirlemek ve kanser kok hiicresi-EMT iligkisini incelemektir.
Calismamiz, “Epitelyal Displazi” (n=23), “Skuamdz Hiicreli Karsinom” (n= 16), ve
“Epiteliyal Hiperplazi” (n=19) tanis1 almis toplam 58 adet parafine gomiilii doku 6rnegi
izerinde yiiriitiildii. Parafine gdmiilii doku 6rneklerinden immiinhistokimyasal boyama ve
RNA izolasyonu igin kesitler alindiktan sonra, kanser kok hiicre belirtecleri CD133, CD44,
ve E-kadherin immiinhistokimyasal olarak; Snail ve CD133 ekspresyonu ise
immiinhistokimya ve RT-PCR ile analiz edildi. Elde edilen veriler, hispatolojik korelasyon
kurularak, etkinligi degerlendirildi. Tiim parametrelerin gruplar arasinda karsilastiriimasi ve
histopatolojik korelasyonu istatistiksel olarak degerlendirildi. SHK vakalarinda, CD133
immiinekspresyonu ve inflamasyon skoru diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yliksek; E-kadherin immiinekspresyonu ise istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiik bulundu (p< 0.05). RT-PCR Snail mRNA ekspresyonu gosteren olgular igerisinde
SHK grubunda olgularin %100’iinde artis izlendi. Bu oran, displazi olgularinda % 85 ve
hiperplazi grubunda ise %82,5 olarak saptandi. Higbir grupta Snail ekspresyonu ile timor
diferansiyasyonu ya da displazilerdeki derecelendirme gibi histopatolojik parametreler
arasinda anlaml1 bir korelasyon izlenmedi. Bu da Snail ekspresyonundaki artisin bagimsiz
bir parametre olarak degerlendirmesi gerektigini diisiindiirmektedir. Calisma bulgularimiz,
CDI133 ve E-kadherin’in oral kanser progresyonunda potansiyel diagnostik belirte¢
olabilecegini desteklemektedir.
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Anahtar Kelimeler :Oral kanser, kanser kok hiicresi, epiteliyal mezenkimal gegis,
displazi

Sayfa Adedi : 88
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ABSTRACT

The role of cancer stem cells in oral cancer is widely accepted, yet the existence of cancer
stem cells in dysplastic tissue and the molecular pathways of progression from dysplasia to
malignancy remains to be explored. There has not been any clinicopathological data
available about the epithelial mesenchymal transition (EMT) — cancer stem cell (CSS)
interaction in oral dysplasia and cancer yet. Therefore our retrospective study aimed to
analyse the presence of CSS in oral epithelial dysplasia, and oral squamous cell carcinoma
(SCC) in relation with two EMT markers: Snail and E-cadherin. The study was conducted
on 58 formalin fixed, parraffin - embedded tissue samples diagnosed as “ epithelial
dysplasia” (n=23), “squamous cell carcinoma” (n=16) and “epithelial hyperplasia” (n=19).
The expression of Snail and CD133 was detected by both immunohistochemistry and
quantitative ~ RT-qPCR,  whereas CD44 and E-cadherin was  evaluated
immunohistochemically. Oral SCC cases showed significantly higher CD133
immunreactivity and inflammation scores and significantly decreased E-cadherin expression
in comparition to dysplasia and hyperplasia groups. (p< 0.05). Snail mRNA up-regulation
was seen in 100 % of the SCC cases followed by 85 % for dysplasias and 82,5 % hyperplasias
among the cases which displayed positive mRNA expression by RT-qPCR. No statistically
significant correlations were found between Snail expression and histopathological
parameters like tumor differentiation and grading in dysplasias. This data shows that the
increase in Snail expression might be an independent parameter. The results of our study
provides an evidence that CD133 and E-cadherin may be potential diagnostic markers in
oral cancer progression.
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1. GIRIS

Oral kavitede ve orofarinkste goriilen malign neoplaziler mukoza, tiikriik bezi veya agzin
diger yumusak ve sert dokularinda gelisen epiteliyal, mezensimal ya da hematolenfoid tiirde
kanserleri kapsamaktadir. Ancak bu kanserlerin % 90’mndan fazlasini mukozanin yiizey
epitelinden kdken alan skuamoz hiicreli karsinom (SHK) olusturmaktadir. Bu nedenle “oral
kanser” terimi, agiz boslugunun yiizey epitelinin skuamoéz hiicreli karsinomunu ifade

etmektedir ve bu ¢alismada da bu terim kullanilmistir (Slootweg ve Eveson, 2005).

Oral kanser, insanda 6. siklikta goriilmekle birlikte; tlim malignansiler i¢inde Sliim orani
acisindan 8. sirada yer almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore yiiksek
morbidite ve mortalite oranlarina sahip olan oral kanser, tiim diinyada her y1l yaklasik 300
000 6liime yol agmaktadir. 2012 GLOBOCAN verilerine gore diinya ¢capinda 300.373 yeni
oral kanser vakasi bildirilmistir (Farley, Soerjomataram, ve Ervik 2012, Chatuverdi ve
digerleri, 2013). Oral kanser vakalarinin yaklasik % 50’si tan1 aldiginda ileri evrededir (evre
I, evre IV). (Slootweg ve Eveson, 2005). Klasik tedavi yontemleri, cerrahi, radyoterapi ve
kemoterapidir. Biitiin bu tedavi segenekleri yliksek morbidite oranina sahip oldugu gibi,
tedavi etkinligi de yetersizdir. Oral kanserin erken tanisi, hastalarin yasam siirelerini
artirmada onemli bir faktordiir ancak daha 6nemlisi oral kanser gelisiminin dnlenmesidir
(Speight, 2007). Oral kanser, klinik ya da mikroskopik olarak dncii bir lezyon olmaksizin de
novo gelisebilecegi gibi; premalign faz sonrasi da gelisebilmektedir (Grizzle Srivastava, ve

Manne, 2010).

Displazi, DSO tarafindan, oral kanserin prekiirsor (6ncii) lezyonu olarak tanimlanmaktadir
ve invasiv kansere gecisi displastik degisiklerin derecesi ile dogrudan iliskili oldugu ileri
stirilmektedir (Reibel, 2013). Ancak bu lezyonlarin tamami malign transformasyon
gostermemektedir. Malign transformasyon riski yiiksek olan prekiirsér lezyonlarin
belirlenebilmesi, ve zamaninda taninarak tedavi edilmesi, oral kanser gelisiminin 6nlenmesi
i¢in kritik onem tasimaktadir. Bu amacla son donemde hiz kazanan bilimsel ¢alismalar, oral
displazilerin tanimlanmasi, smiflandirilmast ve prognozlarimin = 6ngoriilebilmesini
saglayacak objektif molekiiler belirteglerin tanimlanmasini hedeflemektedir (Koboyashi, ve

digerleri, 2012).



Molekiiler belirteglerin tanimlanabilmesi i¢in ise genetik ve epigenetik pek ¢ok olayin yer
aldig1 oral kanser patogenezinin tam manasi ile anlagilmasi gerekmektedir (Scully, 2014).
Bu baglamda, kok hiicre biyolojisi alaninda kaydedilen gelismeler, oral kanser
patogenezinde de yeni yaklasimlarin ortaya ¢ikmasina yol agmistir. “Kanser kok hiicresi”
hipotezi; timoriin, kendini yenileyebilen, kok hiicre ozellikleri tasiyan ve prolifere olan
kanser hiicrelerinin ¢ok kiigiik bir fraksiyonunu olusturan hiicrelerden kdken aldig1 temeline
dayanmaktadir (Reya, Morrison, Clarke, ve Weissman 2001; Richard ve Pillai, 2010; Zhang,
Filho, ve Nor 2012). Normal kok hiicreler ve kanser kok hiicrelerinin kendini yenileyebilme
(self-renewal) ozelliklerini diizenleyen mekanizmalarin benzer olmasi; tiimor hiicrelerinin
normal kok hiicrelerden koken alabilecegi ya da tiimoriin olugmasi ve gelismesinden kanser
kok hiicrelerinin sorumlu olabilecegini diisiindiirmiistiir. Kanserle iligkili oldugu diisiiniilen
bir¢ok sinyal yolagi ayn1 zamanda normal kok hiicre gelisimini de regiile etmektedir. Notch,
Sonic Hedgehog, Wnt/B-catenin, HMGA>, Bcl-2 ve Bmi-1 gibi major kok hiicre geni
sinyalizasyon yolaklarinin, kanser kok hiicrelerinin regulasyonunda da (diferansiyasyon ve
self-renewal) da rol oynadig1 bilinmektedir (Taipale ve Beachy, 2001). Kanser kok hiicreleri
ilk olarak losemide tanimlanmis; daha sonra oral kanser dahil olmak iizere meme, beyin,
pankreas, kolon, bas — boyun, gibi bir¢ok solid tlimorde “kanser kok hiicresi” varligi
tanimlanmistir (Visvader ve Lindeman, 2008). Bas-boyun kanserlerinde her 1/2500
hiicreden daha az kanser kok hiicresi oldugu 6ne stiriilmektedir (Ishizawa ve digerleri, 2012).
Oral kanserde en sik kullanilan kok hiicre belirtecleri arasinda beta-1 integrin, CD71, E-
kadherin, Beta-katenin ve CD44 yer almaktadir (Gonzalez-Moles, Scully, Ruiz-Avila ve
Plaza-Campillo 2013). Ancak, kanser kok hiicreleri igin glivenilir belirtegler tam olarak

aydinlatilamamustir.

Son bilimsel aragtirmalar, diferansiye hiicrelerin  “epiteliyal — mezensimal
transdiferansiyasyon” (EMT: polarize epitel hiicrelerinin spesifik ¢evresel faktorlerin
etkisiyle invaziv mezensimal fenotipe farklilagsmasi) siireci boyunca kanser kok hiicre
ozelliklerini kazanabildigini desteklemektedir (Polyak ve Weinberg, 2009). EMT
programinin aktivasyonu, hiicrelerin kendini yenileyebilme (self-renewal) ve limitsiz
diferansiyasyon yetenegi kazanmalarina yol agmaktadir. Bag-boyun kanserlerinde (skuamoz
hiicreli karsinom), EMT aktivasyonunda Onemli rol oynayan Snail ekspresyonunun
molekiiler prognostik bir belirteg olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Smith, Theodoros VE Quintin
2013). Artmis Snail ekpsresyonunun, E-kadherin’i baskilayarak; EMT programini ve bag-

boyun kanserlerinde agresif davranisi tetikledigi bildirilmistir. (Mendelsohn ve digerleri,



2012). Yapilan literatiir incelemesinde, gilinlimiize kadar oral displazi ve oral kanser
patogenezinde basta Snail olmak iizere EMT faktorleri - kanser kok hiicre iligkisini inceleyen

klinikopatolojik bir caligmanin bulunmadig1 gorilmiistiir.

Bu bilgilerin 15181 altinda bes yillik yasam siiresi diger pek ¢ok kanser tiiriine oranla daha
diisiik olan oral kanserde ve Oncli lezyonlarinda, patogenezi aydinlatmaya ve olast molekiiler
belirte¢ saptamaya yonelik ¢calismalarin degerli olabilecegi diisiincesiyle, displaziden kanser
invazyonu siirecinde EMT - kanser kok hiicre etkilesimini incelemeyi hedefledik. Bu sebeple

oral potansiyel malign lezyonlarda ve oral skuamoz hiicreli kanserlerde;

1. EMT’de rol alan faktorlerin (Snail, E-kadherin) ekspresyonunu, ve kanser kok hiicreleri
ile iligkilerini analiz etmek,

2. Displaziden kansere geciste kanser kok hiicre belirteclerinin (CD44, CD133) prognostik
Ooneme sahip olup olmadigini arastirmak,

3. Elde edilen verilerle, klinikopatolojik korelasyon kurarak, kok hiicre (CD44, CD133)
ve EMT’de yer alan faktorlerin (Snail ve E-kadherin) tanisal ve prognostik etkinligini

degerlendirmek ¢alismamizin amacini olusturmaktadir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Oral Kanser

Oral kaviteyi doseyen skuamoz epitelden kdken alan malignansiler “oral kanser” olarak
adlandirilmaktadir. Oral kavite kanserleri, larenks kanserinden sonra bas boyun bolgesinde
en sik rastlanan kanserlerdir. Tiim malignitelerin yaklasik %2-5’ini olustururlar (Ferlay ve

digerleri, 2012).

2.1.1. Epidemiyoloji

Oral kanser, diinyada en sik goriilen 6. neoplazidir. DSO verilerine gore mortalite orani
acisindan tiim malignansiler i¢inde 8. siradadir. Ulkemizde ise oral kanser insidans1 %3 ve
yeni vaka sayist ise 30.000 civarindadir (Farley ve digerleri, 2012; Chatuverdi ve digerleri,
2013). GLOBOCAN-IARC 2012 verilerine goére ABD’de her y1l ortalama 45 000 yeni vaka,
diinyada ise 650 000 vaka teshis edilmektedir. Yillik mortalite orani ise tiim diinyada
100.000 de %?2.6 olarak bildirilmistir (Farley ve digerleri. 2012). Amerikan Kanser Birligi
(American Cancer Society) 2015 yil1 i¢in 45.780 yeni vaka teshis edilecegini ve bunlardan
8650’sinin kaybedilecegini dngormiistiir (Siegel, Miller ve Jemal, 2015)

Oral kanser insidansi cinsiyete gore farklilik gostermektedir. Oral kanser, erkeklerde
kadinlara oranla 2,5 kat daha siklikla goriilmektedir. Bu durum tiitiin ve alkol tiiketiminin
erkeklerde daha yiiksek olmastyla agiklanmaktadir. Erkeklerde, Fransa, Isvigre, kuzey Italya
ve Ozellikle Macaristan gibi bati Avrupa iilkelerinde oral kanser insidansi (ortalama
100.000°de %?2.7) yiiksektir. Giliney Asya’da her iki cinste de artig izlenirken, 6zellikle
Maldivler, Srilanka Pakistan da erkelerde 1. sirada goriilen kanserdir (Farley ve digerleri,

2013).

Oral kanserler siklikla 50 yas iistiinde goriilmekle birlikte, son verilere gore orofaringeal ve
oral kanser goriilme yas1 ortalama 62,0 olarak bildirilmektedir. (Howlader ve digerleri, 2014;
Bethesda, 2015). Anatomik yerlesime gore degerlendirildiginde, 2008’den 2012°ye kadar
orofaringeal kanserlerin insidansinda %3; dil kanserlerinde %2.1; agiz tabani- diseti ve oral
kavitenin diger bolgelerinde ise %23.6 oraninda artig rapor edilmistir (Howlader ve digerleri,

2014; Bethesda, 2015).



Son yillarda ABD ve kuzey avrupa iilkelerinde geng erkeklerde oral kanser insidansinin son

on yil igerisinde arttig1 bildirilmektedir (Siegel, Miller, ve Jemal, 2013).

2.1.2. Etyoloji

Bir¢ok karsinogenetik ve genetik risk faktorleri oral kanserin gelisimi ve progresyonuna yol
acar. Bunlarin igerisinde basta sigara ve alkol olmak lizere, demografik faktorler (yas ve
etnik kdken), cinsiyet, yiiksek riskli Human Papillomaviriis (HPV) tipleri (16 ve 18), kronik
inflamasyon ve gilines 151n1 multifaktoriyel bir hastalik olan oral kanser gelisiminde risk

faktorleri olarak rol oynamaktadir (Chen ve digerleri, 2010).

Sigara ve alkol kullanimi diginda, 6zellikle Hindistan, Asya’nin giineydogusu, Cin ve
Tayvan’da aveca nut, betel nut gibi {iriinlerin kullanimi, oral ve orofaringeal kanserlerin

etyolojisinde etkilidir (Weitkunat, Sanders ve Lee, 2007).

HPV 16 ve 18 in 06zellikle tonsiller ve orofaringeal kanserlerin yaklasik %40’ 1nda etkili
oldugu bilinmekte birlikte, oral kanserlerin kiiglik bir boliimiinde etyolojik rolii oldugu
bildirilmistir (Mirghani, Amen, Moreau, Lacau ve Guily, 2015). Dudak kanseri insidanst
giines 1sinlarindan kaynaklanan ultraviole dalgalarinin egiminin dik gelmesi nedeniyle
Avustralya ve ABD’nin ekvatora yakin bolgelerinde yiiksek seyretmektedir (Chaturvedi,
Anderson ve LortetTieulent, 2013).

2.1.3. Klinik ozellikler

Oral kanser, klinik ya da mikroskopik olarak oncii bir lezyon olmaksizin de novo
gelisebilecegi gibi; premalign faz sonrasi da gelisebilmektedir. Klinik olarak normal
goriiniimdeki oral mukoza, papiller hiperplazi ya da degisen derecelerde displastik dzellikler
gosteren lezyonlarda olusan genetik ve epigenetik alterasyonlarin birikimi sonucunda ortaya

cikar (Grizzle ve digerleri, 2010).

Oral kavitede siklikla bukkal mukoza, diseti, sert damak, dilin 2/3 anterioru, dorsal lateral
ve ventral yiizeyleri ve agiz tabaninda ortaya ¢ikabilir. Kiiclik asemptomatik tiimdrler
genellikle agiz tabani, dilin ventrolateral bolgeleri ve yumusak damakta klinik olarak
kirmizi, kirmizi-beyaz lezyonlar ya da beyaz plaklar seklinde goriilebilir. Ancak bircok

hastada mukozal biiyiime iilserasyon, agr1, ag1z kokusu, konugma agiz agma ve yutkunmada



7

giicliik, kanama ve kilo kayb1 gibi belirtiler gdzlenir. Ilerlemis kanserlerde nekroz alanlari
iceren iilseroproliferatif biiylimeler izlenebilir. Terminal donemde ise orokiitanoz fistiiller,

siddetli anemi ve kaseksi klinik tabloya eslik edebilir (Johnson ve digerleri, 2005)

Bukkal mukozada genelikle kenarlar1 kalkik iilserler; dilde iilser, kirmizi alanlar ya da
nodiiller; ag1z tabaninda kiigiik kirmizi lezyonlar, iilserler ya da papiller lezyonlar seklinde

izlenebilir (Johnson ve digerleri, 2005).

Disetinde daha cok iilseroproliferatif biiylimeler; sert damakta iilserden ¢ok papiller ve
ekzofitik biiylimeler seklinde goriiliir. Yumusak damak ve uvulada ise siklikla {ilseratif
lezyonlar halinde izlenir. Giiney Asya’da digeti ve bukkal mukozada goriillen SHK’lerin

2/3’linde sub-mandibuler lenf nodlar1 pozitif olarak bildirilmistir (Su ve Ho, 2007).

2.1.4. Tiimor yayihhmi ve evreleme

Agiz tabani ve dilin lateral kenarlarindaki SHK’lar sub-mukozaya dogru derin invazyon
gosterirken, sert damakta genellikle siiperfisiyal gelisim izlenir. SHKlarin ¢ene kemiklerine
invazyonu sik¢a izlenen bir sorundur. Mandibula maksillaya gore daha ¢ok tutulmaktadir.
Disli ¢enelerde mandibulaya yayilim periodontal ligament yoluyla gergeklesir. Dissiz
bolgelerde ise alveol kretten direkt olarak kemik trabekiilleri arasindan kemik iligine

ilerleyebilir (Chi, Day ve Neville, 2015).

Oral kanserlerin prognoz tayini ve tedavide Amerikan Kanser Komitesi’nin (American Joint
Committee on Cancer staging) 2002’de giincelledigi TNM evreleme sistemi
kullanilmaktadir. Bu sistem temel olarak tiimoriin boyutu ve lokal yayilimi (T), boyundaki
lenf nodlarmin boyutu ve sayisi (N), ve uzak metastaz olup olmadigi (M) iizerine

kurulmustur (Cizelge 2.1) (Greene ve digerleri, 2002).

2.1.5. Histopatoloji

Oral kanser, mukozanin yiizey epitelinden gelisen skuamoz hiicreli karsinomdur. Skuaméz
diferansiyasyon, “inci” formunda goriilen keratinizasyon (keratin incisi), ve invaziv biiylime
paterni SHK’in histolojik o6zellikleridir. Histolojisinde, bazal membran biitiinl{igliniin

bozulmasi, epitelin bazal tabakalarinda yapisal diizensizlikler ve irregiiler sitoplazmik



cikintilar1 lamina propriyaya dogru uzanan bazal keratinositler izlenir. Bazi vakalarda

sitolojik atipi ve mitoz belirgin olabilir.

Cizelge 2.1. Oral kavite kanserlerinde TNM evrelemesi

Primer Tiimor (T)

To Primer tiimor yok

Tis in situ karsinom

Tl Timor 2 cm yada daha kiiciik

T2 Timor 2 cm'den biiyiik fakat 4 cm'den kiictik

T3 Timor 4 cm'den biiyiik

T4a Tiimor ¢evre dokulari invaze etmis. (0r., kortikal kemik, derin dil adeleleri
[genioglossus, hiyoglossus, palatoglossus ve stiloglossus], maksiler siniis , yiiz derisi)

T4b Timdr mastikator boslugu, pterigoid kemigi, veya kafa tabanini invaze etmis ve/veya

internal karotid arter tutulumu var.

Not: Gingiva primerinin olusturdugu tek basina yiizeyel kemik/dis soketi erozyonu tiimorii T4 olarak siniflamak
icin yeterli degildir.
Bolgesel Lenf Nodlart (N)

Nx Bolgesel lenf nodlar1

degerlendirilemiyor

No Bolgesel lenf nodu metastazi yok

N1 Tek, ipsilateral, 3 cm ya da kiigiik lenf nodu metastazi

N2a Tek, ipsilateral, 3 cm 'den biiyilk 6 cm'den kii¢iik lenf nodu

metastazi

N2b Birden ¢ok, ipsilaterallenf nodu metastazi, hi¢biri 6 cm 'den biiyiik

degil

N2c Iki tarafli veya kontralaterallenf nodu metastaz, higbiri 6 cm 'den biiyiik degil

N3  Capi1 6 cm'den biiyiik lenf nodu metastazi

Uzak Metastaz (M)
Mx Uzak metastaz degerlendirilemiyor
MO Uzak metastaz yok
M1 Uzak metastaz
Evreleme Gruplari
Eve O Tis NO MO
Evrel Tl NO MO
Evre Il T2 NO MO
Evre III T3 NO MO
T1 NI MO
T2 NI MO
T3 NI MO
Evie [VA T4a NO MO
T4a NI MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N2 MO
T4a N2 MO
Evre IVB Her T N3 MO
T4b HerN MO
Evre IVC Her T HerN Ml

Geleneksel olarak, “iyi” “orta” ve “az” diferansiye olarak derecelendirilirler. Iyi diferansiye
SHK’ler, normal skuamoz epitele benzerlik gosterir. Orta derecede diferansiye SHK’lerde

belirgin niikleer pleomorfizm ve mitotik aktivite ve daha az keratinizasyon goriiliir. Az



diferansiye timorlerde immatiir hiicreler baskindir. Cok sayida tipik ve atipik mitoz ve
minimal keratinizasyon izlenir. SHK’lerin biiyiik bir kismi orta-dereceli diferansiye
tiimorlerdir. Diferansiyasyonun prognostik degeri, invazyon paternine oranla ¢ok daha azdir

(Johnson ve digerleri, 2005).

Tiimdriin invaziv yiiziinde ekspansil patern, infiltratif patern ya da her ikisi birarada
izlenebilir. SHKlara genellikle stromal reaksiyon eslik eder. Tiimor stromasinda genellikle
ekstraseliiler matriks birikimi ve myofibroblast proliferasyonu ile karakterli dezmoplazi ve
neovaskiilarizasyon goriiliir. Timdr adalariin etrafinda siklikla plazma hiicreleri, lenfosit
ve makrofajlarin olusturdugu mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu gozlenir (Johnson ve

digerleri, 2005).

SHK’un histopatolojik olarak farkli 6zellikler tasiyan alt tipleri bulunmaktadir. Bunlar
verrilik6z, igsi hiicreli (sarkomatoid), bazoskuamdz, papiller, akantolitik ve adenoskuamoz
karsinomdur. Bunlar igerisinde verriikoz karsinom en iyi prognoza sahipken, bazoloid ve
sarkomatoid alt tipler klasik SHK’ya oranla daha agresif bir seyir takip eder. (Cardesa ve
digerleri, 2005).

2.1.6. Tedavi ve prognoz

Tedavide erken evrelerde cerrahi, ve radyoterapinin esit basar1 sagladigi bildirilmektedir.
Ileri evre tiimorlerde ise cerrahi ve postoperatif radyoterapi tedavi secenegidir. Kemoterapi
nadiren uygulanir. Biitiin bu tedavi segenekleri yiiksek morbidite oranina sahip oldugu gibi,

tedavi etkinligi de yetersizdir (Cooper ve digerleri, 2004).

Tiimdr biyiikliigii ve lenf nodu metastaz1 en belirleyici prognostik faktorlerdir. Tlimoriin
Smm ya da daha biiylik olmasi, servikal lenf nodu metastazi ile iligkili bulunmustur. Timor
kalinligt 5 mm’den az ise lenf nodu tutulumu %13, 10 mm den fazla ise % 48 olarak

bildirilmistir (Toporcov ve digerleri, 2015).

Tiimdriin invaziv marjinlerinde kordlar ve kiiciik hiicre gruplar seklinde infiltrasyonlarin
olmasi daha agresif davranis1 diisiindiirmektedir. Ancak histolojik evreleme prognozla daha
zayif korelasyon gdstermektedir (Toporcov ve digerleri, 2015). Diger prognostik faktorler,

iki ya da daha fazla sayida pozitif lenf nodu, ekstrakapsiiller yayilim, ve rezeksiyon
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materyalinde pozitif marjinler olarak siralanabilir. Tiimor kalinlig1 ve vaskiiler invazyon gibi
histolojik ozellikler de zayif prognozla iligkilidir. Molekiiler prognostik belirtecler heniiz
arastirma dilizeyinde olup, rutin uygulamada tamimlanmis giivenilir bir belirteg

bulunmamaktadir. (Chi ve digerleri, 2015).
2.2. Epiteliyal Displazi

“Displazi” epitel doku i¢in kullanilan ve hiicrelerde uniformite ve oryantasyon kaybini ifade
eden bir terimdir (Amagasa, 2011). “Epiteliyal displazi” Diinya Saghk Orgiitii (DSO)
tarafindan, oral kanserin prekiirsor lezyonu olarak tanimlanmaktadir. Siddeti arttik¢a invaziv
karsinoma doniisme potansiyeli artmaktadir. Displastik lezyonlarin, klinik ve histopatolojik
ozelliklerinin tanimlanmasi, dogru teshisi ve zamaninda tedavisi malign transformasyonun

Onlenmesi agisindan 6nem tasimaktadir.
2.2.1. Klinik ozellikler

Klinik olarak oral epiteliyal displazi, beyaz (lokoplaki); kirmizi mukozal lezyon
(eritroplaki); ya da her ikisinin karigimi olan “eritrolokoplaki” seklinde goriilebilir. Ancak

klinik olarak normal gériinen mukoza da displastik 6zellikler tasiyabilir (Speight, 2007).

Lokoplaki ve eritroplaki klinik olarak “pre-malign” lezyonlar olarak degerlendirilmektedir.
Bu lezyonlar histolojik olarak atrofik ya da hiperlazik olabildigi gibi; displastik 6zellikler
icerebilir ya da icermeyebilir. Lokoplaki prevelanst %1,49 - %4,27 arasinda; displastik
ozellikler tagiyan 16koplakilerin malign transformasyon riski ise %10 olarak bildirilmektedir
(Grizzle ve digerleri, 2010). Klinik olarak homojen goriinlimde olmayan l6koplakilerde

malign transformasyon riski daha yiiksektir (Scully, 2014).
2.2.2. Smiflandirma

DSO tarafindan 1997 yilinda yaymlanan “Oral mukozada kanser ve prekanserin
histopatolojik siniflandirmasi” biitiin diinyada altin standart olarak kullanilmaktadir
(Pindborg, 1997). Epiteliyal displazi geleneksel olarak “hafif”, “orta”, “agir”, ve karsinoma
in situ olarak 4 kategoriye ayrilmustir. In situ karsinom epiteliyal displazinin en iist
basamagimi temsil eden pre-invaziv malignansi olarak degerlendirilmektedir. Bu

siiflandirma basit goriinmesine karsin, epiteliyal displazinin derecelendirilmesi, objektif
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kriterlerin yoklugu nedeniyle zordur. Bir¢ok c¢aligmada derecelendirmenin yanisira,
displazinin varligi/yoklugu ile ilgili arastiricilar arasinda bireysel varyasyonlar oldugu
belirtilmistir (Warnakulasuriya, 2008). Oral epiteliyal displazinin smiflandirilmasi igin

kullanilan gesitli sistemler Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2. Epiteliyal displazilerin siniflandirilmasi

WHO 2005 Oral  Intraepiteliyal Ljubljana Binary sistem
Neoplazi (OIN) (Laringeal keratoz) (Kujan, 2006)

Displazi yok n/a Basit hiperplazi

Hafif OIN 1 Bazal/parabazal hipreplazi Diisiik risk

Orta OIN 2 Atipik hiperplazi Yiiksek risk

Agir OIN 3 In situ karsinom Yiiksek risk

In situ karsinom OIN 3 Yiiksek risk

Warnakulasuriya, 2008

DSO tarafindan 2005 yilinda diizenlenen Oral Kanser ve Prekanser Calistayinda displazinin
derecelendirilmesinde kullanilan kriterler yapisal ve sitolojik olarak iki grupta toplanmistir
(WHO, 2005) (Cizelge 2.3). Displazi siddeti dogrudan belirlenen kriterlerin sayisi ile
iliskilidir. Bu kriterlerin sayica fazla olmasi displazi siddetini artirir. Bu degisiklikler epitelin
1/3 alt kisminda bulunuyorsa “hafif”, 2/3 orta kisminda bulunuyorsa “orta”, 2/3’liikk kisminm

gecerse “agir” displazi, tiim katmanlarda goriiliirse “in situ karsinom” olarak tanimlanmustir.

Cizelge 2.3. Displazi kriterleri

Yapisal kriterler Sitolojik kriterler
Asinoniikleosiz  (niikleer biiyiikliikte anormal

1. Epitel tabakalanmasinda oryantasyon kayb1  varyasyon)

2. Baza lhiicrelerde polarite kaybi Niikleer pleomorfizm

3. Damla sekilli rete-uglari Anisositoz (hiicre boyutunda anormal varyasyon)

4. Mitotik figiirlerin sayisinda artig Hiicresel pleomorfizm

5. Yiikselmis mitoz Artmis niikkleus/sitoplazma orani

6. Diskeratoz Niikleus boyutunda artis

7. Retelerde keratin incileri Atipik mitotik figiirler
Belirgin niikleoller ve niikleol sayisinda artig
Hiperkromazi

WHO, 2005

2007°de Kujan ve digerleri (2007), DSO’niin 2005’te yaymnladigi morfolojik kriterleri
kullanarak, secenekleri daha aza indirgeyen iki kademeli simiflandirmay1 [Ikili sistem,
“diisiik risk™ (hafif); “yiiksek risk” (orta-agir)] onermislerdir. Klinik tablo ve histolojik
derecelendirme arasindaki iliski incelenerek “yiiksek risk™ lezyonlar i¢in u¢ degeri en az 4
yapisal kriter ve 5 sitolojik kriterin birarada olmasi seklinde; “diisiik risk” lezyonlar i¢in ise

uc degeri 4 yapisal kriterden ve/veya 5 sitolojik kriterden (Cizelge 2.3) daha az olarak
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belirlenmistir. Kujan ve digerleri (2007), bu iki asamali kantitatif sistemin prognostik
degerini incelemis, malign transformasyonun 6ngdriilmesinde bu sistemin %85 sensitivite
ve % 80 spesifiteye sahip oldugunu gdstermislerdir. Sonug olarak DSO kriterleri kullanilarak
gelistirilen bu iki asamal1 sistem 6zellikle “orta dereceli” displazilerde klinisyenleri kritik
karar verme dogrultusunda yonlendirebilmektedir. Ayrica bu derecelendirme prognostik
etkinlik agisindan geleneksel DSO smiflamasina gore daha iistiin oldugu ileri siiriilmiistiir

(Kujan ve digerleri, 2007).
2.2.3. Tedavi ve prognoz

Oral displastik lezyonlarin cerrahi olmayan tedavisi, takip; sigara ve alkol gibi risk
faktorlerinin azaltilmasi; retinoid ve antimikotiklerin kullanilmas: gibi yoOntemleri
icermektedir. Cerrahi tedavi igin ise lazer, kriyocerrahi ve genis eksizyon protokolleri
uygulanmaktadir. Hafif displazi ya da diisiik riskli lezyonlarda tedavi tipinin belirlenmesinde
lezyonun anatomik yerlesimi ve klinigi yonlendirici olmaktadir. Ornegin sigara igmeyen
hastalarda goriilen 16koplakiler ya da homojen olmayan I6koplakilerde, dilde ve agiz tabani
yerlesimi olanlarda, uzun siireli lokalizasyon, kadin hasta ve ykiisii uzun siireli olanlar, 200
mm?*’den biiyiik lezyonlarda displazi derecesi hafif olarak belirlense bile, takipten gok
cerrahi tedavi tercih edilmelidir. Karsinoma in situ ve mikro invazyonda genis eksizyon
yapilmalidir. Orta ve agir dereceli displazilerde, ve yliksek riskli bolgelerde ortaya ¢ikan
hafif displastik lezyonlardaki tedavi segenekleri farklilik gosterebilmektedir. Bu konuda

heniiz belli bir konsensusa ulasilmamistir (Amagasa, 2008).

Genel olarak displazi agirlastik¢a, malign transformasyon riskinin arttig1 kabul edilmektedir.
Diger yandan, displastik olmayan lezyonlar malign transformasyon gosterebilirken, siddetli
displazilerin de gerileyebilecegi dne siiriilmiistiir. Ornegin, displastik 16koplakilerin kismen
ya da tamamen ortadan kalktig1 bildirilmistir (Beenken, 1999). Benzer sekilde serviksteki
lezyonlarin 10 y1l boyunca tedavi edilmemelerine ragmen yaklasik %25-35’nin geriledigi
bildirilmistir. Displazilerden malign progresyon gdosteren lezyonlarin orani %6-%36
arasinda degismektedir (Thomson ve digerleri, 2008). Ancak giliniimiizde bir hastada
“malign transformasyonun” dngoriilebilmesi i¢in tantmlanmis klinikopatolojik faktorler ya

da belirtecler bulunmamaktadir.
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2.3. Kanser Kok Hiicreleri

Insan viicudundaki biitiin 6zellesmis hiicreler, kendini yenileyebilme ve farkli matiir
hiicrelere diferansiye olabilme kapasitesine sahip doku-spesifik “kok hiicreler”den

farklilasir (Reya, Morrison, Clarke ve Weissman, 2001).

Klasik ya da stokastik tiimdrogenez modeline gore, normal kok hiicrelerdeki mutasyonel
degisiklikler sonucu selektif biiylime potansiyeli kazanan bu hiicreler neoplastik hiicrelere
dontistir. Bu hiicre klonu ek mutasyonlar kazanarak tiimorii olugturur. Bu hipotezde tiimorii
olusturan biitiin hiicrelerin benzer tiimdrojenik kapasiteye sahip oldugu; diger bir deyisle
tamaminin timor olusturabilecegi disiiniilmektedir (Reya, 2001). Ancak son bilimsel
aragtirmalar timori olusturan hiicrelerin kiiciik bir fraksiyonunun (tiim timor hiicre
populasyonunun %1°den azi) tiimorojenik kapasiteye sahip olduguna isaret etmektedir

(Richard ve Pillai, 2010; Zhang, Filho ve Nor, 2012).

“Kanser kok hiicresi” hipotezi tliimor olusumu ve progresyonunu yonlendiren bir grup timor
hiicresinin varligina dayanmaktadir. Kanserin kok hiicrelerden koken alabilecegi teorisi ilk
olarak 20. ylizy1l baslarinda Julius Cohnheim tarafindan ortaya atilmistir (Cohnheim, 1875).
Cohnheim (1875), tiimdrlerin embriyonik hiicre artiklarindan gelisebilecegini belirtmistir.
Daha sonra Beard, yetiskin dokulardaki germinal hiicrelerin aktive olarak timor
olusturabilecegini 6ne siirmiistiir (Beard, 1902). Kanser kok hiicreleri ilk kez akut myeloid
l6semide Bonnet ve Dijk (1997) tarafindan izole edilmis; 2003’te ise Al Haji (2003), solid
tiimorlerdeki kanser kok hiicrelerini tanimlamistir. “Kanser kok hiicresi” terimi “Amerikan
Kanser Arastirma Birligi Kanser Kok Hiicre Calistay Grubu tarafindan kendini
yenileyebilme (self renewal) ve heterojen tiimor hiicrelerini olusturabilme yetenegine sahip

hiicreler olarak tanimlanmistir (Clarke ve digerleri. 2006).

2.4. Oral Kanserde Kanser Kok Hiicrelerin Aktivasyonu

Karsinogenesiz, ¢esitli genetik ve epigenetik degisikliklerin birikimi sonucu olusan ¢ok
basamakli bir olaydir. Bu gelisim siirecinde basta TP53 ve Rb gibi tiimor baskilayict genlerin
onemli rol oynadigi bilinmektedir (Knudson ve digerleri, 1973). Bir¢ok farkli dokuda kanser
kok hiicresi aktivasyonunun tiimor baskilayici genlerdeki mutasyonlar sonucu aktive oldugu

diistiniilmektedir. Kok hiicrelerin uzun siire varolabilme 6zellikleri ¢ok sayida genetik ve
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epigenetik degisiklikleri biriktirmelerine ve kanser kok hiicrelerine doniismelerine yol
acabilir. Her kok hiicre boliindiigiinde biri 6zellesmis bir hiicre digeri ise “yenilenme
kapasitesi olan hiicre” olacak sekilde asimetrik olarak ¢ogalir. Tiimorogenez siirecinde ise
kok hiicreler iki “yenilenme kapasitesi olan hiicre” olusturacak sekilde simetrik olarak
cogalir. Simetrik boliinmenin defalarca tekrarlanmasi klonal ekspansiyona yol acar (Kazi,
Sayed ve Dwivedi, 2010). Her iki bolinme de Wnt, Hedghog, Notch ve Oct-4 gibi sinyal

yolaklar1 tarafindan tetiklenir (Benson ve digerleri, 2004).

Kanser kok hiicreleri kok hiicrelerden koken alabilecegi gibi kendini yenileyebilme 6zelligi
kazanan diferansiye hiicrelerden de gelisebilir. Normal kok hiicrelerden kanser kok hiicre

transformasyonu birtakim mekanizmalar yoluyla olabilir:

e Dokularda bulunan normal kdk hiicrelerin transformasyonu

e FErken donem progenitor hiicrelerdeki mutasyonel degisiklikler sonucu bu hiicrelerin
kendini yenileyebilme 6zelligi kazanmasi

e Terminal diferansiye hiicrelerin ya da ge¢ donemdeki progenitor hiicrelerin de-

diferansiye olmasi

Bu mekanizmalarda onkogenlerin aktivasyonu, ya da tiimdr slipresor genlerin inaktivasyonu
rol oynar (Lotem ve Sachs, 2006). Ek olarak tiimor mikrogevresi, kanser kok hiicre nisi, ve
sitokin yolaklar1 kanser kok hiicrelerinin devamliligi ve tiimor progresyonunda etkili
olabilir. Kanser kok hiicreleri, fibroblastlar ve endotel hiicreleri gibi heterojen bir grup
hiicrenin ve hiicreleraras1 matriksin olusturdugu “nisler” icinde bulunurlar. Bu nislerin Wnt,
Hedghog, Notch ve Oct-4 sinyal yolaklarmi tetikleyerek, kanser kok hiicrelerinin

ekspansiyonunda 6nemli rol oynadiklar1 diislintilmektedir (Resim 2.1).



15

| Mormal Progenitar Hilcre |

!

1. Sinyal Yolaklarinda |
i pa Mutasyon

MNormal Kok Hilcre |—>— ~ motchSinyel Yol

- Whnt Sinyal Yolag

- Hedgehog Sinyal Yolag

2. Epigenetik degigiklikler

3. p53 de alterasyon

4, Kendini yenileyebilme
genlerinde aktivasyon

y
. 7 Terminal Hiicrelerin De-
De-dife syon_ - /\
| e m‘mm n A/{ diferansiye olmalar

Diferansiye Hlicre

Kanser
Kék
| Wht Sinyal Yolag | Hiicresi
E6 ve E7 ‘ Nis
Aktivasyonu L\} sinyal Yolaklar |

-

Resim 2.1. Oral kanserde kanser kok hiicre aktivasyonu mekanizmalari

Kanser kok hiicreleri normal kok hiicreler gibi kendilerini 6liimsiiz kilan o6zelliklere

sahiptirler (Lotem ve Sachs 2006) Bunlar sirasiyla:

- Kendini yenileyebilme

- Matiir hiicrelere farklilagabilme

- Kendini yenileyebilme 6zelliklerinin diizenlenmesinde Wnt, Hedghog, Notch ve Oct-4
gibi ortak sinyal yolaklarmin kullanilmasi

- Pluripotentligi ve hiicresel 6liimsiizliigii baslatan faktorlerin ekspresyonu

- Aktif telomeraz aktivasyonu

- Aktif membran transport aktivitesi

- Cesitli biiylime faktdrleri ve sitokinlerin salgilanmasi

- Anjiyogenezi stimiile eden anjiyopoetik faktorlerin salgilanmasi

2.4.1. Kanser kok hiicre yiizey belirtecleri

Kanser kok hiicreleri, spesifik yiizey belirteglerinin ekspresyonu ile de gosterilebilir. 11k
caligmalar “cluster of differentiation” (CD) olarak ta bilinen yiizey molekiillerini kullanarak
l6semik kok hiicrelerini belirlemeye yonelik yapilmistir. Akut myeloblastik 16semi (AML)
hastalarindan izole edilen CD347/CD38" kok hiicreler total AML hiicrelerinin yaklagik %
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0.2’lik bir fraksiyonunu olusturmasina ragmen, immiinsiipresif farelere transfer edildiginde
diger AML hiicrelerinden farkli olarak farelerde AML olusturabilen tek hiicre grubu
olmustur (Bonnet ve Dick, 1997).

CD44, CDI133, CD24 gibi yiizey belirteglerini eksprese eden hiicreler flow sitometri
yontemiyle izole edilerek immiinsiipresif farelere transplante edildiginde, diger hiicrelere
oranla yiliksek tiimorojenik kapasiteye sahip olduklar1 gosterilmistir (Zhang ve digerleri,

2010; Chen ve digerleri, 2013).

Hematopoetik kanserlerde izolasyonu takiben, beyin, meme, akciger, prostat, over,
kolerektal, oral kanser dahil olmak itizere solid timorlerde kanser kok hiicreleri
tanimlanmistir (Visvader ve Lindeman, 2008). Al-Haji ve digerleri (2003) insan meme
kanseri hiicrelerinden izole ettikleri kanser kok hiicrelerinin ¢ok az sayida bile (200 kadar
hiicre) farelerde tiimor olusturabildigini gostermistir. Bu hiicrelerin  immiinfenotipi
CD44+/CD24- olarak tanimlanmistir. Yine meme kanserinde tanimlanan CD44+ hiicrelerin,
yiiksek diizeyde Bmi-1 eksprese ettigi, self-renewal ve farklilasma kapasitelerine sahip

olduklar1 rapor edilmistir (Prince ve digerleri, 2008).

Kok hiicreler tarafindan eksprese edilen spesifik yiizey molekiillerinin (CD133, CD44,
CD34, CXCR4, CD38.vb) tanimlanmasi, tiimor dokusu i¢inde az miktarda bulunan kanser
kok hiicrelerinin diger tiimor hiicrelerinden ayirt edilmesine olanak saglamaktadir. Bu ylizey
belirtecleri doku spesifik olabilir. Farkli kanserlerdeki kanser kok hiicre yiizey belirtegleri
Cizelge 2.4 de belirtilmistir. Epiteliyal timorlerde CD44 ve CD133 siklikla 6ne ¢ikan kanser
kok hiicre ylizey belirtegleridir (Al-Haji ve digerleri, 2003; Dalerba ve digerleri, 2007; Clay
ve digerleri, 2010).

Lim ve digerleri (2016) primer oral SHKlerden kanser kok hiicreleri izole ederek, bu
hiicrelerin kok hiicre 6zelliklerini degerlendirmiglerdir. Primer tiimérden “florasan activated
cell sorting” (FACS) yontemiyle izole ettikleri bu hiicrelerin kanser kok hiicrelerinde

bulunmasi gereken pek ¢ok 6zellige sahip oldugunu gostermislerdir.
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Cizelge 2.4. Kanser kok hiicrelerini tanimlamada kullanilan yiizey belirtecleri

Meme adenokarsinom CD44+ ALDH+ CD24- Al-Hajj ve ark. 2003

AML CD34+ CD38- CD90- CD96+ Hosen ve ark. 2007

Kolorektal CD133+ CD44+ Dalerba ve ark. 2007

Prostat adenokarsinom CD133+ CD44+ Collins ve ark. 2005

Pankreatik adenokarsinom CD133+ CD44+ Li ve ark. 2007

Hepatoselller CD133+ EpCAM CD90+ Suetsugu ve ark. 2006

Kolon CD133+ Ricci-Vitiani ve ark. 2007, Cicek 2010
Akciger CD34+ CD45- CD31- Kim ve ark. 2005

Oralkanser | CD133+ CD44+/- ALDH+  Chen 2013, Zhang 2010, Clay 2010

Bags-boyun kanserlerinde kanser kok hiicre izolasyonu yapan ¢aligmalarda genellikle kanser
kok hiicre belirtegleri (CD44, CD133) ya da aldehit dehidrogenaz enzim aktivitesi varlig
gosterilmistir (Ishizawa ve digerleri, 2012). Onceleri hematopoetik kok hiicre belirteci
olarak kullanilan CD133’iin, oral kanserde tiimorii olusturan hiicrelerin yaklasik %1-3
tarafindan eksprese edildigi ve bu hiicrelerin kemoterapiye direng gosterdigi belirtilmistir

(Zhang ve digerleri, 2010).

Bag-boyun kanserlerinde izole edilen CD44+ tiimor hiicrelerinin yiliksek tiimorojenik
potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Bu hiicre populasyonu tiimor hiicrelerinin %10°dan
azin1 olusturmakla birlikte, immiinsiipresif farelerde timdr olusturabilme yetenegine sahiptir

(Joshua ve digerleri, 2012).

CD44’1in oral skuam6z kanserdeki prognostik degeri heniiz agikliga kavugsmamustir. Bazi
caligmalarda CD44 ekspresyonu ve tiimoriin agresif davranigi arasinda pozitif korelasyon
bildirilirken (Chen ve digerleri, 2013; Joshua ve digerleri, 2012); digerleri azalmig CD44
ekspresyonu ve kotii prognoz arasinda korelasyon oldugunu 6ne siirmiislerdir (Carinci ve

digerleri, 2002; Kosunen ve digerleri, 2007; Clay ve digerleri, 2010).
2.5. Kanser Kok Hiicresi-Prognoz

Pek cok farkli malignitede kanser kok hiicrelerinin kotii prognozla iliskili oldugu
desteklenmektedir. (Chen 2003, Clay 2010). Meme kanserinde hastalarinda, dolasimdaki
CD44+, ALDH1 +) kanser kok hiicrelerinin kotii prognozla iliskili oldugu bildirilmistir
(Kapucuoglu ve digerleri, 2015). Diger bir ¢alismada ise akut myeloid 16semide, 16semik
kok hiicre fenotipi gosteren hiicrelerin klinik tablo ve niiks ile iligkili oldugu gdsterilmistir

(Gerber ve digerleri, 2012). Diger yandan kanser kok hiicrelerinin “sessiz dogas1”, hipoksik

ot
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niglerde bulunmalari, DNA hasarinda up-regiilasyona ve ilaglarin hiicre disina atilmasina yol
acmalar1 gibi Ozellikleri nedeniye kemoterapi ve radyoterapiye karst direng

gelistirebilecekleri diigiiniilmektedir:

Ayrica in vivo over kanser modelinde bazi hiicrelerin kemoterapodiklere karsi direng
gosterdigi ve proliferatif kapasitelerinin yeniden aktive oldugu gosterilmistir (Kusumbe,

Mali ve Bapat, 2009).
2.6. Epiteliyal Mezenkimal Gecis

EMT, epitel hiicrelerinin karakteristigi olan inter-seliiler baglantilar1 diizenleyen genlerin
ekspresyonunda azalmaya neden olarak; epitel hiicrelerinin, mezensimal ozellikler (6rn.
migrasyon yetenegi) kazanmasimi saglayan bir hiicresel farklilasma siirecidir. EMT
programi; Snail, Twist 1, ve Zeb-1 gibi, epiteliyal hiicre polaritesi, hiicre-hiicre kontagi,
sitoskeleton ve extraseliiler matriks degradasyonunu diizenleyen ¢ok sayida proteinin
ekspresyonunu yonlendiren bir dizi transkripsiyon faktorii tarafindan aktive edilmektedir.
Embriyonik gelisim boyunca epitel hiicrelerinin mezensimal fenotip kazanmasi gerekli bir
stirectir. Bu siire¢ boyunca hiicreler hiicre-hiicre kontagi ve hiicre polaritesi kaybinin yanisira

migratuar ve invaziv 6zellikler kazanirlar.

Embriyogenezis boyunca bir¢ok doku ve organ; bir seri EMT ve mezenkimal epiteliyal
transisyon (MET) siiregleri sonunda olusur. Organlarin olusmast ve spesifik hiicrelere
farklilagma stireci birbirini takip eden farkli EMTlerle gerceklesir. Bunlar primer, sekonder

ve tersiyer EMT siirecleri olarak adlandirilir (Thiery, 2003) (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5. Embriyogenezde EMT siireci

Parietel endoderm Anjiyoblastlar (kan damarlar) Endokard
Mezoderm formasyonu Endokardiyal progenitdrler Kardiak kapaklarin olugmasi
Noral krest formasyonu Hepatoblast migrasyonu

Pankreatik tomurcuk formasyonu

EMT, morfogenezin yanisira doku tamiri, doku homeostazi gibi fizyolojik olaylar ve organ
fibrozisi ve timor progresyonu gibi patolojik olaylarda da aktive olmaktadir. EMT ‘ye
benzer siirecler zedelenmeye karsi olusan fizyolojik cevapta da yer alir. Epiteliyal yara

iyilesmesi boyunca yara kenarindaki keratinositler hiicre-hiicre kontaklarini gevseterek
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“intermediate mezensimal fenotip” olarak adlandirilan 6zellik kazanirlar. Bu siiregte
keratinositler Snail 2 ekspresyonu tarafindan yonlendirilmektedirler (Arnoux, Nassour,
L'Helgoualc'h, Hipskind ve Savagner, 2008). Benzer sekilde her menstrual siklusta over

yiizey epiteli de EMT siirecine girer (Matsuzaki ve Darcha, 2012).

Fibrotik dokularda myofibroblastlar tarafindan iiretilen fazla miktarda kollajen, organ
fonksiyonunda kayiba neden olmaktadir. Fibrozisin, interstisyel fibroblastlarin patolojik
aktivasyonu sonucu gerceklestigi diisiiniilse de; hiicre c¢alismalar1 fibrozise yol agan
myofibroblastlarin 6nemli bir kisminin epitel hiicrelerinden EMT yoluyla farklilastigini
desteklemektedir. Renal tiibiil ve kanal hiicreleri, lens epiteli, endotel, hepatositler ve
kardiyomyositler gibi birgok farkl: hiicre grubunun EMT yoluyla doku ve organ fibrozisine
neden olabilecegi gdsterilmistir (Zeisberg ve digerleri, 2007).

2.7. EMT ve Kanser

2.7.1. EMT- tiimor progresyonu

EMT’yi tetikleyen Snail, Twist, Zeb-1 gibi transkripsiyon faktorleri embriyonik faktorler
olmalarma karsin, kanserlerde siklikla yeniden aktive olmaktadir. Pro-metastatik faktorler
olarak tanimlanan EMT proteinlerinin, RB ve P-53 bagimli tiimdr supresor genleri
baskilayarak, hiicrelerin apoptozisden kagmalarina yol actig1 ve hiicrelerin bir dizi stres
faktoriiniin etkisine ragmen ¢ogalmalarini saglayarak, invazyon ve metastazi indiikledikleri
gosterilmistir. Snail transkripsiyon faktoriiniin, E-kadherin promoter bolgesine baglanarak
ekspresyonunu bloke ettigi, ve EMT siirecinde anahtar rol oynadigi belirtilmistir (Thiery,
2003).

Bir¢ok in vitro kanser modelinde EMT siirecinin timdr progresyonunda belirgin rol
oynadig1 ortaya konmustur. Ancak klinik olarak kanserli insan dokularinda EMT nin rolii
tam olarak aydinlatilamamugtir. Tiimdriin invaziv yiiziinde timor kitlesinden ayrilan kordlar
ve kii¢iik agregatlar halindeki tiimdr hiicrelerinin, invazyon siirecinde EMT nin rol aldiginin
morfolojik one siiriilmektedir (Prall, 2007). Kolon kanserlerinde tiimdriin invaziv yiiziinde
E-kadherin ekspresyonunu kaybetmis migratuvar tiimor hiicrelerinin varligir gosterilmistir
(Yang ve digerleri, 2006). Yine papiller troid karsinom, meme kanseri, servikal kanser gibi

diger solid tiimorlerde invazyon alanlarinda EMT ekspresyon profili (E-kadherin + /
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vimentin -) sergileyen hiicrelerin oldugu belirtilmistir. Snail ekspresyonu, meme, kolorektal
ve over kanserlerinde kisa yasam siireleri, niiksler ve kotii klinik tablo ile iliskili
bulunmustur. Ayrica EMT profilinin daha koétii prognoza sahip tiimor subtipleri (6rnegin
bazal hiicreli ve metaplastik meme kanseri gibi) ve klinikopatolojik parametrelerle ile iliskili

oldugu gosterilmistir (Geradts ve digerleri, 2011).

Bag-boyun kanserlerinde, EMT aktivasyonunda 6nemli rol oynayan Snail ekspresyonunun
molekiiler prognostik bir belirteg olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Artmis Snail ekpsresyonunun,
E-kadherin’i baskilayarak; EMT programini ve bas-boyun kanserlerinde agresif davranisi
tetikledigi bildirilmistir. (Mendelsohn ve digerleri, 2012). SHK’larda invazyon siirecinde
EMT ile birlikte, podoplanin aracili aktin remodelasyonunun da etkili oldugu bildirilmistir
(Wicki ve Christofori, 2006). Sonug olarak EMT bagimli ve EMT bagimsiz invazyonun es

zamanli gergeklestigi diisiiniilmektedir.

Karsinogenesizde, EMT nin rolii en ¢ok invazyon ve metastaz gelisiminde ortaya konmus
olsa da; apoptosis, immiinsiipresyon, inflamasyon ve tedaviye diren¢ gibi olaylarda da
arastirilmaktadir. Farkli hiicre serileri lizerinde yiiriitiilen in vitro ¢alismalar, TGF-beta ile
muamele edildiklerinde hiicrelerin EMT siirecine girdiklerini gdstermistir. TGF-beta, Snail
ekspresyonunu kuvvetli sekilde uyararak hiicreleri EMT siirecine sokmaktadir. Ras-eksprese
eden hiicreler TGF-beta ile uyarildiginda hiicrelerin EMT siirecine girerek apoptozise direng
gelistirdikleri izlenmistir (Valdes ve digerleri, 2002). Snail, Twist 1 ve Twist 2 gibi EMT
transkripsiyon faktorleri pl6 ve p21°i inhibe ederek hiicrelerin senesensde kalmalarini
engellemektedir. Biitlin bu mekanizmalar, EMT nin senesens ve apoptozisi baskilayarak

karsinogenezde rol aldigini1 desteklemektedir (Ansieau, 2008).

Snail aktivasyonu ve EMT siirecinin yalnizca invazyonda degil, immiinsiipresyon ve
immiinrezistan mekanizmalar yoluyla konagin tiimére kars1 verdigi yaniti modifiye
edebilecegi bildirilmistir. Meme kanseri hiicrelerinde Snail ekspresyonunun immiinstipresif
sitokinlerin aktivasyonuna neden oldugu ve sitotoksik T lenfositlere kars1 direng gelismesine

yol actig1 gosterilmistir (Kudo-Saito, 2006).

Inflamasyonun, timér progresyonu ve fibrozisle iliskili oldugu bilinmektedir. Yapilan
arastirmalar, bu iliskide EMT yoluyla indiiklenen inflamasyonun 6nemli rolii olduguna

isaret etmektedir (Lopez-Novoa ve Nieto, 2009). Tiimor mikrogevresinde ve organ
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fibrozisinde farkli sinyal yolaklar1 sonucu indiiklenen NF-KB’nin, Snail ekspresyonunu
transkripsiyonel ve translasyonel diizeyde artirarak EMT’yi tetikledigi birgok ¢aligmada
gosterilmistir (Wu ve Bonavida, 2009).

2.8. EMT ve Kanser Kok Hiicresi

Son bilimsel aragtirmalar, EMT siirecine giren hiicrelerin, kanser kok hiicre 6zelliklerini
kazanabildigini desteklemektedir (Polyak ve Weinberg, 2009) (Resim 2.2). EMT
programinin aktivasyonu, hiicrelerin kendini yenileyebilme ve limitsiz diferansiyasyon
yetenegi kazanmalarina yol agmaktadir (Mani ve digerleri, 2008). Bu nedenle EMT nin,
kanser kok hiicresi ya da tiimorogenezisi baglatan hiicreleri meydana getiren bir farklilasma

stireci oldugu diistiniilmektedir.

Sinyal Yolaklari miRMNAlar

EMT faktorleri: Snail, Twist, Zeb 1, Zeb 2

b Rarshogmnce A
Metastaz

Resim 2.2. EMT-kanser kok hiicre etkilesimi

In vitro kosullarda, insan embriyonik kok hiicre agregatlarinin periferindeki hiicrelerde EMT
bulgular1 izlenmistir. Bu hiicrelerin mezensimal fenotip gelistirdigi; Snail, vimentin ve
MMP-9 eksprese ettikleri gosterilmistir. Ek olarak bu hiicreler OCT-4 ve Nanog gibi
totipotent transkripsiyon faktorlerini de iiretmektedir. Bu bulgular, EMT siirecine giren
hiicrelerin mezensimal fenotip kazanmalarinin yanisira pluripotent 6zellikleri de

gelistirdigini desteklemektedir (Eastham ve digerleri, 2007).
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Meme kanseri ve nazofaringeal kanserlerde EMT aktivasyonunun, farklilasmis hiicrelere
kok hiicre oOzellikleri kazandirdii gosterilmistir (Ansieau, 2013). In situ duktal
karsinomlarda, siklikla Snail ve Twistl gibi EMT aktivatorlerinin, uzak metastaz

goriilmeden ¢ok once belirlendigi bildirilmistir (Geradts ve digeri, 2011).

Memeli epitel hiicrelerinde EMT siireci, TGF-beta gibi biiylime faktorleri yoluyla ya da
Twist, Snail, Zeb-1 gibi transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu ile tetiklenmektedir.
(Thiery ve Sleeman, 2006). In vitro kosullarda, memeli epitel hiicrelerinin yliksek TGF-beta
ve Snail ekspresyonu sonucu 12. giinde kanser kok hiicre (CD44+/CD24-) o6zellikleri
kazandig1 gosterilmistir (Mani ve digerleri, 2008). Meme kanseri hiicrelerinde bu yolaklarin
aktivasyonu, hiicrelerde invaziv ve metastatik potansiyel kazanmalarina ve es zamanli olarak

kanser kok hiicre fenotipi gelistirmelerine yol agmistir.

Dil kékenli SHKdan izole edilen insan SCCO hiicre serisi kullanilarak gergeklestirilen bir in
vitro ¢alismada, artmig Snail ekspresyonunun bu hiicrelere inzaziv ve metastatik 6zelliklerin
yanisira diisiik proliferasyon, kendini yenileyebilme ve koloni olusturma gibi kanser kok
hiicre ozellikleri kazandiklari gosterilmistir. Snail ile mumele edilen hiicrelerin CD24
negatif, CD44 pozitif oldugu; CD133 ac¢isindan kontrol grubu hiicreleriyle anlamli farklilik
olmadigr belirtilmistir (Zhu ve digerleri, 2012). Yaptigimiz literatiir incelemesinde oral
displazi ve oral kanserde Snail ekspresyonu ve kanser kok hiicre iligkisini inceleyen klinik

bir calismanin bulunmadig goriilmiistiir.
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3. GEREC VE YONTEM

Retrospektif olarak planlanan ¢alismamiz 2005-2015 yillar1 arasinda Gazi Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Oral Patoloji Anabilim Dali’nda “Epiteliyal hiperplazi”, “Epiteliyal
Displazi” ve “Skuaméz Hiicreli Karsinom” tanisi almis tani sonrasi imha edilecek dokular

tizerinde yiiritilmistir
3.1. Calisma Materyalinin Secimi

Gazi Universitesi Oral Patoloji Anabilim Dali arsiv materyalinde, 2005-2015 yillar1 arasinda
“Epiteliyal Hiperplazi”, “Epiteliyal Displazi ~ ve “Skuaméz Hiicreli Karsinom” tanilari
taranarak, ¢alismaya uygun blok ve camlar elde edildi. Calismaya dahil edilen bloklarda
immiinhistokimyasal ve molekiiler analizler i¢in yeterli miktarda doku bulunmasina dikkat
edildi. Bu kriterler gozetilerek calismaya 23 adet displazi, 16 adet skuamoz hiicreli
karsinomve 19 adet epileliyal hiperplazi olmak iizere toplam 58 adet parafine gomiilii doku
ornegi dahil edildi. “Epiteliyal Hiperplazi” tanist alan doku Ornekleri kontrol grubunu

olusturdu.
3.2. Histolojik On Degerlendirme ve Derecelendirme

Vakalara ait tiim hematoksilen-eozin boyali preparatlar 151tk mikroskobu altinda ii¢

aragtirmact tarafindan incelenerek degerlendirildi.“Epiteliyal hiperplazi” tanist alan

29 ¢

orneklerde iltihabi hiicre infiltrasyonu “hafif”, “orta”, “agir” olmak iizere sirasiyla 1, 2 ve 3

skorlari ile derecelendirildi.

SR EN13

“Skuamdz hiicreli kanser” tanis1 alan 6rnekler DSO kriterleri goz dniine alimarak “az”,

2

orta

(15

ya da “iyi” diferansiye olarak siniflandirildi. Bu smiflandirmanin yani sira, tiimor
stromasindaki iltihabi infiltrasyonun natiiri ve izlenebiliyorsa sub-mukozaya infiltrasyon
olup olmadigi; lenfoid agregat varligi; tiimore komsu alanlarda displastik epitel varlig
degerlendiridi. Tiimdr stromasindaki iltihabi infiltrasyon “hafif”, “orta”, “agir” olmak iizere
sirastyla 1, 2 ve 3 skorlar1 ile derecelendirildi (Watanabe, Petro, Shlimon ve Unterman,

2008).
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“Displazi” tanist alan ornekler ise iki farkli siniflandirma kullanilarak derecelendirildi.
DSO siniflamast:

DSO tarafindan 1997°de yayinlanan ve biitiin diinyada altin standart olarak kullanilan “Oral
mukozada kanser ve prekanserin histopatolojik siniflandirmasi”dir. Buna gore displastik
lezyonlarin karsinoma doniismesinde lezyonlar “hafif displazi”, “orta dereceli displazi”, agir
displazi” ve “karsinoma in situ” olmak iizere 4 kategoriye ayrildi. “In situ karsinom”
epiteliyal displazinin en {ist basamagini temsil eden pre-invaziv malignansi olarak

degerlendirildi.
Kujan ve digerleri, (2007)’nin tanimladig1 “Binary system” siniflamasi:

DSO’niin displazi kriterleri kullanilarak epiteliyal displazileri “diisiik risk” ve “yiiksek risk”
olmak {iizere kategorize eden iki agsamali bir sistemdir. Displazinin derecelendirilmesinde
kullanilan kriterler yapisal ve sitolojik olarak iki grupta toplanabilir. Buna gore “yiiksek
risk” lezyonlar i¢in cut-off degeri en az 4 yapisal kriter ve 5 sitolojik kriterin birarada olmasi
seklinde belirlenmistir (Gale, 2005). Her displastik 6rnek, bu kriterler gozetilerek skorlandi
ve “diistik dereceli” ya da “yliksek dereceli” olacak sekilde iki alt gruba ayrildi.

3.3. Immiinohistokimyasal Analiz

Parafine gomiilii doku 6rneklerinden immiinhistokimyasal boyama isleminde kullanilmak
iizere 4 kalinliginda 4er adet adhezivli cama histolojik kesitler alindi. Kanser kok hiicreleri
icin CD133 (rabbit polyclonal, Proteintech Europe) ve CD44 (Leica, NCL-CD44-2 mouse
monoclonal, df1485 New Castle,United Kingdom) ve EMT i¢in Snail (rabbit polyclonal,
Thermo Scientific) ve E-kadherin (Leica, mouse monoclonal, 36b5 New Castle, United
Kingdom); primer antikorlar1 olmak tizere dort adet primer antikor kullanildi.
Immiinohistokimyasal boyamalar, VENTANA BENCHMARK X otomatik cihazi
(Ventana Medical Systems, Inc.1910 E. Innovation Park Drive Tuscon, Arizona, USA)
kullanilarak gerceklestirildi.
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Bovyama Asamalari:

Deparafinizasyon:

- 65°C etlivde 30 dk. bekletildi.

- 5’er dk. iki ayr1 ksilenden gecirildi.

- 5’er dk. iki ayr1 alkolden gecirildi.

- Lamlar cihaza yerlestierek calisma baslatildi.

- Cihaz ek deparafinizasyon asamalar1 uyguladi.

Antijen elde etme (Antigen Retrieval):

Tiim antikorlar i¢in bu asamada antijen retrieval islemi i¢in EDTA kullanildi. Uygulama
stiresi CD133 i¢in 30 dak., CD44 i¢in 60 dak. , Snail i¢in 30 dak. ve E-kadherin i¢in 60 dak

olarak belirlendi.

Antikor damlatma ve titrasyon:

- Antikorlar tavsiye edilen oranlarda PBS ile sulandirildi. Optimal diliisyon oranlari
CD133, CD44 ve E-kadherin, i¢in 1/100; Snail i¢in1/50 olarak belirlendi.

- Damlatma islemi her bir lama 100ml olarak, manuel gerceklestirildi.

- Titrasyon islemi, yine onceden cihaza kaydedilmis olan protokoller uyarinca, siire ve
sicaklik degerleri gozetilerek cihaz tarafindan uygulandi.Titrasyon siireleri CD44,
CD133, Snail ve E-kadherin i¢in sirasiyla 48 dakika; 44 dakika; 36 dakika ve 40 dakika

olarak uygulandi.

Kit uygulama:

Cihaz bu asamada antijen-antikor kompleksi olugturmak i¢in gerekli ikincil kimyasallar1 ve

gereksiz baglanmalar1 engellemek icin de H>O; uygulada.

Zemin boyama (Counterstaining):

- Antikor ile isaretli hiicreler disinda kalan hiicrelerin boyanmasidir.
- Gill’s Hematoxylin (Ventana) cihaza kaydedilen protokol uyarinca 8 dakika siireyle

uygulandi.
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Zit zemin boyama (Post-Counterstaining):

- Zemin boyamada kullanilan boya rengini agmak ve antikor isaretleyici DAB ile kontrast
olusturmak i¢in uygulandi.

- “Bluing Reagent” (Ventana) cihaza kaydedilen protokol uyarinca 4 dakika siireyle
uygulandi.

Dehidratasyon ve kapama:

- Lamlar cihazdan alind1 ve sabunlu suyla yikandi.
- 5’r dk. iki ayr1 alkolden gegirildi.

- 5’er dk. iki ayn ksilenden gegirildi.

- Entellan yardimiyla lamelle kapatildi.

Immiinreaktivitenin ~ degerlendirilmesi: ~ Immiinohistokimyasal ~ degerlendirme 151k
mikroskobunda, x200 biiylitmede, SHK olgularinda tiim timér alanini; EH ve displazi

olgularinda ise tiim epiteliyal alan1 dikkate alarak gergeklestirildi.

Snail ekspresyonu degerlendirilirken; yalnizca niikleer boyanma pozitif kabul edildi. Pozitif
boyanan hiicrelerde hem yogunluk, hem de yayginligin birlikte degerlendirildigi H
skorlamasi yapildi (Zhao ve digerleri, 2012). H skor degeri = Boyanan hiicre yogunlugu x
Pozitif hiicrelerin oram ile elde edildi; ve 1-3 arasinda skorlandi. Boyanma yogunlugu
yok=0, hafif=1, orta=2 ve siddetli=3 olacak sekilde degerlendirildikten sonra, pozitif olan
hiicrelerin orani belirlendi. Boyanmanin yayginligi boyanan hiicre yiizdesine gore; 0
(%1°den az), 1 (% 1-40), 2 (% 40-80), 3 (% 80’den yiiksek) belirlenerek yogunluk skoruyla
carpildi. H skorul, 2 ve 3 olanlar, 1; 4-6 olanlar 2; 6-9 olanlar 3 skoru aldi. Pozitif kontrol

dokusu olarak meme invaziv duktal karsiom kullanildi.

Cizelge 3.1. Snail immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

H skor (boyanma

Boyanma yogunlugu Boyanma yayginhgi yogunlugu x yayginhi) Skor
0 %1’den az (0) 0 0
1 % 1-40 (1) 1-2 1 (zay1f)
2 % 40-80 (2) 34 2 (orta)
3 %80’den ¢ok (3) 6-9 3 (giicli)
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E-kadherin ve CD44 i¢in yalnizca membrandz boyanma pozitif kabul edildi. E-kadherin i¢in
skorlama su sekilde yapildi: Boyanmanin yayginligi boyanan hiicre yiizdesine gore; 0, hi¢
boyanma yok; 1 (%10’dan az), 2 (%10-75), 3 (%75°den yiiksek) olarak belirlendi. CD44
icin skorlama su sekilde yapildi: Boyanmanin yayginligi boyanan hiicre yiizdesine gore; 0,
(%10°dan az), 1 (%10-50), 2 (%50°den yiiksek) olarak belirlendi. E-kadherin i¢in pozitif

kontrol dokusu olarak saglikli oral mukoza, CD44 i¢in ise kolon kullanildi.

Cizelge 3.2. E-kadherin ve CD44 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

Boyanma yayginhg E-kadherin Skoru Boyanma yayginhgi CD44 Skoru
Hi¢ boyanma yok 0 % 0-10 0
% 1-10 1 % 10-25 1
% 10-75 2 % 25-50 2
% 75’den ¢ok 3 % 50’den ¢ok 3

CD133 i¢in membrandz ve sitoplazmik boyanma pozitif kabul edildi. Hiicrelerin % 5’den
az1 boyandig1 durumlar negatif kabul edildi. Skorlama boyanmanin yayginligr boyanan
hiicre ylizdesine gore degerlendirilerek belirtilen sekilde gergeklesti: 0, % 5’den az hiicre
boyanmasi; 1, % 5-50; 2, % 50°den fazla hiicre boyanmasi. Kolon, pozitif kontrol dokusu

olarak kullanildi.

Cizelge 3.3. CD133 immiinreaktivitesinin degerlendirilmesi

Boyanma yayginhgi CD133 skoru
% 5°den az 0
% 5-50 1
% 50’den ¢ok 2
3.4. Molekiiler Analiz

Calisma grubunu olusturan orneklerde EMT belirteclerinden Snail ve kanser kok hiicre
belirteglerinden CD133 ekspresyon degisiklikleri molekiiler diizeyde RT-qPCR yontemi

uygulanarak degerlendirildi.

Molekiiler analizler i¢in: Parafine gomiilii doku 6rneklerinden 10u kalinliginda toplam 3
kesit alinarak daha dnceden steril edilen eppendorf tiiplere aktarildi ve tiipler kodlandi. Sirasi
ile deparafinizasyon, RNA izolasyonu, RNA miktarinin 6l¢iilmesi, cDNA eldesi ve RT-
qPCR gergeklestirildi.
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Deparafinizasyon: Doku 6rneklerinin bulundugu Eppendorf tiiplere 800 ul ksilen eklenerek
7000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi. Bu basamak iki kez tekrarlandi. Siipernatan
atildiktan sonra, 400 pl %100’lik alkol eklenerek 7000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij
edildi. 1 ml %100’liik etanol eklendi. Kisa vorteks isleminden sonra 2 dakika boyunca 7000
rpm’de santirifiij edildi. Siipernatan atildi. Bu basamak iki kez tekrarlandi. 55°C’de
eppendorf tiiplerin kapaklart agik olarak 10 dakika boyunca bekletildi.

RNA izolasyonu: Deparafinizasyonu takiben RNA izolasyonu High Pure FFPET RNA
izolasyon kiti (Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) kullanilarak yapildi. RNA

izolasyon agamalar1 asagidaki gibi gerceklestirildi:

- Her bir 6rnege 100 ul RNA doku liziz tamponu, 16 pul %10’luk sodyum dodesil siilfat
soliisyonu ve 40 ul “Proteinaz K enzim soliisyonu eklenerek vortekslendi.

- Kisa spin isleminden sonra 85°C’de 30 dakika siireyle inkiibe edildi.

- 50°C’ye sogutulduktan sonra 80 pl proteinaz K eklendi. Vortekslenerek kisa spin
verildi.

- 30 dakika boyunca 55°C’de ¢alkalamali kuru sicak blokta inkiibe edildi. Doku lizatlar
berrak hale gelene kadar inkiibasyon siiresi uzatildi.

- Doku lizatlar kit igerisinde bulunan filtreli tiiplere aktarildi.

- 325 pl RNA baglama tamponu ve 325 pl etanol (%100’liik) eklendi. Vortekslenerek
kisa spin verildi.

- Filtreli tiipler yeni toplama tiipleri i¢ine alindi. Lizatlar yeni tiiplere aktarildi. 30 sn
15.000 rpm’de santrifiij edildi.

- Filtreli tiipler yeni toplama tiipleri i¢ine alinarak, 16.000 rpm’de 2 dakika boyunca
santrifiij edildi.

- Her tiipe kit igerisinde hazir bulunan DNAaz soliisyonundan 100pul eklenerek oda
sicakliginda 15 dakika boyunca inkiibe edildi.

- Inkiibasyondan sonra 500 pl I. Yikama tampon soliisyonu eklendi. 15.000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildikten sonra toplama tiiplerindeki siv1 atildi. Bu yikama islemi II.
Yikama tampon soliisyonu eklenerek iki kez tekrarlandi.

- 15.000 rpmde 3 dakika boyunca santrifiij edildikten sonra, filtreli tiipler 1,5 ml’lik
Eppendorf tiiplere aktarildu.

- 50 pl “RNA elusion tampon” filtrenin merkezine eklendikten sonra 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi.

- 15.000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildikten sonra 6rneklerden RNA eldesi gergeklesti.
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RNA miktarinin belirlenmesi: RNA ekstraksiyonunu takiben RNA konsantrasyonu
spektofotometre (PROMEGA QuantusFlourometer) ve cihaza ait kit (PROMEGA E3310
Quantiflour RNA System, 1ml) kullanilarak 6l¢tildii. Elde edilen RNA 6rnekleri kodlanarak
cDNA sentezi yapilana kadar -80°C’de derin dondurucuda saklandi.

cDNA sentezi: Her drnekten 9.4 pl RNA kullanilarak mikro-kolon iceren hazir kitler
(Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis kit, Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya)
yardimiyla cDNA’ya revers transkripsiyon gerceklestirildi. ¢cDNA sentezi asamalari

asagidaki gibi gergeklestirildi:

1 pl random primer ve 1 pl oligo primer eklenerek primer karigimi (mix) hazirlandiktan

sonra, 9.4 ul RNA eklendi.

- Termal Cycler (Thermo-Hybaid PCR) cihazinda 65°C’de 10 dakika inkiibe edildikten
sonra buza konularak sogutuldu.

- Her bir 6rnek i¢in 4ul “Revers Transkriptaz tampon”, 0,5 pl “RNAaz inhibitér”, 2 pl
“DNTP soliisyonu”, 1 ul “DTT solution” ve 1 pl “Revers Transkriptaz soliisyonu”
eklenerek master miks hazirlandu.

- Her RNA primer karigim tiipiine tiipe 8.6 ul master mix eklenerek 55°C’de 30 dakika ve
85°C’de 5 dakika olmak tizere kuru sicak blokta inkiibe edildi. Buza konuldu.

- Elde edilen 6rnek basina toplam 20 pul cDNA -20 derecede saklandi.

RT-gPCR

mRNA ekspresyonu, real time RT-qPCR LightCycler-16258 (Roche Diagnostics,
Mannheim, Almanya) cihazi kullanilarak 6lgiildii. PCR reaksiyon hacmi 5 pl cDNA, 1uM
her bir primer, 10 pl “2x PCR probes master” (Light Cycler 480 probes master, Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) ve 4 ul H>O olmak {izere toplam 20 pl olarak hazirlandi
ve kapiller tiipler i¢inde cihaza yerlestirildi. PCR sartlar1 95°C’de 10 dakika denatiirasyonii
takiben, 60°C’de 30 sn ve 72°C’de 1 sn olmak {izere 50 dongii “sayim” ve 40°C’de 30 sn.

“sogutma” olarak programlandi.
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Resim 3.1. RT-PCR kosullar1

PCR amplifikasyonu i¢in kullanilan primer dizileri asagida verilmistir:

Snail (LOT 90017736, Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) i¢in:

- Forward primer dizisi “TGCAGGACTCTAATCCAAGTTTACC”
- Reverse primer dizisi “GTGGGATGGCTGCCAGC”

CD133 (LOT 90017737, Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) i¢in:

- Forward primer: “TTTCAAGGACTTGCGAACTCTCTT”
- Reverse primer: “GAACAGGGATGATGTTGGGTCTC”

Referans gen olarak her reaksiyonda Actin (ACTB, LOT 0000001025 Roche Diagnostics,
Mannheim, Almanya) kullanildi. Her RT-PCR protokoliinde negatif kontrol kullanildi. Her
ornek i¢in hedef gen (Snail, CD133) ve referans gene (Aktin) ait “quantification PCR cycle
(Cq)” degerleri ve amplifikasyon egrileri kaydedildi.
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Amplification Curves

Standard curve could nat be cakuted

Resim 3.2. Hedef gen (snail) ve referans gene (P aktin) ait amplifikasyon egrileri

Hedef genlerin (Snail, CD133) referans gene oranla ekspresyonlart ve Ornekler arasi
farkliliklar relatif olarak “AACQq” metodu ile hesaplandi. Kontrol grubundan bir 6rnek
“kalibrator” olarak se¢ildi (Bustin ve digerleri, 2009).

- ACql = Cq (Hedef gen -6rnek) — Cq (Referans gen-ornek)
- ACq2 = Cq (Hedef gen-kalibrator) — Cq (Referans gen kalibrator)
- AACq= ACql (6rnek) — ACq2 (kalibrator)

- Relative Quantification (Normalize edilmis gen ekspresyon diizeyi)= 244¢

3.5. istatistiksel Analiz

Veriler IBM SPSS Statistics 23 paket programlarina aktarilarak analizler tamamlandi.
Kategorik degiskenler i¢in siklik analizi (n, %), siirekli degiskenler i¢in ise tanimlayici

istatistikler verildi.

Calismamizda n<30 oldugu i¢in parametrik olmayan istatistiksel yontemler kullanilmstir.
Iki bagimsiz grup arasindaki farklilik incelenirken Mann Whitney U, ikiden fazla bagimsiz
grup arasindaki fark incelenirken ise Kruskall Wallis testi kullanildi. Siirekli degiskenler
arasindaki iliski incelenirken Spearman’s Rho korelasyon katsayisi kullamilds. Iki kategorik

degisken arasindaki iliski ise ki kare ile belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Demografik Bilgiler

Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Oral Patoloji Anabilim Dal1’nda 2005-2015 yillari
arasinda “Epiteliyal Hiperplazi”, “Displazi” ve “Skuaméz Hiicreli Karsinom” tanisi alan
toplam 58 olgu iizerinde yiiriitiildii. EH grubuna 19, Displazi grubuna 23; SHK grubuna 16
olgu dahil edildi.

Tiim olgulara ait demografik veriler, Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verildi. Ortalama hasta
yast 54,02 (20-90)’dir. Displazi grubunda kadin sayisi daha fazla iken, SHK ve EH
gruplarinda ki olgular erkek agirliklidir. Ortalama yas ve cinsiyet dagilimi agisindan

istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (Sekil 4.1, 4.2).

Cizelge 4.1. Klinik ve demografik veriler

N %
EH 19 32,7
Displazi 23 39,7
SHK 16 27,6
Cinsiyet
Erkek 26 448
Kadin 32 55,2
Lokalizasyon
Agiz Tabam 4 6,9
Bukkal Mukoza 13 22,4
Dil 8 13,8
Maksilla 15 259
Mandibula 18 31,0

Ortalama+£SS Minimum-Maksimum
Yas 54,02+15,33 20-90

Cizelge 4.2. Klinik ve demografik verilerin gruplara gore dagilimi

EH Displazi SHK

N=19 % N=23 % N=16 %
Cinsiyet
Erkek 8 42,1 12 52,2 6 37,5
Kadin 11 57,9 11 47,8 10 62,5
Lokalizasyon
Agiz Tabam 0 0,0 2 8,7 2 12,5
Bukkal Mukoza 4 21,1 5 21,7 4 25,0
Dil 1 53 4 17,4 3 18,8
Maksilla 5 26,3 7 30,4 3 18,8
Mandibula 9 47,4 5 21,7 4 25,0

Ortalama+SS Min.-Mak. Ortalama+SS Min.-Mak. Ortalama+SS Min.-Mak.
Yas 48,27+14,28  20-75 55,22+15,42  26-80 59,46 37-90+15,07
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Her {i¢ grup i¢in olgulara ait anatomik yerlesimlerin dagilimi Sekil 4.4., Sekil 4.5 ve Sekil

Displazi SHK

4.6 da gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Olgularda gruplara gore cinsiyet dagilimi
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Sekil 4.2. Olgularda gruplara gore ortalama yas degerleri

EH grubundaki olgularin %42,1°1 erkek ve %57,9’u ise kadindir. %21,1’inin lokalizasyonu

bukkal mukoza iken %5,3 intin dil, %26,3’{inlin maksilla ve %47,4’{inlin ise mandibuladir.
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Sekil 4.3. Epiteliyal hiperplazi grubunda anatomik yerlesimlerin dagilimi

Displazi

B Ag1z Tabani
Bukkal Mukoza
Dil
Maksilla

B Mandibula

Sekil 4.4. Displazi grubunda anatomik yerlesimlerin dagilimi

Displazi grubunda lezyonlarin %8,7’sinin anatomik yerlesim yeri agiz tabani iken
%21,7’sinin bukkal mukoza, %17,4’intn dil, %30,4’intin maksilla ve %21,7’sinin ise
mandibuladir. SHK grubunda ise lezyonlarin %12,5’inin anatomik yerlesim yeri ag1z taban
iken %25’inin bukkal mukoza, %18,8’inin dil, %18,8’inin maksilla ve %25’inin ise

mandibuladir.
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Sekil 4.5. Skuamoz hiicreli karsinom grubunda anatomik yerlesimlerin dagilimi

4.2. Histopatolojik Bulgular

Epiteliyal Hiperplazi: Histolojik degerlendirmede, ylizeyi parakeratinizasyon gosteren
akantotik ¢ok katli yassi epitel ve kollajenize bag dokusu izlendi. Skuamdz epitelin matiir
goriinimde oldugu goriildii. Baz1 olgularda subepiteliyal alanda mononiikleer inflamatuar

hiicre infiltrasyonu izlendi.

Epiteliyal displazi: Histolojik olarak displazilerde, skuamdéz epitelin, kismen veya tiim
katlarinda hiicresel kalabalik ve immatiir gériiniimde oldugu izlendi. Epitelin bag dokuya
dogru tomurcuklanma tarzinda uzantilar verdigi ve bazi olgularda rete proliferasyonunun
genis tabanli ya da tiip seklinde oldugu goriildii. Diistik dereceli displazilerde genellikle
sukamoz epitelin bazal tabaka hiicrelerinde polarite kaybi, baziller hiperplazi, hiicresel
pleomorfizm gibi 6zelliklerin daha az belirgin oldugu goriildii (Resim 4.1 A, B). Yiiksek
dereceli displazilerde bu kriterlerin sayica arttig1 ve bazi olgularda sitolojik atipinin daha
baskin hale geldigi ve yiikselmis mitoz varligt izlendi (Resim 4.1 C, D). Bazi olgularda
subepitelyal alanda bag dokuda mononiikleer inflamatuar hiicre infiltrasyonu goriildii.
Displazi tanist alan 23 olgunun 9’u “diisiik dereceli” (DD), 14’1 “yiiksek dereceli” (YD)
olarak siniflandirildi (Kujan ve digerleri, 2007) (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3. SHK ve displazi olgularina ait histolojik derecelendirme

N %
Displazi Grubu
DD 9 39,1
YD 14 60,9
SHK Grubu
Iyi 10 62,5
Orta 4 25,1
Az 1 6,3
Mikro Invaziv 1 6,3

Resim 4.1. Displazi olgularinda histopatolojik bulgular A) Displastik oral mukoza epiteli
(DD) H&E, x100. B) Displastik oral mukoza epiteli (DD), bazal keratinositlerde
polarite kaybi, H&E, x 200. C) Displastik oral mukoza epiteli (YD) H&E, x100.
D) Hiicresel pleomorfizm ve artmis mitotik aktivite gosteren displastik oral
mukoza epiteli (YD) H&E, x200

SHK olgularinda histolojik olarak, yiizey epitelinden alttaki bag dokusuna dogru uzanan irili
ufakli adalar veya kiimeler olusturur sekilde yapilanmis, soluk eozinofilik genis stoplazmali
ve belirgin nukleol iceren iri nukleuslu hiicrelerin olusturdugu invaziv tiimoral gelisim

izlendi. Iyi diferansiye SHK’larda bag dokusunu infiltre eden tiimér hiicrelerinin merkezinde
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siklikla keratin incileri goriildii (Resim 4.2 A, B). Orta dereceli SHK’lerde belirgin niikleer
pleomorfizm ve mitotik aktivitenin yanisira daha az keratinizasyon izlendi (Resim 4.2, C).
Az diferansiye olarak derecelendirilen SHK olgusunda ise kii¢iik hiicre gruplar1 ve kordlar
seklinde infiltrasyon alanlar1 goriiliirken, bag doku stromasi ile belirgin siirlarin kalktigi
izlendi (Resim 4.2, D). Bazi olgularda tiimoériin ¢izgili kas ve mindr tiikiirik bezi gibi
anatomik yapilar1 invaze ettii goriildii, ancak hi¢ bir vakada acgik¢a damar invazyonu
saptanmadi. Olgularin ¢ogunda stromada diffiiz mononiikleer inflamatuar hiicre
infiltrasyonu goriildii (Resim 4.2, D). Calismaya dahil edilen, SHK tanis1 alan 16 olgudan
10’u “iyi”; dordii “orta”, biri “az” diferansiye; biri ise “mikro invaziv” olarak

derecelendirildi (Cizelge 4.3).

Resim 4.2. SHK olgularinda histopatolojik bulgular A) Iyi diferansiye SHK, H&E, x100. B)
Iyi diferansiye SHK, yiizey epiteliyle iliskili, H&E, x200 C) Orta derecede
diferansiye SHK, H&E, x100 D) Az diferansiye SHK, H&E, x200

Inflamasyon skor ortalamasi, SHK grubunda 2.1; displazi grubunda 1.9; ve EH grubunda
1.3 olarak belirlendi. SHK grubunda inflamasyon skoru istatistiksel olarak anlaml1 derecede

yiiksek bulundu (p=0.022).
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4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Snail ekspresyonu: Epitel ve bag doku hiicrelerinde Snail ekspresyonu goriildii. Genel olarak
epitelin Ozellikle bazal tabakasinda niikleer boyanma paterni izlendi. Bazi vakalarda
(displazi ve EH grubunda) bazal, parabazal ve graniiler tabakada pozitif ekspresyon gozlendi
(Resim 4.3). EH ve displazide bag dokuda fibroblastlarda ve inflamatuar hiicrelerde de

niikleer boyanma izlendi.

SHK olgularinda, snail immiinreaksiyonu hem parankimal hiicrelerde hem de stromal
hiicrelerde goriildii. Parankimde, timér adalarinin periferindeki bazoloid tiimdr hiicrelerinde
daha yogun olmak {izere niikleer pozitiflik izlendi. Globe kornea alanlarinda genellikle
boyanma izlenmezken; daha az diferansiye ve kiigiik hiicre gruplar seklinde infiltrasyon
alanlarinda yogun niikleer pozitiflik goriildii (Resim 4.3 C, D). Tiimdr stromasinda ise
fibroblastlarda, endotel hiicrelerde ve inflamatuar hiicrelerde niikleer boyanma seklinde

boyanma paterni goriildii.

EH grubunda olgularinin %47,4’tinde Snail ekspresyonu izlenmedi. %26,3’iiniin 1 ve %
26,3’linde ise skor 2 diizeyinde pozitiflik saptandi. Displazi grubundaki olgularin %
26,1’inde snail ekpresyonu 0; olgularin %69,6’sinda 2 ve %4,3’linde ise skor 3 diizeyinde
boyanma izlendi. SHK grubundaki olgularin %64,3’tinde skor 0 iken %14,3’linde 1,
%14,3’linde 2 ve %7,1’inde ise 3’tiir. Snail immiinreaktivite H skor ortalama degerleri EH
olgularinda 0,8; displazi grubunda 0,8 ve SHK grubunda 0.6 olarak belirlendi. Snail
immiinohistokimyasal ekspresyonu agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklilik izlenmedi (Sekil 4.6, Cizelge 4.4).
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Resim 4.3. Snail immiinreaktivitesi A) Bazal ve parabazal hiicrelerde Snail (skor 1)
keratinositler, DAB, x200. B) Bazal ve parabazal hiicrelerde Snail (skor 2)

keratinositler, DAB, x200. C,D) Timor hiicrelerinde Snail (skor 3)
immiinreaktivitesi, DAB, x200

E-kadherin ekspresyonu: Skuamoz epitelin genelinde graniiler tabakaya kadar uzanan
membrandz patrende boyanma izlendi (Resim 4.4, A). Displastik epitelde, rete uglarinda ve

epitelin tomurcuklanma yaptig1 alanlarda E-kadherin kaybi1 goriildii (Resim 4.4, B).

SHK olgularinda tiimor hiicrelerinde genellikle adalarin periferinde E-kadherin kaybi
izlendi. Genel olarak iyi diferansiye adalarda pozitif ekspresyon goriiliirken; daha az
diferansiye olan ve tiimor hiicrelerinin kordlar yaptigr alanlarda E-kadherin kaybi izlendi.

Ayrica sub-mukoza ve kasa invazyon alanlarinda E-kadherin kaybi1 goriildii (Resim 4.4, B).

EH grubunda olgularinin % 44,4’{inde; displazi grubunda olgularin grubundaki olgularin %
73.9’unda; SHK grubundaki olgularin ise % 93,8’inde E-kadherin kayb1 izlendi. E-kadherin
immiinreaktivite ortalama degerleri EH olgularinda 2,5; displazi grubunda 2,0 ve SHK
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grubunda 1,3 olarak belirlendi. E-kadherin ekspresyonu SHKlarda, EH grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p=0.000) (Cizelge 4.4, Sekil 4.6).
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Resim 4.4. E-kadherin immiinreaktivitesi A) Oral mukoza epitelinde E-kadherin (skor 3)
immiinreaktivitesi, DAB, x200. B) Displastik oral mukoza epitelinde rete
uclarinda E-kadherin kaybi, DAB x200. C) lyi diferansiye SHK, tiimor
adalarinda E-kadherin (skor 2) immiinreaktvitesi, DAB, x200. D) Kiigiik hiicre
gruplari seklinde infiltrasyon alanlarinda E-kadherin (skor 1) immiinreaktivitesi,
DAB, x200
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Sekil 4.6. Tiim gruplarda Snail/E-kadherin immiinreaktivitesi ortalama degerleri

CD44 ekspresyonu: Genel olarak skuamdz epitelin bazal tabaka keratinositlerinde (birinci
ve ikinci sirada) daha yogun olmak iizere graniiler tabakaya kadar uzanan membrandz
boyanma paterni izlendi (Resim 4.5, A). Ozellikle displastik epitelde bazal 1.ve 2. sirada
CD44 ekspresyonu kaybolurken; parabazal iigiincii ve dordiincii siralarda pozitif hiicreler
izlendi. Rete uglarinda epitelin tomurcuklanma yaptigi alanlarda CD44 kaybi goriildii. Yine
displastik epitelin bazal laminaya bakan kisimlarinda kayiplar izlendi (Resim 4.5, B). Bag

dokuda ve inflamatuar hiicrelerde ekspresyon izlenmedi.

SHK olgularinda tiimor adalarinin periferindeki hiicrelerde ikinci ve tiglincii siralarda pozitif
hiicreler izlendi. Globe kornea alanlarinda ve stromada ekspresyon izlenmedi (Resim4.5, C,

D).

EH grubunda olgulariin %15’inde CD44 protein ekspresyonu izlenmedi. %21,1°nde 1 ve
%357,9’unda ise skor 2 diizeyinde pozitiflik saptandi. Displazi grubundaki olgularin %
17,4’tinde CD44 ekpresyonu 0; olgularin %39,1’inde 1 ve %34,8’inde ise skor 2; %
8,7’sinde ise skor 3 diizeyinde boyanma izlendi. SHK grubundaki olgularin % 6,3 {inde skor
0 iken; %25’inde 1, %50’sinde 2 ve %18’inde ise 3’tiir. CD44 immiinreaktivitesi ortalama
skor degerleri su sekilde saptandi: SHK olgularinda 1,8; displazi 1,3 ve EH 1,5 Gruplar
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (Cizelge 4.4, Sekil 4.7).
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Resim 4.5. CD44 immiinrektivitesi A) Oral mukoza epitelinde CD44 (skor 3)
immiinrektivitesi, DAB, x100. B) Displastik oral mukoza epitelinde CD44
(skor 2) immiinreaktivitesi, DAB, x400. C) lyi diferansiye SHK, tiimor
adalarinin periferinde CD44 (skor 2) immiinreaktivitesi, DAB, x200. D) Iyi
diferansiye SHK, tiimor adalarinin periferinde CD44 (skor 1)
immiinreaktivitesi, DAB, x100.

CD133 ekspresyonu: Genellikle skuamoz epitelin bazal tabaka keratinositlerinde daha
yogun olmak iizere, parabazal hiicrelerde ikinci ve {i¢iincii siralara kadar uzanan membran6z

ve sitoplazmik boyanma paterni izlendi (Resim 4.6, A, B).

Displastik epitelde rete uglarinda ikinci ve iigiincii siralarda pozitiflik izlendi (Resim 4.6, C).
Bazi olgularda bazal tabakanin yanisira, spinoz tabakada da pozitif keratinositler goriildii.
Graniiler tabakada ise tek tiik pozitif hiicreler izlendi. Bag dokuda inflamatuar hiicrelerde

pozitif ekspresyon goriildii.

SHK olgularinda genellikle timor adalarinin periferinde bazoloid tiimor hiicrelerinde

membrandz ve sitoplazmik pozitif hiicreler goriiliirken; globe kornea alanlarinda ekspresyon
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izlenmedi (Resim 4.6, D). Tiimor stromasinda inflamatuar hiicrelerde pozitif ekspresyon

izlendi.

EH grubunda olgularinin %83,3’iinde CD133 sekspresyonu izlenmedi. %16,7’sinde skor 1
diizeyinde pozitiflik saptandi. Higbir olguda skor 2 diizeyinde pozitiflik izlenmedi. Bir
olguda CDI133 immiinreaktivitesi degerlendirilemedi. Displazi grubundaki olgularin %
73,9’unda CD133 ekpresyonu 0; olgularin %26,1’inde skor 1 diizeyinde boyanma izlendi.
Higbir olguda skor 2 diizeyinde pozitiflik izlenmedi. SHK grubundaki olgularin %
46,7’sinde skor 0 iken %46,7’sinde 1, %6,7’sinde 2 dir. CD133 immiinreaktivitesinin skor
ortalamalari, SHK olgularinda 0,6; displazi grubunda 0,3; ve EH grubunda 0,2 olarak
saptandi. Gruplar karsilastirildiginda SHK grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 4.7) (p=0.05).
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Sekil 4.7. Tiim gruplarda CD44 ve CD133 immiinreaktivitesi ortalama skor degerleri
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Resim 4.6. CD133 immiinreaktivitesi A,B) Oral mukoza epitelinin bazal-parabazal tabaka
keratinositlerinde CD133 (skor 1) immiinreaktivitesi, DAB, x200; DAB, x400.
C) Displastik oral mukoza epitelinde rete ucunda CD133 (skor 1) keratiosit,
DAB, x200. D) lyi diferansiye SHK, tiimor adalarmin periferinde CD133 (skor
2) immiinreaktivitesi DAB, x100.

Cizelge 4.4. Tiim olgularda Snail, E-kadherin, CD44 ve CD133 immiinreaktivitesi

EH Displazi SHK

N % N % N % P
o DEREER W DT R T
o o S R SR WY+ S
cpas ot s w2 1o wms 15 g O
com Yot A

*p<0,05
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Sekil 4.8. Immiinohistokimyasal parametrelerin olgulara gore dagilimi

4.4. Immiinohistokimyasal Histopatolojik Korelasyon
Cizelge 4.8’de korelasyon analizi verileri bulunmaktadir.

EH grubunda Snail ve CD133 arasinda istatistiksel olarak anlamli orta diizeyde pozitif yonde
dogrusal iligki bulundu. (p<0,05, r:0,469).

SHK grubunda inflamasyon ile CD133 arasinda istatistiksel olarak anlamh gii¢lii diizeyde
negatif yonde dogrusal iligki saptandi (p<0,05, r:0,661).

Displazi grubunda higbir parametre arasinda korelasyon izlenmedi.

Snail, CD44, CD133 ve E-kadherin ekspresyonlar1 ve tiimor diferansiyasyonu; histolojik
derece gibi histopatolojik parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmada.
Displazi grubunda yiiksek dereceli ya da diisiik dereceli olgularda; ve yine SHK grubunda
“iyi diferansiye” ve ‘“az diferansiye” olgular arasinda Snail, CD44, CD133, E-kadherin

immiinreaktivitesi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik izlenmedi (p>0.05).
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Cizelge 4.5. Snalil, CD44,. CD133, ve E-kadherin immiinreaktiviteleri arasindaki
korelasyonun Incelenmesi

Inflamasyon  Snail E-kad CD44 CD133
Inf r 1,000 0,158 -0,063 0,103 0,354
p 0,518 0,802 0,674 0,150
Snail r 1,000 0,001 0,191 0,469
p 0,996 0,433 0,049*
. r 1,000 0,130 0,392
EH E-kadherin p 0.607 0.107
r 1,000 0,064
CD44 p 0.802
CD133 r 1,000
p
Inflamasvon r 1,000 0,121 0,095 -0,211 0,274
y p 0,583 0,665 0,334 0,205
Snail r 1,000 0,344 0,068 0,278
p 0,108 0,758 0,198
. . . r 1,000 0,197 -0,137
Displazi E-kadherin p 0.368 0,533
r 1,000 -0,039
CD44 p 0.858
CD133 r 1,000
p
Inflamasvon r 1,000 -0,055 0,071 -0,284 -0,661™
y p 0,852 0,793 0,286 0,007
Snail r 1,000 -0,360 -0,146 0,142
p 0,205 0,618 0,645
. r 1,000 0,445 0,008
SHK E-kadherin p 0,084 0.976
r 1,000 0,237
CD44 p 0.395
CD133 r 1,000
P

4.5. RT-PCR Bulgulan

Rolatif Snail mRNA ekspresyonu degerlendirildiginde, SHK olgularinin %350’sinde;
displazi olgularinin %60,9’unda; EH olgularinin %89’unda Snail mRNA ekspresyonu
belirlendi. EH grubunda Snail mRNA belirlenen olgularin oran1 SHK grubuna gore (%50)
anlamli derecede yiiksek bulundu (p=0,033).

SHK olgularinin sekizinde Snail mRNA ekspresyonunda artis izlenirken; 8 olguda
ekspresyon izlenmedi. SHK grubunda higbir olguda Snail mRNA diizeylerinde azalma
izlenmedi. Snail ekspresyonu saptanan § olgunun tiimiinde (%100) artis yoniinde degisiklik

goriildii. (Cizelge 4.6, Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. SHK grubunda rolatif snail mRNA diizeyleri

Displazi grubunda 2 olguda kontrole gore azalma; 12 olguda kontrole gore artis izlenirken;
9 olguda ekspresyon izlenmedi (Cizelge 4.6, Sekil 4.10).Displazi grubunda snail

ekspresyonu saptanan olgularin % 85’inde da artis yoniinde ekspresyon belirlendi.

23
21
19
17
15
13
11

[l ® S B © 2 B N I Co]

-80,00 -60,00 -40,00 -20,00 0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00
katli degisim

Sekil 4.10. Displazi grubunda rélatif snail mRNA diizeyleri

EH grubunda 11 olguda artis, 2 olguda azalma izlenirken; 2 olguda ekspresyon izlenmedi.
(Cizelge 4.6, Sekil 4.11). EH grubunda Snail ekspresyonu gosteren olgular

degerlendirildiginde olgularinin % 82,5’inde artig yoniinde ekspresyon saptandi.
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Snail ekspresyon diizeyleri yoniinden gruplar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

farklilik goriilmedi (p>0.05).
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Sekil 4.11. EH grubunda rolatif snail mRNA diizeyleri

Cizelge 4.6. Rolatif Snail mRNA ekspresyon diizeyleri

EH Displazi SHK Toplam P
N % N % N % N %
Sy ATUS 3 158 2 87 8 00 5 8,6
RL. Azalma 14 737 12 522 0 50,0 34 58,6 0,084
pcR Ckspresyon 05 2 3%l 8 50,0 19 32,8
negatif
Toplam 19 1000 23 1000 16 100,058 100,0

CDI133 mRNA ekspresyonu degerlendirildiginde, SHK grubunda bir olguda; displazi
grubunda 2 olguda artis izlendi. Tiim gruplar agisindan diger olgularda CD133 mRNA
ekspresyonu belirlenemedi. Yalnizca ii¢ olguda ekspresyon saptandigindan istatistiksel

degerlendirme yapilamadi.

Tim gruplar birarada degerlendirildiginde, rolatif Snail mRNA diizeylerinin
immiinohistokimyasal parametreler (Snail, E-kadherin, CD44, CD133) ile iliskisi Cizelge
4.7°de verildi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunamadi (p>0.05)

(Sekil 4.12).
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Cizelge 4.7. Tim gruplarda Snail mRNA diizeyleri ve immiinohistokimyasal parametreler
arasindaki iligki

Snail RT-PCR

Diisiis Yiikselis Bulunamadi p
N % N % N %
N A A
e L A
CDH  postit T T R R R
cp133 potiy Y R T - S S
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Sekil 4.12. Snail mRNA diizeyleri ve immiinohistokimyasal parametreler arasindaki
iliskinin gruplara gore dagilimi (p>0.05)

Snail mRNA diizeyleri ile histolojik derece ve tiimor diferansiyasyonu gibi histopatolojik
parametreler arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmadi. Displazi grubunda yiiksek
dereceli ya da diisiik dereceli olgularda; ve yine SHK grubunda “iyi diferansiye” ve “az
diferansiye” olgular arasinda Snail mRNA diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli

farklilik izlenmedi (p>0.05) (Cizelge 4.8, Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.8. Displazi grubunda diistik/yliksek dereceli olgularda Snail mRNA diizeyleri

Toplam
DD YD p
N % N % N %
Diisils 1 11,1 1 7.1 2 8,7
Snail  yikselis 7 778 5 357 12 522 0085
RT-PCR ’ ’ > >
Bulunamadi 1 11,1 8 57,1 9 39,1
Toplam 14 100,0 9 100,0 23 100,0

Cizelge 4.9. SHK grubunda diferansiyasyon derecesi ve Snail mRNA diizeyleri

Diferensiyasyon
. . Toplam
Iyi Diger p
N % N % N %
Snail Yiikselis 5 50,0 3 50,0 8 50,0 1.000
RT-PCR Bulunamadi 5 50,0 3 50,0 8 50,0 ’
Toplam 10 100,0 6 100,0 16 100,0
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5. TARTISMA

Oral kanser yiiksek mortalite ve morbidite oranina sahip kanserlerin basinda yer almakta
olup hastalarin %50°den fazlas ileri evrede tan1 almaktadir. Hastaligin evresi, hastalarin sag
kalim siireleri ile yakindan iliskilidir. Lenf nodu tutulumu olmayan bir hastanin tedaviyi
takiben 5 yillik sag kalim oran1 %66 - %85 arasinda iken, lenf nodu metastazi olanlarda bu
oran % 9’lara kadar diigmektedir (Thomas, 2012). Bu sebeple diger kanser tiirlerinde oldugu
gibi, oral kanserde de erken tani ve tedavi, bireylerin yasam siiresi ve kalitesine onemli

Olciide etki etmektedir.

Oral kanserde tiimdriin lokal invazyonu, lenf nodu metastazi, uzak metastaz olup olmamasi
gibi konvansiyonel faktorlerin disinda son yillarda hiicresel ve molekiiler diizeyde farkli
prognostik faktorler de arastirilmaktadir. Ozellikle bu faktorlerin “prekanserdz” dénemdeki
lezyonlarda, kansere invazyon siirecinden once belirlenebilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.
Bu siiregteki molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi; bu potansiyel belirteglerin
laboratuvar rutinine girmesine katki saglayabilecektir. Bu goriisten yola cikarak, ¢alisma
materyalimizi “hiperplazi”, “displazi” ve “skuamoz hiicreli kanser” tanis1 alan dokular

olusturmustur.

Son yillarda bir¢ok bilimsel ¢alisma, basta kolorektal, over, karaciger karsinomu olmak
iizere pek c¢ok farkli solid tiimorlerde “karsinogenezde kok hiicre konseptini”
aragtirmaktadir. Kok hiicreler uzun yasam siireleri ve kendilerini devamli yenileyebilme
yetenekleri, nedeniyle mutasyonlara son derece agik hedef olmaktadirlar. Bu 6zelliklerinden
dolay1 oral kanser ve bir¢ok solid tiimdrde tiimorogenezi yonlendiren hiicrelerin “kanser kok

hiicreleri” oldugu diisiiniilmektedir.

Diger taraftan EMT faktorlerinin diferansiye hiicrelere “kanser kok hiicre” ozellikleri
kazandirdig: bilinmektedir. Oral kanserde, artmis Snail ekspresyonunun hiicrelere invaziv
ve metastatik 6zelliklerin yanisira diisiik proliferasyon, kendini yenileyebilme ve koloni
olusturma gibi kanser kok hiicre 6zellikleri kazandiklar1 gosterilmistir. Snail, Twistl ve
Twist 2 gibi EMT transkripsiyon faktorleri p16 ve p21°1 inhibe ederek hiicrelerin senesens
de kalmalarin1 engellemektedir (Ansieau, 2008). Bu mekanizmalar, EMT nin senesens ve
apoptozisi baskilayarak karsinogenezde rol aldigin1 ve timor progresyonu disinda daha

erken lezyonlarda EMT nin etkili olabilecegini desteklemektedir.
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Ornegin, EMT yi tetikleyen Snail ve Twist1 gibi transkripsiyon faktdrlerinin, uzak metastaz
goriilmeden ¢ok once “in situ” duktal karsinomlarda, belirlendigi bildirilmistir (Geradts ve
digeri, 2013). Meme kanserlerinin yanisira, nazofaringeal kanserler, gastrik ve kolorektal
kanserler gibi cesitli kanserlerde EMT siirecinin aktive edilmesi, farklilasmis hiicrelere kok
hiicre 6zellikleri kazandirmaktadir (Ansieau, 2013; Thiery ve Sleeman, 2006). Bu nedenle
calisgmamizda EMT faktorleri (Snail, E-kadherin) ve kanser kok hiicre belirteglerinin
(CD133, CD44) displazi ve SHK tanis1 almis parafine gomiilii doku 6rneklerinde iki farkli

yontem kullanilarak degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Snail ve CD133 protein ekspresyonlari hem immiinohistokimyasal olarak, hem de RT-PCR
ile Dbelirlenmis; E-kadherin ve CD44 ise sadece immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilmistir. Glinlimiizde immiinohistokimyasal degerlendirme, tanisal ve arastirma
amagli, patolojide laboratuvar rutininde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemle
dokulardaki protein ekspresyon paternlerinin belirlenmesi, dagilimlari ve yogunluklarinin
degerlendirilebilmesi miimkiin olmaktadir. Biz de g¢alismamizda morfolojiyle birlikte
protein ekspresyonunun birlikte degerlendirilmesi amaciyla bu yontemi tercih ettik. Ayrica,
sensitivite ve spesifitesinin molekiiler yontemlere kiyasla daha az olmasi ve semi-kantitatif
degerlendirmeye olanak saglamasina ragmen tekrarlanabilir ve ucuz bir metod olmasi

arastirmamizda avantaj yaratmistir (Ramos-Vara ve Miller, 2014).

Calismamizda, Snail ve CD133 ekspresyonlarinin kantitatif olarak da degerlendirilebilmesi
amaciyla RT-qPCR ile her iki belirtecin mRNA diizeyinde belirlenmesi hedeflenmistir. Gen
ekspresyon diizeyleri RT-qPCR, “mikro array”, gibi modern metodolojilerin yanisira
“Northern blot” “RNase protection assay” gibi daha eski molekiiler yontemler kullanilarak
da belirlenebilmektedir (Schlamp, Weinmann, Krupp, Maass, Galle, ve Teufel, 2008).
Mikroarray yontemi, siklikla kullanilan yontemlerden biridir. Ayn1 anda yiizlerce gendeki
ekspresyonun degerlendirilebilmesi en biiyiik avantajidir. Ancak Northern blot ve RT-PCR
ile karsilastirildiginda, ekspresyondaki kii¢iik degisikliklerin analizinde yetersiz kalmaktadir
(Taniguchi, Miura, Iwao, ve Yamanaka, 2001). RT-qPCR yonteminin Northern Blot’a gore
daha disiik sensitiviteye, ancak daha yiiksek spesifiteye sahip oldugu gosterilmistir (Streit,
Michalski, Erkan, Kleef ve Friess 2009). RT-qPCR yontemi ile daha az miktarlarda RNA
kullanilarak daha yiiksek spesifitede mRNA diizeylerinin kantitatif olarak belirlenebilmesi

nedeniyle, calismamizda bu yontem segilmistir.
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Calismaya dahil edilen olgular, yas ve cinsiyet gibi demografik veriler agisindan
degerlendirildiginde; ortalama yas EH grubundan (48,3) displazi (55,2) ve SHK grubuna
(59,5) gore kademeli artig gosterse de istatistiksel olarak anlamli bir farklilik izlenmemistir.
Benzer sekilde, gruplar arasinda cinsiyet dagilimi agisindan da oOnemli farklilik
saptanmamustir. Oral kanserler siklikla 50 yas tistiinde goriilmekle birlikte, son verilere gore
orofaringeal ve oral kanser goriilme yas1 ortalama 62.0 olarak bildirilmektedir (Howlader ve
digerleri, 2014; Bethesda, 2015). Gruplar arasinda yas ve cinsiyet dagiliminin benzer olmasi,
incelenen belirteclerin ekspresyon diizeylerinde bu iki demografik parametreye bagli olarak

ortaya ¢ikabilecek farkliliklarin ortadan kaldirilmasini saglamistir.

Lezyonlarin anatomik yerlesimlerine bakildiginda, EH olgularindan higbirinin agiz
tabaninda lokalize olmadig1, diger yandan displastik lezyonlarin % 9 unun; SHK olgularinin
ise % 12’sinin ag1z tabaninda lokalize oldugu belirlenmistir. 2008-2012 yillar1 arasinda dil
kanserlerinde % 2.1; agiz tabani- diseti ve oral kavitenin diger bolgelerinde ise % 23.6
oraninda artig rapor edilmistir (Howlader ve digerleri, 2014; Bethesda, 2015). SHK
etyolojisinde yer alan karsinojenik risk faktorlerinin etkisini en ¢ok gosterdigi yerlesim
yerinin agiz tabani olabilecegi belirtilmistir (IARC ¢alisma grubu, 2012). Bulgularimiz
literatiire paralel sekilde agiz tabanindaki lezyonlarin displazi ve SHK ac¢isindan daha riskli
olabilecegini desteklemektedir. EH olgularinin yerlesimi ise biiyiik oranda (% 47) bukkal
mukozadir. Bu veriler, bukkal mukozanin uygun olmayan protetik restorasyonlar ve yanak
isirma gibi lokal travmatik etkenlere en c¢ok maruz kalan yerlesim yeri oldugunu

desteklemektedir (Bethesda, 2015).

Calismamizda, histopatolojik parametreler igerisinde yer alan inflamasyon skor ortalamast,
SHK grubunda diger gruplara oranla anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Son yillardaki
bilimsel ¢aligmalar kronik inflamasyonun karsinogenezle iliskisini ortaya koymustur
(Romano ve digerleri, 2016). Kronik inflamasyonun neden oldugu DNA ve doku hasar1 ve
bu siirecte ortaya ¢ikan genetik ve epigenetik degisiklikler, karsinogenesizi tetiklemektedir
(IARC calisma grubu, 2012). Kronik inflamasyon siirecinde dokularda inflamatuar
hiicrelerin yanisira keratinositler tarafindan da eksprese oldugu gosterilen IL-1, IL-8 gibi
pro-inflamatuar sitokinler ve TGF-beta gibi biiylime faktorlerinin karsinogenezde etkili

olabilecegi gosterilmistir (Loercher ve digerleri, 2004; Wu ve digerleri, 2016)
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Calismamizda SHK, displazi ve EH lezyonlarinda Snail i¢in ekspresyon degisiklikleri
immiinohistokimyasal ve RT-qPCR yontemleri ile gosterilmistir. Mendelson ve digerleri
(2012), yiiksek Snail immiinreaktivitesi gosteren oral skuamdéz hiicreli tiimorlerin, diisiik
ekspresyon paterni gosterenlere oranla daha kotii prognoza sahip oldugunu bildirmistir. Yine
bir diger calismada artmis Snail ekspresyonunun, oral SHKlarda prognostik bir belirteg

olabilecegi One siiriilmiistiir (Smith ve digerleri, 2003).

Arastirmamizda Snail immiinreaktivitesinin; genellikle tiimor adalarinin periferinde ve az
diferansiye alanlarda daha yogun oldugu izlenmistir. SHK olgularindaki bu ekspresyon
paterninin, invazyon ve metastaz i¢in prognostik degeri olabilecegi belirtilmistir. Bilindigi
gibi tiimoriin tomurcuklanmalari, tiimoriin invaziv alanindaki tek ya da bes hiicreye kadar
gruplagmalarini ifade etmektedir ve bu alanlarin lenf nodu metastazi i¢in kuvvetli bir belirteg
oldugu ileri siiriilmektedir (Glasgow, Bleier, ve Burgart, 2012; Wang, Huang, H. ve Huang
Z.,2011). Displazi olgularinda ise pozitiflik daha ¢ok tomurcuklanma ve polarizasyon kayb1
gosteren alanlarda izlenmistir. Yapilan caligmalar, EMT siirecindeki epiteliyal polarite
kaybinin, polarite komplekslerinin fonksiyonlarina ve devaminda hiicre-hiicre biitiinliigiine
etki ettigini gostermektedir. Ozellikle bu siiregte Snail ve ZEB1’in 6nemli rol oynadig
ortaya konmustur (Takkunen ve digerleri, 2016). Bu bilgiler, displazi ve SHK olgularinda

Snail ekspresyon paterninin morfolojik yerlesimini a¢iklamaktadir.

Snail ekspresyonu agisindan gruplar karsilastirildiginda SHK, displazi ve EH gruplari
arasinda istatistiksel bir farklilik izlenmemistir (p>0,05). Fare derisinde olusturulan
tiimorlerde mRNA diizeyinde Snail ekspresyonu gosterilmistir. insanda ise meme kanseri,
mide kanseri, oral kanser, hepatoseliiler karsinomlarda ve malign melanoma hiicrelerinde
pozitif Snail mRNA ekspresyonu bildirilmistir (Blanco ve digerleri, 2002; Jiao, Miyazaki,
ve Kitajima, 2002; Poser ve digerleri, 2001). Calismamizda rélatif Snail mRNA ekspresyonu
degerlendirildiginde, displazi ve EH grubunda bazi olgularda artis, bazilarinda azalma
izlenirken, Snail mRNAs1 pozitif olan tiim SHK olgularinda artmig ekspresyon diizeyleri

gosterilmistir. Ancak, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamastir.

Rosivatz ve digerleri (2002), diffiiz tip gastrik tlimorlerlerde, 28 tiimdr olgusunun 11’inde
rolatif Snail mRNA ekspresyonunda artis oldugunu gostermistir. Artmis Snail mRNA
ekspresyonu izlenen tiimor olgularinin % 55’inde E-kadherin kaybir oldugu bildirilmistir.
Calismamizda E-kadherin ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmis;
displastik epitelde rete uclarinda ve epitelin tomurcuklanma yaptig1 alanlarda E-kadherin

kayb1 izlenmistir. Tiimor hiicrelerinde genellikle adalarin periferinde; ve az diferansiye
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alanlarda daha belirgin olmak iizere E-kadherin ekspresyonunda azalma goriilmistiir. SHK
olguarindaki bu azalma EH grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik

bulunmustur (p=0.000).

Immiinohistokimyasal ¢alismalar, bas-boyun kanserleri ve oral kanser dahil olmak {izere
bir¢ok kanserde, E-kadherin immiinreaktivitesinin azaldigini bildirmektedir (Birchmeier ve
Behrens, 1994; Nieto, 2002). Oral kanserde tiimoriin invaziv yiizeyinde E-kadherin
ekpresyon kaybinin tiimor progresyonunda onemli oldugu ve E-kadherin kaybi olan
tiimorlerin prognozunun kotii oldugu bilinmektedir (Prall, 2007). Calismamizda, 6zellikle
tiimoriin daha kiigiik hiicre gruplar seklinde infiltrasyon yaptig1 alanlarda; sub-mukoza ve
kasa invazyon g¢evresinde E-kadherin immiinreaktivitesinde belirgin azalma oldugu dikkati
cekmistir. Calisma bulgularimiz, literatiire paralel sekilde, E kadherin kaybinin maligniteyi
gosteren bir belirteg oldugu goriisiinii  desteklemektedir. Kanserlerde E-kadherin
inaktivasyonu; hiicre-hiicre kontag1 baglantilarinda belirgin fenotipik degisikliklere neden

olarak, invaziv biiyiimeye yol acabilmektedir (Hirohashi, 1998)

Normal epitel dokusunda hiicre stabilizasyonu ve yapisal biitiinliigiin saglanmasi1 E-kadherin
fonksiyonuyla miimkiindiir. E-kadherin ekspresyonu direkt olarak Snail, Slug, Zebl, Zeb2,
E12/E47 gibi transkripsiyon faktorleri tarafindan inhibe edilmektedir. Hiicre adhezyon
molekiilii ve timor siipresdor gen olarak fonksiyon goren E-kadherinin, kanser
progresyonunda 0zellikle papillomdan invaziv kansere giden siirecte, kritik bir rol oynadigi

diistintilmektedir (Cano ve digerleri 2002; Comijn ve digerleri, 2001).

Calismamizda tiim gruplar birarada degerlendirildiginde, Snail mRNA artis1 goriilen
olgularin % 75’inde E-kadherin kaybi1 gosterilmistir. Ancak Rosivatz ve digerleri (2002) nin
bulgularina paralel sekilde Snail ekspresyonu ve E-kadherin kaybi arasinda korelasyon

gosterilememistir.

In vitro kosullarda oral skuamdz hiicreli kanser hiicrelerinde Snail mRNA ekspresyonu
arttikca, E-kadherin ve desmoglein 2 mRNA diizeylerinde azalma gosterilmis ancak
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamistir. Birgok ¢alisma, oral kanser de dahil
olmak iizere, farkli tiimérlerde E-kadherin mRNA ekspresyon diizeylerinde ve
immiinreaktivitesinde belirgin azalma rapor etmesine ragmen, Snail ile negatif korelasyon
gosterilememistir (Comijn ve digerleri 2001; Miyoshi ve digerleri 2004; Sakamoto ve

digerleri, 2012).
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Takunen ve digerleri (2006), primer oral skuamoz hiicreli kanserden izole ettikleri
hiicrelerde, Snail’in yamisira ZEB1 ve ZEB2 gibi EMT faktorlerinin E-kadherin
ekspresyonunu baskiladigini gdstermisler; ve EMT ‘nin oral kanserde Snailden bagimsiz
olarak da tetiklenebilecegini One siirmiiglerdir. Buna ek olarak SHK’larda invazyon
siirecinde EMT ile birlikte, podoplanin aracili aktin remodelasyonunun da etkili oldugu

bildirilmistir (Wicki ve Christofori, 2006).

Sonu¢ olarak bu siiregte EMT bagimli ve EMT bagimsiz invazyonun es zamanl
gerceklestigi One siiriilmektedir (Wicki ve Christofori, 2006). Calisma bulgularimiz
degerlendirildiginde, Snail ekspresyonu degisikliklerinin displaziden oral kansere gecis
sekansinda tek basina etkin faktdr olmayabilecegi akla gelmektedir. Snail disinda ZEBI,
Zeb2, Slug gibi EMT faktorlerinin de invazyon siirecinde rol oynayabilecegi géz onilinde
bulundurulmalidir. Diger yandan calisma bulgularimiz, oral karsinogenezisde EMT
bagimsiz invazyonun da rol alabilecegi goriislinii desteklemektedir. Calismamizin bir
limitasyonu vaka sayisinin sinirli olmasidir. Daha faza sayida olgunun degerledirildigi

aragtirmalarda Snail’in prognostik degeri daha agik olarak ortaya konabilir.

Oral SHKlerde giiniimiize kadar bircok kanser kok hiicre belirleyicisi tanimlanmistir.
Bunlardan bir kismi hiicre yiizey molekiilleri, bir kism1 ise transkripsiyon faktorleridir
(Gonzales-Moles ve digerleri, 2013). Hiicre ylizey molekiillerinden CD133, CD44, ve
CD90, CD24 tiir. Bir¢ok arastirmact bu yiizey molekiillerinin kanser baslatict hiicrelerin
belirlenmesinde yararli olabilecegini savunmaktadir (Kumamato ve Ohki, 2010; Ishizawa

ve digerleri, 2012; Joshua ve digerleri, 2012).

CD133; prominin olarak ta bilinen, bir transmembran glikoproteinidir. Hematopoetik ve
noral dokular basta olmak iizere bir¢ok organda kok hiicre 6zelligi gosteren hiicrelerde
ekspresyonu saptanmustir. Ozellikle kolorektal kanserlerde kanser kok hiicre yiizey belirteci
olarak kabul edilmektedir. Kolorektal kanserler disinda, akciger ve pankreatik kanserlerde
yiiksek CD133 ekspresyonunun, hastalarin sag kalim oranlanyla iliskili oldugu
gosterilmistir (Wang, 2004). Ancak, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanserlerinde, CD133

ekspresyonunun prognostik degeri agikliga kavusmamastir.
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Calismamizin 6ne ¢ikan bulgularindan biri, CD133 immiinreaktivitesinin, SHK olgularinda,
EH grubuna gore anlamli derecede yiiksek olmasidir (p=0.05). EH grubunda olgularin %
16’sinda, displazi grubunda % 27’sinde; SHK olgularinin ise % 53’linde pozitif CD133
immiinreaktivitesi izlenmistir. Bulgularimiza paralel sekilde, Ravindran ve digerleri (2012),
CD133 immiinreaktivitesinin oral epiteliyal displaziden oral kansere kadar olan sekansta
goreceli olarak arttigin1 ve Musahi-1 ile koekspresyon gosterdigini bildirmistir. Bir diger
immiinohistokimyasal  ¢alismada, oral kanserde tiimor hiicrelerinde CDI133
immiinreaktivitesinin % 60’lara kadar artis gosterdigi rapor edilmistir. (Oliveira, L. ve

digerleri, 2013)

CD133’1in, oral kanserde tiimorii olusturan hiicrelerin yaklasik % 1-3 tarafindan eksprese
edildigi ve bu hiicrelerin kemoterapiye diren¢ gosterdigi belirtilmistir (Zhang ve digerleri,
2010). Bir diger calismada, CD133 eksprese eden hiicrelerin immiinsiipresif farelere
transplante edildiginde yiiksek tiimorojenik etki gosterdikleri bildirilmistir. Bu veriler

1s181inda, CD133 ekspresyonunun oral karsinogenezde etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

CDI133 mRNA ekspresyon diizeyleri degerlendirildiginde, SHK grubunda bir olguda;
displazi grubunda 2 olguda artis izlenmistir. Tiim gruplar agisindan diger olgularda CD133
mRNA ekspresyonu belirlenememistir. Bu veriler, displazi ve kanserde CD133 protein
ekspresyon degisikliklerinin bulunmadigint gostermemektedir. Bilindigi gibi, mRNA
diizeylerinin gilivenilirliligi protein diizeyinde eslestirilmesi ile orantilidir (Kendrick, ve
digerleri, 2014). Calismamizda da bu eslestirme immiinohistokimya yd&ntemi
gerceklestirilmis ve olgularin % 29’unda (EH grubunda 3; displazi grubunda 6; SHK
grubunda 8 olguda) pozitif ekspresyon saptanmistir. In vitro calismalar, oral kanserde timor
hiicrelerinin % 1-3’iintin CD133 eksprese ettigini géstermistir (Zhang ve digerleri, 2010).
Diger hiicre yiizey belirteglerine gore daha az eksprese edilmesi, olgu se¢cimi ve metodolojik

farkliliklar in vivo sartlarda CD133 ekspresyonunun gosterilememesine neden olabilir.

Calismamizda, SHK grubunda CD133 immiinekspresyonu ve inflamasyon skoru arasinda
negatif yonde korelasyon izlenmistir. Son donemde yapilan arastirmalar, kronik
inflamasyonun, sitokinler ve biiylime faktorleri araciligiyla kanser kok hiicre yolaklarini
aktive edebildigini vurgulamaktadir. Wnt- B-katenin, NF-xB ve STAT 3 gibi kanser kok
hiicre sinyal yolaklar1 tim6r mikrogevresindeki sitokinler tarafindan tetiklenebilmektedir

(Romano ve digerleri, 2016). Kolon kanseri hiicreleri lizerinde yiiriitiilen bir calismada,
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CD133"/ALDH" tiimér hiicrelerinin, CD133/ALDH olanlara gore daha yiiksek diizeyde IL-
6 trettikleri gosterilmistir (Lin ve digerleri, 2011). IL-6’nin STAT 3 sinyal yolagin1 stimiile
ederek, karsinogenezde rol oynadig1 bilinmektedir (Kaptein, A., Paillard, V., ve Saunders,
M., 1996) Calismamizda gosterilen CD133 ekspresyonu ve inflamasyon arasindaki negatif
korelasyon, kolon kanseri hiicrelerinde etkin oldugu one siiriilen IL-6 aracili STAT 3 sinyal
yolagmin inflamasyon- oral karsinogenez etkilesiminde belirgin rolii oldugunu
desteklememektedir. Bulgularimiz, timor mikrogevresinde bulunan diger pro-inflamatuar
sitokinler (IL-1, TNF-alfa, IL-8 vb gibi) tarafindan aktive edilebilen Wnt- B-katenin ve NF-
kB kanser kok hiicre sinyal yolaklarinin oral karsinogenezde daha etkili olabilecegini

distindiirmektedir.

Li ve digerleri (2014) kolon kanserlerinde CD133 ekspresyounu immiinohistokimyasal
olarak degerlendirdikleri ¢aligmalarinda, timér dokusuna komsu saglikli epiteli kontrol
grubu olarak kullanmistir. Toplam 49 kolon kanseri vakasinin 18’inde CD133 pozitif
bulunmus; CD133 ekspresyonu ile yas, cinsiyet, timor derinligi, TNM, histolojik tip ve
lenfatik metastaz arasinda istatistiksel olarak anlamli iliski bulunmamistir. Benzer sekilde
calisgmamizda da CD133 immiinreaktivitesi ve klinikopatolojik parametreler arasinda
korelasyon gosterilememistir. CD133 ekspresyonunun klinikopatolojik parametrelerle
iliskilendirilememesi, immiinreaktivitenin degerlendirilmesindeki yontem fakliliklar1 ve
olgu sayilarindaki farkliliklar gibi cesitli faktorlere bagli olabilir. Diger yandan, SHK
olgularindaki yiiksek CD133 immiinreaktivitesi, CD133’iin oral karsinogenezisde {imit

vadeden bir belirteg olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

CD44, hiicre-hiicre kontagi, hiicre adhezyonu ve migrasyonunda rol alan glikoproetin
yapisinda bir hiicre ylizey molekiiliidiir. CD44’lin ¢ok c¢esitli kanserlerde tirozin kinaz
resptorlerini aktive ederek, tlimor hiicrelerinin proliferasyon kapasitelerinde yasam
stirelerinde artisa neden oldugu bildirilmistir (Omara-Opyene, Qiu, Shah ve Iczkowski,

2004; Misra, Toole, ve Ghatak, 2006; Sheridan ve digerleri, 2006).

Bas-boyun kanserlerinde izole edilen CD44 pozitif tiimdr hiicrelerinin yiiksek tiimorojenik
potansiyele sahip oldugu gosterilmistir (Noto ve digerleri, 2013). Bu hiicre populasyonu
timor hiicrelerinin %10’dan azini olusturmakla birlikte, immiinsiipresif farelerde timor

olusturabilme yetenegine sahiptir (Chen ve digerleri, 2013).
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Calismamizda CD44 ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. EH
grubunda olgularin %84’{linde, displazi grubunda %83 iinde; SHK olgularinin ise %94 {inde
pozitif CD44 immiinreaktivitesi izlenmistir. CD44 immiinreaktivitesi ortalama degerleri,
hiperplazi ve displazi olgularindan SHK’a dogru kadameli olarak artis gosterse, istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmamistir. Bulgularimiza paralel sekilde Margaritescu ve
digerleri (2011), saglikli oral epitel dokularinin %80’inde, pozitif CD44 ekspresyonu
oldugunu gostermistir. CD44 ekspresyonu acisindan normal oral mukoza ve SHK arasinda
anlaml farklilik olmamasi, CD44’iin displazi ve oral kanserde tek basina bir belirte¢ olarak

kullanilabilecegini desteklememektedir.

Calismamizda CD44 ekspresyonunun, EH grubunda skuamoz epitelin bazal tabaka
keratinositlerinde daha yogun olmakla birlikte bazi olgularda graniiler tabakaya kadar
uzandi izlenmistir. Displastik epitelde ise rete uclarinda, bazal laminaya bakan kisimlarda
CD44 ekspresyon kaybi izlenmistir. Immiinohistokimyasal ¢alismalarda ekspresyon
paterniyle ilgili ¢eligkili bulgular rapor edilmistir. Bunlardan biiylik kismi CD44
ekspresyonunun bazal tabakada daha yogun baslayarak epitelin orta ve iist {igliisiine dogru
azalarak devam ettigini gostermislerdir. Bir diger arastirmada ise, normal oral mukozada,
yine bazal ve parabazal keratinositlerde yogun CD44 ekspresyonu bildirilmis; yanisira, bazi
olgularda bazal laminaya bakan yiizde ise CD44 ekspresyon kaybi oldugu belirtilmistir.
Calismamizda diferansiyasyon derecesi ve CD44 ekspresyonu arasinda anlamli iligki
olmamakla birlikte, SHK olgularinda tiimor adalarinin periferinde, ikinci ve ligiincii siralarda
CD44 pozitif hiicreler goriliirken. globe kornea alanlarinda ekspresyon izlenmemistir.
Ghuwalewala ve digerleri (2016), CD44 immiinreaktivitesinin SHK larda belirli bir
ekspresyon paterni gostermedigini ve diferansiyasyonla iliskili olmadigini belirtirken, bir
diger calismada, iyi diferansiye SHKlarda daha yogun CD44 boyanma skorlar1 yanisira

globe kornea alanlarinda boyanma olmadig: bildirilmistir (Margaritescu ve digerleri, 2011).

Literatiir verilerinde ekspresyon paternlerine ait ¢eliskili bulgularin nedeni su sekilde
aciklanabilir. Oral mukozada CD44’lin CD44s ve CD44v6 olmak iizere iki alt tipinin
eksprese oldugu bilinmekle birlikte, hiperplaziden kansere gecis siirecinde hangi varyantin
ne oranda ekspresyon gosterdigi heniiz acgiklia kavusturulamamistir. Bu sebeple CD44
pozitif ekspresyonun ya da kaybinin prognostik belirte¢ olarak kabul edilip edilemeyecegi
tartismalidir. Bu tartismalar, CD44’iin tek basina kullanilamayacagini ortaya koymaktadir.
Coziim yolu olarak bircok arastirmaci, CD44 ile birlikte bir diger belirtece ihtiyag
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duyuldugunun altin1 ¢izmektedir. Bu belirtegler igersinde immiinohistokimyasal
caligmalarda one ¢ikan CD24’tiir. Normal kosullarda, CD44 ve CD24 epitel hiicrelerinin
diferansiyasyon siirecinde rol almaktadir. CD24 ekspresyonundaki azalmanin CD44/CD24
dengesinde degisiklige yol agarak, epiteliyal biitlinliiglin bozulmasi sonucu tiimorogeneze

neden olabilecegi 6ne siiriilmektedir (Abdulmajeed ve digerleri, 2013)

Immiinohistokimyasal calismalar, CD44Yiksek /CD24dstk hijcre tipinin kanserlerde saglikli
dokulara oranla yiiksek oldugunu gostermektedir (Kreso ve Dick, 2014). Primer oral
kanserden izole edilen hiicre serilerinde, CD44 yiiksek/CD24 diisiik ekspresyon profilinin
kanser kok hiicre ve EMT fenotipik 6zellikleri gosterdigi bildirilmistir (Ghuwalewala ve

digerleri, 2016).

Bir¢ok bilimsel arastirma, cesitli kanserlerde EMT siirecine giren hiicrelerin, kanser kok
hiicre 6zellikleri kazanabildigini gostermektedir (Ansieau, 2013; Geradts ve digeri, 2013;
Zhu ve digerleri, 2012). Epitel hiicrelerinde EMT siireci, Snail, Twist ve ZEB-1 gibi
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu ya da TGF-beta gibi biiyiime faktorleri yoluyla ile
tetiklenmektedir (Thiery ve Sleeman, 2006).

In vitro ¢alismalar, Snail ekspresyonunun doza bagli etki gosterdigini ortaya koymaktadir.
Diistik ancak belirlenebilir diizeyde Snail mRNA diizeylerinin, gastrik kanser hiicrelerinde
E-kadherin kaybma neden olmadigi ve hiicresel kontaklarin korundugu bildirilmistir
(Rosivatz, 2006). Snail’in yiiksek ekspresyonu ise hiicrelerde sacilmaya ve E-kadherin

ekspresyonunda % 95 oraninda azalmaya yol agmistir.

Calismamizda her iki yontemle (RT-PCR ve immiinohistokimyasal olarak) Snail
ekspresyonunun, E-kadherin, CDI133, ve CD44 immiinreaktivitesi iizerindeki etkisini
degerlendirdigimizde, Snail /yliksek ve Snail/diisiik ekspresyon gosteren olgular arasinda
anlamli farklilik izlenmemistir. Benzer sekilde Zhu ve digerleri (2012), Snail ile muamele
edilen oral kanser hiicrelerinde (SCC9), CD133 agisindan kontrol grubu hiicreleriyle anlamli

farklilik olmadigini; ancak CD44 ekspresyonunun pozitif oldugunu gostermistir.

Memeli epitel hiicrelerinin yiiksek TGF-beta ve Snail ekspresyonu sonucu 12. giinde kanser
kok hiicre (CD44+/CD24-) ozelligi kazandiklar1 gosterilmistir (Mani ve digerleri, 2008).

Insan embriyonik k&k hiicrelerinde, agregatlarm periferindeki hiicrelerde artmis Snail,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1873506116000702#bb0005
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vimentin ve MMP-9 ekspresyonu oldugu bildirilmistir. Ayni zamanda bu hiicrelerin OCT-4
ve Nanog gibi totipotent transkripsiyon faktorlerini de iirettigi gosterilmistir (Eastham ve

digerleri, 2007).

In vitro ¢alismalarin birgogunda EMT ve kanser kok hiicre belirtegleri arasinda iliski
gosterilse de (Lim ve digerleri, 2016; Ma, Wang, Huang, Zhang, ve Sun, 2015; Ota ve
digerleri, 2016) bu iliskinin varligi in vivo kosullarda sinirli sayida c¢alismada
degerlendirilmistir. Cok yeni olarak, oral skuamoz hiicreli kanser olgulari iizerinde yiiriitiilen
bir immiinohistokimyasal ¢calismada, EMT ve kanser kok hiicre belirtegleri arasinda anlaml
iliski gosterilememistir. (Attramadal ve digerleri, 2015) Diger yandan EMT siirecini
tetikleyen ZEB1 ve kanser kok hiicre belirteci BMI1 mRNA diizeylerinin oral skuamoz
hiicreli karsinomlarda artis gosterdigi ve E-kadherin ekspresyonunda azalmaya; vimentin

ekspresyonunda ise artisa neden oldugu bildirilmistir (Kurihara ve digerleri, 2015).

Sonug olarak ¢alisma bulgularimiz EMT-kanser kok hiicre etkilesimininde yer alan CD133
ve E-kadherin’in oral kanser progresyonunda iimit vadeden tanisal belirte¢ler olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu alanda yapilacak olan c¢alismalar kanser kok hiicrelerinin
patobiyolojisinin daha iyi anlasilmasina, ve bu hiicreleri spesifik olarak hedef alan anti-

tiimor ilaglarin ve tedavilerin gelistirilmesine olanak saglayabilecegi inancindayiz.



64



65

6. SONUC

Oral kanser, displazi ve hiperplazi olgularinin demografik bulgular1 literatiir bulgulariyla

uyumludur.

Inflamasyon skoru, hiperplazi ve displazi olgularina goére oral kanserde daha yiiksektir. Bu

veri inflamasyon ve oral karsinogenezis arasindaki iliskiyi desteklemektedir.

Calisma bulgularimiz hiperplaziden oral kansere kadar olan sekansta E-kadherin
immiinreaksiyonunda azalma; CD133 immiinreaksiyonunda ise artis oldugunu
gostermektedir (p<0,05). Bu iki proteinin, kanser progresyonunda potansiyel diagnostik

belirteg olabilecegini diislindiirmektedir.

RT-gPCR ile pozitif Snail mRNA ekspresyonu saptanan olgular icinde SHK grubu acisindan
olgularin %100’{inde artis izlenmistir. Bu oran, displazi olgularinda % 85 ve hiperplazi

grubunda ise %82,5 olarak saptanmuistir.

Calisma sonuglar1 rolatif Snail mRNA artis1 izlenen olgularin, Snail mRNA diizeyleri ve
immiinhistokimyasal parametreler (Snail, CD44, CD133, E-kadherin) arasinda istatistiksel
olarak anlamli korelasyon bulunamadigini gostermistir (p>0.05). Bu da Snail
ekspresyonundaki artisin bagimsiz bir parametre olarak degerlendirmesi gerektigini

diistindiirmektedir.
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